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Uvod

Potieba stanoveni stopovych mnozstvi kovl v biologic-
kych materidlech se objevuje nejen v klinické biochemii, ale
i v analyze potravin a v celkovém monitorovani stavu znecis-
téni Zivotniho prostfedi. Jen velmi mdlo metod umoziuje
piimé stanoveni kovl ve vzorku. Pro vétSinu metod je nutnd
predchézejici destrukce vzorku tak, aby vzorek byl v kapalné
formé bez organické matrice.

Nejbéznéji pouzivané metody destrukce vzorku miZze-
me obecné rozdélit na suchy a mokry rozklad"2 Suchy zpa-
sob se provadi v otevieném nebo uzavieném systému. Pfi
destrukci vzorku probihd vysuseni, zuhelnaténi, zpopelnéni
a prevedeni nespalitelného podilu do roztoku. Pro suSeni se
nejcastéji pouziva horkovzdusna suSarna, topnd deska, ¢i pi-
sec¢nd lazen. Tento krok je nejproblémovéjsi z hlediska konta-
minace vzorku'™ . Vlastni spalovini pak miZeme provadét
nad IlalgynOVYm kahanem, v elektrické kelimkové nebo muflové
peci .

Mineralizace v uzavieném systému se provadi v kalori-
metrické bombé nebo v kovovém autokldvu. Tato metoda opét
prinasi nebezpeci kontaminace vzorku, tentokrat v§ak koroz{
zafizeni'.

Urcitou modifikaci uzavieného systému je mineralizace,
kterd spocivd v kombinaci suchého rozkladu se zavddénim
smési oxidac¢nich plynti O,+ O; + NO, nad spalovany vzorek.
Vedlejsim produktem procesu je kyselina dusi¢na.

Konecné zpracovani nespalitelného produktu u metod su-
chého rozkladu predstavuje louzeni popela nejcastéji v kyse-
ling dusi¢né*’, v kyseliné chlorovodikové®® nebo ve smési
obou kyselin'*'2. Celkovi ti¢innost se zvy3uje pouzitim ultra-
zvukové lazné.

Podstatou mokrého rozkladu je oxidace vzorku smési sil-
nych anorganickych kyselin za zvySené teploty. Varianty to-
hoto rozkladu se od sebe 1isi pouzitymi kyselinami a dobou
jejich pisobent !. Metoda mokrého rozkladu se provadi v otev-
feném, polouzavieném, ¢i uzavieném systému.

V oteviené soustave se pouzivaji kiemenné nebo sklenéné
banky. Vyhodou rozkladu je jednoduchd manipulace pri pri-
davku ¢inidel a pouziti vétstho mnozstvi vzorku. Nevyhodou
tohoto postupu je moznd kontaminace vzorku, tlet analytu
a velka spotieba ¢inidel.
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Pro destrukci materidlu v uzavieném systému se pouzivd
autokldv, ¢i kalorimetrickd bomba. Prednosti je zamezen{
uniku analytu, mensi spotieba Cinidel a nemoznost kontami-
nace zvenku, mize zde ovsem dojit ke kontaminaci zevnitt
zafizeni'”.

Jinym tc¢innym mineraliza¢nim procesem je metoda mok-
rého rozkladu s mikrovinnym ohtfevem. Tato metoda se pro-
vadi za atmosférického i zvySeného tlaku. Mineralizacni nd-
dobky musi byt chemicky i tlakové odolné. Nejvhodnéjsi
z hlediska chemické odolnosti je teflon. Pokud je nutno pii
rozkladu pouzit vyssi teploty nez 250 °C, musi se volit nddob-
ky sklen&né". Nejcastéji pouzivanymi reagenty jsou kyselina
dusicnd, kyselina chlorovodikovd, kyselina fluorovodikova
a peroxid vodiku.

Hlavnim cilem této prdce je stanovit optimalni zpdsob
rozkladu nékterych biologickych materidld. Rozhodujicimi
faktory dspésné mineralizace jsou ekonomické ndroky, vylou-
¢eni moznosti kontaminace vzorku a minimalizace ztrat ana-
lytu. Dal$im vyznamnym kriteriem je vhodnost metody vzhle-
dem k druhu vzorku a k velikosti navdzky vzorku.

