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SOUHRN

Tato bakalatrska prace je zaméfena na vyvoj metody pro stanoveni fluoridi v nehtech
pomoci iontové-selektivni elektrody. Je rozdélena na dvé Casti. Teoreticka ¢ast se zabyva
charakteristikou fluoru a jeho vyznamem, vyskytem a mnozstvim v lidském téle. Dale se
vénuje nehtim, jako biomarkerim fluoridové expozice a principim dvou metod, kterymi se
fluoridy v nehtech daji stanovit. Druha ¢ast je experimentalni. Jejim obsahem je pracovni
postup vyvijené metody a nésledna interpretace namétenych dat a vysledkd. V zavéru prace je

uvedeno porovnani obou metod.



SUMMARY

This bachelor thesis is focused on the development of a method for the determination
of fluorides in nails using ion-selective electrode. The theoretical part deals with a
characteristics of fluorine and its meaning, presence and quantity in the human body. It also
discusses the nails, as biomarkers of fluoride exposure and principles of two methods by
which the fluorides in the nails can be determined. The second, experimental part describes
the laboratory procedure of the new method and subsequent interpretation of acquired values

and results. In the conclusion a comparision of both methods is stated.
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1 UvOoD

Je znamo, Ze zubni kaz provézi lidstvo od samého pocatku a fadi se mezi
nejfrekventovanéj$i onemocnéni. Po objeveni antikariéznich G¢inka fluoru byl vyskyt zubniho
kazu vyrazné snizen, existuji vSak studie z posledni doby dokazujici situaci opa¢nou.

Stale cCastéji je pozorovana zvySend kazivost zubi u déti i dospélych. Odbornici
pokladaji vinu soucasné krizi ve zdravotnictvi a nedostatecné prevenci. Problém se tyka
hlavné nizsich socidlnich skupin, pfist¢hovalcti a $kolnich déti, zvlasté pak v rozvojovych
zemich. Vroce 2001 v Cing byla shledana 84 % prevalence zubniho kazu u déti ve
véku 5 az 6 let. O pét let pozdéji byl zjistén 97,1 % vyskyt zubniho kazu u déti ve véku 6 let
ve Filipinach a ve stejném roce v Norsku u 12-ti letych 59,8 %. ' V Ceské republice mé détska
populace v priiméru stfedni stupeti kazivosti (rok 2010). 2

V nékterych ptipadech je 1éc¢ba zubniho kazu posilena pouzivanim lokalnich pfipravki
s vysokym obsahem fluoru. Aplikace téchto preparati je velmi efektivni. Na druhé strané se
vsak objevuji dikazy o zvySeném vyskytu zubni fluordzy. Oba extrémy fluoridového piijmu,
at’ uz nadmérného ¢i nedostatecného, mohou zpisobit vazna onemocnéni, a proto Se mnozstvi
fluoridt v téle stava Castéjsim piedmétem zajmu zubnich 1ékaiu.

Pro stanoveni fluoru v téle se obvykle pouzivaji rutinni materialy jako je krev nebo
moc¢. V ramci vyzkumu ukazatell fluoridové expozice se hledaji vhodnéjsi materialy, které by
svymi vlastnostmi vyhovovaly $irSimu pouziti. Prozatim se jedna o epidemiologické studie,
ne ambulantni praxi. Vhodnou alternativou se zdaji byt nehty a vlasy. Zvlasté pro malé déti
mohou mit tyto latky vyznam diky bezproblémovému odbéru vzorku.

V odborné literatufe je pro stanoveni fluoridi v biologickych vzorcich popsano vice
metod. Konkrétné pro nehty je v experimentidlnich studiich pouZivdna metoda

hexamethyldisiloxanové (HMDS) difaze.

Cilem této bakalarské prace bylo vypracovat reserSi o fluoridech a metodach jejich
stanoveni v nehtech, a zaroven vyvinout novou metodu jejich stanoveni v¢etné optimalizace
podminek a posouzeni experimentalnich vysledkt. Metoda se od porovnavané metody HMDS
difaze lisi v ptipravé vzorkl, jez je zalozena na rozkladu nehtt kyselinou dusi¢nou
v mikrovinném mineralizatoru a nasledné obdobném potenciometrickém stanoveni. Za jistych

okolnosti by tato metoda mohla stanoveni fluoridt v nehtech usnadnit.



2 TEORETICKA CAST

V teoretické ¢asti je struéné pojednano o fluoru, jeho vyskytu v zivotnim prostiedi a
Vv lidském téle. Déle je predstaven jako prvek nezbytny pro ochranu pied zubnim kazem a
zaroven nebezpeény pro vznik fluordzy. V dalsi ¢asti je pojednano o nehtech, potenciélnich

ukazatelich fluoridové expozice, a metody stanoveni fluorida v téchto vzorcich.

2.1 Charakteristika fluoru a jeho slouc¢enin

Z hlediska biologického vyznamu je fluor stopovy prvek, vyskytujici se v lidském téle
predevs§im v kostech a zubech. Fluor je znam diky svym antikariéznim u¢inkiim na zubni
tkan, které se nedaji nahradit Zadnym jinym prvkem. Bézné se nachazi ve vSech slozkach
zivotniho prostiedi a je prvkem velmi reaktivnim. Jeho nejcastéjSimi slouc¢eninami jsou

fluoridy, at’ uz anorganického ¢i organického ptivodu. 34
2.1.1 Prvek fluor

Fluor patii mezi tzv. halové prvky (halogeny). Za bézné teploty je to zelenozluty silné
zapachajici jedovaty plyn. Je nejelektronegativnéjSim prvkem periodické tabulky a vyznacuje
se extrémni reaktivitou. V piirodé¢ se proto nachazi pouze ve slou¢eninach, a to ve formé
fluoridd v oxida¢nim ¢&isle -1. Vyznamnymi minerdly jsou kazivec CaF,, kryolit NasAlFs
a fluorapatit Cas(PO,)sF. Fluor reaguje ¢asto velmi prudce, s vodikem je reakce doprovazena
dokonce vybuchem. Pfimo nereaguje s médi a niklem, ale ani s dusikem. S kyslikem tvofi
nestabilni difluorid dikysliku a diky jeho silnym oxida¢nim vlastnostem pievadi mnohé
slouceniny na fluoridy. Organické latky pti reakci s timto plynem vétSinou shofi. 35

Fluor je odvozen od latinského slova fluere, tj. téci, dodnes je napiiklad fluorid
vapenaty CaF, vyuzivan jako tavidlo. Poprvé byl fluor izolovan elektrolyzou chlazené smési
fluoridd, a to vroce 1886. | v soucasnosti se ziskava vyhradné elektrolyticky, nejCastéji
elektrolyzou taveniny fluoridu draselného a fluorovodiku. Podle potiebného mnozstvi se fluor
dodavd bud’ vtlakovych lahvich, nebo se pfipravuje aZz v laboratofi v malych
elektrolyzérech. 3>°
Fluor se v minulosti hojné vyuzival pro vyrobu tzv. freont, chlorfluorovych derivata

uhlovodikt, napt. dichlordifluormethanu CCI,F,. Nyni je jejich vyroba v mnoha statech

zakazana, diky negativnimu vlivu na ozonovou vrstvu atmosféry. Fluorované slouceniny



se vyuzivaji k vyrobé mazacich olejii, pohonnych hmot, elektrosoucastek a uplatiuji
se vV chemii polymert (teflon). Neméné vyznamné jsou i anorganické slouceniny, napf.
anorganické fluoridy pro vyrobu hliniku ¢i kyseliny fluorovodikové. Fluor se rovnéz vyuziva

jako silné oxidacni a fluorac¢ni ¢inidlo. °
2.1.2 Vyskyt fluoridl v zivotnim prostiedi

Fluoridy mohou byt do Zivotniho prostfedi uvoliiovany jak ptirozenou cestou, tak pii
prumyslovém zpracovani nékterych latek. V pudé se fluoridy vyskytuji Vv jiz zminénych
mineralech a jsou soucasti vétsiny typu pud. lonty fluoru jsou také emitovany vulkanickou
¢innosti a vyparovanim motské vody. Hlavnim primyslovym zdrojem fluoridi je vyroba
hliniku, pfi které se pouziva kryolit pro snizeni teploty tani bauxitu. Dale se s fluorem
setkame pii vyrobé nékterych kovu, skla, keramiky, hnojiv, lepidel apod. Za antropogenni
zdroj povazujeme 1 fluoridovanou pitnou vodu. Fluoridy ve formé plynti nebo pevnych ¢astic
se vyskytuji takeé v atmosféte, kde mohou setrvat del§i dobu, napt. fluorid sirovy i nékolik set
let. Ve vzduchu jsou fluoridy pfenaseny pomoci vétru na velké vzdalenosti, deStém
hydrolyzuji a vraci se na zem. Ve vodnych prostiedich jsou fluoridy zavislé na pH. V kyselém
prostiedi se tvori kyselina fluorovodikova a fluoridy jsou pak obtizn& ziskavany. ’

V povrchovych vodach koncentrace fluorida kolisaji na zakladé vlivu geologického
podlozi a jinych zdroji emisi. Obecné se pohybuji v rozsahu 0,01 — 0,3 mg/l. V moiské vodé
je jejich koncentrace vyssi, a to 1,4 — 1,5 mg/l. Zdroje pitné vody obsahuji fluoridy, at’ uz ve
vétsim ¢i mensim mnozstvi. Zaméme fluoridované pitné vody obsahuji 0,7 — 1,2 mg/I
fluoridt. U nefluoridované vody je koncentrace rtizna, v zavislosti na lokalité vodniho zdroje.
Za nejvhodnéjsi koncentraci fluoridid v pitné vod€ je povazovana hodnota 1 mg/l. Podle

naSeho zakona je obsah fluoridl v pitné vodé limitovan nejvyssi mezni hodnotou 1,5 mg/1. "8

2.1.3 Fluoridy v potravinach

VS8echny potraviny obsahuji alesponi stopova mnozstvi fluoridi. Nejvice jich je
obsaZeno v €aji. Celkové koncentraci fluoridll v €aji pfispivaji rozpustné fluoridy z ¢ajovych
listkii a z pitné vody a také doba vyluhovani. Mezi dalsi zdroje bohaté na fluor patii moiské
ryby, hovézi maso ¢i nékteré druhy zeleniny. Zejména ryby konzervované, které se pojidaji

i s kuzi, maji vysoky obsah fluoru. Mnozstvi fluoridi ve vybranych potravindch, napojich



a mineralnich vodach je uveden nize (Tab. I). Nutno podotknout, Ze obsah fluorida v napojich

a jidlech je ovlivnén fluoridy obsaZenymi ve vodé pouZité k jejich pripravé.

