VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

STANOVENI OLOVA VE VZORCICH PLIC A MOZKU
POKUSNYCH MYSI PO INHALACI NANOCASTIC

DETERMINATION OF LEAD IN LUNG AND BRAIN SAMPLES OF EXPERIMENTAL MICE AFTER THE
INHALATION OF NANOPARTICLES

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Yana Demydenko

AUTHOR

VEDOUCI PRACE doc. Mgr. Michaela Vasinova Galiova, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2021



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani bakalarské prace

Cislo prace: FCH-BAK1628/2020 Akademicky rok:  2020/21
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie

Studentka: Yana Demydenko

Studijni program:  Chemie a chemické technologie

Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace

Vedouci prace: doc. Mgr. Michaela Vasinova Galiova, Ph.D.

Nazev bakalarské prace:

Stanoveni olova ve vzorcich plic a mozkd pokusnych mysi po inhalaci nanocastic

Zadani bakalarské prace:

1. vyvoj rozkladné metody pro mineralizaci biologickych tkani

3. vyvoj analytické metody pro stanoveni olova pomoci ET-AAS

3. stanoveni olova ve vzorcich organt experimentalnich mysi a vyhodnoceni dat

Termin odevzdani bakalarské prace: 30.7.2021:
Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplari na sekretariat ustavu. Toto
zadani je sou€ésti bakalarské prace.

Yana Demydenko doc. Mgr. Mlchat;ls I\D/asmova Galiova, prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.

student(ka) . vedouci Ustavu
vedouci prace
V Bré dne 1.2.2021 prof. Ing. MarEm Weiter, Ph.D.
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Olovo patfi mezi tézké toxické kovy, jehoZ nanocastice jsou pfitomny ve vzduchu kvili
spalovacim procestim. Udaje o bezpeéné koncentraci nano&astic olova pro lidské zdravi nejsou
dostatecné prozkoumany. Predchozi studie provadéné na experimentalnich mysich ukazaly, Ze
pfi vdechovani nanocastic olova se nejprve poskozuji plice a ledviny, poté jatra, slezina
a mozek. Pti delsi expozici se olovo hromadi v zubech a kostech.

Tato bakalarska prace je zaméfena na sledovani obsahu olova ve vzorcich plic a mozkl
experimentalnich mysi po riznych obdobich inhalace nanocastic. Cilem této bakalaiské prace
byl vyvoj analytické metody pro stanoveni olova v biologickych vzorcich pomoci atomové
absorp¢ni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ET-AAS). V praci byla navrzena
rozkladnéd metoda pro mineralizaci biologické matrice v mikrovinném mineralizatoru, a dale
byl vyvinut postup pro stanoveni olova pomoci ET-AAS. Stanoveni olova pii vlnové délce
217 nm za pouziti NH4H2PO4/Mg(NOs)2 modifikdtoru matrice bylo ovéfeno analyzou
certifikovanych referen¢nich materiald. Analyzou vzorkl organti experimentalnich mysi byl
potvrzen detoxika¢ni mechanismus u exponovanych jedinct se zavislosti na dobé od ukonceni
inhalace nanocastic olova.

KLICOVA SLOVA

Atomova absorpcni spektrometrie, olovo, nanocéstice, biologicky material, mozek, plice.



ABSTRACT

Lead is a heavy toxic metal whose nanoparticles are present in the air due to combustion
processes. Data on the safe concentration of lead nanoparticles for human health have not been
sufficiently investigated. Previous studies in experimental mice have shown that inhalation of
lead nanoparticles first damages lungs and kidneys, then liver, spleen and brain. With prolonged
exposure, lead accumulates in the teeth and bones.

This bachelor thesis is focused on monitoring of the lead content in lung and brain samples of
experimental mice after different periods of nanoparticle inhalation. The aim of this bachelor
thesis was to develop an analytical method for the determination of lead in biological samples
using atomic absorption spectrometry with electrothermal atomization (ET-AAS). In this work,
a decomposition method for mineralization of the biological matrix in a microwave mineralizer
was proposed, and a procedure for the determination of lead using ET-AAS was further
developed. The determination of lead at 217 nm using the NH4H2PO4/Mg(NOs3)2 matrix
modifier was verified by analysis of certified reference materials. Analysis of organ samples
from experimental mice confirmed the detoxification mechanism in exposed individuals with
a dependence on the time since the end of inhalation of lead nanoparticles.
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1 UVOD

Jelikoz olovo patii mezi t€Zké kovy, jehoZ slouceniny jsou vysoce toxické, a je stale pouzivano
v prumyslu, jsou definovany emisni limity vedouci k postupnému snizovani jeho pouziti. Tento
kontaminant je kromé& ovzdusi pfitomen také v padé¢, vodé a akumuluje se v rostlinach, coz
znamena, Ze se dostava do potravinového fetézce. Zdrojem kontaminace olovem je doprava,
spalovani fosilnich paliv, tpravny rud, chemicky primysl, dale primyslové produkty jako jsou
akumulatory, pajky, plechy, barevné pigmenty, olovnaté sklo, glazurové ptipravky, hnojiva
a agrochemikalie. Ackoliv jsou na prvni pohled zndmy témét vSechny informace o Pb,
predmétem védeckého zajmu je jeho Gcinek na zivé organismy za nizkych expozicnich davek,
napf. jeho toxicita v ptipadé malého mnozstvi ¢astic olova v ovzdusi.

V ovzdusi se olovo vyskytuje ¢asto ve formé nanoc¢astic vzniklych pii spalovacich procesech.
Ve studiich, ve kterych experimentdlni mySi inhalovaly nanocéstice olova (akutni
a subchronickd expozice), byla zaznamendna vazna poskozeni organii, zejména plic a jater. Pro
stanoveni stopovych koncentraci olova v environmentalnich vzorcich se casto vyuziva atomova
absorp¢ni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ET-AAS), a to zejména kvili své
efektivnosti, citlivosti a jednoduchosti. Tato analytickd metoda byla také pouzita ke stanoveni
obsahu Pb v biologickych vzorcich v ramci této bakalarské prace. V nasledujicim textu
teoretické Casti prace budou shrnuty hlavni aspekty studované problematiky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nanocastice kova v ovzdusi

V atmosféfe jsou pfitomny cCastice o rtizné velikosti, tvaru, koncentraci a hustoté. Pojem
»aerosol” je definovan jako smés tuhych, kapalnych nebo smésnych castic rozptylenych
v plynném prostfedi po dobu dostateCnou pro detekci nebo méteni. Existuje hodné druht
aerosolu, napft. prach, dym, kouf, mlha, sprej, smog, bioaerosol. Pro ¢astice atmosférického
aerosolu (anglicky: ,,atmospheric aerosol®, ,particulate matter (PM)“, ,particle (P)*) se
pouzivaji i alternativni ndzvy, napt. prachové Castice, praSny aerosol, pevny prach, polétavy
prach, tuhé znecistujici latky, suspendované ¢astice. Zdroje aerosolu v atmosféte jsou piirodni
(pozary, zdroje mineralnich latek — ptida a voda, produkty rostlin — pyl atd.) a antropogenni
(spalovaci procesy, dopravni, primyslova, stavebni a zeméd¢lska ¢innost) [1].

Castice délime podle velikosti na hrubé ¢astice (PM10 — 2,5) (Da > 2,5 um), jemné &astice
(PM2,5) (Da < 2,5 um), submikrometrové castice (PM1) (Da < 1 pum), ultrajemné cCastice
(Da < 100 nm) a nanocastice (minimaln¢ jeden rozmér mensi nez 100 nm), a praveé Da odpovida
aerodynamickému priiméru, ktery je definovan jako primér koule s hustotou 1 g/cm’ a se
stejnou rychlosti sedimentace jako studovana castice [2], [3].

Atmosférické aerosoly pusobi na zivotni prostiedi a na zdravi populace ¢asto negativne. Vliv
¢astic na zdravi zivého organismu zavisi na velikosti, tvaru, chemickém sloZeni, rozpustnosti
a schopnosti se zachycovat v dychacich cestaich. PM dé¢lime na tii velikostni frakce:
vdechovatelna — ktera je vdechovana nosem a usty a nedostane se dal do dychaciho systému,
thorakalni (PM10) — dorazi do dolnich dychacich cest a respirabilni — je schopna dostat se do
beziasinkové &asti dychacich cest [2]. Cim mensi je velikostni frakce, tim je nebezpedng;si,
protoze se zvétSuje schopnost depozice v dychacich cestach a také moznost dorazit do dalSich
organti — kostni dfen¢, mozku, ledvin, sleziny, jater, srdce atd. Pfi zvySeném obsahu castic
v ovzdusi se vyskytuje vice respiracnich, plicnich, srde¢nich, cévnich chorob a zvySuje se
umrtnost [4].

Nanocastice (NPs) maji rozmér mens$i nez 100 nm. Nebezpecné jsou zejména kvili
kardiovaskularnim, neurodegenerativnim a karcinogennim ucinkiim. Mohou se dostat do
organismu riznymi cestami — posSkozenou kiizi, pozitim a hlavné vdechovdnim. Mozny je
1 dalsi pranik ¢astic do jinych tkdni pomoci rozmanitych mechanismti (napt. endocytozou,
transcytozou) a systémil (pfedevSim lymfaticky systém a krevni ob€h). Béhem priichodu
nanocastic organismem mulze dochdzet k modifikaci biologickych funkci, bunéénym
interakcim a dalS§im reakcim. Dilezitym parametrem ovliviiujicim biologickou aktivitu
nanocastic je plocha povrchu. Biologicka aktivita NPs s vét§i plochou povrchu na hmotnost se
zvySuje ve srovnani s ¢asticemi o stejném chemismu. Toxicita tohoto plisobeni spoc¢iva ve
vyvolani zanétlivych a oxidacné-stresovych reakci [5].

