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ANOTACE

Diplomova prace je zaméfena na prvkovou analyzu lidskych vlasi a konskych zini.
Byl navrzen a upraven postup ptipravy vzorkl konskych zini pro stanoveni 18 prvkd pomoci
optické spektrometrie s buzenim v indukéné vazaném plazmatu a hmotnostni spektrometrie
sionizaci vindukéné vazaném plazmatu a prualetovym analyzatorem S ortogondlnim
urychlovanim iontt. Byl proveden kontamina¢ni pokus vzorkl s pidou, sedimentem, popilkem

a roztokem simulovaného potu s ptidavkem prvki.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

The explanatory power of multi-analyte analysis of human hair and animal fur

ANNOTATION

The thesis is focused on elemental analysis of human hair and horse hair. The process
of preparation of horse hair samples for the determination of 18 elements by an inductively
coupled plasma optical emission spectrometry and time-of-flight inductively coupled plasma
mass spectrometry has been proposed and modified. The contamination experiment of samples
with soil, sediment, fly ash and simulated sweat solution with addition of elements

was performed.
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UvVOD

Prvkova analyza lidskych vlast a zvifecich srsti se stale t€8i velkému zajmu, a to nejen
Vv oblasti védecké, ale i komercni, je vyuzivana pro rizné ucely, napf. K hodnoceni vlivu
zivotniho prostfedi a expozice organismu toxickymi prvky. Sleduji se pracovni expozice
vybranych profesi (napf. zubafi, zaméstnanci sklaren a tézebnich doli) i expozice obyvatel
znecisténych méstskych oblasti ¢i zijicich v blizkosti prtimyslovych oblasti. Komer¢ni
laboratofe nabizeji sluzby prvkové analyzy laické vetejnosti ke zhodnoceni nutri¢niho
a zdravotniho stavu jedince, k Gpravé stravovacich navykut a k suplementaci riznymi dopliky
stravy ¢i vitaminy. Vlasy je mozno vyuzit také v kriminalistice. Forenzni analyza muze odhalit,
jakym vlivim (chemikalie, jedy nebo drogy) byl organismus vystaven i n€kolik mésici zpétné.
Analyza vlasi napomaha pii detekci pouzivani nedovolenych latek, dopingu, drog apod. Stejné
jako vlasy je dialezitym a vyuZivanym materidlem také zvifeci srst. Elementarni analyza

vlast/srsti md mnoho vyhod, mezi které patfi jednoduchy, neinvazivni odbér, skladovani

za béznych podminek, ale také vyssi obsahy prvkia nez v jinych biologickych materidlech.

Tato diplomova prace se zabyva soucasnym stavem prvkové analyzy vlast a srsti,
zejména Vv souvislosti s pivodem vzorku vlast/srsti, zdravotnim stavem jedince a praktickymi
aspekty prvkové analyzy (postupy ptipravy vzorku k analyze). Experimentalni ¢ast je zamétena
na preanalytickou ¢ast prvkové analyzy konskych zini, tedy na postupy odstranéni povrchovych
necistot, kdy je zkoumano a porovnavano celkem 5 pracich postupil. Dale je v praci navrZzen
kontaminaéni experiment, ktery by mél umoznit vyhodnoceni dopadi externi kontaminace

a ucinnost pracich metod pfi jejim odstranéni.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Lidsky vlas

Vlas je derivatem epidermis, jedna se o keratinovy utvar, ktery vyrasta z vchlipenin
epidermis, nazyvanych vlasové folikuly. Vlasy wvznikaji béhem nitrod€lozniho vyvoje,
kdy ve 20. tydnu gravidity zacina vyristat lanugo (primarni ochlupeni plodu). Po narozeni
se pocet vlasovych folikuli nezvysuje. Celkové je na téle okolo 5 milionti chlupd, z nichz
kolem 100 000 vlasti je v kstici. Spodni ¢ast folikulu se rozsifuje v bulbus, ve kterém je vespodu
umisténa vazivova papila a nad ni je umisténa zarode¢na matrix. Buiikky matrix se postupné déli
a vyvijeji v dalsi vrstvy spodni ¢asti folikulu. Z né&j pozdéji vlas vyrista. Samotny pilus (chlup)
se sklada z vlasového stvolu, kotfene, pochvy, cibulky a vlasové bradavky. Vlasovy stvol
je umistén uvniti folikulu a sklada se z meduly, kortexu a kutikuly. Kolem stvolu je vnitini
epitelova pochva, ktera konéi v mistech vyusténi mazovych zlazek do folikulu. Pod vyvodem
mazové zlazy je k folikulu pfipojen musculus arrector pili, neboli vzptimova¢ chlupt

(Cihak, 1997; Stork a kol., 2013).

Podle obdobi rustu jsou rozliSovany tii druhy ochlupeni: primarni, sekundarni
a tercialni. Primarni ochlupeni (lanugo) vyrusta ve fetilnim obdobi (4. — 6. fetalni mésic)
a maxima dosahuje v 7. a 8. fetalnim mésici, kdy pokryva téméf celé télo. Jesté pred narozenim
se u ditéte mohou objevit silnéjsi sekundarni chloupky. Toto sekundarni ochlupeni je typické
az pro obdobi postnatalni a déli se na chloupky (pili) a vlasy (capili). Pro vlasy je typické,
7e pokryvaji pouze hlavu. Rasy vyrlstaji pfi okrajich oénich videk a slouzi primarné
k ochran¢ oka. Oboc¢i se nachazi nad hornim krajem o¢nice a svym tvarem a polohou ovliviiuje
vyraz obliceje. V puberté se zacina objevovat terciarni ochlupeni, které je tvoteno silngj$imi,
tmavs$imi a del$imi chlupy. U muza se objevuje okolo 20. — 25. roku zivota nad bradavkami,
na bfiSe a koncetinach. U Zen se vyskytuje v mensi mife. K lokalnimu terciarnimu ochlupeni
patii naptiklad vousy, chlupy v podpazi, chlupy v krajiné stydké ¢i chlupy v nose
(Cihak, 1997).
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1.1.1 Stavba a rustovy cyklus vlasu

Kutikula vlasu (cuticula pili) je velmi pevna vnéjsi vrstva, ktera obklopuje vnitiek
vlasu a chréni jej. Je sloZzena ze zrohovatélych, zplostélych bunck. Tyto bunky se posunuji
vzhiru s ristem vlast a postupné se méni z tvaru cylindrického na podélny plochy. Buiiky tvoii
prstence ze sedmi bunék a jsou naskladany podobné jako taSky na stieSe (viz. Obrazek 1).
Tésné pod kutikulou se nachazi korova vrstva (substancia corticalis). Kortex je slozen z hust¢
rozmisténych a velmi keratinisovanych bun¢k. Tvoii pfevaznou c¢éast vlasu a dava vlasu
pruznost, silu a pevnost. Ve vlasové kufe se také nachazi pigment, jehoz mnozstvi uréuje barvu
vlasi. Kolem vlasové papily jsou umistény melanocyty, které dodavaji bunkdm vlasového
kmene melanin. S vékem mnozstvi pigmentu piibyva, proto svétlovlasych pétiletych déti
je okolo 27 %, kdezto svétlovlasych dospé€lych jedincti je pouze necelych 6 %. Zrzava barva
vlasii je zpiisobena melaninem, kterého je mensi mnozstvi a nedosahuje klasické tmavohnédé
barvy a je tedy svétlejsi a nacervenaly. Ve stafi pigmentu naopak ubyva a vlasy Sedivi. Dojem
Dreii vlasu (medulla pili) se nachazi uprostied vlasového stvolu. Stfredem nékterych vlast vede
kanalek, ve kterém jsou bunky vyvijejici se ze zarode¢né vrstvy smérem od vlasové papily.
Nékteré vlasy kanalek nemaji nebo jej maji jen misty. Primér kanalku se lisi podle sily vlasu.

