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Stanoveni esencialnich a toxickych prvkua ve vlasech metodou ICP-MS

I. Teoreticky Gvod

Lidé a obecné ZivoCichové potrebuji ke spravné funkci téla kromé kysliku, vody, bilkovin, vitamin(
apod. také dostate¢ny pfisun stopovych prvk(. Rada esencidlnich prvk( (napt. Fe, Zn, Cu) je
klicovou soucasti metaloenzymU nebo jsou spojené s rozhodujicimi biologickymi funkcemi, jako
transport kysliku nebo hormonalni aktivita. Na druhé strané v prostredi existuje mnoho prvka,
které nejsou pro lidsky organismus esencidlni a pfi urcité expozici mohou vykazovat toxické ucinky
(napf. Pb, Cd, Hg, As). Sledovanim hladin toxickych a esencialnich prvk( v populacich ve vztahu k
lidskému zdravi se zaobira védni disciplina zvana humanni biomonitoring. V ramci humanniho
biomonitoringu se stanovuji v populacich koncentrace tzv. biomarkerd (napt. Cd v moci, Zn v
krevnim séru, Hg ve vlasech). Volba vhodného biomarkeru je vidy odvisla od rychlosti a zpUsobu
metabolismu rGznych forem (specii) daného prvku (tzv. toxodynamika a toxokinetika). ldealnim
biomarkerem by byl obsah prvku v cilovém organu. Nicméné to by znamenalo biopsii orgadnd, jako
jsou jatra, ledviny ¢i mozek, coz je z etického i praktického hlediska neproveditelné. V praxi se pro
posouzeni expozice toxickym prvkim ¢i nedostatku esencialnich prvkd vyuZiva analyzy vzork( plné
krve, krevni plasmy/séra a moci. Dale se studuji moZnosti vyuZiti alternativnich biomarker(/matric.
Takovym typem matrice by mohli byt vzorky vlasu, které |ze snadno a neinvazivné odebrat. Odbér
je levny, vzorek snadno uskladnitelny a transportovatelny do laboratofe k analyze. Zajimava je i
moznost analyzovat vzorky po Castech a tim rekonstruovat expozici daného jedince v Case zpét
(rychlost rlstu vlasl je priblizné 1 — 1,25 cm za mésic). Tyto vlastnosti délaji vlasy atraktivnim
materialem pro biomonitoring, nicméné pouziti vlas v rutinnim biomonitoringu ma prozatim své
limitace a to napf. nejasny vztah mezi expozici a obsahem prvk( ve vlasech a neexistence
referencnich mezi pro vétsinu prvkd.

Z analytického hlediska se pro analyzu vlasl vyuZiva predevsim metod atomové spektrometrie, a to
konkrétné atomové absorpcni spektrometrie s atomizaci prvkd v plameni (FAAS) ¢i elektricky
vyhtivané kyveté (ETAAS), optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES)
a hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). VSechny tyto techniky
vyZaduji prevedeni vzorkl do roztoku (mineralizaci vzorku). Vlasy je tedy potreba pred analyzou
rozloZit v prostredi silnych kyselin a oxidacnich cinidel. Mineralizace mize byt dle povahy analyt(
(tékavost, riziko kontaminace z vnéjsiho prostredi) provedena v otevieném sytému (napf. v kadince
na plotné) Ci lépe v uzavieném systému (autoklavy, mikrovinna rozkladna zafrizeni).

1. Stanoveni obsahu Zn a Cd ve vlasech metodou ICP-MS

1. Uvod

Pro ulohu byly vybrany 2 prvky, které reprezentuji jak esencialni (Zn), tak i toxické prvky (Cd).
Vzorek vlast jako matrice byl vybran z divodu snadného odbéru, manipulace a také pro svou
potencialni neinfekénost. Pracovat byste méli se svym vzorkem vlas(. Pokud z jakéhokoliv divodu
nechcete ¢i nemuUZete vzorek poskytnout, poskytne Vam ho vedouci cviceni.
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Vzorek vlast pred vlastnim stanovenim je tfeba zbavit exogenni kontaminace (proplach vzorku) a
prevést do roztoku. Vzorek se rozkldda v mikrovinném rozkladném =zafizeni za poutziti
koncentrované kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku. Prvky v roztoku se stanovi hmotnostni
spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS).