Pro studium toxicity NPs se provad¢ji testy in vitro (testy s bunkami plicni tkané) a in vivo (za
ucasti pokusnych zvirat). Vyznamné vlastnosti pfi stanoveni toxicity nanocastic a jejich vlivu
na zivy organismus jsou velikost, tvar, distribuce velikosti, struktura, chemické slozeni, obsah
necistot, vlastnosti povrchu, stupen agregace a davka [5].



Emisni limity jsou dtlezité pro ochranu zdravi lidi a pro kontrolu znecisténi ovzdusi. Limity
obsahu &astic ve vzduchu jsou pro PM10 — 40 pg/m? za kalendaini rok, pro PM2,5 — 25 pg/m?
za kalendaini rok. Ro¢ni imisni limity obsahu kovli v ovzdusi jsou nésledujici: olovo (Pb) —
0,5 pg/m?, kadmium (Cd) — 0,005 pg/m?, arsen (As) — 0,006 pg/m?, nikl (Ni) — 0,02 ng/m?>,
rtut’ (Hg) — 0,05 pg/m? [6]. Tyto limity plati nejen v Ceské republice, ale vztahuji se na celou
Evropskou Unii.

2.2 Toxicita olova a jeho sloucenin

Toxicita olova a jeho sloucenin je jiz dlouho zndma. Nejsou vSak dostate¢né prozkoumany
ucinky nizkych dévek na zdravi a nejsou definovany skute¢né bezpecné limity. Pb se bézné
vyskytuje ve formé aerosolu a jeho toxicita se mize lisit v zavislosti na fyzikalné-chemickych
vlastnostech. Hlavnim zdrojem olova jsou antropogenni zdroje — spalovaci procesy, dopravni,
primyslova a zemé&délska Cinnost, béhem kterych dochazi k akumulaci Pb v padé, vodé
arostlindich. K nejvétSimu znecisténi Zivotniho prostiedi olovem na celém svété doslo
v dusledku jeho ptidavku do benzinu pro zvySeni oktanového cisla [7]. Mezi dalsi zdroje olova
patii barvy, vodovody (ve statech se starym vodovodnim potrubim), agrochemikalie, keramické
nadobi glazované olovénymi slou¢eninami, tabak, bylinné 1éky (z Indie, Ciny a dalsich ¢asti
Asie). K expozici olovem dochazi pii vyrobé stieliva, baterii, olovéného plechu, pajky,
nékterych mosaznych a bronzovych staveb, keramické glazury, tésnéni, radiacnich Stitd,
vojenského vybaveni a pfi vyrobé nékterych chirurgickych zatizeni [8]. Pfirodnim zdrojem Pb
jsou nékteré rudy (napft. galenit PbS, cerusit PbCOs3 a anglesit PbSOa4) [9].

Olovo nejcastéji vstupuje do téla dychacim a travicim systémem. Po vstupu do krevniho feciste
je vetsi cast vazana na erytrocyty a zastava v krvi na kratkou dobu (Cas na vylouceni poloviny
olova z ptivodniho mnozstvi je 35 dni). Déle je Pb rozptyleno do mékkych tkani — jater, ledvin,
mozku, plic, sleziny, slinivky bfis$ni, vaje¢niku, varlat, prostaty, nadledvin, srdce, tukovych
a svalovych tkani. Néasledujicim mistem ukladdani jsou v pribéhu trvalé¢ho piisobeni zuby a kosti
(be€hem dalsich 4-6 tydnii). S vékem obsah olova v kosti vyrazné stoupa [8].

Vysledkem expozice pro clovéka miize byt hyperaktivita, neurokognitivni poruchy (sniZeni
intelektualnich funkci, poSkozeni paméti, snizena pozornost a koncentrace), hypertenze, renalni
nedostatecnost, katarakta (Sedy zakal) a rakovina. Otrava pii akutni expozici se projevuje jako
encefalopatie, kfece, omameni, bolesti bficha a nevolnosti. Chronicka expozice se 1isi od akutni
expozice v tom, ze chronické ptiznaky se projevuji jako celkova malétnost, anorexie, zacpa,
pritomnost krve v moc¢i (hematurie) a anémie [10]. Expozice olova ptedstavuje nejvétsi riziko
pro déti, protoze jsou mnohem citlivejsi k toxickym G€inkiim a absorbuji vyssi podil biologicky
dostupného olova nez dosp¢li [8].

Toxicita jednotlivych sloucenin olova se 1i$i v zavislosti na rozpustnosti, mobilité, velikosti,
tvaru, chemickém sloZeni, vlastnosti povrchu, koncentraci a dobé expozice. Olovo se vyskytuje
ve dvoumocnych (Castéji) a ¢tyfmocnych slouc¢enindch. Olovo a jeho anorganické slouc¢eniny
jsou nebezpecné kvili pravdépodobné karcinogenité pro ¢loveéka — skupina 2A karcinogenniho
rizika dle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) [11]. Oxidy olova, olovnaté
a olovicité soli, jsou vysoce toxické latky, vétSinou Spatné rozpustné. Vyjimku tvoii dusi¢nan,



chlorecnan a v mnohem mens$i mife chlorid olovnaty. Tetracthylolovo (Pb(C2Hs)4)
a tetramethylolovo (Pb(CHs3)4) (pfisady do benzinu) jsou organické slouceniny olovnatych
latek, které jsou dealkylovany v jatrech na toxické trialkylové a tetralkylové derivaty olova
a vylucuji se z organismu velmi pomalu [12]. Z hlediska posuzovani toxického ptisobeni olova
v organismu je tak dilezité stanovit (vedle jeho celkového obsahu) i obsah jednotlivych specii.

Chemicka specie prvku je definovéna podle Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii
(International Union of Pure and Applied Chemistry, zkracené¢ IUPAC) jako specificka forma
prvku definovand izotopovym slozenim, elektronovym nebo oxidaénim stavem,
resp. strukturou komplexu ¢i molekulovou strukturou [13].

Speciacni analyza se vénuje stanoveni jednotlivych specii prvku. Pokud neni mozné tplné
identifikovat chemické specie, pouziva se frakcionacni analyza, pfi které se celkovy obsah
rozdéli na urcité podily, které charakterizuji mobilitu, biodostupnost nebo toxicitu sledovaného
polutantu ve vzorku [14]. Pouzitim vhodné separacni techniky (napf. chromatografie,
elektroforéza) v kombinaci s citlivym detektorem pro konkrétni prvek lze dosdhnout vysoce
efektivniho vysledku [15].

2.3 Chemicka analyza biologickych vzorki

Na pfesnost a spravnost vysledku ve stopové analyze kovi mé vliv kazdy krok, ktery je
provadén se vzorkem. Je nutné predem védét, jakym zpiisobem bude vzorek zpracovavan
a analyzovan, protoze z toho vychdzi metoda a provedeni odbéru. Vliv na kone¢ny vysledek
také maji skladovani, Uprava vzorku, kontaminace a ptipadné ztraty analytu. Vysoké pozadavky
jsou kladeny nejen na Cistotu vzduchu v laboratofi, zvolené vybaveni a nadobi, Cistotu
pouzivané vody a chemikalii, ale i na zkusenost kazdého pracovnika, ktery se ucastni pripravy
analytického vzorku [14].

Pii odbéru vzorkii je obecné vhodné dodrzovat postupy a normy vydavané Utadem pro
technickou normalizaci, metrologii a statni zkuSebnictvi. Pro spravnou interpretaci vysledku
analyzy je dulezitd podrobna dokumentace odbéru se zdznamem odchylek od vzorkovaciho
planu.

Biologicky vzorek je vhodné po odbéru ihned zamrazit (napt. v kapalném dusiku), aby nedoslo
k degradaci odebran¢ho materidlu. V ptipadé¢ stanoveni obsahu kovii na vlhky vzorek je pied
zamrazenim potieba vzorek zvazit nebo znemoznit ztratu vlhkosti do zmrazeni a po
rozmrazovani. Pii velkém obsahu vody v ZivociSnych tkanich se pouziva lyofilizace (pfi
vyhodnoceni obsahu kovii na suchou hmotnost vzorku) [14].

Dal$im krokem je piiprava laboratorniho vzorku, konkrétn¢ homogenizace, zmenSeni
hmotnosti (nebo objemu) vzorku, zmenseni velikosti pevnych ¢astic. Pro déleni vzorku na ¢asti
je lépe pouzivat plastové nebo keramické instrumenty (aby byla zabranéno kontaminaci, napf.
otérem kovll). Pokud povrch vzorku obsahuje necistoty, které mohou zkreslovat obsah analytu,
je nutné povrch omyt, nékdy s dodrzovanim ptesného postupu v zavislosti na typu vzorku. Malé
lyofilizované vzorky pfipravime na laboratorni vzorek homogenizaci v tfeci misce s vysokou
odolnosti proti otéru (napt. korund, achat). Pro homogenizaci je také mozné pouziti mlynku
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s titanovou vystelkou i mlecim bfitem nebo kryogenni mlyn. V pfipadé analyzy celého vzorku
(napt. malé ¢asti rostlin, Zivoc¢isné organy o malé hmotnosti atd.) se poté vyhneme potencialni
ztraté analytu ¢i zkresleni vysledki [14].

Pro stanoveni analytu je laboratorni vzorek nutné prevést do roztoku nebo alesponl ¢astecné
rozlozit matrici vzorku. Vysoka homogenita a jednotna matrice kapalného vzorku jsou hlavnimi
vyhodami pro ptfesné analytické stanoveni. V prib&hu mineralizace (rozkladu) vzorku mize
dochazet ke ztratdm analytu a kontaminaci z nadobi i €inidel, proto je Zddouci minimalni pocet
operaci. Pfi rozkladu organickych vzorkd se pouziva rozklad na suché cesté (spalovani) nebo
na mokré cesté (v kyselinach). Rozklad na mokré cesté¢ je vhodnéjsi pro stopovou analyzu kovi,
protoze riziko ztraty analytu neni tak velké, jako pfi suchém rozkladu [14].