Experimentalni ¢ast

Reagencie

Pro mineralizaci byly pouZivany kyseliny H,SO,, HNO;,
HCI (suprapur, Carlo Erba Reagenti), H,0O, (p.a., Lachema,
Brno). Pii méfeni arsenu a selenu hydridovou technikou byl
pouzit NaBH, (pulver 98%, Aldrich) a KOH (p.a., Lachema,
Brno). Stardardni roztoky médi, zinku, Zeleza, olova, kadmia,
arsenu a selenu byly pripraveny ze zdsobnich roztokl Asta-
sol (Analytika, Praha). Ddle byl pouzit certifikovany refe-
renc¢ni materidl lidskych vlasi GBW 07601 a rostlinny ma-
terial NIST 1515 — jablotiové listy (dodavatel 2THETA, Cesky
Tésin).

Aparatura

Pro rozkladné procesy obou referencénich materidld byl
pouzit Dry Mineralizer Apion (Tessek, Praha), mineralizdtor
Progmin 02 (P.R.O. Servis, Nestémice) a mikrovlnny minera-
lizdator UniClever (Plazmatronika, Wroclav, Polskd republi-
ka).

Pro méfeni obsahu sledovanych kovti v mineralizdtech byl
pouzit plamenovy atomovy absorpcni spektrometr Spectr-
-AA20+ s hydridovou jednotkou VGA-76 (Varian, Mulgrave,
Austrilie).

Pracovni postupy

Pro kazdy ze zpGsobt mineralizace bylo pfipraveno vzdy
pét paralelnich navazek certifikovanych referen¢nich materid-
It pro kazdé hmotnostni mnozstvi. Rostlinny materidl byl
navazovdn v hmotnostech 1 a 3 g, vlasovy materidl v hmot-
nostech0,5a1 g.

Mineraliza¢ni postupy na suché cesté

Navazky rostlinného a vlasového materidlu byly v kie-
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mennych kelimcich pfevrstveny 3 g dusi¢nanu hofecnatého
a spalovany v mineralizatoru Progmin programem, ktery je
uveden v tabulce L.

Pro rozklad v mineralizdtoru Dry Mineralizer Apion neby-
lo vyuzito pfevrstveni vzorku dusi¢nanem hote¢natym. Vzor-
ky byly spalovédny v kyvetdch za ptitomnosti smési plynti O, +
O; + NO, za podminek, uvedenych v tabulce II.

Po spalovacim procesu bylo k popelu pfiddno 5 cm
kyseliny chlorovodikové (37 %) nebo 5 cm® kyseliny du-
sicné (65 %) a na pfimotopné desce Flexius byl vzorek za-
hiivdn po dobu 5 h pii teploté 70 °C. Po ukonéeni celého
programu byl mineralizat zfiltrovan do odmérné bariky ob-
jemu 10 cm?® az 50 cm? (podle navazky vzorku a druhu ma-
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Tabulka I
Podminky metody suchého rozkladu v automatickém minera-
lizatoru Progmin

Proces® ° [h] [°C]
Vzestup 5 300
Prodleva 8 300
Vzestup 4 550
Prodleva 7 550
Vzestup 0,5 605
Prodleva 5 605

 Fdze mineraliza¢niho procesu, b doba trvani faze , ¢ nej-
vy$si dosaZend teplota

Tabulka II
Podminky metody suchého rozkladu v kombinaci se smési

0O,+ O; + NO, v automatickém mineralizatoru Apion
Proces® ° [h] 1°C]
Ohftti na teplotu susen{ 0,75 vzestup na 110
Susenf 1 110
Ohtti na teplotu mineralizace 4 vzestup na 400
Mineralizace 14 400

 Fdze mineraliza¢niho procesu, b 1 doba trvéni faze, © nej-
vy$§i dosaZend teplota

Laboratorni pfistroje a postupy

teridlu) a do pozadovaného objemu doplnén deionizovanou
vodou.