2. Chemikalie, pomticky a pFistroje

e Aceton, p.a.

e Demineralizovana vysoce Cista voda (vodivost 0,054 uS/cm)

e Kyselina dusi¢na konc., p.a.

e Peroxid vodiku konc., p. a.

e Kalibrac¢ni standardy Astasol o koncentraci Zna Cd 1 g/L

e Roztok porovnavacich prvkl (Ge, Rh) o koncentraci 100 mg/L

e Odmérné banky o objemu 25ml

e PE zkumavky o objemu 15 ml

e NuUZky a filtracni papir

e Automatické pipety s nastavitelnym objemem v rozsahu 0,01 =5 ml

e Mikrovinné rozkladné zarizeni MARS-6 v€. PFA rozkladnych nadobek o objemu 20 ml
e Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Agilent 7700x ICP-MS

3. Postup pro odbér a promyvani vzorkt vlast

Uzky svazek vlast se odebere nGzkami z temenni ¢asti hlavy, pokud moino co nejblize kizi.
K odstranéni exogenni kontaminace a prachu z povrchu vlasid se poZije jako promyvaci medium
aceton a demineralizovana voda v poradi aceton, demineralizovand voda, aceton. V kazdém
rozpoustédle se nechaji vlasy louhovat 5 minut za obCasného promichani. Nasledné se nechaji
vlasy vysusit na filtracnim papife za laboratorni teploty mimo dosah veskerych chemikalii (mimo
pracovni plochu v digestofi).

4. Postup pro rozklad vzorku vlast

Vzorek se rozlozi v prostfedi kyseliny dusicné a peroxidu vodiku pfi teploté 180 °C pomoci
mikrovinného rozkladného zafizeni MARS-6 v uzavienych nadobkach z PFA (chemicky rezistentni
fluoropolymer). Ohfev vzorku je zabezpefen pomoci mikrovin a teplota v nddobkach je
kontrolovana infracervenymi Cidly. Nadobky jsou uzavieny PTFE inserty a PFA vicky, které umoznuji
pracovat se vzorky za vysokych tlakl a tim i teplot. Pfi rozkladu dochazi k oxidaci organické hmoty
az na oxid uhlicity, pripadné jiné vodou rozpustné organické slouceniny. Vysoka teplota urychluje
rozklad organické matrice.

Postup pro rozklad vzork( je nasleduijici:

e Vzorek umytych a vysusenych vlasl vloZzime do 20 ml PFA nddobky a zvazime

e Pridame 2 ml kyseliny dusi¢né a 1 ml peroxidu vodiku

e Nadobku uzavieme PTFE insertem a pfiSroubujeme PFA vicko. Stejnym zplsobem pfipravime i
tzv. slepé pokusy/blanky (nadobky s kyselinou a peroxidem, ale bez vzorku vlas()

e SeSroubované nadobky umistime do karuselu mineralizacniho zafizeni a spustime mineraliza¢ni
program

e Po skoncéeni programu nadobky vyjmeme, rozSroubujeme a mineralizat kvantitativné
prfevedeme pomoci deionizované vody do 25 ml odmérnych banék
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5. Stanoveni kovi metodou ICP-MS
5.1 Uvod do ICP-MS

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) je moderni metoda prvkové
analyzy s uplatnénim v rlznych oblastech analytické chemie. V klasickém usporadani se pfistroj
skladd ze zmlZovaciho systému, iontového zdroje, kdénusu, iontové optiky, hmotnostniho
analyzatoru a detektoru. Jedinecny je predevsim zplsob ionizace analytli, ktery je pro oblast
hmotnostni spektrometrie velmi netypicky. Indukéné vazané plazma (ICP) je velmi silny ionizacni
zdroj, kde dochazi k rozruseni vSech plivodnich vazeb ve vzorku a tim i ztraté informaci o strukture
sloucenin. Zdrojem iontd vICP-MS je argonové plazma o teploté 6000 - 10000 °C, které je
udrZzovano pomoci stfidavého vysokofrekvencniho magnetického pole tzv. indukéni vazbou.