Otevieny rozklad v kyselinach s ohfevem (konvenénim nebo mikrovinnym) je vhodné&jsi pro
vzorky, které béhem rozkladu uvolnuji velky objem oxidu uhli¢itého nebo reaguji explozivné
za zvySeného tlaku. Rozklad probiha ve smési HNO3 a H20: pii teploté jejich varu. Pfidavkem
H2SO04 1ze odstranit zbytky uhliku, jelikoz rozklad ve smési kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku
nemusi byt Uplny. Pouzitim roztoku H202 (30 %) s ptidavkem katalyzatoru (Fe*") lze rozlozit
organickou matrici. Rozklad probiha za laboratorni teploty, ale ¢astéji se smés zahtiva na 80 °C.
Tato mineralizace neni vhodna pro rozklad tukt a trva nékolik hodin [14].

Pfi uzavieném rozkladu za zvysSeného tlaku se vyuzivaji pfedev§im mikrovlnné mineralizatory.
Tato metoda je vhodnd pro vétSinu typt organickych vzorkli. Maximalni pracovni tlak
mineralizdtoru uruje maximalni hmotnost vzorku, kterou je mozné mineralizovat béhem
jednoho rozkladného procesu. Vysledny tlak pii rozkladu ovliviiuje celkovy obsah uhliku ve
vzorku, plynné oxidy uvoliiované z kyselin a tenze vodni pary. Na zacatku rozkladu organické
matrice lze zaznamenat prudky nartst tlaku v disledku exotermni reakce. Z tohoto divodu musi
na zaCatku teplotniho programu teplota nartstat pomalu (na 100-120 °C). Potom nésleduje
nartst do rozkladné teploty a vlastni mineralizace (520 min). Posledni fazi je chlazeni [14].

Pro vysokotlaké rozklady se nejcastéji pouziva HNOs (koncentrovand), smé¢s HNO3; a H2O2
(ptipadné s pfidavkem H2SOs4). Lze také pouzit konc. HNO3 a HCIO4 (70 %) (mineralizace
pomoci HNOs s postupnym piidavanim HCIOs). Tento zplsob je nebezpecny pii tlakovych
mikrovinnych rozkladech, protoze v rozkladnych nadobkéch zlstava zvySeny tlak i po
ochlazeni. Pro rozklad explozivnich nebo obtizné rozlozitelnych vzorka je proto vhodné pouziti
doporuéenych postupii (uvedenych vyrobcem) pro uréity mineralizator. Upravy dle konkrétni
matrice lze provadét podle publikovanych postupt v primarni literatute [14].

2.4 Prehled analytickych technik pro stanoveni olova

Nejbéznéjsi spektrometrické metody pro stanoveni olova v biologickych vzorcich jsou F-AAS
(plamenova atomova absorpéni spektrometrie), ICP-OES (atomova emisni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem), ICP-MS (hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem) a ET-AAS (elektrotermickd atomova absorpéni spektrometrie) [16].
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F-AAS je jednoduchd spektrometrickd metoda vhodna pro rutinni méfeni vySSich obsaht
prvki. Casto se pouziva kvili svoji jednoduchosti a relativng nizkym nakladiim. Mezi
nevyhody patfi zejména nedostatecna citlivost pro vétSinu aplikaci a ruSivé G€inky matrice [14].

ICP-OES je vhodna pro multiprvkovou analyzu. Relativné dobra citlivost simultanniho
stanovenim kovi na riznych spektralnich ¢arach je pro analyzu vyhodna. Krom¢ toho ma tato
metoda lepsi meze detekce nez F-AAS. Jejim hlavnim problémem pro stanoveni stopovych
kovil ve vzorcich jsou €asto nevyhovujici limity detekce. ICP-MS poskytuje nejlepsi detekéni
limity pro stanoveni kovii mezi spektrometrickymi technikami [14]. Je také vhodnd pro
multiprvkovou analyzu, navic ma Siroky dynamicky rozsah. Metody pracujici s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-OES a ICP-MS) maji spolecné nevyhody: Casté zhasnuti plazmatu
pii pfimé analyze vzorkd s vysokym obsahem organické matrice a blokovani injektoru kvili
ukladani uhliku z netplné oxidace organické matrice [16].

ET-AAS je efektivni a citliva technika pro vétSinu vzorkil ve stopové analyze kovl. Poskytuje
relativné jednoduchou a rychlou analyzu vzorkii. Velkou vyhodou je malé mnozstvi vzorku
potfebné k analyze. ET-AAS je vSak velmi citlivd na vliv matrice. Pfitomnost matrice
biologickych vzorkli miize zplsobit znacné interference a pusobit rusiveé na vlastni atomizaci
analytu [16].

2.4.1 Atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS)

Atomova absorp¢ni spektrometrie vyuziva schopnost elektronu piechézet z nizsi do vyssi
energetické hladiny (do excitovaného stavu) a vracet se zpatky do zdkladniho stavu. Atom
v urCitém stavu muize energii pohlcovat (absorbovat) nebo emitovat ve form¢ fotonu. Pfitom
energie fotonu bude odpovidat rozdilu energie atomu (AE) mezi jednotlivymi stavy, kterému
odpovida Planckiiv vztah [17]:

AE=E2—E1=h><v=h><% (1)

Kde E2> — energie atomu ve vysSim energetickém stavu, Ei — energie atomu v niz$im
energetickém stavu, h — Planckova konstanta (6,626x10* Jxs), v — frekvence zifeni, ¢ —
rychlost zatfeni, A — vinova délka zareni.

Zékladem stanoveni méfeného prvku metodou AAS je absorpce energie atomy v zakladnim
stavu. Nejprve je potiebné dany prvek atomizovat, a to to bud’ plamenovym (F-AAS) nebo
elektrotermickym atomizatorem (ET-AAS). Plamenova atomizace probiha v nasledujicich
krocich: zmlZzovani roztoku analytu (tvorba aerosolu), vypafovani rozpoustédla v plameni
a vznik volnych atomti. Pfi pouziti elektrotermického atomizatoru dochazi k ohfevu vzorku na
pottebnou teplotu atomizace pomoci elektrického proudu. Proces atomizace probiha v grafitové
(nebo kovové) trubici a sestdva z faze susSeni vzorku, rozkladu (pyrolyzy) a nésledné vzniku
volnych atomi pfi atomizacni teploté. Pii setkdni volnych atomt se zafenim vybojky, atomy
absorbuji zafeni urcité vinové délky (dle druhu atomu). Zmétenou hodnotu absorbance vzorku
porovname s absorbanci standardu, napt. pomoci kalibra¢ni kiivky [17].
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Pro absorbanci (A) plati nasledujici vztah (Lamberttiv-Beerv zakon):
A=logL=0434xKXNxI )

Kde @ — plivodni tok zarfeni, @ — tok zafeni, k — atomovy absorpcni koeficient, N — pocet
atomt, | — délka absorp¢ni vrstvy.

Atomovy absorpéni spektrometr se sklada z né€kolika ¢asti (Obrazek 1): zdroj priméarniho
zateni — ¢arovy zdroj (vybojka s dutou katodou — HCL, bezelektrodova vybojka — EDL) nebo
kontinudlni zdroj (vysokotlakéd xenonova vybojka); atomizator (plamenovy, elektrotermicky) —
transformuje vzorek na volné atomy; monochromator — slouzi k odd€leni pozadované atomové
cary (uzky spektralni interval); detektor — ziskava a vyhodnocuje signal, napt. fotonasobi¢ nebo
CCD detektor.

[ Zdroj ]—'[ Atomizator ]—'[ Monochromator ]—'[ Detektor ]

Obrazek 1: Schema AAS

Spektralni interference v AAS je nutné korigovat pomoci u¢inné korekce pozadi, kterd by méla
byt provadéna na stejné vinové délce jako signal analytu, ve stejném misté a case. Ke korekei
se pouziva blizka Cara, kontinudlni zdroj zafeni, Zeemanuv jev a metoda Smith-Hieftje.
Korekce pozadi pomoci blizké ¢ary je sekvencni, pii které se zméti celkova absorbance analytu
na rezonan¢ni ¢afe a poté na blizké ¢are, kde absorbance analytu jiz neni pfitomna. (Je mozné
vyuzit ¢aru jiného prvku, ktery nesmi byt pfitomen ve vzorku.) Tuto metodu nelze pouzit pti
dé&jich, které se méni s ¢asem (napf. pii elektrotermické atomizaci). Pii korekci pomoci
kontinudlniho zdroje zéfeni se paprsky carového a kontinudlniho zdroje zateni sttidaji v optické
cesté spektrometru. Celkova absorpce se méti pomoci ¢arového zdroje, absorpéni pozadi se
méti pomoci kontinualniho zdroje zatfeni (napf. deuteriovad vybojka). Zeemantlv jev vyuziva
moznost Stépeni energetickych hladin atomu v silném magnetickém poli. Emisni a absorpéni
¢ary se deli na komponenty, které jsou potom symetricky usporadany kolem ¢ary pii nulovém
magnetickém poli. Korekce s vyuzitim Zeemanova jevu mize byt ptima — dochdzi ke Stépeni
emisnich ¢ar zdroje zafeni, a inverzni — ke St€peni absorpénich car dochazi po aplikaci
magnetického pole na atomizator. Metoda Smith-Hieftje je zaloZena na rozSifeni profilu
a samozvratu analytické cary pii kratkodobém napdjeni primarniho zdroje zafeni vysokym
proudem. Pulsem nizkého proudu po dobu nékolika ms je emitovéana izka ¢ara, kterou absorbuji
atomy analytu a pozadi. Dalsi velmi kratky vysokoproudovy puls vyvola emisi ¢ary, jejiz Sirka
profilu se zvétSuje od samoabsorpce az k samozvratu. Behem vysokoproudového pulsu je
primdrni zafeni vice absorbovéano pozadim [17].

