
MIKROVLNN¡ MINERALIZACE TÃLNÕCH TEKUTIN

TOM¡ä NAVR¡TILa, ZDENA DLASKOV¡b,
MILOSLAV KOPANICAc a LADISLAV NOVOTN›a

a⁄stav fyzik·lnÌ chemie J. HeyrovskÈho, Akademie vÏd »eskÈ
republiky, Dolejökova 3, 182 23 Praha 8, Navratil@jh-inst.
cas.cz, bKlinika nemocÌ z povol·nÌ, 1. lÈka¯sk· fakulta, Uni-
verzita Karlova, Toxikologick· laborato¯, Na Bojiöti 1, 128 00
Praha 2, cUNESCO satelitnÌ centrum pro stopovÈ prvky na
KarlovÏ univerzitÏ, Praha

Doölo dne 11.X.1999

KlÌËov· slova: voltametrie, biochemie, intoxikace olovem,
anal˝za moËi, krve, stolice

⁄vod

K otravÏ tÏûk˝mi kovy m˘ûe u ËlovÏka dojÌt p¯i profesio-
n·lnÌ expozici (nemoc z povol·nÌ) nebo jin˝m zp˘sobem
(nap¯. sebevraûedn˝mi pokusy, p˘sobenÌm kontaminovanÈho
ûivotnÌho prost¯edÌ, apod.). MÌra intoxikace pacienta olovem
se urËuje stanovenÌm aû Ëty¯ (nÏkdy i pÏti) parametr˘ ñ kon-
centrace olovnat˝ch iont˘ v krvi, v moËi a ve stolici a d·le sta-
novov·nÌm kyseliny δ-aminolevulovÈ (pop¯. porfyrin˘) v mo-
Ëi1.

Vzorky moËe, analyzovanÈ v tÈto pr·ci, byly odebÌr·ny p¯i
pravideln˝ch preventivnÌch prohlÌdk·ch osob·m, vystave-
n˝ch olovu v pracovnÌm prost¯edÌ.

Prov·dÏnÌ vöech uveden˝ch anal˝z podle p¯edepsan˝ch
postup˘2,3 je znaËnÏ ËasovÏ i instrument·lnÏ n·roËnÈ. Doba
kompletnÌ anal˝zy vöech Ëty¯ z·kladnÌch ukazatel˘ p¯esahuje
13 hodin (z toho asi 8ñ12 hodin se spot¯ebuje na mineralizaci
vzorku a tudÌû doba samotnÈ anal˝zy je proti tomu zanedba-
teln·). Je nutnÈ vzÌt v ˙vahu, ûe v p¯ÌpadÏ pouûitÌ voltametrie
je nutnÈ provÈst mineralizaci d˘kladnÏji, neû je tomu p¯i uûitÌ
AAS, jak plyne i z literatury4.

Vzhledem k tomu, ûe po vyöet¯enÌ pacienta je nutno v co
nejkratöÌ lh˘tÏ rozhodnout o zp˘sobu lÈËby, je rychlÈ dod·nÌ
v˝sledk˘ anal˝z velmi d˘leûitÈ. Aktu·lnÌ je proto hled·nÌ
zp˘sob˘, jak zrychlit a pop¯ÌpadÏ i zjednoduöit pot¯ebnÈ ana-
lytickÈ postupy.

Podle nÏkter˝ch pramen˘ lze nahradit mineralizaci moËi
vÌcen·sobn˝m ¯edÏnÌm demineralizovanou vodou okyselenou
kyselinou dusiËnou5, avöak tento postup je jen stÏûÌ aplikova-
teln˝ p¯i uûitÌ voltametrick˝ch metod, kde p¯Ìtomnost organic-
k˝ch l·tek p˘sobÌ ruöivÏ a hlavnÏ tyto l·tky na sebe mohou
v·zat stanovovan˝ kov.

Je zn·mo, ûe na trhu se vyskytuje mnoho typ˘ specializo-
van˝ch mineralizaËnÌch systÈm˘, avöak jejich cena se pohy-
buje v ¯·dech statisÌc˘ korun, coû si vzhledem k ekonomickÈ
situaci naöeho zdravotnictvÌ m˘ûe dovolit jen m·lokter· labo-
rato¯.