Tabulka I. Obsah fluoridta v potravinach, napojich a mineralnich vodach

Koncentrace Mineralni vody a Koncentrace
Potraviny fluoridi v mg/kg napoje ' fluoridd v mg/l
Cerny &aj 30-441 Vincentka 3,08
Zelatina 130-160 Hanacka kyselka 1,36-1,91
Sardinky v konzervé 61 Podébradka 1,06
Hovézi maso bez kosti 14-42 Dobra voda 0,67
Spenait vareny 0,703 Rajec 0,1
Hrach vafeny 0,57 Horsky pramen 0,113
Chléb celozrnny 0,285 Ceskomoravska voda 0,068
Hlavkovy salat 0,133 Aqua Belle 0,154
Maslo 0,038 Grapefruitovy dzus 6,8
- - Coca-cola 0,82-0,98

2.2 Fluoridy v lidském téle

Fluoridy snadno pronikaji bunéénymi membranami a lze je nalézt ve vSech lidskych
organech. Kjejich vstiebani dochazi ptredevsim v gastrointestinlnim traktu a dale jsou
distribuovany krvi do celého téla. Fluoridy se akumuluji ptevazné v tvrdych tkanich, a jejich
celkové mnozstvi v téle je zavislé zejména na obsahu fluoridi v pitné vodé€, kterou ¢loveék

: y 7
pravidelné konzumuje.

2.2.1 Denni prijem fluoru

V celkovém piijmu fluoru jsou mezi jedinci znacné individudlni rozdily. Obsah fluoru
v téle je ovlivnén v prvni fadé mnozstvim fluoridi v pitné vodé a v potravinach, dale
Vv prosttedcich na ¢iSténi zubi, nutri¢nich doplnicich a ptipadné profesiondlnimi expozicemi.

Denni davka fluoridd neni pfesné znama, za optimum se povazuje 0,05 — 0,07 mg/kg




hmotnosti ¢loveéka na den. Piijem fluoridli u déti a dospélych vétSinou neprevysi 2 mg denné.
Celkové mnozstvi fluoru v t&le je priblizng 7 g. **

Odhadovany dostate¢ny a zaroven bezpecny denni piijem fluoridi pro déti a dospélé
je uveden v tabulce (Tab. Il). Data byla stanovena v USA organizaci ESADDI (Estimated

Safe and Adequate Dail Dietary Intake). '

Tabulka 1. Optimélni denni pi{jem fluoridi (pfevzato z cit. %)

Vek Mnoésrtr:g/g:r(])ridﬁ
0-0,5 let 0,1-0,5
0,5-1 let 0,2-1
1-3 let 0,5-1,5
4-6 let 1-2,5
7-15 let 1,5-2,5
Dospéli 1,5-4

2.2.2 Metabolismus fluoridu

Absorpce

Utinnost absorpce jakékoli latky je zavisla na jeji rozpustnosti v daném prostiedi.
Mezi dobie rozpustné fluoridy ve vodé patii fluorid sodny, ktery vyznamné pfispiva ke
zvySeni absorpce fluoridi v téle. Ke vstiebavani fluoridi pozitych v potravé dochazi
pfedevS§im v Zaludku a stievech. Kyselé¢ prostfedi Zaludku vyvolava vznik kyseliny
fluorovodikové, ktera se snadno vstiebava do zaludecni sliznice. Jakmile se pak kyselina
dostane na sliznici méné kyselou, disociuje za vzniku fluoridi. Z potravin se Vv zazivacim
traktu absorbuje asi 80 % fluoridt a z pitné vody az 97 %. "*>1°

Absorpci snizuji nebo zvysSuji rizné rozpustné fluoridy obsazené ve stravé. Naptiklad
vyrazné snizeni podporuji fluoridy ve spojeni s vapnikem, hot¢ikem ¢i hlinikem. Dochézi ke
vzniku mélo rozpustnych sloucenin, které se poté vylucuji moci nebo stolici. Naopak zvySeni
absorpce umoziuji sulfaty, fosfaty a molybden. Biologicka dostupnost rozpustnych fluorida
muze byt redukovana tim, ze je latka pozita soucasné s jinou potravinou, napiiklad s mlékem.

Maléd mnozstvi fluoridli mohou byt vstiebavana iV ustech. Pies dychaci ustroji jsou fluoridy



ve formé& pevnych ¢astic ¢i v plynném stavu absorbovany témét vSechny. Informace
0 absorpci fluoridd kUzi jsou zndmy pouze vV akutnich piipadech potfisnéni kyselinou

fluorovodikovou. "8

Distribuce

Krevnim obéhem jsou fluoridy rychle distribuovany do télnich tekutin a nasledné¢ do
tkani. Shromazd'uji se ptedevsim v kalcifikovanych tkanich, jako jsou kosti a zuby. Jsou to
jediné ionty, ktere jsou schopny ukladat se do téchto tkani pribézné, tzn., ze se koncentrace
fluoridu stale zvysuji, az do uréitého véku jedince a poté je jejich koncentrace konstantni. Ve
studiich se uvadi, Ze maximalni koncentrace fluoru v kostech je dosazeno pfiblizné ve véku
50 let. Inkorporaci fluoridi do tvrdych tkani se jejich chemické sloZzeni méni jen nepatrné.
Stoupne hladina hot¢iku a klesne obsah uhliitant a citraté. "

Koncentrace fluoridi v mékkych tkanich se zvySuji pouze docasné v zavislosti na
vystaveni organismu ndrazovym expozicim. V obdobi téhotenstvi se fluor z matky na dité
prenasi placentou. V mékkych tkanich se fluoridy obecné neakumuluji a jejich mnozstvi je

srovnatelné s obsahem fluoridt v krvi. ’

Vylucovani

Fluoridy jsou primarné vylucovany moc¢i a v mensim méfitku také stolici, mlékem,
potem a slinami. Rychlost vyluc¢ovani fluorid u déti a dospivajicich je nizs§i nez u dospélych
jedinci. P¥i¢inou je spotieba fluoridii na stavbu kosti a zubt v obdobf jejich vyvoje. ’

Hladina fluoridii v mo¢i je zavisld na mnoha faktorech. Zavisi na expozici, rozsahu
a rychlosti ukladani fluorida v kalcifikovanych tkanich, véku, pH a tvorbé moci a na funkci
ledvin. Pokud jsou ledviny vazné poskozené, je exkrece fluoridi pomalejsi. Naopak zvysené
mnozstvi vylu€ovanych fluoridii bylo pozorovano u lidi, jejichz profese piimo souvisela

s vyskytem fluoridi a u lidi Zijicich v oblastech s endemickou fluorézou. "°

2.2.3 Vyskyt fluoridt

Fluoridy jsou pfitomny pravdépodobné ve vsech lidskych orgéanech, tkanich
atekutinach. Az 99 % celkového obsahu fluorida v lidském organismu je obsazeno

v kalcifikovanych tkéanich a zbytek je obsazen v krvi a m&kkych tkanich.



Kosti

V kostech je koncentrace fluoridii zavisla na véku, pohlavi, typu kosti a specifické
expozici daného jedince. Béhem vyvoje organismu se fluoridy do kosti zaclenuji velmi
rychle, s rostoucim vékem se vsak piijem fluoridi do kosti snizuje. Na rozdil od zubi, mohou
kosti fluoridy zpétné uvoliovat. Jedna se o velmi pomaly proces resorpce, k némuz dochazi
Vv priab&éhu mnoha let. U dospélych lidi, kteti pili vodu s obsahem fluorida 0,97 mg/l po dobu

