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ABSTRACT 
Heavy metals (cadmium, lead, zinc) determination in biological matrixes belongs to actual 

problems concerning food hygiene, foodstuffs quality and food chemistry. Cadmium, lead and 

chromium belong to heavy metals group characterised by high toxicity. Other important group 

of heavy metals is represented by essential components such as zinc, cuprum and cobalt, 

which are necessary for regular function of enzymes. In our work we used electroanalytical 

techniques for heavy metals determination in biological matrix (apple). In our recent works 

we found out that the electroanalytical techniques are effective tool to detect very low heavy 

metals concentrations even in the biological matrix. In addition, it is able to determine 

concentration of free heavy metal and after eventual sample mineralization also its fixed form 

by the mentioned techniques. It is very suitable to determine heavy metal concentration in 

single run (simultaneous determination) for routine analysis. We simultaneous determined 

cadmium, lead and cuprum by differential pulse anodic stripping voltametry voltammetry 

(DPAV) in the presence of acetate buffer (pH 4.6). 

Keywords: simultaneous determination, heavy metals, cadmium, lead, cuprum, differential 

pulse anodic stripping voltammetry, biological matrix 

ABSTRAKT 
Mezi aktuální problematiku týkající se potravinářské hygieny, kvality potravin  

a potravinářské chemie patří stanovení těžkých prvků (kadmium, olovo, zinek) v biologických 

vzorcích. Kadmium, olovo či chrom patří do skupiny těžkých kovů vyznačujících se vysokou 



toxicitou. Další významnou skupinu představují na druhou stranu esenciální prvky jako  

je zinek, měď a kobalt, které jsou nepostradatelné pro správnou funkci enzymů  

v organismech. Pro stanovení těžkých kovů (mědi, kadmia a olova) v  biologické matrici 

(jablko) byly v této práci využity elektroanalytické přístupy. V předchozích pracích jsme 

zjistili, že elektroanalytické stanovení je efektivním nástrojem k určení velmi nízkých 

koncentrací těžkých kovů i ve velmi složité biologické matrici. Pomocí této techniky  

je možné stanovit koncentraci volného těžkého kovu a po případné mineralizaci vzorku také 

jeho vázané formy. Pro běžnou analýzu je velmi výhodné stanovit koncentraci těžkých kovů 

v jednom analytickém kroku (simultánní stanovení). Pomocí diferenční pulzní anodické 

rozpouštěcí voltametrie (DPASV) jsme simultánně stanovovali kadmium, olovo a měď 

v acetátovém pufru (pH 5,0). 

Klíčová slova: současné stanovení, těžké kovy, kadmium, olovo, měď, diferenční pulzní 

anodická rozpouštěcí voltametrie, biologická matrice 

ÚVOD 
Znečištění životního prostředí těžkými kovy je výsledkem mnoha lidských aktivit, 

zejména však těžkého těžebního a výrobního průmyslu. Vliv těchto polutantů na ekosystémy 

má velmi závažné dopady na ekonomiku a lidské zdraví1-4. A proto je výskytu těžkých kovů 

v životním prostředí ale i ve vstupních surovinách a produktech potravinářského průmyslu 

věnována značná pozornost5,6. Těžké kovy vstupující do potravních řetězců všech živých 

organismů dělíme na dvě skupiny: toxické a esenciální.  

Ionty toxických těžkých kovů jsou schopny vstupovat a narušovat tak mnoho 

důležitých metabolických procesů probíhajících v živých organismech, což může vést 

k mnoha závažným chorobám popřípadě i smrti organismu. Například vyšší obsahy olova, 

kadmia a rtuti zhoršují nutriční kvalitu potravin a tím ohrožují životní prostředí člověka 7. 

Dále tolerovaná denní dávka olova pro dospělého člověka činí 500 µg, kadmia 67 – 83 µg. 