Tento kanalek mé vyznam piedev§im u zvitat (Hoch a Schmock, 1994; Cihak, 1997).

Jsou rozlisovany tii faze zivotniho cyklu vlast: anagen, katagen a telogen (Obrazek 2).
Anagenni (rustova) faze trva 3 az 6 let, kdy vlasovy pfiristek ¢ini 0,35 mm za den. V této fazi
se nachazi 80 az 90 % vSech vlast. Pfechodna katagenni faze trva pouze 10 dnii a nachazi se
Vv ni méné€ nez 1 % vlasi. Katagen nasledné pfechazi do telogenni (klidové) faze, ktera trva
2 az 4 mésice a na jejim konci vlas vypadne. Denné vypadava okolo 100 vlast po celé plose
hlavy. V telogenni fazi se nachazi 15 az 20 % vlasu. Délka jednotlivych fazi a pocet vlasi,
nachdzejicich se v této fazi, se mohou vyrazné lisit a jsou geneticky podminény. Rychlost rlstu,
pigmentace, tlouStka vlasu a ploSna hustota vlasli zavisi mimo jiné na pohlavi a geografické
lokalité jedince. Celkovy pocet a aktivita melanocytli vlasového folikulu urcuji barvu vlasi.
Vlasovy piirastek za mésic se pohybuje od 0,7 do 3,6 cm, primérmné se poc€itd s mesi¢nim

pfirtistkem 1 cm (Wennig, 2000; Stork a kol., 2013).
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Obrazek 1: Stavba vlasu (zdroj: URL 1)

Anagennni faze Katagenni faze Telogenni faze

Obriazek 2: Faze rustu vlasi (zdroj: URL 2)
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1.1.2 Chemickeé slozeni vlasu

Vlasy obsahuji pfiblizn¢ 65 a 95 % bilkovin. Obsah bilkovin se lisi v zavislosti
na obsahu celkové vlhkosti ve vlasech. Vlhkost vlasi mize dosahovat az 32 % jejich celkové

hmotnosti. Zbylé slouceniny jsou lipidy (1 — 9 %), pigment a stopové prvky (Robbins, 2012).

Bilkoviny (proteiny) jsou kondenzované polymery aminokyselin. Vzhledem k velkému
poctu chemickych reakci, kterym jsou lidské vlasy podrobeny (trvala ondulace, barveni vlas,
rovnani vlast, slunecni zafeni apod.), je mnoho proteinti fragmentovano a néekteré
aminokyseliny ve vlasech jsou dokonce derivatizovany. Nemodifikované ,,panenské® vlasy
jsou ty, které nebyly nijak chemicky modifikovany (b€lenim, trvalou ondulaci, rovnanim
nebo barvenim). V lidskych vlasech bylo identifikovano celkem 22 aminokyselin: glycin,
alanin, valin, isoleucin, leucin, fenylalanin, tyrosin, lysin, arginin, ornitin, histidin, citrulin,
kyselina asparagova, kyselina glutamova, threonin, serin, cystin, methionin, cystein, kyselina
cysteova, prolin a tryptofan. Kyselina cysteova (3-sulfoalanin) a ostatni aminokyseliny
odvozené odtéchto 22 aminokyselin byly pfitomny u vlasi zménénych kosmeticky
nebo vlivem pocasi. Podstatné vice cystinu bylo objeveno u muzt nez u zen. Také ve tmavych
vlasech bylo cystinu vice nez ve vlasech svétlych. Mezi vékem a obsahem cystinu ve vlasech
nebyla nelezena zadna souvislost. Tabulka 1 shrnuje kvantitativni slozeni aminokyselin

ve vlasech (Robbins, 2012).

Vlasy maji velkou afinitu ke kovim, kterd je dana pfedevSim ptitomnosti cystinu,
ktery je pfitomen ve vlasu az ze 14 %. Mnoho kovu nalezenych ve vlasech je navazano
pres atomy siry v cystinu nebo pifes sulfanylovou (SH) skupinu ptfitomnou v jinych
aminokyselinach. Kovy se mohou navazat do vlasovée struktury také pomoci melaninu. Kovové
ionty a organické aminy maji k melaninu vysokou afinitu diky jejich pozitivnimu néboji
ve fyziologickém pH a také diky interakcim s melaninem pomoci elektrostatickych sil.
Nenabité¢ kovy (napfiklad elementarni rtut’) se také mohou vézat k hydrofobnimu jadru

polymerni struktury melaninu (Morton a kol., 2002).
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Tabulka 1: Obsah aminokyselin v nemodifikovanych suchych vlasech

Aminokyselina ¢ [umol - g'1] | Aminokyselina ¢ [umol - g]
Alanin 314-384 Isoleucin 244-366
Arginin 499-620 Leucin 489-529
Asparagova Kyselina | 292-578 Lysin 130-222
Citrulin - Methionin 47-67
Cysteova kyselina 22-40 Prolin 374-708
Cystein 41-66 Serin 705-1091
Cystin 1380-1512 | Threonin 588-714
Glutamova kyselina | 930-1036 Tryptofan 20-64
Glycin 463-560 Tyrosin 121-195
Fenylalanin 132-226 Valin 470-513
Histidin 40-86 % N jako amoniak | 15,5-16,9 %

(upraveno dle: Robbins, 2012)

Lipidy ptitomné ve vlasech jsou klasifikovany riznymi zptsoby: volné nebo vazané,
endogenni nebo exogenni, vnitini nebo povrchové a podle chemické funkéni skupiny
nebo typu. Vdzané lipidy jsou ty, které nelze odstranit pomoci extrakce rozpoustédly, protoze
jsou kovalentné¢ navazany na vlasové proteiny. Napiiklad kyselina 18-methyleikosanova
je pfipojena k proteinim pomoci thioesterovych vazeb. Volné lipidy jsou z vlast odstranitelné
pomoci rozpoustédel, jelikoz jsou vazany pomoci slabsich vazeb, jako jsou van der Waalsovy
pritazlivé sily nebo vazby vodikové. Endogenni lipidy jsou ptiivodem z biosyntéz v bunkach
matrix ve vlasovém folikulu. Naopak lipidy syntetizované v mazovych Zlazach jsou nazyvany
jako exogenni. Vnitini lipidy, na rozdil od povrchovych, bud pronikly do vlasu, nebo do n¢j
byly zakomponovany. Z hlediska chemického typu jsou lipidy déleny do 4 skupin. Do skupiny
A patii skvaleny, vosky, triacylglyceridy a mastné kyseliny. Skupinu B tvofi cholesterol
a ceramidy. Skupina C jsouuhlovodiky a ve skupiné D je jiz zminéna Kkyselina
18-methyleikosanova (Robbins, 2012).

Voda tvoti zakladni slozku lidského vlasu. Obsah vlhkosti keratinovych vlaken zavisi
na podminkach vysuSeni vlasi a také na mife relativni vlhkosti. VIhkost vlasu hraje dulezitou

roli ve fyzikélnich vlastnostech vlasti (Robbins, 2012).