14 — 18 let, byla pramé&rna koncentrace fluoridd v kosti ky&elni 1090 pg/g. "9

Zuby

Ve skloviné ani v dentinu nejsou fluoridy rozlozeny rovnomérné. Na povrchu skloviny
je koncentrace iontl fluoridu vyssi nez uvnitf. V povrchové skloviné bylo mnoZzstvi fluoridi
stanoveno na 1,4 — 2,1 g/kg. Tyto hodnoty byly experimentalné ziskany u dospélych lidi, ktefi
zili v oblastech s fluoridovanou pitnou vodou s koncentraci 1 mg/l. S rostoucim vékem
jedince hladina fluorida ve skloving stoupd. V dentinu je koncentrace fluoridu asi 2 — 3 Kkréat

vyssi neZ ve skloving, pri¢inou je systematické omyvani jeho povrchu krvi. "*°

Mékké tkané

Do mékkych tkani vnikd fluor béhem nékolika minut po absorpci v zaludku. Nejvyssi
koncentrace fluoridu je v ledvinach a je dokonce vétsi nez v plazmé. Vysoké koncentrace jsou
rovnéz v aorté¢ a brzliku. V ostatnich tkéanich je koncentrace fluoridi niz§i a je shodna

s koncentraci fluorida v krvi. "°

Krev a plazma

V Krvi je fluor obsazen v anorganické a organické formé. V celé krvi byla koncentrace
fluoridd stanovena v rozmezi 20 — 60 pg/l, kdy vysledky byly rovnéz zpracovany u lidi, kteti
pili fluoridovanou vodu. TéméF vSechen fluor v plazmé je ionizovan a neni vazan na zadné
makromolekuly. Jenom v plazmé se mnozstvi fluoridit pohybuje mezi 7,6 — 28,5 pg/l. Zcela
objasnén zatim nebyl vyznam menSinovych organickych fluoridi, vime ale, Ze se vadzou na

plazmové proteiny a nedaji se detekovat elektrodou. "%*°



Mléko
Matetské mléko je velice chudy zdroj fluoridi. Ani pii zvySené konzumaci fluoridii se
jejich obsah v mléce nezvysi. Koncentrace fluoridii v matefském mléce se pohybuji v fadech

desitek nanogramu na gram. 15

Sliny
Koncentrace fluoridii ve slinach je jen o malo nizs§i nez v plazmé. Po poziti vétSiho
mnozstvi fluorida se jejich koncentrace rychle zvysi. Fluor obsazeny ve slinach se hromadi

v zubnim plaku a jeho koncentrace se pohybuje mezi 5 — 50 ppm. **’

Moc¢

U dospélého clovéka se moci vylouci 40 — 60 % piijaté davky fluoridd. Fluoridy se
moc¢i vylucuji velmi rychle a jejich koncentrace je téméf srovnatelna s koncentraci fluorida
v konzumované vodé. Pfi zpracovani analyz moci a pitné vody, byla mezi koncentracemi
fluoridd v moci a v pitné vod¢ zjisténa linearni zavislost. Obecné se hladina fluoridii v mo¢i

pohybuje v hodnotach 200 — 1000 pg/l.

Nehty a vlasy
Tyto materidly se vnedavné dobé staly piedmétem zajmu v oblasti vyzkumu

vhodnych latek fluoridové expozice. * Nehty se budeme zabyvat pozdgji (viz 2.4).

2.3 Viliv fluoridd na lidské zdravi

Onemocnéni vznikla nedostatkem ¢i nadmérnym mnozstvim fluoru v téle, se tykaji
predevs§im zubu a kosti. Ve vhodnych koncentracich jsou vsak pro zdravy vyvoj téchto tkani
nezbytné. Velmi malo bézné jsou piipady akutni otravy fluorem, které mohou vyvolat az

zéstavu srdce. ’

2.3.1 Vliv na zuby

Fluoridy mohou mit na zdravi zubt jak pozitivni, tak negativni vliv. Koncentrace
fluorid v pitné vod¢ je v zporném vztahu k prevalenci zubniho kazu, zatimco dentalni

fluoréza je ve vztahu kladném. Pitnd voda by tedy méla obsahovat piijatelné mnozstvi



fluoridti, tak aby zuby pied kazem chranila a zarovenn minimalizovala vznik fluorézy. Za

takovou koncentraci je povazovéana hodnota okolo 1 mg/L.’

Antikariézni u¢inek fluoru

Protikazivy efekt fluoru byl poprvé objeven na pocatku 20. stoleti zubnim lékafem
F. McKayem. U svych pacientl si pov§iml hnédavych skvrn, které se nachéazely na stalych
zubech. Zvlastni bylo, ze takto postizené zuby byly velmi odolné proti zubnimu kazu. Cela
situace byla objasnéna az o nékolik let pozdé&ji, kdy bylo prokazano, ze hnédé skvrnky jsou
odrazem zvySené koncentrace fluoridi v pitné vod¢ a zpusobuji fluorézu. S timto objevem se
soucasné zacaly pozorovat pozitivni reakce ve smyslu antikariézniho uginku fluoru. *°

Vysoky (c¢inek fluoridd spociva Vv jejich zaclenéni do krystalické miizky
hydroxyapatitu, ktery je obsazen ve skloviné. V pribéhu nahrady hydroxidovych iont uvnitf
molekul hydroxyapatitu se tvoii nové krystaly fluorhydroxyapatitu. Ty jsou oproti ptivodnimu
slozeni skloviny mnohem pevnéj$i a odolnéjsi. Lécba casné kazivé 1éze skloviny je proto
spojena s piipravky obsahujicimi fluor, ktery c¢ini sklovinu rezistentn&j$i. Pii pouZzivani
prostiedkti s nizkou koncentraci fluoridd, napf. zubnich past, se tvofi malé krystalky.
Aplikace vysoce koncentrovanych fluoridovych preparatti naopak zpusobuji vznik velkych
krystalti, které mohou ponechat tkan az hypomineralizovanou. Jiné fluoridované prostfedky

jako ustni vody, gely a laky maji rovnéz vyrazny antikariézni u¢inek. °

Dentalni fluoréza

Fluor6za zubl je onemocnéni, jehoZ pii¢inou je nadmérny piijem fluoridi v obdobi
jejich vyvoje. Nejcastéji se s ni setkdvame u déti do 6 az 8 let véku. Charakteristickym
znakem je skvrnité mramorovani na povrchu zubu. Vysoké davky fluoridt zpusobuji
zvySenou mineralizaci v rdmci rozvoje zubu, doprovazenou ztratou proteini. Mirné formy
dentalni fluor6zy se vyznacuji horizontalnimi pruhy bilé kiidové barvy, t€z8i pribéh nemoci
je spojovan s nazloutlymi az hnédymi skvrnami. Inkorporace velkého mnozstvi fluorida
zfejm¢ interferuje S normalnim vyvojem zubl tak, ze se méni bunétna struktura skloviny
a bunéény metabolismus. Vystaveni organismu nadmérnym davkam fluoridd po ukonceni
vyvoje zubli ma pravdépodobné maly vliv na rozsah fluordzy. Studie provedené v USA
ohlésily, Ze zubni fluordza postihuje az 60 % obyvatelstva, pokud zdroj pitné vody obsahuje

koncentraci fluoridii vyssi nez 2 mg/l. Pti koncentracich dosahujicich 6 mg/l je fluorézou



postizeno dokonce 100 % obyvatel. V nékterych castech svéta obsahuje voda vysoké,
ptirozené se vyskytujici koncentrace fluoru, a je tak zodpovédna az za 65 % endemické

fluorozy ve svéte. 716,18

2.3.2 Vliv na kosti

Osteoporoza

Fluor je jednim z méla prvkd, ovliviiujici tvorbu a pevnost kostni tkang. Uginky
fluoridu sodného byly zkoumany ve studiich pro 1écbu osteoporozy, choroby projevujici se
fidnutim kostni tkané. Ne&které epidemiologické studie poukazuji na niz§i incidenci
osteopordzy v oblastech s fluoridovanou pitnou vodou, nez v mistech s mensi koncentraci
fluoridd. Horni hranice 1é¢ebné davky fluoridi pro dosazeni pozitivnich vysledka v 1éceni
osteoporozy je 10 — 200 pg/l. Vyssi hladiny fluoru v plazmé uz mohou mit nezadouci vedlejsi
ucéinky. V jinych studiich se uvadi, ze podavani malych davek fluoridi zaroven s vapnikem
avitaminem D vedlo Kk nartstu kostni hmoty o 5 — 10 % a k redukci kostnich zlomenin.

Vysoké davky fluoru naopak zpisobuji zvyseny pocet zlomenych kosti. "

Skeletalni fluoroza

Kosterni fluoréza vznika po dlouhodobé expozici zvysenym koncentracim fluoridd.
Vyznacuje se zvySenou hmotnosti a hustotou Kkosti doprovazenou fadou symptomul.
Mechanismus fluordzy kosti neni stale dostatecné vysvétlen, jednotlivé faze vyvoje tohoto
onemocnéni vSak zdokumentovany jsou. V Casnych stadiich jsou ptiznaky spojeny s bolesti
a ztuhlosti patete a sniZzené pohyblivosti kloubt. Klinické stadium ochromujici skeletalni
fluordzy se projevuje snizenou hybnosti, kostnimi deformacemi, kalcifikaci vazi, atrofii svala
a neurologickymi poruchami. Vyvoj depozice fluoridii do kosti mize kromé délky expozice
ovlivnit 1 vék, stav vyzivy, funkce ledvin nebo piijem vapniku. Fluordza se tak mliZze projevit
1 pozdéji. Pacienti s poskozenymi ledvinami, maji indispozici k intoxikaci fluoridl vyssi, a to
diky snizené schopnosti jejich vyluovani. V americké studii se uvadi, Zze pfi koncentraci

fluoridi v pitné vod& niZ§i nez 4 mg/1 nebyl prokazéan zadny diikaz skeletalni fluorozy. "°

2.3.3 Toxické u€inky
Akutni intoxikace fluoridy je velmi vzacna. Pokud se tak stane, klinicky pribéh otravy

se Casto rozviji alarmujici rychlosti. Ptfiznaky otravy jsou spojeny se zvracenim, prijmem,
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malatnosti, kiecemi v koncetindch az zastavou srdce. Letalni davka fluoridu sodného pro
dospélého ¢loveka je odhadovana na 32 — 64 mg/kg télesné hmotnosti. U déti byla letalita
pozorovana po konzumaci 5 — 30 mg/kg. Smrtelna davka pro jiné fluorované slouceniny je
podobna. "%

Akutni toxicita byvd zplsobena pievazné konzumaci nespravné fluoridovanych
potravin a vody nebo nevhodnou suplementaci fluoridovanych piipravki. Prvni pomoci pii
takové otravé je poziti 1% roztoku glukonatu nebo chloridu vapenatého, kdy vapenaté ionty
vyvézou fluorid do malo rozpustné formy. V nouzi je mozné vypit i mléko. 2

Chronické otravy fluorem byly popsany u pracovnikd Vv kryolitovych dolech,
Vv hlinikarnach ¢i tovarnach na vyrobu hnojiv a u obyvatel zijicich v blizkosti téchto objektu.
Zcela prozkoumano jesté nebylo podezieni z karcinogenniho vlivu fluoridi. V mékkych
tkanich byly v jistém prameni rakovinotvorné ucinky vyvraceny. Mozny rakovinotvorny
ucinek ale maji na kosti. Pozitivni diikazy o teratogennim ptisobeni fluoru zatim prokazany

7,9,20

nebyly.