Nejvétsi rozvoj instrumentace AAS pro stanoveni stopovych koncentraci kovil pfedstavuje
atomova absorpcni spektrometrie s kontinudlnim zdrojem zafeni (HR-CS AAS). Pouzivanym
zdrojem zafeni je vysokotlakd xenonova vybojka. Pouzivany atomizator byva plamenovy,
elektrotermicky nebo jejich kombinace (tj. jeden pfistroj s obéma samostatnymi atomizatory).
Detektorem zatfeni je CCD detektor s vysokym méficim rozsahem. Atomovy absorpéni
spektrometr s kontinualnim zdrojem zéafeni umoziuje pouziti absorpénich c¢ar s nizkou
citlivosti, ma vyssi spektralni rozliSeni, poskytuje moznost zdznamu spekter nekovovych
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diatomickych molekul, i moznost souc¢asného stanoveni prvki s blizkou absorpéni ¢arou
v uzkém intervalu vinovych délek [14].

2.4.2 Atomova absorpéni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ET-AAS)

Nejlepsi detekeni limity (z metod AAS) pro stanoveni stopovych koncentraci olova dosahuje
atomova absorp¢ni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ET-AAS) — 0,05-0,5 ng/ml.
Limit detekce je velmi nizky i ve srovnani s atomovou emisni spektrometrii s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-OES) — 40 ng/ml [14].

Ve vétsing piipadl pii stanoveni stopovych koncentraci kovil technikou ET-AAS je zapotiebi
optimalizovat pouziti modifikatoru matrice, teplotu pyrolyzy a atomizace dle konkrétniho
prvku a matrice vzorku [ 14]. Chemické modifikétory napft. stabilizuji kov do atomizaéni teploty
a zabranuji vzniku interferenci s matrici vzorku. Timto zpisobem jsou také rizné formy analytu
ve vzorku nebo formy vzniklé béhem analytického procesu pievadény na jednu formu se
stejnymi nebo podobnymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi. Modifikatory matrice ovliviiuji
fazi suseni, termickou upravu nebo i vlastni atomizacni proces [18].

Maximalni teplota pyrolyzy Pb bez modifikatoru je 600 °C [14]. Pro stanoveni olova se
nejcastéji pouzivaji modifikatory Pd-Mg a fosfore¢nan amonny. Pd-Mg umoziuje oddéleni
vétSiny rusivych prvkl v disledku moznosti pouziti teplot pyrolyzy od 1200 °C az 1400 °C.
Tento modifikator také stabilizuje olovo, coz zvySuje atomizacni teplotu na 2000 °C;
charakteristické mnozstvi se pii tomto stanoveni pohybuje okolo 16 pg. (NH4)3POs zvySuje
atomizacni teplotu na 1600 °C s charakteristickym mnozstvim 12 pg [19]. Pojem
»charakteristické mnoZstvi“ v AAS odpovida citlivosti metody. MlZe byt uvadén jako
,characteristic mass“ v pg nebo koncentrace. Tento pojem znamend mnozstvi (nebo
koncentraci) analytu, které¢ vyvola absorbanci A = 0,0044 [20].

Optimalizace teplotniho programu grafitového atomizatoru v ET-AAS umozZziuje odstranéni
interferentli z matrice vzorku, zachovani maximdlniho mnozstvi analytu v atomizatoru
a kvantitativni atomizaci analytu. Prvnim krokem teplotniho programu je suseni vzorku, které
je nutné adaptovat podle sloZeni a objemu vzorku tak, aby vypateni rozpoustédla bylo uplné.
Druhy krok je pyrolyza, béhem které uz nesmi dochézet k zddnému vypatovani rozpoustédla.
Pro odvod par rozpoustédla vzniklych pfi suseni a produktii pyrolyzy prochazi ptres kyvetu
pritok inertniho plynu (argon). Nésledujicim krokem je atomizace pii zastaveném pratoku
inertniho plynu, pfed kterou se automaticky nastavi nulovy signal detektoru. V disledku
zastaveni prutoku plynu je mozné dosdhnout maximalni hustoty atomt analytu v optické ose
spektrometru. Teploty pyrolyzy a atomizace jsou optimalizovany sestavenim pyrolyzni kiivky
(zavislost integrované absorbance na teploté pyrolyzy za konstantni atomizacni teploty)
a atomizacni kfivky (zavislost integrované absorbance na atomizac¢ni teploté). Vychozi teploty
vybereme dle doruceni vyrobce spektrometru nebo z literatury. Na zacatku ménime teplotu
pyrolyzy po 100 °C ve zvoleném useku, dile po 50 °C do poklesu absorbance. (Pokles
absorbance znaci nezadouci vypafovani analytu.) Vyslednou teplotu pyrolyzy volime
standardné 100 °C pted bodem zlomu na pyrolyzni kiivce. Optimalizaci atomizacni teploty
provadime za zjiSténé konstantni teploty pyrolyzy. Findlni atomizacni teplotu volime vyssi
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0 100-200 °C, nez je maximum atomizacni kiivky. Béhem atomizace, ktera trva 3-5 s, je
zaznamenavana absorbance. Poslednim krokem teplotniho programu je ¢isténi zbytkd vzorku
z grafitové kyvety za vhodné teploty tak, aby nedochdzelo ke zbyte¢nému opotiebeni
atomizatoru [14].

Pii spravném davkovani kapalného vzorku do atomizatoru lze dosédhnout vysoké
reprodukovatelnosti méteni. V souCasné dobé se davkovani kapalin provadi pomoci
automatického davkovace a jeho pracovni rezim (zpiisob kalibrace, ddvkované objemy, pocet
opakovani, davkovani vzorku a modifikatoru) je fizen programem. Davkovany objem roztoku
se bézn¢ pohybuje od 10 pl do 50 ul (na zédkladé objemu pouzitého modifikatoru a velikosti
atomizatoru) [17]. Davkovani vzorku a modifikéatoru je postupné nebo spole¢né. Pti stanoveni
vyssich koncentraci analytu je nutné vzorek ztedit, protoze rozsah kalibrace je pomérné tizky.
Vyhodou tedéni vzorkl je potlateni matricovych efektd. Jako alternativa fedéni vzorku je
pouziti sekundarni analytické ¢ary v HR-CS AAS. V pfipad€ nizké koncentrace analytu
v relativné velkém objemu vzorku lze pouzit prekoncentraci opakovanym davkovanim vzorku
piimo v kyveté, po némz nésleduje krok suSeni. Reprodukovatelnost stanoveni se ovSem snizuje
s narustajicim poctem kroki ddvkovani a suseni [14].

Déavkovani pevnych vzorkl je vhodné pro stanoveni stopovych a ultrastopovych koncentraci
analytu, pokud neni mozné pievést vysoce odolné materialy do roztoku, a pro analyty s vysokou
pravdépodobnosti ztraty nebo kontaminace. Pfed samotnym dévkovanim je nutné vzorek
dasledné zhomogenizovat mletim na analytickou jemnost (do 63 pm), idedln€ pod 25 pm. Dale
se vzorek navazuje (v rozmezi 0,05—-10 mg, nejlépe 0,3-3 mg) na grafitovou lodic¢ku, ktera je
nasledné vsunuta automatickym dévkovacem do atomizatoru [14]. Zbytky vzorku na povrchu
lodi¢ky je nutné mechanicky odstranit po kazdé analyze. Pouzity spektrometr pro davkovani
pevnych vzorkli musi byt vybaven ucinnou korekci pozadi [17]. Vyhodami metody jsou
zkraceni doby analyzy, vysoka citlivost a sniZeni ztrat i kontaminaci vzorku. Ale pfesnost
stanoveni muze byt nizsi nez u davkovani kapalného vzorku. K dal§im problémim dochazi pii
kalibraci, v pripadé nizké homogenity vzorku. V neposledni fad¢ dochéazi ke zvySeni rizika
interference [14].

2.5 Testovani toxicity nanocastic olova na pokusnych mySich

Pro ptipravu nanocéstic PbO (PbO-NPs) se pouziva technologie zahrnujici kroky odpafovani-
oxidace-kondenzace olova v trubicovém reaktoru. Olovény drat je umistén v keramickém
kelimku, ktery je poté vlozen do vertikélni keramické vyhtivané trubice. Ze vzniklé taveniny
odpatime olovo v peci pii 830 °C a obdrzime pary kovu v inertnim plynu (dusik) [21].
Poslednim krokem je oxidace par vzduchem (béhem fedéni) a jejich kondenzace na nanocastice
PbO [22]. Pted pouzitim pro inhala¢ni experimenty se vzniklé NPs oxidu olovnatého déle ziedi
proudem vzduchu na pozadovanou koncentraci [21].

Dosavadni experimenty stanoveni obsahu olova v organech pokusnych mysi byly provedeny
po riznou dobu inhalace a pro riizné koncentrace NPs. Prvni experiment subchronické expozice
nanocastic PbO [21] trval po dobu 6 tydnti (24 hodin denné, 7 dni/tyden). Dospélé samice mysi
(o hmotnosti pfiblizné 24 g) byly rozdéleny na dvé skupiny a byly umistény do inhala¢nich
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komor. Prvni experimentdlni skupina byla vystavena nanocésticim oxidu olovnatého
a obsahovala dv€ nezéavislé podskupiny. Primérna koncentrace inhalacnich NPs byla
23x10° gastic/cm?, resp. 0,956x10° &astic/cm® (modus 25,9 nm, geometricky stfedni primér
25,9 nm, medidn 25,8 nm, geometrickd smérodatnd odchylka 1,66, primérna hmotnostni
koncentrace 121,7 pg PbO/m?; resp. 149,3 pg PbO/m’). Odhadovana davka v pribéhu
Sestitydenniho inhala¢niho obdobi byla 0,75 ng (resp. 0,92 pg pro druhou podskupinu) PbO na
gram té¢lesné hmotnosti mysi. Druha kontrolni skupina byla vystavena stejnému vzduchu, jako
prvni, ale bez ptidavku nanocastic [21].