Mezi stopové prvky vyskytujici se ve vlasech patii Ca, Mg, Sr, B, Al, Na, K, Zn, Cu,
Mn, Fe, Ag, Au, Hg, As, Pb, Sb, Ti, W, V, Mo, I, P a Se. Obsah téchto prvkua ve vlasech

je obecné velmi nizky (méné€ nez 1 %). Puvod téchto prvkd je z mnoha riznych zdroju.
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Bate a kol. (1966) provadeéli studii 13 prvka v lidskych vlasech a v prostfedcich uréenych
k myti vlast. Dospéli k zavéru, ze velka ¢ast stopovych prvki pochazi z potu. DalSim zdrojem
stopovych prvki (hlavné vapniku a hot¢iku) ve vlasech muze byt voda. Bézné prvky ve vodé
jako zelezo, mangan a méd’ se také ve vlasech ukladaji. Smart a kol. (2010) uvadéji, ze barvené
vlasy promyté n¢kolikrat vodou z vodovodu v sobé hromadi vysoké koncentrace kovi. Bylo
prokazano, ze méd’ z plaveckych bazénli miize ménit odstiny blond vlast do zelena. DalSimi
zdroji kovii ve vlasech je také zneciSténé ovzdusi, strava nebo metabolické odchylky
organismu. Kontaminace vlasu kovy mize také vzniknout z vlasovych ptipravku, které Casto
obsahuji zinek, selen (pfipravky proti luptim), draslik, sodik, hot¢ik (Sampony) nebo dokonce
olovo z octanu olovnatého, ktery se vyskytuje v barvach na vlasy (Bhat a kol., 1979; Robbins,
2012).

1.2 Zvireci srst

Srst vSech savcl, napfi¢ riznymi taxonomickymi skupinami, je stejného chemického
slozeni a ma stejnou hlavni strukturu, ale mize se lisit v morfologii. Jedna se ptredevsim
0 uspofadani bunék ve dieni pesikl (ochrannych chlupit), tvar Supinek kutikuly a tvar pti¢éného
fezu chlupu. U kriminélnich ptfipadd se bezpochyby nejcastéji setkdvame s koci¢imi a psimi
chlupy. Pii forenzni analyze mohou byt tyto dva druhy rozliseny a identifikovany na zakladé
tvaru kotinkd. Psi chlupy maji tvar podobny ry¢i a ko€i¢i chlupy jsou roztfepené. Nicméné oba
tyto tvary se mohou vyskytovat u obou druhii zvifat i u ostatnich druhd. Proto je nutné zvazit
vice aspektt k identifikaci (Tridico, 2014).

Analyza prvkového slozeni srsti volné Zijicich zvifat, stejné jako lidskych vlast,
ma mnoho vyhod. Pro spravnou interpretaci vysledkt téchto analyz je tfeba mit vhodna vstupni
data (Dlugaszek a Kopczynski, 2014). Srst zvifat je pokladana za dobry nastroj monitoringu
tézkych kovi. Obsah tézkych kovi v srsti zvifat mize odrazet jejich obsah v padach
a picninach. Nedostatek ¢i naopak nadbytek nékterych prvka a tézkych kovi v organismu
vétsSinou vede k urcitym patologickym staviim. Cu, Zn, Mn, Ni, Co a Fe jsou nezbytné stopové
prvky pro lidi i zvifata. Oproti tomu olovo a kadmium jsou velmi toxické prvky

(Rashed a Soltan, 2005).
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O prvkovém slozeni srsti volné zijicich zvifat existuje jen malé mnozstvi zadznamu.
Doposud byly popsany obsahy n¢kterych prvkil v srsti hospodatskych zvirat, jako jsou koné
(Asano a kol., 2002 a 2005a; Budzynska, 2006) nebo kravy (Gabryszuk, 2010). Z domacich

zvitat bylo prvkové slozeni srsti popsano u psu (Chyla a Zyrnicki, 2000).

Asano a kol. sledovali vybrané prvky (Al, As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo,
Na, Ni, P, Pb, Se, Si a Zn) pomoci optické emisni spektrometrie s buzenim v indukéné vazaném
plazmatu (ICP-OES) v konskych zinich. Vzorky pochazely od dostihovych koni - 9 klisen
a 15 hiebcti. Koncentrace prvkli mezi pohlavimi se vyrazné neliSila. Dale byla zkoumana
korelace obsahu prvkt a veéku. Pozitivni korelace s vékem byla objevena u kadmia
a molybdenu. Negativni korelace byla objevena u rtuti, manganu a Zeleza. Autofi se domnivaji,
ze hladiny stopovych prvkid by mohly byt vyuzity pro hodnoceni nutri¢niho stavu koni,
metabolickych poruch achorob v praxi, jelikoz se vzorky snadnéji odebiraji a skladuji
nez ostatni biologické materialy. Z téchto diivodl autoti doporucuji nize uvedend (Tabulka 2)

referenéni rozmezi prvkt vyuzivat pii 1écbé koni v praxi (Asano a kol., 2002).

Tabulka 2: Referen¢ni rozsahy prvku v Zinich zdravych dostihovych koni

Prvek | Ob& pohlavi (n = 24) | Klisny (n = 9) | HFebci (n = 15)
c+SD [ug-g']
Al 64,5+ 77,0 844+ 113,5 | 61,4+504
As 1,16 + 0,44 1,25+0,57 1,12+0,36
Ca 1309,0 + 523,0 1597 +484,0 | 1196 +538,0
Cd 0,12+0,12 0,09 + 0,06 0,15+0,13
Cr 0,22 +0,16 0,20+0,17 0,23 +0,15
Cu 48413 50+ 1,4 50+1,7
Fe 69,0 + 83,0 99,0+ 132,0 | 60,0 +44,0
Hg 0,31 +0,02 0,34+ 0,23 0,28 + 0,20
K 617,0 + 686,0 870,0 + 904,0 | 386,0 + 343,0
Mg 396,0 + 336,0 548,0 +520,0 | 300,0 + 153,0
Mn 52+3.35 4,86 £2,73 5,06 £ 3,77
Mo 0,55 + 0,65 0,45+ 0,07 0,67 0,71
Na 582,0 4763 681,0 + 606,0 | 458,0 +358,0
Ni 0,26 + 0,09 0,23 + 0,07 0,28+ 0,10
P 3249+ 132,8 331,04 98,0 | 346,0+162,0
Pb 0,93 0,78 1244128 0,76 = 0,28
Se 1,29 0,56 1,40+ 0,83 0,26 + 0,38
Si 20,2+ 19,2 17,8+ 11,9 27,0+25,0
Zn 86,0 + 24,0 92,0 + 25,0 88,0£31,0

Vysledky jsou uvedeny jako primér £ smérodatna odchylka.

(upraveno dle: Asano a kol., 2002)
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Ve své dalsi studii Asano a kol. zjiStovali vztah mezi atrioventrikuldrni blokadou
a obsahem prvka v kofiskych zinich a v krevnim séru. Vzorky byly ziskany od 9 klisen
a 27 kastrovanych hiebcti ve véku 13,2 + 4,3 let. Na zaklad¢ elektrokardiografickych naleza
byly vytvoreny 3 skupiny: 22 koni zcela bez abnormalit, 5 koni s blokadou 1. stupné a 9 koni
s blokadou 2. stupné. Pomoci metody PIXE (Particle Induced X-ray Emission) bylo sledovano
25 prvki ve vzorcich séra i zini. Koné s blokadou 1. a 2. stupné méli v zinich podstatné vyssi
hladiny prvki Br, Ca, Sr a Zn nez kon¢ bez jakychkoliv elektrokardiografickych abnormalit.
Pti kontrole hladin prvkového slozeni v séru mezi skupinami nebyl nalezen vyznamny rozdil.
Tyto vysledky obsahu prvka konskych zini by mohly byt vyuzity k pfedpovédi vzniku

srde¢nich onemocnéni u kon¢ jesté diive, nez se objevi prvni pfiznaky (Asano a kol., 2005a).

Z voln¢ zijicich zvifat byl studovan obsah prvkd v srsti kralikti a akumulace arsenu
V jejich srsti (Lin a kol., 2005), lisek (Gunstheimer a kol., 1996) a divo¢aki (Sobanska, 2005).
Wren (1986) ve své studii popisuje srst n€kolika divokych zvitat (vydra, myval, ondatra, opice,
ledni medvéd, rys, vacice, veverka) jako mozny ukazatel pfitomnosti rtuti v Zivotnim prostiedi.