2.4 Fluoridy v nehtech

I presto, Ze se fluoridy v lidském téle nachazeji téméf vSude, nejsou vSechny télesné
tkané a tekutiny vhodné pro jejich stanoveni. Nejnovéji prozkoumanymi materialy fluoridové
expozice jsou nehty a vlasy. Dosavadni znalosti zatim nedovoluji pouziti téchto latek pro

odhad rizika fluor6zy, mohou vSak hrat vyznamnou roli v epidemiologickych priizkumech. 2

2.4.1 Biomarkery fluoridové expozice

Biomarker, neboli biologicky ukazatel, je latka, ktera je objektivné méfitelna
a uznavana jako indikator normalnich biologickych ¢i patologickych procesti nebo odpovédi
na terapeutickou intervenci. %

Mezi historicky znaimé biomarkery fluoridové expozice patii kosti a dentin. Hlavnim
problémem pouziti vzorkl kosti je jejich obtizné a invazivni odebrani. Oproti vzorkiim kosti
je dentin ziskatelny snadngji a jevi se jako jeden z nejlepsich indikatord fluoridové zatéze. %

Vuéi kalcifikovanym tkanim maji ostatni biologické materialy koncentraci fluorida
vyrazné€ nizsi, piesto se v nich fluoridy daji stanovit. Mezi obvyklé materidly patfi moc¢ a krev.

Moci se u dospélych lidi vyloué¢i asi polovina celkového mnozstvi fluoridt ptijatého
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organismem a pro odhad obsahu fluoru je vhodnou latkou. Nevyhodou muize byt jeji
infeké&nost a transport vzorki, nebot’ se musi uchovéavat v chladu, podobné jako krev. *
Pouziti moznych biomarkeru fluoridové expozice bylo naplni nékolika studii. V jedné
z nich byly plazma, sliny a mo¢ hodnoceny z hlediska vhodnych biomarkeri pro aktualni
expozici fluorida a kosti a dentin pro chronicky vyskyt fluoridd. Tyto biologické materialy
maji své piednosti, ale i ur¢itda omezeni. Hledal se proto takovy biomarker, ktery by se dal
jednoduseji ziskat, uchovavat a analyzovat. Za piijatelny a dosazitelny biomarker fluoridové

expozice byly navrhnuty nehty. %2

2.4.2 Nehet jako biomarker fluoridové expozice

Moznost vyuzit nehty jako ukazatele fluoridové koncentrace v téle, byla poprvé
popsana Whitfordem a kol. v roce 1999. Nehty jsou dobie dostupné, lze je shromazd’ovat
bezbolestns, snadno se prepravuji a skladuji a jedna se o neinvazivni material. 2

Fluoridy v nehtovych usttizcich byly analyzovany v nékolika studiich. Studie z roku
1999 poskytla udaj o rozdilu koncentraci v nehtech na rukou a v nehtech na nohou. Bylo
zjisténo, ze mnozstvi fluoridi v nehtech na rukou je v nékterych piipadech az o 50 % vyssi.
Pro ilustraci bylo analyzou jedné sady vzorkd v piipadé nehtd zrukou déti stanoveno
mnozstvi fluoridd na 2,3 + 0,15 mg/kg a znehti nohy na 1,41 £ 0,06 mg/kg. Dalsi

experimenty jen potvrdily, Ze mnozstvi fluoridii v nehtech ruky je vétsi. 2

V nov¢jsi studii uz takové rozdily v koncentracich fluoridd v nehtech na rukou a na
nohou pozorovany nebyly, ptesto je pro stanoveni fluoridi v nehtech doporu¢ovano pouzivat
nehty ruky. Divodem je i jejich rychlejsi rist a tim nashromazdéni vétsiho poctu ustiizkt
ve stejném Casovém Useku. V této studii byly dale hodnoceny rGzné environmentélni
aindividuélni faktory a jejich vliv na koncentraci fluoridd v nehtech. Nejvétsi vliv na
koncentraci m¢l obsah fluoridt v pitné vodé a faktor geografické oblasti. Byl hodnocen i vliv
véku, pohlavi a tempa ristu nehti. 2°

Studie pftinesla dikazy o znaéném vlivu fluoridi obsazenych v pitné vodé na
koncentraci fluoridi v nehtech, coz uzce souviselo se zemépisnou oblasti. Experiment
spocival v rozdéleni lidi do skupin podle toho, v jakém misté ziji, tedy jakou vodu konzumuji
a do skupin podle véku darce nehtti. Skupiny byly sefazeny vzestupné od A do E, ptficemz

nejnizs$i koncentraci fluorida Vv pitné vodé predstavovala skupina A a nejvétsi skupina E.
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Podivejme se napiiklad na skupinu D, kdy fluoridovd koncentrace ve vodé C(Cinila
0,72 £0,02 mg/l. Vékova skupina déti od 3 do 7 let vykazovala koncentraci fluoridi
v nehtech na 2,57 +0,32 mg/kg, skupina mladistvych od 14 do 20 let vykazovala
3,09 £ 0,75 mg/kg, skupina dospélych od 30 do 40 let vykazovala 8,32 = 1,35 mg/kg
a posledni skupina ve véku od 50 do 60 let vykazovala koncentraci fluorida 10,2 + 2,4
mg/kg. %

Vysledkem analyzy bylo, Ze koncentrace fluorida v nehtech na rukou pro skupiny A,
star$i lidé ve véku 30 — 60 let a celkove byla koncentrace vyssi u zen. Podle studie je vyssi
koncentrace fluoru u Zen zapfi¢inéna vyssi tendenci hromadéni fluoru v kostech a obdobi po

. . . L v n e 25
dosazeni menopauzy, kdy se fluoridy z kosti uvoliluji ve zvySené mire.

Nevyhodou nehti mitize byt jejich relativné zdlouhavé shromazd’ovani a ziskani
nizkych navazek. Pro pfedstavu ma jedna davka nehtovych ustfizkli z obou rukou navazku

zhruba 0,1 g a daji se ziskat v 1-2 tydennim intervalu.

2.5 Metody stanoveni fluoridi v nehtech

Fluoridy se daji stanovit riznymi analytickymi metodami. VétSina z nich je pouzitelna
pro vSechny biologické materidly. Obecné jsou pevné vzorky a vzorky se slozitou matrici
nejdiive podrobeny mineralizaci vazaného fluoru na fluoridové ionty a posléze stanoveny
vhodnou méfici technikou. Vyzkumu metod pro stanoveni fluoridt v téle se rozsahle vénoval
napt. Venkateswarlu (1974, 1975). 2021

V této kapitole jsou popsany dva zpisoby piipravy vzorki pro nasledné stanoveni
fluorida iontové-selektivni elektrodou, pfi¢emz oba zpisoby mohou byt aplikovany na vzorky
nehtd. Prvni jiz ovéfena metoda HMDS difuze ziskava fluoridy z pevného vzorku tak, ze jsou
difundovany a poté zachycovany v tzv. pastich, kde se vyméniuji za hydroxidové ionty. Druhy

zpusob izolace fluoridt vyuziva chemického rozkladu vzorku v mikrovinném mineralizatoru.
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2.5.1 Metoda hexamethyldisiloxanové difuze

Metoda hexamethyldisiloxanové (HMDS) difuze byla vyvinuta Tavesem v roce 1968
a je povazovana za velmi uspokojivou pro stanoveni fluoridi. Zde si popiSeme metodu
HMDS diftize upravenou podle Whitforda a Reynoldse (1979). °

Technika spo¢iva v difazi fluorid ze vzorku a nasledném stanoveni iontové-selektivni
elektrodou. Analyzovany mohou byt vzorky plazmy, moci, zluce, tkdnovych homogenati
a mozkomiS$niho moku. Z tvrdych a polotvrdych materiald se mohou pouzit vzorky kosti,
skloviny, zubniho plaku, zubniho prasku atd. Touto metodou se daji kvantitativné stanovit

fluoridy z v&tsiny lidskych vzorkd, véetnd nehta. 202

2.5.1.1 Zéakladni proces HMDS diftize %°

Proces izolace iontd fluoru probiha v diflzni ,,nesméacitelné* nadobé (napt. Petriho
misky, Falcon 1007). Do dna nadoby se odméii 2 ml vody bez fluoridii a znamé mnozstvi
vzorku. U kapalnych vzorki a standardi musime znat jejich objem a u pevnych jejich
hmotnost. Na vnitini stran¢ nadoby jsou asi v 5 kapkach umistény tzv. pasti (mista pro zachyt
fluoridovych iontd), kdy kazda past obsahuje 50 pl 0,05 M NaOH. Viko nadoby je z vnitiniho
okraje potieno vazelinou a peclivé uzavieno tak, aby ve vazeliné nezustaly vzduchové
bubliny.