Druhy experiment [22] obsahoval celkem osm expozi¢nich obdobi: akutni expozice po dobu 4,
12, 24 a 72 hodin a subchronické expozice po dobu 1, 3, 7 a 11 tydnii. Sestitydenni samice mysi
(o hmotnosti okolo 24 g) byly umistény do inhala¢nich komor a byly vystaveny expozici
nanocastic 24 hodin denné, 7 dni/tyden. NPs oxidu olovnatého pii akutni expozici mély
koncentrace 4,05x10% PbO/cm® (406,6 pug/m’; modus 7,64 nm, geometricky stiedni primér
16,1 nm, geometrickd smérodatna odchylka 1,73). U subchronické expozice byly mysi
rozdéleny na tfi podskupiny: s niz§i koncentraci nanocastic PbO (skupina Pbl) —
3,83x10° PbO/cm® (39,1 pg/m’; modus 25,8 nm, geometricky stfedni primér 24,6 nm,
geometrickd smérodatna odchylka 1,72), s wvyssi koncentraci (skupina Pb2) —
1,93x10° PbO/cm® (192,5 pg/m?®; modus 21,9 nm, geometricky stiedni priimér 23,2 nm,
geometrickd smérodatnd odchylka 1,66) a kontrolni skupina s inhalaénim vzduchem bez NPs.
Odhadovana davka béhem experimentu s akutni intoxikaci byla 0,01, 0,03, 0,06 a 0,18 pg PbO
na gram télesné hmotnosti mysi pro dobu expozice 4, 12, 24 a 72 hodin. U experimentu se
subchronickou intoxikaci byla odhadovana davka 0,04, 0,12, 0,28 a 0,44 pg PbO na gram
télesné hmotnosti mysi pro dobu expozice 1, 3, 7 a 11 tydnd pro nizsi koncentrace NPs. Pro
vys$si koncentrace nanocastic byla odhadované davka 0,20, 0,59, 1,38 a 2,17 pg PbO na gram
télesné hmotnosti mysi [22].

Po skonc¢eni doby expozice byly mySi usmrceny. V prvnim experimentu byly odebrany plice,
jatra, ledviny, mozek a slezina pro chemické, histologické a imunofluorescencni analyzy [21].
Ve druhém experimentu byly odebrany plice, jatra, ledviny a mozek pro chemické,
histologické, biochemické a toxikologické analyzy [22].

Z vysledkli prvniho experimentu vyplyva, Ze subchronickd inhalace nanocéstic oxidu
olovnatého ma negativni G¢inky na buiiky a tkdn¢. Akumulace nanocastic byla zavisla na typu
organu; nejmensi mnoZzstvi bylo v slezin€ a mozku. Nejvetsi mnozstvi NPs bylo v plicich
a jatrech. Patologické zmény byly spojeny s mnozstvim nanocéstic v buiikach; nejvétsi
poskozeni bylo pozorovano v plicich a jatrech. Nejvyssi obsah olova byl v plicich, poté
v ledvinéch, jatrech, slezin€¢ a nejnizs§i — v mozku. Olovo bylo také pfitomno v krvi; po
6 tydnech inhalace byla koncentrace Pb 132 ng/g. V kontrolni skupiné byla koncentrace Pb pod
detek¢nim limitem (11 ng/g) [21].

Ve druhém experimentu se obsah olova v tkanich postupné zvySoval v zavislosti na davce
a dob¢ expozice. V plicich a ledvinach se obsah Pb prudce zvysil po 4 hodindch expozice,
v jatrech po 12 hodinach a v mozku po 72 hodinéch inhalace. Stejné€ jako v prvnim experimentu
byla nejvétsi koncentrace olova v plicich a ledvinach, v jatrech a mozku byla nizsi, ale
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kontinualn¢ se zvySovala s dobou expozice. PoSkozeni tkané¢ a morfologické zmény byly
zaznamenany zejména v plicich a jatrech. V ledvindch a mozku byly pozorovany mirné
patologické zmény [22].

3 CILE PRACE
Cilem bakalarské prace je analyza vzorku plic a mozkl pokusnych mysi po inhalaci nanoc¢astic
olova. K dil¢im cilim feSené prace patii:

e Vyvoj rozkladné metody pro mineralizaci biologickych tkani
e Vyvoj analytické metody pro stanoveni olova pomoci ET-AAS
e Stanoveni olova ve vzorcich organt experimentalnich mysi a vyhodnoceni dat
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Seznam pouzitych chemikalii a certifikovanych referen¢nich materialua

HNO3 (>65% Suprapur, Pb <5 ng/kg, Merck, Némecko)

Certifikovany referencni material NIST 1577b Bovine Liver — hovézi jatra
(Pb=0,129 £ 0,004 mg/kg)

Certifikovany referencni materidl BCR-397 Human Hair — lidské vlasy (Pb =33 + 1,2 mg/kg)

Certifikovany referencni materidl ERM-CE278k Mussel tissue — slavka jedla
(Pb=2,18 + 0,18 mg/kg)

Deionizovana voda

Palladiovy modifikator (Pd(NO3)2/HNO3 ca. 15%, Pb < 10 pg/l, Merck, Némecko)
Mg(NO3)2:6H20 (99%, Pb < 5 pg/kg, Merck, Némecko)

NH4H2P04(99,99%, Pb <5 ng/kg, Suprapur, Merck, Némecko)

Standard olova (Pb = 1000 + 4 mg/l ve 2% HNO3, Sigma-Aldrich, Svycarsko)

4.1.1 Priprava roztoku modifikatori

Modifikator matrice A: smés dihydrogenfosforecnanu amonného a hexahydratu dusi¢nanu
hotecnatého. Do 50 ml banky bylo navdzeno 25,9 mg Mg(NO3)2:6H20 a 250 mg NH4H2PO4
a obsah odmérné banky byl doplnén deionizovanou vodou.

Modifikator matrice B: smés palladia a hexahydratu dusi¢nanu hote¢natého. Do 50 ml baiiky
bylo navazeno 25,9 mg Mg(NO3)2:6H20 spolu s 2,5 ml palladiového modifikéatoru
(PA(NO3)2/HNOs3) a obsah odmérné banky byl doplnén deionizovanou vodou.

4.2 Seznam pouzitych pomiicek a pristroji

Atomovy absorp¢ni spektrometr AAnalyst 600 (PerkinElmer, USA)

Atomovy absorpcni spektrometr AAnalyst 600 (Obrazek 2) je vybaven grafitovou peci
s pficnym ohtfevem pro elektrotermickou atomizaci. Atomizator je tvofen grafitovou kyvetou
s platformou s uzavienymi konci pro tékavé prvky (PerkinElmer, USA). Korekci pozadi
zajiStuje elektromagnet s inverznim podélnym Zeemanovym jevem. Jako zdroj zéafeni pro
stanoveni olova byla pouzita vybojka s dutou katodou — Pb HCL (Lumina, PerkinElmer); proud
na vybojce — 10 mA (maximalné¢ 12 mA). Dalsi parametry: testovany propoustény spektralni
interval (Stérbina) — 0,2 a 0,7 nm, pouzité vinové délky — 283,3 a 217 nm, testované objemy
davkovani vzorku — 20 a 50 pl, testovana doba integrace signalu (integrovana absorbance) —
3 a 4 sekundy.
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Obrazek 2: Atomovy absorpcni spektrometr AAnalyst 600

Mineralizator UltraWAVE (Milestone, Italie)

UltraWAVE (Obrazek 3) je mikrovinny vysokotlaky mineralizator umoznujici rozklad vzorkt
pro stopovou a ultrastopovou analyzu. Hlavni vyhodou mineralizatoru je kombinace
mikrovinného ohfevu s vysokotlakym reaktorem s tlakovou inertni (N2) naplni, kterd zamezuje
jakékoli kiiZové kontaminaci mezi vzorky, ¢i ztratam tékavych analytl. Béhem rozkladu je
mozné dosdhnout extrémnich hodnot tlaku (az 160 bar pii rozkladu), coz umoznuje rozklad
vzorkll s vysokym obsahem uhliku. Proces pfipravy vzorkd mikrovlnnym rozkladem je fizen
dle pracovniho programu, ktery lze vyvijet v zavislosti na matrici vzorku [23].
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Obrazek 3: Mineralizator UltraWAVE

Cistici systém traceCLEAN, (Milestone, Itélie)

TraceCLEAN (Obrazek 4) zajistuje efektivni Cisténi nadobi parami kyseliny dusicné. Necistoty
hromadici se v Cistici kyselin€ ziistavaji v zasobniku a neptichazeji znovu do styku s vy€isténym
nacinim [24].

Obrazek 4: Cistici systém traceCLEAN

Analytické vahy PI-314 (Denver Instrument, USA)

Automatické pipety s riznym rozsahem objemu (Thermo Fisher Scientific, USA)
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4.3 Popis inhala¢niho experimentu

Inhalaéni experiment probihal na Ustavu analytické chemie Akademie Véd CR, v.v.i.. Inhala¢ni
komora (Obrazek 5) byla zkonstruovéana ke studiu chronické expozice malych zvitat
nanocasticim kovl za pfisné kontrolovanych podminek a je vyrobena ze skla a nerezové oceli.
Umoziuje dlouhodobou inhalaci (24 hodin denn¢) Ctyi samostatnych skupin mysi (kazda
skupina az 60 jedinct) nebo potkanii (kazda skupina az 20 jedinct). V inhala¢ni komote je
mozné kontrolovat osvétleni, teplotu, relativni vlhkost, hmotnostni i pocetni koncentraci
nanocastic [25].

