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1. Uvod

,.1 only believe in statistics that | doctored myself.*

Winston S. Churchill

M¢ prvni setkani se statistikou se uskute¢nilo b&hem studia na VSCHT Praha. Setkani to
nebylo zrovna Stastné. Tato oblast matematiky mé nezaujala a to byl ziejmé diivod, pro¢ jsem
do statistiky v t¢ dobé nedokazal proniknout. Vyhodnoceni vysledkt diplomové prace véetné
stanoveni nejistoty méfeni, jez bylo v té dobé& v plenkach, pro mne bylo nejméné zajimavou
soucasti zaveérecné prace inzenyrského studia. Prijeti na pozici asistenta na Prirodovédeckou
fakultu UP v Olomouci a také do postgraduélniho studia analytickeé chemie bylo spojeno
s podminkou, Ze se budu aplikacim statistiky v analytické chemii vénovat. Pfijal jsem to jako
vyzvu a diky podpoie tehdejsiho vedouciho katedry, prof. Strdnského, se mi podafilo se
s aplikovanou statistikou spratelit. V zadném ptipadé bych se i po vice nez 15 letech, kdy se
tomuto oboru vénuji, neodvazil oznalit za statistika. SpiSe jsem a ziejmé& i zustanu
analytickym chemikem, ktery vybrané statistické postupy rad pouziva pro vyhodnoceni
vysledku svého védeckého badani. A na zakladé svych zkuSenosti se ztotoziuji s vySe
uvedenym citdtem W. Churchilla. Podafilo se mi zavést a Gspé$né provozovat tii semestralni
pfedméty pro studenty pregradualniho studia (Chemometrie | a Il, Zaklady chemické

metrologie) a jeden pro postgradualni studenty (Trendy v chemické metrologii).

Dovolim si Véas provést komplexem problémd, jimz ¢eli analyticky chemik a to ve tfech
oblastech — ve stopové prvkové analyze vzorki biologického ptivodu, v rychle se rozvijejicich
moZnostech spojenych technik v atomové spektrometrii a sledovani kvality potravin za
pomoci infracervené spektrometrie. Neopomenu odbér a pfipravu vzorki, protoze i na
pocatku 21. stoleti stale plati, ze vysledek analyzy zavisi vice na kvalité vzorku nez na
¢emkoliv jiném. Nevynechdm ani Uskali spojena s vyvojem metod. PoukaZzu na nezbytnost
zabezpeCeni kvality vysledkti 1 pfi vyzkumu. A samoziejmosti je aplikace vhodnych
statistickych postupt k odkryti taji ukrytych v datech, jez na nas dnes analytické ptistroje

chrli.



2. Stopova prvkova analyza vzorki biologického piivodu

Oboru atomové spektrometrie se po pedagogicke i badatelské strance vénuji téméef 20 let. I za
tuto pomérn¢ kratkou dobu jsem svédkem podstatného vyvoje instrumentace. ZlepSuji
se instrumentalni detekéni meze, robustnost a stabilita pfistrojii, moznosti vyhodnoceni dat,
jakoz i nabidka jednotlivych spektrometrii. Na druhou stranu snahy o uzivatelskou piivétivost
ze spektrometrl tvoii ,,cerné skiinky*, do kterych mize témét kdokoliv vlozit vzorek na jedné
stran¢ a na druhé strané se ziska jakysi vysledek. Bez posouzeni jeho validity a realnosti je
vSak témét k nicemu. Klicové je 1 to jaky vzorek a v jaké podobé do spektrometru vkladame.
Vétsina biologickych vzorka vyzaduje vhodny odbér vzorku, jeho skladovani a samoziejmé
ptipravu, obvykle rozklad. V oblasti piipravy vzorkid biologické plivodu pro stopovou
prvkovou analyzu hraje prim mikrovinny rozklad v uzavieném systému. Snaha o spolehlivé,
tedy precizni a pravdivé, kvantitativni analyzy stale nizSich koncentraci vSak klade nemalé
pozadavky na zabezpeceni kvality vysledkii a omezeni rizika mozné kontaminace ¢i ztraty

analytu béhem piipravy.

Jsem presvédcen, ze 1 v dnesni dobé ke stopové prvkové analyze (koncentrace fadoveé pg It
¢i ug kg'1 a nizsi) jsou vhodné jen dvé techniky — atomova absorpéni spektrometrie
(s elektrotermickou atomizaci a generovanim tékavych slouc¢enin) a hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem. V dobach, kdy jsem zacinal svou védeckou praci, vyrazné
pievazoval pocet atomovych absorpcnich spektrometri a to zejména z ekonomickych davodda.
I pro mne byl AAS spektrometr prvnim pfistrojem, se kterym jsem vice nez 10 let pracoval.
Na naSem pracovisti to byl jediny pfistroj z oblasti atomové spektrometrie. V poslednim
obdobi v oblasti stopové a ultrastopové prvkové analyze prevazuje ICP-MS. Domnivam se,
Ze je to take z ekonomickych duvodu. Pofizovaci a podle nékterych nazort i provozni naklady
jsou sice vyss$i, rychlost méfeni, moznost multielementdrni analyzy a Siroky linearni rozsah
kalibracnich zéavislosti vSak umoznuji rychlejsi analyzu a tim moznost zpracovat podstatné
veétsi mnozstvi vzorki. I my jsme pied né€kolika lety zacali pracovat s ICP-MS spektrometry.
Jedna z tehdy studovanych problematik — stopova prvkova analyza kavovych zrn byla vyuZita
K porovnani téchto dvou technik [1]. Zatimco do té doby publikované prace se zabyvaly
analyzou minerdlniho slozeni a pfipadné stanovenim toxickych kovli pomoci jedné
instrumentalni techniky s cilem kontroly kvality kavy [2, 3], cilem naSi prace bylo porovnani
AAS a ICP-MS zhlediska metrologickych charakteristik (mez detekce, preciznost a

pravdivost, nejistota méteni) jakoZ i ekonomické a ¢asové naro¢nosti. Naméfena data byla



statisticky zpracovana pomoci vybranych jednorozmérnych i vicerozmérnych statistickych
postupti. V péti vzorcich kavy pochézejicich z riznych lokalit jsme stanovili 10 prvka (Ca,
Cu, Fe, Mg, Zn, Cd, Cr, Mn, Ni a Pb). Rozklad vzorkli byl proveden u nas v laboratofi
optimalizovanou metodou mikrovinného rozkladu se smeési kyseliny dusi¢né a peroxidu
vodiku. Patfi¢nd pozornost byla vénovana i pfipravé slepych pokust. Zatimco stanoveni
pomoci ICP-MS nevyzadovalo zadnou Gpravu mineralizovanych vzorku, tak pro AAS bylo
potieba vzorky riizné fedit a ptidavat uvoliiovaci ¢inidla pro plamenovou atomizaci (Ca, Mg,
Cu, Fe, Zn) a pouZzivat odlisné teplotni programy a modifikatory matrice pro elektrotermickou
atomizaci (Cd, Cr, Mn, Ni, Pb). Podrobnosti experimentalnich podminek jsou uvedeny
v publikaci [1]. Jakékoliv statistické vyhodnoceni vysledkii vyzaduje spolehliva data. Z toho
divodu jsme provedli validaci naSich postupi méfeni zapomoci analyzy matri¢niho
certifikovaného referencniho materidlu (CRM). Z dostupnych CRM jsme vybrali ¢ajové listy
(NCS ZC 73014 Tea) z divodu podobnych koncentraci a vysoké poctu certifikovanych
hodnot. Hodnoty zakladnich validaénich parametru jsou shrnuty v tabulkdch 1 a 2. Nalezené
hodnoty mezi detekce vzhledem k tomu, ze byly zjistény za podminek mezilehlé preciznosti,
mozna nepusobi tak impozantné, jako je tomu v jinych pracich, ale mnohem vice odpovidaji
skutecnosti. Viditelné jsou rozdily mezi hodnotami stanovenymi pro AAS a pro ICP-MS.
Hodnoty preciznosti a relativnich nejistot méfeni 1ze povazovat za vyhovujici pozadovanym
ucelim. Za zminku jesté stoji vys$si hodnoty u téchto dvou metrologickych parametra pro
prvky, které byly stanovovany za pomoci elektrotermické atomizace v AAS. Tato technika

obecné trpi horsi opakovatelnosti.

Tabulka 1. Hodnoty meze detekce (LOD) preciznosti a vypoctené relativni nejistoty

LOD (mg kg™) Preciznost (%) Rozsitena nejistota (%)
ICP-MS AAS ICP-MS  AAS ICP-MS AAS

Ca 0,055 1,75 3,01 3,38 6,22 7,20
Cu 0,018 2,25 2,29 3,93 6,87 11,37
Fe 0,082 13,75 3,39 4,99 7,91 24,78
Mg 0,063 2,75 2,97 4,87 5,51 8,73
Zn 0,058 1,38 2,85 4,14 6,11 10,03
Cd 0,003 0,01 7,68 12,06 17,01 25,67
Cr 0,010 0,16 3,49 11,90 13,82 33,70
Mn 0,004 0,04 2,61 5,83 6,28 13,15
Ni 0,013 0,17 5,70 12,44 15,64 28,50

Pb 0,003 1,03 5,41 10,87 16,53 34,07




Opakované analyzy CRM vV priibéhu nékolika mésict (n = 34) umoznily vypocet preciznosti
za podminek mezilehlé preciznosti. Ke stanoveni nejistoty méteni bylo pouzito ptistupu shora
dold, u kterého se propaguji dvé zakladni slozky a to preciznost a pravdivost (v naSem pitipadé

zjisténd z analyz CRM) [4, 5].