Srst koz, ovci a velbloudii popisuje Rashed a Soltan (2005) a srsti jelen se zabyval Jones
(2002).

Dlugaszek a Kopczynski (2014) provedli srovnavaci analyzu akumulace prvki v srsti
volné Zijicich zvitat (srncti, divokych prasat a zajicii). Pomoci metody atomové absorpéni
spektrometrie (AAS) byly stanoveny nasledujici prvky, sefazené od nejvyssich koncentraci

sestupné: Ca, Zn, Mg, Fe, Cu, Mn, Pb, Al, Ni, Cr a Cd. Mezi analyzovanymi zvifaty

Cvwr

cvwr

PbaCd. Srovnatelné hladiny Cr a Ni byly nalezeny v srsti vSech testovanych zvitat.
Dale Dlugaszek a Kopczynski porovnavali detekované koncentrace prvkd v srsti s obsahem
prvki v jatrech a ve svalové tkani téchto tii zvifat. Hladiny prvka Al, Ca, Cr, Mn, Ni a Pb
byly v souladu s hodnotami nalezenymi v jatrech a svalové tkani téchto zvifat. Tyto informace
dokazuji, ze obsah prvki v srsti miize odrazet obsah prvki v téle. Také by srst divokych zvitat
mohla byt vyuZita k hodnoceni Zivotniho prostiedi ¢i kontaminaci nékterymi prvky.
Srovnani hladin prvkt ve zvifeci srsti, uvadénych v literatufe, je shrnuto v Tabulce 3

(Dlugaszek a Kopczynski, 2014).
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Rashed a Soltan (2005) ve své studii sledovali obsah tézkych kovu (Co, Fe, Mn a Ni)
a toxickych prvkl (Cd, Pb) v srsti koz, ovci, velbloudt a dale také ve vzorcich picnin a pudy.
Vzorky byly odebrany Vv rtiznych méstskych i venkovskych lokalitach. Zvysené hladiny Zeleza
a manganu byly nalezeny v srsti ovci, velbloudi srst obsahuje nejvice olova. V srsti koz
byly nalezeny vysoké hladiny kadmia a niklu. Koncentrace tézkych kovi v téchto vzorcich
odrazi ptitomnost sledovanych kovl v puid¢ a picninach. Lisi se mezi oblastmi a mize podat

informaci o mife znec¢isténi dané oblasti.

Sobanska (2005) ve své studii zkoumala srst divokych prasat jako mozny indikator
zne€isténi zivotniho prostiedi rtuti. Vzorky srsti byly odebrany béhem dvou loveckych sezon
ve 4 regionech v Polsku. Pro tGpravu vzorku pied analyzou byly testovany dvé praci metody
s deionizovanou vodou a za pouziti Tritonu X-100. Jako vhodnéjsi metodou prani vzorku
se osvédéilo prani v deionizované vodé, které odstranilo vnéj$i zdroje rtuti. Obsah rtuti
byl detekovan pomoci metody AAS. Studie odhalila vyssi obsahy rtuti u samic. Nejvyssi
hladiny rtuti byly nalezeny u mladych jedinct ve véku 1-2 let. Namétené hodnoty také pozitivné

koreluji s vysledky zneciSténi Zivotniho prostfedi uvadénymi statnimi Grady (Sobanska, 2005).
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Tabulka 3: Piehled obsahu prvkii ve zvifeci srsti [pg - g*]

Zvire Al Ca Cd Cr Cu Fe Mg Mn Ni Pb Zn
Pes 20,7-43,8 | 381 -1010 - - 142-186 | 526 -108 | 101—-215| 1-229 |13-66| 18-28 | 222258
Krava * 14224 - 2,7 75,76 2263 15925 - 3587 69,45 32,67 37552
Kin 3,58 241,57 0,01 0,02 1,63 11,80 5,19 0,11 0,03 0,12 193,8
Kin 73 1288 - 0,49 6,72 35 112 1,24 0,19 1,43 178
Liska 1,45 758 0,02 0,42 6 31 87 4,2 0,33 0,3 129
Jelen - - - - - 20 - 86 - - - - 85-106
Koza - - - 0,71-2,11 - 45 - 879 - 0,35-12 - 0,12 -29 -
Ovce - - - 0,6 -1,75 - 128 — 996 - 0,01-8,9 - 0,10 - 6,25 -
Velbloud - - - 0,45-1,75 - 85 -681 - 0,90 -13 - 0,11-5,75 -
Sob - - - 0,43 11,3 - - 5,40 - 0,63 948

* koncentrace v [pug - kg

(upraveno dle: Dtugaszek a Kopczynski, 2014)
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1.3 Prvkové slozeni vlasu

V poslednich desetiletich je pozornost stale vénovana sledovani specifickych chemikalii
a jejich metabolitl v lidskych tkanich (tzv. biologicky monitoring). Pro hodnoceni u¢inkt latek
na zdravi, pfi pracovni nebo environmentalni expozici, jsou pouzivany télni tekutiny (krev,
moc) a také lidské tkané (vlasy, nehty). Prvkova analyza vlast (i srsti) byvd vyuzivana
k hodnoceni vlivu zivotniho prostiedi, expozice toxickymi prvky, pro odhad nutri¢niho stavu
jedinct apod. (Sreenivasa Rao a kol., 2002; Dongarrra a kol., 2011; Wotowiec a kol., 2013).
Vyuziti ma 1 ve forenzni toxikologii, kde ma velky potencial zejména v piipadech, kdy nelze
pro toxikologické vySetfeni pouzit jiny material. Analyza vlasi neprokazuje akutni otravu,
ani jestli byla pfi¢inou smrti otrava, ale mize prokazat chronickou otravu napf. Iépe neZ moc.
Pomoci vlasové analyzy také muze byt zjistén doping u vrcholovych sportovct, ktefi uzivali
anabolické steroidy. Je mozné u nich sledovat hladiny hormont, amfetamini, riizna analgetika,
lokalni anestetika a jiné (Prochazka, 2006). Z hlediska environmentalni expozice jsou objektem
z4jmu piedevSim lidé zijici v blizkosti primyslovych oblasti, v méstskych oblastech
se znecCiSténym ovzdusim nebo v geologickych oblastech s abnormalnim vyskytem kovi

a polokovt. Profesni zatézi mohou byt vystaveni zubaifi, zaméstnanci uhelnych doli

nebo pracovnici firem vyrabéjici baterie aj. (Szynkowska a kol., 2009; Dongarrfa a kol., 2011).

Vzorky vlast se daji shromazdit neinvazivné, rychleji a snadnéji nez vzorky krve, moce
nebo jiné tkang. Vlasy jsou chemicky inertni a jejich vyhodou jsou 50 — 100x vyssi koncentrace
stopovych prvku ve vlasech neZ v jinych klinickych materialech (krev, moc). Hladiny prvka
Vv séru totiz ¢asto nekoresponduji S celkovym obsahem prvkii v organismu, nebot’ koncentrace
prvki v Krvi je fizena homeostatickymi mechanismy. Velkou vyhodou je také skladovani
a transport vzorkd, pro které nejsou tieba zadné specialni podminky (Sreenivasa Rao a kol.,

2002; Dongarrta a kol., 2011; Wotowiec a kol., 2013).