Obrazek 5: Inhalacni komora

Metoda piipravy PbO-NPs byla stejna jako v ptredchozi studii [26]. Nanocastice PbO byly
kontinudlné¢ generovany v trubicovém reaktoru pomoci techniky odpafovani-oxidace-
kondenzace. Malé¢ mnozstvi olovnéného dratu bylo umisténo do keramického kelimku, ktery
byl vloZen do keramické pracovni trubice vertikaln¢ orientované pece. Roztavené olovo bylo
odpareno ve stfedu pece pii teploté 830 °C. Kovové pary kondenzovaly za vzniku nanoc¢astic
olova, které¢ byly odvadény z pece proudem inertniho plynu (dusiku) a ziedény proudem
vzduchu, béhem kterého bylo olovo oxidovano na oxid olovnaty. Ob¢ rychlosti pratoku byly
nastaveny na 3 I/min. Vysledné PbO-NPs byly ziedény ve druhém kroku proudem vzduchu
(20 /min) a pouzity pro inhala¢ni experimenty. Primérna pocetni koncentrace Castic ve
vzduchu v inhalaéni komote ¢inila 1,42x10° ¢astic/cm?, distribuce ¢astic méla nejvyssi relativni
Cetnost 32,6 nm a priimérnd hmotnostni koncentrace PbO byla 73 pg/m>.
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4.3.1 Seznam pouzitych vzorku

Celkem bylo v experimentu pouzito 140 laboratornich mysi (samic). Pro potifeby chemické
analyzy bylo odebrano 67 jedincii, ptehled vSech odebranych vzorkt je v tabulce (Tabulka 1).

Tabulka 1: Popis odebranych vzorkii

Datum odbéru
16.06.2020 | 17:06:2020 | 19062020 [ 23.06.2020 07.07.2020
(6 tydni (6 tydni (6 tydni (6 tydni (6 tydni
inhalace) inhalace + inhalace + inhalace + inhalace +
1 den) 3 dny) 7 dnil) 21 den)
41/K/6T 51/K/1D 61/K/3D 71/K/7D 81/K/21D
42/K/6T 52/K/1D 62/K/3D 72/K/7D 82/K/21D Kintffﬂm
43/K/6T 53/K/1D 63/K/3D 73/K/7D 83/K/21D s (‘;I:Z“a
44/K/6T 54/K/1D 64/K/3D 74/K/7D 84/K/21D expozice)
55/K/1D 65/K/3D 75/K/7D 85/K/21D
41/PbO/6T | 51/PbO/ID | 61/PbO/3D | 71/PbO/7TD | 81/PbO/21D
42/PbO/6T | 52/PbO/ID | 62/PbO/3D | 72/PbO/TD | 82/PbO2ID | }fklul?}n,a
2 | 43/PbO/6T | 53/PbO/ID | 63/PbOBD | 73/PbO/ID | 83/PbO2ID | 1WA PO
o
S | 44/PbO/6T | 54/PbO/ID | 64/PbO/3D | 74/PbO/7D | 84/PbO2ID | experimentu
E 65/PbO/3D | 75/PbO/ID | 85/PbO/21D
>0 .
2 1/PbOC/ID | 11/PbOCAD | 21/PbOC/TD | 31/PbOC/2ID | . SKupina
8 inhalujici po
dobu 6
2/PbOC/ID | 12/PbOC/3D | 22/PbOC/TD | 32/PbOCI2ID | (g4ns odbr
jedinci byl
3/PbOC/ID | 13/PbOC/3D | 23/PbOC/7D | 33/PbOC/2ID | provadén po
riznych
4/PbOC/1D | 14/PbOC/3D | 24/PbOC/7D | 34/PbOC/21D obdobich
detoxikace
5/PbOC/ID | 15/PbOC/3D | 25/PbOC/7D | 35/Pb0oC/21D | (Is Z’ezl)a 21

V ramci experimentu se sledovaly koncentrace v plicich, mozku, jatrech, sleziné, ledvinach,
tlustém a slepém stievé, krvi, Celisti a stehenni kosti. Pro bakalafskou praci byly pouzity vzorky
plic a mozkd.

4.4 Pracovni postupy a metodika

4.4.1 Cistota prace

Pti praci v laboratofi byla velka pozornost vénovana Cistoté prace. Ve stopové analyze kovl
muze 1 malé mnozstvi necistot vyznamné ovlivnit konecny vysledek. Zpracovani vzork
1 vlastni analyza byla provedena v Cisté laboratofi, ktera je vybavena uc¢innou filtraci vzduchu
(HEPA filtry) i ¢istymi boxy. VSechny pouzité¢ chemikalie byly v Cistoté pro stopovou analyzu;
pro piipravu roztokli byla pouzita vysoce Cistd deionizovand voda. Dekontaminace
mineraliza¢nich zkumavek byla zajiSténa vysoce u¢innym cisticim systémem traceCLEAN. Po
umisténi nddobi do pfistroje a spusténi programu se v dolnim zasobniku zahieje kyselina
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dusi¢nd, jeji Cisté pary proudi nahoru sklenénymi trubicemi (na kterych je nasazeno Cisténé
nadobi). Kyselina poté kondenzuje na zkumavkéach, coz umoziiuje odstranéni stopovych
necistot z povrchu. Veskeré kontaminanty zastavaji v spodnim zasobniku [24]. Po ochlazeni je
povrch nadobi vzdy dikladné oplachnut deionizovanou vodou a vysusen v Cistém boxu pod
laminarnim proudem ¢istého vzduchu. Pro diikladné vycisténi je vhodné pouzit dekontaminaci
v parach HNO3 po dobu nejméné 5 hodin.

4.4.2 Mineralizace vzorku

Pted vlastnim rozkladem byly vzorky plic a mozkid zvazeny na analytickych vahach, pfeneseny
do kiemennych zkumavek a do kazdé bylo napipetovano 3 ml kyseliny dusi¢né. Roztoky byly
mineralizovany v mikrovinném mineralizatoru UltraWAVE. Rozklad byl proveden podle
teplotniho programu optimalizovaného pro biologické matrice, ktery je uveden v tabulce
(Tabulka 2). Pocatecni tlak inertni atmosféry reaktoru ¢inil 40 bar.

Tabulka 2: Teplotni program mineralizace pro biologické matrice

Cas Teplota mineralizace

KeOK | fomin] °C]

1 0,03 100

2 10 120

3 15 200

4 18 250

5 25 250

6 35 65

Po dokonceni rozkladu vzorkid byl kazdy mineralizat kvantitativné preveden spolu se 7 ml
deionizované vody do scintilaénich vialek (HDPE). Spolu se vzorky organt byla pfipravena
sada certifikovanych referen¢nich materidlu (9 vzorkti) a blankt (13 vzork®). Navazky CRM
jsou uvedené v tabulce (Tabulka 3):

Tabulka 3: Navazky certifikovanych referencnich materialii

Néazev CRM Primérna navazka [mg]
NIST 1577b Bovine Liver 501,7
BCR-397 Human Hair 107,6
ERM-CE278k Mussel tissue 213,1

Prabéh rozkladu CRM 1577b Bovine Liver, na kterém je patrnad exotermni reakce rozkladu
organické matrice, je uveden na obrazku (Obrazek 6). CRM 1577b Bovine Liver byl po
exspiraci (20 let), z toho diivodu neodpovidal stanoveny obsah Pb certifikovanému obsahu
a nadale byly pouzivany ostatni certifikované referenéni materialy.
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Obrazek 6: Priubeh rozkladu CRM 1577b Bovine Liver

4.4.3 Vyvoj a testovani parametru analytické metody pro stanoveni Pb ET-AAS

Pted stanovenim obsahu olova ve vzorcich plic a mozkid atomovou absorpéni spektrometrii
s elektrotermickou atomizaci (ET-AAS) byly provedeny optimaliza¢ni experimenty s riznymi
modifikatory matrice — NH4H2PO4/Mg(NO3)2 a Pd/Mg(NOs)2, pro optimalizaci vhodné
pyrolyzni a atomizacni teploty. Ddle bylo testovano vhodné mnoZzstvi modifikatoru. Ke
stanoveni Pb byly v této praci pouzity dvé vinové délky — 283,3 nm a 217 nm. Kazdy vzorek
byl stanoven paralelné tfikrat. Vyhodnoceni signalu bylo provadéno podle plochy piku
(integrované absorbance).

Pro vyvoj analytické metody bylo do atomizatoru davkovéano 20 pl vzorku, objem modifikatoru
byl 10 pl. Vyvoj teplotniho programu atomizatoru byl proveden pii vinové délce 283,3 nm.
Me¢fteni pyrolyzni a atomizaéni kiivky bylo provedeno pro vodny roztok standardu olova
(fedénim zasobniho roztoku olova o koncentraci 1 mg/l) za pouziti NH4sH2PO4/Mg(NO3)2
modifikatoru matrice (modifikator A). Pyrolyzni kfivka byla métena pti teplotach 600—1000 °C
a atomizacni teploté 1600 °C, ktera je doporucena vyrobcem (Perkin Elmer) pro stanoveni Pb.
Néslednym méfenim atomizacni kiivky (pro teploty 1100-1500 °C) pii optimalizované
pyrolyzni teploté byla zjisténa vhodna atomizacni teplota. Bylo testovano davkovani 1, 5a 10 pl
fosfore¢nanového modifikatoru matrice (modifikator A) pfi teploté pyrolyzy 800 °C, za teploty
atomizace 1300 °C.

