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ANOTACE

Disertacni prace byla zaméfena navyvoj a optimalizaci novych postupt
pro potieby multiclementarni analyzy realnych vzorka metodou ICP-oa-TOF-MS. Mozné
interference byly vytipovany na zakladé interferen¢nich kiivek, ty vSak neodhalovaly vliv
celé matrice readlnych vzorkl, proto pro kazdy typ vzorku byly feSeny individudlng.
Navrzené metody byly Gspésné aplikovany pii analyze uhelnych popilkd, vydiich tkani,
krmiv pro domaci zvifata a kojeneckého suSeného mléka. Pro piipravu vzorkd byly
zkoumany moznosti pouziti ekologicky Setrnych a Casové Uspornych metod. Optimalni
podminky metody byly ur€eny za vyuziti postupt planovani experimentii a vysledna data
byla zhodnocena nastroji statistické analyzy dat. Pfesnost navrzenych postupti byla

ovéfena analyzou referencnich materiald ¢i pomoci analytické navratnosti.

Klic¢ova slova:
ICP-0a-TOF-MS, multiclementarni analyza, interference matrice, mikrovinna
mineralizace, mikrovinnd extrakce, analyza uhelnych popilkd, analyza vydfich tkani,

analyza suSen¢ho kojeneckého mléka, analyza krmiv pro doméci zvitata

Multielement analysis of samples with complex matrix by ICP-0a-TOF-MS

ANNOTATION

Thesis was focused on the development and optimization of new procedures
for multielemental analysis of real samples by ICP-0a-TOF-MS. The influence of matrix
elements was studied and possible approaches solving problematic interference
in the analysis of elements of interest. The proposed methods were successfully applied
in the analysis of coal ash, otter tissues, pet food and infant formula. Design of experiments
was used to find optimal conditions for preparing various types of samples. In accordance
with the principles of green chemistry the possibility of replacing highly toxic acids less
toxic agents were examined for the preparation of samples. The accuracy of the proposed

methods were validated on reference standard materials or using analytical recoveries.

Key words:
ICP-0a-TOF-MS, multielemental analysis, matrix interference, microwave
digestion, microwave-assisted extraction, analysis of fly coal ash, analysis of otter tissue,

analysis of infant milk, analysis of pet food
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Seznam zKkratek

CRC
CRM

HR-CS-AAS

DOE
DRC
EDX
EDTA
ETAAS
ETV

FI
FAES
FAAS
HG

HR
ICP-MS
ICP-OES

icpTOF

LA
LIBS
LOD

LOQ

Kolizné-reakéni cela
Certifikovany referencni material

Atomova absorp¢ni spektrometrie s kontinualnim zdrojem zateni

as vysokym rozliSenim

Planovani experimentu

Dynamicka reakéni cela

Energiové-disperzni spektrometrie

kyselina ethylendiamintetraoctova

Atomova absorpcni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
Elektrotermické vyparovani

Pritokova analyza

Plamenova atomovéa emisni spektrometrie

Plamenova atomova absorp¢ni spektrometrie

Generovani hydridi

Hmotnostni spektrometr s vysokym rozliSenim

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu
Opticka emisni spektrometrie s ionizaci v indukéné vdzaném plazmatu

Priilletovy analyzator s ortogonalni akceleraci iontl a kvadrupolovym

filtrem

Ionizaéni potencial

Laserova ablace

Spektrometrie laserem indukovaného plazmatu
Detekéni limit

Mez stanovitelnosti



Seznam zKkratek

m/z
MWD
MAE
NAA
oa-TOF
ORC
PP
PFA
PTFE

TMAH

XRF

Pomér mezi hmotnosti iontu a jeho ndbojem
Mikrovlnny rozklad

Mikrovinnym polem asistované extrakce
Neutronova aktivacni analyza

Pruletovy analyzator s ortogonalni akceleraci iontti
Oktapolova kolizné-reakéni cela
Polypropylen

Perfluoroalkoxy

Polytetrafluoroetylen

Hydroxid tetrametylamonny

Kvadrupélovy analyzator

Rentgenova fluorescenéni spektrometrie



1. Uvod

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu (ICP-MS) je jednou
Z nejpouzivangjSich metod ultrastopové anorganické prvkové analyzy. Mezi nejrozsifend)si
ICP-MS instrumentaci patfi v souCasné analytické praxi spektrometry s kvadrupolovym
analyzatorem (Q-ICP-MS), vyznamny podil zaujimaji i spektrometry s vysokym rozlisenim
(HR-ICP-MS). Stimto souvisi ipocet publikovanych praci zabyvajicich se praktickymi
aplikacemi realizovanymi na téchto spektrometrech. Spektrometry s pruletovym analyzatorem
a ortogonalni akceleraci iontt (ICP-0a-TOF-MS) byly ve srovnani s vy$e zminénymi typy
spektrometrii uvedeny do rutinni praxe pozd¢ji, jsou zde tak zastoupeny v menSim poctu

a v soucasné dob¢ pak celd fada metod a aplikaci pro potieby redlné analyzy schézi.

Zatimco u HR-ICP-MS spektrometri je rozliSovaci schopnost dostate¢na pro odliSeni
vétSiny spektralnich interferenci polyatomickych iontd a pro kvadrupolové analyzétory
s nizkym rozliSenim nabizi feSeni kolizn¢ reakéni cely, pro ICP-0a-TOF-MS instrumentaci je
situace slozitéjsi. Ackoliv spektrometry s priletovym analyzatorem dosahuji oproti
konven¢nim kvadrupolovym analyzatorim vyssi rozliSovaci schopnosti, pro potteby realné
praxe stile chybi fteSeni celé fady praktickych problémi. Z dostupnych metodik
vypracovanych pro eliminaci interferenci lze pro ICP-0a-TOF-MS uplatnit matematické
korekce [1] a nov¢ i kolizné reakéni cely [2, 3]. V ptipadé matematickych korekei je velkou
vyhodou simultanni zdznam spektra poskytovany priletovym analyzatorem, diky cemuz
nedochazi ke zkresleni jako u skenovacich spektrometrii a korekce miize byt uplatnéna
I retrospektivné. Spojeni pruletového analyzatoru s kvadrupolovym filtrem spektrometru
icpTOF (TOFWERK AG, Svycarsko) [2] ¢&i oktapolovou kolizni celou pfistroje GBC
OptiMass 9600 [3] (GBC Scientific Equipment Pty. Ltd., Australie) bylo realizovano
Vv poslednich letech a uvedena instrumentace neni v analytickych laboratofich rozsifena.

V piipade icpTOF mize byt piekaznou/nevyhodou vyssi pofizovaci cena.

PtedloZena prace byla zaméfena na vyvoj novych metod analyzy redlnych vzorkii pomoci
spektrometru GBC OptiMass 8000, ktery vyuziva technologie time-of-flight s ortogonalnim
urychlovanim iontli a spole¢né s druhou generaci GBC OptiMass 9500 je nejrozsifencjSim
uvedenym typem. Pozornost byla vénovéana problematice analyzy uhelnych popilki, tkani
biologického a Zivocisného piivodu, kojeneckého suSeného mléka a krmiv pro domaci zvitata.

Vsechny postupy byly navrzeny nebo vyvijeny s ohledem na pozadavky soucasné zelené



chemie [4], duraz byl kladen na ekologickou Setrnost a finan¢ni uspornost. Pro nalezeni
optimalnich podminek metod bylo vyuzito postupli planovéani experimentu (DOE), a to bud’
uplatnénim plného nebo frakcionéalniho faktorového planu. Pro posouzeni vlivu sledovanych
faktori a jejich vzajemnych interferenci byly sestaveny Paretovy grafy standardizovanych
efektl a responzni plochy. Experimentalni vysledky byly zpracovany za vyuziti dostupnych
nastrojui jednorozmérné a vicerozmérné statistické analyzy dat. Navrzené analytické postupy
byly validovany prostiednictvim certifikovanych referencnich materidli a analytickych

navratnosti.
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2. Teoreticka cast

2.1. Spektralni interference a jejich rozdéleni

Interference v ICP-MS analyze jsou klasifikovany na spektralni a nespektralni. Spektralni
interference jsou zpusobeny atomovymi a molekulovymi ionty, které maji témét stejnou
hmotnost jako analyt. U nespektralnich interferenci je signal analytu ovlivnén pfitomnosti
matrice vzorku, ve vétsin¢ piipadi dochazi ke sniZeni intenzity signalu. Pfestoze prevazna
¢ast interferenci je dobie popsana, odstranéni jejich vlivu na analyzu je obtizné a Casové

narocné.

2.1.1. Monoizotopické interference

Monoizotopické interference jsou zplisobeny existenci dvou izotopi riznych prvki
0 téméf stejné m/z. Ve skutecnosti neexistuji dva izotopy s tplné€ stejnou m/z, avSak rozdily
jsou mezi jednotlivymi hmotami velmi malé. Napiiklad izotop Ar® nahmot& 39,948
interferuje s iontem Ca* (m/z = 40,08) [5]. Rozliseni potiebné k odliseni dvou takto blizkych
prvkd leZi v rozmezi mezi 10* az 108, ani u komercnich spektrometri HR-ICP-MS neni
dosazeno potiebného rozliseni [6]. Pro vétsinu prvki lze nalézt izotop nezatizeny izobarickou
interferenci, ne vzdy se vSak jedna o nejvice zastoupeny izotop [5-10]. Tyto interference jsou
dobfe popsané asnadno piedvidatelné, pro jejich odstranéni lze Vv nékterych piipadech

uspésné pouzit i matematické korekce [6, 11, 12].

2.1.2. Dvojndasobné nabité ionty

Druhym typem spektralnich interferenci vyskytujicich se pfiredlné analyze jsou
dvojnasobné nabité ionty M?%. Jednotlivé izotopy jsou 0d sebe odliseny na zakladé poméru
hmotnosti a naboje, pik dvojnasobn& nabitého iontu M?* je patrny na poloviéni nominalni
hodnoté matetského iontu. Dvojnasobnd ionizace nastava u prvkd, které maji nizkou hodnotu
druhého ioniza¢niho potencialu [11, 13, 14], nizkou hodnotu souétu druhého a prvniho
ioniza¢niho potencialu [15] nebo jejich rozdilu [13, 16]. Nejéastéji uvadénymi ptiklady jsou
prvky barya, stroncia aprvky vzacnych zemin. Prvky s IP vétSim nez 15,76 eV tvofi
dvojnéasobné nabité ionty pouze pod 0,1 % a pravdépodobné nebudou v hmotnostnim spektru
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pozorovatelné, zalezi to vSak i na koncentraci daného prvku [13]. Argon (IP(l1) = 27,63eV)
by nemél tvotit M?*, ale diky jeho vysoké koncentraci je pozorovan pik m/z =20 [13, 14].

Vhodnym nastavenim parametrii piistroje lze tvorbu M?* snizit [9, 14, 16].

2.1.3. Oxidové a hydroxidové ionty

Nekteré prvky, pokud jsou disociovany v piitomnosti kysliku a vodiku, tvoii oxidové
MO" a hydroxidové MOH" ionty projevujici se nam/z+ 16 a m/z + 17. Rozhodujicim
faktorem pro formovani MO" je sila vazby [6, 16], mezi prvky formujici silné oxidy jsou
fazeny prvky vzacnych zemin. Vysledna koncentrace téchto oxidi je ovlivnéna mnozstvim
vody vnasené do plazmatu se vzorkem [14], odstranénim vody (napi. pomoci mlzné komory

¢i ETV) lze tuto koncentraci snizit na 1-2 % [8, 11].

Tyto interference jsou problematické v ptipadé vyssi koncentrace prvku tvoticiho
MO™ nebo MOH" oproti koncentraci stanovovaného prvku. Pfikladem miize byt stanoveni
stiibra v pudach, kde mnozstvi prvkli Zr, Y a Nb je o mnoho fadu vétsi nez koncentrace
samotného stfibra. Stanoveni nejzastoupenéjsiho (51,8 %) izotopu stiibra 107Ag+ je ruseno
polyatomickymi ionty 710", Ozr°0H*, #Y*80* a stanoveni '°Ag* (48,2 %) je ovlivnéno

BNb'0*, #Zr'*OH*, Mo OH" [17].

2.1.4. Polyatomické interference

Vznik polyatomickych interferenci je hiife predvidatelny a zavisi na slozeni matrice
a na nastaveni parametri pfistroje. Vznikaji kombinaci dvou a vice atomil z plazmového
plynu (Ar), komponent matrice (O, C, N, H, ClI, S, Na, Ca, Mg, P atd.) a pfitomného
rozpoustédla. Pfevazné jsou pozorovany v oblasti do m/z 80. Existuji pravdépodobné tfi
pfi¢iny amista vzniku polyatomickych interferenci: kondenzacni reakce v expanznim

prostoru, kolizni reakce v okrajové vrstvé kolem vnéjSiho povrchu sampleru a pfimo v plazmé

[8].
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Priklady polyatomickych ionti interferujicich pii redlné analyze vybranych prvki jsou
uvedeny v tabulce 1. Polyatomické asociaty chloru s argonem nebo kyslikem tvofi fadu
interferenci na izotopech Bast, S2crt Syt Y4Fet a 'se’ [1, 18-20]. Dalsi vyznamnou
skupinou jsou polyatomické asociaty obsahujici vapnik [21, 22], ty komplikuji naptiklad

stanoveni >'Fe*, ®®Ni* a *°Co*.

V piitomnosti fosforu byly pozorovany interference na *’Ti*, Cu* a *zn* [8, 23, 24]
diky polyatomickym iontam 3P*0*, *'P¥*0," a 3P®0,'H". Sira tvoii 30", ¥s*0'H*,
325%25* 4 dalsi polyatomické asociaty, které interferuji na hmotach 48, 49, 50, 52, 53, 64, 65,
67 a 68 a znemoznuji stanoveni Ti, Cu a Zn [25]. Dalsim vyznamnym interferentem je uhlik,
polyatomicky asociat “°Ar'?C* [26] ovliviiuje stanoveni Cr na m/z =52, coZ je nejvice
pfirozeng zastoupeny izotop (83,3 %), druhy izotop °Cr' (9,5%) je taktéz ovlivnén

interferenci od °Ar3C”.

Tabulka 1: Interference vybranych polyatomickych ionti pozorovanych pri analyze
realnych vzorki

Matri¢ni Analyt Polyatomicky Matrice Typ Lit.

prvek iont analyzatoru

Cl PAst PAreCl’ Mog Q [19]
2ert SCI*otH* Moiska voda  Q [20]
Sy Belteo* Moiskavoda  Q [18]
= CI**otH” Mog TOF [1]
'se* Al Krevni sérum  Q [27]

Ca TFe* YCcal®0'H" Krevni sérum  HR [21]
N “cal®o* Moiska voda ~ Q [22]
*Co* Bcal®o* Moiska voda  Q [22]

Mg ®cy* PAr*Mg* Rostliny Q [28]
»Co” “Mg®cl* Mog TOF [1]

P TN $plog* Mog Q [23]
%cu* 31pleQ,* Mog HR [24]
%zZn* P10, H? Biologické Q [8]

vzorky

S 4zn* ¥25150,* Vzorky krve  Q [29]
BTi 250" Moiska voda  Q, HR [25]

C 2Crt OArtect Kal a sediment Q [26]
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2.2. Nespektralni interference

Béhem analyzy se vedle spektralnich interferenci mohou uplatiovat i nespektralni
interference. Diky extrakci iontll a jejich zaostfeni v hmotnostnim spektrometru méa povaha

a koncentrace matri¢nich prvka vétsi vliv na analyzu u ICP-MS oproti ICP-OES [9].

Matri¢ni prvky mohou ovlivnit vysledky zvySenim nebo snizenim signalu hledaného
faktory, které urCuji rozsah vlivu matrice na analyzu, jsou: transport vzorku, ionizace,
extrakce a fokusace iontl. Matri¢ni prvky s nizkym ioniza¢nim potencidlem a/nebo prvky
téz81 nez zajmové izotopy maji nejvetsi vliv na analyzu ICP-MS. Ditlezitym faktorem je
pomér mezi koncentraci analytu a koncentraci interferentu [19]. Velikost nespektralni

interference béhem analyzy zavisi na nastaveni podminek pfistroje [30].

Nespektralni interference mohou byt dale klasifikovany na fyzikalni a chemické, ty budou
rozebrany nize. Podle jiného zdroje [18] se tyto interference déli na vratné a nevratné. Prvné
jmenované jsou charakterizovany jako matrici zplsobené zmény v analytickém signélu
(snizeni/zvySeni), které ptetrvavaji tak dlouho, dokud je matrice zavadéna. Druhy jmenovany
je zpusoben usazovanim soli matrice nebo oxidii v hmotnostnim interface, znamena to

pozvolné ztraty signalu, které¢ bézné pretrvavaji, i kdyz je zavadéni vzorku ukonceno.

2.2.1. Fyzikalni interference

Fyzikalni vlivy souviseji se zménami ve vnaSeni vzorku do plazmatu, tykaji se tedy
hustoty a viskozity, nebo povrchového napéti. Tyto zmény maji za nasledek ovlivnéni
transportu vzorku do plazmatu, jeho zmlzovani a extrakci iontd. Vyss§i viskozita muze byt

zpusobena obsahem soli nebo kyselin a jeji vliv 1ze odstranit ziedénim vzorku.

Faktory ovliviujici vznik, velikost a distribuci kapek aerosolu mohou zpisobit zmény
Vv charakteristickych vlastnostech plazmy. Na transport vzorku a jeho zmlZovani ma vliv
konstrukce zmlzovace, prutok zmlzovaciho plynu a viskozita, povrchové napéti, hustota,
rychlost odpafovani a tlak par vzorku [31]. Distribuce velikosti primarnich kapek je ovlivnéna

konstrukci zmlZovace, pritokem zmlZovaciho plynu, viskozitou a povrchovym napétim
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rozpoustédla. Rozpoustédla s nizSim povrchovym napétim budou mit za nasledek mensi

kapicky.

2.2.2. Chemické interference

Chemicky vliv na analyzu je spojen pfedev§im se zménami v iOnizacni rovnovaze
zpusobené matri¢nimi prvky. Matrice vzorku ovliviiuje teplotu v plazmé a tim i atomizaci
a excita¢ni a ioniza¢ni vlastnosti vyboje [19]. Vnaseni organickych rozpoustédel do plazmatu
snizuje teplotu excitace a elektronové hustoty. Pro prvky s prvni IP v rozmezi 9-12 eV lze
zvysit citlivost diky pfenosu ndboje pfidanim slouceniny obsahujici uhlik. Tento nartst je
mozny pozorovat pouze pro prvky, které nejsou 100% ionizovany v argonovém plazmatu
a u téch, kde prvni ionizaéni potencial je mens$i nez ionizaéni potencial uhliku. Jedna se tedy

o prvky As, Au, S, Te a Hg [31].

Vysoka koncentrace rozpusténych soli ve vzorku mize vést k depozici na konusy
v ICP-MS. Ve vétsing piipadi dochazi ke zménam rozloZeni prvka Vv iontovém paprsku [9].
V nékterych piipadech Ize zamérné nechat konusy ¢astecné zanést, dojde k ustaleni stavu, kde

rychlost depozice koresponduje s rychlosti odstrafiovani z konust [31].

2.3. Identifikace interferenci

Identifikace spektralnich interferenci mize byt provedena nékolika zpisoby. V praxi
nejpouzivangjsi je metoda standardniho ptidavku, ktera je zaloZena na méfeni standardi
bez pfitomnosti matrice a pak s matrici. LiSi-li se hodnota obou smérnic linearnich casti
kalibraéni kiivky uobou méfeni, vysledek je ovlivnén interferenci matrice [32]. Dalsi
moznosti je méfeni pomérti mezi jednotlivymi izotopy daného prvku ve vodném standardu
a ve vzorku. Ziskdnim rozdilnych hodnot 1ze usuzovat na ptfitomnost rusicich slozek. Tento
postup nelze aplikovat na monoizotopické prvky, jako je Mn a As nebo prvky, kde pfirozené
zastoupeni jednoho izotopu vyrazné pievySuje ptitomnost druhého [11]. Posledni moznosti

odhaleni interference je pouziti HR-ICP-MS, ktery je schopen od sebe odlisit interferent

a stanoveny izotop.
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2.4. Eliminace spektralnich a nespektralnich interferenci

Ackoliv vétSina interferenci je dobie popsana a zdokumentovana, v sou¢asné dob¢ nebyla
vyvinuta univerzalni metoda pro jejich kompletni odstranéni, proto jsou stale hledany nové
moznosti. Zkouseji se odlisné zpusoby vnaseni vzorku do plazmatu pomoci riznych typt
zmlzovacl. Nejjednodussim zplsobem, jak eliminovat vliv interference, je zvolit vhodny
izotop tak, aby jeho stanoveni nebylo interferenci zatizeno. ReSeni pro spektrometry
s kadrupdélovym analyzatorem jsou kolizn¢ reakéni cely. Vyuzivaji se matematické korekce,
spektrometry s vysokym rozlisenim (HR-ICP-MS), metoda studeného plazmatu, vymrazovani
vody, separace matrice a dal$i. Nejvyznamnéjsi postupy pro odstranéni interferenci budou

popsany nize.

2.4.1. Matematicka korekce

VétSina prvkt v hmotnostnim spektru je zastoupena vice nez jednim izotopem, toho je
vyuzito pro matematické korekce jak izobarickych, tak polyatomickych interferenci. Nartst
intenzity vlivem interference na dané hmoté je vypocitavan prostfednictvim ptirozeného
izotopového zastoupeni a méfenim intenzity interferujictho prvku na jiné m/z. Ptikladem
korekce izobarické interference je stanoveni kadmia, kde na hmoté 114 se vyskytuje
nejzastoupenéjsi izotop Cd (28,73 %). Rovnéz se zde naléza i izotop Sn (0,65 %) a ptispiva
k celkovému vysledku [29]. Dalsi izotop Sn (24,23 %) na 118 m/z neni zatiZen interferenci.
Lze tedy monitorovat intenzitu signdlu Sn nam/z 118 a tuto hodnotu pouZit pro urceni

prispévku nam/z 114. Tuto korekci lze zadat ptimo do softwaru pfistroje, a to ve forme

rovnice (1):

114 0,65

1(1%%cd) = 1(114) — %.Ilwsn: 1(114) = 22> 111%8n 1)

v

interference. Velikost interference je odhadnuta dvéma zptsoby: pomoci roztoku shodného

sloZeni s matrici vzorku, nebo je stejna interference pozorovana i na jiné hmoté a je pouzita

pro dalsi korekci [6].
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Prikladem je stanoveni "As’ zatizené chloridovou interferenci ‘°Ar**CI*. Signal
polyatomického iontu “Ar¥Cl* je méfen zaroven se signalem *°CI* v roztocich obsahujicim
pouze matrici achloridy s rostouci koncentraci ale bez As. Pomoci téchto roztokd je
vypocitan pomér “°Ar¥®CI'/*°CI* a aplikovan jako korekéni faktor. Signal izotopu arzenu
na 75 m/z je m&fen spolu se signalem *CI" v roztoku vzorku, vynasobeni signalu **CI*
korekénim faktorem a odeétenim od signalu na 75 m/z je dosazeno korigovaného signalu As
[6]. Tato korekce je popsana rovnici (2):

1(*%Ar35c)

17°4s) = 1(7°As) = 1(*CD~ 5505

()

Dalsi moZnosti je mé&feni signalu “°Ar¥’CI* na 77 m/z. Pomoci izotopového zastoupeni
chloridéi velikost interference “°Ar*®Cl* mize byt vypotitana prostiednictvim “CAr*’CI*
viz rovnice (3), nebo Ize kvantifikovat piiristek “°Ar*’CI" diky jinému chloridovému asociatu
%o%*cCI*[6, 11, 19, 33].

1(*%4r35cl)
1(4%A4r37¢cl)

1(7°As) = 1("54s) — 1(77) (3)
Piesnost a spravnost vysledku ziskanych matematickou korekci zavisi na velikosti
interference a koncentraci analytu, v pripadé vysoké koncentrace interferentu rovnice nemusi
adekvatné kompenzovat vysoké hodnoty [11]. Pokud se jedna o komplexni matrici, muze
zvoleny alternativni izotop (pomoci kterého odhadujeme velikost interference) mit také
interferenci. Pak se rovnice komplikuje a je rozsifena o dalsi ¢leny, naptiklad v piipadé
rovnice ¢islo 2 a3 zaptitomnosti V a Se ovlivitujicitho signal na m/z51 a 77. S kazdym
dalSim c¢lenem matematické rovnice dochazi ke zhorSeni pfesnosti stanoveni. Matematické
korekce je vyuzito v ptipadé, ze se jedna o jednoduchou korekci nebo pokud ostatni korekéni

metody selhavaji.
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2.4.2. Kolizné reakcni cely

Spektrometry Q-ICP-MS nemaji dostate¢né rozliSeni pro odliSeni vétSiny interferenci,
proto jsou umistény mezi iontovou optiku a hmotnostni analyzator kolizn¢ reakcni cely.
Kolizné reakéni cely jsou konstruovany z kvadrupolu, hexapolu ¢i oktapolu. V cele se nachézi
plyn, ktery se v zavislosti na pfitomném iontu chova bud’ jako reakéni plyn, nebo kolizni plyn
[12]. Typickym plynem pouzitym pro kolizni mod je He, jako reakénich plynu je vyuzito O,
H., NH3, nebo CH,. Jednotlivé interference, pro jejichZz odstranéni se dany plyn pouziva, jsou
uvedeny v tabulce 2. Mnozstvi pouzivaného plynu zavadéného do cely se muize pohybovat
v rozmezi od jednotek po desitky mL min™ v zavislosti na geometrii cely a na pozadovanych
podminkach. Tlak v cele je vyssi nez tlak v ostatnich ¢astech pfistroje a byva kolem 0,1—
3 kPa[12].

Kolizni reakce jsou zalozeny na fyzikalnich procesech (kinetickd energie
a fragmentace) [12]. Diky kolizi mezi ionty vzniklymi v plazmé a atomy nebo molekulami
kolizniho plynu je kinetické energie iontl niz§i, coz vede ke zlepSeni citlivosti. Diskriminace
kinetickou energii je dosaZzeno nastavenim negativnéj$iho potencialu multip6lu/cely oproti
potencialu hmotnostniho filtru. Z proudu ionti jsou pak odstranény nezadouci ionty, zatimco

ionty analytu jsou vpustény do analyzatoru [34].

V reakéni cele pak nastavaji reakce zaloZzené na iontov€é molekularnich reakcich,
dochazi k pfenosu naboje a/nebo k chemické reakci zahrnujici dva déje pfenos atomu a reakce
molekul plynu za vzniku klastru [35, 36]. Nejcastéjsi iontové-molekularni reakci nastavajici
Vv cele je pfenos naboje [12]. Timto zpusobem Ize uspé$né fesit interference plazmového

plynu argonu pomoci NH3, kde nastava reakce (4):

Ar* + NH; > Ar + NH3 4)

Reakce vyuzivajici prenos atomu nasly uplatnéni napiiklad u eliminace oxidovych

interferenci [12] viz rovnice (5):

CeO* + N,0 > CeOf + N, (5)
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Prestoze timto zplisobem muiizeme ziskat analyt nezatizeny interferenci, musime také
vzit do uvahy mozny vznik jinych polyatomickych asociatti z kolizniho/reakéniho plynu
a jejich interference na nékterém jiném izotopu. Také ztraty vlivem rozptylu, pokud je
hmotnost reakéniho plynu vétsi oproti hmotnosti analytu iontu, mohou byt zna¢né. Piispivat
k formovani novych interferenci mohou i necistoty plynu. Produkty sekundarnich reakci lze
omezit diskriminaci pomoci kinetické energie nebo pomoci diskriminaci hmoty [37]. Zde je
kvadrupol pouzit jako selektivni filtr (,,bandpass filter*), kdy ionty mimo nastavenou oblast
jsou okamzit€¢ vypuzeny, toto umoznuje pouziti vysoce reaktivnich plynd. Takovéto
usporadani je znamé jako dynamicka reakéni cela (DRC) [29, 38]. V piipadé¢ pouziti hexapdlu

a oktapolu se jedna o kolizné reakéni celu (CRC).

Novym pfistupem feSeni interferenci pro kvadrupolové spektrometry je vyuziti tzv.
trojitétho kvadrupolu ICP-QQQ ¢i tandemové ICP-MS/MS. Prvni systém vyvinula firma
Agilent Technologies r. 2012. Pied kolizné reakéni celu je pridan dalsi kvadrupdl, ten funguje
jako filtr a dovoluje vstupu pouze iontim o jedné m/z do cely, tim je zlep$ena kontrola nad
reakcemi probihajicimi v reakéni cele [39]. Takto byly napiiklad feSeny interference oxida
Mo pfi stanoveni Cd v referenénim materidlu mléka, kde mezi oba kvadrupdly byla umisténa

ORC s kyslikem jako reakénim plynem [40].

Tabulka 2: Reakéni a kolizni plyny pouZité pro eliminaci nékterych interferenci [12]

Analyt Polyatomicky Plyn Analyt Polyatomicky Plyn
iont iont
Fe ArO" H,, NHs, CHs  REEs, Au, MeO" 0,
CaO" CcO Platinové
kovy
Vv clo* NH; S 0," Xe
0, (VO) 0,(S0)
As ArCl* H, Cr ArC* H,, NH3
NH;3 (ASNHZ)
Ca Ar' Hy, NH3, CHs  ®'Sr, °Sr 3(7)Rb+, Py* 0,
zZr'
K ArH* H,, NH;3 129 129%e*
Se Ar,* H,, CH.4 se “gr NH;
0,, N,O
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2.4.3. Spektrometry s vysokym rozliSenim

Spektrometry s vysokym rozliSenim dosahuji oproti klasickym kvadrupdlovym
spektrometram ptiblizné 30-krat lepsiho rozliSeni a s jejich pomoci je mozné charakterizovat
fadu polyatomickych iontd. V tabulce 3 jsou uvedeny ptiklady jednotlivych izotoptu
a rozliseni potiebné pro jejich separaci od interferentti. Komeréné vyrabéné piistroje dosahuji
rozliseni pres 10000, ale jak jiz bylo zminéno vyse, ani toto rozliSeni nemusi byt postacujici
pro nékteré izobarické interference [41], polyatomické asociaty obsahujici Ar, hydridy

a oxidy [7].

U spektrometri s dvoji fokusaci jsou ionty rozliSeny nazdkladé magnetického
a elektrického pole. V magnetickém useku jsou ionty separovany diky Lorenzové sile
magnetického pole, kde dojde na zaklad¢ jejich m/z kriznému zakiiveni drdhy letu.
V elektrostatickém tseku jsou pak ionty oddéleny na zakladé kinetické energie [42]. Existuji
rizné kombinace v zavislosti na vzajemné geometrii obou analyzatori. Jedna se o geometrie
podle Mattauch-Herzoga, Nier-Johnsona, Bainbridge-Jordana, Hintergerg-Koniga, Takeshita,
Matsuda [6]. Hlavni vyhodou vyuziti obou analyzatorti je vysoka rozliSovaci schopnost,
pfi¢emZ rychlost skenovani je stale relativné vysoka. U spektrometrt s dvoji fokusaci iontt
jsou pozorovany ruzné Sifky pikt vzhledem k m/z, zatimco rozliSeni ziistava konstantni
v celém spektru. Oproti tomu u kvadrupolovych analyzatort se lisi rozliSeni a Sitka pika

zUstava stejna [7].

Spektrometry lIze pouzivat jak v sekven¢énim, tak v simultannim modu [43], rozdil je
vV poctu detektor. Pro sekvenéni mod je vyuzivan pouze jeden detektor (elektronovy
nasobic). Pro simultdnni méteni je pouZzito fady detektorti (Faradayovych detektorti), které
jsou schopny sledovat vice iontovych paprsku [6]. V zavislosti na nastaveni $itky vstupni

Stérbiny pak pracuje spektrometr v nizkém, stfednim a vysokém rozliSovacim modu.

Tento analyzator byl vyuzit k identifikaci a eliminaci interferenci u vzorkd se slozitou
matrici jako jsou biologické vzorky [44-46], pudy a sedimenty [47-49]. Hlavni nevyhodou
tohoto spektrometru je dozajista vysoka pofizovaci cena. Pfi pouziti vysokého rozliSovaciho

moédu dojde ke zhorSeni citlivosti zpisobené snizenou propustnosti iontt [50].
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Tabulka 3: Rozliseni potiebné pro separaci vybranych interferenti a izotopt [43]

Interferent Izotop RozliSeni
< 3000
12C2+ 24Mg+ 1605
14N2+ 288i+ 958
12C160+ 288i+ 1557
14N1601H+ 31P+ 968
15N160+ 31P+ 1458
1602+ 328+ 1801
12C1602+ 44Ca+ 1281
35C|160+ 51V+ 2572
®CI**otH* 2Crt 1671
DVartect 2t 2375
OArtN* >Eet 2088
“artto* = 2502
OAr*Na* Scu* 2790
25160, * %4Zn* 1952
3000-7500
32816O+ 48-|-i+ 2519
32g,* %4zn* 4261
7500-10000
Varccl* ®As* 7775
DOAr,* 80ge* 9688

2.4.4. Studené plazma

Rada interferujicich polyatomickych iontéi je tvofena pfimo v plazmatu, z tohoto
divodu byla zavedena technologie studeného plazmatu (,,cold/cool plasma*). Vzniku
studeného plazmatu je dosazeno snizenim vykonu radiofrekven¢niho generatoru (600-800W)
arelativng vysokym pritokem zmlzovaciho plynu (> 1 L min™). Za té&chto podminek dojde
ke zvySeni signalu prvkd s nizkym ioniza¢nim potencidlem. Snizeni teplot plazmatu vede
k redukci interferenci od iontd Ar. Optimalizace podminek plazmatu je pomémné naro¢na
avede Kk eliminaci pouze nékterych interferenci [51], naopak pouziti studeného plazmatu
muze zpisobovat zvySenou tvorbu polyatomickych iontd pochazejicich z matrice [52].
Pro prvky s vysokym ionizaénim potencidlem vede pouziti studeného plazmatu ke snizeni
citlivosti, a proto pro rutinni analyzu je vhodnéj$i vyuziti obou nastaveni plazmatu, tedy
studeného i horkého nebo ve spojeni s dal§imi technikami jako jsou kolizné reakéni cely [28].
Spojeni ICP-MS a studené plazmy je pfedevsim vyuzito pro analyzu vysoce Cistych

chemikalii v polovodi¢ovém primyslu [52].
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2.4.5. Separace matrice

Dalsim postupem, jak ptedejit interferencim, je separaci matrice od sledovaného
analytu. Mezi tyto postupy patii precipitace, koprecipitace, elektrotermické odparovani (ETV)

a pratokova analyza (FI).

Béhem precipitace dochéazi k vysrazeni interferujicich ¢i hlavnich matri¢nich slozek,
naptiklad pfi analyze stiibra o vysoké Ccistot¢ bylo stfibro vysrazeno pomoci kyseliny
chlorovodikové, to umoznilo provést analyzu 11 prvka [53]. Alternativnim piistupem je
naopak vysrazeni zajmového analytu. Koprecipitace nebo-li spolusrazeni je stav, kdy je analyt
vcélenén do srazeniny nebo se adsorbuje na povrch srazeniny. Takto byly stanoveny prvky Cr,
Fe, Mn, Pb a Zn v motské vod¢ po spolusrazeni s Mg(OH), [54, 55]. Pouziti ETV a pratokové
analyzy ve spojeni s ICP-MS bude popsano v nasledujicich kapitolach.

2451. ETV-ICP-MS

Volbou vhodného teplotniho programu elektrotermického odpafovani (ETV) lze
odstranit ze vzorku rozpoustédlo a nékteré komponenty matrice, tim je moznost vzniku
spektralnich a nespektralnich interferenci vyznamné snizena [56, 57]. Béhem pocate¢niho
kroku suSeni se voda ze vzorku odpaii, to vede k redukci tvorby hydroxidovych a oxidovych
interferenci. Diky mensimu objemu rozpoustédla se méni podminky plazmy. V plazmé dojde
ke snizeni elektronové hustoty, ale teplota excitace je zvySena, tim je mnozstvi energie
potfebné k disociaci vody snizeno aioniza¢ni charakteristiky plazmy jsou zlepseny [57].
Odstranéni vody vede ke zmirnéni interference mezi ArO™ a Fe* nam/z 56 [58]. Pii pouziti
kvadrupolového analyzatoru pracujiciho za atmosférického tlaku se vSak nékteré interference

vzniklé pfitomnosti kysliku a dusiku pfesto stale uplatiuji [59].

Piikladem vyuziti elektrotermického odpafovani pro rozliseni izobarickych
interferenci je analyza Ru v pitomnosti Pd, signal *%?Pd* se shoduje s nejvice zastoupenym
izotopem Ru. Tento problém fesi ETV, kde Pd s teplotou vypafovani 1555 °C je tékaveéjsi
oproti Ru (2334 °C) a je odpaieno diive. Podobné je tomu i u Te a Ba. Baryum se vyskytuje
u vétsiny vzorkll ve vyssich koncentracich oproti Te. Telur je ale odpafovan pii 450 °C,
zatimco baryum ve formé BaO az pii teploté 1973 °C. Vhodnou volbou podminek ETV lze
tak od sebe odd¢lit dva navzajem se piekryvajici izotopy [59].
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Dosazeni efektivniho odpatfeni prvku pfi analyze vyzaduje ve vétSiné piipadt vyssi
odparovaci teploty, tim vSak vzrlstd i mira odpafovani uhliku z grafitu [57, 60]. Zahtatim
kyvety nad 2700 °C dochazi k sublimaci uhliku, jedna sez 98,9 % o *C*. Polyatomické
asociaty 2ct2ct a 2CMN? interferuji pfi stanoveni hoi¢iku nam/z 24 a26, kiemik je
ovlivnén vznikem 'C'°0*, C'0O'H*, BC'®0O'H*, *C'®0'™0*, rusi stanoveni vapniku
achrom je ovlivnén C*Ar", C*Ar", BC™Ar" [61]. Tyto interference byly pozorovany
pii stanoveni chromu a kiemiku pomoci ETV-Q-MS. Tento problém lze fesit kolizn¢ reak¢ni
celou a amoniakem jako reakénim plynem [59]. Mnozstvi odpafeného uhliku zavisi na typu
grafitové kyvety anapodminkach pusobicich na jejim povrchu [61]. Problematické je
oddéleni analytii s podobnou tékavosti. Pfi stanoveni zinku a kadmia v moiské vodé¢ jsou oba
prvky uvoliovany z ETV ve stejny okamzik, navic velké mnoZstvi soli odpafenych spolu

S témito prvky tvoii prostorovy naboj [57].