Mineraliza¢ni postupy na mokré cesté

Navdzky rostlinného materidlu a vzorku vlast byly vpra-
veny do destila¢nich bangk a prelity 5 cm® koncentrované
kyseliny sirové. Po hodinovém stani bylo pfiddno 10 cm’
kyseliny dusi¢né (c,, = 65 %) a poté byla smés 5 h zahiivana
pod zpétnym chladi¢em k varu. Po zchladnuti bylo ke smési
pfiddno 5 cm?® peroxidu vodiku a ve bylo dalsi 2 h zahfivano.
Takto ziskany Ciry roztok byl odkoufen na ptimotopné desce
do objemu 3-5 cm®, doplnén asi 5 cm® deionizované vody
a zfiltrovan do odmérné barnky.

V dalsim postupu bylo k mineralizovanému vzorku v tef-
lonové mineraliza¢ni nddobce mikrovlnného mineraliza¢niho
systému UniClever pfiddano rozkladné ¢inidlo (HNO;, H,O,,
HCI), pfipadné jejich smési. Rozklad byl provddén v uzavie-
ném systému a umoznil pouziti vyssiho tlaku. Cely proces
rozkladu byl volen jako vicekrokovy se zfetelem na druh
rozklddaného materidlu. Mineraliza¢n{ postupy jsou uvedeny
v tabulce III. Po vysokotlakém rozkladu byl systém otevien
a opatfen destila¢nim ndstavcem. Programem, pfi kterém bylo
vyuzito maximdlniho vykonu mikrovlnného pole, bylo nadby-

Tabulka III
Pouzité mikrovlnné rozkladné programy

Krok NIST 1515% GBW 07601°
m° m2d my m4f
P! PYp! P! PP

1 80/1/2,3 50/1/2,3 90/1/2,3 60/1/2,3
2 90/3/3,3 60/1/2,3 0/0,6/— 0/0,6/—
3 100/10/5  80/1/3,3 100/5/5 40/1/2,3
4 - 90/1/5 - 0/0,6/—
5 - 80/2/3,3 - 100/5/5
6 - 100/2/5 - -

Chlazeni 10 min 10 min 10 min 10 min

“NIST 1515 — Apple leaves, ® GBW 07601 — Human hair,
“m navdzka 1 g, d m, navdzka 3 g, © m, navdzka 0,5 g,
1?m4 navizka 1 g, ® P vykon mikrovinného pole v % maximal-
ni hodnoty 150 W, "¢ doba trvani kroku (min), ! p tlak (MPa)

Tabulka IV

Parametry pfistroje SPECTR AA 20+ pro méfeni obsahu Pb, Cd, Cr, Zn, Cu, As a Se v mineralizatech CRM
Parametr Pb* Ccd? Fe Zn Cu As® Se®
Plamen acetylen® — vzduch®
Rychlost proudéni acetylenu [dm’.min™'] 1.3 1,5 1,5 1,3 1,3 1,75 1,7
VlInovd délka zdfeni [nm] 217,0° 228,3° 248,3°  213,9° 3248 193,7° 196,0°
Stika Stérbiny [nm] 1,0 0,5 0,2 1,0 0,5 0,5 1,0
Zhavici proud [mA] 10,0 4,0 7,0 5,0 4,0 10,0 10,0

4 Méfeni
588 kPa,
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grovédéno se zakoncentrovavaci trubici ACT 80, ® m&feni provadéno hydridovou technikou, © vstupni tlak acetylenu
vstupni tlak vzduchu 3907 kPa, rychlost proudéni vzduchu 12 dm®.min”", ¢ viazena korekce pozadi
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Tabulka V
Koncentrace nékterych analyti v certifikovaném referencnim materidlu NIST 1515 — Apple Leaves stanovené metodou atomové
absorp¢ni spektrometrie

