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Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS)

Hmotnostni spektrometrie sindukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) je moderni metoda
prvkové analyzy s uplatnénim v rGznych oblastech analytické chemie. V klasickém usporadani
se pfristroj skldda ze zmlZovaciho systému, iontového zdroje, kdénusl, iontové optiky,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Jedinecny je predevsim zpUsob ionizace analytd, ktery
je pro oblast hmotnostni spektrometrie velmi netypicky. Indukéné vazané plazma (ICP) je velmi
silny ionizacni zdroj, kde dochazi k rozruseni vSech plvodnich vazeb ve vzorku a tim i ztraté
informaci o strukture sloucenin. Zdrojem iont( v ICP-MS je argonové plazma o teploté 6000 -
10000 °C, které je udrzovano pomoci stfidavého vysokofrekvenéniho magnetického pole tzv.

indukéni vazbou.

Zjednodusené lze princip stanoveni popsat nasledujicim zplsobem. Kapalny vzorek je cerpan
peristaltickym cerpadlem ke zmlZovaci, ktery z kapalného vzorku generuje aerosol. Aerosol
dale prochazi skrz mlznou komoru, kde dochazi k odstranéni vétSich cCastic (aerosol by mél
obsahovat maximum ¢astic s velkosti pod 1 um). Aerosol nasledné vstupuje do indukcné
vazaného plazmatu (ICP), kde velmi rychle dochazi k odpafeni vody, atomizaci molekul a
ionizaci atomU predevsim do stavu M*. lonty z ICP prochazeji pres 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 elektrondsobi¢em.

Z hlediska analytickych vlastnosti se ICP-MS vyznacuje pfedevsim moZnosti stanoveni naprosté
vétsiny prvkU periodické tabulky, a to véetné i pro atomovou spektrometrii netypickych prvkd,
jako jsou halogeny, sira ¢i fosfor. Dalsi dllezZitou vlastnosti je moznost stanoveni vice prvk(
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 vzork(, kterd mlze vyznamné ovlivnit kvalitu
vysledk(. V prvé radé je to pritomnost nerozpusténych latek, které mohou blokovat zmlzovac
a ovliviovat tvorbu aerosolu. Vyznamné problémy mohou zpUsobit také vyssi koncentrace
rozpusténych latek ve vzorku. Matricni prvky spolecné s plazmovym plynem (Ar) mohou

vytvaret tzv. polyatomické ionty, které mohou interferovat se signaly analytl (stejné m/z). Tyto
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interference se nazyvaji spektralni. Jako pfiklad lze uvést iont 7>ArCl*, ktery muzZe navysovat
signdl iontu 7>As*. Dal$im problémem spojenym s vysokymi koncentracemi rozpusténych latek
jsou tzv. nespektrdlni interference. V tomto pfipadé jde o ovlivnéni signalu stanovovanych
analytl prostrednictvi rGznych jevl, které vSak nesouviseji s hmotnostnimi prekryvy iontd.
Matrice muZe ovlivnit miru ionizace analytll v ICP, prostorové rozloZeni iontll viontovém
paprsku apod. V neposledni fadé mize dochazet k depozici matrice na vzorkovacich kénusech
a iontové optice, cozZ zpUsobuje pfistrojovy drift. Z praktického hlediska je vhodné analyzovat
roztoky neobsahujici Zadné nerozpusténé latky a rozpusténé latky anorganické povahy do

koncentrace 2 g/L.

Méreni budou provadéna na pfistroji Agilent 7700x ICP-MS (Agilent Technologies). Jde o
kvadrupdlovy hmotnostni spektrometr, jehoz soucasti je kolizné reakéni cela, ktera se pouziva
k potlaceni spektrdlnich interferenci. Pro ucely naSeho méreni bude pouzito helium jako kolizni
plyn. Polyatomické ionty pochazejici z matrice maji vétsi iontovy primeér nez jednoduché ionty
analytd a tim i vy$si pravdépodobnost srazky s pracovnim plynem v kolizni cele. Interferenty
srazkami ztraceji kinetickou energii a pti spravné nastavené potencialni bariéfe na vystupu
zcely neprochazeji interferenty dale do hmotnostniho spektrometru. Nespektralni
interference budou korigovany pomoci porovnavacich prvk(. Do kalibracnich graf( se pak
bude vynaset pomeér signalu analytu k signalu porovnavaciho prvku. Tento pomér by pfi dané
koncentraci mél idedlné byt nezdvisli na sloZeni matrice. Nespektralni interference a
pfistrojovy drift ovliviuji tedy v optimalnim pfipadé signdl analytu a porovnavaciho prvku

stejnou mérou.
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Atomova absorpcni spektrometrie (AAS) — analyzator rtuti

Atomova absorpéni spektrometrie (AAS) je klasickou metodou prvkové analyzy, a to pro oblast
stopové analyzy i oblast analyzy majoritnich prvkd. V klasickém usporadani se kapalny vzorek
zavadi pomoci zmlZovace do vysokoteplotniho plamene (FAAS — flame atomic absorption
spectrometry), nebo se davkuje na elektricky vyhtivanou kyvetu (ETAAS — electro thermal
atomic absorption spectrometry). Ohfevem vzorku dochazi k odpareni roztoku a rozruseni
chemickych vazeb za vzniku atomid. Podminky atomizace jsou voleny tak, aby za danych
podminek bylo co nejvice analytu ve formé atomu v zdkladnim (neexcitovaném) stavu. Pres
oblak atomU je nasledné veden paprsek svétla dané vinové délky, ktery je ¢aste¢né absorbovan
atomy stanovovaného prvku. Hodnota vinové délky je specifickd pro dany prvek a mira
absorpce zareni je zavisla na koncentraci prvku ve vzorku. Intenzita zareni se stanovuje pomoci

fotonasobice.