Elektrotermické odpafovani mize mit funkci dynamického termochemického
reaktoru, kdy kombinaci vzorku s vhodnymi c¢inidly (modifikatory) lze separovat analyt
od komponent matrice [57, 62]. Reakci s analytem nebo komponenty matrice méni jejich
chemické vlastnosti a tim zlepSuje citlivost a umoziiuje pfimou analyzu slozitych vzorki,
modifikator mize slouzit ijako nosi¢ analytu [61]. Rada modifikitora byla popsana jiz
pro ETAAS. Pouziti modifikatoru ma i své nevyhody, lze jim zanést nezddouci kontaminace,
zvysit analyticky blank, zhorSit detekéni limity [57]. Modifikator mize tvofit spektralni
interference diky reakci relativné velkého mnozstvi modifikatoru (pg) s plazmovym plynem.
Nejcastéji pouzivané modifikatory pro ETV-ICP-MS jsou uvedeny v tabulce 4 [63]. Vyuziti
modifikatoru 1ze ukézat na ptikladu separace Os a Pt, kde nejvice zastoupené izotopy Os jsou

ovlivnény pfitomnosti Pt. Izotopy Os jsou prekryty 192pt o 19

Pt. Oba prvky jsou vSak pomérné
zaruvzdorné. Pro jejich separaci v ETV lze pouzit modifikator NH4F, ten pifevede Os

na tekavejsi formu OsF, a OsFg, ty jsou pak odpateny z grafitové kyvety diive nez Pt [59].
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Tabulka 4: Nejpouzivanéjsi modifikatory ETV-ICP-MS [63]

Modifikator

Pouziti/ efekt

Halogenujici modifikatory:

- Plynné (CHFg, CC|4, CC|2F2,
HCI, Cl,)

- Pevné (PTFE prasek)

- Kapalné (HF, HCI1, NH4F.HF,
NH4F, NH4CI)

Podpora odpateni termicky stabilnich prvka
a/nebo prvka tvoticich karbidy

ZlepSeni transportu pro tyto prvky, nizsi LOD
Usnadnéni ¢isténi, niz§i pamétovy efekt
Halogenov¢ uhlovodiky mohou zlepsit
podminky plazmy

Kovy platinové skupiny a dalsi

kovy:

- Pfidané jako dusi¢nany,
chloridy,..

- Pd,Rh, Ir, Au,
Mg(NOs),+Pd(NOs)z, Ni(NO3),

Stabilizace t€kavych analytt
ZlepsSeni efektivnosti transportu (modifikator
= 1nosic)

Moiska voda (NASS-3 CRM)

Viceslozkovy nosic¢

Chelatujici ¢inidla:
- EDTA, organické kyseliny,
polyhydroxy slou¢eniny,...

Podpora odpareni komplexnich prvkl za nizsi
teploty

Selektivni reakce/odpateni, potencial pouziti
pro speciace

Organické kyseliny:
- Kyselina askorbova, citronova,
CCly, ...

Zlepseni efektivnosti transportu
Zlepseni energetickych podminek plazmy

Specificka ¢inidla pro rozklad
matrice:
- NH;NO3

- Oy smichany s Ar béhem pyrolyzy

Eliminace Cl z matrice
ZlepsSeni odstranéni organické matrice pii nizsi
teploté, uvolnéni ¢astic uhliku z grafitové pece

2.45.2.

Prutokova analyza

Pii pratokové analyze je pfistroj vystaven minimalnimu mnozstvi roztoku vzorku

s vysokym obsahem rozpusSténych soli potfebného pro analyzu [64]. Vyhodou oproti

konvenénimu zavadéni vzorkli je minimalni blokace konusi, sniZzeni nespektralnich

interferenci vznikajicich diky obsahu pfitomnych soli, zavadéni neziedéného vzorku

a moznost rychlého zpracovani vzorku [65, 66].

Jednoduché spojeni mezi ICP-MS a pritokovou analyzou FI nabizi efektivni cestu

feSici problémy analyzy komplexni matrice a vyskytu spektralnich a nespektralnich

interferenci u ICP-MS [66, 67]. Spojeni vznika mezi vystupem z FI a pfivodem do zmlzovace

pomoci kratkého kusu rovné trubicky z polyethylenu nebo jiného inertniho materialu [67].

Maly objem vzorku, nejcastéji par stovek mikrolitri, je vloZzen do nosného roztoku, ktery je

kontinualn¢ zavadén do zmlzovace [68, 69].
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Pratokovy systém se sklddd z peristaltickych pump, rota¢niho ventilu a kolony.
Nejprve dochazi k vyplachnuti trubi¢ek nosnym roztokem (nejcastéji HNO3), pak je ventil
V plnici pozici naplnén vzorkem. Nasledné nastava davkovani vzorku, kdy vzorek je zavadén
na kolonu a analyt je prekoncentrovan. Nasleduje promyvani kolony promyvacim roztokem
za ucelem odstranéni matrice. V injek¢ni pozici ventilu nosny roztok eluuje analyt z kolony
do ICP-MS a nasleduje promyti [70, 71]. Metody jsou rozdé¢leny na off-line a on-line. Off-
line metody zpracovavaji po davkach a vyzaduji vétsi objemy vzorku. Jsou ¢asové naro¢né
aje zde vyssi riziko kontaminace a ztrat analytu [72]. Uzitim on-line FI se tak mizeme

vyhnout fad¢ nevyhod [66, 67].

2.4.6. Metoda porovndvaciho prvku

Tato metoda patii mezi nejpouzivanéj$i techniky pro korekei nespektralnich
interferenci. Je zde vyuzito nejméné jednoho prvku pro korekci nespektralni interference
projevujici se pii stanoveni druhého. Prvek o znamé koncentraci je pfidan k roztoklim, vcetné
blankt, standard( a vzork. Béhem analyzy zlstdva pomér mezi analytem a porovnavacim
prvkem stejny. Vysledny analyticky signdl je tedy normalizovan k signélu interniho standardu
a umoznuje reagovat systém na vzniklé zmény ve stabilité signalu pfistroje a vlivii matrice
[10, 11, 19, 73]. Pozadavky, které by me¢l spliovat porovnavaci prvek, jsou nasledujici:
podobna hmotnost a hodnota prvniho ioniza¢niho potencialu jako analytu [74], dobra
ionizovatelnost a absence jeho vyskytu v méfeném vzorku. Nejcastéji byva internim
standardem **°In, **Sc, *®Bi nebo ®*Rh [75].

2.4.7. Kalibrace s matrici

Matrice kalibracnich roztoki neni ve vétSin¢ piipadti shodnd s matrici vzorku,
unékterych analyz tento rozdil nehraje roli, ale nékdy dochazi pfirealné analyze
k systematickym chybam vlivem matrice vzorku [76]. V tomto pfipadé je vhodné volit
kalibraci s matrici [77]. Omezeni této metody je komplexnost matrice realnych vzorka [31].
Pokud je matrice vzorku jednoducha, lze provést kalibraci s matrici, kde ke kalibraénim
roztoklim jsou ptidany hlavni slozky matrice vzorku. U komplexnéjSich vzorki lze vyuzit

modelovych matric, které jsou ale drahé a ne vzdy je mozné takovou matrici s ohledem na jeji
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slozitost vubec pripravit [78]. Dalsim aspektem je pofizovaci cena chemikalii v dostatecné

éistoté.

2.4.8. Metoda piidavku standardu

Z dalsich pfistupti pouzivanych k odstranéni interference matrice je metoda ptidavku
standardu. Pouziva se v piipadé, kdy matrice vzorku je velmi komplexni a nelze provést
kalibraci s matrici. K roztoku vzorku je pfidano zndmé mnozstvi stanoveného analytu,
vysledny analyticky signal je odezvou mnozstvi analytu piidaného do roztoku [78, 79]. Pokud
se analyticky signal méni proporcionalné vii¢i koncentraci analytu za ptfitomnosti matrice, 1ze
sestavit kalibracni kifivku naptiklad na zaklad¢é jednoduché linearni regrese. Extrapolaci této
pfimky je ziskana v pruseciku s osou x skute¢nd koncentrace analytu v pivodnim vzorku
[31]. Nevyhodou této metody je vétsi pocet vzorki nutnych k analyze, tim i vétSi objem

matrice vnasené do pfistroje [11, 80].

2.4.9. Metoda izotopového rFedéni

Zde se jedna v podstaté o metodu porovnavaciho prvku, ale do roztoku neni ptidavan
nezavisly analyt, pro dané méfeni je vyuzito jednoho z izotopt analyzovaného prvku [52].
Vysledny signdl je dan pomérem znamého ptidavku izotopu a jeho neznamou koncentraci
v roztoku vzorku [11]. Tento postup je velmi pracny a naro¢ny, ale vede K ziskani piesnych
vysledku [77, 81, 82]. Metoda izotopového fedéni byva pouzivana pro analyzu referen¢nich

materiall a dalSich vzorkt vyzadujicich vysokou presnost stanoveni [83, 84].

2.5.Problematika analyzy realnych vzorku

2.5.1. Analyza uhelnych popilkii

Uhelny popilek je vedlejSim produktem vznikajicim pfii spalovani uhli. Jeho mensi
cast z celosvétové produkce 750 miliont tun ro¢né [85] je znovu vyuzita pro stavbu silnic
jako soucast betonu (Portlandsky cement), pro syntézu zeolitl, pro povrchové tpravy [85-91]

atd. Uhelné popilky mohou byt zdrojem toxickych prvkd, proto je dilezita jejich analyza
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nejen kvuli enviromentalnich dopadim, ale i pro moznost jejich dalsiho vyuziti v primyslu
[92].

Piimou analyzu uhelnych popilki Ize provést energiové  disperzni
rentgenfluorescenéni spektrometrii (EDXRF) [93], ICP-MS s laserovou ablaci (LA-ICP-MS)
[94], neutronovou aktivacni analyzou (NAA) [95] nebo spektrometrii laserem indukovaného
mikroplazmatu (LIBS) [96]. Mezi nejcastéji vyuzivané metody pro stanoveni prvki
v uhelnych popilcich patfi atomova absorpéni spektrometrie s atomizaci v plameni (FAAS)
[97, 98], atomova absorpéni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ETAAS) [99],
optickd emisni spektrometrie s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu (ICP-OES) [100]
a ICP-MS [101, 102]. Tyto metody nicmén¢ ve vétsin¢ piipadi vyzaduji pro vnaseni vzorka

roztoky.

Hlavni slozkou uhelnych popilkh je kifemiitanova matrice, pro jeji rozklad
byva nejéastéji pouzita bud’ samotna kyselina fluorovodikova HF [99, 100, 102], nebo
kombinace kyseliny fluorovodikové s dal$imi silnymi kyselinami jako je HNO3, HCI, HCIO,.
Tyto kyseliny spolu s matri¢nimi prvky uhelnych popilka Si, P, S, K a Ca v§ak mohou tvofit
fadu polyatomickych iontd interferujicich na nékterych izotopech. Kyselina fluorovodikova
nejenze je vysoce toxicka, ale mize zpusobit poskozeni sklenénych komponent spektrometru.
Béhem ptipravy vzorku hrozi ztraty nékterych analytt pfi vyssich teplotach vlivem tvorby
t€kavych fluoridu (SiF, SbFs, MoFg, SeFs, WFs, AsFs a dalsi) [103-107], tento problém muize
nastat i v pfipadé pouziti uzavieného systému. Piidavek kyseliny borit¢ H3BO3z [100, 101,
107] mize nékteré nevyhody pouziti HF odstranit, ale zaroven tento piidavek zvysuje salinitu
vzorku, zvySuje riziko kontaminace, komplikuje a prodrazuje analyzu, navic znemozni

analyzu boru. VSechny vySe zminéné faktory pak ovliviiuji pfesnost a spravnost analyzy.

Krom¢ mikrovinného rozkladu [101, 108, 109] ¢i mikrovinné extrakce [102]
v kombinaci s vyse popsanymi kyselinami lze vyuzit pro rozklady kiemicitanovych matric
zpopelnéni €1 klasické metody rozkladu jako je rozklad na mokré cesté¢ &1 alkalické

nebo boritanové taveni [104, 106, 110]. Tyto postupy jsou vSak ¢asové naro¢né.

Analyza uhelnych popilkti byla provedena pomoci HR-ICP-MS [109] a Q-ICP-MS
[101, 102] ve spojeni s DRC [108] ¢i CRC [111]. Analyza této matrice pro metodu ICP-oa-
TOF-MS zatim nebyla publikovana. Instrumentace ICP-MS pouzitd pii analyze uhelnych

popilkt a zpusob upravy vzorku jsou shrnuty v tabulce 5.
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Tabulka 5: Praktické aplikace metody ICP-MS pro poti‘eby prvkové analyzy uhelnych popilki

Uprava vzorku Instrumentace  Analyt LOD Lit.
(pouZita &inidla) (mg kg™

Mikrovinnd extrakce Q-ICP-MS Be, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, As, Se, Mo, Cd, Sn, Sb, Ba, 0,09 (Sb) — 6 (Zn) [102]
(HNOy) / otevieny rozklad Pb

HF + HCI + HNO;

Mikrovinny rozklad (HF +  Q-ICP-MS As, Ba, Be, Bi, Cd, Ce, Co, Cr, Cs, Cu, Dy, Er, Eu, Ga, Gd, Ge, ? [101]
H,0,, pridavek H3BOs3, Hf, Hg, Ho, La, Li, Lu, Mn, Mo, Nb, Nd, Ni, Pb, Pr, Se, Sm, Sn,

zahrivani na vodni lazni) Sr, Ta, Th, Th, TI, Tm, U, W, Y, Yb, Zn, Zr

Mikrovinny rozklad (HNO;  Q-ICP-MS V,Cr, Fe, Ni, Cu, Zn, Al, As, Pb, U @ [108]
+ HCI)

Mikrovinny rozklad (HNO3z ~ HR-ICP-MS Cr, Cu, Ni, As, Cd, Pb 0,05 (Cd) — 0,21 (Ni) [109]
+ HCIO, + HF, pridavek

HsBOs)

Mikrovinny rozklad (HNO3z  Q-ICP-MS Li, Be, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, As, Se, Rb, Sr, Cd, Cs, 0,0012 (Rb) - 0,3 (Se) [112]
+ H,0,) Ba, P

Mikrovinny rozklad (HNO3  Q-ICP-MS As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Fe, Ga, Ge, Mn, Mo, Ni, Pb, ? [113]

+ HF + HCI)

Rb, Sb, Se, Sn, Sr, Ti, Tl, V, Zn

2 Neuvedeno.
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2.5.2. Analyza kojenecké vyZivy a mléka

Mléko, at’ uz kojenecké nebo mateiské je v prvnich mésicich jedinym zdrojem zivin
ditéte. V tad¢ piipadd dochazi u matek k Giplné nebo caste¢né ztraté schopnosti produkovat
matefské mléko, nejcastéjsi pri¢inou je stres vyvolany porodem. Matetské mléko pak byva
nahrazeno umélymi kojeneckymi mléky. Kvili rychlému rustu kojenci absorbuji vice Zivin
aprvkl, a to vcetné toxickych. V porovnani s dospélym c¢lovékem maji kojenci rychlejsi
metabolismus, vy$$i obsah vody, vyssi potiebu energie na jednotku hmotnosti t€la [114], nizsi
renalni aktivitu [115] a snizenou schopnost vyluc¢ovani odpadnich latek Zluci. To vSe vede

k celkové nizsi schopnosti téla zbavovat se Skodlivych latek.

Kojenecké mléko, at’ uz séjové ¢i kravské, by se mélo co nejvice svym slozenim
podobat mléku matetskému [116, 117]. Do fady susenych mlék jsou proto nékteré prvky
dodavany, aby splnily nutriéni pozadavky kojence [118]. Zakladni slozeni pocatecni
a pokracovaci kojenecké vyzivy reguluje smérnice Komise EU 2006/141/ES a 1999/21/ES,
v CR tuto smérnici postihuje vyhlaska &. 54/2004 Sb. Nadbytek i nedostatek nékterych prvka
muze zpusobovat fadu klinickych nemoci. Navic v kojeneckém suseném mléku mohou byt
pfitomny toxické prvky z pouzitych vstupnich surovin ¢i vlivem technologického procesu
[119]. Bylo prokazano, ze v séjovém kojeneckém suseném mléku je koncentrace fady prvka

vysS§i v porovnani se susenym mlékem kravského ptivodu [117, 120].

Pfimou analyzu matefského mléka nebo kojeneckého suSeného mléka lze provést
pomoci LIBS [121] a XRF [122], ve formé suspenze na ETAAS [123] nebo atomovou
absorpéni spektrometrii s kontinualnim zdrojem zafeni HR-CS-AAS [124]. Matri¢ni prvky
jsou stanoveny pomoci FAAS [125-127] a ICP-OES [116, 128-134]. Pro ultra stopovou
analyzu kojenecké vyzivy a mléka lze vyuzit ETAAS [117, 135-137], vhodné&jsi metodou
diky své efektivnosti a citlivosti je ICP-MS [138, 139].

MIéko tvoii komplexni matrice obsahujici proteiny, cukry, tuky a esencialni prvky.
Prvky jsou Vv jednotlivych frakcich mléka nerovnomérné distribuovany [128]. Pii analyze
ICP-MS se kromé problému spojenych s vlivem matrice na vnaseni vzorku [140] a moznou
depozici matrice na tor¢ [141] mohou projevovat i polyatomické interference, zejména
polyatomické ionty obsahujici vapnik (**Ca®ClI*, “*Ca'®0*, °Ca’®0*, “Ca'®0*, “*Ca’®0'H")
[142]. Ptima analyza mléka pomoci konvenéniho pneumatického zmlzovace je mozna pouze
s nizkou citlivosti a malou piesnosti stanoveni z diivodu ptitomnosti tuki a velikosti kapicek

neoSetieného mléka. Mezi dal$i moZnosti patii vnaSeni ve formé suspenzi ¢i vyuziti
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precipitace. Precipitace kyselinou §t'avelovou a dusi¢nou vysrazi vapnik a proteiny, po filtraci
lze ziskat modifikovany roztok vzorku vhodny pro analyzu, tento postup vSak neni vhodny
pro vSechny prvky [142]. Ve vétsiné piipada vSak dochazi k totalnimu rozkladu vzorku, tim

jsou potize spojené s vnasenim vzorku do ICP-MS eliminovany.

Piiprava vzorkd mléka je nejcastéji provedena za vyuziti mikrovinné mineralizace,
ato spole¢né se smési HNO3; + H,0, [32, 40, 114, 118, 136, 143-147] nebo se samotnou
HNO; [119, 130, 148-150]. V systému UltraWave™ (Mileston Inc., Italie) je vzorek mléka
rozlozen za vysoké teploty pouze s pouzitim samotného peroxidu vodiku. Timto postupem
doslo k omezeni pouziti koncentrovanych kyselin nejcastéji HNO3; a zvyseni celkového pH
mineralizatu, coz je vhodngjsi pro instrumentaci ve spojeni s indukéné vazanou plazmou
[140]. Rozklady na suché cesté [126, 151] a mokré cesté [117, 152, 153] mohou byt pouzity,
ale nejsou Siroce rozSifeny vzhledem k ¢asové narocnosti obou procedur a moznosti ztrat

nékterych prvka [138].

K analyze mléka urceného pro kojence pak bylo vyuzito HR-ICP-MS [32, 150] a Q-
ICP-MS [114, 140, 154] spolu s kolizné-reak¢ni celou [119, 143, 147], oktapdlovou reakéni
celou [139, 146, 155], dynamickou reakéni celou [138, 141, 145, 148, 156] s NH3 [145], Ar
[141], He [139, 143, 155] a H; [118, 146] jako kolizn¢ reakénim plynem. Tabulka 6 shrnuje

vyuzité postupy pro stopovou analyzu mléka pomoci ICP-MS.
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Tabulka 6: Praktické aplikace metody ICP-MS pro stopovou analyzu mléka

Vzorek Piiprava vzorku Instrumentace  Analyt LOD Porov. Lit.
(ng kg™ prvek
Kojenecka strava a MWD (HNO3) Q-ICP-MS Al, As, Cd, Co, Cr, Hg, 0,6 (Hg) — 30 Te [143]
mlécné produkty (CRC) Mo, Pb, Se, Sn (Al
Mateiské mléko MWD (HNO;z + H,0,) Q-ICP-MS Ba, Bi, Cd, Cu, Li, Mg, 10 (TI) - 250 Rh [114]
Mn, Mo, Pb,Sr, Tl, Zn (Ba)®
Materské mléko Centrifugace, rozklad (HNO3)  Q-ICP-MS Ce 3.10°? Ir [148]
(DRC)
Mateiské mléko Rozklad s TMAH pii 90 °C Q-ICP-MS I 13.103? Sh [154]
Materské mléko Lyofilizace, MWD (HNO3) Q-ICP-MS Ca, Fe, Cu, Zn, Se, Cd, Pb ° b [149]
Kravské miéko, MWD (HNO;3 + H,0,) HR-ICP-MS Na, Ca, Mg, Al, Cr, Mn, 0,21 (Cr) - Ga Y, [32]
kojenecké susené mléko, Fe, Ni, Cu, Zn, Se, Sr, Cd, 33000 (Na)* Rh, In,
Materské mléko Hg, Pb TI
Kravské mléko MWD (HNO3 + H,0,) Q-ICP-MS As, Cd, Cr, Pb 0,08(Cd)—-3,1 Rh [145]
pasterizované (DRC) (As)
Komercné dostupna Promichani vzorku Q-ICP-MS As, Cd, Co, Cu, Eu, Ga, 0,68 (Th) — 30 Rh [141]
mléka (Argentina) s dimethylamidem kyseliny (DRC) Gd, Ge, Mn, Mo, Nb, Nd,  (Zn)?
mravenci Ni, Pb, Pr, Rb, Sm, S, Sr,
Ta, Th, V, Zn, Zr
Kojenecké susené mléko MWD (HNO3) Q-ICP-MS Mg, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, " b [119]
a pitkrmy (CRC) Mo, As, Cd, Se, Sh, Pb, U
Susené mléko Rozklad s H,0, za vysoké ICP-MS B, Ba, Cd, Cu, Mn, Mo, 0,1(Cd)y-100 Y [140]
teploty v systému UltraWwave™, Pb, Sr (Zn)
(Mileston, Italie)
Kojenecké susené mliéko MWD (HNOj3 + H,0,) Q-ICPMS Cd, As, Pb 0,36 (Cd)-1,86 Rh,Lu [118]
(DRC) (As)
Materské miéko 0,2mL + EDTA + NH3 + Q-ICP-MS Zn,Cu, Se, Mn, I, Fe, Mo, 0,01 (TI, U) — Te [139]
isopropanol + Triton X-100 (ORC) Br 14,2 (Br)
Z ng L
Neuvedeno.
°mg kg™
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2.5.3. Analyza tkani biologického a Zivocisného piivodu

Spravna a piesna prvkova analyza tkani zivoc¢isného a biologického pavodu poskytuje
informace nejen o stavu organismu jako takového [157], ale i o zivotnim prostiedi v jakém
se dany subjekt béhem svého zivota vyskytoval. Nejcastéji je analyza zaméfena na stanoveni
prvki nepostradatelnych pro zivot Fe, Cu, Zn, Mn Se ¢i toxikologicky vyznamnych prvkt Cd,
Pb, Hg, As a dalSich. Z tkani je pozornost zaméfena na jatra a ledviny [158, 159], diky jejich

schopnosti vétsinu téchto prvka v sobé akumulovat [160].

Postup pfipravy vzorku patii u biologickych materiali mezi kritické faktory, které by
m¢ely zohlednit jak omezené mnozstvi vzorku, homogenitu, rizny obsah vody v tkanich,
nizkou koncentraci nékterych vyznamnych prvku, tak i unikatnost daného vzorku. Vzhledem
K rozdilnému obsahu vody v tkanich je nejprve vhodné ziskat susinu. K tomuto ucelu lze
vyuzit u biologickych a zivocisnych tkani bud’ suseni do konstantni hmotnosti [161-166],
nebo lyofilizace [157, 167-175]. V piipadé analyzy rtuti je pii suSeni vzorku potieba peclivé
regulovat teplotu, aby nedochazelo ke ztratam analytu. Pfi lyofilizaci dochazi k odstranéni
vody sublimaci ledu za nizkého tlaku a teploty, umoznuje tak dlouhodobé uchovani vzorku
bez vétsiho poskozeni [176, 177]. K odstranéni vody a uchovani fady biologickych vzorku je
aplikovana lyofilizace na vzorky semen [178], bakterii [179], hovéziho perikardu [180],
ledvin krys [181], mozky mysi [182], kvasinek [183] atd.

Mezi techniky pouzivané k rozkladu vzorkl patfi: zpopelnéni v muflové peci [167,
184] arozklad v nizkotlakém kyslikovém plazmatu [162, 167], extrakce ultrazvukem [169,
170, 172], mikrovinné extrakce [175, 185], vysokotlaké zpopelnéni (HPA) [171]
a mikrovinny rozklad (MWD) [158, 160, 168, 171, 174, 184, 186-190]. U rozklad na mokré
cesté pievazuje jako rozkladné ¢inidlo kyselina dusi¢na [157-161, 163-165, 168, 169, 184,
187, 191, 192].

Prvkova analyza biologickych a zivociSnych tkani je provedena pomoci ICP-OES
[157, 158, 192-194], FAAS [162, 184], ETAAS [165, 166, 195, 196], rtut' se stanovuje
prostfednictvim atomové absorpcni spektrometrie S generovanim tékavych par rtuti CVAAS
[158, 159, 164]. Rychlou a ptimou analyzu lidskych jater 1ze realizovat energiové-disperzni
rentgenfluorescecni spektrometrii (EDXRF) [197], neutronovou aktivaéni analyzou (NAA)
[173] a LA-ICP-MS [197, 198].
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Mezi nejéastéji pouzivané metody ultrastopové analyzy patii ICP-MS [157, 158, 160,
161, 163, 168, 169, 171, 172, 174, 187, 190, 197, 199]. Pii analyze biologickych tkani lze
ocekavat tvorbu tfady polyatomickych ionti Ca, Mg, K, Na, P, S, Cl, N a C, konkrétni
polyatomické ionty aizotopy, na kterych interferuji, jsou uvedeny jiz v Kkapitole
0 polyatomickych interferencich (2.1.4.). Resenim téchto interferenci je u Q-ICP-MS [157,
158, 160, 187] hexapolova kolizni cela s He [200] nebo He a H; [168] jako koliznim plynem
¢i dynamicka reakéni cela s NH; [161]. Dale za ucelem eliminace interferenci V riznych
tkanich je pouzito matematické korekce [163] a HR-ICP-MS, kde pro vétSinu prvka kromé K,
Ge, As a Se postacuje nizké a stiedni rozliseni [190]. Spektrometr s prilletovym analyzatorem
je vyuzit pii analyze biologickych vzorki ve spojeni s laserovou ablaci [201, 202]. Ptiklady

analyz riznych biologickych a Zivo¢isnych tkani jsou shrnuty v tabulce 7.
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Tabulka 7: Piiklady ICP-MS analyzy zivo¢iSnych a biologickych tkanich véetné pripravy vzorku, instrumentace a LOD

Vzorek Uprava vzorku Instrumentace Analyty LOD Lit.
(pouzita Cinidla) (mg kg™
Tkane z biopsie Suseni, MWD (HNO3 + H,0,) Q-ICP-MS Cu, Fe 0,002(Cu) —  [161]
lidskych jater (DRC) 0,02 (Fe)
Tkan lidskych jater Lyofilizace, MWD (HNO3) Q-ICP-MS Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Rb, a [168]
(Madarsko) (CRC) Pb
CRM Hovezi jatra Suseni pii 55 °C, MWD (HNO3) Q-ICP-MS Li, Mg, Al, Ca, V, Cr, Mn, 0,0005(Sr) —  [163]
Fe, Ni, Cd, Zn,As, Se, Rb, Sr, 11(Ca)
Z, Mo, Cd, Sb, Cs, Ba, La,
Ce, Tl
Tkan jater vika Lyofilizace, MWD (HNO3) Q-ICP-MS Cd, Pb 0,003 (Cd), [174]
Sedého (Chorvatsko) (CRC) 0,035 (Pb)"
Jatra, ledviny, plice, ~ Otevieny rozklad (HNO3; + HCI) Q-ICP-MS Pb, Al, Mn, Cu, As, Cd, Cr, a [160]
mozek laboratornich Ni
krys
Jatra, srst MWD (HNO3) Q-ICP-MS Co, Cr, Cu, Fe, I, Li, Mn, Se, @ [203]
laboratornich krys (DRC) V, Zn, Al, As, Cd, Ni, Sr
Vydri jatra, plice, Lyofilizace, MWD (HNO3) Q-ICP-MS As, Cd, Pb, Cu, Mn 0,002 (Mn) — [158]
ledviny (Jizni Korea) 0,1 (Zn)
Jatra laboratornich Lyofilizace + HNOj3 + HF, zahiev na 80 °C Q-ICP-MS Al, Mn, Co, Cu, Zn, Rb, Sr, b [157]
krys poté MWD + odpateni do sucha piidavek Mo, Cd, Cs, Pb
HNO3; + HCl opét odpateni do sucha s HNO3
+ HCIO,4
Lidska jatra a ledviny MWD (HNO3 + H,05) Q-ICP-MS Al. As, Ba, Bi, Cd, Co, Cr, b [187]

(autopsie, Severni
Cechy)

Cs, Cu, Hg, Se, Sb, Ni, Pb,
Rb, Sr, Ti, TI, V, Zn, Ag, Au,
Ce, I, La, Mo, Pt, Th, W, Zr,

Li, Mn

ZNeuvedeno.
-1
ng L.
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Tabulka 7: Pokraéovani

Vzorek Uprava Instrumentace  Analyty LOD Lit.
(pouZita &inidla) (mg kg™
Tkané slavky jedlé, Lyofilizace + extrakce Q-ICP-MS Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Th, Dy, 0,0001 [169]
sardinek a kambaly Vv ultrazvukové lazni (HNO3z/ Ho, Er, Tm, Yb, Lu (Lu, Tm,
priisvitné (Spanélsko) HCI/ HNO3; + HCI), Ho) —
centrifugace 0,0013
(La)
Rybi jatra a slavka Lyofilizace, MWD (HNO3 + HR-ICP-MS Pt 0,0002 [171]
]edld Hzoz)
Rybi svalovina a jatra,  Lyofilizace, MWD (HNO3) HR-ICP-MS P, K, Na, Cl, Mg, Ca, Fe, Zn, Br, Rb, Si, 0,3.10° [190]
praseci svaly, Kralici Ca, Al, Mn, Se, B, Mo, Sr, Ti, Cd, As, I, (Lu)-0,2
jatra, plice, mozek, Ba, Co, Hg, Ce, Ni, V, Pb, Cr, Li, Ce, TI, (Si)
ledviny (Svédsko) La, Sn, Nd, U, Sh, Zr, Y, Bi, Te, Ag, W,
Pr, Sm, Nb, Ta, Ga, Au, Gd, Sc, Th, Be,
Dy, Ge, Hf, Er, Yb, Eu, Re, Tb, Ho, Lu, Pt,
Tm, Ir
Rybi svalovina SuSeni pti 40 °C, MWD (HNO3;  Q-ICP-MS Al, V, Cr, Mn, Zn, Fe, Ni. Cu, As, Se, Sr, ® [200]
(Argentina) + H,0,) (CRC) Mo, Ag, Cd, Hg, Pb
Hovezi jatra a ledviny ~ Suseni 80 °C, rozklad zahfatim Q-ICP-MS Pb, Cd, As, Zn, Cu, Se 0,01 (Cu) [204]
(Jamajka) (HNO3 + H,0,) (CRC) -0,28
(Zn)
Mozek laboratornich Lyofilizace + HNO3; + HF, Q-ICP-MS Zn, Rb, Cu, Mn, Mo, Al, Co, Sr, Cs, Pb, a [205]
mysi a krys zahtev na 80 °C pot¢ MWD + and Cd
odpateni do sucha ptidavek
HNO;3; + HCI opét odpateni
do sucha s HNO3 + HCIO,
*Neuvedeno.
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2.5.4. Analyza krmiv pro domdci zviiata (kocky a psy)

Existuji dva typy krmiva pro ko¢ky a psy, suchd krmiva (extrudovana, granule,
pochutiny) a tzv. “mokra“ krmiva (konzervy). Jsou rozdéleny do kategorii podle rizného
véku zvifete a plemene (mald, stiedni, velkd aobii). Ve vétSing piipadd mezi dvé
nejzastoupenéjsi ingredience patii: slozka zivocisného puvodu (maso, ryby) a slozka
rostlinného puvodu (ryZe, obiloviny). Pro zlepSeni nutri¢nich parametri daného krmiva
mohou byt pfidavany vitaminy a nékteré mineraly. Oproti potravindim uréenym pro lidskou
spotfebu nejsou krmiva pro domadci zvitata v takové mife regulovany, naopak casto jsou
vstupni suroviny povazovany za podfadné [206]. Dilezitost analyzy krmiv ukazala kauza
v USA v roce 2007 [207], kde onemocnéla a zemiela fada ko¢ek a psu vlivem kontaminace
krmiva melaminem. V Evropské unii reguluje koncentrace nékterych vyznamnych prvku

v krmivech smérnice Evropského parlamentu a Rady 2002/32/ES (2002) a 2009/767/ES.

Mineraly jsou do granuli pfidavany ve formé soli, napiiklad Cu jako CuSOg, Se a Na
jako Na,SeO; apod. Analyza vzorku s vysokym obsahem soli je pomoci ICP-MS
problematicka, muze dochazet ke zméné podminek v plazmé, space charge efektu, blokaci
konust, ma vliv na vnaseni vzorku, tvorbu polyatomickych iontd a dalsi. Pro vnaseni mirné
zasolenych roztokl je mozné pouzit Babingtoniv zmlzovac¢ ¢i Zlabkovy (V-groove). Prostym
nafedénim vzorku omezime mnozstvi vnasenych soli, zhorsi se tim vSak detekcéni limity
metody. Dal§i moznosti je Gprava vzorku pied samotnou analyzou vysrazenim nékterych soli
[208], separaci na koloné [209] a dalsi. Vzhledem ke slozitosti matrice lze pti analyze vzorku

granuli oéekavat tvorbu polyatomickych asociati s S, N, C, Cl, Na, K, Mg, Ca aP.

Studii zabyvajici se analyzou krmiv pro domdci zvifata neni mnoho a tykaji se pouze
poslednich né€kolika let (2010-2016). K analyze vzork krmiva bylo vyuzito termooxidacni
stanoveni rtuti [210] a FAAS, kde po analyze byly vzorky klasifikovany na zaklad¢é typu
krmiva, hlavni slozky (hovézi, kufeci, rybi atd.) a zemé puvodu [211]. Déle bylo analyzovano
krmivo pomoci ICP-OES [212] a ICP-MS s dynamickou reakéni celou [206, 213]. V tabulce
8 jsou uvedeny nejen analyzy krmiv, ale i masa a dalSich moznych ingredienci za vyuziti
vybranych metod atomové spektrometrie. K rozkladim bylo ve vétSiné piipadi pouzito
mikrovinné mineralizace se samotnou HNOj3 [206, 214-216] nebo v kombinaci s H,0, [211-
213, 217-219] a s HF [220].
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Tabulka 8: Piiklady prvkové analyzy krmiv, riznych druhti masa a dalSich potravin pomoci ICP-MS, ICP-OES a FAAS

Vzorek Piiprava Instrumentace Prvky LOD Porovnavaci  Ref.
vzorku (mg kg™ prvek

Rostliny a krmivo pro MWD (HNO3z+ Q-ICP-MS As, Cr, Fe, Ni, Se 0,031 (As) — ° [213]

zvirata H20,) (DRC) 0,16 (Se)®

Krmivo pro kocky a MWD (HNO3)  Q-ICP-MS As, Be, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Hg, Ni, o b [206]

psy (DRC) Mo, Pb, Sb, Se, Sn, Th, Tl, U, V

Krmivo MWD (HNOz+ Q-ICP-MS Cd 0,3.10° Rh [220]
H,O, + HF) (DRC)

Krmivo pro kocky a MWD (HNO3;+ ICP-OES Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Ba, Fe, K, Mg, Mn, P, 26 (Ca) - b [212]

psy H.0,) S, Sr, Zn 0,058 (Ba)

Potraviny Zivocisného MWD (HNO3z)  Q-ICP-MS Cr, Fe, Se 0,008 (Cr) — Y, Ga, In [221]

puivodu (CRC) 0,03 (Fe)

CRM riiznych MWD (HNO3) Q-ICP-MS V, Cr, Fe, Co, Ni, As, Se b In [215]

potravin (CRC)

Maso, ryby, masnéa MWD (HNOz+ ICP-OES Zn 0,002 b [217]

rybi produkty H.0,)

Potraviny Zivocisného MWD (HNO3z)  Q-ICP-MS Li, B, Ti, V, Cr, Co, Ni, Ga, Ge, Se, Sr, 0,002 (Cd) - Au, Bi, Sc, Y, [216]

a rostlinného piivodu (ORC) Mo, Ag, Cd, Sn, Sh, Te, Ba, Hg, Pb, U, 1,5(Na, K, Ca) In,Re

Al, Mn, Fe, Cu, As, Zn, Na, Mg, K, Ca

Z ug L
Neuvedeno.
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Tabulka 8: Pokraéovani

Vzorek Piiprava vzorku Instrumentace Prvky LOD Porovnavaci  Ref.
(mg kg?) prvek
Riizné druhy krmiva a pochutin ~ Sudeni 105 °C, MWD FAAS (acetylen - Cu, Ni, Pb, Fe, Mn, ° o [211]
pro kocky a psy (HNO3 + H,0,) vzduch) Cd, Cr
PsSenicnd mouka a instantni MWD (HNO3) ICP-OES Na, K, Ca, Mg, P, S, 0,9 (Mn) — b [222]
praskové smési Suspenze: 0,1g vzorku +  ICP-OES Fe, Mn, Zn, Cu 61 (K)
triton X + HNO3
ultrazvukova
homogenizace
Koreni a instantni polévky MWD (HNO3 + H,05) ICP-OES Ca, Mg, P, Cr, Cu, 0,13(Mg) Be,Y, Sc [223]
Fe, Mn, Ni, Pb, Zn, -12,2 (K)
Na, K
RyZe, fazole, vejce, cukr, chléeb, MWD (HNO3+ H,0,) Q-ICP-MS Se, Pb, Cd, Mn,Co, 0,0002 Rh [218]
maso, ryby, zelenina, syr, Zn, Cu, Sr, Mo, V, (Cd) -
mléko, maslo, pSenice, kava, Mg, Hg, Al, As, Cr, 0,06 (V)
cokoldda, oFisky, téstoviny Ni
Krmivo kocici a psi Lyofilizace, homogenizace Spektrometr Hg 1.10° b [210]
pro termooxidacni
stanoveni Hg
Jehnéci maso, kravské mléko a  Homogenizace, MWD Q-ICP-MS Ca, Cu, Fe, Hg, K, ° 0 [219]
syry (HNO3 + H20,) (ORC) Mg, Na, P, Zn, Se,
Ca, K, Mg, Na, P
Sunka, masové koule, hovézi Rozpusténi v TMAH ICP-OES Fe, Zn, Mg, Mn, P 0,08 (Mn) ° [224]
maso a jatra —-0,7 (Fe)
Maso hoveézi, kurect, jehnéci, MWD (HNOj3 + H,05) Q-ICP-MS Mn, Cu, Mo, Cd, Pb, ° Rh, Lu [225]
veprové, konské (DRC) Se, Fe,

® Neuvedeno.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pouzité chemikalie

Jednoprvkové standardy: Li, Be, B, Al, Na, Ca, Mg, P, Ti, V, Cr, Mn, Ni, Co, Zn,
Cu, Ga, Ge, As, Se, Rb, Rh, Sr, Zr, Mo, Ru, Rh, Pd, Ag, Cd, Sn, Sh, Te, Ba, Ta, W,
Re, Pt, Hg, TI, Pb, Bi, Th, Cs, Hf, Au, U, Mg, K, Ca, Na a Fe o koncentraci
1+0,002 g L™ nebo 10+ 0,002 g L™ (Analytika spol., s.r.o, CR nebo SCP Science
Ltd. Kanada)

Komeréné dostupny multiprvkovy standard: Ce, La, Nd, Pr o koncentraci 100 mg L™
a Dy, Er, Eu, Gd, Ho, Lu, Sc, Sm, Th, Tm, Y, Yb o koncentraci 20 mg L™ (SCP
Science Ltd. Kanada)

Kyselina dusi¢na 65% (m/m), p.p. (Penta spol., s.r.o., CR); fluorid amonny, p.a.
(Sigma-Aldrich spol., s.r.o., USA); Peroxid vodiku 30% (m/m), TraceSelect (Fluka
spol., s. 1. 0., Svycarsko); NaCl, TraceSelect (Fluka); KCI, TraceSelect (Fluka); CaCls,
TraceSelect (Fluka); MgCl,, TraceSelect (Fluka); HClI 36% (m/m), TraceSelect
(Fluka); H2SO4 96% (m/m), TraceSelect (Fluka); H3PO4 85% (m/m), p.a. (Fluka)

3.2. Priprava roztoki

3.2.1. P¥iprava 2 mol L kyseliny dusiéné

Byl piipraven roztok 2 mol L™ z HNOj3 precisténé podvarovou destilaci. Tento roztok

byl pouzit pro louzeni chemického nadobi po dobu 24 hodin.