Tabulka 2. Posouzeni pravdivosti pomoci analyzy CRM (mg kg™), stanovené hodnoty

vyjadieny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka

Certifikované

Prvek Stanoveno pomoci ICP-MS Stanoveno pomoci AAS .
hodnoty s nejistotou

Ca (3,26+0,10)x10° (3,27+0,11)x10° (3,26+0,04)x10°
Mg (1,86+0,06)x10° (1,85+0,09)x10° (1,86+0,06)%10°
Fe 241+8 241412 242+9

Cu 18,4+0,4 18,7+0,7 18,620,4

Zn 51,1+1,5 49,8+2,1 51+1

Cd 0,064+0,005 0,062+0,002 0,062:0,002
Cr 0,44+0,02 0,47+0,06 0,45+0,05
Mn 507+13 502429 500+10

Ni 3,3+0,2 3,6+0,5 3,4+0,2

Pb 1,64+0,1 1,6+0,2 1,5+0,1

Uspokojivé zavéry z vyvoje a validace metod nadm nésledné umoznily provést analyzu
redlnych vzorkl prazenych kavovych zrn a naméfené koncentrace podrobit statistické
analyze. Aplikace testi shodnosti neodhalila na hladiné vyznamnosti a = 5 % Zadne rozdily
mezi vysledky ziskanymi na ICP-MS a AAS a ani mezi vzorky kavy z Indie, Keni, Kolumbie,
Hondurasu a Etiopie. DalSim krokem byla aplikace dvou nezavislych metod a to analyzy
hlavnich komponent (PCA), jejiz detaily lze nalézt piimo v praci [1] a shlukové analyzy.
Grafické zndzornéni zavéri u PCA pomoci dvojného grafu a dendrogramu ze shlukové

analyzy (metoda nejblizsiho souseda) uvadi obrazky 1a 2.

Dal$im vystupem nasich experimentl bylo posouzeni ¢asové narocnosti stanoveni 10 kovil ve
25 vzorcich. Vzhledem k tomu, ze rozklad vzorku je stejny pro ob¢ techniky, porovnavali
jsme pouze ¢as méfeni na spektrometrech a pfipadné fedéni vzorkid. Pro tento modelovy
U atomové absorpcni spektrometrie je nutné stanoveni kovl provadét sekvencné. Pro stejny
modelovy ptiklad jsme porovnavali i provozni naklady. Prekvapivym zjisténim je ptiblizné
stejna spotieba argonu. Naklady na chemikalie jsou podobné, pro elektrotermickou atomizaci

je tieba vzit tvahu cenu grafitovych kyvet. Mirn€ vyssi naklady je tfeba vynaloZit pii praci



s atomovym absorpénim spektrometrem. Je tieba uvést, Ze jsme nebrali v ivahu opotiebeni

konusu u ICP-MS, protoZe to neni mozné snadno finanéné ohodnotit.

PC2

g PC1

Obr. 1. Dvojny graf z PCA, PC1: 43,1 %, PC2: 21,6 %
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Obr. 2. Dendrogram, metoda nejblizSiho souseda, euklidovska vzdalenost

Atomova absorpcni spektrometrie je bezesporu 1 nadale rozSifenou technikou. Zejména

Vv laboratofich, které analyzuji ve vzorcich pouze nckolik mélo prvkli. Sem mizeme zatadit



klinické a biochemické laboratote, kde se AAS pouziva pro stanoveni Zn, Cu, Pb ¢i Se
Vv télnich tekutindch. Velmi casto je ve vzorku pozadovano stanoveni pouze jednoho prvku
a zde by pouziti multielementarnich technik bylo plytvanim. V fadé ptipadi lze pomoci AAS
provést analyzu 1 ve vzorcich bez potieby jejich rozkladu, 1 kdyz to pifinasi celou tadu
komplikaci vzhledem k vysokému podilu organickych sloucenin. Pied deseti ¢i patnacti lety
byly velmi rozsifené epidemiologické studie zaméfené na stanoveni nékolika kovl v Krvi,
séru ¢i plazmé v Korelaci se zatézemi ze zneciSténého zivotniho prostiedi, s vlivem
pracovniho prostiedi a zejména s rtiznymi onemocnénimi. V Ceské republice tyto studie
provadél a i nadale provadi zejména Statni zdravotni ustav v Praze [6, 7]. Z pochopitelnych
dtvodu byla vénovana pozornost také nadorovym onemocnénim. Diky spolupraci s Klinikami
FN v Olomouci se nam podafilo ziskat velmi zajimavé vzorky, zejména tkan¢ tlustého stieva
od pacientti, kteti kvtili kolorektalnimu karcinomu podstoupili operaci. Unikatnost a omezena
dostupnost takovych vzorkd vyzadovala zvolit vhodnou metodu jejich pfipravy a zabezpecit
porovnatelnost vysledkt v celé sérii analyzovanych vzorkt. Z této spoluprace vznikly dvé
publikace poskytujici prvni Gdaje o koncentracich Se, Fe a Mg ve tkéani tlustého stieva ve
vztahu Kk nadorovému onemocnéni [8, 9]. Souvislost koncentraci nékterych prvka
snadorovym onemocnénim neni novou zaleZitosti, je pomoci atomové spektrometrie
studovana jiz od 80. let minulého stoleti. Pfestoze kovy jako je Se, Cu a Zn hraji dtlezitou roli
v fadé biochemickych procesii probihajicich v Zivém organismu, jejich pfitomnost
v antioxida¢nich enzymech (glutathion peroxiddza, ¢i Cu,Zn-superoxid dismutaza) ma
prokazatelnou souvislost s nadorovym onemocnénim [10]. Cilem prvni naSi studie bylo
hledani souvislosti mezi hladinami médi, hoi¢iku, selenu a zinku v krevnim séru a tkani
tlustého stfeva zasazené nadorem a ziskané pii operaci. Zkoumali jsme vzorky séra a tkané
tlustého stfeva od 20 pacientl a dale jsme méli krevni sérum od kontrolni skupiny. Studii
predchézela pecliva piiprava odbéru vzorku a jeho skladovani pted analyzou. Rozklad vzorka
byl provadén osvédenym zpiisobem v uzavieném systému mikrovinného mineralizatoru. Tou
dobou jsme byli vybaveni pouze jednomistnym mineralizatorem, a proto jsme v pravidelnych
intervalech analyzovali dostupné certifikované referencni materialy. Vhodné fedéni vzorkt
umoznilo stanoveni Cu, Mg a Zn pomoci plamenové atomizace a koncentraci Se jsme
stanovovali pomoci generace hydrid. V publikaci je popsano detailni statistické vyhodnoceni
dat v¢etné rozdéleni do skupin podle pohlavi. Vzhledem k tomu, Ze u biologickych vzorka
dochazi Casto k poruSeni statisticky piedpokladii pro pouziti béznych momentovych odhadi
(aritmeticky pramér a vybérovy odhad smérodatné odchylky), vyhodnoceni jsme provedli

pomoci pivota a poradkovych statistik [11]. DalSim pouZitym postupem bylo statisticke
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testovani vyznamnosti rozdilu hladin studovanych kovii mezi ,pacienty” a kontrolni
skupinou. Zde vysledky doplnily dostupné literarni Gdaje stim, Ze vnaSi studii byly
prezentovany postupy zabezpeceni kvality dosazenych vysledkd, coz jim dodava vérohodnost.
Dalsim krokem zpracovani dat byla korela¢ni analyza zaméfend na studium vztahi mezi
hladinami analyzovanych kovi v séru a tkéni. Byla prokdzéna pouze jedna statisticky
vyznamna korelace (p < 0,05) a to pro selen (obrazek 3). Dosazené vysledky jsou diskutovany

s dostupnymi literarnimi Gdaji.
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Obr. 3. Korelace mezi koncentraci selenu v tkéani a séru (pievzato z [8])

(Pearsonuv korela¢ni koeficient r = -0,444, Spearmanuv korela¢ni koeficient p =-0,341.)

VySe uvedené vysledky nés dovedli Kk jesté jedné studii, ktera byla postavena na porovnani
hladin Cu, Fe, Se a Zn ve tkani tlustého stfeva zasazené nadorem a kontrolni tkani,
nadorovym bujenim nezasazené. Pii operacnim zakroku se odstrafiuje i nepatrnd ¢ast stieva
nadorem nezasazena a tu jsme po diskuzi slékati povazovali za kontrolni. Samotny
analyticky postup jsme nemodifikovali, aby bylo mozné vysledky porovnévat s piedchozi
studii. V ramci vyzkumu jsme je$té vyvinuli metodu alkalického rozkladu s hydroxidem

tetramethyl amonnym na mokré cesté a ovéiili jeji pravdivost a preciznost analyzou
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certifikovaného referenéniho materialu. Tato metoda muze byt vhodna pro pracovisté, kterd
nejsou vybavena mikrovinnym mineralizatorem. Statisticky soubor 23 vzorkd jsme nasledné
detailné vyhodnotili, podstatnou ¢ast uvadi tabulka 3. Aplikace pocitacové prizkumové
analyzy dat ukazala, Ze zamitnuti normality je zpisobeno pFitomnosti zdanlivé odlehlych

bodu a proto v dalsim vyhodnoceni bylo pfistoupeno k pouZiti neparametrickych statistickych

postupti.