Analyzatory rtuti jsou jednoucelové atomové absorpéni nebo fluorescenéni spektrometry
umoznujici pfimou analyzu pevnych a kapalnych vzork( bez nutnosti predchozi Gpravy Ci
extrakce vzorkl. Pravé mozZnost pfimé analyzy pevnych vzorkl je velmi vyhodnda z dlivodu
moznych ztrat Hg v prlibéhu rozkladu vzork( sorpci na stény nadob ¢i vytékdnim ze vzorka.
Spektrometry obvykle vyuzivaji techniky generovani par rtuti s ndslednym zakoncentrovanim
analytu pomoci amalgamace, coZz umoznuje stanovit velmi nizké obsahy Hg ve vzorcich.
V neposledni fadé se jedna o velmi produktivni techniky, ponévadz analyza jednoho vzorku

trvd obvykle jednotky minut.

Méreni budou provadéna na analyzatoru AMA254 cCeského vyrobce Altec s.r.o. Jedna se o
termo-oxidacni atomovy absorpcni spektrometr se zakoncetrovanim rtuti na zlatém
amalgamatoru. Vzorek je zde umistén na niklovou lodic¢ku a vloZzen do spalovaci pece pristroje.
Nejprve dochazi k suseni vzorku pfi 120 °C a poté k postupnému spaleni pri 850 °C v proudu
kysliku. Veskera uvolnéna atomdrni Hg ve formé par je dale zachycovana na pozlaceném pisku
(amalgamatoru). Po dokoncéeni rozkladu vzorku je kratkym ohfevem amalgamatoru vypuzena
veskera rtut do absorpcni kyvety, kde je zaznamenana absorbance pfi vinové délce 253,7 nm.
Pfistroj dosahuje meze detekce 0,003 ng s horni hranici pracovniho rozsahu 200 ng Hg. Pfi
navazce 100 mg vzorku tyto hodnoty ¢inni 0,00003 a 2 ug/g. Vyhodou je, Ze pristroj neni nutné

kalibrovat na kazdodenni bazi — obvykle se pouze ovéfuje platnost kalibrace na standardy.
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Uloha &. 1: Stanoveni esencialnich a toxickych prvki ve vlasech
Teoreticky uvod

Lidé a obecné Zivocichové potrebuji ke spravné funkci téla kromé kysliku, vody, bilkovin,
vitaminG apod. také dostate¢ny pfisun stopovych prvkl. Rada esencidlnich prvkd (napf. Fe, Zn,
Cu) je klicovou soucasti metaloenzym( nebo jsou spojené srozhodujicimi biologickymi
funkcemi, jako transport kysliku nebo hormonalni aktivita. Na druhé strané v prostiedi existuje
mnoho prvkd, které nejsou pro lidsky organismus esencidlni a pfi urcité expozici mohou
vykazovat toxické ucinky (napf. Pb, Cd, Hg, As). Sledovanim hladin toxickych a esencialnich
prvkd v populacich ve vztahu k lidskému zdravi se zaobira védni disciplina zvana humanni
biomonitoring. V rdmci humdanniho biomonitoringu se stanovuji v populacich koncentrace tzv.
biomarkeru (napf. Cd v moci, Zn v krevnim séru, Hg ve vlasech). Volba vhodného biomarkeru
je vzdy odvisla od rychlosti a zplisobu metabolismu riznych forem (specii) daného prvku (tzv.
toxodynamika a toxokinetika). Idealnim biomarkerem by byl obsah prvku v cilovém organu.
Nicméné to by znamenalo biopsii organ(, jako jsou jatra, ledviny ¢i mozek, coz je z etického i
praktického hlediska neproveditelné. V praxi se pro posouzeni expozice toxickym prvkam ci
nedostatku esencialnich prvk( vyuziva analyzy vzorkd plné krve, krevni plazmy/séra a moci.
Dale se studuji moznosti vyuZiti alternativnich biomarkerd/matric. Takovym typem matrice by
mohli byt vzorky vlas(, které |ze snadno a neinvazivné odebrat. Odbér je levny, vzorek snadno
uskladnitelny a transportovatelny do laboratore k analyze. Zajimava je i moZnost analyzovat
vzorky po c¢astech a tim rekonstruovat expozici daného jedince v ¢ase zpét (rychlost rlistu vlasd
je priblizné 1 — 1,25 cm za mésic). Tyto vlastnosti délaji vlasy atraktivnim materidlem pro
biomonitoring, nicméné pouZiti vlast v rutinnim biomonitoringu ma prozatim své limitace a
to napf. nejasny vztah mezi expozici a obsahem prvki ve vlasech a neexistence referencnich

mezi pro vétsinu prvka.

Z analytického hlediska se pro analyzu vlasl vyuzZivd predeviim metod atomové
spektrometrie, a to konkrétné atomové absorpéni spektrometrie s atomizaci prvk( v plameni
(FAAS) ¢Ci elektricky vyhtivané kyveté (ETAAS), optické emisni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-OES) a hmotnostni spektrometrie s indukéné vdzanym plazmatem
(ICP-MS). Vsechny tyto techniky vyZaduji prevedeni vzorkd do roztoku (mineralizaci vzork().
Vlasy je tedy potreba pred analyzou rozlozit v prostfedi silnych kyselin a oxidacnich cCinidel.

Mineralizace muzZe byt dle povahy analytl (tékavost, riziko kontaminace z vnéjsiho prostredi)

6
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provedena v otevieném sytému (napf. v kddince na plotné) ¢i |épe v uzavieném systému

(autoklavy, mikrovinna rozkladna zafizeni).