3.2.2. Piiprava zasobnich roztoki

Zasobni multiprvkovy roztok ,,A* obsahoval 10 mg L? Li, B, Be, Al, Ti, V, Cr, Mn,

Ni, Co, Cu, Ga, Ge, As, Se, Rb, Sr, Zr, Mo, Ru, Pd, Ag, Cd, Sn, Sh, Te, Ba, Ta, W, Re, Pt,
Hg, TI, Pb, Bi, Th, Cs, Hf. Redénim tohoto zasobniho roztoku byl pfipraven roztok

o koncentraci 500 pg L™, ten byl pouzit pro piipravu kalibrace. Za ugelem stabilizace iontd

byla pfidana podvarové precisténa konc. HNOs, a to v poméru 1:100.
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Zdasobni multiprvkovy roztok ,,B“ obsahoval 500 pg L™ Ce, La, Nd, Pr, U (,,B1%)
a 100 pg Lt Dy, Er, Eu, Gd, Ho, Lu, Sc, Sm, Tb, Tm, Y, Yb (,,B2%). Redénim byl pfipraven
roztok o koncentraci 50 + 10 pg L™ , B1*“ a ,B2% ten byl pouZit pro piipravu kalibrace.
Pro stabilizaci iontd bylo do 50 mL odmérnych ban¢k piidano 0,5 mL konc. HNOj3 piecisténé

podvarovou destilaci.

Zasobni roztok porovndvaciho prvku Rh o koncentraci 10 mg L™ byl postupné fedén
na 500 ug Lt a 50 ug L. Do vsech kalibraénich roztoka, slepych vzorkli, modelovych
roztokli a vzorkd méfenych ICP-MS bylo ptidano rhodium na vyslednou koncentraci 1 pg Lt
Zaucelem stabilizace iontli byla pfiddna podvarové precisténd konc. HNOg3, a to v poméru
1:100.

Zdasobni roztok “A“ pro méfeni matricnich prvkii na ICP-OES obsahoval 2 g L™ K,
200 mg L™ Zn a Mg, 50 mg L™ Cu, Fe, Mn a Al a 10 mg L™ Ba. Pro stabilizaci iontd bylo

do 50 mL odmérnych ban¢k pridano 0,5 mL konc. HNOj3 piecisténé podvarovou destilaci.

Zdsobni roztok “B*“ pro méreni matricnich prvkii na ICP-OES obsahoval 50 mg L™
Na, P a Ca. Zaucelem stabilizace iontd byla pfiddna podvarové piecisténd konc. HNOs,

a to v poméru 1:100.

Navazenim odpovidajiciho mnozstvi NH4F byl pfipraven roztok o koncentraci 60, 100
a 140 g L™ NH,4F.

3.2.3. Kalibracni roztoky

e Kalibrace pro ICP-0a-TOF-MS

Z multiprvkovych standardi ,,A“ (500 ug L™) a ,,B (50+10 ug L™) byly pfipraveny
roztoky kalibra¢ni fady. Prvky multiprvkového standardu A mély koncentraci O, 1, 2, 5,

10,20 a 50 pg L™ a pro prvky multiprvkového standandu B byly koncentrace v kalibraéni
fadg: 0; 0,1+0,02; 0,2+0,04; 0,5+0,1; 1+0,2; 2+0,4 a5+1 pg L™
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e Kalibrace pro FAAS, FAES

Pro stanoveni Ca, Na, K, Mg a Fe pomoci FAAS, FAES byla pfipravena kalibra¢ni
fada 0-0,4mg L™ proMg a 0-20mg L™ proNa a K, 0-20mg L™ prozn, 0-20 mg L™
pro Ca, 0-4 mg L™ pro Fe a 0-100 mg L™ pro Si.

o Kalibrace pro ICP-OES

Pro analyzu vzorkd suchych krmiv byla pfipravena kalibra¢ni fada ze zasobniho
roztoku ,,A“ a ,,B*“ tak, aby vyslednd koncentrace analyzovanych matri¢nich prvka byla
nasledujici: 0-200 mg L™ K; 0-20 mg L™ Zn a Mg; 0-5 mg L™ Cu, Fe, Mn a Al; 0-1 mg L™
Ba a 0-10mg L™ Ca, Na aP. Koncentrace kalibratnich roztokii pro méfeni zbytkového

uhliku v mineralizatech vydfich tkani byly v rozsahu 0-50 mg L.

3.3. Seznam analyzovanych vzorki

3.3.1. Referencni materidaly

Constituent Elements in Coal Fly Ash SRM® 1633b (National Institute of Standards
& Technology, USA), Fine fly Ash CTA-FFA-1 (Institute sof Nuclear Chemistry
and Technology, Polsko), Bovine Liver SRM® 1577¢ (National Institue of Standards
& Technology, USA), MilkPowder NCR ZC73015 (China National Analysis Center for Iron
and Steel, Cina), Spiked Skim Milk Powder — Trace elements BCR RM No. 150 (Institute for
Reference Materials and Measurements, Belgie), BCR®-032 Natural Moroccan Phosphate
Rock (Institute of Reference Materials and Measurements IRMM, Belgie), Sludge from city
water treatment WH-T No. 12-3-14 (Slovensky metrologicky institut, Slovenska republika),
BCR®-060 Aquatic Plant (Lagarosiphon major, IRMM, Belgie), Referenéni material No. 12-
2-03 P-Alfapa Essential and toxic elements in Lucerne (Slovensky metrologicky institut,
Slovenska republika), NCS DC 73350 Leaves of Poplar (China National Analysis Center
for Iron and Steel, Cina), GBW 07603 a GBW 07602 Bush twings and leaves (Institute
of Geophysical and Geochemical Exploration, Langfang Cina), Constituent Elements in Coal
Fly Ash SRM® 1633b (National Institute of Standards & Technology, USA) a Fly Ash CTA-
FFA-1 (Institute of Nuclear Chemistry and Technology, Polsko)
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3.3.2. Realné vzorky

Susené kojenecké mléko

Devatenact vzorkii kojeneckého suseného mléka na bazi kravského mléka a jeden
vzorek kojeneckého mléka na sojové bazi (tabulka 9) byly ziskany v obdobi 2015-2016.
VétSina téchto suSenych mlék pochazi od nadnarodnich spolecnosti (Danone, Hipp, Nestlé
atd.) ajsou dostupné celosvétové. Jedna se omléka uréena pro mléénou vyzivu
pro nedonosSené déti (znacené 0), pocatecni vyzivu pro kojence (znacené 1), po pokracovaci

mléka (znacené 2) az po mléka pro kojence a batolata (znacené 3).

Tabulka 9: Vzorky suSeného kojeneckého mléka

Cislo vzorku Nizev Typ Vyrobce Zemé
1 Nutrilon ProExpert 0 Nutricia Némecko
2 Hami pfi zacpé a kolikach 1 Nutricia CR
3 Hipp Bio Combiotik 1 Hipp Némecko
4 Hipp Bio Combiotik 2 Hipp Némecko
5 Amilk Bifido 1 Dr. Max Pharma Ltd. Francie
6 Nutrilon Pronutra 2 Nutricia, Némecko
7 Beba Comfort 1 Nestlé CR
8 PreBeba 0 Nestlé Némecko
9 Sunar Complex 1 Hero Velka Britanie
10 Sunar Premium 2 Hero Velka Britanie
11 Beba Pro 2 Nestlé Francie
12 Sunar Complex 3 Hero Velka Britanie
13 Nutrilon ProExpert 1 Nutricia Némecko
14 Nutrilon Pronutra 1 Nutricia Némecko
15 Sunar Complex 2 Hero Velka Britanie
16 Babydream 3 Rossmann Némecko
17 Babylove 1 DM Drogerie Markt s.r.o. Némecko
18 Babylove 3 DM Drogerie Markt s.r.o. Némecko
19 Hipp HA Combiotik 2 Hipp Némecko
20 Nutrilon Soya 1 Nutrica Némecko
21 Beba Sensitive 1 Nestlé CR
Vydii tkané

Celkoveé 149 vzorku jater, tuktl a kosti vydry ficni (Lutra lutra) byly poskytnuty
spoleénosti ALKA Wildlife o.p.s. (CR) [226]. Vzorky tkani byly ziskany z vyder uhynulych

na izemi CR Vv letech 2006-2015, 0 kazdém kadaveru byl proveden zdznam s mistem nélezu
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(obr. 1), datem a podrobnym popisem (v€k, pohlavi, pfi¢ina umrti apod.). Po odbéru byly

tkang¢ jater ulozeny v PE sacku a uchovany v mraznicce pfi teploté -18 °C.

Krmiva pro domadci zviiata

Vzorky suchych krmiv pro kocky a psy (tabulka 10) byly béhem roku 2016 obdrzeny
od riznych chovatell, vzorky zahrnovaly rizné znacky jak mezinarodnich spole¢nosti,

tak mistnich vyrobct suchych krmiv.
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Obrazek 1: Mista nalezu kadaveri vydry Fi¢ni
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Tabulka 10: Vzorky granuli urcenych pro kocky a psy

Cislo Znacka Typ Vyrobce/Distributor

vzorku

1 Pro Plan® Sterillized Original Chicken with rice for adult neutered/spayed dogs Purina® - Nestlé Cesko s.r.o.

2 Friskies® Active Purina® - Nestlé Cesko s.r.0.

3 Chappi® Hovézi & Dribezi 100% complete Mars® Czech s.1.0.

4 Carnis Granule s dribezim a zeleninou (vyrobeno pro Mountfield v EU)

5 Nutrican Senior & Light Canvit s.r.o. (CR)

6 Nutrican Adult All breed Canvit s.r.o. (CR)

7 Nutrican Adult Large Breed Canvit s.r.o. (CR)

8 Frolic® S hovézim Mars® Czech s.r.o.

9 Acana Puppy Large Breed Champion Pet Foods (Kanada)

10 Topstein Fish Crunchies for Dogs Superprémiova krmiva pro Psy -
Topsteinpetfoods.cz (CR)

11 Topstein Farm Fresh Chicken & Turkey Active/Puppy Grain free Superprémiova krmiva pro Psy -
Topsteinpetfoods.cz (CR)

12 Topstein Farm Fresh Chicken Sensitive Grain Free Superprémiova krmiva pro Psy -
Topsteinpetfoods.cz (CR)

13 Hill 's™ Science Plan™ Canine Adult Advanced Fitness™ (Medium with Chicken, Hill’s Pet Nutrition" Inc. (USA)

Adult 1-6) )

14 Friskies® S lososem a ptidanou zeleninou Purina® - Nestl¢ Cesko s.r.0.

15 Concept for life Kitten 2—12 mésict Matina GmbH (Némecko)

16 Royal Canin® Mother & Babycat Royal Canin® (USA)

17 Taste of the High Prairie Puppy® Formula with Roasted Bison & Roasted Venison Diamon Pet Foods (USA)

Wild®

19 k-9 K-9 selectiion HI-PERFORMANCE formula Candy,spol. s.r.o.

20 Royal Canin® Maxi Adult Royal Canin® (USA)

21 Josera. Festival Adult (Ryba a ryze) Josera GmbH & Co. KG (Némecko)

22 Sam’s Field Fresh Chicken & Potatoe Adult Medium VAFO PRAHA s.r.0 (CR)
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Tabulka 10: Pokraéovani

Cislo Znacka Typ Vyrobce/Distributor

vzorku

23 Pro Plan® Adult Original Purina® - Nestlé Cesko s.r.0.

24 Hill's™ Prescription Diet™ j/d™ Canine Mobility Hill's Pet Nutrition™™ Inc. (USA)

25 Brit Brit Care Puppy Lamb & Rice VAFO PRAHA s.r.0 (CR)

26 Brit Brit Care Salmon Salmon & Potato, All breed, Adult VAFO PRAHA s.r.o (CR)

27 Brit Brit Care Grain-Free Salmon & Potato, Junior Large Breed VAFO PRAHA s.r.o (CR)

28 Arden Grange puppy / junior (rich in fresh chicken) Leander International Pet Foods Ltd.
(UK) / NATURPET, s. 1. 0. (CR)

29 Purina® Darling Purina® - Nestlé Cesko s.r.o.

30 Bozita Original XL Lantminnen Doggy AB (Svédsko)

31 Grand Vital Care Snack Training + Ginseng (Doplikové krmivo pro psy) ALMIK As.r.o. (CR)

32 Sam’s Field Chicken&Potato Adult Large VAFO PRAHA s.r.0 (CR)

33 Barking Heads®  "puppy days" Pet Food Ltd. (UK)

34 Perfecto Cat Gourmet Selection Kroketten Snack mit Inulin (Kroketovy snack Futternapf Tiernahrung Vertriebs

z atlantického lososa pro kocky) GmbH (Némecko)

35 Sam’s Field Lamb & Potato Light&Senior VAFO PRAHA s.r.o (CR)

36 Sam’s Field Salmon & Potato Adult VAFO PRAHA s.r.0 (CR)

37 GranataPet Leckerlies Kaninchen Waldbeeren altina(Fushsenthaler & Diedrich GbR)
(Némecko)

38 Fitmin Maintenance Dibaqg a.s.

40 Arden Grange Adult Fresh salmon&rice Leander International Pet Foods Ltd.
(UK) / NATURPET, s. 1. 0. (CR)

41 Fish4 dogs Finest Ocean white fish adult Fish4 dogs Ltd. (UK)

42 Royal Canin® INDOOR * Royal Canin® (USA)

45 Royal Canin® Adult Mini Royal Canin® (USA)

46 Brit Brit Care Adult Medium breed Lamb & Rice VAFO PRAHA s.r.0 (CR)

47 Annamaet Lean Annamaet Petfoods Inc. (USA)
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Tabulka 10: Pokraéovani

Cislo Znacka Typ Vyrobce/Distributor

vzorku

48 Royal Canin® Medium Adult Royal Canin® (USA)

49 Brit Brit Premium Puppies VAFO PRAHA s.r.o (CR)

52 Crockex Wellness  Kachna maxi ADULT MINI DUCK RICE LOW GRAIN Mister Pet srl (ltaly) / Pure 4U s.r.o.
CR

57 Taste of the Canyon River Feline® Formula with Trout & Smoked Salmon (Diarzmn Pet Foods (USA)

Wild®

58 Kasiks Wild Pacific Ocean Fish Meal Formula FirstMate/KASIKS Pet Foods
(Canada)

59 Kitekat S hovézim masem a zeleninou Mars® Czech s.r.o.

60 Gemon cat Light sterilized turkey Monge&c.s.p.A (Italy)

63 Almo nature Holistic Losos s ryzi Adult Almo nature Swiss GmbH
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3.4. Priprava vzorkii k analyze

3.4.1. Optimalizace MAE vzorkit s proménnym mnoZistvim kiemicitanové
matrice

Mnozstvi 50, 100 nebo 150 mg vzorku bylo navazeno do teflonovych zkumavek
systému Multi Tube spole¢né s 2, 5 nebo 7 mL NH4F (100 g L™). Poté byly zkumavky
umistény do 100 mL teflonové nadoby DAC-100S s20 mL NHsF (100 g L™Y). Za pouziti
nasledujictho programu byla ze vzorkii vyextrahovana kiemicitanova matrice: 5, 10
nebo 15 minut pii 140, 160, 180 °C, narGst teploty probihal pi#i 50% vykonu po dobu 3
minuty. Vybrané hodnoty jednotlivych parametrii pouzité pro analyzu vSech vzorkd jsou
zvyraznény tuénym pismem. Po ukonceni mikrovinné extrakce byly extrakty prefiltrovany
ptes stiikackovy injekéni filtr a pfevedeny do 10 mL odmérnych ban¢k a doplnény
redestilovanou vodou. Kiemik byl stanoven naatomovém absorpnim spektrometru

s atomizaci v plameni (viz kapitola 3.4.3.).

3.4.2. Extrakce uhelného popilku

Vzorky uhelnych popilki byly nejprve pomlety v kulovém vibraénim mlynu po dobu
5 minut pro zajisténi homogenity vzorku. K extrakci bylo vyuzito systému Multi Tube, kde
do 3 teflonovych zkumavek bylo navazeno 10+ 1 mg vzorku a pfidano 5 mL NH4F p.a.
o koncentraci 60, 100 anebo 140 g L™. Takto pfipravené zkumavky byly umistény do 100 mL
teflonové nadoby DAC-100S s 20 mL NH,F 0 koncentraci 60, 100 &i 140 g L™, Usporadani
Multi Tube pro DAC-100S je popsano a znazornéno v kapitole 3.4.1. Nasledné byly nadoby
podrobeny mikrovinami asistované extrakci (MAE) po dobu 5, 10 a 15 minut a teploté 160,
180 a 200 °C (50% vykon). Vybrané hodnoty jednotlivych parametri pouzité pro analyzu
vSech vzorkll jsou zvyraznény tuénym pismem. Po ukonceni mikrovinné extrakce byly
extrakty prefiltrovany ptes stiikackovy injekéni filtr a ptevedeny do 10 mL odmérnych ban¢k
a doplnény redestilovanou vodou. Extrakty byly pied ICP-MS analyzou 5x nafedény a bylo
pfidano Rh na vyslednou koncentraci 1 pugL™. Slepé pokusy byly pfipraveny stejnym

postupem jako vzorky.
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3.4.3. Kojenecké susené mléko

Vzorky suseného mléka v mnozstvi 500 + 5 mg byly navazeny do 100 mL teflonovych
rozkladnych nadob. Rozklad vzorka byl uskuteénén v piitomnosti 5 mL HNO;3; (65%, m/m)
a2mL H;O, (30%, m/m). Po uzavieni byly nadoby vlozeny do mineralizatoru a rozklad
probihal podle teplotniho programu uvedeného v tabulce 11. Po ukonéeni mikrovinného
rozkladu byly ¢iré mineralizdty pievedeny do25mL odmérné baiky a doplnény
redestlilovanou vodou po rysku. Kazdy vzorek byl mineralizovan tiikrat. Pro potieby analyzy
ultrastopovych prvki pomoci ICP-MS bylo K takto pfipravenym roztokum piidano Rh
na vyslednou koncentraci 1 pgL™. Slepé pokusy skladajici se zredestilované vody

a mineraliza¢nich ¢inidel byly pfipraveny stejnym postupem jako realné vzorky.

Tabulka 11: Teplotni program pro mikrovinny rozklad vzorki suseného mléka

Parametry 1. krok 2. krok 3. krok 4. krok 5. krok
Teplota (°C) 170 220 100 100 100
Doba drzeni (min) 10 15 1 1 1

Doba naristu (min) 1 5 1 1 1
Vykon (%) 60 70 10 10 10

3.4.4. Vzorky tkani vydry Fi¢ni

Vzorky vydfich jater, kosti a tukti byly uchovavany v mrazni¢ce, po rozmrazeni byl
povrch osusen acca 0,59 tkané bylo navazeno do sterilnich sklenénych nadobek. Takto
piipravené vzorky byly nejprve hluboce zmrazeny na teplotu -80 °C po dobu 24 hodin
a nasledné zlyofilizovany za vyuziti nasledujiciho teplotniho programu: I. tlak 0 kPa po dobu
1 hodiny; I1l. tlak 0,1 kPa po dobu 24 hodin; I11. tlak 0 kPa po dobu 4 hodin. Druhy krok byl
optimalizovan pro 3 doby (12, 24 a 48 hodin), jak bude diskutovano dale (viz kapitola
4.4.1.1.). Jako optimalni ¢as byla vybrana doba 24 hodin.

Lyofilizované vzorky byly navazeny (50 nebo 200 mg) do jednotlivych nadobek
systému Multi Tube, dale bylo pfidano 1 mL HNOj3; (65%, m/m) a 1 mL H,0, (30%, m/m)
nebo 1 mL HNO;3; (65%, m/m) a 0,4 mL H,0,. Do 100 mL teflonovych rozkladnych nadob
bylo napipetovano 15 mL pfislusné smési piipravené v poméru 1:1 nebo 1:0,4 (HNO3:H,0,),
do téchto nadob pak byly umistény vzdy 3 teflonové zkumavky se vzorkem. Vybrané hodnoty

jednotlivych parametrii pouzité pro analyzu vSech vzorkll jsou zvyraznény tuénym pismem.
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Vysledny optimalizovany postup mikrovinného rozkladu je uveden Vv tabulce 12. Po ukonéeni
rozkladu byl ¢iry mineralizat pteveden do 10 mL odmérnych banék a doplnén redestilovanou
vodou po rysku. Pro potfeby analyzy pomoci ICP-MS bylo Kk takto pfipravenym roztokiim
pfidano Rh na vyslednou koncentraci 1 pg Lt Slepé pokusy skladajici se z redestilované

vody a mineraliza¢nich ¢inidel byly pfipraveny stejnym postupem jako realné vzorky.

Tabulka 12: Teplotni program pro mikrovinny rozklad vydfich jater v systému Multi
Tube

Parametry 1. krok 2. krok 3. krok 4. krok 5. krok
Teplota (°C) 130 160 200 100 100
Doba drzeni (min) 10 10 15 1 1

Doba naristu (min) 5 5 5 1 1
Vykon (%) 20 40 60 10 10

3.4.5. Krmiva pro domadci zviiata

Vzorky granuli byly nejprve rozdrceny a homogenizovany v hmozditi, nasledné byl
ptiblizné 1 g vzorku hluboce zmraZzen na teplotu -80 °C po dobu 24 hodin ve sterilnich
sklenénych nadobkach. Lyofilizace byla provedena podle teplotniho programu: 1. tlak 0 kPa
po dobu 1 hodiny; Il. tlak 0,1 kPa po dobu 20 hodin; 1I. tlak 0 kPa po dobu 4 hodin. Druhy
krok byl optimalizovan pro 3 doby (12, 24 a 48 hodin), jak bude diskutovano dale (viz
kapitola 4.5.1.). Optimalni doba lyofilizace byla 24 hodin.

Vzorky lyofilizovanych koci¢ich a psich granuli v mnozstvi 400 (+ 10)mg byly
navazeny do 100 mL teflonovych rozkladnych nadob a ke vzorkim bylo napipetovano
2,5 mL HNOj (65%, m/m), 1 mL H,0; (30%, m/m) a 3,5 mL redestilované vody. Po uzavieni
byly nadoby vloZeny do mineralizatoru arozklad probihal na zakladé optimalizovaného
teplotniho programu uvedeného v tabulce 13. Vysledny c¢iry mineralizat byl pfeveden
do 25 mL odmérné banky a doplnén redestilovanou vodou po rysku. Pro potieby analyzy
pomoci ICP-MS bylo k takto pfipravenym roztokim piidano Rh na vyslednou koncentraci
1pg L™ Prostanoveni Sr pomoci ICP-MS byly vzorky 10x natedény. Slepé pokusy
skladajici se zredestilované vody a mineralizacnich ¢inidel byly pfipraveny stejnym

postupem jako redlné vzorky.
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Tabulka 13: Teplotni program pro mikrovinny rozklad vzorki krmiv

Parametry 1. krok 2. krok 3. krok 4. krok 5. krok
Teplota (°C) 220 100 100 100 100
Doba drzZeni (min) 25 1 1 1 1

Doba naristu (min) 3 1 1 1 1
Vykon (%) 60 10 10 10 10

3.5. Instrumentace

3.5.1. Mikrovinné zaiizeni Speedwave MWS-3"

Mikrovinné mineraliza¢ni zafizeni Speedwave MWS-3" od firmy (Berghof, Némecko)
bylo vyuzito pro rozklady vybranych vzorkd (obr.2). Tento uzavieny systém pracuje
s fokusovanym mikrovlnnym polem [227]. V prostoru kruhové pece potazené PFA je umistén
karusel umoziujici simultdnni rozklad v 8 rozkladnych nadobach. Do vnitini 100 mL
teflonové nadoby je umistén vzorek a Cinidla, po uzavieni jsou vlozeny do keramického
ochranného pouzdra a do vnéjsi rozkladné teflonové nadoby. Teflonové nadoby odolaji tlaku
15 MPa a teploté 300 °C. Maximalni vykon generatoru dosahuje 1450 W a je regulovan podle
nadoby s nejvyssi teplotou. Snimani teplot v rozsahu 100-300 °C umoziuje bezkontaktni

infracerveny teplomér pfimo ve vnitini rozkladné nadobé.

Obriazek 2: Mikrovinné rozkladné za¥izeni Speedwave MWS-3"
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Mikrovinné zatizeni je mozné doplnit pro nadoby DAC-100S systémem Multi Tube
od stejné spolecnosti [228]. Tento systém umoziuje v jedné rozkladné nadob¢é mineralizovat
soucasné 3 vzorky (obr. 3). Vzorky jsou spolu s rozkladnymi ¢inidly umistény do 10 mL PFA
zkumavek, kolem nich je ve vnitini rozkladné nadobé smés cinidel pouzitych pro rozklad
v takovém objemu, aby hladina v PFA zkumavkach byla niz$i oproti vnitini rozkladné

nadob¢. Tim je tlak par kompenzovan a nedochazi k odparovani ¢inidel ze zkumavek.

U2 mhe

Obrazek 3: Multi Tube systém pro DAC-100S, (a — vzorek, b — 10 mL zkumavky
systému Multi Tube, ¢ — 100 mL nadoby DAC-100S

3.5.2. Spektrometr ICP-0a-TOF-MS

Hmotnostni spektrometr s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu s priletovym
analyzatorem s ortogonalni akceleraci ionti GBC OptiMass 8000 (GBC Scientific Equipment
Pty. Ltd., Australie) [229] pouZity v této praci (obr. 4).

Vzorek je nasavan peristaltickou pumpou do koncentrického zmlzovace, kde dochézi
ke vzniku aerosolu. Vznikly aerosol vstupuje do dvouplastové mlzné komory, kterd je
chlazena na teplotu kolem 10 °C. Z mlzné komory vstupuje aerosol do plazmatu, kde dochazi
k atomizaci a nasledné ionizaci vzorku. lonty jsou dale extrahovany z vysokoteplotniho
plazmatu pfes interface do spektrometru. Prostfedi mezi atmosférickym tlakem (plazma)

a oblasti nizkého tlaku (spektrometr) zajistuje ttikonusovy systém, ktery snizuje tlak pomoci

52



kombinace rotacni pumpy a tii vykonnych turbomolekularnich pump. lonty z interface jsou
fokusovany k ortogonadlnimu akceleratoru, zde jsou urychleny kolmo k jejich soucasnému
sméru pohybu. V prvni fokusacni z6né€ spektrometru je instalovana brana ,,.Smart Gate*, ktera
vyfezava vSechny nezadouci izotopy z analyzovaného spektra. Tim se vyrazné snizuje pozadi
hmotnostniho spektra a prodluzuje se tak doba zivotnosti detektoru. Po prichodu filtrem
prolétaji ionty pruletovou zoénou, kde jsou otoceny iontovym reflektronem a dopadaji

na detektor.

=

s
——

Obrazek 4: ICP-0a-TOF-MS spektrometr GBC 8000 OptiMass

Parametry nastaveni pfistroje jsou shrnuty v tabulce 14. Pro vnaseni vzorku
do pristroje je vyuzita peristaltickd pumpa nastavena na rychlost nasavani vzorku piiblizné
1 mL min?, koncentricky zmlzovaé MicroMist (Glass Expansion Pty. Ltd., Camberwell,
Australie) o pritoku 0,1 mL min? a cyklonickd mlZna komora o objemu 70 mL (Glass
Expansion Pty. Ltd., Camberwell, Australie), ktera byla chlazena na teplotu 10 °C. Parametry
nastaveni SmartGate pro analyzu uhelnych popilkd, vydiich jater, kojeneckého susené¢ho

mléka a krmiv pro domaci zvirata jsou uvedeny v tabulce 15-18.
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Tabulka 14: Parametry nastaveni ICP-0oa-TOF-MS spektrometru GBC OptiMass 8000

ICP Source

Rf power 1250 W
Plasma gas flow rate 11,00 L min™
Auxilary gas flow rate 0,80 L min™
Nebuliser gas flow rate 0,99 L min™

Mass Spectrometer

lon optics Skimmer -950 V
Extraction -1200 vV
Z1 gain -561 V
Y mean -400 V
Y deflection -1V
Z lens mean -890 V
Z lens deflection -40V
Lens body -128 V

Pulse shaping Fill -32V
Fill bias 1V
Fill grid -0,6 V
Pushout plate 560 V
Pushout grid -460 V
Blanker 200 V
Blanker spectral frequency 33 kHz
Reflectron 610 V

Detection Multiplier gain 2800 V
lon threshold 5,78 mV
Integration Windows Auto
Measurement mode Pulse counting/ analog

Tabulka 15: Nastaveni brany ,,Smart Gate“ pro analyzu uhelnych popilkia

Rozsah m/z Interferujici ionty

11 5 _ 57 4 12C2+ 14N+ 160+ 1601H + 1H216o+ 24*26Mg+ 28N2+ 14N160+ 327348 35*37(:'
40Ar+, 40AF1H+, 40Arl6o+’ 38Ar1701H+, 56Fe+

63,4-68,0 *cu’,®cu’,*zn", ¥zn"’

794-817 “Ar’

Tabulka 16: Nastaveni brany ,,Smart Gate* pro analyzu lyofilizovanych vydiich jater

Rozsah m/z  Interferujici ionty

115-482  7°C;7, "N', 70", POH™, 1H°0", # Mg, ®N,", “*N™°0", %S, 7,
4OAI’+, 4°Ar1H+

55,5-57,5  °ArO*, *°Fe*

62,6 -651 %cu’cu’

79,4-817 *Ar"

845-853 %Rb*
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Tabulka 17: Nastaveni brany ,,Smart Gate“ pro analyzu kojeneckého suseného mléka

Rozsah m/z  Interferujici ionty

11'5 _ 57’4 12C2+, 14N+, 160+, 1601H +, 1H2160+, 24ﬁ26Mg+’ 28N2+, 14N160+, 32—348’ 35—37C|’
4OAI’+, 4°ArlH+, 4°Ar160+, 38AI’1701H+, 56Fe+

63,4—-68,0  °cCu, *zn*, ®zn*

79,4-817 “Ar’

Tabulka 18A: Nastaveni brany ,,Smart Gate“ pro analyzu suchého krmiva pro neiredéné
vzorky

Rozsah m/z  Interferujici ionty

9.7-495 12C2+, 14N+, 150+, 16OlH +, 1H2160+’ 2Af26Mg+’ 28N2+’ 14N160+, 327348’ 35737C|,
Oart OartH

53,4—-57,1  >Mn*>°ArO* *°Fe

62,5-68,2  %cu*, ®cu’, *zn*, ®zn*

79,4-882  “Ar,", ®Rb*, ¥sr

Tabulka 18B: Nastaveni brany ,,Smart Gate* pro analyzu suchého krmiva pro redéné
vzorky

Rozsah m/z  Interferujici ionty

11'5 _ 49,5 12C2+, 14N+, 160+, 1601H +, 1H2160+, 24ﬁ26Mg+’ 28N2+, 14N160+, 32—348’ 35—37C|1
4°Ar+, 40Ar1H+

53,5-57,5 >Mn**°ArO*, *°Fe

63,5-68,2 *zn*, ®zn"

79,4-817 “Ar"

3.5.3. Atomovy absorpéni spektrometr SensAA

Ke stanoveni Ca, Mg, K, Fe, Zna Na v suSeném kojeneckém mléce a vydfich tkani
byl pouzit atomovy absorp¢ni spektrometr SensAA (GBC Scientific Equipment Pty. Ltd.,
Australie) [230]. Ptistroj pracuje v dvoupaprskovém rezimu, s hyperpulzni korekci pozadi
pomoci zdroje kontinualniho zafeni (deuteriové vybojky, korekéni rozsah 175-423 nm).
Tento ptistroj ma automatické nastavovani vinové délky, proudu HCL lamp a Sitky Stérbiny
(kontinualn¢ s krokem 0,1nm o0d0,1 do2nm). Opticky systétm s Ebert-Fastie
monochromatorem pracuje V rozsahu vlnovych délek 175-900 nm (ohniskova vzdalenost

330 mm, mfizka 1800 vrypi/mm). Nastaveni tohoto dvoupaprskového pfistroje je
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pro jednotlivé analyty uvedeno v tabulce 19. Zdrojem zafeni byly vybojky s dutou katodou

firmy Photron Pty. (Australie).

Tabulka 19: Parametry nastaveni spektrometru pii stanoveni Mg, Ca, K, Na, Fe a Zn.

Analyt Mod Vlnova Zhaveni Sitka Plamen
délka  vybojky spektralni (Priitok plynu - L min™)
(nm) (mA) Stérbiny (nm)
Mg Absorpce 285,2 50 0,2 C,H> (1,5) #/ vzduch (10)
Ca Absorpce 422,7 5,0 0,5 C,H; (1,5)® / vzduch (10)
K Emise 766,5 6,0 0,5 C,H> (1,5) %/ vzduch (10)
Na Emise 589,0 5,0 0,5 C,H, (1,5) %/ vzduch (10)
Zn Absorpce 213,9 50 0,2 C,H; (1,5)%/ vzduch (10)
Fe Absorpce 2483 7,0 0,2 CoH, (1,5) %/ vzduch (10)
Si Absorpce 2516 150 0,2 C,H, (5,1)*/ N,O (10)°

* CoH; (99 %, Linde Gas a.s., CR).
® N,O (99,5 %, Linde Gas a.s., CR).

3.5.4. Spektrometr AMA 254

Piistroj AMA 254 (Advanced Mercury Analyser) od spolecnosti Altec spol., s.r.o.
(CR) je jednoucelovy atomovy spektrometr se sériovym uspofadanim méficich kyvet.
Vyuziva se pfistanoveni obsahu rtuti v pevnych nebo kapalnych vzorcich bez nutnosti
ptedchozi upravy vzorku, coz zamezuje kontaminaci vzorku nebo eventualnim ztratam rtuti
béhem ptipravy vzorku. Princip pfistroje spociva v generovani par kovové rtuti, kde dochazi
K jejich zachyceni, zakoncentrovani na zlatém amalgatoru a nasledné detekci. Pary rtuti jsou
nasledn¢ zahtevem uvolnény z amalgamatoru do dvou sériové uspotfadanych kyvet, které
umoznuji stanoveni rtuti v §irokém rozmezi koncentraci. Detekce je zalozena na méteni
absorbance uvolnénych par pfivinové délce 253,65 nm pomoci kiemikové UV diody.
Zdrojem zéteni je nizkotlakd rtutova vybojka. Instrumentace dosahuje mimotadné vysoké
citlivosti, ktera se pohybuje okolo 0,1ng rtuti. Vzorky susen¢ho kojeneckého mléka,
zlyofilizovanych vydfich tkani a granuli byly analyzovany piimo, a to s navazkou 200 + 10,
15-20a 100 + 5 mg.
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3.5.5. ICP-OES spektrometr Integra XL

Stanoveni matri¢nich prvka u vzorkil kocicich a psich granuli a analyza zbytkového
uhliku ve vzorcich vydfich tkani bylo provedeno naoptickém emisnim spektrometru
s ionizaci v induk¢éné vazaném plazmatu GBC Integra XL 2 (GBC Scientific Equipment Pty.
Ltd., Australie) [231]. Spektrometr je vybaven generatorem vysokofrekvencéniho plazmatu
(40,68 MHz), univerzalnim termicky stabilizovanym monochromatorem Czerny-Turner
(rozsah vinovych délek 160-800 nm, 1800 vrypi/mm™) a dvéma fotonasobi¢i [231]. Systém
vnaSeni vzorku sesklada z peristaltické pumpy, sklenéné cyklonické mlzné komory
a zmlzovace V-groove (Glass Expansion Pty. Ltd.,, Camberwell, Australic). Parametry

nastaveni ICP-OES spektrometru jsou uvedeny v tabulce 20.

Tabulka 20: Parametry nastaveni ICP-OES spektrometru GBC Intergra XL 2

RF frequency 40,68 MHz

RF power 1100 W

View height 6 mm

Gas Argon 99,999%
Plasma gas 11 L min™
Auxilliary gas 0,6 L min™
Nebulizer gas 0,6 L min™
Photomultiplier voltage 600 V

Read On-peak, 1 s
Background correction Fixed point
Number of replicates 3

View Radial
Emission lines: Cu (324,754 a 327,396 nm); Zn (213,586

a 202,548 nm); Mn (257,61 a 259,373 nm); Fe
(259,94 a 238,204 nm); Mg (279,553 a
285,213 nm); K (769,896 nm); Na (588,995

a 589,592 nm); P (213,618 a 214,914 nm); Al
(308,215 a 396,152 nm); Ba (455,403

a 493,409 nm); Ca (422,673 a 317,933 nm), C
(247,856 nm)
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3.5.6. Podvarové destilacni zaiizeni

Podvarové destila¢ni zafizeni BSB 939IR (obr. 5, Berghof GmbH, Némecko) bylo
pouzito pro piipravu piecisténé HNOj;. Zatizeni se sklada z IR lampy, PTFE nadoby
s odparovaci komorou a S PFA chladi¢em. Odpatena kyselina kondenzuje na sténach chladice
a kondenzat je odvadén pomoci PFA trubice do prihledné PFA lahve. Vznikajici kondenzat
tak ptichdzi do styku pouze s PFA, ohfev je bezkontaktni pomoci IR zafice. Zatizeni se muze
pouzit pro destilaci HNO3, H,0,, HCI a HF.