Tabulka 3. Koncentrace kovu v tkani tlustého stieva — z&kladni statistické vyhodnoceni

Prvek Cu Fe Zn Se
IPocCet vzorki 23 19 23 23

nador kontrola nador kontrola nador kontrola nador kontrola
Pramér (g g™) 6,49 4,30 148,8 91,1 60,5 66,2 0,52 0,26
Interval spolehlivosti 4,98-8,00| 3,10-5,18 |103,6-194,0 | 58,8-123,4 | 51,7-69,4 | 51,5-80,9 | 0,40-0,64 | 0,20-0,32
Sm. odchylka (ug g™) 3,50 2,41 93,8 67,1 20,6 34,0 0,28 0,14
Sikmost 1,21 1,53 0,68 0,80 -0,15 0,92 0,60 2,53
Spicatost 4,13 5,00 3,18 3,09 1,78 3,30 2,47 11,1
Median (ug g) 6,11 3,63 135,5 82,6 62,9 55,3 0,43 0,24
Nejnizsi hodnota (ug g) | 4,40 2,72 71,7 21,9 44,1 35,7 0,24 0,19
Nejvyssi hodnota (ug g%)| 7,82 4,54 199,2 143,4 81,8 74,9 0,63 0,30
Normalita Ano Ne Ano Ano Ano Ano Ano Ne

Kromé ziskani zakladnich valida¢nich parametr jsme v praci pomoci testovani statistickych
hypotéz prokazali rozdilné koncentraéni hladiny u médi, Zeleza a selenu mezi nadorem
zasazenou a nezasazenou tkani. Tato studie opét rozsifila tehdejsi poznani a je v ni uvedeno
podrobné srovnani s dosud publikovanymi Gdaji. Hodnoty prezentované v naSi praci jsou
i vtomto piipadé podloZzeny prokazatelnymi daty zabezpeceni kvality vysledkt. Vyzkum
prokézal silnou korelaci mezi koncentracemi stopovych prvkll ve tkani tlustého stieva
anadorovym onemocnénim. V praci navrhované pokracovani vyzkumu zaméteného na
sledovani vlivu lécby ve formé radioterapie ¢i chemoterapie se jiz neuskutecnilo.
Problematika sledovani hladin fyziologicky vyznamnych kovid v souvislosti s nddorovym
onemocnénim piestala byt aktudlni. T pfesto v této oblasti vyzkum nadale pokracuje, jehoZz
ptikladem jsou publikace berouci v potaz jesté dalsi vlivy jako je koufeni ¢i Zivotni styl [12,
13]. Zavadét vsak jiz do studia komplikovaného biochemického systému, kde hladiny kovi
v téle ovliviiuje fada d&u mimo nadorového onemocnéni, dalSi vlivy, mutze vést ke
kontraproduktivnim vysledkim. Jednu z potencialn¢ zajimavych aplikaci vidim ve studiu

izotopického zastoupeni nékterych kovu v lidském organismu v souvislosti s nékterymi
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onemocnénimi, jako je tfeba Wilsonova choroba [14]. Zajimavou epidemiologickou oblasti je
i izotopicka prvkova analyza v souvislosti se stravovanim (napt. Fe u vegetariant). Potencial
spoCiva i vtom, Ze je tieba zkombinovat tomuto vyzkumu oteviené erudované klinické
pracovisté a chemickou laboratoi vybavenou velmi nakladnym hmotnostnim spektrometrem

s indukéné vazanym plazmatem s multikolektorovym detektorem.

Tuto cast habilitacni prace bych ukoncil informaci, Ze po asi péti letech jsme se vratili
Kk analyze klinickych vzorkd a zuzitkovali tak své know-how. Nékolik poslednich let se
vénujeme sledovani uvoliiovani kovi do lidského téla z kloubnich nahrad. V soucasné dobé

probiha statisticke zpracovani dat s cilem publikovani vysledku v roce 2016.

Z pohledu zakladniho vyzkumu se mize zdat oblast zabezpeceni kvality vysledka spocivajici
zejména Vv metrologické navaznosti vysledkt, validaci analytickych metod a stanoveni
nejistoty méfeni jako okrajova zalezitost. Pro pracovniky analytickych laboratofi je to vSak
zélezitost podstatna. Na mnoha evropskych diskuznich férech Eurachem [15] i na fadé
lokalnich konferenci se 1ze opakované setkat s poZadavky na vice a vice praktickych ptiklada
zZ této oblasti obvykle spojenych se zavadénim nové instrumentace. PiestoZe oblast validace
analytickych postupii se mize zdat jako jiz dobfe zdokumentovand, a to jak ve formé
obecnych pokynt [16], tak i specifickych pro konkrétni oblast [17], je tieba vzdélavani
a pfedavani zkuSenosti v této oblasti vénovat dostate¢nou pozornost. Proto jsme se rozhodli
jednu mensi studii tykajici se stanoveni stopovych koncentraci arsenu pomoci AAS Vv ofesich
publikovat v Chemickych listech [18]. To umoznilo popsat metodicky cely proces spojeny se
zavadénim nové metody do bézné laboratorni praxe — od vyvoje metody, pies hledani
optimalnich podminek az po validaci (v omezeném rozsahu) a popis mozného zpisobu
stanoveni nejistoty vysledku piistupem shora doli. Od zékladniho studia literatury, pies
piipravu vzorkd, detailni optimalizaci podminek u elektrotermické atomizace a generovani
hydrida v AAS, studia interferenci, az po provedeni validace, vyhodnoceni nejistoty méteni
a prezentovani vysledkid a jejich statistické vyhodnoceni. Stanoveni stopovych koncentraci
arsenu pomoci ETA-AAS vybaveném deuteriovou vybojkou pro korekci pozadi pro eliminaci
spektralnich interferenci pfinasi vzhledem k vinové délce absorbovaného zéieni pod 200 nm
urcité komplikace a vyzaduje detailni optimalizaci rozkladné a atomizac¢ni teploty a pouziti

modifikatort matrice. TO je prezentovano na obrazku 4 a v tabulce 4.
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Obr. 4. Rozkladné a atomizacni kiivky pro rizné modifikatory; 1 — Pd(NOs), + Mg(NOs),, 2
— Ni(NO3), s askorbovou kyselinou, 3 — Ni(NO3), + Mg(NO3),

Tabulka 4. Teplotni program pro stanoveni As ve vzorcich ofech pfi pouziti rtiznych

modifikatora

Krok Teplota (°C) Doba narustu (s) Doba drZeni teploty (s) Inertni plyn
ohtev 120 1 10 Ar
NASTRIK

suseni 150 10 25 Ar
rozklad 1100%/900°/1200° 5 20 Ar
rozklad 1100%/900°/1200° 0 1 -
atomizace 2400%/2100°/2100°  max. rychlost 2 -
Cisténi 2700 1 5 Ar

® modifikator Pd(NO3); + Mg(NO3)2: ° modifikator Ni(NOs), + Mg(NOs),; ¢ modifikéator
Pd(NO3), + askorbova kyselina

Druhou moznou atomizacni technikou, pomoci které lze provést stanoveni stopovych
koncentraci arsenu je generovani tékavych hydridi a nasledna atomizace hydrida ve
vyhifivaném kifemenném atomizatoru. Z nasi studie vyplynulo, Zze dilezitymi parametry
ovlivitujicimi citlivost stanoveni je teplota, na kterou se vyhiiva kiemenny atomizator a dale

volba vhodného piedredukéniho &inidla, které zabezpedi u&innou redukei As® na As®.
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Kritériem pro vybér vhodného redukéniho ¢inidla byly naméfené koncentrace v referenénim

materialu (RM).

Zakladnimi validacnimi parametry, studovanymi v atomové spektrometrii pomérné Casto,
byly i v nasi praci preciznost a pravdivost. Preciznost byla vyhodnocena jak za podminky
opakovatelnosti, tak i za podminky mezilehlé preciznosti. Pravdivost byla studovana pomoci
analyz referen¢niho materialu a také testem vytéznosti pfidavku zndmého mnozstvi arsenu.
Tim jsme prezentovali dva ze tif béznych zplsobl hodnoceni pravdivosti. Tieti zplsob
spoc¢ivajici v analyzovani vzorki jinou technikou byl pro nas vdobé provadénych
experimentl nedostupny. Podstatnymi valida¢nimi parametry jsou ty, které souvisi
s kalibraci. Proto i vna$i praci jsme vénovali pozornost vyhodnoceni mezi detekce a
stanovitelnosti  a linearity kalibra¢nich zavislosti. V nazvu ¢lanku jsme pouzili slovo
verifikace metody. Z hlediska terminologie uvadéné v Mezinarodnim metrologickém slovniku
[19, 20] to nebylo zcela korektni, ale chtéli jsme tim naznacit, ze nékteré validacni parametry
jako je robustnost a reprodukovatelnost jsme nezpracovavali a posouzeni selektivity nebylo
provedeno pomoci detailni interferencni studie ale pouze z vysledki stanoveni arsenu v RM.