Experiment·lnÌ Ë·st

P ¯ Ì s t r o j e

Podle klasifikace literatury6 by mÏla b˝t mikrovlnn· mi-
neralizace oznaËov·na jako podtyp mokrÈho rozkladu, avöak
pro jednoduchost je v tÈto pr·ci oznaËov·na pouze jako Ñmi-
krovlnn·ì a mineralizace na mokrÈ cestÏ za atmosfÈrickÈho
tlaku jako Ñmineralizace na mokrÈ cestÏì.

Mineralizace vzork˘ na mokrÈ cestÏ byla prov·dÏna za
pomoci topnÈho hnÌzda a vodnÌ l·znÏ.

Mikrovlnn· mineralizace byla prov·dÏna v mikrovlnnÈm
mineralizaËnÌm za¯ÌzenÌ (Polaro-Sensors, spol. s r.o., Praha)
(max. v˝kon 1000 W). Maxim·lnÌ poËet souËasnÏ mineralizo-
van˝ch vzork˘ na vnit¯nÌm rotoru byl öest. Maxim·lnÌ p¯Ìpust-
n˝ tlak v za¯ÌzenÌ je 4 MPa, p¯i jeho p¯ekroËenÌ (explozi) dojde
k proraûenÌ pojistky (ochrannÈho vÌËka) a tlak je p¯epouötÏn
z n·dobky p¯epadem do expanznÌ n·dobky.

Pro voltametrick· mÏ¯enÌ byl uûit poËÌtaËem ¯Ìzen˝ Eco-
-Tribo Polarograf (Polaro-Sensors, spol. s r. o., Praha). Pra-
covnÌ metodou byla diferenËnÌ pulsnÌ anodick· stripping volt-
ametrie. Pro odstranÏnÌ vzduönÈho kyslÌku slouûilo vybubl·nÌ
dusÌkem.

C h e m i k · l i e

Pro p¯Ìdavky olovÏn˝ch iont˘ byly pouûÌv·ny standardnÌ
roztoky Astasol (Analytika, spol. s r. o., Praha) o z·kladnÌ
koncentraci 1 mg.mlñ1, kterÈ byly podle pot¯eby ¯edÏny 1:10
aû 1:100. Kyselina chlorovodÌkov·, kyselina dusiËn· i pero-
xosÌran sodn˝ (Na2S2O8) (Lachema Brno) byly Ëistoty p. a.

Mineralizace na ÑmokrÈ cestÏì

KonkrÈtnÌ postup vËetnÏ homogenizace byl pops·n hlavnÏ
v literatu¯e1,2,7.

Mineralizace moËi na mokrÈ cestÏ7,8 byla prov·dÏna tak,
ûe 100 ml moËi bylo smÌch·no se 30 ml koncentrovanÈ kyse-
liny dusiËnÈ a roztok byl odpa¯en do sucha. Odparek byl
rozpuötÏn v 5 ml 30 % H2O2 a odpa¯en znovu do sucha. Tento
proces byl opakov·n aû do vzniku bÌlÈho odparku. K nÏmu
bylo p¯id·no 5 ml 10 % KI a 3ñ5 ml koncentrovanÈ HNO3
a odpa¯ov·nÌ bylo opakov·no aû do vzniku bÌlÈho odparku,
kter˝ byl rozpuötÏn v destilovanÈ vodÏ a z¯edÏn na 10 ml.
N·sledovalo sr·ûenÌ pomocÌ 2 ml 1 M-(NH4)3PO4, 2 ml 1 M-
-NH4OH a 20 ml 30 % H2O2. N·sledoval sedimentaËnÌ proces
(30 min) a centrifugace p¯i 2500 sñ1 po dobu 10 min. Sraûenina
byla promyta suspendov·nÌm v 10 ml destilovanÈ vody s p¯Ì-
davkem 2ñ3 kapek Ëpavku a cel˝ proces centrifugace vËetnÏ
promytÌ se opakoval jeötÏ dvakr·t. Nakonec se sediment roz-
pustil v 0,5 ml koncentrovanÈ HCl a roztok se doplnil na 10 ml
destilovanou vodou.