Stanovovany Navdazkam~1g Navdazkam ~3 g CRM'
prvek® AP B¢ c? D® A° B¢ c D®
Pb* ¢ 0,328 0,450 0,490 0,435 0,415 0,459 0,500 0,465 0,470
s 0,062 0,019 0,025 0,038 0,050 0,020 0,032 0,030 0,024
Cdg c 1 1 1 1 1 1 1 1 0’0 1 3
s - - - - - - - - 0,002
Cu c 1,02 5,47 5,49 5,39 3,26’ 5,36 5,90 5,52 5,64
s 0,10 0,18 0,24 0,09 0,09 0,09 0,12 0,09 0,24
Zn c 10,4’ 12,00 12,9 12,8 11,9 12,4 12,8 12,3 12,5
s 0,62 0,42 0,88 0,55 0,65 0,45 0,85 0,40 0,3
Fe c 58.8 71,5 86,0 79,5 59,7 72,5 84,6 81,0 83
s 1,13 4,79 1,51 1,16 0,96 3,63 1,15 0,51 4,5
As" ¢ 0,035 0,039 0,042 0,040 0,037 0,038 0,041 0,039 0,038
s 0,008 0,005 0,006 0,005 0,006 0,005 0,006 0,006 0,007
Se" ¢ 0,040 0,047 0,047 0,048 0,046 0,048 0,045 0,047 0,050
s 0,012 0,010 0,006 0,008 0,009 0,008 0,010 0,006 0,009

# ¢ primérna hodnota koncentrace (Ug. g’l), s smérodatnd odchylka (ug.g ™), ® A suchd mineralizace v zafizeni Progmin, “ B suchd
mineralizace v zafizeni Apion, 4 C mineralizace na mokré cesté, © D mikrovinnd mineralizace v zafizeni UniClever, ' CRM
certifikované hodnoty referen¢niho materidlu NIST 1515 (ug.g™h, ¢ pro méfeni pouzito zakoncentrovdvaci trubice ACT 80,
" méfeni provadéno hydridovou technikou, ' pod mezi stanovitelnosti, ' hodnota nesplituje podminku (/)

Tabulka VI
Koncentrace nékterych analyti v certifikovaném referenénim materidlu GBW 07601 — Human Hair stanovené metodou atomové
absorp¢ni spektrometrie

Stanovovany Navdzkam ~0,5 g Navdzkam~1g CRM'
prvek® AP B¢ c? D® A° B¢ c D®
Pb¢ ¢ 7,95 8,50 8,95 8,14 8,10 8,10 9,15 8,90 8.8
s 0,70 0,60 0,80 0,82 0,70 0,70 0,90 0,50 0,9
Cd® ¢ 0,09 0,12 0,15' 0,13 0,10 0,10 0,14 0,12 0,11
s 0,05 0,04 0,06 0,06 0,08 0,08 0,06 0,03 0,02
Cu ¢ 5,95 9,90 12,9' 10,7 6,46' 6,46' 9,64 9,97 10,6
s 0,28 0,49 0,30 0,19 0,20 0,20 0,36 0,30 0,36
Zn c 179' 191 183 189 182 182 197 190 190
s 99 4 75 5.5 8 8 6.5 4 5
Fe c 40,4' 55,7 65,5' 52,3 30,2' 30,2' 58,3 53,5 54
s 0,41 0,68 2,64 0,89 0,20 0,20 2,26 0,20 6
As" ¢ 0,22 0,25 0,29 0,26 0,25 0,25 0,30 0,29 0,28
s 0,05 0,04 0,05 0,03 0,05 0,05 0,05 0,02 0,04
Se" ¢ 0,48' 0,57 0,60 0,56 0,55 0,55 0,61 0,61 0,60
s 0,07 0,03 0,08 0,05 0,06 0,06 0,08 0,02 0,03

* ¢ primérnd hodnota koncentrace (Ug. g7Y), s smérodatnd odchylka (ng. g1, ® A suchd mineralizace v zafizeni Progmin, ¢ B suchd
mineralizace v zafizeni Apion, 4 C mineralizace na mokré cesté, © D mikrovlnnd mineralizace v zafizeni UniClever, fCRM
certifikované hodnoty referen¢niho materidlu GBW 07601 (ug. g 7Y, & pro méfeni pouzito zakoncentrovéavaci trubice ACT 80,
" méfent provadéno hydridovou technikou, ' hodnota nespliiuje podminku (/)

te¢né mnozstvi rozpoustédla oddestilovano v takovém mnoz- Doplnéni mineralizati do objemu 10, 25 nebo 50 cm®
stvi, aby ziskany objem nebyl v&tsi nez 3-5 cm”’. Poté byl (podle stanovovaného analytu a navdZky vzorku) bylo prove-
mineralizat zfiltrovdan do odmérné bariky. deno deinonizovanou vodou.
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Stanoveni koncentrace nékterych
prvkd v mineralizdtech metodou
atomové absorpcni spektrometrie