Laboratote vice nez 25 let nabizeji laické vefejnosti vlasovou analyzu ke zjiSténi
zdravotniho stavu organismu i k posouzeni zatizeni t€Zkymi kovy. Analyza vlasi ma vSak sva
omezeni: kinetika biochemického mechanismu zabudovani prvkd do vlasi neni zcela
objasnéna, referen¢ni hodnoty chybi a vysledky analyzy vlasii ne vzdy odpovidaji jinym
biologickym ukazatelim. Navzdory mnohym problémlim s interpretaci analyzovanych dat ma
vSak chemicka analyza lidskych vlast urcitou praktickou hodnotu (Hambidge, 1982; Kucera,
2006; Dongarrra a kol., 2011).
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1.3.1 Odbér vzorku a skladovani

Vzorek vlasti by mél byt odebiran na zadni ¢asti hlavy (oblast zatylku). Odbér by mél
byt provadén pomoci ostrych niizek z nerezové oceli. Vzorky jsou skladovany v plastovych
saccich pii pokojové teploté. The Society of Hair Testing ve svém manualu pro odbér vzorku
pro testovani obsahu drog doporucuje odebirat vlasy ze zadni casti hlavy, co nejblize
od pokozky. Tato oblast je povazovana za misto s nejmensimi rozdily v rychlosti ristu vlast.
Na Obrazku 3 je ¢erné oramovana oblast pouzita k analyze, zbytek ustiizenych vlasu je vyfazen.
Vzorky vlast musi byt skladovany v suchém, tmavém prostiedi o pokojové teploté, mimo
slunecni zafeni. Nesmi se skladovat v lednici ¢i mrazédku. Vlhké vzorky musi byt pied
skladovanim a analyzou vysuseny. Dle polské laboratote stopovych prvki Biomol-MED jsou
Kk prvkové analyze vhodné pfirodni nebarvené vlasy. Je tfeba je ustiihnout z nékolika mist tésné
u hlavy pomoci ostrych niizek, aby se neroztiepily. Vlasy nemohou byt vytrhnuté ¢i vypadlé.
Vlasy by nem¢ély byt nijak oSetfeny (vyloucit pouziti lakt, geld, pén apod.). Nejlepsi vzorek se
nachdzi 3 — 4 cm od pokozky hlavy. K jedné analyze je potieba zhruba 200 — 300 mg vlasa
(Morton a kol., 2002; Cooper a kol., 2011; Analyza prvki z vlast — zdravotni program, 2017).

Obrazek 3: Misto odbéru vzorku vlast (zdroj: URL 3)
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1.3.2 Priprava vzorku k analyze

Piiprava vzorku pied analyzou je velmi dulezitym krokem, ktery muze ovlivnit
vysledky analyzy. Ugelem piipravy vzorku je odstranit vnéjsi kontaminanty, a tim umoZnit
stanoveni pouze vnitinich analytd. Podle ptivodu jsou rozliSovany dva zdroje kontaminace:
exogenni (vnéjsi) a endogenni (vnitini). Exogenni kontaminanty, které byly navazany az poté,
co vlas vyrostl, jsou piivodem ze Zivotniho prostfedi a jsou lehce odstranitelné pracimi
metodami. Endogenni kontaminace je disledkem nahromadéni prvki a produktih metabolismu
uvnitt vlasu. Ve vnitini struktuie vlasu jsou kovy zabudované do vlasovych proteind, tato vazba
je inertni viéi metabolismu, nevratna a velmi pevna. Studie, zabyvajici se prvkovou analyzou
vlasi, vedly kftadé protichidnych nédzori a diskuzi, tykajicich se problémi a piekazek
Vv analyze stopovych prvki. Kontroverzni ¢asti procesu analyzy se zda byt ptiprava vzorku

pied analyzou, konkrétné praci postupy (Chyla a Zyrnicki, 2000; Morton a kol., 2002).

1.3.2.1 Metody prani

Promyvaci roztoky pouzivané pro ptipravu vzorkl Ize obecné roz¢lenit do Ctyt skupin.
Jsou to organickd rozpoustédla (aceton a methanol), ionogenni rozpoustédla (laurethsulfat
sodny — SLS), neionogenni rozpoustédla (Triton X-100) a komplexotvornd, chelatacni ¢inidla
(EDTA — kyselina ethylendiaminotetraoctova). V praxi se pouzivaji rizné postupy prani,
které kombinuji vySe uvedena C¢inidla, sriznym poctem opakovanych prani, délkou
jednotlivych kroku, pouziti ultrazvuku aj. V Tabulce 4 jsou uvedena béZn€ vyuzivana cinidla
K prani a jejich pouzivané koncentrace. V soucasné dob¢ vsak neexistuji zadné standardizované
metody prani, které by spolehlivé rozliSily endogenni a exogenni stopové prvky. VétSina
pracich metod neposkytuje porovnatelné, reprodukovatelné vysledky (Chyla a Zyrnicki, 2000;
Morton a kol., 2002).

Bézné pouzivanym pracim postupem je metoda dle Mezindrodni agentury pro atomovou
energii (IAEA), zahrnujici postupné promyvani acetonem, vodou a acetonem. Nejprve jsou
vlasy promyty jedenkrat v chemicky cistém acetonu, tfikrat v deionizované vodé (vysokeé
Cistoty) a poté opét jedenkrat v acetonu. Vzorek se nasledné necha stat 10 minut pii pokojové
teploté v kontaktu s promyvacim roztokem, ve kterém by mély byt vlasy zcela ponofeny.
Promyvani by se mélo provadéet v bezprasném prostiedi. Tato praci metoda je pravdépodobné
dostate¢nd pro odstranéni necistot a prachu, ale neni prokézano, ze z vlasti odstraiiuje pouze

extern¢ navazané prvky (Morton a kol., 2002).
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Pracimi postupy se zabyva fada autort, ktefi se snazi najit univerzalni metodu, ktera
by odstranila vnéj$i a zaroven zachovala obsah vnitinich prvkia. Existuji i piehledové publikace,
kde jsou jednotlivé praci postupy a jejich UcCinnosti porovnavany. Pracovni postupy

jednotlivych pracich metod a jejich rozdily jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 4: Ptehled pouzivanych ¢inidel pouzivanych K prani vlasti a srsti

Chemicka povaha Cinidlo Pouzivané koncentrace
I e Aceton
Organicka rozpoustédla Methanol
, Laurethsulfat sodny 1%

Tonogenni detergenty Dodecylsiran sodny 5%

Neionogenni detergenty | Triton X-100 1%

Komplexotvorné litky | EDTA 1 —5%; 0,05 mol - It

Y axx . HCI 0,1 mol - 17

Zredene kyseliny HNO3 0,01 —0,125%: 0,1 mol - I
Destilovana voda

Voda Dvakrat destilovana voda
Deionizovana voda

Mattera a kol. (1981) hodnotili schopnost riznych pracich prostifedki (kyselina dusi¢na,
dodecylsiran sodny (SDS) a SDS v kombinaci s EDTA) extrahovat méd’ a zinek z lidskych
vlast. 30 gramt lidskych vlasii z kadeinictvi bylo odvazeno a rozstiihano na malé ¢asti pomoci
nerezovych niizek. Poté byly vlasy ponotfeny do 3 litrit deionizované vody a michany 30 minut.
Pomoci polyethylenové sitky byly vlasy oddéleny a vysouSeny 2 dny pii 100 °C v susarné
s ptivodem dusiku. Jednotlivé vzorky byly navazeny po 0,35 g arozlozeny rozkladem na mokré
cesté za pomoci 5 ml smési HNOz a HCIO4(1:1). Cilem studie bylo hodnoceni pracich postupti
z hlediska jejich u¢inku na endogenni a exogenni hladiny zinku a médi. Praci roztok (200 ml)
a dva gramy vlasu byly smichany v kadince a byly michany po celou dobu experimentu.
Ve stanovenych intervalech byly do polyethylenovych lahvi¢ek odebirdny 5 ml alikvoty
promyvacich roztokt, ve kterych byly dale stanoveny méd’ a zinek. Po dokonceni praciho
experimentu byla ¢ast promytych vlasi vysuSena, rozlozena a spolu s nepranymi vlasy
byla analyzovana. Bylo zjisténo, Ze roztok 0,125% kyseliny dusi¢né odstrani 95 % zinku
za 30 hodin. Smés 5% SDS a 1,25% EDTA vykazovala zvySenou extrakci kovil se zvySujicim
se pH. Tato smés je vSak 1 pfi niz§ich hodnotach pH schopna odstranit vice nez 60 % médi

a zinku z vlasu.
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LeRoy (1986) se zabyval vlivem postupu prani vlas na vysledky prvkové analyzy.
Pomoci AAS porovnaval obsahy 15 prvki ve vlasech nepranych, vlasech pranych v destilované
vodé po dobu 10 minut a vlasech pranych v destilované vod¢ 30 minut. Nejvétsi vliv mélo prani
na: Ca, K, Mg a Na. Delsi doba prani vedla k vetsi ztrat€ minerala. VEtsi ztraty prvki po vyprani
byly pozorovany ve vlasech zenskych nez muzskych. Tento poznatek podporuji studie tvrdici,

ze zenské vlasy jsou vice porovité.