Zjednodusené lIze princip stanoveni popsat ndsledujicim zplsobem. Kapalny vzorek je cerpan
peristaltickym cerpadlem ke zmlZovaci, ktery z kapalného vzorku vytvari aerosol. Aerosol dale
prochazi skrz mlznou komoru, kde dochazi k odstranéni vétsich c¢astic (aerosol by mél obsahovat
maximum castic s velkosti pod 1 um). Aerosol nasledné vstupuje do indukéné vazaného plazmatu
(ICP), kde velmi rychle dochazi k odpareni vody, atomizaci molekul a ionizaci atomU predevsim do
stavu M. lonty z ICP prochdzeji pfes 2-3 vzorkovaci kénusy do vakuové oblasti hmotnostniho
spektrometru a pomoci iontové optiky jsou vedeny do hmotnostniho analyzatoru. V hmotnostnim
analyzatoru (obvykle jednoduchy kvadrupdl) jsou jednotlivé ionty rozdéleny dle poméru
hmotnost/naboj (m/z) a detekovany elektronasobicem.

Z hlediska analytickych vlastnosti se ICP-MS vyznacuje predevsim mozZnosti stanoveni naprosté
vétsiny prvkl periodické tabulky a to véetné i pro atomovou spektrometrii netypickych prvkd, jako
jsou halogeny (vyjma fluoru), sira ¢i fosfor. Dalsi dlleZitou vlastnosti je moznost stanoveni vice
prvkl vedle sebe v jednom analytickém kroku, ktery netrva obvykle déle, nez nékolik minut. Spolu
s atomovou absorpcni spektrometrii s elektrotermickou atomizaci (ETAAS) se jedna o nejcitlivéjsi
metodu prvkové analyzy s mezemi detekce v oblasti < ng/L. Nicméné existuji jista omezeni ohledné
mnozstvi a sloZeni matrice vzorku, ktera muze vyznamné ovlivnit kvalitu vysledkd. V prvé radé je to
pritomnost nerozpusténych latek, které mohou blokovat zmlZzovac a ovliviiovat tvorbu aerosolu.
Vyznamné problémy mohou zplsobit také vyssi koncentrace rozpusténych latek ve vzorku.
Matri¢ni prvky spolecné s plazmovym plynem (Ar) mohou vytvaret tzv. polyatomické ionty, které
mohou interferovat se signaly analytd (stejné m/z). Tyto interference se nazyvaji spektralni. Jako
ptiklad Ize uvést iont "*ArCl*, ktery mGze navysovat signal iontu "°As*. Dal$im problémem spojenym
s vysokymi koncentracemi rozpusténych latek jsou tzv. nespektralni interference. V tomto pripadé
jde o ovlivnéni signalu stanovovanych analyt(i prostfednictvi riznych jevu, které vsak nesouviseji
s hmotnostnimi prekryvy iontl. Matrice muZe ovlivnit miru ionizace analytl v ICP, prostorové
rozloZeni iontl v iontovém paprsku a pod. V neposledni fadé mUize dochazet k depozici matrice na
vzorkovacich kénusech a iontové optice, coz zplsobuje pfistrojovy drift. Z praktického hlediska je
vhodné analyzovat roztoky neobsahujici Zzadné nerozpusténé latky a rozpusténé latky anorganické
povahy do koncentrace 2 g/L.