Vhodngjsi by bylo pouzit validace v omezeném rozsahu.

Odhad standardni kombinované (u) a rozsifené nejistoty stanoveni arsenu technikami ETA-
AAS a HG-AAS byl proveden metodikou ,,shora dolii*“ [21] s vyuZzitim vSech vysledkl analyz
referenéniho materialu a modifikovaného postupu pro stanoveni nejistoty méteni
Vv environmentalnich laboratofich [4]. Standardni kombinovana nejistota byla ziskéna
propagaci dvou zékladnich slozek: nejistoty certifikované hodnoty koncentrace referencniho
materialu (u(crm)) a nejistoty vychyleni (u(odchylka)) zjisténé z opakovanych méteni tohoto
referenéniho materidlu. Obé slozky nejistoty byly pievedeny na smérodatné odchylky,

zpropagovany a vynasobeny koeficientem pokryti k = 2 pro vypocet rozsifené nejistoty:

U, =+/s(RM)? +u(odchylka)? (1)

u(odchylka) = \/odchylkaz + (S(\F\/)M ))2 +U(Coy )’ (2)
n

kde uc je kombinovana standardni nejistota, S(RM) vybérovy odhad smérodatné odchylky
opakovanych méfeni RM, u(cgrm) Standardni nejistota RM (z certifikatu), odchylka je rozdil
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priméru opakovanych méfeni RM a certifikované hodnoty. Pro techniku ETA-AAS byla
standardni kombinovana nejistota 18,3 % a rozsifend nejistota 36,6 %. U techniky HG-AAS
byla ziskana hodnota standardni kombinované nejistoty 12,6 % a hodnota rozsifené nejistoty
byla 25,2 %. Pro studované koncentracni hladiny je moZzné hodnoty nejistoty povaZovat za
pfiméfené. V neposledni fadé byly analyzovany realné vzorky riznych ofechid a na data
aplikovany statistické postupy, které nevybocCovaly nad ramec téch jiz na ptedchézejicich

strandch popsanych.

S odstupem cCasu vidim dvé slabiny této naSi prace. Nezduraznili jsme zabezpeCeni
metrologické ndvaznosti vysledkii diky vodnému kalibraénimu roztoku arsenu od firmy
Analytika, s.r.o., ktery jiz v té dobé mél patii¢ny certifikat a proto ho bylo mozné povaZzovat
za CRM. Druhou slabinou byla nedostate¢na pfiprava na zakoupeni matri¢niho referen¢niho
materialu pouzivaného pro validaci a stanoveni nejistoty méfeni. Ten, ktery jsme vybrali,
nakonec ptispél k celkové nejistoté méteni vétsi mérou neZ slozka nejistoty spojend s nasi

laboratorni praci.

Atomova spektrometrie se jiz desitky let pouziva ke stanoveni stopovych koncentraci kovl
v rostlinnych i zivo¢isnych tkanich. Ale i v této na prvni pohled snadné aplikacni oblasti jsme
se setkali se zavaznym problém pii stanoveni stiibra ve zvifecich organech. Byli jsme
postaveni pied zdanlivé snadny Ukol stanoveni stfibra v organech mysi, do jejichz bfisni
dutiny byly injekéné vpraveny nanocastice stéibra. Prvni experimenty zaloZené na sledovani
vytéznosti po pridani znamého mnozstvi nanocastic stfibra k Zivocisné tkani poskytly
nedostateéné hodnoty vytéznosti pii ICP-MS stanoveni, pouze okolo 70 %. I pfes detailni
literarni reSersi jsme nenalezli podrobnosti o ptipravé vzorka, které by ndm problém pomohly
vyfesit. Popsané piipravy vzorkl tkdni pro stanoveni na AAS zmifluji pouziti smési kyseliny
dusi¢né a kyseliny chloristé pro rozklad a pfidavek hydroxidu amonného po rozkladu [22].
Tyto podminky nevyhovovaly nasi aplikaci. Jedna prace stru¢né¢ zminuje zlepSeni citlivosti po
piidavku kyseliny chlorovodikové bez dalSich podrobnosti [23]. To nas pfivedlo k detailni
optimalizaci postupu pro rozklad a stanoveni stiibra v zivo¢isné tkani pomoci ICP-MS [24].
Byla provedena podrobna studie vytéznosti st¥ibra (v iontové form¢ i ve formé nano¢astic) pfi
dvou koncentracnich urovnich a celkem 14 smési kyseliny dusi¢né, peroxidu vodiku
a kyseliny chlorovodikove. Nalezené podminky pro rozklad vzorkii a stabilizaci stiibra

v roztoku byly ovéfeny pomoci analyzy téi matricnich CRM s vytéznosti 98,5 — 99,5 %
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certifikované koncentrace Ag. DalSimi validovanymi parametry byla mez detekce, linearita
a preciznost, v této studii pouze za podminek opakovatelnosti. Do prace jsme zahrnuli
| vypocty zakladnich srazecich rovnovah, které teoreticky podpofily zavéry experimentd.
Vzhledem k tomu, Ze obsah chloridu v tkanich je obvykle o nékolik fadi vyssi nez obsah Ag,

pozornost jsme vénovali rovnovaham (3-5):

AgCI(s)=— AgCl(aq) = Ag" +CI’ (3)
AQCI(s) + CI' == AgCly 4)
AgCI(s) + 2 Cl=—> AgCl5* (5)

Ptitomnost chloridi jako srdzeciho cinidla posouvd rovnovdhu (3) doleva a tim snizuje
koncentraci stfibrnych iont. Na druhou stranu AgCl miiZze reagovat s nadbytkem chloridi
za vzniku komplexti uvedenych v rovnovahéch (4) a (5). Kazd4 z uvedenych rovnovah miize

byt popsana svou konstantou a ty nam umoznuji vypocitat latkovou rozpustnost AgCl (6):

S = [Ag'] + [AgCl(aq)] + [AGCI2] + [AgCls*T = Ksp ([CIT™ + By + B2ICIT + B5[CIT) (6)

Byli jsme si védomi, ze redlné¢ vzorky mineralizati jsou komplexnéjs$i a v praci se stru¢né
vénujeme 1 vlivu pritomnosti dalSich aniontli. Jeden ze studovanych CRM, a to z Gstfice
(SRM 1566b, NIST), ma certifikovanu i koncentraci chloru. To nam umoznilo proveést dalSi
simulacni experiment zaméfeny na vliv chloridovych iontl na vytéZznost stfibra. Podstatu

provedeného experimentu simulujici certifikované koncentrace Ag a Cl prezentuje tabulka 5.

Tabulka 5. Distribuce Ag v jednotlivych slou¢eninach a vytéznost ICP-MS stanoveni

Vzorek SloZeni vzorku cer- (mol 1) Relativni zastoupeni Ag (%) Vytéznost
(v 10 ml) Ag (%)
Ag®  AgCl AgCl, AgCls™

1 Ag* (62 nmol I") + 3 0 100 0 0 0 99,3
ml HNO;

2 Ag* (62 nmol I'") +3 1,44x10° 11,01 79,44 9,51 0,04 63,8
ml HNOs + KCI (1,44
mmol I™%)

3  Ag'(62nmol Iy +3 3,39 2x10° 0,03 890 91,07 98,5

ml HNO3z; + KCI (1,44
mmol 1) + 3 ml HCI
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I tento experiment potvrdil to, co jsme prokézali pii studiu jednotlivych smési rozkladnych
¢inidel. Pro Zzivocisné tkané je tfeba prfed stanovenim Ag pomoci technik atomové
spektrometrie piidat vhodné mnozstvi chloridii do vzorku, coz Ize uskute¢nit pridavkem HCI.

Touto studii jsme piipravili podminky pro zvazované experimenty na laboratornich zvitatech.
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3. Spojeneé techniky v atomové spektrometrii

Podstatné rozsifeni moznosti technik atomové spektrometrie ptinaseji spojené techniky. Pro
ucely speciacni analyzy, kterou lze definovat jako analytickou aktivitu vedouci k identifikaci
a/nebo stanoveni jedné nebo vice chemickych specii ve vzorku [25], je rozsifeno spojeni
spektrometrii se separa¢nimi technikami (zejména HPLC, ale i GC ¢i CE). Pokud jde
0 metody atomové spektrometrie, nejrozsifenéj$i pro oblast speciacni analyzy je diky
vynikajicim detekénim limitdm ICP-MS. Pro nékteré prvky, zejména pro rtut’ nachazi Sirsi
uplatnéni 1 metoda atomové fluorescencni spektrometrie a s patfi€nou Upravou vzorku pak
jednoucelové analyzatory rtuti na principu atomové absorpéni spektrometrie (termooxidacni

stanoveni ¢i generovani studenych par).