Stanoveni obsahu Zn a Cd ve vlasech metodou ICP-MS

1. Uvod

Pro ulohu byly vybrany 2 prvky, které reprezentuji jak esencidlni (Zn), tak i toxické prvky (Cd).
Vzorek vlas(i jako matrice byl vybran z didvodu snadného odbéru, manipulace a také pro svou
potencialni neinfekcnost. Pracovat byste méli se svym vzorkem vlast. Pokud z jakéhokoliv

dlvodu nechcete ¢i nemuZete vzorek poskytnout, poskytne Vam ho vedouci cviceni.

Vzorek vlast pred vlastnim stanovenim je tfeba zbavit exogenni kontaminace (proplach
vzorku) a prevést do roztoku. Vzorek se rozklada v mikrovinném rozkladném zafizeni za pouziti
koncentrované kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku. Prvky v roztoku se stanovi hmotnostni

spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS).

2. Chemikdlie, pomucky a pristroje

Aceton, p.a.

e Demineralizovana vysoce Cistd voda (vodivost 0,054 puS/cm)

e Kyselina dusi¢na konc., p.a.

e Peroxid vodiku konc., p. a.

e Pracovni kalibra¢ni standardy o koncentraci Zn 100 mg/L a Cd 10 pg/L
e Roztok porovnavacich prvkid (Ge, Rh) o koncentraci 1 mg/L

e Odmérné barky o objemu 25ml

e PE zkumavky o objemu 15 ml

e NuZky a filtracni papir

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

e Laboratorni vahy

e Mikrovinné rozkladné zatizeni MARS-6 v¢. PFA rozkladnych nadobek o objemu 20 ml

e Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Agilent 7700x ICP-MS

7
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3. Postup pro odbér a promyvdni vzork( viasi

Uzky svazek vlas(i se odebere ndizkami z temenni &asti hlavy, pokud mozno co nejblize kdzi.
K odstranéni exogenni kontaminace a prachu z povrchu vlast se poZije jako promyvaci
medium aceton a demineralizovand voda v poradi aceton, demineralizovana voda, aceton.
V kazdém rozpoustédle se nechaji vlasy louhovat 5 minut za ob¢asného 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 vzork( viasi

Vzorek se mineralizuje v prostredi kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku pfi teploté 180 °C
pomoci mikrovinného rozkladného zatizeni MARS-6 v uzavienych nadobkach z PFA (chemicky
rezistentni fluoropolymer). Ohfev vzorku je zabezpeen pomoci mikrovin a teplota v
nadobkach je kontrolovana infracervenymi ¢idly. Nadobky jsou uzavieny PTFE inserty a PFA
vicky, které umoznuji pracovat se vzorky za vysokych tlak( a tim i teplot. Pfi rozkladu dochazi
k oxidaci organické hmoty az na oxid uhliCity, pfipadné jiné vodou rozpustné organické

slouceniny. Vysoka teplota urychluje rozklad organické matrice.
Postup pro rozklad vzorkU je nasleduijici:
e Vzorek umytych a vysusenych vlasu vlozime do 20 ml PFA nadobky a zvdZzime

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

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

vlasu)

e SeSroubované ndadobky umistime do karuselu mineraliza¢niho zafizeni a spustime

mineralizacni program

e Po skonceni programu nadobky vyjmeme, rozSroubujeme a mineralizat kvantitativné

prevedeme pomoci deionizované vody do 25 ml odmérnych banék z PE.
5. Stanoveni prvki metodou ICP-MS

Méreni budou provadéna na pristroji Agilent 7700x ICP-MS. Jde o kvadrupdlovy hmotnostni

spektrometr, jehoZ soucasti je kolizné reak¢ni cela, ktera slouzi k redukci spektralnich
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interferenci. Pro ucely naseho méreni bude pouzito helium jako kolizni plyn. Nespektralni

interference budou korigovany pomoci porovnavacich prvkd Ge (pro Zn) a In (pro Cd).

Pracovni postup

Ptipravi se sada smésnych kalibracnich roztok( o nasledujicich koncentraci:

Roztok 1: kalibrac¢ni nula (0 pug/L Zn a Cd, pouze roztok zredéné HNO3)

Roztok 2: 0,1 mg/L Zn a 0,02 pg/L Cd

Roztok 3: 0,2 mg/L Zn a 0,05 pg/L Cd

Roztok 4: 0,4 mg/LZn a 0,1 pg/L Cd

Roztok 5: 1 mg/LZna 0,2 pg/L Cd

Pro pfipravu kalibracnich roztokl se poutZiji zasobni kalibracni standardy o koncentraci Zn
100 mg/L a Cd 10 pg/L. Kalibracni roztoky obsahuji jako matrici zfredénou kyselinu dusi¢nou o
koncentraci 2 ml kyseliny na 25 ml roztoku (tj. stejné jako vzorky). Roztok porovndvacich prvkd
je jiz pfipraven a primichavd se k roztoku vzorku v prlibéhu méreni pomoci peristaltického
Cerpadla. Pfi analyze postupujeme od kalibra¢niho standardu s nejvyssi koncentraci po

evvs

se vzorky — blanky by v sekvenci méli byt rovhomérné rozprostfeny mezi vzorky.

Vyhodnoceni namérenych dat

Kalibracni zavislost se sestroji z poméru signalu analytd a signalu porovnavaciho prvku (tzn.
pomeér signall (napf. Zn/Ge a Cd/Rh proti koncentraci Zn a Cd v kalibracnich roztocich). Tentyz
prepocet se provede i pro signaly vzorkl a slepych pokust. Pres kalibra¢ni zavislost se vypocte
koncentrace prvkd v roztocich slepych pokust a vzork( v mg/L resp. pg/L. Stfedni hodnota
koncentrace analytd v slepych pokusech (median) se odecte od koncentrace analytl ve
vzorcich. Spocte se mez detekce metody (LOD) jako trojnasobek smérodatné odchylky (SD)
koncentrace analyti v slepych pokusech a LOD porovname s koncentracemi analytl ve
vzorcich po odectu medianu slepych vzorkl. Pokud jsou koncentrace prvkl ve vzorcich vyssi,
neZ je hodnota LOD, prepocteme koncentrace z ug/L resp. mg/L na obsah prvk( ve vlasech
v jednotkach pg/g resp. mg/g — v ivahu bereme celkovy objem roztoku (25 ml) a navazku