-‘._-

Obriazek 5: Podvarové destilaéni zarizeni BSB 939IR

3.5.7. Lyofilizator ScanVac CoolSafe

Lyofilizator ScanVac CoolSafe od firmy LaboGene ApS (Dansko) je slozen
z kondenzoru ledu, vyvévy a komory, kde dochazi k sublimaci (obr. 6). Nejdtive je vzorek
zamrazen V hlubokomrazicim boxu nateplotu -15az -80°C za atmosférického tlaku.
Postupnym snizovanim tlaku nad vzorkem za¢nou krystalky ledu sublimovat. Pary jsou
odvadény do kondenzatoru ledu. Zbytkova vlhkost je odstranéna postupnym zvySovanim
teploty nad 0 °C pfi nizkém tlaku. Po odstranéni zbytkové vlhkosti dochazi k pozvolnému
vyrovnani tlaki pomoci vakuového ventilu. Pracovni teplota kondenzoru je -110 °C, celkovy
objem kondenzoru jsou 4L, chladici spirdla je umisténa mimo kondenzor, kapacita

kondenzoru béhem 24 hodin je 2,5 kg.
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Obrazek 6: Lyofilizator Labogene CoolSafe

3.5.8. Ostatni laboratorni p¥istroje a pomiicky

e Laboratorni nadobi SIMAX (CR)

e PP laboratorni nadobi (Brand GMBH + Co KG, Némecko)

e Sada automatickych pipet (Biohit, Finsko)

e Pipeta Distriman (Gilson, USA)

e Zafizeni pro ptipravu redestilované vody Milli-Q®™ Reference (vodivost
0,05 uS cm™) (Merc Millipore, Némecko)

e Vibraé¢ni kulovy mlyn Wig-L-Bug 30 (Crescent Dental)

e Analytické vahy KERN 870 (Kern, Némecko)

e MS Office 2010 (Microsoft corporation, USA)

e Tabulkovy editor Origin 8 (OriginLab corporation, USA)

e Software pro GBC OptiMass 8000 Ver. 1.9 (GBC Scientific Equipment, Australie)

e Software pro statistické zpracovani dat Statistica 12 (StaSoft, USA)

e Software pro statistické zpracovani dat QC Expert™ (TriloByte Statistical Software,
CR)
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Studium vlivu matri¢nich prvkii na stanoveni vybranych analyti

Za ucelem zjisténi prispévku polyatomickych interferenci na stanoveni vybranych prvki
pfi analyze na ICP-0a-TOF-MS spektrometru GBC OptiMass 8000 byly sestaveny modelové
interferen¢ni fady obsahujici Na, K, Ca, Mg, CI, C, S a P v rozsahu 0-1000 mg Lt [1, 232].
Naméfena data jsou shrnuta v piiloze 1 (str. 153). Data dokumentuji vliv vybranych
matri¢nich prvka na signal analyta Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Co, Cu, Zn, Ge, As, Se, Sr
a Mo. Proprvky m/z > 100 nebyly polyatomické interference od vySe uvedenych iontl
pozorovany. Tyto modelové fady umoziuji ziskat prehled moznych interferenci, které

by pfi analyze realnych vzorkt na spektrometru ICP-0a-TOF-MS mohly byt pfitomny.

V pfitomnosti Na se projevily interference zplsobené pravdépodobné polyatomickymi
ionty #Na®Na®*0* a “Ar®Na" na izotopech %Ni* a %Cu*. Vdaném piipadé lze
ke kvantifikaci Cu pouZit mén& zastoupeny izotop °Cu’. Bylo pozorovéno, Ze polyatomické
asociaty drasliku zpasobuji interference *°K™°0*, ¥K®cCI*, “K¥Cl" a “Ar*k™0*
na izotopech >>Mn*, "“Ge*, ®Se* a ®*Mo". Signal druhého nejzastoupen&jsiho izotopu selenu

"83e* v pritomnosti 1 g L™ byl navysen témet desetkrat.

Stanoveni Sr a Se na izotopech 2 ® ¥gr* a ®785e* pylo ovlivnéno polyatomickymi
asociaty Ca a plazmového plynu Ar. Interference polyatomickych iontii **Ca*®O*H*, **Ca'®0*
a “*ca'®o'H" byla patrnd pfi stanoveni niklu na hmotach 60 a 61. Vliv faleSné pozitivniho
signalu vyvolaného *Ca'®0," a **Ca’®0* na izotopy *Ni* a "As’ nebyl ve studovaném
rozsahu vyznamny. Narozdil od Ca byly Vv ptitomnosti Mg pozorovany interference pouze
pii stanoveni Ni. Na izotopy *!Ni* a ®®Ni* méla vliv interference **Ar®Mg* a *Ar®®*Mg", tyto

izotopy vsak nebyly pouzity ke kvantifikaci vzhledem k ptirozenému malému zastoupeni.

Chloridova matrice méla vliv na stanoveni izotopt >*V*, 3Crt, Ast a ""Se’, zalezelo
vSak na formé, v jaké se chloridy vyskytovaly v roztoku. V literatue byly v pritomnosti CI
ve formé¢ HCI a NaCl [110, 233, 234] popisovany interference polyatomickych ionth
PVarClt a “Ar’CI*. Tyto interference se vesledovaném rozsahu koncentraci
na spektrometru GBC OptiMass 8000 neprojevily. Podobny jev byl pozorovan i pro dalsi
+

chloridové soli KC1 a MgCl,. Naopak v piitomnosti CaCl, byla na izotopech "°As* a "’Se

1 ’ Lo 4 + 4 T~1+ . 7 .y 7 ~116 A+
pozorovana vyznamna interference ‘°Ca®Cl* a *°Ca®’CI*. Chloridové asociaty *'CI*°O
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a®*cI**o vznikajici pii vyssich koncentracich HCI (nad 400 mg ) ovliviiovaly stanoveni

izotopt >°Cr* a *'V*.

V celém studovaném rozsahu koncentraci siry byl pozorovan narist faleSné pozitivniho
signalu pro izotopy “®Ti*, “*Ti*, °Ti*, ®Ni*, **zn* ®°Cu’, ®®zn*, ®zn* a %2Se*. Analyticky
signal zinku byl ovlivnén na tiech nejvice piirozend zastoupenych izotopech ®zn*, ®zn*
a®Zn. Dal3i vyznamna interference byla pozorovana pro izotop “*Ti*, kde pro koncentraci
200 mg LS doslo k padesatindsobnému nértstu signalu “*Ti* vlivem *°S®0*. Mezi dalsi
prvky, jejichZ analyticky signal byl ovlivnén ptitomnosti S, patfil izotop %cut pravdépodobné
diky polyatomickym iontim 3S%s* 3s1%0,* ¥s0,'H*. V daném pripadé se nabizi

moznost kvantifikace prostiednictvim izotopu **Cu”.

Polyatomické ionty 12C16017O+, 12C16021H+ a 13C1602+ rusily stanoveni na hmoté 45,
na které se vyskytuje monoizotopicky iont Sc. DalSi pozorovana interference “artict
ovlivnila stanoveni 2Cr*. Nartst fale§n& pozitivniho signdlu byl zaznamenan pro titan
na hmotach 47, 48 a 49 v piitomnosti P. Interference polyatomickych asociati **P*°0YO*

a 3'P*0," se projevily na izotopech *zn* a ®*cu”.
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4.2. Analyza uhelnych popilku

Jak vyplyva z literarni resSerSe (kapitola 2.5.1.), bylo mozné V literatufe nalézt prace
popisujici multieclementarni analyzu uhelnych popilkti prostiednictvim HR-ICP-MS [109]
nebo Q-MS [101, 102, 108, 111], pro ICP-0a-TOF-MS takova prace nebyla publikovana.
Uhelny popilek je tvoren komplexni matrici skladajici se predevsim z Si a Al. Pro rozklady
aluminosilikatové matrice, atedy i pro rozklady uhelnych popilkid byla nejcastéji pouzita
kyselina fluorovodikova samotna nebo ve smési s dal§imi kyselinami (HCI, HCIO4, HNO3
atd.). Nevyhodou pouziti HF byla nejen vysoka toxicita, ale i tvorba t€kavych fluoridt (napf-.:
As, B, Se, Sh, Hg a Cr [235]), kdy ztraty téchto analyti b&éhem piipravy vzorkl byly
pozorovany iV uzavieném systému rozkladu. Proto byly zkoumany nové moznosti rozkladu
ktemicitanové matrice, na zaklad¢ literatury [236] bylo zjisténo, ze fluorid amonny reaguje
sruznymi slou¢eninami Si zatvorby komplexnich fluoridi typu (NHg4).SiFs [236]. Tyto
produkty jsou tepelné stabiln€j§i oproti fluoridim vznikajicich pfirozkladu s HF.
Za ptedpokladu uplné extrakce kiemicitanové matrice l1ze ocekavat iuvolnéni stopovych

prvki vazanych na aluminosilikdtovou matrici.

Fluorid amonny byl proto testovan K vytvofeni ekologicky Setrné a ekonomicky usporné
metody pro multielementarni  analyzu uhelnych  popilkii  pomoci ICP-0a-TOF-MS.
Nahrazenim klasické mikrovinné mineralizace mikrovinnou extrakci (MAE) spole¢né
s vyuzitim systému Multi Tube (viz kapitola 3.4.1.) byl cely proces pfipravy vzorku
zjednodusen avyrazné urychlen. Pro potieby analyzy vzorkl sriznym obsahem
ktemicitanové matrice byla nejprve provedena optimalizace mikrovinné extrakce pomoci
NH4F na referenénim materialu BCR®-032, za optimalizovanych podminek byla prométena
fada referencnich materidli o rizné koncentraci Si. Nasledné byla metoda aplikovana

pro multielementarni analyzu uhelnych popilki pomoci ICP-0a-TOF-MS.

4.2.1. Extrakce ki‘femicitanové matrice

4.2.1.1. Optimalizace MAE pro potreby analyzy vzorkii s kfemicitanovou

matrici

Jak jiz bylo uvedeno, fluorid amonny reaguje se slou¢eninami Si celou fadou riznych

mechanism [236], proto presné mnozstvi NH4F ke kvantitativni extrakci Si nebylo mozné
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dopocitat a bylo stanoveno empiricky. Pro optimalizaci podminek MAE bylo pouzito
frakcionalniho faktorového planu, kde na rozdil od plného faktorového planu byly interakce
vy$§iho fadu z pokusu vylouCeny a pocet provedenych pokusti byl snizen beze ztraty
vyznamné informace v datech [237]. Diky faktorovému planu byl sledovan vliv jednotlivych
faktorti a jejich interakci na vysledky experimentu, v nasem pfipad¢ na ucinnost extrakce.
Jako vyznamné faktory ovliviiujici uc€innost extrakce byly vytipovany: navazka vzorku, objem
fluoridu amonného, teplota a doba extrakce. Nastaveni urovni jednotlivych faktort je shrnuto
v tabulce 21, podrobny navrh experimentalniho planu je uveden v kapitole 3.3.1. Vlastni
navrh byl vytvofen programem Statistica 12 (StaSoft, USA). Pti navrhu optimalizace MAE
plnym faktorovym planem by bylo zapotiebi pro 4 faktory se tfemi trovnémi provést 3’
experimentti, U frakcionalniho faktorového planu byl pocet realizovanych pokusi snizen
na 3**. Koncentrace Si byla méfena na atomovém absorpénim spektrometru SensAA, popis
nastaveni byl uveden v kapitole 3.4.3. Mikrovinna extrakce byla provedena Vv systému Multi

Tube prostfednictvim mikrovinného zatizeni Speedwave MWS®* (kapitola 3.4.1.).

Tabulka 21: Zvolené urovné sledovanych faktori pii MAE kiemicitanové matrice

Proménna -1 0 +1
Navazka (mg) A 50 100 150
Objem 100 g L NH,F (mL) B 2 5 7
Teplota extrakce (°C) C 140 160 180
Cas extrakce (min) D 5 10 15

Ze ziskanych experimentalnich dat (pfiloha 2, str. 155) byly sestrojeny Paretovy grafy
standardizovanych efekti (obr. 7), s jejichZ pomoci byl urcen vliv a vyznam jednotlivych
faktori a jejich interakci na extrakci Si. Pozitivni u¢inek na extrakci byl pozorovan pro kladny
efekt faktoru objemu extrakéniho Cinidla (B) a teploty extrakce (C) a pro zaporny efekt
faktoru navazky (A). Vyrazny pozitivni vliv kvadratického efektu faktoru objemu extrakéniho
¢inidla (B) patrny na obrazku 7 naznauje, Ze ucinek extrakce je s rostoucim objemem
extrakénich ¢inidel zlepSen. Responzni plochy zavislosti koncentrace kiemiku na objemu
extrakéniho ¢inidla, navazce vzorku, ¢asu a teploté extrakce jsou uvedeny na obrazku 8.
Z obrazkt je ziejmé, ze pro CRM BCR®-032 bylo dosazeno nejlepsi shody mezi
certifikovanou (9,8 + 0,56 mg kg™?) analezenou hodnotou pro navéazku vzorku 50 mg.

Optimalni hodnota objemu extrakéniho ¢inidla pak &inila 5 mL NH,F (100 g L™). Z diivodu
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zajisténi dostatecné robustnosti metody byly jako optimalni zvoleny nasledujici parametry:

navazka vzorku 50 mg objem extrak¢niho Cinidla 5 mL a doba trvani extrakce 15 minut

pii teploté 180 °C.

B(K)
(DA(L)
(3)CL)
(2)B(L)

3L4L |
(4)D(L)
D(K) F
1L |
1L4L |
CK) |
2L*3L |
2L*4L |

STT
-,313
,136

1,228
1,105
1,061
977
-919
,760
,740

-1,8

89

12,667

4,614

p = 0,05
Standardizovany odhad efektu (absolut. hodnota)

Obrazek 7:
faktorového planu 31 KaL oznacuji kvadraticky a linearni efekt faktoru

Paretiv graf standardizovanych efektd ziskany z frakcionalniho
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Obrazek 8: Responzni plochy zavislosti koncentrace kiemiku stanovené pro CRM

BCR®-032 v zavislosti na objemu extrak¢éniho ¢inidla (100 g L NH4F), navazce vzorku,
teploté a casu MAE
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4.2.1.2. Presnost stanoveni Si ve vybranych referencnich materidalech

Optimalizovany postup extrakce Si byl aplikovan na referencni materialy hnojiva
BCR™-032, kalu WT-H No. 12-3-14, vodni rostliny BCR®-060, vojtésky P-ALFALFA, listy
topolu NCS DC 73350, vétvicky a listi GBW 07603 a GBW 07602 (tabulka 22).
Pro referen¢ni materialy uhelnych popilkd bylo pouzito mensi navazky (10 mg), z divodu
vysoké koncentrace Si v téchto vzorcich. Vyuzitim mikrovinné extrakce misto konvenéni
mikrovinné mineralizace byla zkrdcena doba potiebnd pro piipravu vzorku. Kromé
referenéniho materialu vodni rostliny BCR®-060 bylo dosaZeno navratnosti vV rozmezi 93—
103 %. Hodnota uvedena v tabulce 22 (28,5gkg™) pro referenéni material BCR®-060
poskytnuta vyrobcem je pouze orientaéni, naméfend hodnota (24,0 +0,7 g kg™) byla blizka
s hodnotou publikovanou diive (24,9 +0,4gkg™) [238]. Ve viech piipadech doslo tedy

ke kvantitativni extrakci Si z matrice vzork.

Tabulka 22: VysledKky stanoveni Si ve vybranych referen¢nich materialech

Kiemik
Referencni material Certifikovano® Nalezeno® R® RSD®

(g kg™) (g kg™ (%) (%)
Hnojivo BCR™-032 9,8+ 0,56 9,9+0,3 101 15
Kal WT-H No. 12-3-14 82 ¢ 774+13 94 10
Vodni rostlina BCR®-060 28,5 ¢ 240+07 84 15
Vojtéska P-ALFALFA 3¢ 31+03 103 48
Listy topolu NCS DC 73350 7,1 +£0,8 6,6 +0,3 93 22
Vervicky a listt GBW 07603 58+04 57+0,2 98 18
Vervicky a listi GBW 07602 6,0+ 0,7 58+0,2 97 1,7
Polétavy uhelny popilek CTA-FFA-1° 224,8 £9.2 216,3+4,1 96 1,0
Polétavy uhelny popilek NIST SRM 1633b°  230,2 +0,8 230+ 18 100 3,9

% Stredni hodnota + 2 SD (n = 3).

® N4vratnost R (%) vyjadiena jako (pomér namétené hodnoty ku certifikované) x 100.
° Relativni smérodatné odchylka ti nezavislych stanoveni.

¢ Orienta¢ni hodnota.

® Pro navazku vzorku 10 mg.
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4.2.2. Optimalizace MAE pro poti‘eby multielementdrni analyzy uhelnych popilkit

V kapitole (4.2.1.2.) byla ovétena ucinnost NHyF pro kvantitativni extrakei Si
zruznych typu vzorku vcetné uhelnych popilkti, metoda byla robustni pro extrakci Si
vrozmezi 10-230¢g kg'l. Pomoci NH4F byl vyextrahovdn nejen Si, ale i dalsi prvky.
Vyuzitim samotného NH4F bez dalSich kyselin (HCl, HNO3;, HCIO, atd.) byla omezena

moznost tvorby polyatomickych interferenci pti analyze ICP-MS.

Pro potfeby multielementarni analyzy uhelnych popilki na ICP-0a-TOF-MS byla
nejprve provedena optimalizace MAE s NH,4F jako extrakénim ¢inidlem. Mikrovinna extrakce
uhelnych popilkli byla optimalizovdna pomoci tfitiroviiového frakcionalniho faktorového
planu (3*) ve trech replikach (n = 3). Jako vyznamné faktory ovliviiujici Gi¢innost extrakce
byly vytipovany: mnozstvi NH4F, teplota acas extrakce. Ve vSech experimentech byla
navazka vzorku konstantni (10 mg). Minimalni (-1), stfedni (0) a maximalni (+1) trovné
téchto faktorti jsou zobrazeny v tabulce 23. Finalni frakcionalni faktorovy plan a vysledky

stanoveni vybranych prvku jsou shrnuty v piiloze 3 (str. 156).

Tabulka 23: Zvolené trovné sledovanych faktori pro potieby optimalizace MAE
uhelnych popilkt fluoridem amonnym a nasledné multielementarni analyzy na ICP-oa-
TOF-MS

Proménna -1 0 1
Mnozstvi NH4F (mg) 300 500 700
Teplota (°C) 160 180 200
Cas extrakce (min) 5 10 15

Vliv a vyznam jednotlivych proménnych na extrakci zvolenych prvkia byl vyhodnocen
na zakladé Paretovych grafi (obr. 9), svisla Cervena osa na hlading¢ vyznamnosti o = 0,05
reprezentuje hranici, nad niz byl faktor kvalifikovan jako vyznamny. Pro jednotlivé analyty
byly pozorovany rozdily v u¢innosti MAE. Pro Li, Rb a U byly identifikovany jako vyznamné
faktory jak teplota a Cas extrakce, tak mnozstvi extrakéniho c¢inidla. Pro prvky As a W byla
ucinnost extrakce ovlivnéna teplotou a ¢asem extrakce, pro Sb a Ni pak pouze mnoZstvim
extrakéniho ¢inidla. Cas extrakce a mnozstvi piidavaného fluoridu amonného byly vyznamné
pro prvky Be, Se, Cs, a Tl. Vyznamna interakce byla odhalena mezi mnozstvim extrakéniho

¢inidla a teplotou extrakce pro Li, Be, Rb, U, Sb, W a TI. Ze vSech sledovanych analytii bylo
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presnych vysledkli dosazeno pro 11 prvka (Li, Be, Ni, As, Se, Rb, Sb, Cs, W, Tl a U)
certifikovanych referen¢nich materiali CTA-FFA-1 Fine Fly Ash a Constituent Elements
in Coal Fly Ash SRM® 1633b.

(1) Mass (L) 4.908 Time (K) 3.378 Time (K) 2.759 1L*2K 4.532
Temp (K) | -4.567 Mass (K) 2.405 Mass (K) 798 (2) Temp (L) 3.500
1L*2K 2.607 1L*2K 2.059 (2) Temp (L) .790 (3) Time (L) 3.062
Time (K) 2.468 1L*2L .803 (1) Mass (L) -1.234 Time (K) 3.017
Mass (K) .556 (1) Mass (L) 707 Temp (K) 0.90ft Temp (K) -1.568
1L*2L 1.454 (3) Time (L) 1.653 1L*2L 0.610 1L*2L 1.555
(3) Time (L) 11284 Li (2) Temp (L) 0.749 Be 1L*2K } -0.407 Ni (1) Mass (L) | -0.955 As
(2) Temp (L) }  0.301 Temp (K) | 0.427] (3)Time (L) | 0.371 Mass (K) | 0.905
p =0.05 p=0.05 p=0.05 p=0.05
Standardized effect Standardized effect Standardized effect Standardized effect
Mass (K) 5.324 (1) Mass (L) | 12.735 (1) Mass (L) | 9.581 Mass (K) 3.570
1L*2K 3.316 Mass (K) 4.014 Mass (K) 3.443 (1) Mass (L) | 3.341
Time (K) 2.982 1L*2K 3.307 120 2.370 (2) Temp (L) 2.990
(3) Time (L) 2.814 Temp (K) -3.206 Time (K) 2.063 Temp (K) 2117
1121 .688 Time (K) 2.169 (2) Temp (L) 1.976 (3) Time (L) 1.854
(2) Temp (L) 1081 (2) Temp (L) 1.372 1L*2K 1.796 1L*2K 11420
Temp (K) 0.595 Se L*2L 1.053 Rb Temp (K) | -0.721 sb Time (K) 0.748 Cs
(1) Mass (L) 0.2111 (3) Time (L) .460 (3) Time (L) f 02232 1L*2L | -0.224
p=0.05 p=0.05 p=0.05 p=0.05
Standardized effect Standardized effect Standardized effect Standardized effect
(3) Time (L) 2.784 (1) Mass (L) 4.271 (1) Mass (L) 7 9.386
Time (K) 2.546 Mass (K) 4.199 Mass (K) 5.096
1L*2L 2.330 1L*2L 2.276 1L*2K 4.604
(2) Temp (L) 2.298 Time (K) 1.570 Temp (K) -4.078
Temp (K) 2.280 1L*2K 11442 Time (K) 3.955
(1) Mass (L) 1.589 (3) Time (L) -0.947 1L+2L 3.390
1L*2K 1.425 w Temp (K) | -0.657 T (3) Time (L) .018 U
Mass (K) | 1.286 (2) Temp (L) | -0.419 (2) Temp (L) | .0p47
p=0.05 p=0.05 p=0.05
Standardized effect Standardized effect Standardized effect

Obrazek 9: Paretovy grafy standardizovanych efekti ziskanych z frakcionalniho
faktorového planu 3%t pro studium vlivu jednotlivych proménnych na ucinnost extrakce
pro potieby optimalizace MAE a nasledné multielementarni analyzy na ICP-oa-TOF-
MS, K a L oznaduji kvadraticky a linearni efekt faktoru

Vliv jednotlivych faktora a jejich Grovni na koncentraci jednotlivych prvkt ve vzorku
znazoriyji responzni plochy (obr. 10). Pro potieby analyzy pak byly voleny vysledné
podminky s ohledem na moznost stanoveni co nejvétsiho poctu prvki. Optimalni podminky
pro extrakci vyse zminénych 11 prvkd byly 700 mg NH4F (5 mL 140 g L™ NH4F), 200 °C
po dobu 10 min.
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Obrazek 10: Responzni plochy sestavené na ziakladé analyzy frakcionalniho faktorového

planu 3** pro poti‘eby optimalizace metody MAE a nasledné multielementarni analyzy
ICP-0a-TOF-MS

4.2.3. Studium interferenci

Vyskyt spektralnich a nespektralnich interferenci béhem analyzy ICP-0a-TOF-MS byl
ovlivnén koncentraci matri¢nich prvkia Vv analyzovaném roztoku vzorku. Za ucelem zjisténi
mozné piitomnosti polyatomickych interferenci a jejich vlivu na stanoveni vybranych analytt

byly sestaveny modelové interferenéni fady pro matriéni prvky C, Ca, Mg, Na a K (viz

ptiloha 1, str. 153). Tabulka 24 zobrazuje hodnoty koncentraci matri¢nich prvkd

deklarovanych vyrobci referenénich materialt (CTA-FFA-1 a NIST SRM 1633b)
a koncentraci naméfenych v analyzovaném roztoku extraktu. Z tabulky 24 je patrné, ze byla
nalezena velmi mala koncentrace Mg (<2,3mgkg™) a Ca (<0,033 mg kg™), to mize byt
pfipisovano vzniku nerozpustnych fluorid, které by byly ptfed analyzou odfiltrovany
spolecné se zbyvajicim pevnym podilem vzorku. Sodik byl kompletné¢ vyextrahovan pouze

v referencnim materialu NIST SRM 1633b, pro CTA-FFA-1 byla navratnost pouze 32 %,
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pro K byla ziskana analyticka navratnost v obou referen¢nich materialech 60°%. Piestoze KF
a NaF jsou dobfe rozpustné ve vod¢, reakci s NH4F mohou vznikat rtizné reakéni produkty

s rozdilnou rozpustnosti.

Vzhledem Kktomu, ze extrakce matricnich prvkid nebyla ve vétSiné pripada
kvantitativni, stanoveni problematickych prvkh nebylo ovlivnéno  vznikajicimi
polyatomickymi interferencemi. Ze sestavenych modelovych interferencich fad (viz ptiloha 1,
str. 153) je patrné, ze interference se vyznamné uplatiiuji az pii koncentraci matri¢nich prvka

nad 25 mg L™

Tabulka 24: Porovnani certifikovanych nebo indikovanych a naméfenych hodnot
matri¢nich prvki ve vybranych CRM uhelnych popilki po MAE fluoridem amonnym

CTA-FFA-1 NIST SRM 1633b
Certifikovano® Nalezeno® R® RSD  Certifikovano® Nalezeno® R® RSD
(mg kg™) (mg kg™ (%) (%)  (mgkg™) (mg kg™ (%) (%)
Na 21,9+0,8 7,1 £0,8 32 5,6 2,01 +£0,03 2,09 + 104 3,8
0,16
K 22,0 13,1+£0,8 60 3,1 19,5+0,3 11,8 £0,8 61 3,4
Ca 229 <0,033 15,1 £0,6 <0,033
Mg 15,15 2,3+0,2 15 4.3 4,82 +0,08 1,43 + 30 49
0,14
Fe 489+14 5,6 0,3 12 3,1 77,8+2,3 293+35 38 6,0
C N/A 1,15+ 6,5 N/A 2,7+0,5 9,3
0,15

N/A hodnota neni dostupna.
#stiedni hodnota £+ 2 SD (n = 3).
® navratnost R (%) vyjadiena jako (pomér namétené hodnoty ku certifikované) x 100.

4.2.4. Piesnost stanoveni

Piesnost stanoveni nazakladé normy CSN ISO 5725 byla vyjadfena pomoci
spravnosti a shodnosti za podminek opakovatelnosti [239]. Metoda byla pouzita pro analyzu
dvou komeréné dostupnych referencnich materidlti uhelného popilku CTA-FFA-1 a NIST
SRM 1633b. Z 21 sledovanych prvku (Li, Be, V, Cr, Mn, Ni, Co, Cu, Ga, As, Se, Rb, Sr, Mo,
Sb, Ba, Cs, W, Pb, Tl a U) byla dobra shoda mezi certifikovanymi a naméfenymi hodnotami
nalezena pro 11 z nich, jednalo se o Li, Be, Ni, As, Se, Rb, Sb, Cs, W, Tl a U. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 25. Nékteré potencialné toxické prvky jako je Cd, Pb, Ba, Cr, Hg atd.

nebyly vyextrahovany kvantitativné. Moznym diuvodem byla vazba na zbyvajici pevny podil
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vzorku (Pb, Cd, Zn, nebo Cu jsou vazany na uhli¢itanovou matrici), tvorba nerozpustnych

fluoridd (napt. PbF,) nebo jejich koprecipitace s nerozpustnymi fluoridy.

Jak je patrné z tabulky 25, byla ve vSech piipadech relativni smérodatna odchylka
pod 10 %, tim bylo potvrzeno, Ze analyza neni ovlivnéna nehomogenitou mletych vzorkd.
Spravnost metody vyjadiena jako analyticka navratnost R se pro vsechny prvky pohybovala
mezi 91 % az 106 %. Parovy t-test neprokazal rozdily mezi certifikovanymi a nalezenymi
hodnotami na hladiné vyznamnosti 0,05 pro oba referen¢ni materialy CTA-FFA-1 (p = 0,226)
a NIST SRM 1633b (p = 0,482).

Tabulka 25: Porovnani naméfenych a certifikovanych hodnot vybranych prvki v CRM
CTA-FFA-1 a NIST SRM 1633b analyzovanych na ICP-oa-TOF-MS po MAE fluoridem

amonnym
Izotopy CTA-FFA-1 NIST SRM 1633b
Certifikovano® Nalezeno® R° RSD Certifikovano® Nalezeno® RP RSD
(mg kg™) (mgkg!) (%) (%) (mgkg™) (mgkg?) (%) (%)
it 128 +22 133+ 4 104 16 N/A 187+24 99 6,3
Be* 27 28+ 3 104 53 N/A 123+1,7 104° 7,0
ONj* 99+ 6 95+ 15 96 82 120,6+1,8 121,9 + 101 1,7
4,2
BAas* 53,6 £2,7 51,0+£2,9 95 29 1362+26 133,7 + 98 23
1,4
8ge* 4.6 47+0,7 102 69 102+0,2 102+1,6 100 7,9
®Rb*  185+5 184+11 99 3,0 140 143,1 + 102 15
4,2
2ght 17,6 +£2,5 168+1,6 96 49 6 62+0,6 103 45
18cst  482+23 456+23 95 25 11 10,009 91 4,7
W 10,5+ 1,1 11,1+0,7 106 2,9 56 56+02 100 2,2
20571 N/A 73+0,2 104° 02 59 55+0,2 93 6,3
238y* 15,1 0,8 143+1,5 95 51 88+04 84+02 96 58

N/A Hodnota neni dostupna.
% Stfedni hodnota + 2 SD (n = 3).
® Navratnost R (%) vyjadiena jako (pomér namétené hodnoty ku certifikované) x 100.

® Navratnost R (%) vyhodnocena pro prvky obohacené o 5 pg L™.
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4.2.5. Detekcni limity, citlivost metody a vliv interference matrice

Detekéni limit (LOD) metody byl uréen dle doporuceni komise IUPAC jako
koncentrace odpovidajici trojnasobku smérodatné odchylky (o) spocétené na zakladé
opakovaného méteni (n = 10) slepého vzorku. Pii vypoctu byla zohlednéna navazka 10 mg
a objem vzorku 10 mL. Detekéni limity (tabulka 26) byly pro vSechny prvky s vyjimkou Se
niz§i nez 210 pg kg™. V porovnani s literaturou byly LOD pro Ni, As [102, 109] a Se [112]
srovnatelné. Naopak pro Li, Be a Rb byly LOD horsi pravdépodobné z divodu kontaminace
pochézejici z pouzitych Cinidel nebo systému vnaseni vzorku. Byly porovnany smérnice
vodné kalibrace a kalibrace s matrici, ktera obsahovala NH4F ve stejném poméru jako
ve vzorku. Smérnice byly vyjadieny jako relativni citlivost daného analytu v analyzovanych
extraktech vzorkdl s pouzitim Rh jako porovnavaciho prvku, Studentiiv parovy t-test
na hladiné¢ vyznamnosti 0,05 neprokazal mezi smérnicemi (p = 0,185) vyznamné rozdily,

pro potieby analyzy bylo mozné pouZzit vodné kalibrace s Rh jako porovnévacim prvkem.

Tabulka 26: Detekéni limity a citlivost ICP-0a-TOF-MS po MAE uhelnych popilki
S pouzitim fluoridu amonného jako extrakéniho ¢inidla

Izotopy LOD Publikované LOD (pg kg™) Relativni citlivost 2
(ngkg™)  [citace] Vodna NH.F
Li* 37 15 [240] 0,1112 0,1298
‘Be* 98 60 [102] 0,0437 0,0424
ONj 314 720 [102], 210 [109] 0,1054 0,1207
PAst 150 180 [102], 70 [109] 0,0609 0,0564
8ge* 476 900 [102], 300 [112] 0,0106 0,0083
®Rp* 209 40 [112] 0,4249 0,4663
121Gt 31 30 [102] 0,2226 0,1958
18cgt 2,1 1,8 [112] 0,9086 0,9141
82w 17 0,436 0,4367
205 1,6 1,2432 1,1742
238 0,09 2,2848 2,1722

? Relativni citlivost vyjadiena jako odezva pro 1ng L™ daného prvku za jednu vtefinu
s pouzitim Rh jako porovnavaciho prvku.
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4.2.6. Casovd ndrocnost analytického postupu

Simultanni analyza pomoci ICP-0a-TOF-MS vsech prvka trvala pro jeden vzorek
piiblizné tfi minuty vcetné deseti replik a nasledného promyti davkovaciho systému. Plné
zaplnény 8 pozicovy karusel mikrovinného zafizeni Speedwave MWS-3* v kombinaci s Multi
Tube systémem umoznil extrahovat 24 vzorkli soucasné. Pfiprava 24 vzorkii zahrnujici
mikrovinnou extrakci spolecné S vazenim, pipetovanim extrakénich cinidel, chlazenim
a doplnénim vzorkl na pozadovany objem trvala piiblizné 90 minut. V prubéhu 8-hodinového

pracovniho dne bylo tedy mozné analyzovat 96 vzorkl (piiblizné¢ 12 vzorkii za hodinu).
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4.3. Analyza kojeneckého suseného mléka

Jak nadbytek, tak nedostatek esencialnich prvku ¢i vy$si koncentrace toxickych prvkia
muze u kojence diky jejich odlisnému metabolismu a neuplnému vyvinu nékterych organt
zpusobit zavazné zdravotni problémy [114, 115]. Slozeni kojenecké stravy je peclivé
monitorovano. ICP-MS piedstavuje jednu z nejvhodnéjSich a nejrychlejSich metod
ultrastopové analyzy. Hmotnostni spektrometrie s priletovym analyzatorem poskytuje plné
simultdnni zaznam spektra, je mozné tak S vyhodou sledovat i prvky, které nejsou bézné
stanoveny. V minulosti byl na nasem pracovisti validovan rychly a levny postup pro ptimou
analyzu mléka metodu ICP-0a-TOF-MS, kde byl analyzovan filtrat po precipitaci Ca
a proteint kyselinou $tavelovou a kyselinou dusi¢nou [142]. Timto pfistupem byla zaroven
eliminovana moznost vzniku polyatomickych interferenci pochazejicich z Ca (viz pfiloha 1,
str. 153), které by jinak interferovaly pfi stanoveni Ni, Co, As, Se a Sr. Stanoveni nékterych
prvka (Sr, Cu, Bi, Pb, Ag, Th nebo Hg) bylo ovlivnéno vznikem ve vodé nerozpustnych
Stavelanu [241]. Niz8i namétena data oproti certifikované hodnoté byla pozorovana i pro dalsi
prvky (napi. Cd a Ba) pravdépodobné vlivem jejich koprecipitace a/nebo inkluze [142]. Proto
Vv této praci byl zvolen postup totalniho rozkladu vzorkd smési kyseliny dusi¢né a peroxidu
vodiku spole¢né s mikrovinnou mineralizaci (podrobny optimalizovany postup piipravy
vzorkd byl popsan v kapitole 3.3.3.). Ve vysledném c¢irém mineralizatu pak bylo stanoveno
22 prvka. Matricni prvky Na, K, Mg, Fe, Ca a Zn byly analyzovany prostiednictvim
AAS/AES (viz kapitola 3.4.3.), Hg na jednoucelovém atomovém absorpénim spektrometru
AMA254 (viz kapitola 3.4.4.) a Mo, Co, Cu, Cs, Sr, Rb, As, Se, Cd, Li, Pb, Sb, La, Baa U
metodou ICP-0a-TOF-MS, podrobny popis nastaveni pfistroje a brany ,,Smart Gate* byl
popsan v kapitole 3.4.2. Z dtivodu ochrany detektoru byly z hmotnostniho spektra vyfezavany
nékteré ionty, konkrétné ionty Fe*, polyatomicky iont “*Ar*®0* na m/z = 56 a izotopické ionty
matriéniho prvku Zn. Monoizotopicky iont >°Mn* byl ze spektra vyiezan spolu s Fe*

a “Ar'®0* a nemohl byt stanoven (viz tabulka 17).

4.3.1. Volba porovndavaciho prvku

Nespektralni interference zplsobujici zménu signalu byly kompenzovany pomoci
porovnavaciho prvku. K tomuto t&elu byly testovany ionty **Sc*, ®Ga*, *Ga*, "“Ge*, #Y",

1%R2h* a M°In*. Teoreticky bylo mozné aplikovat pfi analyze ICP-0a-TOF-MS vsechny
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zminované ionty, ale vnaseni vétsiho mnozstvi standardi do vzorku znamena vyssi riziko
kontaminace. Jednou z podminek, aby byl dany iont pouzit jako porovnavaci prvek, byla jeho
nepiitomnost v analyzovaném vzorku a/nebo interference na dané hmoté. Rhodium bylo
vybrano jako nejvhodné€jsi prvek diky jeho nepfitomnosti v matrici, primémé hodnoté

ioniza¢niho potencialu a m/z uprostifed hmotnostniho spektra.

4.3.2. Presnost analyzy

Zatcelem stanoveni spravnosti a shodnosti navrzené metody byly analyzovéany
certifikované referenéni materialy suieného mléka NCS ZC73015 a BCR® 150, vysledky jsou
uvedeny v tabulce 27, respektive 28. Pro analyzu referen¢nich materiali a vzorki bylo
vyuzito vodné kalibrace s Rh jako porovnavacim prvkem. Z tabulky je patrné, ze pro prvky
pod m/z<100 nejcastéji zatizené interferencemi polyatomickych iontt matri¢nich prvka bylo
dosazeno spravnych vysledkl. Spravnost byla urcena na zakladé vyhodnoceni analytickych
navratnosti stanoveni. Jak je vidét z tabulky 27 a 28, bylo pro certifikované analyty dosazeno
navratnosti v rozmezi 72-116°%. Nizka hodnota oproti CRM byla ziskana pro Pb
(50,6 + 2,1 ng kg™), tato hodnota viak stale naleZi do konfidenéniho intervalu poskytnutého
vyrobcem referencniho materialu (70 + 20 pug kg™). Shodnost metody [242] vyjadiena jako
RSD byla vyhodnocena na zdklad¢ analyzy obou referen¢nich materidlii a to tfikrat béhem

jednoho dne a byla mensi nez 12 %. Kazdy roztok byl analyzovan v deseti replikach.
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Tabulka 27: Vysledky stanoveni koncentraci vybranych prvki v certifikovaném

referenénim materialu NCS ZC73015 Milk Powder

ICP-0a-TOF-MS  Koncentrace? (ug kg™) R°(%) RSD°® (%)
Deklarovano Nalezeno

it 40 ¢ 39,43 + 0,85 99 1,08

*Co* 30+ 7 27,86 + 1,24 93 2,23

Scu* 510+ 130 430 +£21 84 2,44

PAst 31+7 28,13 +3.41 91 6,06

8ge* 110 + 30 97,76 + 7,45 89 3,81

®Rb* 11600 = 700 11999 + 265 103 1,10

8gr* 5300 + 600 4941 + 137 93 1,39

BMo* 280 + 30 297 £ 25 106 4,21

12lgp* 6¢ 6,76 + 0,68 113 5,03

13t 34+5 31,5+ 1,24 93 1,97

138ga* 1000 + 300 956 + 70 96 3,66

139 a* 2,5¢ 2,73 £ 0,33 109 6,04

1490ce* 4° 3,35+ 0,47 84 7,01

208ppy* 70 +20 50,6 +2,1 72 2,08

238y 3¢ 2,74 +0,15 91 2,74

Termooxidaéni Koncentrace® (ug kg™) R (%) RSD ° (%)

metoda Deklarovano Nalezeno

Hg 2,2° 1,81 +0,28 82 7,73

FAAS/FAES Koncentrace® (mg kg™) R°(@) RSD°® (%)
Deklarovano Nalezeno

Na 4700 + 300 4845 + 350 103 3,61

K 12500 + 500 12428 + 1479 99 5,95

Ca 9400 + 300 9603 + 367 102 1,01

Mg 960 + 70 908 + 17 95 0,94

Fe 78+13 7.1+0,2 91 1,41

Zn 3442 27,9+0,3 82 0,61

% Stfedni hodnota + 2 SD (n = 3).
®Névratnost R (%) vyjadiend jako (pomér namétené hodnoty ku certifikované) x 100.
° Relativni smérodatna odchylka (%) ze tif nezavislych stanovent.