V ramci nékolikaleté spoluprace se Statnim veterinarnim ustavem v Olomouci (SVU) jsme
se podileli na vyvoji nové metody pro speciacni analyzu rtuti v potravinach Zzivocisného
pavodu pomoci techniky HPLC-ICP-MS [26]. Tato metoda pak byla validovdna vcetné
porovnani s vysledky metody dvojité kapalinové extrakce a AAS stanoveni a vyhodnoceni
nejistoty méteni a nasledné zavedena do bézného provozu Nérodni referencni laboratote pro
chemické prvky (NRL), jeZ je soucasti SVU. NRL se podilela na nékolika mezinarodnich
mezilaboratornich porovnavanich v této oblasti. Jednim z nich byla ucast na studii IMEP-115:
Determination of Methylmercury in Seafood. Pii ni byl kdispozici SOP zaloZeny
na dvojnasobné extrakci kapalina-kapalina methylrtuti (nejprve do toluenu a nasledné do
roztoku cysteinu) a stanoveni pomoci AAS a to na jednoti¢elovém analyzatoru, kterym v SVU
byl spektrometr AMA-254. Zavedeni tohoto SOP do laboratote bylo spojeno s validaci, jejiz
vysledky jsou také uvedeny v na$i praci [26]. Pro potieby laboratoie jsme dale vyvijeli
a optimalizovali techniku HPLC-ICP-MS, kterd je zaloZzena na enzymatické hydrolyze
pomoci protedzy. Metoda vychézela za starSi publikované prace [27]. Stanoveni pak bylo
provedeno pomoci kvadrupolového ICP-MS pii m/z = 202 po separaci pomoci kapalinového
chromatogramu na kolon¢ Ascentic C8. Mé&fena data se zaznamenavala do chromatogramu
(obr. 5), ve kterém jsou v piipad¢€ pozitivnich nalezl pfitomny piky s reten¢nimi Casy v 2,1

min pro Hg®" a ve 3,4 min pro CHzHg".



19

2000

)

o
o
=1

Intensity (cps

1000

500

o

Time (min)

Obr. 5. Typicky chromatogram stanoveni specii rtuti metodou HPLC-ICP-MS

Po ovéfeni ucinnosti extrakce a sledovani vlivu nékterych parametrti, jako napiiklad pouzity
stiikackovy filtr pro ¢iSténi supernatantu po extrakci, bylo pfistoupeno k validaci metody
zapouziti 7 matricnich CRM. Ponékud piekvapivym zjisténim bylo, ze k certifikaci
koncentrace rtuti a methylrtuti nebyla ani u jednoho CRM pouZita technika HPLC-ICP-MS,
coz by diky informacim v certifikaéni zpravé usnadnilo vyvoj metody. Validace byla
provedena podle pozadavki fizené dokumentace SVU a sestavala z vyhodnoceni pravdivosti,
preciznosti, meze detekce a stanovitelnosti, linearniho rozsahu kalibra¢ni zavislosti
a stanoveni nejistoty méteni. Vyhodnoceni vétSiny validacnich parametr poskytlo uspokojivé
vysledky. Jako problematické se jevilo stanoveni nejistoty méfeni (tabulka 6). Koncentrace

methylrtuti v jednom ze studovanych CRM, a to SRM 1566b byla pod mezi stanovitelnosti.

Tabulka 6. Né&které validacni parametry pro stanoveni CHsHg" pomoci HPLC-ICP-MS po

enzymatické extrakci

CRM stanovena koncentrace pravdivost uc bez korekce U po korekci

(g kg™ (%) (%0)] (%)

DOLT-4 1020 £ 76 77 25,0 9,9
TORT-2 149 + 14 98 9,8 9,7
SRM 2974a 7517 117 18,4 7,8
ERM CE464 4880 + 190 96 6,3 4,9
BCR-463 2490 £ 143 88 13,2 5,6
DORM-3 383+ 14 108 11,5 7,6

Udaj za + je smérodatna odchylka (n = 6)
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ProtoZe ziskané hodnoty pravdivosti vykazuji v nékterych piipadech vyznamné vychyleni,
Které se vtomto piipadé nekoriguje, bylo pfistoupeno k vyhodnoceni nejistoty méfeni
na zaklad¢ jedné z navrhovanych metod pro tyto pfipady v literatuie [28]. Souhrnny ¢lanek
[29], ktery se zabyva moznostmi vypoltu nejistoty méfeni v piipadech korigovaného
a nekorigovaného vychyleni méfeni, kriticky srovnava nékolik pfistupti a doporuéuje postup,
ve kterém se pouzivaji data ziskana z opakovanych meéteni certifikovanych referen¢nich

materidlii. Pro vypocet nejistoty méteni byly pouzity rovnice 7 a 8,

u(b):\/sj FE(Xy) ()

u, = Ju(b)? +u(IMP)> (8

kde p ptedstavuje pocet méfeni, S; smérodatnou odchylku z opakovanych méfeni vzorku, up
nejistotu vychyleni, u. kombinovanou standardni nejistotu, u(Xrs) standardni nejistotu
certifikované hodnoty v CRM a u(IMP) podminky mezilehlé preciznosti. Hodnoty nejistoty
méfeni (Uc) bez provedené korekce a po ni jsou uvedeny v tabulce 6.

Vysledky prezentované v nasi praci zduraznuji potfebu zavedeni programu zabezpeCeni
kvality vysledkii u environmentalnich studii. Pfestoze jsme v literatufe nasli celou fadu praci
vénujicich se specia¢ni analyze rtuti ¢i stanoveni methylrtuti za pouziti fady instrumentalnich
technik, u vétSiny znich nebyly dostupné dostatecné udaje o stabilit€¢ a vykonnosti
popisovanych postupti. Nékteré prace sice prezentuji zajimavé meze detekce ¢i snadnou
Upravu vzorku, pro rutinni praxi vSak nejsou vhodné. V soucasnosti nejsou dostupné
standardizované metody pro separaci a stanoveni jednotlivych spécii rtuti. Nam se podafilo
popsat a pomoci opakovanych analyz fady CRM validovat dva postupy. Oba postupy, prvni
s vyuzitim techniky AAS a druhy svyuzitim HPLC-ICP-MS, poskytuji uspokojivée
vykonnostni charakteristiky a vyslednd volba bude zdviset na pfistrojovém vybaveni
laboratofe. Nicméné postup s vyuZitim enzymatické extrakce a HPLC-ICP-MS stanoveni
poskytuje lepsi mez detekce a umoziuje stanoveni i anorganické formy rtuti a to bez nutnosti

komplikované ptipravy vzorku.
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V ptipadech, kdy pozadovanym vystupem stanoveni neni koncentrace v celém vzorku, ale jeji
prostorové rozlozeni, ptinasi vyhody spojeni s technikami ptimé analyzy pevnych vzorka jako
je laserova ablace (LA). Technika laserove ablace byla vyvinuta v 60. letech 20. stoleti.
V jejich pocatcich byl laser vyuzivan nejen ke vzorkovani, ale také jako excita¢ni a ionizacni
zdroj. Dnes uz se takto nevyuziva a velice Casto byva spojovana S vétSinou v soucasnosti
pouZivanych technik atomové spektrometrie (AAS, ICP-OES, MIP-OES, ...). Jelikoz je pfi
pouziti laseru vzorkovdno jen nepatrné mnozstvi materidlu, je tieba pracovat s vysoce
citivymi detekénimi systémy. Idealni se proto jevi spojeni s hmotnostni spektrometrii
s induk¢né vazanym plazmatem (LA-ICP-MS). Nejvétsiho praktického uplatnéni dosahlo toto
spojeni v geologii. Aplikace v dalSich oborech nardzi na problémy s kvantitativni analyzou
z dtivodu nedostupnosti kalibra¢nich standardi. Lze vSak vyuZit toho, Zze ICP-MS umoziuje
sledovani jednotlivych izotopli a to pro vyhodnocovani izotopickych pomért. To je jedna
z roz8ifenych aplikaci v archeologii. Z obsahu izotopi ulozenych v zubech a kostech lidi
a zvifat lze zjistit informace tykajici se trofické urovné jedince, Cili slozeni jejich potravy
(bylozravci maji odlisné hodnoty izotopii oproti masozravcum), déale se sleduje migrace lidi
a zvifat pomoci srovnani izotop prvkl v kostech a zubech Clovéka a mista, kde se dany
jedinec nachazel v pribéhu jeho zivota. Kazda oblast mé sviij vlastni geochemicky profil
odpovidajici obsahu stabilnich izotopil riznych prvkl nachazejicich se v horninach. Tyto
prvky se dostévaji do vody a pady zvétravanim hornin, dale ve stejném pomeéru izotopt, ktery
je charakteristicky pro jednotlivé oblasti, pronikaji do rostlinné a Zivoc¢isné potravy, tzn., ze se
stabilni izotopy dostavaji do organismu prostfednictvim vyzivy a postupné jsou ukladany
do kosti a zubil. Z archeologického hlediska patii mezi nejzajimavéjsi izotopy ®'Sr/*®Sr,
Ber2e, NN, 24828, 18010, jez se dostavaji do t&l rostlin a Zivogichil z atmosféry, vody
a hornin. Zuby se vytvareji v prvnich letech zivota jedince, tudiz obsah izotopti jednotlivych
prvki je po cely zivot v zubnich tkanich stabilni a izotopovy profil zubu odpovidd prvnim
roklim Zivota jedince. Kosti se v prubéhu zivota pfeménuji a izotopovy profil kosti odpovida
hodnotam v poslednich letech Zivota jedince. V ptipadé¢ rozdilného izotopového slozeni mist,
kde dany jedinec zil na pocatku zivota a kde zemfel, 1ze urcit jeho migraci [30]. Jak uz bylo
zminéno v kapitole 2, tyto analyzy je nezbytné provadét s dostateCnou preciznosti, coz

ve vétsing piipadu vyzaduje ndkladny ICP-MS spektrometr s multikanalovym detektorem.