Pomoci injekéni stiikacky jsou do roztoku pies maly otvor, predem vypaleny v horni
¢asti nadoby, pfidany 2 ml 1,5 M H,SO,4 nasycené roztokem hexamethyldisiloxanu. Otvor je
poté ihned utésnén vazelinou. Saturovana kyselina sirova se pfedem piipravi v délici nalevce
smichanim asi 10 ml HMDS ptidavanym k 500 ml roztoku 1,5 M H,SO4. Roztokem se silné
tiepe 5 minut. Béhem diftizniho procesu se s roztoky v nddobach jemné michd v rotaéni

trepacce.
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Vazelinowe tésnéni 50 pl MaOH v mistech zachytu Q,Wof z:ate snény vazelinou pro
injekitn wstup

RV

4ml 0,75 M Hz504 HMDS + vzorek T

Obr. 1. Zakladni popis HMDS diftize usnadiiujici izolaci ionti fluoru (pievzato z cit. %°)

Ackoli je vice nez 95 % fluoridl z vétSiny druhd vzorkd zachyceno béhem 3 hodin,
muze proces diflze pokracovat i ptes noc nebo mohou byt vzorky piipraveny v dopolednich
hodinach a analyzovany odpoledne.

Po skonceni né€kolikahodinové diftze se otevie viko nadoby a do pasti s hydroxidem
sodnym se ptida 25 ul 0,2 M kyseliny octové, aby se vytvofil octanovy pufr s pH okolo 4,8.
V pribéhu diftzniho procesu dochazi k caste¢né ztraté hydroxidu z pasti. Divodem je
osmolarita kyselého roztoku na dné nadoby, jenz je mnohem vyssi nez u hydroxidu v pasti.
Koneény objem v pasti je proto upraven na 75 ul pfidanim vody bez fluoridi. Alternativné
mize byt past vysuSena pii teploté 37 °C s naslednym piidanim zndmého mnozstvi kyseliny
octové. Do roztoku na dné nadoby se poté vlozi fluoridova ISE a miniaturni kalomelova

elektroda pro potenciometrické stanoveni.

2.5.1.2 Z&kladni princip HMDS diftze

V ptitomnosti kyseliny sirove disociuji molekuly HMDS za wvzniku silanového

radikalu:
e
> .
CH3—Si—0—Si—CH; —s= CH;—Si—OH + & 1)
| | | H.c™ "CH
CH3 |:H3 CH3 3 3
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Fluoridovy ion ze wvzorku ¢&i standardu tvoii se silanovym radikalem
trimethylfluorsilan. Tato molekula se pak dostane do alkalické pasti. Fluoridy se vyméni za
hydroxidové ionty, ¢imz se fluoridy zachyti do pasti a po reakci zistane trimehtylsilanol.
Afinita hydroxidovych a fluoridovych ionti na silanovy radikéal je velmi podobna, proto

nastane rozsahla vyménna reakce:

CH, CHy
F—§i—CH OH" —= CH—§—OH =+ F @)
CH, CH,

Mnozstvi fluoridd, které lze do pasti ziskat, je omezeno latkovym mnoZstvim
hydroxidovych iont. Napiiklad, pokud past obsahovala 50 pl 0,05 M NaOH, pak nebude

V pasti vice nez 2,5 pmolt fluoridd.

Difazni HMDS metoda je jednoducha a relativné rychla. Béhem 4 hodin lze pfipravit
100 vzorkl a druhy den je mozné je vyhodnotit. Negativni vliv na stanoveni miize mit oxid
uhli¢ity nebo samotné fluoridy, které zptisobuji ¢aste¢nou nebo tplnou neutralizaci zasadité
pasti. Oxid uhli¢ity se pfi procesu uvolituje z nékterych vzorkd a reaguje s hydroxidovymi
jonty, ¢imz je odstraiiuje z pasti a fluoridové ionty se pak nemaji za co vyménit. Resenim, jak
odstranit oxid uhli¢ity, je vykonat pfed analyzou ptredbéZznou difuzi vzorkl pfed samotnou
HMDS difuzi. Ke vzorku se pifida kyselina sirova a smés se necha stat v oteviené nadobé po
dobu 10 minut. K tomu mizeme vyuzit jiz pfipravenou saturovanou kyselinu sirovou, ze které
vSak musime odstranit HMDS. To lze provést tak, Ze ke kyseliné pfiddme stejny objem
destilované vody a roztok zahtivame tak dlouho, az se vrati do puvodniho objemu. Béhem

procesu se veskery obsah HMDS vypaii. Jinou moznou chybou pfi stanoveni je kontaminace

antikoagulanty pouZivanymi zejména u vzorkl plasmy nebo krve.

2.5.1.3 Metoda v praxi

Metoda HMDS difuze dle Whitforda byla pro stanoveni fluoridd v nehtech vyuzita
v nékolika experimentalnich studiich. Obvykle byly nehtové ustfizky nejprve ocistény
deionizovanou vodou a zubnim kartackem a poté byly ponechany v ultrazvukove lazni s

deionizovanou vodou po dobu 10 minut. Nasledné byly suseny pfi teploté 60 °C a zvazeny.
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Pro stanoveni pak byly postupnym fedénim piipraveny dvé sady standardd. Pfi¢emz jedna
sada byla ponechdna difuzi stejn¢ jako vzorky a druhd ne. Srovnani naméfenych hodnot
napéti prokazovalo, Ze fluoridy v difundovanych standardech byly kompletné zachyceny a
analyzovany. Naméiené hodnoty potenciala v difundovanych standardech a vzorcich byly

. : e e X L 19,24,25
pfevedeny na koncentraci fluoridii pomoci kalibra¢ni kiivky.

2.5.2 Metoda mikrovinného rozkladu s kyselinou dusiénou

Metoda mikrovinného rozkladu s kyselinou dusi¢nou spoé¢iva v chemickém rozkladu
vzorku a v nésledném stanoveni fluoridd pomoci ISE, stejné jako u piedchozi metody.
Obecné si popiseme zaklady rozkladu latek a dale rozklad na mokré cesté, podporovany

. ’ v 28
mikrovinnym zéatfenim.

2.5.2.1 Rozklad %

Chemicky rozklad latek je proces, pfi kterém dochazi k absolutni destrukci pavodni
slouceniny. RozloZenou latku uZ nelze ziskat zpatky, jedna se o nevratny d&j. Cilem rozkladu
latek je ziskat vzorek, ktery bude mit vhodnou chemickou formu pro nasledujici stanoveni.
Analyza takovychto vzorkl je vyhodna diky jejich homogenité, jednotnéj$i matrici a snadné
manipulaci. Z hlediska materidlu mizeme rozkladat anorganické, organické i smésné
slouceniny.

Rozkladnymi ¢inidly jsou jak kyseliny, tak zasady. Patii sem napiiklad kyselina
sirovd, chloristd, dusi¢nd nebo chlorovodikova. Kyseliny se vyuZivaji pro rozklad
anorganickych i organickych sloucenin. V roztocich hydroxidl alkalickych kovl se dobie
rozkladaji nékteré kovy a jejich slitiny. K radikaln€j$§imu rozkladu tavenim se pouzivaji
¢inidla tavici opét bud’ alkalickd, nebo kysela. Rozklad latek byva ¢asto podporovan tepelnou

energii a zvySenym tlakem.

Mokry rozklad podporovany mikrovinnym zafenim
Podivame-li se na organicke latky tak jednou z moznosti jejich rozkladu je provest
rozklad na mokré cesté. Tento zplsob patii k velmi rozSifenym a dodnes pouzivanym

laboratornim postuptim. Na latku pasobime rozkladnym ¢inidlem a zaroven vzorek
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zahtivame. Cinidlem je nejéast&ji kyselina dusiéné a tepla lze dosahnout klasickym ohfevem
nebo mikrovinnym zatenim za normalniho, zvyseného ¢i vysokého tlaku.

Vysoce efektivni jsou rozklady spojené s teplem generovanym mikrovinnym zafenim,
nebot’ vyrazn¢ zkracuje dobu rozkladu, snizuje mnozstvi rozkladnych cinidel, dochazi
k prakticky uplnému rozkladu matrice vzorku atd. Teplo se tak rychle generuje pifimo uvnitf
vzorku, pficemz material rozkladnych naddob se chova jako izolant.

Mokry rozklad at’ uz pfi normalnim nebo zvySeném tlaku probiha ve tfech stupnich:
karbonizace, oxidace a nasledny rozklad latky. Efektivnéjsi je rozklad pii vyssich tlacich, kdy
dojde ke zvySeni oxida¢nich schopnosti kyseliny a dosazeni potiebné teploty. Pro tlakovy
(uzavieny) rozklad podporovany mikrovinnym zafenim se navazky vzorkt pohybuji
v rozmezi od 0,1 az po 2 g a doba rozkladu je 15 az 45 minut podle typu vzorku.

Vyhodou rozkladu je i zlepSeni hygieny prace a snizeni kontaminace vzorku. Naopak
nevyhodou je zvySeni rizika bezpec¢nosti prace, pouzivani relativné nizkych navazek

a nemoznost dodate¢ného ¢i poStupného pridavani ¢inidel.