Vstřebané olovo a kadmium jsou transportovány krví do jater a ledvin, kde se tyto prvky 

kumulují. Při intoxikaci olovem nebo kadmiem mohou být tyto orgány poškozeny. Olovo 

navíc poškozuje nervový a kardiovaskulární systém. Kadmium vykazuje teratogenní  

a karcinogenní účinky, poškozuje pohlavní orgány a má vliv na krevní tlak 8. Naopak 

v rostlinách může přítomnost toxických těžkých kovů narušit v respiraci, vyvolat poruchy 

funkce průduchů a zpomalit růst. 

Naopak esenciální těžké kovy mají pozitivní význam jako složky mnoha enzymů  

a proteinů (umožňují vazbu na DNA – zinkové prsty) 9. Měďnaté ionty jako součást aktivních 



center enzymů, které se vyskytuje např. u cytochrom-c-oxidasy, superoxiddismutasy,  

β-hydroxylasy a řady dalších. Měď je také nezbytná pro efektivní využití železa a pro 

biosyntézu některých fyziologicky významných sloučenin (v plasmě se vyskytující 

metaloprotein ceruloplasmin, v mozkové tkáni zase cerebrokuprein). Doporučené denní 

dietární dávky mědi jsou 0,4 až 0,7 mg pro děti do 1 roku, 0,7 až 2,0 mg pro děti od 1 roku do 

10 let, 1,5 až 2,5 mg pro adolescenty a 1,5 až 3,0 mg pro dospělé jedince. Toxicita mědi pro 

savce je poměrně nízká (hodnota LD50 pro perorální podání CuSO4.5H2O u krys je 300 mg 

(kg tělesné hmotnosti) 8. 

Z těchto důvodů se jeví nesmírně důležité mít přesné analytické metody s nízkými 

limity detekce pro stanovení těžkých kovů v biologických, environmentálních  

i potravinářských vzorcích10-12. Cílem této práce bylo optimalizovat diferenční pulsní 

anodickou rozpouštěcí voltametrii (DPASV) pro jednoduché a citlivé současné stanovení 

kadmia, olova a mědi. Dále jsme tuto elektroanalytickou techniku využili pro analýzu obsahu 

těžkých kovů v potravinách. 

MATERIÁL A METODY 
Chemikálie 

CH3COOH, CH3COONa, Pb(NO3)2, KCl a CdCl2 byly dodány firmou Sigma Aldrich 

Chemical Corp. (USA) v čistotě ACS. Cu(NO3)2 byla téže čistoty dodaná firmou Fluka 

chemie AG (USA). Zásobní a pracovní roztoky byly připraveny v ACS vodě (Sigma).  

 

Příprava reálného vzorku pro současnou analýzu těžkých kovů  

Ovoce bylo zakoupeno v obchodní síti supermarketu ALBERT. Pro naše účely jsme 

použili jablka (Malus sp.), a to odrůdy Šampion, Spartan, Golden delicious a Rubín. Všechny 

odrůdy byly vypěstovány v ČR a byly II. jakosti. Vzorky před analýzou byly upraveny 

nejprve strouháním na umělohmotném struhadle a následným třením po dobu 5 min ve třecí 

misce. Z takto upraveného vzorku jsme odebrali 20 g homogenátu do umělohmotných kyvet. 

Byla provedena centrifugace – 15 min při 7 000 g; 20 °C (Janetzki T24). Získaný supernatant 

byl před další analýzou zamrazen na –20 °C. 
 
Elektrochemická analýza 

DPASV analýza byla prováděna pomocí elektrochemického analyzátoru AUTOLAB 

(EcoChemie, Netherlands) v zapojení s tříelektrodovou celou VA-Stand 663 (Metrohm, 

Switzerland). Byla použita pracovní elektroda – HMDE (plocha rtuťové kapky: 0.4 mm2), 



referenční elektroda (Ag/AgCl, 3 M KCl) a platinový drátek jako pomocná elektroda. Získaná 

data byla upravena matematickou korekcí podle algoritmů navržených Savitzkym a Golayem 

implementovaných do GPES softwaru (EcoChemie). Experimenty byly prováděny při 

laboratorní teplotě. Měření bylo prováděno v potenciálovém rozsahu od –1,2 V do +0,1 V  

s těmito parametry: potenciálový krok 1,05 mV, pulsní amplituda 25,05 mV, časový interval 

0,2 s, doba akumulace 240 s, potenciál akumulace –1,1 V. Jako základní elektrolyty jsme 

použili acetátový pufr (0,2 M CH3COOH + 0,2 M CH3COONa) a 0,1 M KCl. 