Aplikace statistickych postupi umoznila rekonstrukei stravovacich névykua ze statistického

o

vyhodnoceni vysledkd izotopickych pomért *®Ba/**Ca a ®8Sr/**Ca v kosternich ostatcich

[31]. Ptestoze naSe pracovisté neni vybaveno spektrometrem s multikanalovym detektorem,
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s pouzitim ICP-MS spektrometru s analyzatorem doby letu a ortogonalni akceleraci jsme
analyzovali vySe uvedené izotopické poméry v zubech a kostech se zdmérem zjistit mozné
rozdily mezi sklovinou, dentinem a kosti. Druhym cilem studie bylo vyuZit tyto informace pro
rekonstrukci stravovacich navyka. Vzorky kosti a zubii pochazely z archeologického nalezisté
Chiéastany, které¢ bylo datovano do rané doby bronzové. Piiprava vzorkil a experimentalni
podminky jak pro laserovou ablaci tak pro ICP-MS jsou uvedeny v nasSi praci [31]. Ze
statistickych postupti byly pouzity neparametrické (pofadové) testy, Kruskal-Wallisiiv test
vcéetné parového porovnani, korelacni analyza za vyuziti Spaermanova korelacniho
koeficientu a dale faktorova analyza. Krabicové grafy na obrdzku 6 potvrzuji rozdily mezi

izotopickymi poméry ve studovanych tkanich.
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Obr. 6. Krabicové grafy izotopickych pomsra **Ba/**Ca a ®*Sr/**Ca

Stejné tak korelac¢ni analyza (obr. 7) potvrzuje statisticky vyznamné korelace v jednotlivych

tké&nich souvisejici s jejich biogennimi vztahy a zfejmé nebyly ovlivnény diagenezi.
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Obr 7. Vysledky korela¢ni analyzy

Interpretace vysledkli je sice zatizena pomérné¢ malym rozsahem vybéru, pfesto jsou
prokazatelne rozdily mezi sklovinou a kosti. Nalezené hodnoty izotopickych poméra vedou
k zavéru, ze ve stravé sledovanych jedincu pievazovalo maso. Sklovina se odliSuje od kosti
a dentinu a vykazuje nizké hodnoty korela¢nich koeficient. V této studii nalezené izotopické
poméry neodrazeji stravovani v détstvi ani geograficky ptivod, a to prave kvili rozdilim mezi
dentinem a sklovinou. Divodem téchto rozdilt mize byt nehomogenni signal z LA-ICP-MS
méfeni. Dale je tfeba vzit v tvahu, Ze pravé sklovina je nachylnéjsi k vlivim okoli. Porovnani
izotopickych poméri mezi vzorky lidskych ostatki a zvifeciho zubu pomoci faktorové
analyzy (obr. 8) naznacuji, ze populace s vyjimkou jednoho jedince zila spole¢né na jednom
misté¢ 7-10 let. Vyjimku tvoii jedinec s ozna¢enim 229, coz byla kostra mladé Zeny. Ta se

ke skupiné ostatnich ziejmé pfipojila kratce ped svou smrti.
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Obr. 8. Rozptylovy diagram FA znéazorfiujici shluky podle pomérti Sr/**Ca and ***Ba/**Ca

V této studii nezastirame mozné problémy pfi interpretaci, které mohou byt zpiisobeny jak
nehomogenitami ve vzorcich, tak i nedostate¢nou preciznosti naseho ICP-MS spektrometru
pro izotopické poméry. Proto podrobné diskutujeme validitu stravovacich migrac¢nich studii
zaloZenou na koncentracich barya a stroncia. Jedna se o prvni vysledky prace na LA-ICP-MS

Z naseho pracovisté. Dopracovat se a interpretovat vysledky z téchto spojenych technik

wevr
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4. Sledovani kvality potravin pomoci infracervené spektrometrie

Infradervena spektrometrie se v potravinaiském primyslu a pti sledovani kvality potravin
pouZiva jiz dlouho. Nastup spektrometrti s Fourierovou transformaci (FTIR) na piclomu
60. a 70. letech minulého stoleti vyrazné zrychlil analyzu a po zavedeni stolnich pocitact
0 desetileti pozdéji se stalo silnym pomocnikem pro chemometrické zpracovani namétenych
spekter. V potravinaiském pramyslu se FTIR s fadou zplsobu piiprav vzorkil a samotnych
technik méteni (absorpéni, odrazné, ...) uziva zejména ke stanoveni a identifikaci hlavnich
a vedlejSich slozek potravin, k detekci pancovani a kontaminace potravin a dale
k charakterizaci, prokazani pravosti nebo klasifikaci potravin. Techniky vicerozmérné
kalibrace, které jsou nejen pro infraéervena spektra nutnosti, se pouzivaji ke kvantitativni

analyze slozitych smési a diskriminaé¢ni analyza pak ke klasifikaci vzorka.

Mezi témata objevujici se Casto v potravinaiském sektoru patii origindlnost produktu
a ov€fovani pravosti. V Evropské unii je nékolik syru, které jsou chranény Evropskou komisi,
ktera dohlizi na produkty uznavané kvality a pivodu pod chranénym oznacenim puvodu,
chranénym zemé€pisnym oznacenim a oznacenim zaruCena tradi¢ni specialita. Mimo jiné
i infraCervena spektrometrie je vyuzZivana ke studiu této problematiky, tj. ke kontrole pravosti
a urc¢eni geografického ptivodu riznych druhti zrajicich syrt. V literatufe je popséno pouziti
infraCervené spektrometrie k rozliSeni 166 vzorkl syri Emental vyrabéného béhem roku
v Némecku, Rakousku, Finsku, Francii a Svycarsku [32]. Dalsi prace uvadi, Ze IR
spektrometrie ve stfedni oblasti podava relevantni informace o zemépisném plvodu jak
experimentalniho francouzského tvrdého syru Jura, tak Svycarskych syrti Gruyere a I’Etivaz
[33]. Vroce 2010 ziskaly tvartizky vramci EU chranéné zemépisné oznaceni a to nas
piivedlo k mySlence vyvinout metodu umoziujici relativné snadné hodnoceni pravosti téchto
zrajicich syrid. Oproti publikovanym pracim jsme se zaméfili na studium infracervenych
spekter plynné faze. Podafilo se nam vytvofit metodu zaloZzenou na méfeni absorpénich
spekter plynné faze ve stfedni infraervené oblasti jednotlivych druhti zrajicich syra [34].
Klicovym problémem byla pfiprava vzorkt a to zejména z divodu (pro nasi strategii méteni)
vysokého obsahu vody. Péasy piislusejici OH skupinam ve spektru znemoznovaly dalsi
zpracovani a vzdusna vihkost poSkozovala okénka z KBr. Proto jsme pouZili okénka ze ZnSe
a Vv praci popisujeme dva mozné zpusoby suseni vzorku, které se li§i ¢asovou naro¢nosti.

Ptiklad infracervenych spekter zrajicich syrti je na obrazku 9.
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Obr 9. FTIR spektra Olomouckého tvarizku a Romaduru, méfena po 90 minutovém zahtivani

pii 120 °C v rozsahu 4000 — 600 cm™

Vyhodnoceni infraervenych spekter se zamérem rozliSeni jednotlivych syrd bylo Gspésné
provedeno pomoci diskriminac¢ni analyzy (DA). Jedna se o vicerozmérnou statistickou
techniku, kterd hodnoti rozdily mezi dvéma nebo vice skupinami objektii charakterizovanych
pomoci n€kolika znakt. Urcuje tfidy objektl, které jsou nejpodobnéjsi neznamému materialu.
Klasifikace pomoci DA vyZaduje v prvnim kroku sestrojeni kalibra¢niho modelu, ve kterém
je specifikovano vice tfid, které jsou popsany libovolnym poctem standardd. Klasifikace
nasledné¢ pomoci vytvoren¢ho kalibracniho modelu interpretuje vibrac¢ni spektrum jako bod
Vv dimensionalné¢ redukovaném faktorovém prostoru. Vysledkem této metody je jméno tiidy
(nebo tfid), které jsou nejpodobnéjsi posuzovanému vzorku. Nami pouzivany software
poskytuje jako vystup graf vyjadiujici zavislost Mahalanobisovy vzdalenosti mezi

jednotlivymi tfidami. Mahalanobisova vzdalenost je vzdalenost hodnoceného spektra

ato typu Tvartizek a typu Romadir, v infradervené oblasti 4000 — 700 cm™. Ob& skupiny
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zrajicich syrti byly reprezentovany ¢tyfmi druhy syrt. Vysledky pro Olomoucké ukazuje
obrazek 10.
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Obr. 10. Klasifikace zrajicich syru typu Tvartzek podle DA (A1l — Olomoucky tvarizek; A2 —
Jemné tvartizky Loose; A3 — Jemné tvarizky z maloobchodni sité v CR, jiny vyrobce nez A2;