ÑMikrovlnn·ì mineralizace

Ke 20 ml vzorku moËi bylo p¯id·no 80 ml destilovanÈ
vody. Z tohoto roztoku bylo odpipetov·no do mikrovlnnÈ
mineralizaËnÌ n·dobky 5 ml, p¯id·no 5 ml destilovanÈ vody
a 100 mg peroxosÌranu sodnÈho. N·dobka byla po uzav¯enÌ
vloûena do mineralizaËnÌ jednotky, byl nastaven v˝kon v in-
tervalu mezi 500 W aû 1000 W. Testovan· doba sepnutÌ byla
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mezi 15 s a 2 minutami. Pro ˙plnou mineralizaci bylo zkouöe-
no i opakovanÈ provedenÌ mikrovlnnÈho rozkladu, kterÈ se
prov·dÏlo po ˙plnÈm vychladnutÌ n·dobky (cca 15ñ20 min).
Po vyjmutÌ n·dobky byl mineraliz·t kvantitativnÏ p¯eveden do
k·dinky, p¯id·no 100 mg peroxosÌranu sodnÈho, provedeno
odpa¯enÌ do sucha. Mineraliz·t byl kvantitativnÏ p¯eveden do
25 ml odmÏrnÈ baÚky, p¯id·no 0,5 ml koncentrovanÈ kyseliny
dusiËnÈ a doplnÏno redestilovanou vodou po rysku.

P o s t u p s t a n o v e n Ì

25 ml mineraliz·tu bylo p¯evedeno do voltametrickÈ n·-
dobky. MÏ¯enÌ bylo prov·dÏno metodou anodickÈ diferenËnÌ
pulsnÌ voltametrie na visÌcÌ rtuùovÈ kapkovÈ elektrodÏ9 (poË·-
teËnÌ potenci·l Ein = ñ800 mV, koneËn˝ Efin = +150 mV vs.
nasycen· kalomelov· elektroda SKE, rychlost scanu 20 mV.sñ1).
PÌk olova byl registrov·n u ñ375 mV vs. SKE. SouËasnÏ bylo
moûno vyhodnocovat i pÌk kadmia p¯i ñ550 mV a mÏdi p¯i
+50 mV. Po p¯id·nÌ EDTA lze stanovit i thalium u ñ400 mV.

V˝sledky a diskuse

O p t i m a l i z a c e p o s t u p u m i k r o v l n n È
m i n e r a l i z a c e

Jako vhodnÈ oxidaËnÌ Ëinidlo byl zvolen peroxosÌran sod-
n˝. Na rozdÌl od jin˝ch obdobnÏ ˙Ëinn˝ch l·tek (nap¯. per-
oxid˘) nevykazuje takovou aktivitu, kter· by vedla k enorm-
nÌmu n·r˘stu tlaku v mineraliz·toru. 10 ml roztoku vzorku
v n·dobce je maxim·lnÌ p¯ijatelnÈ mnoûstvÌ.

Regulovateln˝ v˝kon byl nastavov·n mezi 500 W aû 1000 W
(maxim·lnÌ nastaviteln· hodnota za¯ÌzenÌ). Testovan· doba
sepnutÌ byla mezi 15 s a 2 min. Pokud se prodlouûila doba
mineralizace p¯es 1 minutu, doch·zelo asi ve 30 % pokus˘
k p¯ekroËenÌ maxim·lnÌho povolenÈho tlaku. PravdÏpodob-
nost p¯ekroËenÌ maxim·lnÌho p¯ÌpustnÈho tlaku nar˘st· i se
vzr˘stajÌcÌm v˝konem mineralizaËnÌ jednotky. P¯i dobÏ min-
eralizace 2 minuty doölo k p¯ekroËenÌ meznÌho tlaku tÈmÏ¯
v 80 % p¯Ìpad˘.