vzorku v gramech. Najdeme-li ve vzorcich koncentraci nizsi, nez je hodnota LOD, vyjadfime
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vysledek analyzy jako < “X“, kde X je Ciselnd hodnota LOD v ug/g resp. mg/g (napf. < 0,6 ug/g ).
Prepocet LOD z ug/L na pg/g je stejny, jako v pripadé hodnot > LOD, akorat pro vypocet se bere
Ciselna hodnota LOD v pg/L resp. mg/L. Kazdy vzorek ma tedy vlastni hodnoty LOD v zavislosti
na navazce vzorku. Vysledky zaokrouhlujeme na 3 platné Cislice (napf. 0,679 namisto
0,6795465231 nebo 563 namisto 563,154895). Hodnota meze detekce (LOD) se vyjadfuje na
1 platné &islo, tj. treba 0,008 namisto 0,00864594. Cisla se pak zaokrouhluji na prvni platnou
Cislici LOD a maximalné na 3 platné Cislice. Velmi ¢astou chybou, kterd se v protokolech opakuje
je, Ze smérnice/Usek linearni regrese je uveden pouze s jednou platnou cislici. Kalibraéni
zavislost pak vypada tfeba takto y = 0,0004 + 3E-07, pricemz smérnice teoreticky mlze nabyvat
hodnot mezi 0,00035 az 0,00044 a vyrazné tim dojde k zaokrouhleni vysledku. Je tfeba zde

pres format popisku spojnice trendu v grafu pridat dalsi platné Cislice (alespon 3).

6. Vypracovadni protokolu

Uvodni ¢&ast protokolu by méla obsahovat zakladni informace o vlastnostech, toxicité a
esencialité sloucenin Zn a Cd. Dale byste méli dohledat data/studie (referen¢ni meze, median,
rozptyly atd.) ohledné obsahll téchto prvkd ve vlasech populace idedlné Vam vékem a
geografickym plvodem blizké (napt. mladi lidé jiného evropského statu) —s témito Cisli, budete

nase data porovnavat — alespon 2 studie pro srovnani.
Protokol by mél ddle po vysledkové strance obsahovat nasledujici informace:

e Tabulky signald analytl a porovnavacich prvk( v kalibrac¢nich roztocich, slepych pokusech

a vzorcich
e Poméry signalu Zn/Ge a Cd/Rh a vypoctené koncentrace (i pro kalibracni 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 stredni hodnoty (mediany) u slepych pokusd, jejich SD a vypoctené LOD

Vypoctené hodnoty obsah( prvkd ve vlasech

Protokol se odevzddva v elektronické podobé. S protokolem odevzdejte i soubor se
zdrojovymi daty a vypocty (napf. excel), snaze se pak hledaji pripadné chyby. Dale by mél
protokol obsahovat navazku vzorku a popis pfipadnych odchylek od vySe uvedeného postupu.

Neni tfeba kopirovat ¢asti manualu do protokolu metodou ctrl-c = ctrl-v.

10
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Uloha &. 2: Stanoveni rizikovych prvka v ptidach
Teoreticky uvod

Jednim ze zdvaznych environmentalnich problému soucasné doby je kontaminace Zivotniho
prostiedi toxickymi latkami. Mezi vyznamnou skupinu toxickych latek patii i tézké nebo
presnéji, toxické Ci rizikové kovy. Do jisté miry jsou toxické kovy pfirozenou soucasti viech
slozek zivotniho prostiredi, ponévadz vznikly se vznikem Zemé termojadernymi reakcemi z
lehcich prvkd. Jsou z podstaty nedegradabilni, jejich celkové mnoistvi v prostredi (v
planetarnim méfitku) se neméni. Nicméné v dUsledku pfirodnich procesu i lidské cCinnosti
dochazi k jejich redistribuci v prostredi, a tedy i akumulaci v zemédélskych pldach napfr.
hnojenim pld, atmosférickou depozici ¢i splachy z okoli. Slouceniny kovi ddle mohou
podléhat rdznym reakcim, pfi kterych dochazi k zménam struktury jejich sloucenin, sily vazby
na pUdni matrici, a tedy i dostupnosti a toxicity pro rizné organismy. Do skupiny rizikovych
prvkl v zemédélskych pldach patfi napf. arsen, kadmium, kobalt, chrom, méd, rtut, thalium,

molybden, nikl, olovo, zinek a beryllium.

Pro stanoveni rizikovych prvki v pldach se obvykle pouzivaji techniky roztokové analyzy, a to
predevsim techniky atomové absorpcni spektrometrie (AAS) a spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (ICP). Existuji sice metody, pomoci kterych lze stanovit celkovy obsah
prvkl v ptidach pfimo bez rozkladu vzorku, nicméné analyza roztokd v oblasti stopové analyzy
kovl stale prevlada. Je to dano nedostate¢nymi mezemi detekce pro nékteré stopové prvky
(rentgenova fluorescence) ¢i stavem nékterych technik, které maji spiSe vyzkumny charakter
a v bézné analytické praxi se pfilis neuplatiuji (laserova ablace a elektro-termické odparovani

ve spojeni s ICP nebo AAS spektrometrii).