9 Indikovana hodnota.
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Tabulka 28: Vysledky stanoveni koncentraci vybranych prvki v certifikovaném
referenénim materialu BCR 150 Spiked Skimm Milk Powder

ICP-0a-TOF-MS Koncentrace ® (ug kg™) R (%) RSD ¢ (%)
Deklarovano Nalezeno

>Mn* 216+ 10 220 + 44 102 10,0

Scut 2230 + 80 2223 + 253 99 5,69

Bge* 127+ 15 119,5+ 12,7 94 5,31

gt 21,8+14 21,6+1,9 99 4,40

208ppy* 1000 + 40 1110 + 36 111 1,62

Termooxidaé&ni Koncentrace® (mg kg™) R (%) RSD ¢ (%)

metoda Deklarovano Nalezeno

Hg 9.4+1,7 10,9+ 0.8 116 3,36

FAAS/FAES Koncentrace® (mg kg ™) R " (%) RSD ¢ (%)
Deklarovano Nalezeno

Fe 11,8 +0,6 11,7+2.6 99 11,1

Zn 492 +12 42,1 +3.4 86 0,61

#Stredni hodnota + 2 SD (n = 3).
® Navratnost R (%) vyjadiena jako (pomér namétené hodnoty ku certifikované) x 100.
°Relativni smérodatna odchylka (%) ze tfi nezavislych stanoveni.

4.3.3. Detekcni limity a mez stanovitelnosti

Detekéni limit (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) byly ur¢eny dle doporuceni komise
IUPAC jako koncentrace odpovidajici trojnasobku, resp. desetindsobku smérodatné odchylky
(SD) spoctené na zdkladé opakovaného meéteni (n = 10) slepého vzorku. Pti vypoctu byla
zohlednéna navazka a fedéni vzorku a doba akvizice byla 5 vtefin. Bylo dosaZeno
dostatecnych detekénich limiti ke stanoveni analyti v CRM (tabulka 29). Detekéni limity
byly pro prvky, jako jsou Mn, Co, Sr, Pb, U atd. srovnatelné s témi, které byly diive
publikovany pro analyzu suseného mléka pouzitim Q-ICP-MS [118, 139, 143, 145]. Naopak

pro As bylo dosaZeno horsiho detekéniho limitu.
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Tabulka 29: Detek¢ni limity a mez stanovitelnosti techniky a metody

ICP-0a-TOF-MS

Analyt LOD? LOQ? LODP LOQP
(ng LY (ng LY (ng kg™ (ng kg™
it 0,0091 0,0303 0,455 1,517
*Mn* 0,0029 0,0097 0,145 0,483
*Co* 0,0142 0,0473 0,710 2,367
Scu* 0,0103 0,0343 0,515 1,717
“Ast 0,2736 0,912 13,68 45,60
8ge* 0,0081 0,027 0,405 1,35
®Rb* 0,0022 0,0073 0,110 0,367
8gr 0,0096 0,032 0,480 1,60
BMo* 0,0046 0,0153 0,230 0,767
2lgp* 0,0024 0,0080 0,120 0,40
138t 0,00093 0,0031 0,047 0,157
138B," 0,0148 0,0493 0,740 2,467
139 9" 0,0016 0,0053 0,080 0,267
140ce* 0,0011 0,0037 0,055 0,183
208ppy* 0,0011 0,0037 0,055 0,183
238y 0,00021 0,0007 0,011 0,037
Termooxidaéni metoda
Analyt LOD? LOQ? LODP LOQ"
(ng L) (ng L) (ng kg™) (ng kg™)
Hg 0,002 0,007 0,10 0,33
FAAS/FAES
Analyt LOD? LOQ? LODP LOQP
(mg L™ (mg L™ (mg kg™) (mg kg™)
Mg 0,009 0,03 0,45 1,5
Na 0,10 0,33 5,0 16,7
K 0,12 0,40 6,0 20,0
Ca 0,05 0,17 2,5 8,3
Fe 0,08 0,27 4,0 13,3

%LOD, LOQ techniky.
°LOD, LOQ metody.

4.3.4. Aplikace pro analyzu redlnych vzorki kojeneckych mlék

Metoda byla pouzita pro analyzu 21 suSenych kojeneckych mlék, z nichz bylo 20
kravského plvodu a1l mléko nasojové bazi. Analyze byly podrobeny vzorky zkazdé
kategorie, do nichZ je um¢la vyziva do jednoho roku ditéte rozdélena i v realné praxi (0-
mlécna vyziva pro nedonoSené déti, 1-pocatecni mléna vyziva, 2-pokraovaci mlécna
vyZziva, 3-mléénd vyziva batolat). Stanoveny byly elementy, pro né€z byla na zaklad€ analyzy
certifikovanych referencnich materiadlt potvrzena spravnost, pozornost byla soustiedéna

pouze na stanoveni prvkl, pro néz zvolené metody zajistily dostatecné detekéni limity.
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Ziskana data (viz ptiloha 4, str. 157) byla podrobena klasifikaci a analyze pomoci

jednorozmérnych a vicerozmérnych statistickych metod.

4.3.4.1. Exploratorni analyza dat

Data byla nejprve podrobena exploratorni (prizkumové) analyze pro podrobné
seznameni se strukturou dat, posouzeni symetrie a Spicatosti rozd¢€leni, identifikaci odlehlych
bodl, pfipadnych hrubych chyb a lokélni koncentraci dat. K zdkladnim ptredpokladim
0 datech patii normalita, nezavislost, homogenita a i ur¢eni minimalni ¢etnosti analyzovanych
dat. Pro zajisténi nevychylenych a spravnych odhadt klasickych vybérovych parametrd
je zapotiebi, aby data spliiovala pozadované vlastnosti. Pokud dojde K poruseni nékterého

z ptedpokladii o vybéru, je nutna transformace dat [243, 244].

Tabulka 30 obsahuje vy¢isleni odhadl vybranych vybérovych parametri pro ptivodni
data, data po exponencidlni transformaci, odhady medianu, Sikmosti, Spicatosti,
kombinovaného testu normality a poctu odlehlych bodii nalezenych v kazdém vybéru.
Z vysledi vyplynulo, Ze rozdéleni nékterych ze studovanych vybérii se systematicky odliSuji
od rozdéleni normalniho, proto byla provedena exponencialni transformace dat, tim doslo
k zesymetri¢téni rozdéleni a stabilizaci vybéru. Vzhledem k charakteru experimentu nelze
asymetrii v datech eliminovat odstranénim odlehlych bodi. Tato data obsahuji informace,

jejichz ztrata by mohla vést ke zcela chybné interpretaci vysledki a ztraté cenné informace.

Ze skupiny metod klasifika¢ni analyzy byla vybrana diskriminac¢ni analyza, zékladnim
piedpokladem diskriminac¢ni analyzy je platnost vicerozmérné normality, tedy normalni
rozdéleni jednotlivych znakd v ramci jednotlivych tfid. V ptiloze 5 (str. 160) je pro kazdy
prvek v ramci jednotlivych tiid vyc¢islena hodnota Sikmosti, Spicatosti, priméru, smérodatné
odchylky a kombinovaného testu normality. Podminka normality nebyla splnéna Vv piipade
koncentrace barya pro druhou tfidu analyzovanych vzorkd. Jak je diskutovano dale, baryum
nebylo zvoleno jako vhodny diskrimindtor a pro potieby klasifikace v ramci diskriminaéni
analyzy nebylo pouzito. DalS§im ptfedpokladem pouziti diskriminacni analyzy je podobnost
kovarian¢nich matic jednotlivych tfid, na né lze usuzovat na zakladé hodnot smérodatnych
odchylek (viz ptiloha 5, str. 160). Hodnoty celkové korelace a korelace v ramci jednotlivych
tiid jsou uvedeny v tabulce 31, respektive v tabulce 32. Statisticky vyznamné korelace jsou
zobrazeny a zvyraznény cerné. Korelacni matice je rovnéz znazornéna graficky na obrazku

11.
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Tabulka 30: Statistické charakteristiky stanoveni obsahu Mg, Fe, Na, Ca, K, Zn (mg kg'l), Hg, Mo, Co, Cu, Cs, Sr, Rb, U, As, Se,
Pb, Sb, La, Ba, Cd, Li (ng kg') ve vzorcich nahradni mlé¢né kojenecké stravy (n = 21)

Analyt Primér Spodni mez Horni mez Priamér® Spodni IS* Horni IS* Rozptyl Sm. Odch. Sikmost Spitatost p° Median IS spodni IS horni OB

Hg 1,39 0,90 1,87 0,98 0,70 1,39 1,14 1,07 0,73 2,21 0,254 1,02 0,23 1,81 0
Mg 4559 4245 487,3 453,4 4227 485,3 4760,2 69,0 0,2 2,5 0,898 452,2 3979 5065 O
Fe 46,1 39,7 52,6 42,7 38,0 48,8 200,7 14,2 1,0 3,6 0,126 44,8 35,2 54,4 0
Na 1583 1327 1840 1422 1294 1601 317820 564 2 7 0,009 1414 1221 1607 2
Ca 4950 4373 5527 4728 4261 5290 160691 1268 1 4 0,108 4946 4064 5828 0
K 4685 4468 4903 4550 4409 4741 228010 478 1 4 0,091 4578 4265 4891 1
Zn 40,7 36,7 447 40,3 36,4 44,3 76,8 8,8 0,1 1,7 0,934 394 31,0 47,7 0
Mo 1549 1240 185,7 141,2 116,6 1715 4598,2 67,8 0,7 2,8 0,255 130,6 78,6 182,7 0
Co 23,0 20,6 25,3 22,5 20,3 24,9 26,8 5,2 0,2 1,8 0,847 23,4 18,5 28,2 0
Cu 3184 2833 3534 3058 2768 3401 592701 770 1 4 0,120 3142 2547 3738 0
Cs 9,9 7,7 12,1 8,6 7,2 10,6 22,9 4,8 1,0 3,3 0,116 8,4 50 11,7 1
Sr 2213 1846 2580 2044 1755 2404 650235 806 1 3 0,276 2051 1411 2692 0
Rb 2334 1636 3032 2080 1490 2779 235115 1533 1 3 0,295 1987 712 3263 0
U 5,7 3,9 7,5 4,7 3,4 6,4 15,7 4,0 0,7 2,3 0,267 4,6 1,8 7,4 0
As 9,9 7,7 12,2 9,7 7,5 12,0 23,9 4,9 0,1 1,8 0,932 9,2 50 13,4 0
Se 118,8 103,8 133,8 119,6 104,4 134,4 1089,7 33,0 -0,1 1,9 0,956 1224 93,6 1512 O
Pb 31,6 26,4 36,8 31,7 26,4 36,8 130,8 114 0,0 1,9 0,972 27,1 17,9 36,2 0
Sb 12,2 10,6 13,7 11,2 10,2 12,4 11,2 3,4 1,3 4,3 0,055 11,2 8,7 13,7 1
La 6,5 4,3 8,8 4,9 3,9 6,4 24,1 4,9 2,0 6,9 0,009 5,9 3,8 8,0 2
Ba 410,4 303,9 516,9 3420  273,8 435,3 54744,2 234,0 11 3,7 0,087 3555 201,2 5098 O
Cd 7,3 6,2 8,4 8,0 6,9 8,8 6,1 2,5 -0,5 1,6 0,517 8,3 6,1 10,5 0
Li 14,3 9,6 19,1 12,0 8,4 16,5 108,8 10,4 0,8 2,6 0,237 10,8 2,7 18,9 0

 Odhad parametru ziskany po exponencidlni transformaci dat.
b Kombinovany test normality: Jestlize je p vétsi nez 0,05; rozdéleni Ize povaZovat za normalni, pokud je hodnota p nizsi nez 0,05, data
nevykazuji normalni rozlozeni. IS interval spolehlivosti; OB odlehly bod.
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Tabulka 31: Celkova korelace

Hg |[Mg |Fe Na |Ca |K Zn Mo [Co |Cu [Cs Sr |Rb (U As Se Pb |Sb La Ba |Cd |Li
Hg
Mg | 0,09
Fe (0,05 |0,37
Na [0,25 |0,56 |0,46
Ca |-0,05 (0,48 |0,32 |0,19
K |-0,45 0,12 |0,06 |-0,02 |0,57
Zn |-0,01 |0,58 |0,12 |0,47 |0,60 |0,22
Mo |0,47 |0,06 {0,39 |0,49 |0,27 |0,03 |0,00
Co |0,27 |0,40 (0,26 (0,13 |0,71 |0,46 |0,29 |0,40
Cu |0,28 (0,11 (0,06 (0,31 |0,08 |-0,10 |0,41 |0,02 |0,23
Cs |0,37 |-0,34 |-0,08 |-0,27 |0,11 |0,35 |-0,30 |0,33 |0,47 |0,09
Sr |0,00 |0,47 |0,27 (0,38 |0,69 |0,66 |0,44 |0,20|0,64 |0,19 |0,04
Rb (0,18 |0,13 |0,30 |0,29 |0,42 |0,40 |0,09 |0,51 (0,34 (0,03 0,58 |0,11
u (002 (0,10 (0,08 |0,01 |042 (041 |0,31 |0,15 (0,52 |0,06 |-0,12 |0,62 |-0,37
As |0,63 |-0,20 |{0,03 |0,15 |0,08 |-0,13 |-0,15 |0,61 |0,53 |0,18 |0,57 |0,06 |0,33 |0,04
Se |-0,17 {0,39 |0,08 (0,24 |0,36 |-0,02 |0,48 |0,04 |-0,03 |0,12 |-0,48 |0,18 |-0,05 [0,11 |[-0,14
Pb |-0,01 |-0,07 |-0,20 |-0,17 |0,23 |0,34 |-0,06 |{0,05 (0,33 |-0,19 |0,25 |0,26 | 0,07 |0,32 |-0,02 |-0,43
sb |0,42 |-0,32 |-0,23 |-0,04 |0,00 |-0,08 |-0,16 |0,27 |0,50 |0,20 |0,64 |0,00 |0,25 |-0,05 |0,69 |-0,54 |0,46
La |041 |050 (0,02 (0,32 |0,06 |-0,16 (0,29 |0,17 |-0,03 |0,05 |-0,35|0,16 |-0,35 | 0,45 |-0,09 [-0,02 |0,29 |-0,04
Ba (0,27 |0,16 |0,29 |0,13 |0,38 |0,39 |0,09 |0,48 |0,22 |-0,22 {0,27 (0,33 |0,28 |0,20 |0,05 |0,20 |0,09 |-0,13 |0,13
Cd |0,35 [-0,24 |0,28 |0,15 |-0,04 {0,01 |-0,13 |0,45 (0,45 |0,20 (0,33 (0,14 |-0,08 |0,44 |0,38 |-0,46 |0,07 |0,38 |0,22 |0,12
Li |0,15 |0,21 |0,18 |0,12 |0,47 |066 (0,11 (0,05 0,62 (0,36 |045 |0,77 |0,27 |0,32 |0,21 |-0,17 |0,23 |0,21 |-0,13 [0,16 0,24
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Tabulka 32:

Korelace uvniti tiid

Hg |Mg |[Fe Na |Ca |K Zn Mo [Co |[Cu |[Cs Sr Rb |U As Se Pb |Sb La |Ba |Cd |Li
Hg
Mg |-0,14
Fe |-0,09 [-0,09
Na [-0,17 |0,10 (0,33
Ca (0,01 |0,17 |-0,13 |-0,37
K 1031 (0,08 |[-0,08 |0,10 |0,33
Zn |-0,20 | 0,48 |-0,03 |0,02 |0,61 |0,17
Mo | 0,37 |-0,57 |0,15 |-0,03 |0,00 |[0,10 |-0,45
Co |0,33 |-0,40 |-0,14 |-0,38 |0,59 |0,51 |0,16 |0,24
Cu (0,13 0,06 |0,11 (0,19 |0,26 |0,18 |0,40 |-0,14 |0,33
Cs (0,71 |-0,39 |-0,17 |-0,04 | 0,08 |0,33 |-0,19 |0,65 |0,58 |0,29
Sr |0,05 |0,17 |-0,04 |-0,07 |0,39 |0,57 |0,14 |-0,17 |0,54 |0,33 |0,09
Rb /0,35 |-0,20 |0,01 |0,35 |0,07 |0,20 |-0,02 |0,54 |0,10 |0,16 [0,62 |-0,35
u |-0,01|-0,08 0,02 |-0,45 0,40 (0,49 |0,24 |0,01 [0,53 |0,02 |-0,06 |0,62 |-0,56
As |054 |-0,50 |-0,09 |-0,20 (0,18 |0,15 |-0,33 |0,60 [0,63 |0,06 |0,83 [0,12 |0,47 |0,02
Se |-0,37 |{0,29 |0,05 |-0,37 |0,24 |-0,44 |0,18 |-0,31 |-0,24 | 0,02 |-0,45 |-0,34 |-0,17 |-0,13 |-0,26
Pb (0,10 |-0,15-0,49 |-0,13 |0,20 |0,42 |0,05 |0,21 (0,31 |-0,10 |0,24 |0,37 |-0,08 |0,42 |0,05 |-0,43
sb (0,41 |-0,50 |-0,44 |-0,05|0,13 |0,20 |-0,08 |0,34 (0,63 |0,21 |0,74 (0,21 |0,34 |0,03 |0,71 |-0,54 |0,48
La (0,16 |0,43 |-0,24 |-0,18 (0,10 |0,25 |0,21 |-0,24 |-0,17 |-0,18 |-0,23 |0,24 |-0,46 |0,52 |-0,39 (-0,19 |0,47 |-0,17
Ba |0)59 |(-0,13 (0,18 |-0,17 |-0,09 |-0,13 |-0,25 |0,52 |-0,04 |-0,19 {0,31 |-0,21 (0,02 |0,05 |0,17 |-0,09 |0,05 0,01 |0,33
Cd |0,25 |-0,48 [0,25 |0,06 |0,00 |0,38 |-0,17 |0,47 |0,53 |0,15 |0,45 |0,33 |-0,08 0,52 |0,32 |-0,55 |0,08 |0,33 [0,08 |0,31
Li |0,35 |0,10 |0,02 |0,14 |0,28 |0,63 |0,01 |-0,02 |058 |0,56 (0,44 |0,82 |0,07 (0,29 |0,35 |-0,37 |0,17 {0,33 |-0,05 |-0,13 | 0,37
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Obrazek 11: Korela¢ni matice
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Obrazek 12: Krabicovy graf proménlivosti vybranych diskriminujicich proménnych
pro jednotlivé tridy
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Obrazek 12 ptedstavuje krabicovy graf, ten zobrazuje cCasteCnou sumarizaci dat,
umoziuje znazornéni robustniho odhadu polohy, medidnu, minima a maxima prvniho
a tretiho kvartilu, odlehlych hodnot a extrémut pro jednotlivé prvky [243]. Odlehlé body
identifikuji vybocujici koncentrace v ramci skupiny daného prvku, jejich vyznam bude
diskutovan v kapitole 4.3.5. Korela¢ni matice ikrabicovy graf jsou vykresleny pouze

pro prvky, které byly zvoleny jako nejvhodnéjsi diskriminatory (viz nasledujici kapitola).

4.3.4.2.  Diskriminacni analyza

Byly sledovany moznosti klasifikace podle zemé puvodu a kategorie (mléka uréena
pro vyzivu nedonosenych déti, pocatecni vyzivu pro kojence, pokracovaciho mléka a mléka
pro kojence a batolata). Jelikoz v ramci jednoho vyrobniho zavodu v EU se obvykle
zpracovava mléko z vice zdroji, neni mozné usuzovat na souvislost mezi zemi ptivodu
a obsahem analyzovanych prvki. Navic je mléko upravovano vyrobci, aby splnilo nutri¢ni
pozadavky kojence. Diskrimina¢ni analyza byla provedena s ohledem na v§eobecné zavedené
rozdéleni mlék do jednotlivych kategorii. Nejlepsi znaky pro klasifikaci z ptvodnich
21 proménnych byly uréeny na zédkladé krokové analyzy doptedné, kde ve 4 krocich byly
nalezeny znaky s dostatecnou diskriminacni silou, a to na zakladé Wilkova kritéria A, kritéria
F, kritéria sily testu a tolerance 1-R? (tabulka 33 respektive 34). Prvky Li, Na, Sr, Co, Mg, Zn
a Cu nejlépe rozdeluji/diskriminuji jednotlivé tiidy, pro kanonickou korela¢ni analyzu

pak byla pouzita pouze tato podmnozina dat.
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Tabulka 33: Vysledky diskriminaé¢ni funk¢ni analyzy po prvnim kroku

Wilk. Parc. F na vyj p-hodn. Toler. 1-toler. (R%)

(Lambda) (Lambda) ((3,2))
Na 0,000127 0,003893 170,5661 0,005834 0,003128 0,996872
K 0,000008 0,063499 9,8322 0,093720 0,024198 0,975802
Se 0,000002 0,320769 1,4117 0,440209 0,049188 0,950813
Co 0,000091 0,005402 122,7533 0,008091 0,000559 0,999441
La 0,000001 0,799280 0,1674 0,910074 0,028177 0,971823
Mg 0,000020 0,024608 26,4248 0,036684 0,001926 0,998074
Ba 0,000007 0,067516 9,2075 0,099545 0,032690 0,967310
Hg 0,000016 0,031177 20,7167 0,046399 0,006428 0,993572
Cu 0,000018 0,027462 23,6092 0,040909 0,004311 0,995689
Fe 0,000001 0,401653 0,9931 0,537161 0,122212 0,877788
U 0,000001 0,343713 1,2729 0,468332 0,015815 0,984185
Zn 0,000066 0,007514 88,0512 0,011250 0,001709 0,998291
Li  0,000056 0,008843 74,7193 0,013236 0,000402 0,999598
Sr  0,000024 0,020519 31,8242 0,030619 0,002567 0,997433
Sb  0,000016 0,031476 20,5138 0,046840 0,003329 0,996671
Pb  0,000005 0,097932 6,1407 0,143241 0,020240 0,979761

Tabulka 34: Vysledky diskrimina¢ni funkéni analyzy po ¢tvrtém kroku dokumentujici
diskriminatory zvolené pro tvorbu modelu

Wilk. Parc. F na vyj p-hodn.  Toler. 1-toler. (R?)
(Lambda) (Lambda) ((3,11))
Na 0,030707 0,093027 35,74832 0,000006 0,188041 0,811959
Sr  0,006859 0,416474 5,13741 0,018348 0,157637 0,842363
Li 0,022767 0,125474 25,55598 0,000029 0,027910 0,972090
Co 0,043864 0,065125 52,63558 0,000001 0,044149 0,955851
Mg 0,032425 0,088099 37,95296 0,000004 0,073434 0,926566
Zn 0,019123 0,149382 20,87890 0,000076 0,075398 0,924602
Cu 0,008292 0,344510 6,97647 0,006763 0,177780 0,822221

Tabulka 35: Odhady parametru klasifika¢ni funkce pro jednotlivé tridy

Trida 1 Trida 2 Trida 3 Trida 4
(p = 0,09524) (p=0,47619) (p =0,28571) (p =0,14286)
Na 0,48 0,30 0,35 0,35
Sr 0,20 0,12 0,14 0,15
Li -39,14 -25,28 -28,75 -28,96
Co 68,90 44 81 51,51 51,26
Mg 4,59 3,01 3,46 3,42
Zn -30,84 -20,07 -23,09 -22,75
Cu 0,17 0,11 0,13 0,12
Abs. ¢len -2492,25 -1048,34 -1371,12 -1386,26
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Tabulka 36: Klasifika¢ni matice: Fadky piedstavuji pozorované Kklasifikace a sloupce
prredpovézené klasifikace

% Trida 1 Trida 2 Trida 3 Trida 4

(spravnych) (p=0,09524) (p=0,47619) (p=0,28571) (p =0,14286)
0

Trida 1 100 2 0 0
Trida 2 100 0 10 0 0
Trida 3 100 0 0 6 0
Trida 4 100 0 0 0 3
Celkem 100 2 10 6 3

Z tabulky 35 je patrné, Ze doslo k rozd¢leni objektt do 4 tiid, kde kazda téida popisuje
jednu diskriminaéni funkci. Pravdépodobnost zatfazeni daného prvku do konkrétni tfidy udava
veli¢ina p (apriorni pravdépodobnost). V tabulce 36 klasifikaéni matice byly jednotlivé
vzorky rozdéleny do jednotlivych tfid, klasifikace probchla na 100 %, Zadny vzorek nebyl
chybné zatazen. Pro zkoumani vztahii mezi dvéma skupinami proménnych (jednotlivymi
tiidami) byla pouzita kanonicka korela¢ni analyza. Tabulka 37 zobrazuje 3 diskriminacni

funkce, na zékladé testu chi-kvadrat byly uréeny prvni dva koteny jako statisticky vyznamné

v

Tabulka 37: Test chi-kvadrat po odstranéni postupnych koi‘enu

Kofeny Vlastni Kan.(R)  Wilk. Chi-kv. SV p-hodn.
odstranény Cislo (Lambda)

0 63,28586  0,992192  0,002857  84,94279 21 0,000000*
1 1,89365 0,808959  0,183639 2457436 12 0,016974*
2 0,88187 0,684554  0,531386  9,16786 5 0,102553

* Parametr statisticky vyznamny.

V tabulce 38 jsou shrnuty standardizované koeficienty pro kanonické proménné.
Hodnoty uvedené v tabulce 39 piedstavuji korelace mezi znaky a diskrimina¢nimi funkcemi.
V tabulce 40 jsou uvedeny priméry kanonickych proménnych pro jednotlivé tiidy. Nejvyssi
pramér oproti ostatnim ma prvni tfida, prvni diskriminaéni funkce diskriminuje vétSinu mezi
prvni tfidou a ostatnimi. Mensi diskriminace je pak patrnd mezi ¢tvrtou tfidou a ostatnimi

ttidami, to popisuje druhd diskrimina¢ni funkce.
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Tabulka 38: Standardizované koeficienty pro kanonické proménné

Na Sr Li Co Mg Zn Cu Vlastni Kum. podil

Kofenl -2,2030 -1,6929 5,6068 -4,5493 -3,4235 3,2522 -1,7673 63,2859 0,9580
Kofen2 0,1581 1,1431 10,2530 -1,0431 -1,0890 1,1521 -0,6123 1,8936 0,9867
Koien3 0,2495 0,2322 -0,8576 -0,4368 -0,4699 0,0414 0,8849 0,8819 1,0000

Tabulka 39: Faktorova strukturni matice

Na Sr Li Co Mg Zn Cu

Kofenl -0,19698 -0,08247 -0,01422 -0,06265 -0,11577 -0,06791 -0,02582
Kofen2 0,31097 0,55170 0,17640 0,07523 0,07775 0,38032 -0,00087

Tabulka 40: Priméry kanonickych proménnych

Trida 1 Trida 2 Trida 3 Trida 4
Korenl -19,799 5,227 -1,202 -1,820
Kofen2 0,109 0,135 -1,501 2,481

Rozdéleni 21 vzorkd do nalezenych tfid zobrazuje obrazek 13 — graf kanonického
skore. Jak vyplyva i z predchoziho textu, prvni tfida je siln¢ diskriminovdna od ostatnich
vzorkd, coz je patrné i z obrazku. Jedna se o mléka ur¢ena pro vyzivu nedonoSenych déti, tedy
vzorek ¢. 1 a 8. Ctvrta tfida odlisena druhou diskriminacni funkci od ostatnich tiid zahrnuje
vzorky €. 12, 16 a 18 jedna se o pokracovaci mléka. Nejvétsi skupinu pak tvoifi mléka uréena
pro pocate¢ni vyzivu kojence (2. tiida) a tieti tiida, kde jsou mléka pro kojence a batolata.

Z grafu je zfejmé, Ze ziskany model je vhodny ke klasifikaci vzorkii do jednotlivych tfid.
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Obrazek 13: Graf kanonickych skore: (o) tfida 1, (m) tfida 2, (¢) tiida 3, (A) tFida 4

V tabulce 41 jsou uvedeny hodnoty vypoctenych aposteriornich pravdépodobnosti
zatazeni kazdého z objektt testovaciho souboru do tiid. Nejvyssi hodnota pravdépodobnosti
znaci prislusnost objektu do dané tfidy. Z hodnot uvedenych v tabulce je ziejmé, ze vSechny
objekty testovaciho souboru byly zafazeny spravné do jednotlivych t¥id. Dal§i moznosti je
klasifikace na zaklad¢ hodnot Mahalanobisovych vzdalenosti a klasifika¢ni pripadul, ty zde

nejsou zobrazeny.
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Tabulka 41: Aposteriorni pravdépodobnost

Pozorovana Trida 1 Trida 2 Trida 3 Trida 4
klasifikace (p = 0,09524) (p =0,47619) (p =0,28571) (p =0,14286)
Ttida 1 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000
Ttida 2 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000
Ttida 2 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000
Ttida 3 0,000000 0,000000 0,999995 0,000005
Ttida 2 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000
Ttida 3 0,000000 0,000000 0,999975 0,000025
Ttida 2 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000
Ttida 1 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000
Ttida 2 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000
Ttida 3 0,000000 0,000000 0,999962 0,000038
Ttida 3 0,000000 0,000000 0,832132 0,167868
Ttida 4 0,000000 0,000000 0,000008 0,999992
Ttida 2 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000
Ttida 2 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000
Ttida 3 0,000000 0,000000 0,999998 0,000002
Ttida 4 0,000000 0,000000 0,012775 0,987225
Ttida 2 0,000000 0,999993 0,000006 0,000000
Ttida 4 0,000000 0,000000 0,001830 0,998170
Ttida 3 0,000000 0,000000 0,995464 0,004536
Ttida 2 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000
Ttida 2 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000

Nespravna klasifikace je oznacena *.

4.3.5. Porovndni vysledkii s hodnotami deklarovanymi vyrobcem a s legislativou

V analyzovanych vzorcich suSeného kojeneckého mléka bylo celkové stanoveno 22
nasledujicich prvka: Hg, Mg, Fe, Na, Ca, K, Zn, Mo, Co, Cu, Cs, Sr, Rb, U, As, Se, Pb, Sb,
La, Ba, Cd a Li. Naméfené hodnoty koncentraci vybranych prvka ve vzorcich kojenecké
vyzivy jsou uvedeny v ptiloze 4 (str. 157). Ziskané vysledky byly porovnany s hodnotami

uvedenymi vyrobcem a s limity danymi legislativou.

Vyssi koncentrace Fe, Zn, Se, Cu, Mo a Sr oproti medianu daného souboru
koncentraci jednotlivych prvka byla nalezena ve vzorcich ¢. 1 a 8 uréenych pro nedonosené
déti, novorozenci v prvnich dnech zivota Cerpaji Fe, Se a Zn ze zasob nejcastéji ulozenych
Vv jatrech, u nedonosenych déti lze predpokladat jejich deficit. Oproti literatuie [117, 120]

nebyly nalezeny u s6jového kojeneckého mléka vyznamné vyssi koncentrace prvku.
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Ve vzorcich byla stanovena rovnéz koncentrace nckterych toxikologicky vyznamnych
prvka (Pb, Hg, As, Sn atd.), kdy vysledné hodnoty byly porovnany s limity danymi
legislativou. Koncentrace Hg se pohybovala Vrozmezi 0,35-3,6 pgkg” (median
1,02 ug kg™l), nejvyssi koncentrace Hg byla nalezena u vzorku &. 8 (3,5 ug kg™), aviak ani
tato hodnota nepiekrocila nejvyssi povolené mnozstvi Hg v détské a kojenecké strave, ktery
&ini 20 pg kg™ [245]. Naméfené koncentrace Pb byly v rozmezi 10,2-49,4 pug kg™ (median
27,1 ng kg™), ve vzorcich &. 9 a 12 byly nalezeny koncentrace olova (49,2 resp. 49,5 pg kg™),
jez se blizily limitu danymi legislativou (50 pgkg™) [246]. Koncentrace kadmia
se pohybovala 3,0-10,4 pgkg? (median 8,3 pgkg?), zestanovenych prvki se median
koncentrace kadmia nejvice blizil limitu uréenému legislativou (10 pug kg™) [247], pricemz

nejvyssi koncentrace byla nalezena pro vzorek &. 2 (9,6 pug kg™).

Vysledky analyzy vybranych prvki byly rovnéz porovnany s hodnotami uvedenymi
vyrobcem (obr. 14). Nalezené koncentrace pro Ca, Zn, Mg a Kbyly vdobré shodé¢
S hodnotami uvedenym vyrobcem. VétSi rozdily mezi deklarovanymi a nalezenymi
koncentracemi u Na, Cu a Se byly zplsobeny nejspiSe vlivem variability vstupnich surovin
pouzivanych pfi vyrob&. Zmitované rozdily se pohybovaly typicky do 20 %. Vyjimku
piestavoval vzorek €. 5, kde byla nalezena 050 % vyssi hodnota Cu oproti koncentraci
uvedené vyrobcem a vzorek ¢. 15, kde byla naopak zjisténa koncentrace Na o 45 % nizsi.
Koncentrace vzorki €. 4, 6, 12 a 21 byly oproti hodnotdm deklarovanych na obale o 30 %

mensi, resp. pro vzorek ¢. 10 nizsi o 40 %, jednalo se v daném ptipadé 0 stanoveni Se.
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Obrazek 14: Mira shody (R, %) mezi hodnotami deklarovanymi vyrobci a naméfenymi koncentracemi prvkii. RozSifené nejistoty
vysledkii byly urceny jako soucin smérodatné odchylky opakovatelnosti (n = 3) a koeficientu rozsifeni (k = 2), coZ pro normalni
rozdéleni odpovida pravdépodobnosti pokryti 95%.



4.4, Analyza tkani vydry ri¢ni

Analyza vydfich tkani byla provedena ve spolupraci s neziskovou spole¢nosti ALKA
Wildlife, o.p.s. [226], ktera S povéfenim Ministerstva zivotniho prostfedi koordinuje sbér
a analyzy uhynulych vyder v ramci Programu péée pro vydru fiéni v CR. Vydra fi¢ni je
fazena mezi dravé savce stravujici se hlavné rybami, vyskytuje se v Africe, Evropé a Asii.
Od 50. let minulého stoleti byl zaznamenan vyznamny pokles evropské populace [248]. Podle
Mezinarodniho svazu ochrany piirody (International Union for Conservation of Nature,
IUCN) patii vydra fi¢ni mezi tzv. ,,téméf ohrozené druhy* (druhy, které mohou byt v blizké
budoucnosti ohrozeny vyhynutim) [249]. V mnoha zemich je dale vydra chranéna zakony
daného statu ¢i spoledenstvi (v CR vyhlaska ¢. 166/2005 Sb. a 395/1992 Sb. a v ramci EU
Smérnice 92/43/EEC). Vzhledem ke zvySujici se intenzit¢ dopravy a Casté migraci vyder
pravé pies pozemni komunikace dochazi nejcastéji k thynu vyder po stfetu s dopravnimi
prosttedky. Vydra mtize zpusobit zna¢né Skody v rybni¢nim hospodaieni, proto neni
vzéacnosti ani umyslné usmrceni rybati [250]. V nékterych zemich je vydra lovena pro svoji
velmi cenénou kozeSinu (Iran) [251]. Mezi dalsi faktory pfispivajici k thynu vyder fi¢nich
patii regulace tokd a smrt vlivem zneciSténi zivotniho prostfedi perzistentnimi polutanty
(napft. polychlorované bifenyly, DDT, dioxiny a dal$i) a toxickymi stopovymi prvky [158,
165, 252-257]. Diky vysokému postaveni vyder v potravnim fetézci a citlivosti vyder
na pritomnost kontaminantd v Zivotnim prostfedi je vydra vhodna pro indikaci stavu
znecisténi zivotniho prostfedi v dané zemi [159, 256]. Alarmujici koncentrace PBC a rtuti
byly zjistény jiz v 90. letech, kdy byly provedeny prvni analyzy vydiich tkani v CR. Piestoze
pouziti nékterych kontaminantd bylo eliminovano a z prostfedi postupné mizi, nekteré stale
pretrvavaji a objevuji se nové (antibiotika a antikoncepéni hormony), jejichz vliv neni znam

[258].

Vzhledem K jedinecnosti a v nékterych piipadech omezenému mnozstvi vzorku byla
pozornost zamétena piedevsim na peclivou optimalizaci ptipravy vzorku zahrnujici lyofilizaci
a mikrovinnou mineralizaci. K rozkladim organické matrice byla nejcastéji pouzita HNO3
spole¢né s H,O, (viz kapitola 2.5.3.). Pii rozkladu bylo snahou docilit pouziti minimalniho
mnozstvi ¢inidel nutnych pro mineralizaci vzorku, diky tomu by bylo sniZeno riziko
kontaminace a doSlo by ke zlepSeni LOD. Mikrovlnné mineralizace probihaly Vv systému
Multi Tube, ktery umoziuje navyseni kapacity rozkladnych nadob, tim zvySuje priichodnost
vzorkil oproti konvencni mikrovinné mineralizaci. Postup pfipravy vzorkd byl podrobné

popsan v kapitole 3.3.4. Zdiive publikovanych porovnavacich prvki pro analyzu
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biologickych vzorka byly sledovany izotopy Y, 1%Rh, *°In, a 2®Bi [157, 160, 163, 168,
174, 175, 190]). Na zakladé¢ méfeni skupiny vzorkd, kde byla sledovana jejich pritomnost

¢i interference na dané hmot¢, bylo vybrano Rh.

Celkové bylo ve vzorcich vydfich tkani stanovovano 32 prvka (Mg, Na, Hg, Li, Ti, V,
Mn, Ni, Co, Cu, Ga, Ge, As, Se, Rb, Sr, Zr, Ru, Pd, Ag, Cd, Sn, Sb, Cs, Hf, Ta, W, Pt, Tl, Pb,
Bi, Th a U). Koncentrace matri¢nich prvki byly ziskany pomoci AAS/AES, ultrastopovych

prvki ICP-0a-TOF-MS a rtut” byla analyzovéana termooxida¢ni metodou.

4.4.1. Optimalizace podminek lyofilizace a MWD, vliv homogenizace

a velikosti navazky
4.4.1.1. Optimalizace lyofilizace

Pro ziskani suSiny vydfich jater, kosti a tuku byla vyuzita lyofilizace. Podminky
lyofilizace byly nejprve zoptimalizovany prostiednictvim tiiiroviiového frakcionalniho
faktorového planu 3%, kde byl sledovan vliv typu vzorku (A), navazky vzorku (B) a doby
lyofilizace (C) na obsah suSiny ve vysledném lyofilizatu. Pro kazdy faktor byly vybrany tfi

urovné (tabulka 42): minimalni (-1), stfedni (0) a maximalni (+1).

Tabulka 42: Volba proménnych a jejich wrovni pro optimalizaci lyofilizace vzorku
za vyutziti frakcionalniho faktorového planu 33t

Proménna Oznacdeni -1 0 +1
Typ vzorku A jatra tuk zebro
Navazka vzorku (mg) B 200 350 500
Doba lyofilizace (hodin) C 12 24 48

Ze ziskanych dat (podrobny plan rozvrzeni experimentu s vysledky stanoveni suSiny
zde nejsou uvedeny) byly sestaveny Paretovy grafy standardizovanych efektd a responzni
plochy v programu Statistica 12. Z Paretova grafu (obr. 15) je patrny vliv linearniho
a kvadratického efektu faktoru (A), tedy typu vzorku, navazka vzorku ani doba lyofilizace
nebyly v daném intervalu na hladiné vyznamnosti 0,05 shledany jako statisticky vyznamné.