Obdobny postup optimalizace byl zvolen pii pouziti palladiového modifikatoru matrice
(modifikator B). Zakladni teploty doporucené v literature byly 1200 °C (pyrolyza) a 2000 °C
(atomizace) [27]. Méfeni kiivek bylo provedeno s vodnym roztokem standardu olova pii
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atomizacni teploté 2000 °C v rozsahu 700-1200 °C. Atomizacéni kiivka byla métena pro teploty
od 1600 do 2100 °C. Bylo testovano davkovani 1, 5 a 10 pl palladiového modifikatoru
(modifikator B) pfi teploté pyrolyzy 800 °Ca teploty atomizace 1900 °C.

Pro dalSi experimenty byl vzdy pouzit vyhradné fosfore¢nanovy modifikator matrice
(modifikator A). Doba atomizace a integrace signalu byla zvySena z 3 s na 4 s. DalSim
testovanym parametrem bylo ddvkovani rtizného mnozstvi vzorku: 20 a 50 pl. Pfi dalSich
méteni bylo do grafitové kyvety vzdy davkovéano 50 pl vzorku.

Pro ovéteni optimalizovanych parametri analytické metody (teplotni program a modifikator
matrice) byla zméfena kalibrace s vodnym roztokem standardu olova pro koncentrace olova 0;
12,5; 25; 37,5 a 50 pg/l, s naslednou analyzou mineralizath certifikovaného referen¢niho
materialu BCR-397 Human Hair.

Nésledujicim krokem optimalizace byla zména vinové délky na 217 nm (primarni ¢ara), protoze
citlivost sekundarni ¢ary (283,3 nm) je nizsi (42 % primarni absorpcni ¢ary). Méfeni pii 217 nm
ovSem muze zvySovat interference a Sum [28]. Pii vlnové délce 217 nm byla namétfena
kalibra¢ni piimka s vodnym roztokem standardu olova pro koncentraci olova 0; 12,5; 25; 37,5
a 50 pg/l (byly testovany dvé sitky Stérbiny — 0,2 a 0,7 nm). Pro ovéfeni spravnosti méteni byl
stanoven obsah v certifikovaném referen¢nim materialu BCR 397.

Jelikoz citlivost olova pfi vinové délce 217 nm byla vyssi nez pfi vinové délce doporucené
vyrobcem (283,3 nm), méteni certifikovanych referen¢nich material bylo provedeno pii obou
vlnovych délkach pro ovéfeni shody vysledkd. Pro kalibraci pii 283,3 nm byly pfipraveny
vodné roztoky standardu olova 0; 5; 10; 15 a 20 pg/l.

Pro kalibrace pfi 217 nm byly pfipraveny vodné roztoky standardu olova o koncentraci 0; 1,25;
2,5; 3,75 a 5 pg/l. Roztoky certifikovanych referen¢nich materialit byly fedény do rozsahu
kalibra¢ni ptfimky. Pro stanoveni rozsahu linearity méfeni byly pfipraveny a zméteny vodné
roztoky standardu olova (6,25; 7,5; 8,75; 10; 11,25; 12,5; 13,75; 15; 16,25; 17,5; 18,75
a 20 pg/l).

4.5 Stanoveni Pb ve vzorcich organt

Pro analyzu organt byla zvolena vlnova délka 217 nm za pouziti optimalizovaného teplotniho
programu s fosforeCnanovym modifikdtorem matrice (modifikator A). Analyzovano bylo
celkem 134 vzorki organii, z toho 67 vzorka plic a 67 vzorkli mozku, spolu s roztoky blanki
(postup mineralizace je uvedeny v kapitole 4.4.2).

Nejprve byly méteny vzorky blankl a mozk, a to jako nefedéné mineralizaty. Byla zvolena
externi kalibrace s pfizplisobenou matrici. K mineralizatim kontrolnich mysi byl pfidan
standard Pb a vysledné koncentraci olova byly 0; 1,25; 2,5; 3,75 a 5 pg/l. Pro kazdy vzorek
byly provedeny tfi paralelni stanoveni. Poté byla provedena analyza vzorku plic. Externi
kalibrace byla provedena stejnym zptisobem pfidanim standardu olova ke vzorkiim plic
kontrolnich mysi v rozsahu koncentraci 0; 2,5; 3,75 a 5 pg/l. Pro stanoveni Pb v mineralizatech
plic byly vzorky dvakrat ziedény deionizovanou vodou. Pro kazdy vzorek byly provedeny tfi
paralelni stanoveni.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace parametra analytické metody

Pro méfeni pyrolyznich a atomizacnich kfivek byl pouzit postup uvedeny v kapitole 4.4.3.
Nejprve byla zméfena pyrolyzni a atomizacni kiivka pii 283,3 nm s fosforeCnanovym
modifikdtorem (modifikator A) a vodnym roztokem standardu olova, které jsou zobrazeny
v grafu (Obrazek 7). Zlom pyrolyzni kiivky byl pii 900 °C, pyrolyzni teplota byla zvolena
0 100 °C nize — 800 °C. Dalsim méfenim atomizacni kiivky pfi stanovené pyrolyzni teploté
800 °C bylo dosazeno maxima atomizacni kiivky pti 1200 °C, vysledna atomizac¢ni teplota byla
zvolena o 100 °C vyse — 1300 °C. Zména mnozstvi modifikatoru matrice neméla vyznamny
vliv na hodnotu absorbance Pb, z toho diivodu bylo ponechano mnozstvi modifikatoru matrice
na 10 pl, podle doporu€eni vyrobce. Optimalizovany teplotni program pro fosfore¢nanovy
modifikator (modifikator A) je zndzornén v tabulce (Tabulka 4). Sklada se celkem z 5 krokd,
béhem prvniho a druhého probéhlo suseni vzorku, tietim krokem byla pyrolyza, ¢tvrtym byla
atomizace a poslednim ¢isténi grafitové kyvety.

Absorbance

0,25
0,23
0,21
0,19
0,17
0,15
0,13
0,11
0,09
0,07

0,05
450

N N ~/

I\ N PaS

650 850

1050

Teplota [°C]

== pyrolyzni kfivka (pfi teploté
atomizace 1600 °C)

¥—atomizacni kfivka (pfi teploté
pyrolyzy 800 °C)

K —x

1450 1650

Obrazek 7: Pyrolyzni a atomizacni kiivka pri 283,3 nm s fosforecnanovym modifikdatorem A a vodnym

roztokem standardu olova

Tabulka 4: Teplotni program atomizatoru pro fosforecnanovy modifikdtor

Krok | Teplota [°C] | Narist [°C/s] Trvéni [s] Vm“[nnlﬂt/"rﬁiggon“
1 110 1 30 250
2 130 15 30 250
3 800 20 20 250
4 1300 0 3 0
5 2450 1 2 250
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Me¢teni pyrolyzni i atomizacni kiivky pii 283,3 nm s palladiovym modifikdtorem B (vodny
roztok standardu olova) je zobrazeno v grafu (Obrazek 8). Pyrolyzni kiivka byla méfena pfi
atomizacni teploté 2000 °C a méla zlom na 900 °C. Teplota pyrolyzy byla zvolena na 800 °C.
Na zaklad¢ atomizac¢ni kiivky s maximem pii 1800 °C byla zvolena atomizac¢ni teplota 1900 °C.
Za testovaného davkovani 1, 5 a 10 pl palladiového modifikatoru matrice se citlivost vyznamné
neménila. Konecné davkované mnozstvi modifikdtoru matrice bylo 10 pl. Vysledny
optimalizovany teplotni program pro palladiovy modifikator je uveden v tabulce (Tabulka 5).

0,25
0,23
0,21
0,19
0,17
0,15

Absorbance

0,13
0,11
0,09
0,07
0,05

Obrazek 8: Pyrolyzni a atomizacni kiivka pri 283,3 nm s palladiovym modifikatorem B a vodnym
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atomizace 2000 °C)
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1700
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1900 2100

Tabulka 5: Teplotni program atomizatoru pro palladiovy modifikator

Krok | Teplota[°C] | Narist [°C/s] Trvéni [s] thr[rgﬂt/olﬁiiggonu
1 110 1 30 250
2 130 15 30 250
3 800 20 20 250
4 1900 0 3 0
5 2450 1 2 250

2300

Porovnanim pribehu signélu na Case pti pouziti fosfore¢nanového (Obrazek 9) a palladiového
modifikatoru (Obrazek 10) je ziejmé, Ze pik méteny za pouziti fosforecnanového modifikatoru
ma gaussovsky tvar; za pouziti palladiového modifikatoru dochazelo k nezadoucimu Stépeni
piku (kazdy z piku na Obrazek 9 a Obrazek 10 odpovida 2 ng olova v absolutnim mnozstvi).

27



0.500
A —signal Pb
B — pozadi

Absorbance

0.000

Cas [s]
Obrazek 9: Zavislost absorbance na case pri pouZiti fosforecnanoveho modifikatoru A (A = 283,3 nm)
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Obrazek 10: Zavislost absorbance na case pri pouziti palladiového modifikatoru B (A = 283,3 nm)
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Nameétené kalibracni piimky pro modifikatory matrice jsou v grafu (Obrazek 11). Pti shodnych
koncentracich olova je vidét, Ze absorbance pii méteni s fosfore¢nanovym modifikatorem je
vy$si nez pii ptidavku palladiového modifikatoru.

0,20
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R?=0,9974
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A fosforecnanovy modifikator @ palladiovy modifikator

Obrazek 11: Kalibracni primky modifikatorii matrici

Pro optimalizovany teplotni program za pouziti fosfore¢nanového modifikatoru
(modifikator A) muze dojit pfi vySSich hodnotach absorbanci k rozsiteni piku, doba atomizace
tak byla prodlouzena na 4 s. Kone¢ny teplotni program je znadzornén v tabulce (Tabulka 6).