Vzorek pldy je tedy obvykle tfeba prevést do roztoku. Pro stanoveni celkovych obsah
rizikovych prvk( se pouZivaji rozklady vzork(, které probihaji zpravidla v oxidacnim prostredi
za pritomnosti silnych minerdlnich kyselin (HNOs, HCIO4) a kyseliny fluorovodikové. Kyselina
fluorovodikova hraje zcela zasadni roli pfi rozpousténi silikatové matrice vzork(. Rozklad m(ze
byt provadén v otevieném nebo uzavieném systému, s klasickym nebo mikrovinnym
ohfevem. Kromé toho se pouZiva také taveni vzork( napf. s boritanem lithnym a rozpusténi
taveniny v kyselindch. Stanoveni skutecnych celkovych obsaht rizikovych prvkl( témito
postupy je pomérné malo ¢asté. Dlivodem je ndro¢nost postupl rozkladu vzorkud pud a vysoka

toxicita kyseliny fluorovodikové. Castéj$i je pouziti metod stanoveni uzanénich celkovych
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obsah rizikovych prvk(, tzv. pseudototalnich obsah(l. Tyto obsahy jsou dobrym ukazatelem
kontaminace pldy, ponévadZ témito postupy se extrahuji vSechny formy prvkd vyjma téch,
které jsou pevné vazané v silikdtové matrici pud a nepredstavuji potencialni riziko pro Zivotni
prostredi. Z hlediska provedeni jsou postupy stanoveni méné pracné a rada z nich je zahrnuta
do souboru norem. Jednim takovym celosvétovym standardnim postupem je extrakce pudy
horkou lu¢avkou kréalovskou. V CR se pro stanoveni indika¢nich mezi pouzival v minulosti

extrakt 2 mol/L HNOs za laboratorni teploty.

Pro odhad prechodu rizikovych prvki z pldy do potravniho fetézce, do spodnich vod apod. se
¢asto doporucuje stanoveni jejich mobilni, resp. snadno mobilizovatelné frakce. Pro urceni
aktualni mobility rizikovych prvkl se vyuzZivaji extrakce se zfedénymi roztoky neutrdlnich soli
(chlorid védpenaty, dusi¢nan sodny, dusi¢nan amonny), voda za normalni teploty nebo za varu,
zfedéné roztoky chelatacnich Cinidel (napf. EDTA) a zfedéné roztoky slabych kyselin (kyselina

octova, kyselina citronova).

Stanoveni vybranych prvkl v pddach metodou ICP-MS

1. Uvod

Pro ulohu byly vybrany 2 typy extrakci, a to extrakce do 2M HNOs a 1M NH4NOs (oboji za
laboratorni teploty). Extrakce do 2M HNOs reprezentuje tzv. pseudototdlni obsah prvka.
Extrakce pld roztokem 1M NH4NOs probiha pfi viastnim pH pUdy, extrahuji se tedy predevsim
formy sorbované na pldni povrch a formy, které se plvodné nachazely v ptdni vodé. Tato
frakce obsahu reprezentuje tzv. bio-dostupnou ¢i snadno mobilizovatelnou ¢ast kov(i v padé.
Vybrané prvky (Ni, As, Cd a Pb) v roztoku se stanovi hmotnostni spektrometrii s indukéné

vazanym plazmatem (ICP-MS)

2. Chemikdlie, pom(icky a pristroje

Laboratorni vahy, horizontalni tfepacka, centrifuga

e Automatické pipety s nastavitelnym objemem v rozsahu 0,01 — 10 ml|

e Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Agilent 7700x ICP-MS
e Polypropylenové centrifugacni zkumavky o objemu 15 ml

e Polypropylenové zkumavky o objemu 10 ml pro analyzu vzorku
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e Strikackové membranové filtry (velikost ok 0.45 pm)

e Odmeérné bariky o objemu 25 ml

e Kyselina dusi¢na, koncentrovand, 65% (m/m)

e 2M kyselina dusi¢na (13,9 ml koncentrované HNOs se zfedi vodou na objem 100 ml)
e 1M dusi¢nan amonny (1 mol/l acc. to DIN 19730, Merck)

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

e Kalibracni standardy Astasol s koncentraci analyt Ni, As, Cd a Pb 100 mg/L

Roztok porovnavacich prvki (Ge, In, Bi) o koncentraci 5 mg/L
3. Mechanicka uprava vzorkt pid

Ve vétsiné pripadl je tfeba pred vlastni analyzou vzorky plid nejprve mechanicky upravit
suSenim, prosévanim, délenim (kvartaci) pripadné i mletim. Nejprve se ze vzorku odstrani vétsi
kameny ¢i ¢asti rostlin. Vzorek se nasledné nechd vyschnout, obvykle za laboratorni teploty
v bezprasném prostredi. Suchy vzorek se proséva pres sito, v naSem pripadé sitem o velikosti
ok 2 mm. Vzorek se pak ptipadné dale déli tak, abychom ziskali vzorek reprezentativni k
pavodnimu celku (napf kvartaci). Pokud je pro nékteré metody stanoveni potfebnd navazka

mensi nez 0,5 g, vzorek se upravi mletim.
4. Extrakce vzorku pad
2M HNO;

Do tfech PP centrifugaénich zkumavek se navazi (1,00+0,01) g vzorku a pfidd se pipetou 10 ml
2 M HNOs. Po diikladném protrepani se vzorek extrahuje 60 min na horizontalni tfepacce pfi
frekvenci 180 ot/min. Po extrakci se vzorek centrifuguje pfi 6000 ot/min po dobu 10 min.
V pfipadé ¢irého vzorku je odebrano 0,5 ml roztoku pomoci automatické pipety a vzorek je
10x fedén deionizovanou vodou do 10 ml PP zkumavky (tj. 0,5 ml vzorku + 4,5 ml deionizované
vody). V ptipadé zakaleného vzorku se provede filtrace pres stfikackovy membranovy filtr do
PP zkumavky o objemu 10 ml, pfi¢emz prvni 2 ml filtratu se pouziji pro proplachnuti filtru.
Nasledné se vzorek 10x redi deionizovanou vodou. Spolecné se vzorky se stejnym zplsobem

zpracuji slepé vzorky (3 blanky), jako slepy vzorek slouzi pouze roztok 2M HNOs3.
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IM NH4NOs3