5.2 ICP-MS pfistroj a jeho nastaveni

Méreni budou provadéna na pfistroji Agilent 7700x ICP-MS. Jde o kvadrupdlovy hmotnostni
spektrometr, jehoZ soucdsti je kolizné reakéni cela, ktera slouzi k redukci spektralnich interferenci.
Pro ucely naSeho méreni bude pouzito helium jako kolizni plyn. Polyatomické ionty pochazejici z
matrice maji vétsi iontovy pramér nez jednoduché ionty analytd a tim i vyssi pravdépodobnost
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srazky s pracovnim plynem v kolizni cele. Interferenty srazkami ztraceji kinetickou energii a pfi
spravné nastavené potencidlni bariéfe na vystupu zcely neprochazeji interferenty ddale do
hmotnostniho spektrometru. Nespektralni interference budou korigovany pomoci porovnavacich
prvki Ge a Rh. Do kalibracnich graf(i se pak bude vynaset pomér signalu analytu k signdlu
porovnavaciho prvku tj. pomér Zn/Ge a Cd/Rh. Tento pomér by pti dané koncentraci mél idealné
byt nezavisli na sloZeni matrice. Nespektralni interference a pfistrojovy drift ovliviuji tedy
v optimalnim pripadé signal analytu a porovnavaciho prvku stejnou mérou.

5.3 Pracovni postup

Pfipravi se sada smésnych kalibracnich roztok( o nasledujicich koncentraci:

Roztok 1: kalibracni nula (0 pg/L Zn a Cd, pouze roztok zfedéné HNO3)

Roztok 2: 0,2 mg/LZn a 0,5 pg/L Cd

Roztok 3: 1 mg/LZn a2 pug/LCd

Roztok 2: 2 mg/L Zn a 10 pg/L Cd

Pro pfipravu kalibracnich roztok( se pouZiji zasobni kalibra¢ni standardy o koncentraci Zn a Cd
1 g/L. Kalibracni roztoky obsahuji jako matrici zfedénou kyselinu dusicnou o koncentraci 2 ml
kyseliny na 25 ml roztoku (tj. stejné jako vzorky). Roztok porovnavacich prvk( se pripravi fedénim
zasobniho roztoku 2% HNOs; na koncentraci 200 pg/L v 50 ml odmérné barice. Roztok
porovndvacich prvkd se pfimichavd k roztoku vzorku v pribéhu méfeni pomoci peristaltického
Cerpadla.

Pfi analyze postupujeme od kalibracniho standardu s nejvyssi koncentraci po kalibracni standard

evvs

sekvenci méli byt rovnhomérné rozprostfeny mezi vzorky.

5.4 Vyhodnoceni namérenych dat

Kalibracni zavislost se sestroji z poméru signalu analyt(l a signalu porovndvaciho prvku (tzn. pomér
signdll Zn/Ge a Cd/Rh proti koncentraci Zn a Cd v kalibra¢nich roztocich). TentyZz pfepocet se
provede i pro signaly vzork( a slepych pokusl. Pres kalibracni zavislost se vypocte koncentrace
prvkl v roztocich slepych pokusd a vzorkl v mg/L resp. pg/L. Stfedni hodnota koncentrace analyt(
v slepych pokusech (median) se odecte od koncentrace analyt( ve vzorcich. Spocte se mez detekce
metody (LOD) jako trojnasobek smérodatné odchylky (SD) koncentrace analyt( v slepych pokusech
a LOD porovname s koncentracemi analytd ve vzorcich po odectu medianu slepych vzorkda.
Najdeme li ve vzorcich koncentraci nizsi, nez je hodnota LOD, dale s hodnotou nepocitame.
Koncentrace prvkll po odecteni stfedni hodnoty slepého pokusu prepocteme na obsah prvki
ve vlasech v jednotkach pg/g — v ivahu bereme celkovy objem roztoku (25 ml) a navazku vzorku.
U prvka, které se nachazeji pod hodnotou LOD nahradime hodnotu obsahu znackou <LOD - LOD je
treba prepocitat z ug/L na pg/g pro dany vzorek a danou navazku.

Protokol by mél obsahovat nasledujici informace:

e Tabulky signall analytl a porovnavacich prvk( v kalibracnich roztocich, slepych pokusech a
vzorcich

e Poméry signalu Zn/Ge a Cd/Rh a vypoctené koncentrace (i pro kalibraéni roztoky)

e Parametry linearni regrese ve formé y = ax + b, kde parametry a a b budou vypocteny
s presnosti alespon na 3 platné Cislice

e \Vypoctené stiredni hodnoty (mediany) u slepych pokus, jejich SD a vypoctené LOD

e Vypoctené hodnoty obsahu prvkl ve vlasech
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