Borella a kol. (1996) porovnavali 6 riznych pracich metod, které zahrnovaly ionogenni
aneionogenni detergenty, organicka rozpoustédla, chelatacni Cinidla a pouziti ultrazvuku.
Uginnost pracich postupti byla testovana pro prvky toxické (Cd, Pb), stopové (Cr, Cu, Se, Zn)
a hlavni (Ca, K a Mg). U¢innost prani se ligila podle upravy vzorku pied stanovenim a mezi
jednotlivymi prvky. Nejvyssi ucinnost prani byla pozorovana u pouziti EDTA a nejnizsi
ucinnost pro ultrazvuk. Nevyhovujici vysledky byly za pouziti smési aceton/methanol.

Organicka rozpoustédla vykazovala nejvyssi i¢innost odstranéni pro draslik a toxické prvky.

Chyla a Zyrnicki (2000) zkoumali obsah prvku v srsti psu. Byly stanovovany prvky
Al, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Ti, V a Zn za pomoci metody ICP-OES. Cilem prace
bylo porovnani vlivu péti pracich metod — deionizovana voda, organickd rozpoustédla
(aceton a methanol), komplexotvorné ¢inidlo (0,05M EDTA) a neionogenni detergent
(1% Triton X-100). Oplach vlast (navazka cca 3 g) byl provadén pii pokojové teploté
ve zkumavkach na mechanické ttepacce. Na kazdé myti bylo pouZzito 300 ml roztoku a doba
promyvani byla stanovena na 20 minut. Pro odstranéni zbytku promyvacich roztokt byly vlasy
na konci dikladné¢ oplachnuty deionizovanou vodou. Nasledné¢ byly vzorky vysuSeny
pii pokojové teploté ptes noc. Triton X-100 byl podle autorii nejvhodnéj§im pro odstranéni
exogennich prvkd pfi multielementarni analyze vlasi. Kromé toho také vysledky ukézaly,
ze koncentrace prvkll méfenych ve vlasech jsou velmi podobné obsahu prvka v lidskych

vlasech. Vztah mezi obsahem prvki v srsti psi a barvou srsti je také podobny jako u lidi.

Rashed a Soltan (2005) doporucuji zvifeci srst omyt metodou doporu¢enou dle IAEA,

zahrnujici vicenasobné oplachovani acetonem a dvakrat destilovanou vodou.

Sen a Chaudhuri (2001) sesbirali v kadetnictvich vzorky ¢ernych vlast od 75 jedinca
ve v€ku od 25 do 35 let. VSichni jedinci byli obyvatelé¢ indické Kalkaty, stejného
socioekonomického zatazeni a plivodem ze ¢tyf¢lenné rodiny. Na vlasy nebyl aplikovan Zadny

olej, barva, Sampon ani lak alespon tyden pted odbérem. Vzorky byly odebirany z oblasti krku
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pomoci nizek. 500 mg vlasi bylo uzavieno a skladovdano v celofanovém sacku.
Byly aplikovany tfi riizné metody prani vzorku: destilovana voda, smés 1:1 acetonu a ethanolu
a kombinace 1% roztoku neionogenniho detergentu, destilované vody a acetonu. Prani trvalo
30 minut a poté byly vlasy vysuseny pies noc pii 60 °C. Vzorky byly rozlozeny pomoci
kyseliny dusi¢né a chloristé. Stanoveni olova ve vzorcich bylo provedeno metodou plamenové
AAS (FAAS). Destilovana voda neodstranila $pinu, olej, prach ani organické kontaminanty,
coz je odrazem vysoké koncentrace olova (13,112 +3.311 pg - g*'). Druhd metoda
(aceton, ethanol) ¢aste¢né odstranila organické kontaminanty, prach a olej, takze koncentrace
olova byla nizi (6,932 £1,971 pg - g1). Nejlepsi vysledky vykazovalo pouZiti neionogenniho
detergentu, pomoci kterého byly odstranény vSechny kontaminanty a vyslednd koncentrace
olova tak &inila 5,676 £1,801 pg - g Vysledky jsou uvedeny jako primér koncentraci

+ smérodatnd odchylka.

Morton a kol. (2002) testovali 6 postupt piipravy vzorku pied analyzou pro stanoveni
prvka As, Cd, Cr, Cu, Pb, Sb a Se v lidskych vlasech pomoci hmotnostni spektrometrie
S ionizaci v indukéné vazaném plazmatu (ICP-MS). Byl proveden experiment se vzorky
obohacenymi simulovanym potem s pfidavkem prvku As, Cd, Cr, Cu, Pb, Sb a Se. Provedeni
experimentu je popsano Vv kapitole 1.3.2.1. Testované praci metody zahrnovaly pouziti IAEA
metody, omyti deionizovanou vodou, 1% (v/v) SLS, 1% (v/v) Triton X-100, s ptidavkem nebo
bez piridavku organického oplachu, 1% (w/v) EDTA, isopropanol, 0,1% (v/v) HNOs,
0,1 mol - 1T HCI a komeréni $ampon, neobsahujici slouéeniny selenu. Bylo prokazano,
7e exogenné navazany chrom, kadmium a olovo byly odstranény pomoci 0,1 mol - I HCI.
Naopak antimon, arsen, méd’ a selen byly nevratné navazany a nebyly odstranény zadnou
z testovanych pracich metod. Ve studii nebyl prokazan vyznamny vliv praciho postupu

na obsah cilového kovu.

Kempson a Skinner (2012) porovnavali dva praci postupy: metodu dle IAEA a pouziti
neionogenniho detergentu. K analyze prvkd byla pouZita metoda hmotnostni spektrometrie
sekundarnich iontd s priletovym detektorem (ToF-SIMS). Dvé metody byly pouzity
pro porovnani jejich vlivu na vnitini a vnéj$i obsahy prvki. Na, K, Ca, Mg a Fe byly hodnoceny
s ohledem na jejich relativni signal v porovnani s uhlikem. Obé metody mély podobny vliv.
Vsechny prvky s vyjimkou Zeleza byly odstranény z povrchu, stejné jako zevnitf vlasu.
U zeleza se po vyprani zménil pouze vnitini obsah, coz mize znacit, Ze extern¢ navazané Zelezo

nemusi byt odstranéno pomoci vétSiny pracich metod.
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Tabulka 5: Ptehled pracich postupti pouzivanych k tpravé lidskych vlast pied analyzou (souhrn literatury)