Do tfech centrifugacnich zkumavek se navazi (4,00+£0,01) g vzorku a prida se pipetou 10 ml
1M NH4NOs. Po dikladném protiepani se vzorek extrahuje 120 min na horizontalni tfrepacce
pri frekvenci 180 ot/min. Po extrakci se vzorek centrifuguje pfi 6000 ot/min po dobu 10 min.
V pripadé cirého vzorku je 3 ml roztoku prevedeno pomoci automatické pipety do 10 ml PP
zkumavky. V pripadé zakaleného vzorku se provede filtrace pres stfikackovy membranovy filtr
do PP zkumavky o objemu 10 ml, pficemz prvni 2 ml filtratu se poutziji pro proplachnuti filtru.
Aby se zamezilo ztratam analytl sorpci na stény nadobky, je potreba filtrat okyselit pridavkem
koncentrované kyseliny dusi¢né v mnozstvi 0,03 ml na 3 ml extraktu. Spolecné se vzorky se
stejnym zpusobem zpracuji slepé vzorky (3 blanky), jako slepy vzorek slouzi pouze roztok

1M NH4NOs.
5. Stanoveni kovi metodou ICP-MS

Méreni budou provadéna na pristroji Agilent 7700x ICP-MS. Jde o kvadrupdlovy hmotnostni
spektrometr, jehoZz soucasti je kolizné reakéni cela, kterd slouzi k redukci spektralnich
interferenci. Pro ucely naseho méreni bude pouzito helium jako kolizni plyn. Nespektralni
interference budou korigovany pomoci porovnavacich prvk( Ge (pro Ni a As), In (pro Cd) a Bi

(pro Pb).
Pracovni postup
Pfipravi se sada smésnych kalibra¢nich roztokd o nasledujicich koncentraci:

e Roztok 1: kalibraéni nula (0 pug/L Ni, As, Cd a Pb, pouze roztok zfedéné HNO3)

Roztok 2: 5 pg/L Ni, As, Cd a Pb

Roztok 3: 20 pg/L Ni, As, Cd a Pb

Roztok 4: 100 pg/L Ni, As, Cd a Pb

Roztok 5: 500 pg/L Ni, As, Cd a Pb

Pro pripravu kalibraénich roztok( se pouzije zasobni kalibra¢ni standard o koncentraci Ni, As,
Cd a Pb 100 mg/L. Kalibra¢ni roztoky obsahuji jako matrici zfedénou kyselinu dusi¢nou o
koncentraci odpovidajici 0,1 ml kyseliny na 10 ml roztoku). Roztok porovnavacich prvku je jiz

ptipraven a pfimichdva se k roztoku vzorku v priibéhu méfeni pomoci peristaltického cerpadla.
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Pfi analyze postupujeme od kalibracniho standardu s nejvyssi koncentraci po kalibracni

vy

— blanky by v sekvenci méli byt rovnomérné rozprostfeny mezi vzorky.
Vyhodnoceni namérenych dat

Kalibracni zavislost se sestroji z pomér( signalu analytl a signalu porovnavaciho prvku (pomér
signalll Ni/Ge, As/Ge, Cd/In a Pb/Bi proti koncentraci Ni, As, Cd a Pb v kalibracnich roztocich).
TentyZ prepocet se provede i pro signaly vzorkd a slepych pokus. Pres kalibraéni zavislost se
vypocte koncentrace prvkl v roztocich slepych pokust a vzork( v pg/L. Stfedni hodnota
koncentrace analytd v slepych pokusech (median) se odecte od koncentrace analytl ve
vzorcich. Spocte se mez detekce metody (LOD) jako trojndsobek smérodatné odchylky (SD)
koncentrace analytll v slepych pokusech a LOD porovname s koncentracemi analytl ve
vzorcich po odectu medianu slepych vzork(. Pokud jsou koncentrace prvkl ve vzorcich vyssi,
nez je hodnota LOD, prepocteme koncentrace z pg/L na obsah prvkd ve vzorku pudy
v jednotkach pg/g—v Uvahu bereme celkovy objem roztoku (10 ml), navazku vzorku v gramech
a faktor redéni u extrakce 2M HNOs. Najdeme-li ve vzorcich koncentraci nizsi, nez je hodnota
LOD, vyjadiime vysledek analyzy jako < “X“, kde X je ¢iselnd hodnota LOD v pg/g (napf. < 0,6
ug/g ). Prepocet LOD z pg/L na pg/g je stejny, jako v pripadé hodnot > LOD, akorat pro vypocet
se bere Ciselnd hodnota LOD v pg/L. Na zavér spocteme stfedni hodnotu vysledku (median

obsah) a jeji smérodatnou (SD) + relativni smérodatnou odchylku (RSD).

Vysledky zaokrouhlujeme na 3 platné Cislice (napf. 0,679 namisto 0,6795465231 nebo 563
namisto 563,154895). Hodnota meze detekce (LOD) se vyjadfuje na 1 platné Cislo, tj. tfeba
0,008 namisto 0,00864594. Cisla se pak zaokrouhluji na prvni platnou &islici LOD a maximalné
na 3 platné Cislice. Velmi ¢astou chybou, ktera se v protokolech opakuje je, Ze smérnice/usek
linedrni regrese je uveden pouze s jednou platnou Cislici. Kalibracni zavislost pak vypada tieba
takto y = 0,0004 + 3E-07, pficemz smérnice teoreticky mize nabyvat hodnot mezi 0,00035 az
0,00044 a vyrazné tim dojde k zaokrouhleni vysledku. Je tfeba zde pres format popisku

spojnice trendu v grafu pfidat dalsi platné Cislice (alespori 3).