Tabulka 6. Konecny teplotni program pro fosforecnanovy modifikdtor A

Krok | Teplota [°C] | Nérist [°C/s] Trvéni [s] thr[nnlﬂt/orﬁiiggonu
1 110 1 30 250
2 130 15 30 250
3 800 20 20 250
4 1300 0 4 0
5 2450 1 2 250

Vzhledem k vys$si citlivosti stanoveni Pb pfi vinové délce 217 nm (Obrazek 14) bylo provedeno
stanoveni olova v certifikovanych referen¢nich materidlech BCR-397 Human Hair a ERM-
CE278k Mussel tissue pii obou vlnovych délkach (kalibraéni pifimky na Obrazek 12
a Obrazek 13, vysledky stanoveni v Tabulka 7). Pik na obrazku (Obrazek 14) odpovida 1 ng Pb.
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Obrazek 12: Kalibracni primka pri 283,3 nm
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Tabulka 7: Stanoveny obsah olova v certifikovanych referencnich materialech

Absorbance

0,2
0,15
0,1

0,05

y = 0,0137x
R? =0,9975

6

Koncentrace [pg/I]

8 10 12 14

Obrazek 13: Kalibracni primka pri 217 nm

Absorbance

0.000

283,3 nm 217 nm
Nazev CRM Obsah Pb SD Obsah Pb SD
[mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg]
BCR-397 Human Hair 32 1,2 32 0,8
ERM-CE278k Mussel tissue 2,07 0,04 2,12 0,05
1.000
A —signal Pb
B — pozadi

0.0

Cas [s]

4.0

Obrazek 14: Zavislost absorbance na case pri pouziti fosforecnanového modifikatoru A (A = 217 nm)
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Stanoveni olova v certifikovanych matridlech BCR-397 Human Hair a ERM-CE278k Mussel
tissue pii obou vinovych délkédch mélo dostatecnou shodu s certifikovanymi obsahy (na zakladé
jednovybérového oboustranného t-testu, nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi
certifikovanymi a naméfenymi hodnotami na hladin¢ vyznamnosti p = 0,05). Stanoveni olova
vyvinutou analytickou metodou tedy umoziuje spravné stanoveni Pb pii vinové délce 217 nm
pro stanoveni stopovych koncentraci ve vzorku.

Pro vyvinuty postup analyzy byl déle testovan rozsah linearity prodlouZenim kalibra¢ni ptimky
pfi 217 nm. Kalibra¢ni pfimka méla linearni oblast do koncentrace 12,5 pg/l (Obrazek 13);
dal§im zvySovanim koncentrace bylo pozorovano zakiiveni ptimky.

5.2 Stanoveni Pb ve vzorcich

Pted vlastnim stanovenim obsahu olova ve vzorcich orgdnt byly méfeny slepé vzorky (blanky
zahrnujici vSechny kroky analyzy); vysledky jsou znazornény v grafu (Obrazek 15). Primérna
hodnota blanku ¢inila 2,8 ng Pb.
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Obrazek 15: Hmotnost olova ve slepych vzorcich

Ze zjisténych hodnot smérodatné odchylky (SD) obsahu olova ve slepych vzorcich byly
vypocteny limity detekce a stanovitelnosti pro vzorky mozki a plic. Limit detekce (LOD)
a limit stanovitelnosti (LOQ) byl vypocitan jako trojnasobek, resp. desetinasobek, SD blankd.
Limity byly vztazeny na primérnou hmotnost vSech vzorki mozki a plic. Vysledny LOD pro
vzorky mozk ¢inil 0,0038 mg/kg a LOQ byl 0,0125 mg/kg; pro vzorky plic byl vysledny LOD
0,0153 mg/kg a LOQ ¢inil 0,0509 mg/kg.

Pro stanoveni obsahu olova v organech byly méfeny kalibracni pifimky (pro vzorky mozku
Obrazek 16 a pro vzorky plic Obrazek 17). Stanoveny obsah olova ve vzorcich mozki a plic je
uveden ve grafech (Obrazek 18 a Obrazek 19). Grafy byly sestaveny bez kontrolnich skupin
mysi, protoze vSechny vzorky kontrolnich mysi (skupina bez inhalace) mély obsah olova pod
limitem detekce.
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Obrazek 16: Kalibracni primka pro vzorky mozkii
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Obrazek 17: Kalibracni primka pro vzorky plic

Ve vzorcich plic 31/PbOC/21D a 35/PbOC/21D skupiny z 21denni detoxikaci po 6 tydnech
inhalace byl obsah olova také pod limitem detekce. Rozdily v obsazich olova v ramci stejné
skupiny inhalujicich mysi ¢i stejné skupiny mysi v detoxikacnim rezimu jsou pravdépodobné
zpisobeny biologickou variabilitou jedinct.

Primérné obsahy Pb v mozcich i plicich jednotlivych skupin jsou uvedeny v tabulce
(Tabulka 8). Pfi vypoctu primérnych hodnot byly vylouceny ty, které byly pod detekénim
limitem. Ve vzorcich mozkl se obsah Pb postupné zvySoval od skupiny, ktera inhalovala
nanocastice po dobu 6 tydnt, a byl nejvyssi ve skupiné mysi, kterd byla vystavena nanoc¢asticim
olova po dobu 6 tydnii a 21 dni. V pribehu detoxikace byl nejnizsi obsah olova ve skupiné po
21denni detoxikaci po 6 tydnech inhalace, zatimco nejvyssi byl v jednodenni detoxikacni
skupiné¢ po 6 tydnech inhalace. Kontaminace olovem je evidentni ve vzorcich plic pfi
pokracujici dob¢ inhalace. U skupin podstupujicich detoxikaci po 6 tydnech inhalace dochéazelo
k postupnému snizeni mnozstvi olova v plicich se zvySujici se detoxikac¢ni dobou.
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Tabulka 8: Priimérné obsahy olova jednotlivych skupin

Obsah olova [mg/kg]
, . ) L . Skupina s riiznymi obdobimi
Organ Doba Kontrolni skupina | Skupina inhalujici ) ,
i detoxikace po 6 tydnech
bez expozice Pb po celou dobu )
inhalace
6 tydnt
0,0553 +£0,0053 —
6 tydnd +
0,0629 +0,0091 0,0920 + 0,0340
1 den
6 tydna +
Mozek <LOD 0,0740 + 0,0280 0,0520 + 0,0130
3 dny
6 tydnd +
., 0,0720 £ 0,0280 0,0600 + 0,0120
7 dni
6 tydnd +
0,1280 + 0,0420 0,0370 £ 0,0130
21 den
6 tydnt
1,2500 + 0,2800 -
6 tydnd +
2,0100 + 0,2300 1,2300 + 0,4200
1 den
6 tydnd +
Plice | > " <LOD 1,2800 + 0,2900 0.4560 % 0,0830
3 dny
6 tydnd +
. 1,2400 £ 0,1800 0,2500 + 0,1100
7 dnti
6 tydna +
1,7500 + 0,1600 0,0553 +0,0069
21 den
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6 ZAVER

Hlavnim tkolem této bakalatrské praci byl vyvoj analytické metody pro stanoveni obsahu olova
ve vzorcich plic a mozkl po inhalaci nanocéstic. Pokusné mysi byly rozdé€leny do 3 skupin:
kontrolni bez expozice nanocésticim, skupina inhalujici v pribéhu celého experimentu
a skupina s rtiznou dobou detoxikace po 6 tydnech inhalace. Detoxika¢ni obdobi byly 1, 3, 7
a2l dni. Pro chemickou analyzu byly odebrany organy 67 jedincl. Primérnd hmotnostni
koncentrace PbO v inhala¢ni komote ¢inila 73 pg/m?.

Navrzenym teplotnim programem mikrovinného mineralizatoru byly mineralizovany vzorky
plic, mozki, certifikovanych referencnich materialti za souc¢asné kontroly obsahu analytu ve
slepych vzorcich. Déle byl optimalizovan teplotni program pro ET-AAS vcetné hlavnich
parametr( analytické metody. Méteni vzorkl orgédnti bylo provedeno vyvinutym postupem pfii
vlnové délce 217 nm s fosfore¢cnanovym modifikdtorem matrice (NH4H2PO4/Mg(NO3)2).
Stanoveni olova vyvinutou metodou bylo ovéfeno analyzou dvou certifikovanych referen¢nich
materiald — ERM-CE278k Mussel tissue a BCR-397 Human Hair. Vysledny limit
detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) pro vzorky mozkt ¢inil 0,0038 mg/kg, respektive
0,0125 mg/kg; pro vzorky plic byl vysledny LOD 0,0153 mg/kg, LOQ ¢inil 0,0509 mg/kg.

Vysledky analyzy vzorkl ukazaly, ze kontrolni skupiny mysi mély obsah olova pod limitem
detekce, coz potvrzuje absenci kontaminace olovem béhem inhala¢niho experimentu i nasledné
chemické analyzy. U exponovanych jedincii byla zaznamenana zna¢na intoxikace olovem
béhem inhala¢niho experimentu. Ve vzorcich mozka se primérny obsah Pb béhem inhalace
postupné zvySoval od 0,0553 mg/kg do 0,1280 mg/kg. V pribéhu detoxikace dochazelo
k poklesu obsahu olova z 0,092 mg/kg na 0,037 mg/kg. Primérny obsah Pb ve vzorcich plic
dosahl nejvyssich hodnot po 6 tydnt a ldenni inhalaci — 2,01 mg/kg, nejnizsich hodnot po
6 tydnil a 7denni inhalaci — 1,24 mg/kg. U detoxikacnich skupin se primérny obsah olova snizil
z 1,2300 mg/kg na 0,0553 mg/kg. V ramci provedeného experimentu byl tedy potvrzen
efektivni detoxikacni mechanismus u laboratornich mysi, které byly vystaveny vysokym
koncentracim nanocastic olova po dobu mnoha tydnli. Mira schopnosti detoxikace bude
pravdépodobné také zavisla na biologické variabilité jedincu.
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