Literatura Analyza Cinidlo Postup prani
) Aceton Aceton (30 ml, 20 min) — promyti (deionizovana voda — DIW)
salmela a kol., édASCu co  |Triton X-100 Hexan (30 ml, 20 min) — suSeni — 1% Triton X-100 (30 ml, 20 min) — promyti (DIW)
1981 Mn, Zn’ " |SLS Hexan (30 ml, 20 min) — suseni — 1% SLS (30 ml, 20 min) — promyti (DIW)
' EDTA Hexan (30 ml, 20 min) — suSeni — 1% EDTA (30 ml, 20 min) — promyti (DIW)
] HNO3 0,125% HNO3 (200 ml) — promyti
e eraa kol oA SDS 5% SDS (W/v) (200 ml) — promyti
! SDS/EDTA 5% SDS (W/V) + 1,25% EDTA (200 ml) — promyti
Triton X-100 1% Triton X-100 (1x, 30 min) — filtrace — promyti (dvakrat destilovana voda — DDW)
~ |SLS 1% SLS (1x, 1,30 min) — filtrace — promyti (DDW)

ETA-AAS: FEpTA 5% EDTA (1, 1,30 min) — filtrace — promyti (DDW)
Borella a kol., | Ca, Cd, Cr, — . -
1996 Cu, K, Mg, Aceton, methanol ﬁceion ( lrgethar;og(l S}))géx(,fazldg 29 r)nm) t—> ﬁ(llti)ace'—)» profriytl (DDW)

ceton (10 min), 3x X, 10 min), aceton (10 min) — filtrace
Pb, Se, Zn | IAEA procedura ", promyti (DDW)
Ultrazvuk DDW v UZ lazni (4x, 5 min) — filtrace — promyti (DDW)

ﬁﬁsc'a, - ?S\S,\t/‘)lova“a voda | B (tepani, 10 min) — 2x promyti v DW (500 ml) —> 2x promyti v tekouci DW (1 min)
LeRoy, 1986 ﬁg %ICIZ

M n', N, a, Ni,, DW DW (tfepani, 30 min) — 2x promyti v DW (500 ml) — 2x promyti v tekouci DW (1 min)

P, Pb, Zn

ICP-OES: | DIW DIW (300 ml, 20 min) — Ix oplach DIW
Chylaa Al, Ba, Ca, IAEA procedura 3x aceton, 1x DIW, 1x aceton (300 ml, 20 min) — 1x oplach DIW
Zyrnicki, 2000 | Cd, Cr, Cu, Methanol methanol (300 ml, 20 min) — 1x oplach DIW
(psi srst) Fe, Mg, Mn, |EDTA 0,05 mol - I EDTA (300 ml, 20 min) — 1x oplach DIW

Ni, Ti, V., Zn | Triton X-100 1 9% Triton X-100 (300 ml, 20 min) — 1x oplach DIW
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Sena DW DW (30 min)
Chaudhuri. FAAS: Acgton/methanol aceton a methanol (1:1) (30 min)
2001 P I(;Ielonogenm 1% roztok neionogenniho detergentu (Extran MAO1) + DW + aceton (30 min)
etergent/aceton

IAEA procedura aceton, DIW, aceton

DIW DIW (3 ml, tfepani 3 h) — 2x DIW (4,5 ml, tfepani, 3 h)

SLS 1% (v/v) SLS (3 ml, tfepani 3 h) — 2x DIW (4,5 ml, tfepani, 3 h)

] Triton X-100 1% (v/v) Triton X-100 (3 ml, tfepani 3 h) — 2x DIW (4,5 ml, tfepani, 3 h)
Morton a kol.. ,IAC;,PEZ'\(;I,SCL Triton X-100 1% (v/v) Triton X-IOVO (% rfll, tiepani 3 h) s organickym oplachem (isopropanol)
2002 Cu. Pb. Sh — 2x DIW (4,5 ml, tfepani, 3 h)
Se 7T |EDTA 1% (w/v) EDTA (3 ml, tfepani 3 h) — 2x DIW (4,5 ml, tfepani, 3 h)

Isopropanol isopropanol (3 ml, tfepani 3 h) — 2x DIW (4,5 ml, tfepani, 3 h)

HNOs3 0,1% (v/v) HNO3 (3 ml, tfepani 3 h) — 2x DIW (4,5 ml, tfepani, 3 h)

HCI 0,1 mol - 1"t HCI (3 ml, tfepani 3 h) — 2x DIW (4,5 ml, téepani, 3 h)

Sampon komer¢ni Sampon bez sloucenin Se (3 ml, ttepani 3 h) — 2x DIW (4,5 ml, tiepéni, 3 h)
Rashed a AAS:
Soltan, 2005 |Cd, Co, Fe, |IAEA procedura vicenasobné oplachovani acetonem a DDW
(zviteci srst) | Mn, Ni, Pb

] EDTA 0,1% (w/w) EDTA (2 ml, 1 hod UZ) — 3x opakovani — DIW (2 ml, 1 hod UZ)

Li a kol., 2008 L%P'MS' L-cystein 0,2% (w/v) L-cystein (2 ml, 1 hod UZ) — 3x opakovani — DIW (2 ml, 1 hod UZ)

2-merkaptoethanol |0,1% (v/v) 2-merkaptoethanol (2 ml, 1 hod UZ) — 3x opakovani — DIW (2 ml, 1 hod UZ)

Decon 90/aceton 1% (v/v) Decon 90 — DIW — aceton — DIW
Hawkins a Decon 90/aceton 1% (v/v) Decon 90 + aceton (1:1) — DIW — 1% (v/v) Decon 90 + aceton (1:1) — DIW
Ragnarsdéttir, | ICP-OES: Aceton — DIW — 1% (v/v) Decon 90 — DIW — 0,1 mol - It HCI (1 hod tfepani
2000 Cu, Mn, zn | Decond0/aceton 1 %) 1w (1 hod tfepa(ni) ) ( pen)

(ov¢i vina)

Decon 90/aceton

Aceton — DIW — 1% (v/v) Decon 90 — DIW — 1% (w/v) EDTA (1 hod tfepéni)
— 2x DIW (1 hod tfepani)

EDTA

1% (w/v) EDTA — DIW — 1% (w/v) EDTA (3 hod tfepani) — 2x DIW (1 hod tfepani)
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HCI 0,1 mol - It HCI (3 hod tfepani) — 2x DIW (1 hod tfepani)
Aceton DIW — aceton (3x 10 min michani) — DIW (3x 10 min michani)
Aceton Aceton — DIW — 1% (v/v) Decon 90 — DIW
HCI 0,1 mol - It HCI (3 hod tfepani) — 2x DIW (1 hod tfepani) — aceton — DIW
Aceton/HCI Aceton — DIW — 0,1 mol - 1"V HCI (3 hod tiepani) — 2x DIW (1 hod tiepani)
EDTA 1% (w/v) EDTA (3 hod tfepani) — 2x DIW (1 hod tfepani)

Hawkins a HNO3 0,1 mol - I HNOs (3 hod tfepani) — 2x DIW (1 hod tfepéni) — aceton — DIW

Ragnarsdottir, | ICP-OES: Aceton/EDTA Aceton — DIW — 1% (w/v) EDTA (3 hod tfepani) — 2x DIW (1 hod tfepani)

2009 Cu, Mn, Zn DIW 2x DIW (1 hod tiepani)

(ov¢i vina) Decon 90 1% (v/v) Decon 90 — DIW — 1% (v/v) Decon 90 — DIW
EDTA/Decon 90 1% (w/v) EDTA (3 hod tfepani) — DIW (1 hod tfepani) — 1% (v/v) Decon 90 — DIW
EDTA/HCI 1% (w/v) EDTA (3 hod tiepani) — DIW (1 hod tfepani) — 0,1 mol - 1"t HCI (3 hod tfepéani)

— DIW (1 hod tiepani)
Decon 90/HCI 1% (v/v) Decon 90 — DIW — 0,1 mol - 1"t HCI (3 hod tfepani) — DIW (1 hod tiepani)
Ethylether + aceton (3:1) — suSeni (15 min, 50 °C) — 5% (w/v) EDTA (1 hod tfepani