6. Vypracovadni protokolu

Uvodni ¢ast protokolu by méla obsahovat zékladni informace o kontaminaci pad slou¢eninami

Ni, As, Cd a Pb. Dale byste méli dohledat vyhlasku 153/2016 Sb., ktera stanovuje limity pro
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obsahy prvk( v zemédélskych pladach a porovnat ziskana data s limity (pseudotoalni obsah je

zde reprezentovany extrakci do lucavky kralovské). Vysledky slovné zhodnotte.
Protokol by mél dale po vysledkové strance obsahovat nasledujici informace:

e Tabulky signalC analytl a porovnavacich prvkd v kalibracnich roztocich, slepych pokusech

a vzorcich
e Poméry signalu analyt/vnitfni standard a vypoctené koncentrace (i pro kalibracni roztoky)

e Parametry linedrni regrese ve formé y = ax + b, kde parametry a a b budou vypocteny

s presnosti alespon na 3 platné Cislice
e Vypoctené stfedni hodnoty (mediany) u slepych pokus, jejich SD a vypoctené LOD

e Vypoctené hodnoty obsahl prvkid v pudé, stfedni hodnoty, SD a RSD

Pomér bio-dostupné slozky prvkl vici pseudototalnimu obsahu

Protokol se odevzddva v elektronické podobé. Spolecné s protokolem odevzdejte i soubor se
zdrojovymi daty a vypocty (napf. excel), snaze se pak hledaji pripadné chyby. Dale by mél
protokol obsahovat navazky vzork( a popis pfipadnych odchylek od vyse uvedeného postupu.

Neni tfeba kopirovat ¢asti manualu do protokolu metodou ctrl-c = ctrl-v.
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Uloha &. 3: Stanoveni obsahu rtuti ve svaloviné ryb
Teoreticky uvod

Hlavnimi pfirodnimi zdroji sloucenin rtuti v prostredi jsou zvétravani minerall a sopecna
aktivita. Kromé téchto prirodnich pochodU hraje stale vétsi roli priimyslové znecisténi spojené
napf. s elektrochemickymi vyrobami, zpracovanim rud apod. Na tomto znecisténi se podili i
spalovani fosilnich paliv. Tékava elementarni rtut i slou¢eniny rtuti vazané na prachové ¢astice
jsou z atmosféry vymyvany srazkami a hromadi se ve vodach a puadach. Velka ¢ast rtuti maze
reagovat v anoxickych podminkach v sedimentech za vzniku nerozpustnych sloucenin, jako
napf. HgS, nicméné v sedimentech mlzZe dochdzet i k alkylaci dostupnych anorganickych

forem rtuti za vzniku velmi toxickych organokovovych sloucenin.

Analyza vzork( ryb je uzZitecnym ndastrojem pro posouzeni expozice slouceniné zvané
methylrtut (MeHg). Jedna se o organickou slouceninu rtuti, ktera vznikd z anorganickych
dvojmocnych forem reakci zvanou methylace. Methylace mulzZe probihat abioticky i
prostfednictvim bakterii Zijicich predevsim v dnovych sedimentech. Methylrtut dale
prostupuje potravinovym retézcem a kumuluje se ve vrcholovych predatorech vodniho
prostiedi (napf. tundk, mecoun, tulen). VétsSina methylrtuti v lidskych télech pak pochazi z
konzumace kontaminovanych ryb a mofskych plod{, nicméné konzumaci rybiho masa bychom

neméli z tohoto divodu omezovat (pfitomnost esencidlnich mastnych kyselin, vitamina,

stopovych prvkl), dileZity je vybér druh( s nizsi kontaminaci.

Methylrtut je snadno absorbovana v travicim traktu a po prichodu hematoencefalickou
bariérou vstupuje do centralniho nervového systému (CNS), cilovym organem je tedy mozek.
V membranovych proteinech a enzymech se vaze na SH-skupiny a zpUsobuje tak nevratné
poskozeni centrdlniho nervového systému. U dospélych lidi se posSkozeni vztahuje na oblasti
mozku, ve kterych jsou soustfedény smyslové a koordinacni funkce. Vysoka koncentrace
methylrtuti zpUsobuje u téhotnych Zen poskozeni plodu. Hromadné otravy lidi
organokovovymi slou¢eninami rtuti byly zaznamenany v Minamaté v Japonsku (1952) a v Irdku

(1971).

Z analytického hlediska se stanovuji povétsinou celkové obsahy Hg ve svaloviné ryb. Svalovina
ryb obvykle obsahuje kolem 80-100 % Hg ve formé methylrtuti. Z praktického hlediska se

snaze stanovuje celkovy obsah Hg ve srovnani se stanovenim MeHg, ponévadzZ speciacni
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analyza je ndroc€néjSi po pfistrojové i procesni strance (extrakce, preciSténi extraktd,
derivatizace ...). Celkové obsahy Hg Ize stanovit pfimo z pevnych vzorkd pomoci analyzator(
rtuti na bazi termo-oxidacni atomové absorpcni (AAS) ¢i fluorescencni spektrometrie (AFS).
Dal$i moZnosti je prevedeni vzork(i do roztoku mineralizaci silnymi mineralnimi kyselinami
(napf. HNO3) a oxida¢nimi cinidly (H20;) za pomoci mikrovinného rozkladného zafizeni.
Ziskané mineralizaty se nasledné analyzuji vétSinou pomoci AFS nebo AAS s generovanim