Atomovou absorp¢ni spektrometrii byly ve zmineralizo-
vaném certifikovaném referencnim materidlu stanovovany kon-
centrace médi, zinku, Zeleza, olova, kadmia, arsenu a selenu.
Meéfeni bylo provadéno metodou standardnich pridavka. Pod-
minky méfeni jsou uvedeny v tabulce IV.

Vysledky a diskuse

Vsechny vysledky byly zpracovany za pouZiti statistické-
ho aparatu'. U souborii dat byly stanoveny priimérné hodnoty
obsahu sledovanych analytti ve zmineralizovanych materid-
lech (odhad polohy) a smérodatnd odchylka (odhad rozptylu).

Vysledky obsahu Pb, Cd, Cu, Zn, Fe, As, Se v rostlinném
a vlasovém certifikovaném referenénim materidlu jsou uvede-
ny v tabulce V a VL.

Spravnost metod byla ovéfena podle vztahu (/).

20, <x-U<20 (1)
kde o, je certifikovand hodnota smérodatné odchylky, U je
certifikovand hodnota obsahu analytu v CRM a x je primérnd
hodnota zjisténd vypoctem z provedenych méfeni. Pokud je
splnéna podminka (/), poskytuje metoda spravné vysledky.
V opaéném piipadé jsou vysledky nespravné'.

Ziskané vysledky jsou ovlivnény stupném destrukce mat-
rice certifikovaného materidlu. Jsou zfejmé rozdily mezi zjis-
ténymi vysledky jednotlivych navdzek, ale i mezi pouzitymi
metodami.

Olovo a kadmium byly v obou zpracovavanych materia-
lech ve velmi nizké koncentraci. Tomu musely byt upraveny
podminky méfeni. Kalibracni i vlastni roztoky byly méteny za
pouziti zakoncentrovavaci trubice ACT 80. V rostlinném ma-
teridlu jsou vSak hodnoty kadmia pod mezi stanovitelnosti.

Pii stanoveni arsenu a selenu v lidskych vlasech nastal
opacny piipad. Citlivost hydridové techniky si vyzadala vyss{
zfedéni mineralizdtu.

Porovndnim naméfenych hodnot ziskanych u mineralizatt
mikrovinné mineralizace s hodnotami certifikovanymi byla
zjisténa velmi dobrd shoda u vSech sledovanych analytt. Pri
tomto zpiisobu mineralizace byla velmi vyznamnym okamzi-
kem rozkladu pocdtecni faze mineralizace. VétSinou se jednd
o prudkou exotermni reakci, kterd pii nesprdvné nastavenych
parametrech miZze vést k reakci explozivni. Vyhodou zafizeni
je sice automatické ukonceni programu a chlazeni pfi piekro-
¢eni nastavenych parametrti, ovsem reakce je natolik exoterm-
ni, Ze i po preruseni mikrovlnného pole pokracuje ddle a stava
se nekontrolovatelnou. Vysledkem takového stavu mize byt
poruseni uzavfenosti systému a znehodnoceni celého rozkla-
du. Tento problém pocatecni faze destrukce byl feSen prudkym
chlazenim, sniZzenim mnozstvi oxida¢ni smési, ale predevsim
rozdélenim do nékolika kroki této faze.