A4 — tvaruzky zakoupené a vyrobené v Rakousku, Quargel natur)

Z obrazku 10 je patrné, ze jednotlivé vzorky zrajicich syru tvoii oddélené shluky, které maji
ruzné meziklastrové Mahalanobisovy vzdalenosti. Vyznamné rozdily ve vzdalenostech byly
nalezeny v pfipadé suSeni v exsikatoru pro téidy Olomoucké tvarizky (A1) — jemné tvartizky
Loose (A2) a Jemné tvarizky (A3) — jemné tvartizky Loose (A2). Zde bylo pouzito Sest
hlavnich komponent, na ose X je vynesena Mahalanobisova vzdalenost od Olomouckého
tvaruzku, zatimco na ose y je Mahalanobisova vzdalenost od Jemného tvartzku. Podobné
vysledky DA byly ziskany pro klasifikaci zrajicich syrt typu Tvartazek, které byly vysuseny
v lyofilizatoru. Ke klasifikaci takto upravenych syra bylo pouzito 9 hlavnich komponent (osa
x: vzdalenost od Olomouckych tvartizka, osa y: vzdalenost od tvaruzka z Rakouska). Rozdily
ve vzdalenostech byly vyznamné pro tyto tifidy: Olomoucké tvarizky (Al) — tvarizky
z Rakouska (A4) a Jemné tvartuzky Loose (A2) — tvaruzky z Rakouska (A4). Vysledky
vyhodnoceni syrt typu ,,Romadur” a tabulky Mahalanobisovych vzdalenosti jsou uvedeny
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v nasi praci [34]. Pomoci diskrimina¢ni analyzy byly zjistény vyznamné rozdily mezi
rznymi druhy zrajicich syra typu ,, Tvartzek®, resp. mezi origindlnimi Olomouckymi
tvarizkami a jejich riznymi ,,napodobeninami®. Tyto rozdily mohou byt dany jak rtiznym
sloZzenim a vyrobou syru, které urcuji jejich kvalitu, tak zménami vyrobku b&éhem doby
pouzitelnosti a predupravy vzorku. Na zakladé vysledki DA, muZzeme konstatovat, Ze oba
zpusoby pfiipravy vzorkd pied méfenim (Casové naro¢né suSeni v exsikatoru a vyuZziti
lyofilizatoru) byly vhodné pro klasifikaci vzorka zrajicich syria. Hodnoty Mahalonobisovych
vzdalenosti u vzorkt vysuSenych v exsikatoru byly vétsi nez u vzorkt vysusenych lyofilizaci.
Diivodem rozdilnych hodnot Mahalanobisovych vzdalenosti mohly byt pravdépodobné
chemické zmény a dodatecné zrani syrti. Nami navrzeny protokol ptipravy vzorkd, jejich
méieni pomoci FT-IR spektrometru a interpretace za pouziti softwaru, ktery je standardné

dodavan se spektrometrem lze potencialné vyuzit jak pti vyrobé tak pfi kontrole autenticity.

Velky rozvoj instrumentalnich metod pouZivanych v analytické chemii se hojné vyuziva pii
kontrole vyrobnich procesu pievazné vétSiny potravin. Komeréné zajimavou oblasti je vyroba
vina a to jak pro vyrobce, tak i pro zakazniky. Vina jsou obecné zdrojem mnoha fenolickych
latek, které maji silny vliv na jejich vyslednou kvalitu. I kdyz tvofi méné nez 5 % slozek
nachazejicich se ve viné, jsou dilezit¢, nebot se vyrazn¢ podileji na celkovych
organoleptickych vlastnostech daného vina, jako jsou barva, chut’ ¢i stahuj9c9 vlastnosti.
Obsah téchto sloucenin je ovlivnén jak samotnym surovym materialem, tj. hrozny, tak
technologii vyroby vina, ktera je charakteristickd pro rizné druhy vin a vinafstvi. Proto jsme
pouzili infraCervenou spektrometrii pro vyvoj rychlé metody studia fenolického profilu
a antioxidacni aktivity ¢erveného, rizového a bilého moravského vina, které bylo odebirano
v riznych technologickych fazich vyroby [35]. Tato metoda byla zalozena na méteni vzorka
vin pomoci rychlé odrazové techniky ATR, tedy bez potieby predipravy vzorkd.
Kvantitativni vyhodnoceni predikce celkoveho obsahu fenolickych latek a celkové
antioxidacni aktivity bylo provedeno pomoci chemometrické metody Caste¢nych nejmensich
¢tverci (PLS), vyuzivajici k vytvofeni kalibracniho modelu infracervenych spekter
a referen¢nich hodnot celkového obsahu fenold (TPC) a celkové antioxidacéni aktivity (TAA).
Obsah TPC a TAA byl analyzovan pomoci piislusnych spektrometrickych ,,referenc¢nich
metod [36]. Dale byl studovan také vliv jednotlivych technologickych postupti na obsah TPC
a TAA u vSech druhil vin. Kvalitativni vyhodnoceni infracervenych spekter bylo provedeno

pomoci diskrimina¢ni analyzy, ktera byla vyuzita k rozdéleni vin podle zakladnich vyrobnich
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operaci. U jednotlivych vzorki vin byl sledovan obsah celkovych fenolickych latek
a antioxida¢ni aktivita, jejichZ stanoveni bylo provedeno pomoci vicerozmérné kalibracni
metody PLS. V prvni fadé byly vytvofeny PLS modely na zakladné piislusnych
infraCervenych spekter a referencnich hodnot antioxidacni aktivity, které byly ziskany
nezavislym spektrofotometrickym méfenim. Nasledné byly vytvofené modely pouzity
k predikci celkové antioxidacni aktivity. Dale byla provedena charakterizace vzorkt vin podle

vyrobniho procesu pomoci diskriminacni analyzy spekter ze stfedni infracervené oblasti.

Hlavnim krokem predikce a stanoveni celkovych fenolickych latek a celkové antioxidacni
aktivity vin je vytvoreni vhodného kalibra¢niho modelu. Pro kazdy druh vina byly vytvofeny
celkem 3 kalibra¢ni modely a to na zéklad¢ ziskanych spektralnich dat (neupravena spektra,
1.a 2. derivace spekter) a referencnich hodnot TPC a TAA ziskanych pomoci UV/Vis
spektrometrie. Vyhodnoceni kalibra¢niho modelu bylo provedeno na zakladé chyby kalibrace
a validace, chyby predikce a korela¢nich koeficientl. Jednim z diilezitych kroki pfi vytvaieni
kalibracniho modelu je vybér spektralniho regionu. Jejich volba je shrnuta v tabulce 7. Vybér
spektralnich regionti byl naro¢nou ¢asti nasi prace a byl proveden na zakladé literatury [37,

38] a vyslednych parametrt PLS model.

Tabulka 7. Vybrané spektralni regiony PLS modelt v§ech druhti vin

Infradervend oblast (cm™)

Druh vina
TPC TAA
cerveneé vino 3000 — 2960, 1457 — 966 2973 — 2434, 2280 - 1717, 1445 — 966
razové vino 1457 — 966 3730 -1034, 1032 — 627, 626 — 614
bilé vino 3000 — 2960, 1543 — 966 2971 — 2435, 2280 - 1717, 1543 — 966

Na zédklad¢ vysledki metody PLS bylo zjiSténo, ze vSech devét modelll poskytuje dobrou
kalibraci (rca > 0,9), ale pouze modely z neupravenych spekter poskytly nejlepsi vysledky pro
predikce hodnot TPC. Vyjimku tvofilo pouze bilé vino, u kterého bylo dosazeno lepsiho
vysledku predikce pro model vyuZivajici 1. derivaci spektra. Tento poznatek by mohl souviset
s riznym obsahem fenolickych slouc¢enin ve vinech. V piipadé TAA bylo ziskano sedm
kalibracnich modeli poskytujicich dobrou kalibraci. Nejlepsi vysledky pro predikci TAA

poskytly opét PLS modely, k jejichz vytvoreni byla pouzita surova infracervend spektra. Pti
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porovnani PLS modelii jednotlivych druhti vin na zakladé korelac¢nich koeficientli kalibrace

a validace, mélo lepsi statistické parametry rizové vino nez cervené a bilé.