 

Návratnost 

Návratnost  byla vyhodnocena pomocí přídavku 100 µl standardu (koncentrace  

se pohybovala od 1 µg.ml-1 až po 20 µg.ml-1) k připraveným homogenátům (100 µl). Postup 

přípravy homogenátu viz. výše. Koncentrace těžkého kovu ve vzorku byla stanovena pomocí 

odečtu z kalibrační křivky. 

 

Statistická analýza 

STATGRAPHICS® (Statistical Graphics Corp®, USA) byl použit pro statistickou 

analýzu. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměrná hodnota ± S.D. pokud není uvedeno jinak. 

Hodnota p < 0,05 byla označena jako signifikantní. 

VÝSLEDKY 
Analytickému stanovení těžkých kovů je věnována pozornost velmi dlouhou dobu. 

Nejběžněji využívané techniky jsou atomová absorpční spektrometrie s atomizací v plamenu  

a nebo v grafitové kyvetě 13,14. Pro velmi přesné stanovení se používá atomová adsorpční 

spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem 15-19. Mezi vysoce senzitivní techniky také patří 

elektroanalytické postupy s detekčními limity v řádech nM a pM koncentracích. Diferenční 

pulzní voltametrie v kombinaci s adsorptivním rozpouštěním patří mezi nejcitlivější 

elektroanalytické metody využívané pro detekci těžkých kovů 12,20. Na obrázku 1 je ukázán 

voltamogram současného stanovení zinku, kadmia, olova a mědi ve čtyřech koncentracích 

(100, 50, 25 a 12.5 nM). Jako základní elektrolyt byl pro současné měření použit acetátový 

pufr o pH = 4,6. Potenciály píků byly pro zinek –1,010 ± 0,005 V, pro kadmium –0,595 

± 0,003 V, pro olovo –0,425 ± 0,005V a pro měď –0,010 ± 0,003 V.   
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Obr. 1: AdTS DPV voltamogram získaný po 60 s době akumulace zinku, kadmia, olova a mědi 

při 50 nM koncentraci 

 

Optimalizace současného stanovení 

Vliv základního elektrolytu 

Pro co nejcitlivější současnou analýzu kadmia, olova a mědi byly studovány různé 

základní elektrolyty. Testovali jsme dva základní elektrolyty 0,1 M KCl a acetátový pufr. Pro 

současné stanovení výše zmíněných těžkých kovů nebyl jako elektrolyt 0,1 M KCl vhodný, 

protože signály stanovovaných kovů byly nízké a měření byla méně reprodukovatelná (není 

ukázáno). Naopak při použití acetátového pufru jako základního elektrolytu byly pozorované 

píky dobře separované a měření byla velmi dobře reprodukovatelná. Proto jsme pro další 

analýzu používali acetátový pufr. 

 

Vliv pH acetátového pufru 

Dále jsme testovali vliv rozdílného pH acetátového pufru (4,0; 4,2; 4,4; 4,6; 4,8; 5,0) 

na výšku elektrochemické odpovědi při současném stanovení kadmia, olova a mědi. Zjistili 

jsme, že pro kadmium se výška signálu prakticky neměnila, ale u olova a mědi došlo 

k výraznému zvětšení píku při pH = 5,0. Na obrázku 2 je ukázána závislost výšky 

elektrochemické odpovědi na pH vypočtená pro všechny analyzované těžké kovy. Na základě 

zjištěného faktu jsme pro další stanovení používali acetátový pufr o pH 5,0.   
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Obr. 2: Závislost průměrné proudové odpovědi současně stanovovaných těžkých kovů 

v závislosti na pH 

 

Vliv doby akumulace 

Výška signálu detekovaného pomocí techniky diferenční pulsní anodické rozpouštěcí 

voltametrie silně závisí na době akumulace. Doba akumulace je čas, po kterou se stanovovaná 

látka váže na rtuťovou kapkovou elektrodu. V našem případě je velmi dobře známo, že rtuť 

s těžkými kovy vytváří amalgámy. Takto vytvořená amalgáma kovu se může rozpouštět a její 

množství je přímo úměrné koncentraci přítomného kovu – výrazné zvýšení signálu.  