V souladu s poznatky cit.6 se jako optim·lnÌ jevilo uûitÌ
v˝konu 500 W, max. 700 W. Jak se vöak uk·zalo, u nÏkter˝ch
vzork˘ nedoölo po 60 s mineralizace k ˙plnÈmu rozkladu
a v˝sledky byly asi o 10ñ15 % niûöÌ neû u mineralizace na
mokrÈ cestÏ. Proto se jevÌ jako vhodnÈ provÈst jeötÏ jednou
mineralizaËnÌ proces. MineralizaËnÌ za¯ÌzenÌ pracuje ve spÌ-
nanÈm reûimu a nelze zaruËit, ûe v okamûiku vypnutÌ nenÌ
p¯Ìmo v Ëinnosti. Proto okamûitÈ zapnutÌ by ve v˝sledku
odpovÌdalo podstatnÏ vyööÌmu v˝konu a zv˝öilo by to pravdÏ-
podobnost p¯ekroËenÌ hornÌ hranice p¯ÌpustnÈho tlaku tÈmÏ¯
k 80 %. Uk·zalo se jako optim·lnÌ nechat n·dobku vychlad-
nout po dobu 20 minut p¯i laboratornÌ teplotÏ. Pak jiû posta-
Ëovalo p¯i stejnÈm v˝konu prov·dÏt rozklad znovu po dobu
30 s. ZbylÈ malÈ procento  p¯Ìtomn˝ch organick˝ch l·tek
v mineraliz·tu bylo moûno odstranit jeho pova¯enÌm 100 mg
peroxosÌranu sodnÈho a n·slednÈm odpa¯enÌ do sucha. Od-
parek byl p¯eveden do 25 ml odmÏrnÈ baÚky, bylo p¯id·no
0,5 ml koncentrovanÈ kyseliny dusiËnÈ a doplnÏno redes-
tilovanou vodou. Nutnost pova¯enÌ mineraliz·tu s peroxosÌra-
nem je patrn· z obr. 1, kde je vidÏt znaËnÈ potlaËenÌ pÌku olova

Tabulka I
Srovn·nÌ v˝sledk˘ stanovenÌ olova v moËi p¯i mineralizaci na
mokrÈ cestÏ a mikrovlnnou mineralizacÌ (v˝sledky mikrovl-
nnÈ mineralizace povaûov·ny za 100 %)

Pacient Pb [mg.lñ1] RozdÌl [%]

mokr· mikrovlnn·
cesta mineralizace

1 0,050 0,055 ñ9,1
2 0,083 0,087 ñ4,6
3 0,075 0,079 ñ5,1
4 0,059 0,055 7,2
5 0,019 0,021 ñ9,5
6 0,022 0,025 ñ12,0
7 0,021 0,023 ñ8,7
8 0,070 0,074 ñ5,4
9 0,037 0,037 0,0

10 0,017 0,019 ñ10,5

zb˝vajÌcÌ organickou matricÌ. StejnÏ tak je moûno usuzovat
z obr. 1, ûe ¯edÏnÌ doporuËovanÈ v cit.5, jen ztÏûÌ nahradÌ
mineralizaci.

V˝sledky srovn·nÌ obou v˝öe zmÌnÏn˝ch mineralizaËnÌch
postup˘ jsou uvedeny v tab. I. Z nich je patrno, ûe hodnoty
koncentracÌ zÌskan˝ch mineralizacÌ na mokrÈ cestÏ jsou v pr˘-
mÏru o 5ñ10 % niûöÌ neû p¯i aplikaci mikrovlnnÈho rozkladu,
coû dokazuje vÏtöÌ d˘kladnost rozkladu.

Uveden˝ postup mikrovlnnÈ mineralizace lze aplikovat
nejen p¯i stanovenÌ olova, ale i ostatnÌch prvk˘, kterÈ poskytujÌ
anodick˝ pÌk ve voltametrickÈm mÏ¯enÌ spoleËnÏ s olovem.
Jedn· se p¯edevöÌm o kadmium, mÏÔ a po p¯id·nÌ EDTA
i o thalium. P¯i klasickÈ mineralizaci na mokrÈ cestÏ v˝öe
uveden˝m zp˘sobem bylo nutno u kadmia postupovat od-
liön˝m zp˘sobem, jin˝m opÏt pro stanovenÌ mÏdi. Mikrovlnn˝
postup mineralizace se ukazuje jako univerz·lnÌ, vhodn˝ pro
vöechny v tomto odstavci uvedenÈ prvky.