Mezi faktory nebyla nalezena vyznamna interakce. Rozdily v obsahu suSiny jsou dany pouze
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typem vzorku. Responzni plochy (obr. 16) znazoriuji vliv jednotlivych faktord a jejich arovni
na obsah susiny (m/m, %) ve vzorku. Doba lyofilizace 12 hodin byla dostate¢na k lyofilizaci
pro sledované rozmezi navazky vzorku 200 —500 mg. Optimalni podminky lyofilizace
(24 hodin pti 0,1 kPa, pro 500 mg vzorku) byly voleny s ohledem na zajisténi robustnosti

metody a dostatecné mnozstvi vzorku pro dalsi analyzy.

Vzorek(K) ﬁ-19,5316-
(1)Vzorek(L) t }9,07112
(3)Cas(L) | -1,4051
Navazka(K) f -1,1435
1L*3L | -1,0253
Cas(K) t 565737
1L%2L 554744
(2)Navazka(L) -,20367
p=,05

Standardizovany odhad efektu (absolut. hodn.)
Obrazek 15: Paretiv graf standardizovanych efekti ziskany z frakcionalniho

faktorového planu 3*1 pro pozorovani vyznamnych faktori a jejich interakei, Ka L
oznacuji kvadraticky a linearni efekt faktoru
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Obrazek 16: Povrchové grafy zavislosti obsahu susiny (%, m/m) na typu vzorku (1
jatra, 2-tuk, 3-Zebra), navazce (mg) a dobé lyofilizace (hod.)
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4.4.1.2. Vlivhomogenizace a velikosti navizky na vysledky stanoveni

Vliv homogenizace vzorku byl sledovan prostfednictvim vysledkii stanoveni Hg.
Ze stanovenych prvkll byla zvolena pro svoji nendrocnost a rychlost analyza rtuti
na jednotcelovém spektrometru AMA 254 (viz kapitola 3.4.4.). K optimalizaci byla pouzita
veprova jatra zakoupena v mistnim supermarketu. Vzorky byly analyzovany jako mleté
¢i nemleté, a to pro navazky vzorku 5, 10 a 15 mg. Vysledky stanoveni pro jednotlivé irovné

zvolenych faktort jsou shrnuty v tabulce 43 nebo zobrazeny na obrazku 17.

Tabulka 43: Vybrané statistické charakteristiky obsahu Hg (mg kg™) ve vzorcich
lyofilizovanych veprovych jater v zavislosti na sledovaném faktoru a jeho urovni

Faktor Uroveil Oznaceni Pocet Primér Sm.

faktoru hodnot odchylka
Priprava 1 nemleto 24 0,0135 0,0065

2 mleto 24 0,0155 0,0057
Navazka 1 5mg 16 0,0204 0,0055

2 10 mg 16 0,0124 0,0041

3 15 mg 16 0,0107 0,0035

Vysledky byly podrobeny analyze pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA).
Zpusob pfipravy vzorku byl shledan na hladiné vyznamnosti 0,05 jako statisticky
nevyznamny (P = 0,26). Oproti tomu navazka vzorku méla vyznamny vliv na vysledky
stanoveni Hg (p = 2,61.107). Statisticky vyznamny rozdil mezi dvojicemi 1-2 (p = 4x107)
al1-3 (p=1x10°) byl diagnostikovan nazakladé parového porovnani dvojic urovni
Scheffého metodou. Vysledky stanoveni z prvni navazky byly odlisné od druhé a tieti, mezi
vysledky pro druhou a tfeti navazku jiz nebyl pozorovan vyznamny rozdil (p =0,54).
S ohledem na vysledky statistické analyzy nebylo nutné vzorky homogenizovat a pro potieby
stanoveni Hg termooxidacni metodou byla volena navazka lyofilizovanych jater minimalné

10 mg.
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Obrazek 17: Vliv zpusobu pripravy vzorku (1.-nemleto, 2.-mleto) na namérené
primérné koncentraci Hg (x 2SD) (mg kg™)

4.4.1.3. Optimalizace mineralizace

Prostfednictvim frakcionalniho faktorového planu byl sledovan vliv vybranych faktori
(navazka vzorku, typ materidlu, ¢inidla pouzitd pro mikrovinny rozklad, teplota a cas
mineralizace) navysledky stanoveni zbytkového uhliku v ziskanych mineralizatech.
Mineralizace lyofilizovanych vzorki probihala v systému Multi Tube (3.4.1.), zbytkovy uhlik
byl méfen metodou ICP-OES (viz kapitola 3.4.5.). Byl zvolen dvoutiroviiovy faktorovy plan
0 dvou opakovénich 2°2 kde horni hranice (+1) faktoru navazky a teploty jsou dany
parametry systému Multi Tubes, tedy 250 mg organické matrice a teplota 230 °C. Urovné
jednotlivych faktord jsou shrnuty v tabulce 44. Vysledny plan navrZzeny programem Statistica
12 je uveden vpiiloze 6 (str. 162) spoleéné s vysledky stanoveni zbytkového C

V mineralizatech. Na zdklad¢ téchto dat byla hodnocena ti¢innost mikrovinného rozkladu.
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Tabulka 44: Proménné a jejich urovné vyuzité pii optimalizaci MWD mineralizace
za vyuziti 2° planu

Proménna -1 1

Navazka (mg) 50 200

Material Jatra Tuk

Cinidla HNO; : H,0, (1 mL + 0,4 mL) HNO; : H,0, (1 mL + 1 mL)
Teplota (°C) 180 220

Doba (min) 5 20

Typ vzorku a mnozstvi pouzitych Cinidel byly identifikovany na zéklad¢ Paretova
grafu jako statisticky vyznamné faktory (viz obrazek 18). Tuk mé v porovnani s jatry vyssi
obsah uhliku, proto oproti vzorkiim jater byla mineralizace tukii méné ucinnd a bylo
naméieno vys$$i mnozstvi zbytkového uhliku. Zapornd hodnota u parametru ¢inidel naznacuje,
ze s veétsim mnozstvim rozkladnych ¢inidel byla naméfena nizsi hodnota zbytkového uhliku.
Optimalni podminky byly zvoleny: 50 mg vzorku, ¢as a teplota mikrovinné mineralizace
15 minut pii 200 °C a rozkladna ¢inidla 1 mL HNO;3; (65%, m/m) a 1 mL H,0, (30%, m/m).

Finalni program mikrovinného rozkladu je uveden v tabulce 8 v experimentalni ¢asti 3.3.4.

Paretuv graf standardizovan. efektti; Proménna: obsah zbytkového uhliku
2**(5-2) schéma; MS rezidui =745,7556

(2)material | !9,591601
(3)¢inidla -3,35106
(5)¢as | 1,786912
(1)navazka | -1,67558
(4)teplota -1,57945
pl=,05

Standardizovany odhad efektu (absolut. hodn.)
Obrazek 18: Paretiv graf standardizovanych efekti stanoveni zbytkového uhliku
vV mineralizatech vydrich tkani
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4.4.2. Piesnost stanoveni

Ze zkoumanych vydiich tkani byla pozornost ddle zamétena pouze na analyzu vydfich
jater. Jatra spolecné sledvinami patii mezi organy akumulujici fadu toxikologicky
vyznamnych prvka [158, 159]. U tkani tukt a kosti byly nalezeny nizké koncentrace vétSiny
prvki (<LOD), vzhledem k poctu vzorkd a ¢asové naro¢nosti nebyla u téchto tkani provadéna
kompletni analyza celého souboru vzorkl. Pro potieby analyzy pomoci ICP-0a-TOF-MS byla
sledovédna vétsSina izotopti daného prvku, vhodny izotop pouzity pro kvantifikaci byl vybran
na zakladé jeho piirozeného zastoupeni na dané hmoté ¢&i absenci polyatomickych

interferenci.

Ptesnost stanoveni vybranych prvka ve vzorcich vydfich jater byla ovéfena na zékladé
analyzy certifikovaného referenéniho materialu SRM® 1577c Bovine Liver. Jak je patrné
z tabulky 45, byla nalezena dobra shoda mezi deklarovanymi a namétenymi koncentracemi
prvku certifikovanych v referenénim materialu. Pro prvky Ti, V, Ga, Ge, Zr, Ru, Pd, Ag, Sn,
Cs, Hf, Ta, W, Re, Pt, Tl, Bi, Th a U nebyly poskytnuty vyrobcem CRM deklarované hodnoty
koncentraci, proto byly nékteré vzorky obohaceny multiprvkovym standardem. Spravnost
byla uréena protyto prvky nazakladé vyhodnoceni analytickych navratnosti, ktera
se pohybovala v rozmezi 85-107 % (data zde nejsou uvedena). Spravné vysledky byly
ziskany rovnéz pro prvky, jako je Mn, Cu, As a Se, jejichz stanoveni pomoci kvadrupdlového
spektrometru je problematické a vyzaduje vyuziti CRC [168, 200] ¢i DRC [161]. Shodnost
stanoveni u prvkil byla vyjadfena jako relativni smérodatna odchylka a pro jednotlivé prvky

byla niz$i nez 8 %.
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Tabulka 45: Vysledky stanoveni koncentraci vybranych prvki v certifikovaném
referenénim materialu SRM® 1577¢ Bovine Liver

ICP-0a-TOF-MS Koncentrace® (ug kg™) R? (%) RSD® (%)
Deklarovano Nalezeno

Lit 12¢ 12,5+ 0,08 104 3,57

>Mn* 10,5+0,5 ¢ 10,5+ 0,4° 100 2,62

*Co* 300 + 18 307 +324 102 2,27

Scut 2752 +46° 278,3+9,1° 101 3,27

“As* 19,6 + 1,6 20,1+ 0,17 103 3,03

8ge* 2,031+0,045°  2,011+0,05° 99 0,92

®Rb* 353+1,1° 35,1+0,8° 99 1,54

8gy* 95,3+42 925+2,11 97 2,41

BMo* 3,3+0,13°¢ 3,3+0,07°¢ 101 1,6

Hacg* 97 + 1,4 97,8+5.4 101 2,16

12lgp* 3,13+0,31 3,01+0,3 96 5,28

138t 21,7+ 1,4 22,1+0.8 102 2,04

208ppy* 62,8+ 1,0 64,5+ 12 103 6,63

Termooxidaéni metoda Koncentrace® (ug kg™) R° (%) RSD® (%)
Deklarovano Nalezeno

Hg 536+0,17 4,9 +0,42 92 7,06

FAAS/FAES Koncentrace® (g kg™) R° (%) RSD® (%)
Deklarovano Nalezeno

Na 2,033 + 0,064 1,93+0,18 95 3,72

K 10,23 + 0,64 9,72+ 1,4 95 5,36

Mg 0,620 =+ 0,042 0,612 + 0,020 99 1,96

4 Sttedni hodnota + 2 SD (n = 3).

®Navratnost R (%) vyjadiena jako (pomér namétené hodnoty ku certifikované) x 100.
‘Relativni smérodatna odchylka (%) ze tif nezavislych stanoveni.

¢ Indikovana hodnota.

®mg kg™

4.4.3. Detekcni limity a mez stanovitelnosti

V tabulce 46 jsou uvedeny ziskané detekéni limity (3c) a mez stanovitelnosti (10c)
metody. Pfivypoctu byla zohlednéna navazka a fedéni vzorku. Slepy pokus obsahoval
pouzita rozkladna ¢inidla (HNO3; a H,Oy) a pfi analyze na ICP-MS porovnavaci prvek Rh.
V piipadé analyzy ICP-MS byla doba intergrace nastavena na deset vtetin a vSechny vzorky,
standardy a blanky byly zméfeny v deseti replikach, prvky Mg a Na méfené na FAAS/FAES

ve tiech replikach.
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Tabulka 46: Detekéni limity a meze stanovitelnosti vybranych prvka pro ICP-oa-TOF-
MS, AAS/AES a termooxida¢ni metodu

ICP-0a-TOF-MS
Analyt LOD? LOQ?® Analyt LOD? LOQ*®
(ng kg™ (ng kg™ (ng kg™ (ng kg™
it 1,83 6,04 Hicd* 0,465 1,53
Syt 0,70 2,32 H8gn* 2,066 6,82
®Mn* 2,49 8,22 121gp* 0,181 0,597
¥Co* 0,43 1,42 18cgt 0,212 0,701
cu* 4,65 15 18t 0,609 2,0
¥Ga* 1,38 4,56 BlTat 0,749 2,47
2Ge* 5,14 17 B2\t 0,597 1,97
®Ast 1,99 6,57 BRe* 0,066 0,219
8ge* 34 111 19pgt 0,160 0,529
$Rbp* 0,398 1,31 205 0,052 0,171
8Bgr* 0,223 0,737 208ppy* 0,193 0,638
Ozr* 0,629 2,1 209gj 0,145 0,479
Wigy* 0,349 1,15 282Th* 0,158 0,520
10%pg* 0,439 1,45 238y 0,015 0,049
7 Ag* 8,62 28
Termooxidaéni metoda
Analyt LOD" LOQ" LOD? LOQ?
(ng L™ (ng L™ (ng kg™ (ng kg™
Hg 0,0003 0,003 0,065 0,218
FAAS/FAES
Analyt LODP" LOQ" LOD? LOQ?
(mg L) (mg L™ (mgkg™)  (mgkg?
Mg 0,0078 0,026 0,65 2,17
Na 0,1814 0,605 15,1 50,4

4LOD, LOQ metody.
bLOD, LOQ techniky.

4.4.4. Aplikace pro analyzu redlnych vzorki

Vypracovany postup piipravy vzorkd byl pouzit pro analyzu 149 tkani vydfich jater.
Vysledky stanoveni koncentraci zde nejsou uvedeny. Ziskand data byla podrobena

exploratorni a faktorové analyze.

444.1. Exploratorni analyza

Data byla nejprve podrobena prizkumové analyze pro odhaleni jejich zvlastnosti

a ovéfeni zakladnich ptedpokladii. Tabulka 47 obsahuje souhrnné statistické charakteristiky
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analyzovanych dat pro jednotlivé proménné a pocet odlehlych bodii nalezenych v kazdém
vybéru. Z vysledki vyplynulo, Ze rozdéleni nékterych ze studovanych vybéri se systematicky
odlisuji od rozdé¢leni normalniho, proto byla provedena exponencialni transformace dat, tim
doslo k zesymetricténi rozd€leni a stabilizaci vybéru. Tabulky korelaci a kovarianci zde
nejsou uvedeny. Obrazky 19-21 piedstavuji krabicové grafy. Nejvice extrémnich hodnot
koncentraci (pro prvky V, Co, Ga, Cs, Pb, Th, Bi, Tl a Re) a odlehlych bodt (pro prvky Ru,
Ta, Pd, Hf a Pt) bylo nalezeno pro vzorek ¢. 25, kde se jednalo o vydiiho samce nalezeného
pobliz Kamenického Senova (Liberecky kraj). Extrémni hodnoty koncentraci pro prvky Cs
a Rb byly identifikovany uvzorka ¢. 435 a 440, v ptipadé¢ vzorku ¢. 440 jesté pro Se.
Porovnani medianti skupiny, identifikace dalSich odlehlych bodi a jejich srovnani

s literaturou ¢i dostupnymi limity bude diskutovano v kapitole 4.3.5.

12
314
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10 ¢ 3;7
8 L
6 L
4t
.|
0t
2 1 o Median
[0 25%-75%
T Rozsah neodleh.
-4 . . : . : . : . : . : . o Odlehlé
Li Ti V Mn Co Cu Ga Ge As Se Rb # Extrémy

Obrazek 19: Krabicovy graf koncentraci prvkia Li, Ti, V, Mn, Co, Cu, Ga, Ge, As, Se a
Rb pro naméiena data po standardizaci
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Obrazek 20: Krabicovy graf koncentraci prvka Sr, Zr, Ru, Pd, Ag, Sn, Sb, Cs, Hf a Ta

pro naméiena data po standardizaci
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Obrazek 21: Krabicovy graf koncentraci prvka W, Re, Tl, Pb, Bi, Th, U, Mg, Na a Hg

pro namérena data po standardizaci
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Tabulka 47: Statistické charakteristiky stanoveni obsahu Mg a Na (mg kg'l), Li, Ti, V, Mn, Co, Cu, Ga, Ge, As, Se, Rb, Sr, Zr, Ru, Pd, Ag, Cd, Sn,
Sb, Cs, Hf, Ta, W, Re, Pt, T1, Pb, Bi, Th, U a Hg (ng kg'l) ve vzorcich vydrich jater (n = 149)

Analyt Priamér Spodni mez Horni mez Priamér® Spodni IS* Horni IS* Rozptyl Sm. Odch. Sikmeost Spitatost p° Median IS spodni IS horni OB
Li 0,0439 0,0364 0,0515 0,0306  0,0271 0,0345 0,0022  0,0465 3,47 19,2 4,94.10° 0,0316  0,0258 0,0375 5
Ti 15 1,45 1,56 1,43 1,39 1,47 0,119 0,345 2,53 13,9 1,26.10° 1,44 1,39 1,48 5
\/ 0,143 0,133 0,153 0,14 0,130 0,150 0,0037  0,0609 0,664 6,10 0,02061 0,144 0,135 0,153 2
Mn 9,3 8,7 10,0 8,76 8,17 9,38 18,2 4,3 1,60 8,40 7,59.10° 9,02 8,26 9,78 3
Co 0,155 0,145 0,165 0,148 0,139 0,157 0,0038 0,0617 1,20 7,40 6,64.10" 0,155 0,141 0,170 3
Cu 34,2 29,8 38,5 29,0 26,7 315 721 26,8 6,33 61 3,75.10*" 28,8 26,2 31,3 1
Ga 0,112 0,104 0,121 0,101 0,095 0,109 0,0029  0,0538 2,07 9,87 8,38.10° 0,107 0,0989 0,115 5
Ge 0,210 0,189 0,231 0,183 0,168 0,200 0,0169 0,130 2,09 10,2 7,61.10° 0,191 0,1798 0,203 4
As 0,103 0,0798 0,126 0,074 0,0682 0,0814 0,0207 0,144 8,45 88 7,50.10%* 0,0726  0,0632 0,0820 7
Se 3,11 2,8 3,41 2,62 2,4 2,86 3,63 191 1,46 5,63 1,57.10* 2,69 2,40 2,98 1
Rb 14,3 12,0 16,7 9,87 9,0 10,9 217 14,7 3,55 18,7 3,86.10° 9,8 8,18 11,4 7
Sr 0,602 0,386 0,819 0,383 0,357 0,411 1,79 1,34 10,7 124 2,48.10™ 0,387 0,359 0,414 7
Zr 0,202 0,181 0,223 0,170 0,155 0,186 0,0167 0,129 1,67 6,52 5,24.10° 0,176 0,153 0,200 5
Ru 0,0415 0,0328 0,0501 0,0314 0,0282 0,0349 0,0029  0,0535 8,85 97 3,97.10" 0,0360 0,0296 0,0424 2
Pd 0,0915 0,0842 0,0988 0,0854 0,0787 0,0924 0,0020 0,0451 0,578 3,05 0,0381 0,0918 0,0868 0,0968 1
Ag 1,67 1,27 2,08 1,09 0,96 1,23 6,15 2,48 6,37 54,4 3,5.10™" 1,15 0,919 1,38 9
Cd 0,216 0,175 0,256 0,142 0,127 0,160 0,0632 0,251 3,67 19,5 2,72.10°8 0,143 0,122 0,165 5
Sn 0,165 0,138 0,192 0,129 0,117 0,143 0,0280 0,168 5,32 38,7 3,46.10° 0,131 0,121 0,141 3
Sh 0,0591  0,0538 0,0645 0,056 0,0507 0,0609 0,0011  0,0330 0,866 5,81 0,00513 0,0529 0,0451 0,0607 1
Cs 0,378 0,1733 0,583 0,168 0,153 0,184 1,60 1,27 7,97 67,5 1,73.10% 0,172 0,151 0,193 11

% Odhad parametru ziskany po exponencialni transformaci dat.
b Kombinovany test normality: Jestlize je p vétsi nez 0,05; rozdé€leni 1ze povazovat za normalni, pokud je hodnota p nizsi nez 0,05, data nevykazuji normalni
rozloZeni. IS interval spolehlivosti; OB odlehly bod.
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Tabulka 47: Pokracovani

Analyt Primér Spodni mez Horni mez Primér® Spodni IS* Horni IS* Rozptyl Sm. Odch. Sikmeost Spitatost p° Median IS spodni IS horni OB
Hf 0,151 0,140 0,163 0,140 0,1295 0,151 0,0051 0,0717 0,793 3,61 0,00839 0,142 0,133 0,150 0
Ta 0,164 0,151 0,177 0,160 0,147 0,173 0,0066  0,0813 0,250 2,82 0,395 0,167 0,157 0,177 0
W 0,117 0,160 0,128 0,108 0,0976 0,118 0,0045 0,0669 0,439 2,34 0,105 0,112 0,0999 0,123 0
Re 0,130 0,121 0,140 0,122 0,114 0,131 0,0035 0,0591 1,82 11,5 2,63.10° 0,120 0,115 0,126 1
Pt 0,0925  0,0845 0,101 0,082 0,0756 0,0898 0,0025 0,0499 0,927 4,86 0,00345 0,0807 0,0651 0,0963 1
Tl 0,158 0,147 0,169 0,152 0,142 0,163 0,0046  0,0678 1,36 10,8 2,7.10"* 0,145 0,130 0,161 1
Pb 0,828 0,245 141 0,282 0,261 0,306 13,0 3,6 11,0 128 1,75.10% 0,271 0,243 0,299 20
Bi 0,189 0,172 0,206 0,168 0,153 0,183 0,0114 0,107 0,844 3,22 0,00593 0,150 0,115 0,185 1
Th 0,146 0,137 0,155 0,138 0,131 0,146 0,0031  0,0557 2,34 15,1 2,72.10° 0,131 0,121 0,140 3
U 0,0071  0,0048 0,0095 0,0036  0,0032 0,0042 0,00021 0,0145 5,30 31,3 3,62.10° 0,0048 0,0034 0,0062 4
Mg 0,709 0,688 0,73 0,712 0,692 0,733 0,0164 0,128 -0,434 6,93 0,112 0,710 0,693 0,727 5
Na 45 4,4 4,7 44 4,27 4,5 0,765 0,875 1,03 5,27 0,001856 4,35 4,17 4,535 2
Hg 4,1 3,6 4,7 3,13 2,76 3,55 12,5 3,53 1,72 6,52 4,09.10° 3,25 2,66 3,84 5

# Odhad parametru ziskany po exponencidlni transformaci dat.

b Kombinovany test normality: Jestlize je p vétsi nez 0,05; rozdéleni 1ze povazovat za normalni, pokud je hodnota p nizsi nez 0,05, data nevykazuji normalni

rozlozeni. IS interval spolehlivosti; OB odlehly bod.
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444.2. Faktorova analyza

K posouzeni vnitinich souvislosti a vztahii v datech byla pouzita faktorova analyza.
K tomuto ucelu jsou ve faktorové analyze vytvoreny nové (latentni) proménné, podminkou
pouziti této metody je stejné jako u analyzy hlavnich komponent korelace mezi jednotlivymi

proménnymi.

Vlastni &sla matice L L', ktera jsou uzivana jako rozliSovaci kritérium pii vybsru
poc¢tu faktorti, jsou shrnuta Vv tabulce 48. Numerické hodnoty byly urfeny programem
Statistica 12. Hodnoty uvedené v tabulce 48 byly dosazeny pro analyzu dat po standardizaci
asuzitim 10 proménnych, které byly na zaklad¢ predbéznych analyz faktorovou analyzou
ureny jako nejvyznamngj$i z hlediska objasnéni variability v datech. Prvni sloupec,
tzv. individuélni procento, pfinasi procento celkové promeénlivosti v proménnych vystizené
timto faktorem a druhy sloupec pak kumulativni procento. Z informaci uvedenych v tabulce

48 je ziejmé, ze dva faktory objasiiuji témét 80 % variability v datech.

Tabulka 48: Vlastni ¢isla matice a souvisejici statistiky po rotaci Varimax vypocétena
programem Statistica 12

Index Vlastni ¢islo Individualni % Kumulativni %
1 5,569855 55,69855 55,69855
2 2,421912 2421912 79,91767

Hodnoty faktorovych vah pro jednotlivé faktory vyjadiujici korelacni strukturu
jednotlivych ptvodnich proménnych s dotyénymi faktory jsou uvedeny v tabulce 49,
Z tabulky je ziejmé, ze Faktor 1 byl nejvice ovlivnén proménnymi Co, Sb, Re, Pt, Tl a Th.
Faktor 2 pak nejvice proménnymi Pd, Hf, Ta a W. Uvedené zavislosti rovnéz dokumentuje

graf faktorovych vah na obrazku 22.
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Tabulka 49: Faktorové vahy po rotaci Varimax

Proménni Faktor 1 Faktor 2
Co 0,779874 0,001731
Sb 0,803152 0,149128
Re 0,955222 0,107711
Pt 0,708268 0,517072
TI 0,846894 0,320689
Th 0,919555 0,128361
Pd 0,297954 0,878214
Hf 0,137042 0,876381
Ta 0,111099 0,878957
w 0,076753 0,950485
Vykl.roz 4,355950 3,635817
Prp. celk. 0,435595 0,363582
Tabulka 50: Prispévky daného faktoru do komunality po rotaci Varimax
Proménna Faktor 1 Faktor 2
Co 0,608203 0,608206
Sb 0,645054 0,667293
Re 0,912448 0,924050
Pt 0,501643 0,769006
TI 0,717229 0,820071
Th 0,845582 0,862058
Pd 0,088777 0,860037
Hf 0,018781 0,786824
Ta 0,012343 0,784908
W 0,005891 0,909313

V tabulce 50 jsou uvedeny hodnoty komunalit, které ukazuji, jak dobie je dana
proménnd predikovana vybranymi faktory. Faktorova skore jsou hodnoty faktort

pro jednotlivé fadky dat.

Hlavni strukturu nalezenou v datech znazoriiuje rozptylovy diagram faktorového skore
(obr. 23). Z obrazku je patrnych né€kolik shlukid. U kazdého kadaveru byly shromazdovany
provadéna pitva, rozbor zaludku, parazitologicka analyza atd. V dobé dokon¢ovani této prace
nebyly svyjimkou mista nalezu kadaveru prozatim tyto informace o vydfich jedincich
kompletni, nelze zatim v datech jednozna¢né identifikovat ¢i vyloucit souvislost mezi jedinci
Vv ramci jednoho shluku. Mezi mistem nalezu kadaveru a zobrazenymi shluky nebyla nalezena

souvislost.
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Obrazek: 22: Graf faktorovych vah 10 proménnych koncentrace Co, Sb, Re, Pt, T, Th,
Pd, Hf, Ta a W po standardizaci dat
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Obrazek: 23: 2D rozptylovy diagram faktorovych skore pro 149 objekti a 10
proménnych koncentrace Co, Sb, Re, Pt, Tl, Th, Pd, Hf, Ta a W po standardizaci dat
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4.4.5. Porovndni naméienych vysledki s dostupnou literaturou

Nameétend data byla porovndna s publikovanymi vysledky analyzy vydfich tkéni
v piedeslych letech v CR avdalich zemich. Ve vzorcich vydfich jater byla zjisténa
koncentrace Hg v rozmezi 0,095-18,9 mg kg™ (median skupiny 3,25 mg kg™), tyto vysledky
jsou porovnatelné s hodnotami ziskanymi v sousednim Polsku, kde byla métena koncentrace
Hg ve svalech savcii (vydra, norek a myval) 0,013-15,9 mg kg™ v susing vzorku [164].
Pro ostatni zemé jsou uvedeny piiklady v tabulce 51. Hodnoty Hg dfive publikované pro CR
[165] z obdobi 1989-1994 jsou uvedeny pouze orienta¢né, tyto koncentrace Hg byly
vyhodnoceny pro maly soubor vzorkl (n=5), pfiemz v jednom piipadé byla naméfena
koncentrace Hg v ptivodnim vzorku 55,6 mg kg™. Koncentrace Hg 30 mg kg™ je v literatuie
uvedena pro vydru jako kriticka [259], pfi vysSich hodnotach dochazi u vyder ke $patné
koordinaci pohybli az smrti. Nejvyssi koncentrace Hg byla nalezena ve vzorku vydry ¢. 366
(18,9 mg kg™t), dale pak ve vzorku & 478 (18 mgkg™), ani tyto koncentrace tedy
neprekracovaly kritickou hodnotu. Maximélni koncentrace pro Cd 1,8mgkg” a As
1,6 mg kg™t byla naméfena pro vzorek & 314, pro Cu 295 mgkg™ (vzorek & 377), Mn
30,9 mg kg™ (vzorek & 383) a Sr 16,2 mg kg™ (vzorek & 435). Oproti medianu skupiny byly
tyto hodnoty o fad vyssi, v piipadé As, Cu a Sr se jednalo 0 ojedinélé pripady a prozatim

nebyla nalezena souvislost s mistem nalezu kadaveru.

Ve tiech vzorcich vyder (C. 421, 419 a 431), kdy byla pii¢inou smrti kondice jedince,
byla zaroven zjisténa vyssi koncentrace Pb, to by naznacovalo, ze pfi¢inou smrti byla otrava
olovem (zahrnujici hladovéni, problémy s travenim, kolika stfev atd.) [226]. Nejvyssi
koncentrace 43 mg kg™ byla zjisténa pro vydru & 417, pfi¢emz pro savce je v zavislosti
na druhu, vné&jsich faktorech a dalsich, uvadéna jako kriticka hodnota 10 mg kg™. V tomto
piipadé€ se jednalo o mlad¢, které resorbuji olovo n€kolikanasobné vice neZ dospéli. MoZznymi

zdroji olova jsou olovéné broky pouzivané na vodni ptactvo ¢i olivka pouZzivana rybafi.
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Tabulka 51: Porovnani nami naméienych koncentraci prvka (druhy sloupec) s hodnotami publikovanymi v jednotlivych zemich
V jatrech vydry Fi¢ni v Evropé a v JiZni Koreji

Lokace CR Centralni Finsko JiZni Jizni Velka Irsko Némecko Mad’arsko FR Rakousko Mad’arsko CR
Francie tIJ:ifnsko Korea Britanie

Obdobi 2006— 2004- 1986- 1972- 2006— 2001 2001 2001 2009 1987—- 1989- 1989-1994 1989-

nalezu/ 2015 2008 2000 1995 2012 1995 1994 1994

Rok

publikace

Lit. ac [260]% ¢ £261] & 5262] & L1C58] [263] "¢ L2C63] [263]1 "¢ [259]*°¢ £2064] [165]%°¢ [165]% ¢ £1065]

Hg 412 2,1° 55 5,7 2,26 3,85 471  1,01° 0,65¢ 14,4 ¢

Pb 0,828 1,0 0,289 0,213 042 0,37 0,83 0,39

Cd 0,216 0,3 0,6 0,08 0,347 0,15 0,17 0,36 0,31 1,51

Cu 34 57,1 35,8 14 27,1 28,27 23,77 211 23,84 26 38,7 17,1 23,1

As 0,103 0,1 0,150 0,055

Mn 9,3 3,2 9,18 7,37 491 3,53

Co 0,154 0,031 0,015 0,018

#Stredni hodnota ” geometricky pramér, ° v susiné (m/m, %), ¢ v paivodnim vzorku, ® hodnoty uvedeny pro dospélé samce, ' koncentrace
naméfené pro ledviny.
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4.5. Analyza krmiv pro domaci zviiata

Sucha krmiva pro domaci zvifata zahrnuji jak granule, tak pochutiny. Granule piedstavuji
pro fadu domécich mazlicki majoritni zdroj veskerych zivin. Vysoky podil organické slozky
a minerall, které¢ jsou do granuli pfidavany, vytvaii komplexni matrici, kde 1ze ocekavat
pti analyze ICP-MS i ICP-OES tvorbu jak spektralnich, tak nespektralnich interferenci.
Mikrovinny rozklad je dulezitym aspektem pfieliminaci interferenci, diky nému dojde
ke zjednodusSeni matrice a mohou byt potlaéeny nékteré interference uhlikovych asociati nebo
chloridovych ionti. Chloridové ionty mohou byt ¢astecné pievedeny na HCI a organicka
matrice na CO,. Kyseliny chlorovodikova, jak je patrné z ptilohy 1 (str. 153), je oproti
ostatnim chloridim (CaCl, KCI, NaCl atd.) mnohem mén¢ interferujici. Netuplny rozklad tuka
a proteinli miize nastat diky relativn¢ malému oxidacnimu potencidlu HNOj pii teploté

200 °C [265], proto pro rozklady krmiv byla pouzita smés HNO3 a H,0,.

Mineralizace vzorku krmiv byla nejprve provadéna sjiz optimalizovanym postupem
pouzitym pro rozklady potravin [266], kde byla vyuzita smés 65% HNO3; a 30% H,0,.
Nasledné byly s ohledem na navazku vzorku (400 £ 10 mg) optimalizovany parametry, jako
je objem a koncentrace kyseliny dusi¢né a koncentrace peroxidu vodiku, pocet rozkladnych
krokii, doby nartistu a drzeni teploty ¢i vykon generatoru. Oproti diive aplikovanému
programu byl vytvofen jednokrokovy teplotni program (220 °C po dobu 25 minut),
koncentrace kyseliny dusi¢né 30 % a koncentrace peroxidu vodiku 5 % byla spolecné
s teplotou 220 °C dostateéna pro mineralizaci vzorkt. Doba rozkladu tak byla sniZena
piiblizné o polovinu a zaroven byla snizena acidita vysledného roztoku, coz je vhodné;si
pro instrumentaci s indukéné vazanou plazmou [140]. V kapitole 3.3.5. je shrnut vysledny
optimalizovany postup pfipravy vzorki. Ve vysledném ¢irém mineralizatu bylo analyzovéano
35 prvku. Prvky Mg, Na, K, P, Ca, Fe, Mn, Ba, Cu, Al a Zn byly stanoveny na ICP-OES
spektrometru (viz kapitola 3.4.5.), rtut’ termooxida¢ni metodou piimo ve vzorcich krmiv
bez ptedchozi upravy (viz kapitola 3.4.4) a zbylé prvky (Li, V, Cr, Ni, Co, Ga, As, Se, Rb, Sr,
Mo, Sh, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Dy, Ho, Er, Th a U) pomoci ICP-0a-TOF-MS.
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4.5.1. Optimalizace lyofilizace, parametrii ICP-OES a ICP-MS
45.1.1. Optimalizace lyofilizace

Odstranéni vody ze vzorku bylo provedeno pomoci lyofilizace (viz kapitola 3.3.5.).
Doba lyofilizace vzorku byla optimalizovana na zakladé rozdila v susin¢ vzorku (m/m, %).
Byly zvoleny tii doby lyofilizace 12, 24 a 48 hodin (vysledky stanoveni susiny zde nejsou
uvedeny). Porovnanim pomoci Studentova t-testu nebyly nalezeny na hladiné¢ vyznamnosti
0,05 vyznamné rozdily mezi dobou lyofilizace 12 a 48 hodin (p =0,067). Z dtivodu zajisténi
dostate¢né robustnosti pak byla zvolena doba lyofilizace 24 hodin. Podil vody v pivodnich

vzorcich nebyl vyssi nez 5 %.

451.2. Optimalizace parametrii |CP-OES

Prvky byly nejprve pro vzorky hovézich, dribezich, skopovych a rybich granuli
analyzovany vzdy na dvouvlnovych délkach za ucelem odhaleni moznych spektralnich
interferenci. Zvolené vinové délky byly uvedeny v kapitole 3.4.5. V pfipad¢ drasliku byla
vybrana pouze vlnova délka 769,896 nm, protoze ostatni vinové délky nedosahovaly
dostatecné citlivosti. Na zaklad¢ parového t-testu (hladina vyznamnosti 0,05) bylo zjisténo,
ze rozdily mezi koncentracemi daného prvku méfené na dvouvinovych délkach byly
nevyznamné (p =0,172), to spolecné s vysledky analyzy CRM doklad4d nepfitomnost
spektralnich interferenci. Celkova doba analyzy jednoho vzorku pomoci sekvenéniho ICP-
OES spektrometru trvala piiblizn¢ 30 minut pro dvé vinové délky a 11 stanovenych prvkda.
Proto byla pro dalsi analyzy volena vzdy jedna vinova délka, ktera byla vybrana s ohledem
najeji citlivost, tim byla doba analyzy zkracena na polovinu. Ke zjisténi mozného vlivu
nespektralnich interferenci byly na zvolenych vinovych délkach porovnany smérnice vodné
kalibrace se smérnicemi standardniho pfidavku a kalibrace s matrici (viz tabulka 52). Mezi
diferencemi nebyly nalezeny vyznamné rozdily a pro analyzu ICP-OES bylo pouZito vodné

kalibrace bez porovnavaciho prvku.
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Tabulka 52: Porovnani smérnic vodné Kkalibrace (VK) se smérnicemi ziskanymi
metodou piidavku standardu (SP) a kalibraci s matrici (KM) pro vybrané prvky
pri analyze ICP-OES

Analyt 2 (nm) Smérnice VK~ A KM/VK" A SP/VKP"
Al 308,215 10948 1,80 5,77
Zn 213,856 114762 5,55 0,96
Ba 455,403 1976790 5,93 -0,68
Mn 257,61 483190 3,74 -1,60
K 769,896 891 5,23 -3,90
Fe 259,94 389492 0,79 -2,00
Mg 279,553 121719 2,88 3,94
Cu 324,754 107275 1,80 -4,47
Na® 588,995 73800 3,33 -3,15
pe 213,618 5129 3,57 -4,17
Ca® 422,673 72585 -0,45 -2,82

Pro vzorky 100x nafedéné.
b Diference smérnic.

45.1.3. Optimalizace parametrii ICP-MS

Nastaveni  zakladnich parametrt  ICP-0a-TOF-MS  (kapitola 3.4.2.) bylo
optimalizovano diive [266]. Pozornost byla zaméfena nanastaveni brany ,,SmartGate®.
Nejprve bylo proméfeno hmotnostni spektrum nefedéného roztoku vzorku v rozsahu 6—
238 m/z. Signaly, kde byla odezva vétsi nez 107 counti (doba akvizice 1s), odpovidaly
prvkium Fe, Cu, Zn a Sr. Tyto analyty byly tedy z divodu ochrany detektoru odstranény (viz
tabulka 18A, kapitola 3.4.2) a s timto nastavenim byly méteny prvky Li, V, Cr, Ni, Co, Ga,
As, Se, Mo, Sh, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Dy, Ho, Er, Th a U v nefedéném mineralizovaném
roztoku vzorku. Stejnym postupem byla nastavena brana ,,SmartGate“ (viz tabulka 18B,
kapitola 3.4.2.) pro roztoky vzorki, které byly nafedény 10x. Zde byly ze spektra odstranény
Fe a Zn a byly opét méteny prvky Li, V, Cr, Ni, Co, Ga, As, Se, Mo, Sb, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu,
Gd, Dy, Ho, Er, Th a U a navic Rb a Sr.