Na obrázku 3 je ukázána závislost doby akumulace na výšce signálu u námi studovaných 

různých těžkých kovů. Zjistili jsme, že výška signálu se s dobou akumulace lineárně zvyšuje. 

Pro další měření jsme použili dobu akumulace 240 s, aby elektroanalytické stanovení bylo 

vysoce senzitivní, ale doba  analýzy nepřekročila 5 minut. 
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Obr. 3: Závislost proudové odpovědi současně stanovovaných těžkých kovů v závislosti na 

jejich době akumulace 



Vliv koncentrace 

Pomocí námi optimalizované elektroanalytické metody byla studována závislost 

změny proudových výšek signálů jednotlivých kovů na koncentraci. Koncentrační závislost 

byla stanovena pomocí ředění základní směsi kadmia, olova a mědi. Získané kalibrační křivky 

vykazovaly striktně lineární závislost a na obrázku 4 jsou ukázány pro jednotlivé kovy  

(R2 (Cd) = 0,9917; R2 (Pb) = 0,9914; R2 (Cu) = 0,9981). Rovnice regrese byla pro kadmium  

y = 0,3464x + 8,3683, při limitu detekce (LOD 3SN) = 5,54 pM, pro olovo y = 0,00869x + 

2,9803, LOD = 22,09 pM, pro měď : y = 0,2342x + 7,1159, LOD = 8,20 pM. 
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Obr. 4: Závislost proudové odpovědi současně stanovovaných těžkých kovů v závislosti na 

jejich koncentraci 

 

Vliv biologické matrice 

 V další části práce byl studován vliv biologické matrice na studované signály těžkých 

kovů při jejich současném stanovení. Do základního elektrolytu byl přidán extrakt z jablek  

a koncentrace kadmia, olova a mědi (20, 50 a 75 nM). Zjistili jsme, že biologická matrice 

ovlivňuje současné stanovení těžkých kovů velmi málo (návratnost 96 – 103 %), jak je 

ukázáno v tabulce 1. 

 

 

Stanovení kovů v jablkách 

Metoda byla využita pro detekci těžkých kovů v jablcích různých odrůd zakoupených 

v obchodní síti. Do základního elektrolytu jsme přidali 3 % získaného jablečného extraktu,  



až do jeho obsahu 15 %. V studovaném ovoci byl obsah toxických těžkých kovů olova  

a kadmia velmi nízký, ale obsah mědi byl detekovatelný (280 nmolu v 0,5 ml jablečného 

extraktu). 

  

Tab. 1: Návratnost přídavku těžkých kovů (Cd, Pb a Cu) do biologické matrice (n = 5) 

 

Vzorek1 Detekovaný kov 
Výška píku 

[nA]2 

Výška píku 

[nA]3 

Výška píku 

[nA]4 

Návratnost 

[%] 

Cd nd* 15,8 ± 0,9 16,2 ± 0,9 103 

Pb nd* 4,7 ± 0,3 4,5 ± 0,4 96 jablko 

Cu 16,1 ± 0,7 11,5 ± 0,5 26,8 ± 0,5 97 

 
1 … výsledky jsou vyjádřeny jako průměr ± směrodatná odchylka 
2 … výška signálu kovu v biologické matrici (jablko) 
3 … výška signálu 20 nM standardu kovu v základním elektrolytu  
4 … výška signálu kovu v biologické matrici po přídavku 20 nM jeho standardu 
* … množství kovu nebylo detekovatelné 

 

ZÁVĚR 
 Diferenční pulzní voltametrie v kombinaci s adsorptivním rozpouštěním je velmi 

vhodná pro současné vysoce senzitivní stanovení kadmia, olova a mědi. Vyvinutou 

elektroanalytickou techniku je možné použít pro rychlou analýzu těžkých kovů v potravinách.    
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