studenych par Hg, pfipadné metodou ICP-MS

Stanoveni obsahu Hg ve svaloviné ryb a korysu ruznych trofickych trovni

1. Uvod

Pro ulohu byli vybrani 3 mofrsti ZivoCichové, ktefi reprezentuji 3 rGzné trofické drovné. Krevety
jsou vseZravci Zivici se ze dna more. Treska obecnd se Zivi prevainé korysi (mimo jiné i
krevetami) a mensimi druhy ryb. Tunak obecny je zastupce vrcholovych morskych predator,
kteti se Zivi vyhradné rybami. Ddle byly vybrany 4 zastupci sladkovodnich ryb (amur, kapr, cejn
a sumec), ktefi se bézné vyskytuji na tzemi CR. Viechny tyto ryby byly odloveny na jedné
nadrzi v jihomoravském kraji ve stejném cCase, pricemz orientacni stafi jednotlivych ryb je
nasledujici: kapr 3 roky, amur 4 roky, sumec 3 - 4 roky a cejn 5 — 7 let. Amur se Zivi prevazné
rostlinou potravou. Kapr a cejn jsou vSezravci Zivici se bentosem, tj. Zivo€iSnymi a rostlinnymi
organismy obyvajici bfeh a dno vod. Sumec se Zivi Zivo¢iSnou potravou, a to predevsim rybami

a obojzivelniky, ve vzacnych pfipadech mUiZe pozfit i vodni ptactvo ¢i drobné savce.

Rtut ve vzorku svaloviny ryb je stanovena pomoci analyzatoru rtuti metodou termo-oxidacni
atomové absorpcni spektrometrie (AAS). Metoda nevyZaduje extrakci Hg ze vzorku, pouze

jeho mechanickou Upravu (lyofilizace, mleti).

N

. Chemikdalie, pom(icky a pfistroje

e Analyzator rtuti AMA254

e Kulovy oscila¢ni mlyn Retsch MM301 + ZrO, mleci nddobky
e Keramicky ntz

e Certifikované referencni materidly TORT-3 a ERM-BB442

e Demineralizovana vysoce Cista voda (vodivost 0,054 uS/cm)
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3. Mechanicka uprava vzorkd ryb

Vzorky je tfeba pred analyzou nejprve fadné vysusit. V pripadé vzork(l ryb se pouziva nejéastéji
lyofilizace, tedy vysuSeni vzorku za nizké teploty a tlaku sublimaci vody. Metoda je velmi Setrna
jak ke vzorkdim, tak k analytlim, u kterych by jinak hrozila ztrata vytékanim. Zpracovavat vzorky
v cviCeni budeme jiz lyofilizované, ponévadZ tento proces obvykle trva nékolik dni. Po
lyofilizaci je tfeba ze vzorku odebrat pomoci keramického noze reprezentativni ¢ast, ktera je
nasledné zpracovdvana mletim. Finalni navazky pro analyzu se pohybuji kolem 50 mg, takze je
treba zabezpecit homogenitu materialu na této Urovni. V idealnim pfipadé by vzorek po mleti
mél byt bez hrubych ¢astic znatelnych pfi tfeni prsty. Vzorky pro stanoveni rtuti umistime do

PE sacku a uchovavame pfi laboratorni teploté (min 1 g).
Postup zpracovani vzorkUl je nasleduijici:
e Pomoci keramického nozZe odfizneme mensich nékolik ¢asti z riznych mist vzorku

e Potfebné mnoiZstvi vzorku (cca polovinu mleci nadoby) umistime do Cisté mleci nddoby z

ZrO; a spolu s mlecimi koulemi upevnime do drzaku
e Spustime mleti s parametry 20 kmitd/s po dobu 2 min
e Rozeberme nadobku, zkontrolujeme hrubost materidlu a pfipadné mleti opakujeme
e Presypeme vzorek do PE sacku
4. Stanoveni Hg ve svaloviné ryb

Rtut ve vzorku svaloviny ryb je stanovena metodou atomové absorpéni spektrometrie (AAS) s
davkovanim pevnych vzork(l pomoci piistroje AMA254 (Altec s.r.o, Ceskd republika). Postup

stanoveni je nasledujici:

e Otevieme privod kysliku, zapneme pristroj AMA254 (ervené tlacitko) a zapneme ovladaci
PC. Po nabéhnuti sytému spustime program AMA254 a vyckame pfiblizné 20 min pro

dosaZeni poZzadované teploty ve spalovaci peci.

o Vycisténi systému — ikona ,L“ — otevreni panelu Clean — spusténi analyzy s parametry
60/150/45 (doba suseni/termického rozkladu/¢ekani). Pro analyzu davkujeme 100 pl

vodovodni vody. Analyzu je tfeba opakovat do dosazeni konstantni hodnoty absorbance.
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e Nastaveni slepého pokusu — ikona ,B“ — otevreni panelu Blank — (20/200/45), spustit
tlacitkem ,start”, po vysunuti lodicky vyckat asi 20 s, nez lodi¢ku stiskem ,Continue

(Insert)” zasuneme zpét.

e Qvéreni spravnosti méreni — ikona ,,A“ — panel Analysis — parametry analyzy: 20/200/45.
Davkujeme pfiblizné 50 mg certifikovaného referenéniho materidlu svaloviny ryb (ERM-

BB442) a korys( (TORT-3) na Ni lodicku.

e Vlastni analyza vzork( — ikona ,A“ — panel Analysis — parametry analyzy: 20/200/45.

Navazujeme pfriblizné 50 mg vzorku
e Vycistime systém nadavkovanim 100 pl vodovodni vody s parametry analyzy 60/150/45
5. Vyhodnoceni namérenych dat a zpracovdni protokolu

Exportovana data jsou jiZz v jednotkach pg/g (resp. ppm), takZze neni tfeba provadét dalsi
vypocty. Protokol by mél obsahovat kratky Uvodni text o toxicité a kontaminaci ryb rtuti. Dale
by soucasti protokolu méla byt namérend data, srovnani namérené hodnoty s certifikovanou
a slovni hodnoceni nalezenych obsahd Hg tj. srovnani s hygienickym limitem pro potraviny
resp. ryby (napf. US-EPA, WHO, EFSA, nafizeni Evropské komise) a porovndnim s béznymi

obsahy nalezenymi v literature.
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