Obr. 1. Srovn·nÌ voltamogram˘ p¯i stanovenÌ olova v moËi: 1 ñ bez
mineralizace, 2 ñ po mikrovlnnÈ mineralizaci bez pova¯enÌ s peroxosÌra-
nem, 3 ñ po mikrovlnnÈ mineralizaci bez pova¯enÌ s peroxosÌranem
s p¯Ìdavkem 5 µg Pb2+, 4 ñ po mikrovlnnÈ mineralizaci a pova¯enÌ s
peroxosÌranem, 5 ñ po mineralizaci a  pova¯enÌ s  peroxosÌranem
p¯Ìdavkem 5 µg Pb2+
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V ˝ s l e d k y s t a n o v e n Ì i n d i k · t o r ˘ o t r a v y

P¯i vyhodnocenÌ voltametrick˝ch mÏ¯enÌ byla pouûita me-
toda standardnÌho p¯Ìdavku. KaûdÈ mÏ¯enÌ bylo t¯ikr·t opako-
v·no a p¯i uûitÌ verze Polar Pro 1.0 for Windows10 byla pro
v˝poËet uûita vöechna t¯i mÏ¯enÌ se t¯emi p¯Ìdavky. StandardnÌ
relativnÌ odchylka11,12 samotnÈho mÏ¯enÌ byla niûöÌ neû 1 %
(vypoËtena p¯Ìmo programem Polar Pro10). MÏ¯enÌ probÌhala
za laboratornÌ teploty 298±0,5 K. Reprodukovatelnost z·zna-
m˘ byla lepöÌ neû ±1 %. Roztoky byly p¯ipraveny s pouûitÌm
redestilovanÈ vody. MÏ¯enÌ byla prov·dÏna nez·visle na obou
pracoviötÌch z˙ËastnÏn˝ch autor˘, p¯iËemû mezilaboratornÌ
rozdÌly mezi zÌskan˝mi v˝sledky nebyly pozorov·ny. TÌm
byla testov·na i reprodukovatelnost stanovenÌ, kter· se pohy-
bovala v rozmezÌ ±15 %.

Z·vÏr

Je pops·n postup mikrovlnnÈ mineralizace vzork˘ moËi,
p¯ÌpadnÏ stolice jako n·hrada za mineralizaci na mokrÈ cestÏ.
Tento nov˝ zp˘sob mineralizace je prov·dÏn za p¯Ìdavku
peroxosÌranu sodnÈho, p¯i tlaku menöÌm neû 4 MPa, a to
dvakr·t po sobÏ opakovanÏ po dobu 60 s a 30 s. Pro kompletnÌ
rozklad je t¯eba mineraliz·t jeötÏ jednou pova¯it s peroxosÌra-
nem sodn˝m a n·slednÏ odpa¯it do sucha. V˝sledky obdrûenÈ
z anal˝zy po mikrovlnnÈ mineralizaci jsou asi o 5ñ10 % vyööÌ
neû po mineralizaci klasickÈ, coû indikuje d˘kladnÏjöÌ rozklad
matrice. Doba pot¯ebn· k mikrovlnnÈ mineralizaci (cca 30 min)
je podstatnÏ kratöÌ neûli doba pot¯ebn· ke klasickÈ minerali-
zaci na mokrÈ cestÏ. Stejn˝ zp˘sob mineralizace lze aplikovat
p¯i stanovenÌ nÏkolika kov˘ v moËi najednou (nap¯. kadmia,
thalia, mÏdi a olova).

Auto¯i dÏkujÌ za grantovou podporu IGA MZ »R reg. ËÌs.
grantu 4238-3/97 a GA »R reg. Ë. grantu 203/98/P239.
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T. Navr·tila, Z. Dlaskov·b, M. Kopanicac, and L. Novot-
n˝a (aJ. Heyrovsk˝ Institute of Physical Chemistry, Academy
of Sciences of the Czech Republic, bClinic of Occupational
Diseases, Toxicological Laboratory, 1st Faculty of Medicine,
Charles University, cUNESCO Trace Element Satellite Cen-
tre, Charles University, Prague): Microwave Mineralization
of Body Fluids

A procedure is described for microwave mineralization of
urine or faeces samples as replacement for wet mineralization.
The new method uses a sodium peroxosulfate solution at
pressures lower than 4 MPa in two consecutive mineraliza-
tions for 60 and  30 s. For complete decomposition, it is
necessary to boil the mixture once again with a sodium pero-
xosulfate solution and evaporate it to dryness. The results
obtained are about 5ñ10 % higher than those from classic
mineralization, which indicates a more thorough decomposi-
tion of the matrix. The time required for microwave minerali-
zation (ca. 30 min) is substantially shorter than that for wet
mineralization. The same method can be used in determination
of metals in urine simultaneously (e.g. cadmium, thallium,
copper, and lead).
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