Metoda PLS byla pouzita pro vyhodnoceni celkového obsahu fenolickych latek vzorkt vin
odebiranych v ruznych technologickych fazich vyroby na zakladé jejich infraervenych
spekter. Vyznamné vys$s$i obsah celkovych fenolickych latek ma ¢ervené vino v porovnani
sruzovym a bilym vinem. Tyto vysledky potvrzuji obecny fakt, Ze Cervena vina obsahuji
vys$i obsah TPC v rozsahu od 800 do 4000 mg.I" a bila vina mens$i obsah v rozsahu od 200
do 500 mg.l'l. Obdobn¢ (na zéklad¢ IR spekter a PLS metody) bylo provedeno vyhodnoceni
antioxidacni aktivity stejnych vzorkt. Z vysledkt je patrné ze, Cervené vino ma zietelné vyssi
hodnoty TAA nez ruzové a bilé vino. V nékterych piipadech (fazich vyroby) ma ¢ervené vino
az 5x vyssi hodnoty TAA, v porovnani s ostatnimi druhy vin. Stejné jako u fenolickych latek,
byl i zde studovan vliv jednotlivych technologickych fazi vyroby na obsah TAA. Detaily jsou
uvedeny v nasSi studii [35] a diplomové praci [36]. Na zakladé vysledki hodnot TAA,
ziskanych pomoci metody PLS, byly zjistény vyznamné rozdily jak mezi jednotlivymi druhy
vin, tak technologickymi fazemi jejich vyroby. Dale byl pozorovan stejny trend zmén hodnot
TAA a TPC v pribéhu celého vyrobniho procesu. Z tohoto divodu byla téz provedena
korela¢ni analyza hodnot TAA a TPC. Jeji vysledky potvrzuji statisticky vyznamnou korelaci
mezi TAA a TPC v prib¢hu vyroby: silna korelace u ¢erveného vina (r = 0,7911) a slabsi
U rizového vina (r = 0,2564) a bil¢ho vina (r = 0,3983). Vysledky korela¢ni analyzy potvrzuji

jiz diive popsany zavér, Ze antioxidacni aktivita vin je ovlivnéna obsahem fenolickych latek.

Posledni ¢asti této studie byla aplikace DA pro klasifikaci jednotlivych druhti vin (Cervené,
ruzové, bilé) v riznych technologickych fazich jejich vyroby. Ke klasifikaci byly vybrany
ruzné infracervené oblasti spektra, které jsou detailné popsany v nasi praci [39]. Bylo zejména
potieba eliminovat vliv vody, ktera ve stfedni infracervené oblasti absorbuje zafeni a ve viné
je ji nejvétsi podil. Diskriminac¢ni analyza opét na zdkladé¢ Mahalanabisovy vzdalenosti
poskytla piedpokladané vysledky — vice nez uspokojivé rozdéleni vzorka vin do jednotlivych
skupin. Vyroba vina obecné zahrnuje nékolik technologickych fazi, mezi které¢ patii sklizen
hroznd, drceni hrozntl, lisovani, fermentace, zrani, Skoleni vina a lahvovani. Kazdy z téchto
vyrobnich krokt je charakteristicky pro kazdy druh vina (Cervené, rtizové, bilé vino), odradu
a vinafstvi. V této praci byly pouzity vzorky vin, které byly sbirdny béhem jejich vyroby
abyly rozdéleny do 3 skupin podle zdkladnich technologickych operaci (macerace,
fermentace a hotové vino). Prvni skupina zahrnuje proces lisovani a macerace slupek (tfida 1),

druha skupina fazi fermentace (tfida 2) a tieti skupina zahrnuje Skoleni vina a lahvovani (tfida
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3). Na zakladn¢ vysledki DA, mtzeme konstatovat, ze jednotlivé technologické operace
operaci pfi vyrobé vina je fermentace, béhem které se vytvaii alkohol a most vinné révy
se pomalu méni na vino. Pfi porovnani Mahalanobisovych vzdalenosti procesu fermentace
(tfida 2 — tfida 3) a macerace (tfida 1 — tfida 2), vétsi hodnoty vzdalenosti byly pozorovany
pro fermentacni proces (tabulka 8). Béhem tohoto procesu se slozeni vina méni vice nez pii
procesu macerace. Pifi porovnani jednotlivych druhii vin v procesu fermentace, vyznamny
rozdil ve vzdalenosti mélo rizové vino nez Cervené a bilé vino. Pravdépodobné je to dano
rozdilnymi vyrobnimi postupy. Vyznamné rozdily ve vzdalenostech byly nalezeny mezi
tiidou 1 a tfidou 3, tj. mezi fazi macerace a hotovym vinem. Vyznamné hodnoty vzdalenosti
byly pozorovany u Cerveného a bilého vina. Tyto rozdily, majici také nejvétsi hodnoty
Mahalanobisovych vzdalenosti, indikuji zmény slozeni vin béhem jejich vyrobniho procesu.

Naproti tomu, rizové vino vykazovalo opa¢ny trend.

Tabulka 8. Mahalanobisovy vzdalenosti mezi tfidami ¢erveného, rizového a bilého vina

tiidy cervené vino riazové vino bilé vino
tiida 1 — t¥ida 2 3,20 5,51 3,92
tiida 2 — tfida 3 3,87 8,85 4,06
tiida 1 —tiida 3 4,75 4,84 7,70

Nase studie se snazila rozvinout myslenky publikované v préci z roku 2010 [37] a posunout
ji dale smérem ke komplexné&j$im matricim. Nesoustiedily jsme se pouze na vino jako hotovy
produkt, ale museli jsme celit problémim stanoveni TAA a TPC u jednotlivych
meziproduktii. Otazkou, které jsme se snazili vénovat pozornost, byla opét kvalita vysledku.
Pti pracich uvedenych v této kapitole nebylo snadné aplikovat b&ézné postupy zabezpeceni
kvality vysledkt jako je tfeba analyza CRM. Tam, kde to bylo mozné, jsme provadéli
stanoveni dvéma metodami (zejména u TAA). Pfipadn¢ jsme provadéli alespont vEétsi pocet

opakovanych méfeni, coz se vzhledem k rychlému méteni dalo vyuzit u FTIR spektrometrie.



32

5. Zavér

Ne az tak zndmou skutecnosti je, ze za zakladatele spektroskopie mizeme sméle povazovat
Jana Marka Marci z Kronlandu, ktery jiZz v roce 1648 publikoval spis s ndzvem ,, Thaumantias
— O duze nebeské a o povaze, piivodu a piic¢inach jejich zjevnych barev [40]. V ném vénuje
pozornost problémim optiky, mimo jiné odrazu a lomu svétla, disperzi svétla a vzniku duhy.
Z jeho pozorovani lomu svétla na sklenéném hranolu, ohybu svétla za prepazkou nebo
vlastnosti duhového zbarveni tenkych vrstev Ize usoudit, ze vlastné objevil disperzi svétla
0 nékolik let difve nez Isaac Newton. Letos si piipomindme 420 let od jeho narozeni. Ceské
odborna spolec¢nost sdruzujici pracovniky vSech spektralnich technik nese jeho jméno —
Spektroskopicka spole¢nost Jana Marka Marci. Snad nebudou ¢tenafi této prace povazovat
za piili§ opovazlivé tvrzeni, ze svou badatelskou praci se ozna¢im za jednoho z mnoha
nasledovniki tohoto prikopnika ze 17. stoleti. Cim vice se ponofuji do tajii jednotlivych
spektralnich metod, tim Castéji se mi vybavuje vyrok pfipisovany Sokratovi — vim, Ze (skoro)
nic nevim. V mnoha piipadech vSak z na prvni pohled neptehlednych vysledkti odhalilo
pouziti vhodnych statistickych postupii zajimavé zavéry a souvislosti. Mnohokrat se mi
potvrdila slova prof. Eckschlagera, zakladatele moderni chemometrie v Ceskoslovensku:
»Pozadovanou informaci lze ziskat jen na experimentadlnim zdkladé, a to procesem, ktery
probiha ve dvou po sobé€ nasledujicich fazich: 1. provedeni vlastni analyzy, 2. vyhodnoceni
vysledkd, tj. ,,dekdédovani* informace Vv nich obsazené. Zplisob vyhodnoceni vysledkt se tidi
podle toho, jak byla informace ziskana. ...“ [41]. Nam se v fad¢ naSich studii, a domnivam se,
ze uspésné, podatilo aplikovat jednorozmérné a vicerozmérné statistické postupy a moderni
statistické techniky zabezpeceni kvality vysledki pravé k dekddovani informaci z celé tady

analyz.
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6. Seznam zkratek

AAS — atomova absorp¢ni spektrometrie

ATR - technika zesileného uplného odrazu

CE - kapilarni elektroforéza

CRM - certifikovany referen¢ni material

DA - diskriminac¢ni analyza

ETA - elektrotermicka atomizace

FTIR - infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci

GC - plynovéa chromatografie

HG — generovéni hydrida

HPLC - vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

ICP-OES - opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
LA - laserové ablace

LOD — mez detekce

MIP-OES - opticka emisni spektrometrie s mikrovinné indukovanym plazmatem
NRL — narodni referencni laboratot

PCA - analyza hlavnich komponent

RM — referen¢ni material

PLS — metoda ¢aste¢nych nejmensich ¢tverct

SOP - standardni pracovni postup

SVU - Statni veterinarni Gstav

u — standardni nejistota

uc — kombinovana standardni nejistota

TAA — celkova antioxidacni aktivita

TPC — celkovy obsah fenoll
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