Kyselina dusi¢na jako rozkladné ¢inidlo

Kyselina dusi¢na se pouziva hlavné pro rozklad organickych slou¢enin a jeji obvykla
koncentrace je 65 — 69 %. Kyselina dusi¢na je silna a ma vyrazné oxidacni u¢inky. Je snadno
dostupné ve vysoké Cistoté, coz ma velky vyznam pro stopovou analyzu. Ve vod¢ vytvari
dobfe rozpustné dusi¢nany. Pro zvySeni oxidacni schopnosti se mnohdy pouZiva ve smési
s jinymi kyselinami nebo peroxidem vodiku. Teplota varu 67% kyseliny dusi¢né je 121,7 °C,
coz pro rozklad za normalniho tlaku neni dostacujici. K destrukci organického vzorku dochazi

az pii teploté 280 °C, je tedy potieba vyssiho tlaku.

2.5.2.2 Uprava mineralizatu po mikrovinném rozkladu

Po rozkladu je vzorek nutno nechat odpaftit do sucha. Divodem je pfitomnost kyseliny
dusiéné snizujici pH roztoku k hodnotam, pti kterych mnozstvi fluoridii nelze kvantitativné
stanovit. Vodikové ionty tvofi s fluoridy méalo disociovanou kyselinu fluorovodikovou a takto
vazane fluoridy se nedaji jako ionty stanovit. Vzorek je tedy pieveden do odpafovaciho
kelimku a odpafen na minimalni objem, pfi¢emz se ze vzorku odstrani pfebyte¢né mnoZzstvi

kyseliny.
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2.6 Stanoveni fluoridt iontové-selektivni elektrodou

Fluoridy se daji stanovit mnoha zptisoby podle mnozstvi a formy v jaké se nachazeji.
Rizné slouceniny fluoru maji i rizné chemické vlastnosti a na zékladé¢ toho vybirame
vhodnou metodu. Daji se stanovit metodou kapalinové chromatografie, spektrofotometrii,

polarografii, volumetrii, gravimetrif & potenciometrif. **

2.6.1 Potenciometrie

Jedna se o elektrochemickou metodu, zalozenou na méteni elektromotorického napéti
(EMN) galvanického C¢lanku, slozeného =z indikacni (mérné) a referentni (srovnavaci)
elektrody. EMN predstavuje rozdil potenciali mezi obéma elektrodami. Potenciél indikaéni
elektrody zavisi na koncentraci méfené latky v roztoku a potenciél referentni elektrody je na
rozdil od indikacni elektrody konstantni a nezavisi na koncentraci sledované slozky.
Potenciometrii délime na dvé metody, na piimou a nepfimou. Pokud je koncentrace analytu
stanovena pfimo z namétené hodnoty napéti, jedna se o piimou potenciometrii. Nepiima
metoda je zalozena na tzv. potenciometrické titraci, kdy méfime napéti ¢lanku v zavislosti na
objemu piidavaného titratniho ¢inidla a obsah stanovované latky se urci z jeho spotieby.
U pfimého stanoveni se pouzivaji pfevazn¢ iontové-selektivni elektrody a koncentrace métené
latky se zjisti z hodnot EMN metodou kalibra¢ni kiivky nebo metodou standardniho

pridavku. 29

2.6.2 lontoveé-selektivni elektrody

Iontové-selektivni elektrody (ISE) piedstavuji potenciometricka ¢idla schopna
sledovat pouze urcité ionty v roztoku. Aktivni ¢asti ISE je elektrochemickd membrana, ktera
odd¢luje vnitini roztok elektrody od métené¢ho vnéjsiho roztoku. Nasledkem prichodu ionti
ptes fazové rozhrani méreny roztok / membrana se na obou stranich membrany vytvati
potencidlové rozdily vnitinich elektrickych potencidlli. Rozdil téchto potencidlii zavisi na
aktivité¢ prochézejiciho iontu. Pokud pfes membranu pronikaji pouze urcité ionty, nazyvame
tuto membranu semipermeabilni a vznikly potencial jako Donnantv. Vlastni iontové-
selektivni Cidlo predstavuje ISE s vnitinim roztokem a se zabudovanou vnitini referentni
elektrodou. Vnitini elektrolyt zajistuje na vnitini strané membrany konstantni potencial

a pomoci vnitini referentni elektrody je ISE pfipojena k méficimu zafizeni. 29,30
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Selektivita ISE
Potencial ISE neovlivituje pouze koncentrace jednoho typu ionti, ale ve vétsi ¢i mensi
mife také interferujici ionty, které jsou pfitomny v méfeném roztoku. Membranovy potencial

ISE (pro 25 °C) popisuje Nikolského-Eismanova rovnice:

AE = K — 0,0592 log ([X] LY (ki[i]zz_)i() ) @A)

kde K je konstanta, kterou je tiecba pro danou elektrodu (membranu) zjistit, zx je nabojové
¢islo iontu X, ktery selektivné difunduje membranou, i je interferujici iont, z;j je ndbojové Cislo
interferujiciho iontu a k; je koeficient selektivity. ¥

V rovnici vystupuje tzv. koeficient selektivity, ktery vyjadiuje velikost vlivu
interferujiciho iontu na potencial ISE a k dané elektrodé¢ jej uvadi kazdy vyrobce. V idedlnim
pripadé, kdy se koeficient selektivity rovnad nule, sta¢i potencial ISE vyjadfit Nernstovou
rovnici:

RT
AE =K + ;lnax 4)

kde K piedstavuje konstantni ¢len zahrnujici veli¢iny nezavislé na aktivité sledovaného
iontu, R je univerzalni plynova konstanta (8,314 J mol™ K*), T je absolutni teplota (K), z je néboj
iontu, F je Faradayova konstanta (96485,3 C mol™) a a, je aktivita m&feného roztoku. 2*3%%

Mez detekce

Znalost meze detekce elektrody je dulezitd pro pfipravu vzorka k analyze. Je totiz
mozné vyhodnocovat jen vzorky o takovém mnozstvi fluoridl, které je elektroda schopna
detekovat. Konkrétné u fluoridd, je citlivost potenciometrického stanoveni zhorSena tim, Ze se
vzorky pied méfenim ziedi na je$té mensi koncentraci piidavkem tlumiciho roztoku TISAB
(Total lonic Strength Adjustment Buffer). Vzhledem ktomuto problému se snaZime
minimalizovat objem veskerych vzorki a standardi.

Mez detekce elektrody Ize urcit z kalibra¢niho grafu. Pti prométovani zavislosti EMN
na koncentraci sledované slozky ziskdme kalibracni kiivku, jejiz prib¢h vykazuje tfi
vyznamné Casti. Prostiedni ¢ast grafu pfislusi pfimce, jez udava zavislost koncentrace
sledovaného iontu na potencialu elektrody odpovidajici Nernstové rovnici. Tato zavislost je

vSak linearni jen do urcité miry, kterou predstavuji horni a dolni mez detekce. Pti vysokych

koncentracich nastava situace, kdy se ionty zaplni v§echna mista v membrang a elektroda jiz
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na dal$i zvySovani koncentrace nereaguje. Toto nasyceni poukazuje na horni mez detekce. Pti
velmi nizkych koncentracich je zase dosazeno dolni meze detekce, kdy elektroda jiz nema
7adnou odezvu. 2

Koncentracni rozsah elektrody pro stanoveni iontti pomoci ISE se pohybuje mezi 10°
a7 10™ mol/l a nelinearni &asti kiivky lze vyuZit pravé pro stanoveni mezi detekce. Obvykle se
viak nem&fi roztoky o koncentraci vy3si nez 10™ mol/l a proto stanovujeme predevsim dolni

mez detekce. *

Stanoveni meze detekce
schopni detekovat. Detek¢ni limit lze urCit vynesenim kalibra¢niho grafu, kdy alesponi dva
body definuji linearni sklon kiivky a dva body lezi ve vodorovné pozici, kde jiz elektroda
nereaguje na zménu koncentrace. Mez detekce elektrody je pak definovana jako prasecik
dvou piimek ziskanych prostiednictvim téchto bodd. Hodnotu meze detekce muzeme
vypocitat pomoci dvou rovnic o dvou neznamych, ziskanych linearni regresi obou kiivek. 3

Na obrazku (Obr. 2) jsou graficky znazornény tii Casti kalibra¢ni kiivky, resp. jeji
body, kterymi jsou prolozeny jednotlivé pfimky linearni regrese a prusecik danych piimek

odpovidajici dolni mezi detekce.

370 -

360 -

350 -

’i

E [mV]

340 - Dolni mez detekce

330 -

320 T T T T T T 1

pX

Obr. 2. Kalibra¢ni graf a znazornéni dolni meze detekce
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Mezi nejznamé;jsi iontové-selektivni elektrody patii sklenéna ¢i fluoridova elektroda.
Sklenéna ISE je nejstar$i a v praxi stale pouzivanou elektrodou. Jeji membrana je ze skla

a pouziva se pro méfeni pH. Pro naSe ucely si popiseme pouze ISE fluoridovou.

2.6.3 Fluoridova ISE

Fluoridova ISE se vyznacuje selektivitou k iontim fluoru a patii k nejselektivnéjSim
elektroddm vibec. Jeji membrana je tvorena monokrystalem fluoridu lanthanitého LaFj
s ptimési fluoridu europia EuF,. Diky molekulam EuF; v krystalické mitizce LaF3; se
Vv krystalu nachéazeji volna mista po chybé&jicich aniontech fluoru. Do prazdnych mist se pak
mohou navézat jiné anionty fluoru. Disledkem tohoto jevu je jeji zna¢na selektivita k témto
aniontim. Vnitini referentni elektrodou je elektroda argentchloridova a vnitinim roztokem je
ekvimolarni smés roztokl fluoridu sodného a chloridu draselného. Pro méteni potencidlu se

vr _r . . e e ’ 29
pouziva v kombinaci s elektrodou kalomelovou ¢i jinou referentni elektrodou.