Dobré shody hodnot bylo dosazeno u vzorki, jejichZ tpra-
va byla provadéna suchou mineralizaci v automatickém mine-
ralizatoru Dry Mineralizer Apion. Z tohoto hodnoceni se
vymykaji stanoveni médi a Zeleza, které poskytly hodnoty
nizs8i, nez jsou hodnoty certifikované.
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Vysledky méfeni obsahu analytl v mineralizdtech pripra-
venych spalovdnim v Progminu a mokrou mineralizaci jsou
vzhledem k certifikovanym hodnotdm znac¢né rozdilné a nelze
k nim zaujmout jednoznac¢né stanovisko. V ptipadé Progminu
se tento problém tykd nestejnych mineraliza¢nich podminek
v rozkladnych nddobkdch. Zvolené teploty spalovani je dosa-
7zeno u dna kiemenného kelimku, smérem vzhdru k vicku
kelimku teplota klesd. Tento teplotni gradient mezi dnem
kelimku a vickem je vétsi u vyssich teplot. Z téchto divoda
1ze ptedpoklddat rozdilny stupei destrukce organické matrice.
U mokrého zptisobu mineralizace sehrdva roli mnoZzstvi pfi-
ddvanych reagentt, ¢astd manipulace se vzorkem a otevienost
systému.

Zavér

Na zdkladé zjiSténych hodnot koncentrace sledovanych
analytd v mineralizdtech certifikovanych referencnich mate-
ridld mizeme ucinit tyto zaveéry:

Vhodné metody, které vedou k reprodukovatelnym hod-
notdm, jsou mikrovlnnd mineralizace a suchd mineralizace
v automatickém mineralizatoru Dry Mineralizer Apion.

Byly vypracovany a ovéfeny metody pronavazkulga3 g
rostlinného materidlu a pro navazku 0,5 g a 1 g vlasového
materidlu.

Vys8i navazky je mozné mineralizovat fokusovanym mi-
krovinnym polem v uzavieném systému pouze za pouziti
vétsich objemu kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku; zmi-
neralizovany vzorek je nutno ndsledné zakoncentrovat.

V souvislosti s vySe zminénymi kroky mikrovlnné mine-
ralizace se nabizeji dalsi alternativy. Lze nejprve provést
¢astecnou destrukci organické matrice kyselinou dusi¢nou
a peroxidem vodiku v otevieném systému (zahiivani pod
zpétnym chladicem) s ndslednym uzavienim reaktoru.
Dals{ zptisob umoziiuje provést ¢astecnou destrukei prida-
nim vySe zminénych reagentd a ponechdnim uzaviené
kyvety po urcitou dobu v klidu. Tim odpadd pocdtecni
prudce exotermni fdze rozkladu. Ndsledné je na vzorek
opét aplikovano mikrovinné pole.

Pti mineralizaci v Dry Mineralizer Apion je nutno vénovat
pozornost spravné funkci reaktoru, kde probihd reakce
amoniaku s kyslikem za vzniku ozonu a oxidi dusiku;
zejména snizend Cistota amoniaku a jeho nevhodné voleny
tlak pfi vstupu do reaktoru mohou byt zdrojem potiZzi.
Obé¢ vyse zminéné metody mineralizace jsou tisporné z hle-
diska spotieby chemikalif, pficemz vyznamné vyhodné&jsi
z tohoto hlediska je mineralizace mikrovlnna. Ta, kromé
nizsi spotfeby chemikalif, umoziuje také ¢asovou usporu.
S ohledem na zjisténé vysledky lze fici, Ze pouziti mikro-
vinné techniky zajiStuje presnéjsi a ekonomicky méné
ndro¢nou analytickou praci.

Tato prdce byla financné podporena grantem 0674/2001
Fondu rozvoje vysokych skol a vyzkumnym zdmérem MSMT
J12/98:13430002.
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J. Rejnek (Department of Chemistry, Pedagogical Facul-
ty, Purkyné University, Usti nad Labem): Mineralization of
Biological Materials for Subsequent Determination of Me-
tals by Atomic Absorption Spectrometry

The conditions of decomposition by dry and wet minera-
lization were verified on certified reference mateials of apple
tree leaves (NIST 1515) and human hair (GBW 07601). In the
mineralizates, Pb, Cd, Cu, Zn, Fe, Se and As were determined
by AAS with flame atomization. The precision of the obtained
results was tested by statistical methods. A good agreement of
the measured with certified results was attained in microwave
and dry mineralization in UniClever and Apion mineralizers,
respectively.