4.5.2. Pi'esnost stanoveni

Referenéni material SRM® 3290 Dry Cat Food (National Institute of Standards
& Technology, USA), ktery je vsouCasné dobé jedinym komeréné¢ dostupnym, nebyl

vzhledem Kk vysoké cené pro potieby nasi laboratofe dostupny. Navic zde bylo certifikovano
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pouze 10 analyti znami analyzovanych 35. Zatucelem potvrzeni spravnosti navrzené¢ho

postupu byl analyzovan referenéni material SRM® 1577c Bovine Liver. Z tabulky 53 je

patrné, ze pro prvky certifikované v referencnim materialu byla nalezena dobra shoda mezi

deklarovanymi a naméfenymi hodnotami. Vzorky byly déale obohaceny multiprvkovym

standardem jak pro analyzu ICP-MS, tak ICP-OES. Spravnost byla uréena pro vSechny prvky

na zakladé vyhodnoceni analytickych navratnosti, kde se pohybovala v rozmezi 86-115 %

(data zde nejsou uvedena). Shodnost metody vyjadiena jako RSD tii nezavislych analyz

vzorkli béhem jednoho dne byla lepsi nez 10 %.

Tabulka 53: Vysledky stanoveni koncentraci vybranych prvkia v certifikovaném
referenénim materialu SRM® 1577¢ Bovine Liver

ICP-0a-TOF-MS  Koncentrace® (ug kg™) R°(%) RSD® (%)
Deklarovano Nalezeno

it 12¢ 12,8+0.,5 104 2,03

2Crt 53+ 14 55,4 +0,8 105 0,73

BN 445492 458 +10,2 103 11

*Co* 0,300 + 0,018° 0,296 + 0,006° 99 1

Ast 196+ 1,6 20,0 +2.4 102 6

8ge* 2,031 +0,045°¢ 1,994 + 0,068 98 2,76

®Rb* 353+1,1°¢ 33,8+£0,7° 96 1,1

gy 95,3+42 993+32 104 1,63

BMo* 3,3+0,13°¢ 3,3+0,16°¢ 100 2,45

L2lgp* 3,13+ 0,31 3,304 + 0,28 106 4,31

13t 217+14 20,4 + 0,88 94 2,15

Termooxidaéni  Koncentrace® (ug kg™) R°(%) RSD® (%)

metoda Deklarovano Nalezeno

Hg 536+0,17 4,9 + 0,42 92 7,06

ICP-OES Koncentrace? (g kg™) R" (%) RSD®(%)
Deklarovano Nalezeno

Na 0,2033 + 0,0064" 0,2024 + 0,0029 " 100 1,5

P 1,175 +0,027" 1,175 +0,0085 " 100 1

Ca 131+ 10 126 + 12 96 5,3

K 1,023 £ 0,064 " 1,026 0,076 " 100 3,7

Mg 620 + 42 626 + 12 101 1

Fe 198 + 0,65 198 + 1 100 0,3

Mn 10,46 + 0,47 10,9+ 0,13 104 1,3

Zn 181,1 =1 180 + 5.6 99 1,55

Cu 2752+ 4.6 276,6 + 4,43 101 1

Na 0,2033 + 0,0064' 0,2024 + 0,0029 " 100 1,5

P 1,175+ 0,027 1,175 +0,0085 " 100 1

4 Stredni hodnota + 2 SD (n = 3).
®Navratnost R (%) vyjadiena jako (pomér nam&fené hodnoty ku certifikované) x 100.

‘Relativni smérodatna odchylka (%) ze ti1 nezavislych stanoveni.

Indikovana hodnota, © mg kg, " %.
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4.5.3. Detekcni limity a mez stanovitelnosti

Detekéni limit (30) a mez stanovitelnosti (10c) jsou zobrazeny v tabulce 54. V piipadé
analyzy ICP-MS doba akvizice byla 5 vtefin a standardy a blanky byly analyzovany v deseti
replikach, na ICP-OES pak ve tech replikach. Bylo dosazeno dostate¢nych detek¢nich limita

ke stanoveni analytd Vv realnych vzorcich.

Tabulka 54: Detek¢ni limity a mez stanovitelnosti techniky a metody

ICP-0a-TOF-MS

Analyt LOD LOQ Analyt LOD LOQ
. (ng kg™ (ng kg™ — (ng kg™ (ng kg™
Li 1,3 4,2 Cs 0,025 0,0825
Shyt 2,5 8,3 140ce? 0,044 0,145
et 8,2 27 Wpp+ 0,0156 0,0515
BNt 1,7 5,61 1N 0,012 0,041
¥Co* 0,142 0,469 BlEy* 0,007 0,0231
PAs* 2,7 9,03 el 0,006 0,0198
85t 0,514 1,69 1elpy* 0,04 0,132
®Rb* 0,428 1,41 150" 0,023 0,0759
8Bgy 0,47 1,6 166 0,007 0,0232
®BMo* 0,142 0,469 282t 0,034 0,112
L2lgp* 0,421 1,39 238Yy* 0,029 0,0957
ICP-OES
Analyt LOD LOQ Analyt LOD LOQ
(mgkg")  (mgkg?) (mgkg")  (mgkg?)
K 5,6 18,5 Cu 0,175 0,578
Mg 0,156 0,516 Al 0,463 1,53
Fe 0,410 1,35 Na 1,5 4,95
Mn 0,173 0,571 P 1,05 3,47
Ba 0,0506 0,167 Ca 0,190 0,627
Zn 0,290 0,957

Pti vypoctu LOD, LOQ byla zohlednéna navazka (400 mg) a fedéni vzorku.

4.5.4. Aplikace pro analyzu redlnych vzorki

Metoda byla pouzita pro analyzu 48 vzorki granuli a 3 pochutin (,,snackti”) ur¢enych
pro kocky a psy, ve vSech pripadech se jednalo o sucha krmiva. Vysledky analyzy zde nejsou
uvedeny. Ziskana data byla zhodnocena exploratorni prizkumovou, diskriminaéni
a faktorovou analyzou. Pro potieby diskrimina¢ni analyzy byly vzorky roz¢lenény do dvou

skupin podle urceni (kocky/psi).
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454.1. Exploratorni analyza

Data byla nejprve podrobena exploratorni analyze pro seznameni se strukturou dat
a ovéfeni zakladnich pfedpokladii. Souhrnné statistické charakteristiky analyzovanych dat
jsou pro jednotlivé proménné uvedeny Vv tabulce 55. Ze skupiny metod klasifika¢ni analyzy
byla vybrana diskriminac¢ni analyza, zékladnim piedpokladem diskrimina¢ni analyzy je
platnost vicerozmérné normality. Popisné statistiky diskriminatorti v ramci jednotlivych tfid
dokumentuje tabulka 56. V tabulce jsou obsazeny rovnéz vysledky kombinovaného testu
normality. Pfedpoklad normality nebyl splnén v ptipadé vybéru koncentrace Hg, Na, Ca, Mg,
Fe, Ba, Al, Li, V, Cr, Ni, Co, Ga, As, Se, Rb, Sr, Mo, Sh, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Dy, Ho, Er, Th
a U v prvni skupiné analyzovanych vzorkd a v druhé skupiné pro Li, Sh, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu,
Gd, Dy, Ho a Er. V tabulce 56 jsou uvedeny dale i hodnoty smérodatnych odchylek, které
umoznuji posoudit podobnost kovarian¢nich matic jednotlivych tfid. Hodnoty celkovych
korelaci a kovarianci vytvotené z jednotlivych kategorii a korelace a kovariance uvnitt
jednotlivych tfid zde nejsou uvedeny. V datech vSak byla pozorovana celd fada statisticky
vyznamnych korelaci, naptiklad mezi koncentraci Al a Cs, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Ca-P, As-Hg
atd.
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Tabulka 55: Statistické charakteristiky stanoveni obsahu Hg, Na, P, Ca, K, Mg, Fe, Mn, Ba, Zn,Cu, Al, Li, V, Cr, Ni, Co, Ga, As,
Se, Rb, Sr, Mo, Sb, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Dy, Ho, Er, Th a U ve vzorcich (mg kg'l) suchych krmiv pro kocky a psy (n = 51)

Analyt Pramér Spodni Horni Primér® Spodni  Horni Rozptyl Sm.odch. Sikm. Spic. p° Median IS IS OB
mez mez IS? I1S? spodni  horni
Hg 0,006 0,0041 0,0086 0,0033 0,003 0,004 6,6.10°  0,0081 2,601 99 2,0.10* 0,0033 0,0026 0,004 5
Na 3621 3049 4194 3247 2856 3691 4,1.10° 2036 31 17 6,5.10° 3467 2931 4003 1
P 9783 9082 10484 9686 9003 10385 6,2.10° 2494 0,669 74 0,134 9655 8809 10500 2
Ca 13776 12400 15153 1330 12055 14624 2,410 4893 1,3 7,7 0,012 13686 11897 15475 1
K 6476 5890 7063 6056 5574 6602 43.10° 2084 0,803 3,0 0,077 6154 5485 6823 0
Mg 1151 1062 1242 1063 1002 1136 1,0.10° 321 1,2 3,7 0,015 1075 984 1166 0
Fe 258 224 292 230 205 259 14288 119 1,02 33 0,032 215 177 254 0
Mn 45 40 51 44 38 49 385 20 0,413 3,1 0,376 47 39,7 54 0
Ba 6,6 4,8 8,5 4,7 4 5,5 44 6,7 3,1 14 57.10° 48 3,7 6 4
Zn 159 141 177 153 136 172 4262 65 0,603 4 0,176 162 143 181 0
Cu 16 14,3 18,1 16 14 17 46 6,8 0,703 4 0,117 16 14 17 1
Al 138 94 183 93 79 110 25120 158 3,7 19 1,6.10° 86 66 107 3
Li 0,185 0,115 0,254 0,111 0,096 0,129 0,0614 0,247 3,6 17 1,7.10° 0,112 0,091 0132 5
\% 0,484 0,352 0,616 0,306 266 0,357 0,220 0,469 2,4 9 3,9.10* 0,305 0,239 0371 3
Cr 1,04 0,884 1,2 0,922 0,8 1,1 0,305 0,552 1,02 3,7 0,032 0,909 0,717 11 0
Ni 2,6 2,2 2,9 2,3 2,0 2,6 15 1,2 1,2 4,3 0,017 2,2 1,9 2,6 0
Co 0,238 0,199 0,276 0,199 0,175 0,228 0,0182 0,135 1,6 5,6 0,0042 0,191 0,156 0225 1
Ga 0,406 0,316 0,495 0,311 0,271 0,36 0,1 0,317 2,5 9,3 2,3.10" 0,331 0,28 0,381 4

# Odhad parametru ziskany po exponencidlni transformaci dat.
b Kombinovany test normality: Jestlize je p vétsi nez 0,05, rozdéleni 1ze povazovat za normalni, pokud je hodnota p nizsi nez 0,05, data
nevykazuji normalni rozlozeni. IS interval spolehlivosti; OB odlehly bod.
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Tabulka 55: Pokracéovani

a

b

Analyt Pramér Spodni Horni Primér® Spodni Horni  Rozptyl Sm.odch. Sikm. Spié. p Median IS IS OB
mez mez IS? I1S? spodni  horni
As 0,197 0,135 0,258 0,098 0,082 0,119 0,048 0,218 1,7 5 0,0026 0,107 0,075 0,14 2
Se 0,678 0,552 0,803 0,544 0,466 0,638 0,199 0,446 1,3 4 0,011 0,518 0,425 0611 1
Rb 4,6 4.1 53 4,2 3,8 4,7 4,6 2,1 2,0 9,1.10* 41 3,6 4,7 1
Sr 18,8 15,1 22,6 15 13 18 177 13,3 1,3 3,7 0,0121 13 10 15 0
Mo 0,573 0,455 0,691 0,47 0,412 0,54 0,176 0,419 3,6 20 1.8.10° 0,459 0,404 0513 1
Sb 0,0496  0,0339 0,0653 0,032 0,027 0,039 3,1.10% 0,056 2,8 11 1,2.10* 0,029 0,021 0,037 5
Cs 0,0395  0,0342 0,0447 0,036 0,032 0,041 35.10*  0,0186 2,4 13 3,5.10* 0,038 0,035 0,04 1
Ce 0,242 0,131 0,354 0,145 0,123 0,171 0,156 0,395 5,4 34 7,1.107 0,146 0,105 0,187 4
Pr 0,0248  0,0164 0,033 0,0165 0,141 0,0195 9.10* 0,03 4,5 26 3,1.10° 0,017 0,012 0,021 3
7
Nd 0,0604  0,0368 0,084 0,0165 0,0142 0,0195 0,007 0,084 5 31 1,3.10° 0,041 0,0308 0,052 3
Eu 0,0043  0,0029 0,0056 0,0028 0,0024 0,0033  2,3.10°  0,0048 3,8 20 1,2.10° 10,0028 00019 0,004 3
Gd 0,0105  0,0069 0,0141 0,0064 0,0054 0,0077 1,7.10* 0,013 3,5 18 2,2.10° 10,0067 00053 0,008 6
Dy 0,0137  0,0090 0,0184 0,0075 0,0063 0,009 2,8.10" 0,017 2,5 9 2,4.10" 10,0072 0,005 0,009 4
Ho 0,0027  0,0017 0,0038 0,0013 0,0011 0,0016  1,36.10° 0,0037 2,5 8,8 2,7.10* 0,0013  0,0009 0,002 4
Er 0,0087  0,0054 0,0121 0,0042 0,0036 0,0051 1,410* 0,012 2,5 8,5 2,6.10" 00039 00029 0,005 6
Th 0,0603  0,0468 0,0738 0,049 0,041 0,059 0,0023 0,048 2 6,9 0.0011 0,045 0,0418 0,049 6
U 0,164 0,0312 0,297 0,086 0 0,287 0,223 0,472 4 21 54.10° 0,022 0,018 0,027 8

# Odhad parametru ziskany po exponencidlni transformaci dat.
b Kombinovany test normality: Jestlize je p vétsi nez 0,05, rozdéleni 1ze povaZzovat za normalni, pokud je hodnota p niz$i nez 0,05, data
nevykazuji normdlni rozloZeni. IS interval spolehlivosti; OB odlehly bod.
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Tabulka 56: Statistické charakteristiky stanoveni obsahu Hg, Na, P, Ca, K, Mg, Fe, Mn, Ba, Zn, Cu, Al, Li, V, Cr, Ni, Co, Ga, As,
Se, Rb, Sr, Mo, Sb, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Dy, Ho, Er, Th a U ve vzorcich (mg kg'l) suchych krmiv pro ko¢ky a psy (n = 51)
V ramci jednotlivych trid

Primér Hg Na P Ca K Mg Fe Mn Ba Zn Cu Al

1 58.10° 3546 9713 14055 6154 1129 240 45 6 160 16,4 109
2 9,2.10° 4029 10161 12279 8208 1275 356 47 7,6 153 15,1 299
Sm. odchylka Hg Na P Ca K Mg Fe Mn Ba Zn Cu Al

1 6,8.10° 2157 2652 5139 1803 299 106 19,7 6,9 67 7,0 74

2 0,014 1205 1416 3087 2731 424 148 20 49 60 5,4 333
Sikmost Hg Na P Ca K Mg Fe Mn Ba Zn Cu Al

1 2,2 3,2 0,712 1,2 0,664 1,157 1,1 0638 33 0,714 0,743 23
2 2,0 -0,66 0,451 0,383 0,142 0,979 0392 -0,896 0,777 -0553 -0,458 1,3
Spicatost Hg Na P Ca K Mg Fe Mn Ba Zn Cu Al

1 7,2 16,7 6,9 7,2 2,8 3,8 3,6 3,3 13,9 4,0 3,9 9,5
2 5,3 3,1 2,3 1,4 1,5 2,2 1,5 2,7 2,4 2,6 2,5 3,2
p? Hg Na P Ca K Mg Fe Mn Ba Zn Cu Al

1 1,0.10° 1,02.10* 0,138 0,023 0,166 0,027 0,039 01184  841.10° 0,138 0,123  85.10"
2 0,023 0,49 0,697 0,766 0,952 0,251 0,758 0,301 0,389 0594 0,69 0,132

# Kombinovany test normality: Jestlize je p vétsi nez 0,05, rozdéleni lze povazovat za normalni, pokud je hodnota p nizsi nez 0,05, data

nevykazuji normalni rozloZeni.
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Tabulka 56: Pokracéovani

Pramér Li Vv Cr Ni Co Ga As Se RDb Sr Mo Sb

1 0,175 0,441 1,04 2,5 0,236 0,389 0,19 0,657 48 20 0,598 0,053

2 0,241 0,716 1,04 2,7 0,246 0,494 0,233 0,791 4,2 17,9 0,443 0,031

Sm. odchylka Li \ Cr Ni Co Ga As Se Rb Sr Mo Sb

1 0,242 0,421 0,534 1,2 0,141 0,282 0,211 0,439 2,3 13,1 0,445  0,0598

2 0,286 0,659 0,684 1,6 0,103 0,480 0,269 0,499 1,5 15,1 0,220 0,021

Sikmost Li Vv Cr Ni Co Ga As Se Rb Sr Mo Sh

1 4,2 2,7 1,06 1,1 1,7 3,1 1,9 1,3 2,0 1,3 3,489 26

2 1,8 1,3 0,882 1,1 0,244 1,1 1,1 1,4 0,265 1,04 0,943 1,99

Spicatost Li Vv Cr Ni Co Ga As Se Rb Sr Mo Sb

1 21 11 3,8 4,3 5,6 14 5,9 4,0 8,6 3,9 18,2 9,3

2 4.8 34 3,01 3,5 1,7 2,3 2,4 3,7 2,1 2,8 2,5 5,6

p? Li \Y, Cr Ni Co Ga As Se Rb Sr Mo Sb

1 1,3.10° 2,8.10* 0,038 0,0299 4,8.10° 1,2.10* 2,6.10° 0,018 1,6.10° 0,014 5,0.10° 4,1.10"
0,037 0,120 0,311 0,174 0,888 0,195 0,174 0,097 0,871 0,218 0272 0,021

# Kombinovany test normality: Jestlize je p vétsi nez 0,05, rozdéleni lze povazovat za normdlni, pokud je hodnota p niz$i nez 0,05, data

nevykazuji normalni rozloZeni.
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Tabulka 56: Pokracéovani

Primér Cs Ce Pr Nd Eu Gd Dy Ho Er Th U

1 0,037 0,189 0,021 0,050 3,8.10° 9,2.10° 0,013 2,6.10° 8,6.10° 0,055 0,189

2 0,055 0,533 0,046 0,118  6,7.10° 0,017 0,019 3,3.10° 9,5.10° 0,088 0,030

Sm. odchylka Cs Ce Pr Nd Eu Gd Dy Ho Er Th U

1 0,014 0,153 0,015 0,036 3,1.10° 8,4.10° 0,015 3,6.10° 0,012 0,042 0511

2 0,032 0,929 0,068 0,194 9,8.10° 0,026 0,026  4,5.10° 0,013 0,071 0,019

Sikmost Cs Ce Pr Nd Eu Gd Dy Ho Er Th U

1 0,411 2,9 2,4 2,2 2,6 2,2 2,6 2,7 2,7 2,01 3,8

2 1,9 2,03 1,9 2,0 2,1 1,9 1,7 1,9 1,7 1,3 1,2

Spicatost Cs Ce Pr Nd Eu Gd Dy Ho Er Th U

1 31 13,5 11,0 9,8 11,1 8,0 10,3 10,2 9,3 7,4 17,6

2 5,1 5,5 5,0 5,4 5,6 5,02 4,5 4.4 4,3 3,3 3,9

p? Cs Ce Pr Nd Eu Gd Dy Ho Er Th U

1 0,421 1,9.10* 6,8.10™ 1,1.10° 3,4.10* 1,1.10° 3,4.10* 2,8.10" 3,2.10™* 1,8.10° 2,54.107
0,029 0,019 0,029 0,021 0,018 0,027 0,040 0,045 0,047 0,115 0,159

# Kombinovany test normality: Jestlize je p vétsi nez 0,05, rozdéleni lze povazovat za normdlni, pokud je hodnota p niz$i nez 0,05, data

nevykazuji normalni rozloZeni.
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Robustni odhady polohy, minima a maxima prvniho a tfetiho kvartilu, odlehlych
hodnot a extrémi pro jednotlivé prvky jsou zndzornény V krabicovych grafech (obr. 24A, 25A
a 26A) a po rozd¢leni do jednotlivych tfid na zakladé diskrimina¢ni analyzy, jak bude
diskutovano dale (obr. 24B, 25B a 26B). Jak je patrné z obrazkl, extrémni hodnoty
koncentraci byly naméfeny pro analyty Al, Li, V, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Ho, Er, Dy, Tha U
ve vzorku ¢. 57, obdobné tomu bylo i pro koncentrace Li, Al, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Ho, Er, Dy,
Th a U vzorku ¢. 11. Vysoké hodnoty koncentrace Sb byly nalezeny u 4 vzorkti granuli
s kufecim masem a zeleninou ¢i s brambory (€. 4, 5, 22 a 32), pro Hg pak u vzorkt ¢. 27 a 34,
kde se v obou ptipadech jednalo o rybi granule. Z hodnot koncentraci matri¢nich prvka
nejvice vybocoval vzorek ¢. 8 (Na), 31 (Ca a P) 35 a 26 (Ba). Porovnani naméfenych
koncentraci s limity danymi legislativou a doporu€enymi maximalnimi nutricnimi

koncentracemi bude diskutovano v kapitole 4.5.7.

122



3 R
%*
4l 3
27
3 39 o 4
g p§ 1 ¥ ° % ¢
[¢]
2| 3 3 1,;51

2
¥

OB

Ho F—— ool
o

2 W 251 1 o Median

[125%-75%

T Rozsah neodleh.
: : : : : : : : : : : : : o Odlehlé

Hg Na P Ca K Mg Fe Mn Ba Zn Cu Al # Extrémy

§ g(gi hié
o Odiehlé

5t 3*5 71 % Extrémy

34 E Na

* o Odiehlé

1 % Extrémy

P

o Odiehlé

| % Extrémy

Oca

x5
o
o o]

© Odlehlé
‘ * Extrémy

w

]
oZ
o

*

18K
o Odiehlé
% Extrémy
1@ Mg ’
o Odlehle
# Extrémy
|EFe
J o Odiehlé
* Extrémy
[d Mn
1 o Odiehlé
* Extrémy
Ba
o I { o Odiehié
* Extrémy

e
.}

)

—
o o R
—a—

e °i

S oo

—=
[y = C—
——o__}
Al e
i u}

[@Zn
3l 24 | o Odienté
#* Extrémy

Cu
o Odiehlé
-4 . : # Extrémy
1 2 gal ¢
i o Odiehle
Trida # Extrémy
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Obrazek 26: Krabicovy graf koncentraci prvki Cs, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Dy, Ho, Er, Th
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454.2. Diskriminacni analyza

V ramci diskrimina¢ni analyzy byla uzita krokova analyza dopfedna. Jelikoz nebyla
pro pivodni zdrojova data splnéna podminka vicerozmérné normality, byla analyza
provedena pro transformovand data po Box-Coxové transformaci. Nasledné byly nalezeny
znaky s dostate¢nou diskriminaéni silou. Vyfazeni znakl, které nebyly pro klasifika¢ni
analyzu vyznamné, bylo provedeno s vyuzitim n¢kolika kritérii: Wilkova kritéria A; kritéria F
a tolerance 1-R% kterd je mirou redundance, tj. nadbytetnosti znaku. Nejlepsi znaky
diskrimina¢ni funk¢éni analyzy s postupnym vypousténim znaku jsou uvedeny v tabulce 57.
Jako nejlepsi znaky pro klasifikaci byly urceny: Fe, Cr, Cs, Cu, Hg, Ba, Ca a P,

pro kanonickou korela¢ni analyzu pak byla vyuzita pouze tato podmnozina dat.

Tabulka 57: Vysledky diskrimina¢ni funkéni analyzy po druhém opakovani
dokumentujici diskriminatory zvolené pro tvorbu modelu

Wilk. Parc. F na vyj p-hodn. Toler. 1-toler. (R?)
(Lambda) (Lambda) ((3,11))
Fe 0,462612 0,829133 8,65531 0,005288 0,489334 0,510666

Cr 0,480283 0,798627 10,59025 0,002249 0,449240 0,550760
Cs 0,527587 0,727021 15,77000 0,000275 0,429725 0,570275
Cu 0,585463 0,655151 22,10732 0,000028 0,392372 0,607628
Hg 0,427365 0,897515 4,79589 0,034133 0,691051 0,308949
Ca 0,564823 0,679092 19,84734 0,000061 0,105124 0,894876
P 0510939 0,750709 13,94713 0,000560 0,111607 0,888393
Ba 0,445659 0,860673 6,79900 0,012574 0,617621 0,382379

Odhady parametrii klasifikaéni funkce pro zatazovani objekti do obou tifid jsou
uvedeny v tabulce 58. Byly vycisleny dvé diskrimina¢ni funkce — pro kazdou tfidu jedna.
V tabulce 59 Kklasifika¢ni matice byly jednotlivé vzorky rozdéleny do jednotlivych tfid,

klasifikace probé&hla na 100 %, Zadny vzorek nebyl chybné zatrazen.
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Tabulka 58: Odhady parametri klasifika¢ni funkce pro jednotlivé tFidy

TFida 1 T¥ida 2
(p =0,84314) (p = 0,15686)

Fe 126,985 138,345
Cr -1,979 -7,439
Cs -88,455 -76,788
Cu 2,764 0,493
Hg -0,067 0,207
Ca 0,447 0,287

P -0,047 -0,035
Ba -10,735 -5,642
Abs. &len -386,325 -382,437

Tabulka 59: Klasifika¢éni matice: Fadky piedstavuji pozorované klasifikace a sloupce
predpovézené klasifikace

% Trida 1 Trida 2
(spravnych) (p =0,84314) (p =0,15686)
Trida 1 100 43 0
Trida 2 100 0 8
Celkem 100 43 8

Vycislena byla diskriminaéni funkce (pocet je v daném piipadé o jednotku mensi nez
pocet tfid). Vysledek testu chi-kvadrat, ktery testuje statistickou vyznamnost koteni pfi jejich
postupném odstranovani, je uveden v tabulce 60. Z hodnot uvedenych v tabulce 60 je ziejmé,
Ze statisticky vyznamny je pouze prvni kofen. V tabulce 61 jsou shrnuty standardizované
koeficienty pro kanonické proménné. Hodnoty uvedené v tabulce 62 ptedstavuji korelace
mezi znaky a diskrimina¢ni funkci. V tabulce 63 jsou uvedeny priméry kanonickych

proménnych pro jednotlivé tridy.

Tabulka 60: Test chi-kvadrat po odstranéni postupnych koieni

Koreny Vlastni Kan.(R)  Wilk. Chi-kv. SV p-hodn.
odstranény (islo (Lambda)
0 1,607109  0,785133  0,383567  43,12089 8 0,000001*

* Parametr statisticky vyznamny.
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Tabulka 61: Standardizované koeficienty pro kanonické proménné

Fe Cr Cs Cu Hg Ca P Ba Vlastni Kum.
podil

Korenl 0,7526 -0,8527 1,0154 -1,1941 0,4905 -2,2253 1,9036 0,6049 1,6071 1,0

Tabulka 62: Faktorova strukturni matice

Fe Cr Cs Cu Hg Ca P Ba

Kofenl 0,27961 -0,03818 0,27706 -0,04615 0,07684 -0,09323 0,05747 0,10924

Tabulka 63: Priuméry kanonickych proménnych

Trida 1 Trida 2

Korenl -0,535977 2,880878

V tabulce 64 jsou uvedeny hodnoty vypoctenych aposteriornich pravdépodobnosti
zafazeni objektd do kazdé ztfid. Nejvyssi hodnota pravdépodobnosti znaci ptislusnost
objektu do dané tfidy. Z hodnot uvedenych v tabulce je ziejmé, ze vSechny objekty

testovaciho souboru byly zarazeny spravné do ptislusné tridy.

Tabulka 64: Aposteriorni pravdépodobnosti

Pozorovana klasifikace Trida 1 (p = 0,84314) Trida 2 (p = 0,15686)
Ttida 1 0,999976 0,000024
Ttida 1 0,994286 0,005714
Ttida 1 0,999813 0,000187
Ttida 1 0,998603 0,001397
Ttida 1 0,999998 0,000002
Ttida 1 0,982544 0,017456
Ttida 1 0,999768 0,000232
Ttida 1 0,999957 0,000043
Ttida 1 0,998041 0,001959
Ttida 1 0,976777 0,023223
Ttida 1 0,996415 0,003585
Ttida 1 0,999764 0,000236
Ttida 1 0,999963 0,000037
Ttida 2 0,002156 0,997844
Ttida 2 0,058317 0,941683

Nespravna klasifikace je oznacena *.
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Tabulka 64:Pokracovani

Pozorovana klasifikace Trida 1 (p =0,84314) Trida 2 (p = 0,15686)
Ttida 2 0,007012 0,992988
Ttida 1 0,590328 0,409672
Ttida 1 0,999913 0,000087
Ttida 1 0,999587 0,000413
Ttida 1 0,999973 0,000027
Ttida 1 0,999615 0,000385
Ttida 1 0,999980 0,000020
Ttida 1 0,999712 0,000288
Ttida 1 0,999960 0,000040
Ttida 1 0,999996 0,000004
Ttida 1 0,996962 0,003038
Ttida 1 0,999861 0,000139
Ttida 1 0,996219 0,003781
Tiida 1 0,983566 0,016434
Ttida 1 0,988335 0,011665
Tiida 1 0,999998 0,000002
Ttida 1 0,664764 0,335236
Ttida 2 0,000491 0,999509
Ttida 1 0,723240 0,276760
Tiida 1 0,996810 0,003190
Ttida 1 0,972051 0,027949
Tiida 1 0,999978 0,000022
Ttida 1 0,999435 0,000565
Tiida 1 0,999968 0,000032
Ttida 2 0,036913 0,963087
Ttida 1 0,965255 0,034745
Ttida 1 0,999653 0,000347
Ttida 1 0,999990 0,000010
Ttida 1 0,999991 0,000009
Ttida 1 0,999993 0,000007
Ttida 1 0,999985 0,000015
Ttida 2 0,001835 0,998165
Ttida 1 0,540119 0,459881
Ttida 2 0,336337 0,663663
Ttida 2 0,180353 0,819647
Ttida 1 0,997841 0,002159

Nespravna klasifikace je oznacena *.

45.4.3. Faktorova analyza

K odhaleni vnitinich souvislosti byla data podrobena faktorové analyze. Z informaci

uvedenych v tabulce 65 (data po standardizaci a s uzitim 16 proménnych) je zfejmé, ze dva
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faktory objasnuji témet 80 % variability v datech, pro tfi faktory se pak jedna téméi o 90%.
Z tabulky 66 je ziejmé, ze Faktor 1 je nejvice ovlivnén proménnymi Al, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu
a Gd, Faktor 2 pak nejvice proménnymi Hg, As, Se a Sr a Faktor 3 V, Dy, Ho a Er. Uvedené

zavislosti rovnéz dokumentuje graf faktorovych vah na obrazku 27.

Tabulka 65: Vlastni ¢isla matice a souvisejici statistiky po rotaci Varimax vypoc¢tena
programem Statistica 12

Index Vlastni cislo Individualni % Kumulativni %
1 9,510083 59,43802 59,43802
2 3,021990 18,88744 78,32545
3 1,552608 9,70380 88,02926

Tabulka 66: Faktorové vahy po rotaci Varimax

Proménna Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3
Hg 0,024443 0,932638 -0,079572
As 0,182527 0,914631 0,060864
Se 0,051811 0,720220 0,091508
Sr 0,032650 0,847493 0,060765
Al 0,911116 0,070993 0,255046
V 0,352531 0,262174 0,760777
Cs 0,829504 0,324166 0,207532
Ce 0,942748 0,059481 0,280941
Pr 0,938114 0,037017 0,302961
Nd 0,924243 0,052483 0,333038
Eu 0,763512 0,016075 0,592170
Gd 0,733218 0,042967 0,652730
Dy 0,469505 0,000397 0,866349
Ho 0,325856 -0,019726 0,934930
Er 0,231049 -0,004613 0,966425
Th 0,655235 -0,006874 0,627046
Vykl.roz 6,233102 3,132409 4,719170
Prp.celk 0,389569 0,195776 0,294948
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po standardizaci dat
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Tabulka 67: Prispévky daného faktoru do komunality po rotaci Varimax

Proménna Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3
Hg 0,000597 0,870412 0,876744
As 0,033316 0,869865 0,873570
Se 0,002684 0,521401 0,529774
Sr 0,001066 0,719311 0,723004
Al 0,830132 0,835172 0,900220
V 0,124278 0,193013 0,771795
Cs 0,688078 0,793161 0,836231
Ce 0,888774 0,892312 0,971240
Pr 0,880058 0,881428 0,973214
Nd 0,854225 0,856980 0,967894
Eu 0,582951 0,583209 0,933875
Gd 0,537609 0,539456 0,965512
Dy 0,220435 0,220435 0,970995
Ho 0,106182 0,106571 0,980666
Er 0,053383 0,053405 0,987381
Th 0,429332 0,429380 0,822566

Na zakladé hodnot komunalit uvedenych v tabulce 67 lze usuzovat na spravnost
zatazeni dané proménné vytvorenym modelem. Rozptylovy diagram faktorového skore, ktery
je uveden na obrazku 28, ukazuje na hlavni strukturu, ktera byla nalezena v datech. Z obrazku
je patrny shluk sedmi vzorkl rybich granuli (€. 26, 27, 34, 36, 41, 58 a 63), Z naméfenych
hodnot Ize v téchto vzorcich nalézt maximalni ¢i vyss§i koncentrace Hg, As, Se a Sr oproti
medianu. Kromé vzorku ¢. 57 se pak dale vy¢lenuji vzorky €. 11 a 42 (obr. 27A). Na obrazku
27B je viditelny shluk vzorki ¢. 58, 57, 48 a 19, které maji vyssi koncentrace V, Dy, Ho a Er

oproti medianu. Na zadklad¢ faktorové analyzy nebyla nalezena jednoznacna souvislost mezi

riznymi druhy krmiv, sloZzenim, znackami ¢i kvalitou.
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Obrazek: 28: 2D (A) a 3D (B) rozptylovy diagram faktorovych skére pro 51 objekti a 16
proménnych koncentrace Al, V, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Dy, Ho, Er, Th, Hg, As, Se, Sr
po standardizaci dat
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4.5.5. Porovndni naméienych vysledkii s limity danymi legislativou

Ziskané vysledky byly porovnany s limity danymi legislativou (smérnice Evropského
parlamentu a Rady o doplikovych latkach pouzivanych ve vyzivé zvifat 181/2003/EC [267]
a o nezadoucich latkach v krmivech 2002/32/ES [268]) nebo s hodnotami doporucenymi
organizaci FEDIAF (Féderation Européenne de 1'Industrie des Aliments pour Animaux

Familiers) spolupracujici s tfady a odborniky v oblasti vyzivy domacich mazlic¢ki [269].

Prvky uran a thorium, jejichz vyskyt byl pii analyze kocCi¢ich a psich granuli
pozorovan [206], byly nalezeny v koncentracich nad 0,1 mg kg™ ve vzorcich &. 10, 11, 19, 24,
28, 31, 38 a 58 pro uran a 10, 11, 42, 48, 57 a 58 pro thorium. Nejvyssi koncentrace uranu
2,72mg kg™ byla nalezena pro vzorek ¢. 58 a 1,8 mg kg™ pro vzorek &. 19, coZ je oproti
medianu souboru vzorkd 0,022 mgkg® vice jak o dva fady. Ve vzorku & 57 a 11 byla
nalezena nejvyssi koncentrace Th, konkrétng 0,235 a 0,215 mg kg™ (median souboru
0,045 mg kg™). Vysoka koncentrace oproti medianu skupiny Al, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Th,
Hg, V, Cr a Ni byla naméfena ve vzorku ¢.57. Jednalo se o vzorek kocic¢ich granuli
se pstruhem a uzenym lososem americké znacky Taste of the Wild®. V priméru 10x vyssi
koncentrace Hg oproti medianu (0,003 mg kg™) byly zjidtény u vzorki &. 26, 27, 36, 41 a 34,

ve vsech pripadech se jednalo o granule s rybim masem.

Porovnani nameétfenych hodnost s legislativou danymi limity ¢i maximalnimi
nutricnimi hodnotami, coZ je koncentrace, jejiz iroven by neméla mit Zadny Skodlivy ucinek,
je uvedeno v tabulce 68. Koncentrace Cu, Fe, Mn, Se a Zn dané smérnici Evropského
parlamentu a Rady o dopliikovych latkach pouzivanych ve vyzivé zvirat 1831/2003/EC je zde
uvedena pouze orientacné, tyto hodnoty jsou platné pouze v pfipadé, Ze je dany prvek
pfidavan jako aditivum a nevztahuji se na koncentrace vychazejici z ingredienci pouZitych
pro vyrobu. Jak je ztabulky patrné, ve vSech piipadech je median souboru vzorki
pod hodnotami stanovenymi legislativou. Tyto hodnoty nejsou piekroéeny pro prvky As a Hg
ani pfi maximalnich zjisténych koncentraci. Doporucend koncentrace Ca dle FEDIAF byla

prekrocena pouze V jednom ptipadé€, kdy se jednalo o vzorek ¢. 31 (viz tabulka 68).
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Tabulka 68: Porovnani naméfrenych koncentraci pro vybrané prvky s limity danymi
legislativou ¢i koncentracemi doporucenymi FEDIAF

Prvek Limity/doporuceni dané legislativou/  Median Maximalni
FEDIAF souboru dat namériena

koncentrace
(€. vzorku)

Ca (g kg™ FEDIAF [269] 25° 13,7 34,4 (31)

P (g kg™) 162 9,7 19,7 (31)

Cu(mgkg?)  1831/2003/EC 28 15,6 37,1 (25)

Fe (mg kg™) [267] 1420 215,1 570,6 (59)

Mn (mg kg™ 170 46,9 99,3 (8)

Se (mg kg™) 0,568 0,518 2 (22)

Zn (mg kg™) 284 162,2 354,2 (33)

As (mg kg™ 2002/32/ES [268] 2° 0,107 0,876 (36)

Hg (mg kg™) 04° 0,003 0,042 (34)

# Maximalni doporu¢ena nutri¢ni hodnota.
® Maximalni obsah v mg kg™ v krmivu s 12 % obsahem vihkosti.
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5. Zavér

Disertacni prace byla zaméfena na vyvoj a optimalizaci novych metod pro analyzu
uhelnych popilkt, vydfich tkani a suchych krmiv pro kocky a psy pomoci ICP-0a-TOF-MS,
které nebyly v literatufe dosud publikovany. Pozornost byla rovnéz vénovana analyze
suseného mléka. Ackoliv byla pro tuto matrici v minulosti na nasem pracovisti vypracovana
metoda [142], tento postup byl zaméfen zejména na eliminaci vlivu polyatomickych iontt Ca
pro stanoveni vybranych prvkll anebyl univerzalni. Ztohoto divodu byly v této praci
zkoumany dal$i moznosti pfipravy téchto vzorkl. Rozliseni spektrometri (GBC OptiMass
8000) s pruletovym analyzatorem neni dostate¢né pro odliSeni vétSiny interferujicich iontd
od analytu. Z dostupnych feSeni pouzivanych k odstranéni spektralnich interferenci lIze
pfi analyze vzorkt pro tuto instrumentaci uplatnit matematické korekce, ty vSak nejsou
pro stanoveni nizké koncentrace prvku v komplexni matrici dostatecné ucinné [11, 142].
Novy piistup pochazejici z naseho pracovisté nabizi modifikaci matrice. Tento piistup byl
vV minulosti pouzit pro analyzy mléka [142] ¢i kyseliny sirové [232]. V daném piipadé byly
polyatomické interference Ca odstranény diky vysraZeni Ca®" s kyselinou §tavelovou, vliv
matri¢niho prvku S byl eliminovan vysraZzenim siranové matrice barnatymi ionty pfidavanymi
ve form¢ BaBry. V této praci byla mimo jiné pozornost vénovana moznosti vyuziti NH4F,
HNO;3; a H,0, jako modifikatorti matrice. Cilem bylo vytvofit metody pouzitelné pro rutinni
analytickou praxi, které by korespondovaly se soucasnymi trendy a pozadavky zelené chemie.
Z tohoto duvodu byla pozornost zamétfena na optimalizaci piipravy vzorkd S ohledem
na moznosti Uspory energii a reagencii ¢i pouziti méné toxickych ¢inidel. MozZné interference
pfi analyze metodou ICP-0a-TOF-MS byly vytipovany na zakladé interferen¢nich ktivek, ty
vSak neodhalovaly vliv celé matrice realnych vzorkd a pro kazdy typ vzorku byly feSeny
individudlné. Krom¢ analyzy stopovych prvki v roztocich vzorkd pomoci ICP-0a-TOF-MS
byly sledovany i koncentrace matri¢nich prvki méfené prostiednictvim AAS/AES ¢i ICP-
OES. Pro vsechny vypracované postupy byly urCeny analytické charakteristiky metody
analyzy realnych vzorkd (LOD, citlivost, pfesnost atd.). Navrzené postupy byly validovany
pomoci certifikovanych referen¢nich materidlti a analytickych navratnosti. Vysledky analyz
redlnych vzorka byly zpracovany za vyuziti nastroji jednorozmérné a vicerozmérné analyzy

dat.