Pro méfeni je tieba brat v uvahu, ze fluoridovd ISE ma detek¢ni limit asi 1 pumol/l.
V zavislosti na stavu elektrody (stafi, koncentrace fluoridi v roztoku, ve kterém byla
elektroda ponechana, mechanické poskozeni membrany, pfitomnost bublinek ve vnitinim

roztoku) se miize mez detekce zménit a pfiblizit k 5 — 10 pmol/l. %

Tlumici roztok TISAB

Stanoveni fluoridii iontové-selektivni elektrodou se provadi v prostiedi tlumiciho
roztoku TISAB. Jedna se o vodny roztok smési chloridu sodného NaCl, kyseliny octové
CH3COOH, octanu sodného CH3COONa a komplexniho ¢inidla  trans-1,2-
diaminocyklohexan-N,N,N",N"-tetraoctové kyseliny. Chlorid sodny zajistuje konstantni
iontovou silu, smés kyseliny octové a jeji soli udrzuje konstantni hodnotu pH v rozmezi 5 az
6, ¢imz eliminuje vliv interferujicich hydroxidovych iontl a komplexni ¢inidlo vaze rusivé

ionty (napf. Fe**, AI**) do stabilnich komplexi a brani tak tvorb& komplexu s fluoridy. %
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3 EXPERIMENTALNi CAST

3.1 Chemikalie

- vodny kalibra¢ni roztok fluorida 1,000 +/- 0,002 g/l, Analytika, CR
- kyselina dusi¢na HNOs; — 67% Analpure, Analytika, CR
- roztok Tisab-F, Theta’90, CR

- deionizovana voda ze zafizeni Direct Q od firmy Milipore, vodivost 18,2 MQ.cm
3.2 Pristroje a pomucky

- laboratorni vahy Kern ABJ

- pH-metr Inolab pH 720, WTW Series

- fluoridova ISE, typ 09-37, Monokrystaly, CR

- referentni elektroda argentchloridova, typ RAE 113, Monokrystaly, CR
- pH-elektroda SenTix 41, WTW

- mikrovinny mineralizator UniClever Il, Plazmatronika, Polsko

3.3 Pracovni postup

3.3.1 Stanoveni fluoridi v nehtech

3.3.1.1 Priprava vzorki a kalibra¢nich roztoki

Vzorky nehti
Pro experiment byly shromazd'ovany nehty z rukou, a to ve formé nehtovych usttizka.
Byly uchovévény v &istych papirovych obalkach a poté pouzity k analyze. Ustiizky byly

ziskdvany od dospélych jedinct i déti.

Mineralizace

Nehtové ustiizky byly nejprve zbaveny necistot ponechanim v ultrazvukove lazni po
dobu 10 minut. Po vyjmuti z 1azné byly osuSeny buniCitou vatou a zvazeny. Nehtové ustfizky
byly navazovéany do teflonovych mineraliza¢nich kelimkd v mnozstvi okolo 0,1 — 0,3 g na

jednu navazku. V digestofi bylo poté do oznaceného kelimku se znamou navazkou nehti
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pfidano 2,5 ml koncentrované kyseliny dusi¢né. Kelimek byl uzavien vickem a vlozen do
mikrovinného mineralizatoru. VVzorek byl rozkladan v téchto krocich. Nejdiive 2 minuty 70 %
vykonu, poté 30 s na 0 %, 2 minuty 90 %, 30 s na 0 % a kone¢né 10 minut na 100 % vykon.

Maximalni rozmezi tlaka pro rozklad bylo 42 — 45 atmosfér.

Kalibracni roztoky

Pro kazdé méfeni byla piipravena sada kalibraénich roztokd v koncentracich 107 az
10 mol/l dle potieby. Roztoky byly pfipravovany postupnym fedénim do 25 ml odmémych
bangk za pouziti deionizované vody. Vychozim roztokem byl standardni roztok fluoridd
o koncentraci 1 g/l. Kalibra¢ni roztoky doplnéné po rysku byly fadné oznaceny, utésnény

uzavérem a promichany.

Odparovani a prevedeni vzorku do odmérnych banék

Po skonceni mineralizace byl teflonovy kelimek se vzorkem vyjmut z pfistroje
anechan stanim vychladit na laboratorni teplotu. Poté byl kelimek opatrné otevien a jeho
obsah byl kvantitativné preveden do odpafovaci misky. Smés vzorku a kyseliny byla
odpafena na minimalni objem. Mezitim byl do mineralizatoru vlozen dalsi nachystany vzorek
a spustén rozklad. Odparky vzorkt byly kvantitativné pievedeny do 5, 10 nebo 25 ml

odmérnych ban€k a doplnény po rysku deionizovanou vodou.

3.3.1.2 Stanoveni fluorida

Priprava vzorkii
Z kazdé odmérné banky vzorku ¢i standardu byly odpipetovany 4 ml do plastovych
nadobek uréenych pro nasledujici méteni. Do vSech fadné oznacenych nddobek byl jesté

ptidan 1 ml tlumiciho roztoku TISAB a takto upravené vzorky byly pfipraveny k méfeni.

Priprava elektrod a pH-metru

Fluoridova ISE i referentni argentchloridova elektroda byly po ptipojeni k pH-metru
asi na 10 minut ponofeny do kalibracniho roztoku fluoridl (v€etné pifidavku TISABu)
0 stiedni koncentraci. Po regeneraci obou elektrod pfi laboratorni teploté byly ponoiené konce
elektrod oplachnuty deionizovanou vodou a osuseny bunicitou vatou. Poté byly ihned méieny

pfipravené vzorky.
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Mereni potencidalu
koncentraci. Nakonec byly zméfeny vzorky o neznamé koncentraci fluoridovych ionti,

pti¢emz byly vS§echny hodnoty namétfenych potencialti zaznamenavany.

Mereni pH

Po skon¢eni méfeni potencialu se u neznamych vzorkt zméfilo pH. K pH-metru byla
piipojena pH-elektroda a nastaven modul pro méieni pH. Kalibrace pfistroje byla provadéna
na kalibra¢ni roztoky o pH 4,01 a 7,00. Poté byla elektroda vyjmuta z roztoku, oplachnuta,

osusena a pripravena k méteni ptislusnych vzork.
3.3.2 Stanoveni meze detekce

Stanoveni meze detekce bylo provadéno obdobnym zpusobem. Pro méfeni byly
pouzity dvé elektrody, jedna star$i, druha nova. Sada kalibra¢nich roztoku byla pfipravena
v koncentracich 1.10®° - 3.10° - 1.10° - 6.107 - 3.10" — 2.107 - 1.107- 3.10"° - 1.10°® mol/I

a promeétena kalibracni zavislost napéti na pF.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V této Casti prace jsou interpretovany experimentalni vysledky stanoveni fluorida
v nehtech a stanoveni meze detekce elektrody, vcetné komentait pro jednotlivdi méfeni.

Vysledky a vypocitané hodnoty fluoridové koncentrace v nehtech jsou posouzeny ve shrnuti.

4.1 Stanoveni fluoridid v nehtech

Pro analyzu nehti byla ziskana dataz celkem péti méteni. Naméfené hodnoty
a vysledky jsou uvedeny v tabulce pro kazdé méfeni zvlast. Tabulka zahrnuje ¢islo vzorku,
navazku nehtovych uUstfizkli a objem banky, do které byl vzorek po mineralizaci, resp.
po odpateni pieveden. Z experimentalnich dat jsou uvedeny namétené hodnoty napéti a pH
adale hodnota pF ziskana z kalibra¢niho grafu. Posledni sloupec obsahuje vypocitanou
hodnotu koncentrace fluoridovych ionta v miligramech fluoridi na kilogram nehtd, a to pouze
u vzorkd, kdy hodnoty pF byly vyssi nez mez detekce elektrody.

Hodnoty pro sestrojeni kalibracni ktivky byly zpracovany v programu QC Expert
3.2 Trilobyte s.r.o., CR, pfi¢emz data z naméfenych hodnot napéti pro jejich sestrojeni jsou

uvedeny v Ptiloze ¢. 1 a kalibra¢ni graf pro méfeni €. 5 je zobrazen v Pfiloze €. 2.

Tabulka I1l. Méfeni €. 1

Vzorek ¢. | Navazka[g] | Objem banky [ml] pH E [mV] pF F [mg/kg]

1 0,1198 25 <1 470,7 - -
2 0,1227 10 <1 458,0 - -
3 0,1194 10 5,17 362,0 6,23 4,67

Vzorky €. 1 a 2 nebyly po mineralizaci podrobeny odpatrovani a jejich pH bylo nizsi
nez 1. Hodnoty napéti byly pfili§ vysoké a nebylo mozné je dale zpracovat.

Vzorek ¢. 3 jiz odpaten byl, ¢emuz odpovidalo i vyssi pH v hodnoté 5,17. Tato
hodnota byla uspokojiva a pomoci kalibra¢ni kiivky bylo vyhodnoceno pF. Fluoridova

koncentrace vzorku nehti Cinila 4,67 mg/kg.
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Tabulka V. Méfeni ¢. 2

Vzorek ¢.

Navazka [g]

Objem banky [ml]

pH

E [mV]

pF

F [mg/kg]

1

0,2015

10

5,06

335,6

6,42

V méfeni byla zamérn¢ zvySena navazka vzorku. Bylo zjistovano, zda hodnota pF

bude nizsi a nedosahne pod mez detekce elektrody. I pies vyssi navazku vSak pF bylo vysoké.

Tabulka VVI. Méfeni €. 3

Vzorek ¢. | Navazka[g] | Objem banky [ml] pH E [mV] pF F [mg/kg]
1 0,1301 10 5,56 349,9 6,61 -
2 0,1358 5 5,53 343,7 5,93 4,11
3 0,1240 5 5,54 350,3 6,74 -

Pro dosazeni niz§i hodnoty pF byly vzorky ¢. 2 a 3 po odpafeni pirevedeny
do odmérnych banék o jesté mensim objemu (5 ml).

Ve srovnani se vzorkem €. 1, byla u vzorku €. 2 hodnota pF skute¢né nizsi, pficemz
oba vzorky mély podobnou navazku. Vzorek ¢. 3, a¢ v objemu 5 ml, mél hodnotu pF opét

vysokou, i pfesto, Zze v porovnani s navazkou vzorku €. 2 byla nizsi pouze 0 0,0118 g.

Tabulka VII. Méfeni ¢. 4

Vzorek ¢. | Navazka[g] | Objem banky [ml] pH E [mV] pF F [mg/kg]
1 0,1803 5 5,44 333,3 6,38 -
2 0,3157 25 5,64 334,7 6,77 -

Vzorek €. 1 byl pfeveden do baniky o objemu 5 ml a hodnota pF jiz leZela tésné pod

mezi detekce.

Vzorek €. 2 se po odpafeni nepodafilo prevést do 5 ml odmérné banky. Byl tedy
pfeveden do bafiky o objemu 25 ml, ¢imz se hodnota pF piiblizila k vysokym hodnotam

a opét se pohybovala pod detek¢nim limitem.
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Tabulka VIII. Méfeni ¢. 5

Vzorek ¢. | Navazka[g] | Objem banky [ml] pH E [mV] pF F [mg/kg]

1 0,1227 5 4,55 354,5 6,38 -

2 0,1439 5 3,52 357,4 6,86 -

Posledni méteni bylo zaméfeno na prevedeni vzorkti do 5 ml odmérnych banék. Oba
vzorky vSak vykazovaly pH pod hodnotu 5. Nizsi pH bylo nejspise zpisobeno pii odpafovani,
kdy vzorky nebyly odpaieny zcela do sucha, ale do objemu mensi kapky.

Vzorek ¢. 1 mél hodnotu pF stanovenou na 6,38, coz bylo opét blizko detekénimu

limitu.
4.1.1 Shrnuti

Rozdilnost hodnot fluoridové koncentrace ve vzorcich o podobné navazce je
pravdépodobné zpiisobena pouzitim smési nehtt. Jednalo se 0 vzorky neht Zen, muza i déti,
a to vruzném véku a z riznych domacnosti, kde koncentrace fluoridi v pitné vodé byla
odlisna. Vsechny tyto faktory vyrazné ovliviiuji koncentraci fluoridtt v nehtech a mohli byt
pricinou téchto rozdilu.

Potizi pii stanoveni bylo ziskat hodnoty pF vzorkti nad mez detekce ISE. Pouze dva
vzorky vykazovaly hodnotu vyssi nez detekéni limit elektrody. U jednoho z nich byla hodnota
pF stanovena na 6,23, s navazkou vzorku 0,1194 g, pH 5,17 a v objemu bariky 10 ml. Druhy
vzorek mél hodnotu pF 5,93, navazku 0,1358 g, pH 5,53 a byl v objemu bariky 5 ml. Shodné
vysledky pF v hodnoté 6,38 u dalsich dvou vzork, se mezi detekci velmi blizily.

Koncentrace fluoridd, u vzorkt s pF vys§im nez mez detekce, byla u vzorku s pF 6,23
vypocitana na 4,67 mg/kg a u vzorku s pF 5,93 na 4,11 mg/kg. Vypocitané hodnoty fadové

odpovidaji koncentracim uvedenych v literatuie. %

4.2 Stanoveni meze detekce

Mez detekce byla stanovena pro dvé fluoridové iontové-selektivni elektrody. Prvni
z nich byla star$i a déle pouzivanad a druha elektroda byla zcela nova. Starsi elektroda byla

pouzivana na méfeni vzorkt nehtti po méfeni ¢. 3, pak byla stanovena mez detekce pro tyto
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dvé elektrody s cilem zjistit, zda by nova elektroda byla pro stanoveni vhodné&jsi. Otazkou
tedy bylo, jak velky vliv na detekéni limit bude mit stafi elektrody a kterd z elektrod bude mit
niz8i mez detekce.

Vysledky stanoveni byly velmi podobné. Mez detekce starsi elektrody byla stanovena
na 4,9.107 mol/l a mez detekce nové elektrody na 4,8.107 mol/l. Lze konstatovat, e stai
prvni elektrody nemélo na mez detekce vyrazny vliv a obé elektrody vykazovaly téméf
shodné vysledky. Analyza vzorkt nehti tedy dale pokracovala s pouzivanim starsi elektrody.

Namétené hodnoty pro sestrojeni kalibrac¢ni kfivky byly zpracovany v programu
Microsoft Office Excel 2007 a jsou uvedeny v Ptiloze ¢. 3. Kalibra¢ni zavislosti pro stanoveni
meze detekce jsou spolu s rovnicemi linearni regrese ptimek rovnéz uvedeny v Ptiloze €. 3.
Pro tvorbu kiivek byly pouzity pouze hodnoty napéti v Useku vysokych a velmi nizkych

koncentraci.
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5 ZAVER

Hlavni naplni bakalaiské prace bylo optimalizovat podminky pro vyvijenou metodu
stanoveni fluoridi v nehtech. Metoda spociva Vv chemickém rozkladu nehtd kyselinou

dusi¢nou v mikrovinném mineralizatoru a nasledném potenciometrickém stanoveni fluoridi.

Z vysledki experimentu lze usuzovat nasledujici. Po rozkladu musi byt vzorek
odpafen na co nejmensi objem, ¢imz je omezen vznik kyseliny fluorovodikové rusici
stanoveni. Pro dosazeni optimalnich hodnot pF vzorka, takovych, aby lezely nad mezi detekce
elektrody, je tieba vzit v Uvahu charakter vzorku, resp. jeho darce a tomu pfizptsobit vhodnou
navazku a pouzit odmérné baiky 0 nizkém objemu. Za téchto podminek by mohla metoda

splnit svij ucel.

Za predpokladu, stanoveni ptiblizn¢ do 20 vzorkul, je vyvijena metoda rozkladu
v porovnani  smetodou HMDS relativné rychla. Pfiprava  jednoho  vzorku
véetné ultrazvukového ¢isténi, navazeni, rozkladu, odpafovani a pievedeni do odmérné barnky
trva asi 70 minut. Piiprava kalibra¢nich roztokd se da provést béhem rozkladu a samotné
méteni roztokll a vzorku se vtésna do 45 minut.

Metodou HMDS difuze je vzorek podroben nékolikahodinovému procesu a metoda je
tedy casové naro¢ngjsi. Pokud bychom vsak vzali v avahu méfeni n€kolika desitek vzorku, za
predpokladu rychlosti ptipravy necelych 5 minut/1 vzorek, 8hodinové diflze, a pii pouziti
jedné ISE, je HMDS metoda vyhodnéjsi. Pro mensi pocet vzorku je proces zdlouhavy diky

difuzi, pro vétsi pocet je vyhodou rychla ptiprava vzorkd.
V budouci analyze alternativnich biomarkeri fluoridové expozice by zajimavéjsi roli

mohly hréat vlasy. Oproti nehtim se totiz daji ziskat v mnohem vyssich navazkach. Otazkou

je, zda obsahuji dostatecné mnozstvi fluorida.
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7 PRILOHY

PRILOHA C. 1: Naméfené hodnoty napéti pro sestrojeni kalibra¢nich kiivek

Pozn. Horni indexy oznacuji ¢islo méfeni.

pF [E[mV]! E[mV]? E[mV]® E[mV]*® E[mV]®
3 209,2 - - - -
3,5 241,7 - - - -
4 266,5 | 2336 | 2767 | 2705 | 2605
4,2 279,1 - - - -
45 302,2 | 2657 | 300,1 | 2986 & 2908
4,7 304,7 - - - -
5 3196 | 2862 | 321,8 | 3088 & 3145
5,5 - 3139 | 3349 | 3208 | 3375
6 3549 | 3257 | 3433 | 3266 & 3480
6,2 - 331,7 | 3468 | 3324 | 3518
6,5 - 3379 | 3494 | 3358 | 3556
6,7 - 339,9 - - -
7 - 340,9 - - -
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PRILOHA C. 2: Kalibraéni graf pro stanoveni fluoridi k mé¥eni &. 5
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Obr. 3. Kalibra¢ni graf (méfeni €. 5)
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PRILOHA C. 3: Namé&iené hodnoty a kalibraéni grafy pro stanoveni meze detekce

Pozn. Hodnoty tykajici se nové elektrody jsou oznaceny hvézdickou.

pF

5,5
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6,5
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7,5

E [mV]

333,1
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E [mV]*
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Obr. 4. Kalibra¢ni graf pro stanoveni meze detekce
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Obr. 5. Kalibra¢ni graf pro stanoveni meze detekce *
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