V prvni ¢asti prace byla popsana jednoducha a rychld metoda mikrovinné extrakce
uhelnych popilkd s fluoridem amonnym. Po filtraci extraktu byla provedena multiprvkova

analyza pomoci [CP-0a-TOF-MS. Fluorid amonny nahrazuje pouziti korozivnich
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a/nebo toxickych kyselin, jako je HF, HCIO,4, HCI, které byly dfive [270, 271] doporucené
pro rozklady uhelnych popilki. Oproti pfiprave vzorkl s kyselinou fluorovodikovou nebyla
pozorovana tvorba tékavych fluoridii nékterych analytli, pro néz je tento problém popisovan
Vv literatui'e (napt.: As, B, Se, Sb, Hg a Cr) [235]. Vysledné roztoky nevyzadovaly odstranéni
F pomoci H3BOs, nebo pouziti HF rezistentnich komponent ICP-MS spektrometru (Pt
kénusy, teflonovy zmlzovac ¢i mlznd komora atd.). Diky nekompletni extrakci matri¢nich
prvki (K, Ca, Mg a Fe) byla jejich koncentrace v analyzovaném roztoku <25 mg L™, tato
hodnota neovliviiovala stanoveni problematickych prvki tvorbou polyatomickych ionti.
Utinnost fluoridu amonného pro extrakci kiemiditanové matrice byla potvrzena analyzou
certifikovanych referen¢nich materialti kalt,, hnojiv a environmentalnich vzorkt s obsahem
kfemiku 10-230 mg kg™. Postup mikrovinné extrakce s NH,4F byl rovnéz pouzit pro validaci
nové metody stanoveni beryllia v pudach a sedimentech pomoci HR-CS-AAS [272]. Postup
ptipravy vzorku k analyze byl optimalizovan za vyuziti frakcionalniho faktorového planovani.
Mikrovinna extrakce 10 mg uhelného popilku byla provedena za teploty 200 °C po dobu
10 minut s 5mL NH,F o koncentraci 140 g L™. Vypracovana metoda MAE byla oproti
konvenéni mikrovinné mineralizaci ¢asové uspornéjsi (10 minut vs. 50 minut), jednodussi
a diky pouziti systému Multi Tube umoznila zpracovat vice vzorkli. Rozdily smérnic vodné
kalibrace a kalibrace s NH4F nebyly projednotlivé analyty statisticky vyznamné
a pro kvantifikaci bylo pouzito vodné kalibrace s Rh jako porovnavacim prvkem. Dobra
shoda byla nalezena mezi certifikovanymi a naméfenymi hodnotami pro 11 prvku (Li, Be, Ni,
As, Se, Rb, Sb, Cs, W, Tl a U) pro oba referen¢ni materialy CTA-FFA-1 a NIST SRM 1633b.
Relativni smérodatnd odchylka byla ve vSech ptipadech nizsi nez 10 %, tim bylo potvrzeno,

ze analyza neni pro navazku 10 mg mletych vzorkii ovlivnéna nehomogenitou.

Jak jiz bylo uvedeno, byl v minulosti na nasem pracovisti validovan rychly a levny postup
pro pfimou analyzu mléka, nékteré toxikologicky vyznamné prvky (Cu, Cd, Bi, Pb, Cd, Hg
atd.) nemohly byt touto metodou stanoveny vlivem jejich koprecipitace a/nebo inkluze
ve vznikajici srazeniné¢ [142] ¢&i tvorbou nerozpustnych $tavelant [241]. U vzorku
kojeneckého suseného mléka byl proveden totalni rozklad pomoci optimalizovaného postupu
mikrovinné mineralizace s kyselinou dusi¢nou a peroxidem vodiku. V takto pfipravenych
vzorcich bylo analyzovano 22 prvki (Hg, Mg, Fe, Na, Ca, K, Zn, Mo, Co, Cu, Cs, Sr, Rb, U,
As, Se, Pb, Sbh, La, Ba, Cd a Li). Zhlediska optimalizace parametrii nastaveni ICP-MS
spektrometru byla pozornost vénovana nastaveni brany ,,SmartGate®. Z divodu ochrany

detektoru byly z hmotnostniho spektra vyfezany ionty matri¢nich prvkii Zn a Fe. Presnost
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metody byla ovéfena na zéklad¢ analyzy dvou certifikovanych referencnich materialt
suseného mléka NCS ZC73015 a BCR™ 150. Spravnost vyjadiena na zakladé vyhodnoceni
analytickych névratnosti stanoveni se pohybovala v rozmezi 72-116 %. Spravnych vysledkt
bylo dosazeno i pro prvky Ni, Co, As a Se, které jsou podle literatury [47, 142, 234] nejcastéji
zatizeny interferencemi polyatomickych ionti Ca. Shodnost stanoveni byla vyhodnocena
na zéklad¢ analyzy obou referenc¢nich materidlt tiikrat béhem jednoho dne a byla lepsi
nez 12 %. Detekéni limity zohlediujici piipravu vzorku byly dostateéné pro stanoveni prvki
Vv referen¢nich materialech iV realnych vzorcich. Rhodium bylo vybrano jako porovnavaci
prvek Keliminaci nespektralnich interferenci. Metoda byla pouzita pro analyzu
21 kojeneckych susenych mlék. Ziskané vysledky byly zpracovany za vyuziti exploratorni
a diskrimina¢ni analyzy dat. Exploratorni analyza umoznila podrobné seznameni se strukturou
dat, posouzeni symetrie a SpiCatosti rozdéleni, identifikaci odlehlych bodl, piipadnych
hrubych chyb, lokalni koncentraci dat a ovéfeni zakladnich piedpokladi, jako je normalita,
nezavislost a homogenita. V ramci diskrimina¢ni analyzy byly sledovany moznosti klasifikace
kojeneckych mlék podle zemé ptivodu, vyrobce ¢i kategorie, v nichz jsou rozdéleny i v realné
praxi (0-mlé¢nd vyziva pro nedonoSené déti, 1-pocatecni mlécnd vyziva, 2-pokracovaci
mlécnd vyziva, 3-mléénd vyziva batolat). Jelikoz zpracovatelé mléka potizuji v rdmci EU
syrové mléko zvice zdroji, nebylo mozné usuzovat na souvislost mezi obsahem
analyzovanych prvkl a zemi plivodu. Navic sloZeni kojeneckych mlék je vyrobci upravovano,
aby vyrobky splnily nutriéni pozadavky kojence. Vzorky se podatilo uspésné klasifikovat
podle kategorie, pficemz zatazeni objekti do tfid bylo 100 %. Namétené koncentrace (Cd, Hg
a Pb) nebyly v porovnani s limity danymi legislativou v Zadném vzorku piekroceny. V dobré
shod€ s hodnotami deklarovanymi vyrobci byly koncentrace prvkid Ca, Zn, Mg a K, vétsi
rozdily zptisobené nejspiSe vlivem variability vstupnich surovin pouzivanych pii vyrobé byly
nalezeny pro prvky Na, Cu a Se. Vypracovana metoda umoziuje sledovat nejen toxikologicky
vyznamné ¢i nutricni prvky, ale ianalyty, které nejsou bézné analyzovany, rovnéz muze

slouzit jako nastroj kontroly kvality vstupnich surovin a celého procesu vyroby.

Optimalizace piipravy vzorku biologického materialu vydfich tkani probihala s ohledem
na unikatnost vzorku, pozadavku archivace, konzervace a ziskani suSiny vzorku, k tomuto
ucelu byla zvolena lyofilizace. Nasledné byla provedena mikrovinna mineralizace, kde byla
snaha docilit pouziti minimalniho mnozstvi ¢inidel nutnych pro rozklad vzorku. Tim bylo
snizeno riziko kontaminace a doglo ke zlepseni LOD. Uginnost mikrovinné mineralizace byla

hodnocena na zakladé stanoveni zbytkového uhliku pomoci ICP-OES. Pruchodnost vzorkt
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pro nddoby DAC-100S byla zvySena vyuzitim syst¢ému Multi Tube. Optimalni podminky
lyofilizace a mikrovinné mineralizace byly voleny na zakladé¢ wvysledki vyplyvajici
z frakcionalniho faktorového planu. Lyofilizace byla provedena pro navazku 500 mg po dobu
24 hodin piitlaku 0,1 kPa. Jako optimalni pro mikrovinny rozklad 50 mg lyofilizovanych
vydfich tkani byla urcena teplota 200 °C po dobu 15 minut spole¢n¢ s 1 mL 65% HNO;
almL30% H0,. Vliv zpisobu piipravy vzorku a velikosti navdzky byl sledovan
prostiednictvim vysledki stanoveni Hg, kde analyza Hg byla vybrana pro svoji jednoduchost
a rychlost. Rozdil mezi homogenizovanymi nebo nehomogenizovanymi vzorky byl shledan
dvoufaktorovou analyzou rozptylu ANOVA na hladiné vyznamnosti 0,05 jako nevyznamny
(p = 0,26). Vyznamny vliv na vysledky mé¢la navazka vzorku, pfi¢emz byl nalezen rozdil
mezi prvni (5 mg) a druhou navazkou (10 mg). Mezi druhou a tieti (15 mg) navazkou jiz
vyznamny rozdil nebyl pozorovan. Pro analyzu byla zvolena vzdy navazka vétsi nez 10 mg.
S ohledem na c¢asovou naro¢nost byly kompletni analyzy provadény pouze pro vzorky
vydrich jater. Pfesnost stanoveni vybranych prvka (Li, Ti, V, Mn, Ni, Co, Cu, Ga, Ge, As, Se,
Rb, Sr, Zr, Ru, Pd, Ag, Cd, Sn, Sh, Cs, Hf, Ta, W, Pt, Tl, Pb, Bi, Th, U, Mg, Na a HQ)
ve vzorcich vydfich jater byly ovéfeny na zéklad€é analyzy certifikovaného referencniho
materialu NIST 1577c Bovine Liver a vyhodnoceni analytickych nédvratnosti obohacenych
vzorkid. Byla nalezena dobra shoda mezi deklarovanymi a naméfenymi koncentracemi prvka
certifikovanych v referenénim materialu. Analytické navratnosti se pohybovaly v rozmezi
od 85-107 %. Spravné vysledky byly ziskany rovnéz pro prvky, jako je Mn, Cu, As a Se,
jejichz stanoveni je pomoci kvadrupdlového spektrometru problematické. Preciznost
stanoveni byla vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka a pro jednotlivé prvky byla niZsi
nez 8 %. Data ziskand analyzou 149 vzorkidl vydfich tkani byla zpracovana exploratorni
a faktorovou analyzou, kterd umoZznila ziskdni pfesnych odhadi miry polohy, stabilizaci
rozptylu a zesymetricténi rozdéleni. Na zakladé¢ informaci z prizkumové analyzy bylo
pfistoupeno k matematické transformaci dat. Pouziti dvou faktorG bylo dostacujici
pro vysvétleni vice nez 80 % variability v datech, nejvétsi vliv na tvorbu faktorti mély analyty
Co, Sb, Re, Pt, Tl, Th a Pd, Hf, Ta, W. Kompletni informace o jednotlivych vydrach, jejichz
tkan¢ byly analyzovany, neni prozatim dostupna, v datech tedy nelze jednoznaéné
identifikovat ¢i vyloucit souvislost mezi jedinci. Ze souboru vzorkil vybocoval nejvice vzorek
¢. 25 vysokou koncentraci V, Co, Ga, Cs, Pb, Th, Bi, Tl, Re, Ru, Ta, Pd, Hf a Pt. Nejvyssi
koncentrace Hg byla nalezena ve vzorku vydry &. 366 (18,9 mg kg™), dale pak v jedinci &. 478
(18 mg kg™), tyto koncentrace nepiekracovaly pro vydry kritickou hodnotu Hg (30 mg kg™)

139



[259]. Vysoka koncentrace olova spole¢né s nalezenou pfi¢inou smrti poukazovala ve tfech

ptipadech vyder (€. 421, 419 a 431) na otravu olovem [226].

V posledni ¢asti prace byly analyzovany vzorky suchych krmiv uréenych pro kocky a psy,
kter¢ byly pfed analyzou podrobeny lyofilizaci a mikrovinné mineralizaci. Cilem
mikrovinného rozkladu bylo vytvofit G¢inny a Casové usporny postup rozkladu vzorku
S pouzitim zfedénych kyselin a mikrovinné mineralizace. Ptiprava vzorkli byl jeden
z moznych krokd eliminace interferenci, kdy dojde ke zjednoduseni a pfevedeni nékterych
slozek matrice na mén¢ interferujici. Optimalizovany byly jednotlivé kroky ptipravy vzorka
a parametry analyzy ICP-OES a ICP-MS. Doba lyofilizace 24 hodin byla dostate¢na
pro ziskani susiny vzorku. Zjisténo bylo, ze obsah vody v pivodnich vzorcich nepfesahoval
5%. Byl vytvofen jednokrokovy teplotni mikrovinny program (220 °C, 25 min.), ktery
spole¢né s 30% (m/v) kyselinou dusi¢nou a 5% (m/v) peroxidem vodiku byl dostate¢né
ucinny pro rozklady vzorkd. Ve vzorcich bylo analyzovano 35 prvka (Mg, Na, K, P, Ca, Fe,
Mn, Ba, Cu, Al a Zn, Hg, Li, V, Cr, Ni, Co, Ga, As, Se, Rb, Sr, Mo, Sb, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu,
Gd, Dy, Ho, Er, Th a U). Pfesnost stanoveni byla vyhodnocena na zaklad¢ analyzy
referencniho materialu NIST 1577c Bovine Liver a analytickych navratnosti obohacenych
vzorkll. Mezi certifikovanymi a naméfenymi hodnotami koncentraci byla nalezena dobra
shoda. Analytické navratnosti méfenych prvki se pohybovaly v rozmezi od 86-115 %. Data
ziskand analyzou 51 vzorki byla podrobena exploratorni, diskriminaéni a faktorové analyze.
Za vyuziti diskriminacni analyzy se podafilo vzorky klasifikovat do 2 kategorii na koc€i¢i a psi
granule, jako znaky s dostate¢nou diskriminujici silou byly vybrany prvky Fe, Cr, Cs, Cu, Hg,
Ba, Ca a P. Nalezeny byly funkce zafazeni jednotlivych vzorkl do dané kategorie, ispéSnost
zatazeni objekti do tfid byla 100 %. Z faktorové analyzy vyplynulo, Ze analyty dilezité
pro tvorbu faktoru 1 a 2 byly Al, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd a Hg, As, Se, Sr, u faktoru 3 pak V,
Dy, Ho a Er, pticemz prvni dva faktory popisuji vice nez 80 % variability v datech.
Na zaklad¢é faktorové analyzy nebyla nalezena jednoznacné souvislost mezi rtiznymi druhy
krmiv, slozenim, znac¢kami ¢i kvalitou. Vzorek ¢. 57 vybocoval ze souboru vzorkd nejvice
vysokou koncentraci Al, Cs, Ce, Pr, Nd, Eu, Gd, Th, Hg, V, Cr a Ni. Jednalo se o vzorek
koc¢i¢ich granuli se pstruhem a uzenym lososem americké znacky. V souladu s dfive
publikovanymi daty [206] byla v fadé vzorkt naméfena vyssi koncentrace U a Th, v naSem
piipadé vétsi nez 0,1 mg kg™. Diky plng simultannimu z4znamu spektra spektrometri ICP-0a-
TOF-MS byly zjistény vyssi koncentrace neékterych prvki (lanthanoidt, aktinoidd, Th a U),

které nejsou na rozdil od As a Hg bézn¢ analyzovany.
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P¥ilohy
Piiloha 1: Spektralni interference pozorované pri analyze roztoki hlavnich matri¢nich
prvki pomoci ICP-0a-TOF-MS

Matri¢ni Interferovany Polyatomicky Koncentrace matri¢niho prvku (mg L™)

prvek izotop iont 25 50 100 200 400 600 800 1000
Fale$né pozitivni signal (ng L)
Na N “Na®Na®0* 22 24 33 47 74 136 392 305
8cu* OArENat 06 07 09 16 31 56 114 114
K *Mn* ¥K®0* o6 06 06 08 10 13 16 17
"“Get B>l 07 07 12 14 20 26 35 37
8ge* A3l 08 11 22 31 42 54 65 75
®Mo* OArPK0* 07 08 15 19 58 12,9 181 189
Ca BN “cal®o” 00 00 02 15 63 106 147 194
*Co* 8cal®o, 05 06 08 12 20 29 40 50
42Ca1601H+
SONj* “ca®o, 18 36 72 148 30,0 442 616 771
43Ca1601H+
SINj* “Cal®0'H* 19,2 423 885 184 379 565 802 1
015
2N “ca'®o” 00 00 00 00 13 26 42 59
®Ast Bcal®o," 03 04 06 09 13 16 24 27
6ge* ®arca’, 03 04 10 16 26 30 39 38
44Ca1602+
Bge* BArfca* 00 00 00 00 07 13 19 25
g OAr*ca’ 04 11 27 55 145 226 305 41,3
g OAr*Ca’ 08 18 34 59 152 236 328 418
8gr OArtca’ 1,1 18 33 56 146 229 320 41,2
Mg OING* ®Ar*Mg* 405 428 91,8 156 339 579 861 1224
S2Nj* ®Ar*Mg* 03 16 49 11,1 245 383 532 688
Cl VAl ®cio* 15 16 18 25 43 64 89 111
scrt ci*o* 50 51 63 87 149 216 298 36,7
pe* Sclfo, 11,0 11,3 13,1 17,3 237 32,6 402 466
37C|1601H+
BAgH “ca®cl* 32 49 132 262 988 169 195 271
gt “ca¥el* 90 147 385 77,9 303 521 604 840
C 3¢ 2c%o0*, 01 03 05 11 25 43 63 86
12C16021H+,
13C1602+
2crt Vartect 19 20 21 22 35 47 64 80

#Koncentrace Cl” ve formé& NaCl byla 39, 78, 156, 312, 624, 936, 1 248 a 1 560 mg L™
"Koncentrace CI” ve from& CaCl, byla 45, 90, 180, 360, 720, 1 080, 1 140 a 1 800 mg L™.
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Priloha 1: Pokracovani

Matri¢ni Interferovany Polyatomicky Koncentrace matri¢niho prvku (mg L™)
prvek izotop iont 25 50 100 200 400 600 800 1000
Fale$né pozitivni signal (ng L)
S BTi* gleg* 6,4 12,1 26,0 557 121 193 264 324
OTi Bgl0*, 6,2 11,7 238 482 101 160 218 268
3281601H+
SO #gleor, 30 50 98 192 388 59,3 80,1 974
3381601H+
SN g,* %5¥%¥0,* 00 00 00 00 04 22 39 55
847Zn* gl%0," %s,* 74 81 108 184 320 496 66,4 831
cu* 32g33g* 04 05 10 22 44 72 101 12,7
3316 +
ST0,,
32¢c16 1 g+
S%0,'H
%zZn* #gleo," 46 47 49 66 69 87 100 114
3201618~ +
S*00,
32817o+
338160§7b+
2g3g 338’+
77n* Bg¥g 14 15 17 37 43 68 86 109
34816017O+
3351618 +
32817018o+
B3170,* ’
82gg* 32g170,1%0, 09 09 16 33 72 115 159 188
3316 17+
S%0,Y0
P AT s1plég* 170 378 776 1660 3255 4785 6165 7488
8BCa* $1plig*, 572 690 102 168 303 429 560 674
31P1601H+
BTi* $1plig*, 25 38 74 146 294 432 576 702
31P1601H+
OTi $1pl8g* 09 10 20 40 81 119 158 198
31P1701H+
Scu* 31plep,* 12 15 19 29 52 78 108 138
%4Zn* $pleplio* 60 62 65 70 92 124 141 173
cut 31pléglép* 0,09 0,06 009 02 04 08 12 18
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P¥iloha 2: Navrh frakcionalniho faktorového planu (3*%) pro optimalizaci MAE vzorkii
s kifemititanovou matrici pomoci NH4F a vysledky stanoveni kiemiku v CRM BCR®-

032

Navazka vzorku (mg) Objem NH4F (mL)?® Teplota (°C)

Cas (min) Si (g kg™h)°

150
100
50
100
50
150
100
50
50
50
50
150
100
50
150
150
150
100
150
50
100
100
100
150
50
100
150

2

N OT N NN O DD 01T O o N O OT NN N NDNDDNDND NN OO o

140
140
140
180
160
180
140
160
160
180
140
140
180
180
160
180
160
160
140
180
160
180
160
160
140
140
180

10
15
15
10
10
5
5
15
5
10
10
15
5
15
15
10
10
5
5
5
10
15
15
5
5
10
15

6,12 + 0,60
7,89 +0,58
8,90 + 0,62
9,03+0,38
10,13+ 0,24
5,93+0,44
5,36 + 0,36
10,48 £ 0,36
7,79 +0,51
9,58 + 0,18
8,62 + 0,24
4,94 + 0,60
8,79+ 0,44
9,50 + 0,22
9,48 + 0,34
9,33 +0,48
7,06 + 0,66
8,93+0,32
9,21 +0,30
9,78 £ 0,54
8,51 +0,74
10,53 £ 0,53
7,22 + 0,60
6,57 £ 0,54
8,54 +0,18
8,47 + 0,68
6,52 + 0,23

® NH,4F o koncentraci 100 g L™.
® Stiedni hodnota + 2 SD (n = 3).
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Priloha 3: Finalni frakcionalni faktorovy plan (3*h pro optimalizaci MAE uhelnych
popilkii (CTA-FFA-1 Fine Fly Ash) pomoci NH;F avysledky vybranych prvki
stanovenych na ICP-oa-TOF-MS

Proménna Navratnost (%)%
Exp. Replika NH,F Teplota Cas Li Ni As Rb Sb Cs W U
(mg) (°C) (min)

11 2 300 180 15 88,4 824 741 725 56,1 77,2852 19
18 2 700 200 15 108,8 82,4 84,5 98,7 103,3 79,5 103,0 87,7
24 3 500 200 5 103,1 85,1 69,2 91,3 853 853 78,7 73,7
8 1 700 180 5 108,0 75,1 77,1 98,6 106,1 80,2 89,4 85,8
16 2 700 160 10 103,6 75,1 69,5 100,9 77,8 756 853 78,3
13 2 500 160 15 107,0 77,0 75,6 87,8 751 79,1 83,7 77,0
1 1 300 160 5 995 715 73,4 799 57,6 690 77,4 58,2
26 3 700 180 5 936 699 78,1 102,6 110,4 83,7 91,7 89,8
23 3 500 180 10 104,5 83,5 785 92,4 954 81,0 96,0 83,5
3 1 300 200 10 101,9 80,0 91,0 82,0 56,3 77,8 87,7 60,8
17 2 700 180 5 96,1 80,0 65,1 100,7 93,6 816 749 76,4
15 2 500 200 5 105,7 83,0 76,3 95,9 94,4 819 814 843
10 2 300 160 5 956 76,3 71,4 77,0 585 694 742 614
19 3 300 160 5 92,8 793 72,2 752 54,8 58,7 73,7 62,3
9 1 700 200 15 109,5 78,1 76,4 100,0 108,2 82,7 88,7 88,0
27 3 700 200 15 107,0 77,2 78,1 103,6 119,1 83,0 91,8 90,0
2 1 300 180 15 64,0 80,7 52,3 52,8 27,4 736 830 14
12 2 300 200 10 101,7 94,3 945 84,7 685 78,8 829 751
20 3 300 180 15 74,7 80,3 58,4 62,0 232 72,0 83,8 19,7
4 1 500 160 15 99,4 815 70,0 954 756 798 825 73,6
5 1 500 180 10 98,9 86,5 74,8 91,9 106,7 80,1 88,6 79,3
25 3 700 160 10 106,4 80,0 70,7 97,3 109,2 75,9 84,7 814
14 2 500 180 10 96,2 99,4 915 97,9 935 98,6 108,2 98,2
7 1 700 160 10 109,4 84,5 54,9 98,8 84,8 74,6 66,0 82,0
21 3 300 200 10 98,9 839 944 81,0 550 76,3 854 42,7
6 1 500 200 5 92,1 76,1 73,3 980 989 76,2 785 76,3

22 3 500 160 15 107,5 76,8 81,0 976 101,8 82,1 87,4 1022

 Navratnost R (%) vyjadfena jako (pomér hodnoty ziskané vyse popsanou metodou ku
certifikované) x 100.
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Piiloha 4: Tabulka vyslednych koncentraci jednotlivych prvki pro 21 vzorki suSeného

mléka
Vzorek Hg Mg Fe Na Ca K Zn
(ngkg?)  (mgkg’) (mgkg’) (mgkg’) (mgkg’)  (mgkg’) (mgkg?)
1 2,27+0,81 522+12 84+5 3435+53 5375+338 4160+109 51=+0,8
2 0,46+0,06 349+69 30+4 1268 £331 3626 £819 4445+ 779 31+7
3 325+0,75 409+45 31+2 1398 £ 171 3689 + 195 5096 £593 355
4 2,81+0,33 452+41 536 1573 £184 5755+1061 5163+652 36+13
5 1,94+0,17 435+31 40+3 1281 +£50 5489+980  4640+236 43+3
6 1,78+ 0,45 341+5 45+0.,8 1353 £ 11 4787 +£577 4287 +140 31=x2
7 1,77+0,14 436+17 34+4 1154 +72 3992 + 128 4405+ 125 51=+6
8 3,57+0,34 607 +5 36 +1 2498 + 130 5884 +427 4342+115 53+0,3
9 1,41 +£0,36 419+23 41+2 1546 £85 3763+501 4379+600 38+2
10 1,28+0,36 529+11 48+3 1414 +55 4784+758 4408+83 34+3
11 1,02+0,07 524+10 606 1766 + 79 6021+ 174 4652 +305 51+2,6
12 1,00£0,14 463+9,7 46+2 1398 £305 8641 + 654 5977 + 93 49+ 2
13 0,4+0,02 362+47 315 1646 + 60 3385+ 142 4632 +104 35+2
14 0,35+£0,01 398+3,6 32+2 999 + 50 4968 + 464 4127 £223 395
15 0,56+0,03 5117 53+£3 1117 £ 15 4709 £ 111 4321+ 71 301
16 0,36 £0,05 482+8 59+4 1595 + 74 6655 + 159 5344 + 77 54 +1
17 0,42+0,05 498+15 35+0.2 1441 +£3 5374 + 853 4577 + 28 50+ 2
18 0,53+0,06 533+9 50+5 2370 + 66 4985 +214 5375+240 40+2
19 227+0,11 451+5 71+13 1188 +£31 4946 +£367 4930+ 675 35+4
20 3,06 £0,06 383+3 55+3 1173+ 17 3273 +463 4267 £162 26+1
21 0,35+0,05 458+18 38+2 1631 £117 3832 +302 4853+ 554 42+4

2 Sttfedni hodnota +2 SD.
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Priloha 4: Pokracovani

Vzorek Mo Co Cu Cs Sr Rb U
(ngkg’) (ngkg?) (mgkg")  (mgkg!) (ngkg?)  (ugkg)  (mgkgh)
1 313+5 248=1,6 4148501 47+03 2432+22 4365+55 3.7+04
2 218+48 234145 2417755 13,7+22 2279+489 1593+341 59=1.0
3 145415 251+4,6 3142+278 176408 1743+152 3565+342 27404
4 281+38 27.9+2.6 3782+£255 22319 2052+228 6237+631 4.6=0,1
5 99+4 287427 54224228 144405 3233+190 982453  7.9+05
6 196+4 283+23 2950+312 169+0,7 1429+24 3379+59 3,9+02
7 59+5  18,0+1,1 3839+£200 8240, 1350+36 1987+73 2.8+02
8 219+14 28315 3680£201 53+0,1 3297+220 572+21 123408
9 119+£20 187+43 2858+240 74+03 1563+287 1879=111 2,0+04
10 130£10 187+1,6 2385+71 84+02 1816+45 249028 0,80,
11 91+4  239+009 3385105 8,640, 2435+33 2377+49 34+02
12 196+£33 33,0+4,6 2212+27 105+0,1 4095+292 3843189 13,1+14
13 76+16 189+1,0 3116+£266 50+04 1697+127 760+ 1 49+ 0.4
14 143+9  19,0+2,1 3643+369 58+03 1054+23 197624 27+05
15 119+4  191+21 2200+309 84+04 1641+55 2536+45 1,1+02
16 197£20 28,1+0,6 3188124 131+0,6 2867+79 3166105 9.1+0.7
17 92+11 204+20 2525+53 68402 1655+33 1869+9  61+07
18 125£27 19,0+12 3228+284 100+04 3383+131 4043152 1,603
19 97+9  28.8+83 3068776 69+03 2844+83 425+16  132+1,0
20 208+2  16,6+13 2275+283 100+04 1504+38 512+£10  7.0+0.8
21 13142 149+0,9 34004121 45+0,1 2097+29  460+8 10,6 + 0,8

2 Stfedni hodnota +2 SD.
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Priloha 4: Pokracdovani

Vzorek As Se Pb Sb La Ba Cd Li
(mgkg!) (ngkg’) (ugkg") (ugkg") (ugkd") (mgka") (ugkg’) (ngkg?)
1 164+2,6 158+44 10+1,1 11,3+09 62+04 355+26 9,0£0,7 9,5+0,8
2 14,5+2,0 69+6 40+5,5 164+2,1 2,6+0,1 264+23 96+13 11,8+2,3
3 149+19 82+9 27+3,0 16,6+1,0 3,3+0,2 334+23 8,9+1,0 219+0,7
4 15,7+44 76+2 46+21,7 150+£1,5 72+1,0 554+92 9,7+£0,3 264=+1,7
5 16,3+1,7 1301 24+33 156+03 25+0,2 262=+18 83+04 39,0£23
6 18,3+23 76+5 44+£6,0 219+55 40+04 383+53 9,503 6,0+04
7 69+12 122+21 25+2,1 112+1,6 59+03 175+16 3004 0,9+0,04
8 13,7+24 15111 42+1,2 143+1,1 22,7+1,2 520+83 8,7£1,1 15,1£5,0
9 7,7+1,1 119+£20 49+£82 12,6+13 68+0,5 510+40 39+£04 7,5+0,01
10 6,704 1196 35+93 11,2+1,5 7,012 542+61 43+09 10,8+1,0
11 25+02 66+16 36+78 125+15 10,0+£0,2 366+ 63 92+0,3 19,0+0,3
12 11,0£1,9 145+13 49+13,5 11,6+04 54+0,5 681160 5,1+0,8 28,2+7,0
13 52+08 1262 27+6,1 9,6£03 25+03 16627 8,103 9,5+0,7
14 566+1,1 167+£50 22+49 93+03 30+04 245+24 5105 08%0,5
15 9,2+03 149+31 23+£5,1 94+03 3,7+0,01 210=+31 3,6£0,1 6,7£0,7
16 6,614 17631 25+£5,6 94+09 3,006 1029+531 85+0,7 14,6+0,9
17 11,4+0,6 14017 20+1,6 10,0+0,2 64+0,2 164=+18 5,66£0,5 63+1,0
18 53+0,7 124+32 26+6,8 92+04 2,5+0,7 535+62 4,1+0,7 300=£1,6
19 6,7t1,1 91+4 40+82 103+02 69+09 187=+11 10,4+0,8 24,5+1,9
20 12,1+0,5 10522 14+9,0 82«+1,1 10,2+0,1 856=+24 10,0£04 59+03
21 2,1+£05 1048 41+1,1 10,1+£0,3 154+0,9 282+61 8§,1+1,9 6,6+0,5

2 St¥edni hodnota +2 SD.
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Piiloha 5: Statistické charakteristiky stanoveni obsahu Mg, Fe, Na, Ca, K, Zn (mg kg'l), Hg, Mo, Co, Cu, Cs, Sr, Rb, U, As, Se, Pb,
Sh, La, Ba, Cd, Li (ng kg) ve vzorcich nahradni mlé¢né kojenecké stravy (n = 21) v ramci jednotlivych t¥id

Primér Hg Mg Fe Na Ca K Zn Mo Co Cu Cs
1 2,92 565,1 59,9 2967 5630 4251 52,3 266,1 26,6 3914 50
2 1,34 4153 36,6 1354 4140 4543 39,0 128,9 20,2 3264 93
3 1,33 468,3 54,9 1402 5167 4627 36,1 152,0 245 2962 11,9
4 0,66 4933 51,3 1788 6761 5566 47,6 172,8 26,7 2876 11,2
Sm. odchylka Hg Mg Fe Na Ca K Zn Mo Co Cu Cs

1 0,92 59,7 34,1 662,8 360,0 129,1 1,4 66,8 2,5 3313 04
2 1,14 449 75 215,8 821,6 284,1 8,1 52,4 43 9186 4,5
3 0,86 714 92 2416 570,0 357,0 7,5 73,3 4,6 596,0 6,2
4 0,30 36,1 6,7 514,1 1829,9 356,6 6,9 41,3 71 5757 1,7
Sikmost Hg Mg Fe Na Ca K Zn Mo Co Cu Cs
1 1,12.10" 0 9,10.10™ 2,90.10" 531.10" -1,49.10™ -1,09.10™ 9,66.10™ 6,06.10° 0 4,31.10™
2 0,637 0,271 1,433 -0,063 0,744 0,520 0,057 0,529 0,775 1,247 0,667
3 0,796 0,955 0,751 0,314 0,719 0,498 1,370 0,978 -0,355 -0,005 0,904
4 0,545 0,490 0,442 0,592 0,105 0,701 -0,372 -0,707 -0,343 -0,703 0,633
Spicatost Hg Mg Fe Na Ca K Zn Mo Co Cu Cs
1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
2 1,927 2,428 4,364 1,886 1,935 2,666 2,208 2,247 2,554 4,096 2,088
3 2,423 2,676 2,488 1,917 1,682 1,706 3,527 2,505 1,361 1,772 2,137
4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
p? Hg Mg Fe Na Ca K Zn Mo Co Cu Cs
1 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996
2 0,474 0,845 0,076 0,973 0,381 0,591 0,974 0,581 0,356 0,119 0,447
3 0,410 0,289 0,449 0,858 0,478 0,691 0,099 0,274 0,824 0,994 0,325
4 0,645 0,699 0,745 0,599 0,978 0,495 0,809 0,489 0,835 0,492 0,559

# Kombinovany test normality: Jestlize je p vétsi nez 0,05; rozdéleni lze povazovat za normalni, pokud je hodnota p nizsi nez 0,05, data
nevykazuji normalni rozlozZeni.
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Priloha 5: Pokracovani

Pramér Sr Rb U As Se Pb Sb La Ba Cd Li

1 2865 2468 8,0 15,0 1542 2509 12,8 145 437,5 8,9 12,3
2 1818 1558 5,3 9,7 116,4 28,9 11,9 59 325,8 7,1 11,0
3 2036 2907 45 9,8 96,1 37,0 13,4 6,5 373,6 7.8 15,6
4 3448 3684 7,9 7.7 1485 334 10,1 3,6 748,2 5,9 24,2
Sm. odchylka Sr Rb U As Se Pb Sb La Ba Cd Li

1 611,5 2681,8 6,1 1,92 5,2 22,3 2,1 11,7 115,9 0,2 4,0

2 606,0 934,3 2,8 4,83 28,0 10,9 3,1 42 212,5 2,5 11,5
3 526,5 1900,6 4,5 5,97 31,7 8,3 4,6 2,3 156,4 3,0 9,0

4 616,6 459,7 5,8 2,96 26,5 13,8 1,3 1,5 253,8 2,3 8,4
Sikmost Sr Rb U As Se Pb Sh La Ba Cd Li

1 1,66.10° 6,99.10™° -3,49.10™ 0 0 -6,42.10" 0 7,11.10%® 21110 0 0

2 1,240 0,737 0,522 -0,051 -0,024 0,659 0,517 1,268 1,741 -0,456 1,593
3 0,442 0,684 1,340 0,350 0,790 -0,802 1,172 0,143 -0,017 -0,667 0,103
4 0,194 -0,560 -0,350 0,559 0,217 0,705 0,696 0,622 0,453 0,554 -0,674
Spicatost Sr Rb U As Se Pb Sb La Ba Cd Li

1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

2 4,091 3,156 2,309 1,663 2,607 2,286 1,669 3,626 4,983 1,770 4,581
3 1,918 2,961 3,458 1,739 2,178 2,629 3,017 2,038 1,512 1,552 1,311
4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
p? Sr Rb U As Se Pb Sb La Ba Cd Li

1 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996 0,996
2 0,121 0,386 0,588 0,976 0,979 0,454 0,594 0,113 0,037 0,659 0,052
3 0,745 0,509 0,108 0,828 0,415 0,405 0,169 0,963 0,994 0,526 0,979
4 0,940 0,630 0,829 0,632 0,927 0,490 0,499 0,570 0,735 0,636 0,520

# Kombinovany test normality: Jestlize je p vétsi nez 0,05; rozdéleni lze povazovat za normalni, pokud je hodnota p nizsi nez 0,05, data
nevykazuji normalni rozlozZeni.
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Piiloha 6: Frakcionalni faktorovy plan 2°° (n = 2) prooptimalizaci mikrovlnné
mineralizace vydiich tkani a vysledky stanoveni uhliku

Pokus Replika Navazka Material Cinidla (mL) Teplota Cas C
(mg) HNO3:H,0; (°C)  (min)  (gkg™)

10 2 200 Jatra 1:04 180 5 73,60
1 1 50 Jatra 1:04 220 20 60,03
6 1 200 Jatra 1:1 180 20 42,33
13 2 50 Jatra 1:1 220 5 50,11
3 1 50 Tuk 1:04 180 20 266,2
7 1 50 Tuk 1:1 180 5 144.0
15 2 50 Tuk 1:1 180 5 1474
9 2 50 Jatra 1:04 220 20 65,25
12 2 200 Tuk 1:04 220 5 182,9
4 1 200 Tuk 1:04 220 5 149,8
5 1 50 Jatra 1:1 220 5 47,08
2 1 200 Jatra 1:04 180 5 73,8
8 1 200 Tuk 1:1 220 20 165,0
11 2 50 Tuk 1:04 180 20 275,0
14 2 200 Jatra 1:1 180 20 27,49
16 2 200 Tuk 1:1 220 20 157,1
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