Ethylether/EDTA | =70 (3x 10 min Enicl)lémi) ( ) o ( pen
SLS 1% (w/v) SLS (3 hod tfepani) — 2x DIW (1 hod tepani)

K ToF-SIMS: | IAEA procedura aceton (10 min), 3x DW (10 min), aceton (10 min)

empson a Na, K, Ca . .
Skinner, 2012 Mg’ a I,:e ' Triton X-100 2% Triton X-100 (30 min) — 3x oplach DW (10 min)

DIW — deionizovana voda, DW — destilovana voda, DDW — dvakrat destilovana voda, UZ — ultrazvuk
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1.3.2.2 Metody rozkladu vzorku pred analyzou

Pied samotnou analyzou je nutné vzorek upravit na podobu vhodnou pro nasledujici
instrumentalni techniku, coz je vét§inou roztok. Toho mizeme docilit rozkladem vzorku
na suché ceste, na mokré cesté ¢i mikrovlnnym rozkladem. V literatuie jsou k prvkové analyze

vlast/srsti pouzivany vSechny tyto rozkladné postupy Vv riznych modifikacich (Aydin, 2008).

K rozkladu na suché cesté lze pouzit elektrickou pec. Aydin (2008) vzorky
zpopeliloval v porcelanovém kelimku za vysoké teploty (az 370 °C) po dobu 2 hodin. Ziskany
popel se nasledné za zahiivani rozpousti v HNO3. Chandola a Lordello (1981) vyuzili muflovou
pec, kde vzorek zpopelnovali v platinovém kelimku pii 300 °C po dobu jedné hodiny, poté
na 4 hodiny teplotu zvysili na 450 °C. Popel dale rozpustili v HNOs. Salmela a kol. (1981)

vzorky rozkladali na suché cesté pii 450 °C a nasledné je rozpoustéli ve 2 mol - 1" HNOs.

Jako nejlepsi pro mokry rozklad se dle Aydina (2008) jevi smés HNO3z a H20:
v poméru 2:1 (HNOs : H20>) pfi teploté 110 °C a minimélni dobé& rozkladu 40 minut. Tyto dvé
reagencie pouzivali Kk rozkladu koniskych zini i Asano a kol. (2002) avsak kazdou zvlast.
Nejprve zin¢ rozkladali v HNO3z po dobu 24 hodin, poté piidali dalsi ¢ast HNOs a smés
zahfivali. Nakonec pfidali H2O2 a smés opét zahtali. Sreenivasa Rao a kol. (2002) zkouseli
rizné podminky pro ptipravu vzorku, jako je: teplota, délka doby rozkladu nebo pomér kyseliny
a peroxidu. Zjistili, ze rozklad probiha beze zbytku Vv teplotnim rozmezi od 120 do 200 °C.
Proto byla v této studii teplota udrzovana na 150 °C. Doba rozkladu byla testovana od 15 do 60
minut, po intervalech 15 minut. 30 minut postacovalo pro kompletni mineralizaci vzorku.
Slozeni smési kyselin bylo optimalizovano na pomér 2 : 1, 2 dily HNOs a 1 dil H202. NavySeni
objemu peroxidu na pomér 1 : 1 nemélo na mineralizaci Zadny vliv. Rashed a Soltan (2005)
zviteci srst rozkladali v ohtaté smési HNOs : HCIO4 : H2SO4 (8: 1 : 1). Chyla a Zyrnicki (2000)
psi srst rozkladali pomoci varu v HNOs, po ochlazeni ptidali 2x podil H202 a smés byla opét
pfivedena k varu. Mineralizat nasledné odpatili na 1 ml, ochladili a zfedili deionizovanou

vodou.

Sen a Chaudhuri (2001) k rozkladu lidskych vlasi pouzivali smés kyseliny dusi¢né
a chloristé bez uvedeni poméru. Smési HNO3z a HCIO4 (3:1) rozkladal vzorky vlasti LeRoy
(1986), kdy nechal vzorky se smési 30 minut reagovat. Poté je 30 minut zahtival na 95 °C a ptes
noc je nechal zahtivat na 210 °C. Borella a kol. (1996) také rozkladali vlasy v zahtaté smési
HNO3z a HCIO4 (2:1) a po rozkladu se vzorky 30 minut vafily se zfedénou HCI (1:9).

32



Metody rozkladu na suché i mokré cest¢ jsou casové narocné a komplikované.
Rozklad za pouziti mikrovinného pole ma mnoho vyhod a v publikacich se ¢asto pouziva.
Poskytuje jednodussi, rychlejsi, Cistsi a efektivnéjsi zpiisob piipravy vzorku. Navic je vzorek
V uzavieném systému, tudiz je zabranéno vnéjSim kontaminacim a ztratdm prvki v disledku
odpafovani (Aydin, 2008). Pro mikrovinnou mineralizaci Aydin (2008) standardizoval
nasledujici postup: vzorek byl rozlozen pomoci 3 ml HNO3z a2 ml H2O2 v mikrovinném
mineralizatoru. Teplotni program se skladal ze tii krok: 8 minut pfi 130 °C, 5 minut pii 155 °C
a 12 minut pii 170 °C. VSechny kroky byly provadény pii vykonu 80 W. Morton a kol. (2002)
K mikrovlnnému rozkladu pouzili smés HNO3z a H202 (2:1). Rozkladny program se skladal
ze 6 krokd: 5 minut (pii 250 W), 2 minuty (0 W), 5 minut (400 W, 2 minuty (0 W), 5 minut

(600 W) a nasledn¢ 10 minut ponechat pfistroj vétrat s otevienymi dviiky.

1.3.3 Prvkova analyza

V publikacich zabyvajicich se prvkovou analyzou vlasu ¢i srsti je K analyze vyuzivana
cela tada metod. Nejcastéji jsou pouzivany metody ICP-OES, ICP-MS a AAS

s elektrotermickou atomizaci i s atomizaci v plameni a fada dalsich (Aydin, 2008).

Atomova absorp¢ni spektrometrie je Voblasti anorganické prvkové analyzy
nejrozsitenéjsi metodou. Zakladnim principem metody je absorpce elektromagnetického zateni
volnymi atomy v plynném stavu. Pomoci AAS Ize stanovit aZ 68 prvkl v koncentracich
od desetin g - 1" aZ po koncentrace nizsi nez 1 pg - I't. AAS je spojovéna s atomizaci v plameni
(FAAS), kde je roztok pfeveden na aerosol ve zmlzovaci a aerosol vnasen do plamene.
Atomizace muze probihat 1 v elektrotermickém atomizatoru ETAAS, coZ je zafizeni vyhiivané
na danou teplotu pomoci elektrického proudu. AAS nachazi uplatnéni v mnoha odvétvich
prvkové analyzy — analyza zivotniho prostfedi, kontrola jakosti, klinicka analyza, geologie,
vyzkum materialt a mnoho dal$ich. Diky velmi malé spotfebé vzorku je ETAAS v praxi
nenahraditelna pro stopovou a ultrastopovou analyzu malych vzorkli V soucasné dobé je AAS

¢asto nahrazovana metodou ICP-OES (Cemohorsky a Jandera, 1997; Klouda, 2003).

ICP-OES umoziuje stanovit témét vSechny prvky periodické tabulky. K vyhodam
metody patii multielementarni analyza, rychlost analyzy, Siroky dynamicky rozsah (5 — 6 fada

koncentraci), nizky vliv nespektralnich interferenci, dobra reprodukovatelnost a dosahované
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detekéni limity (az setiny pg - 1Y), Nevyhodou je zna¢na spotieba argonu, Z ekonomického
hlediska se vyplati pro vétsi série vzorkli a pro analyzy multielementarniho charakteru

(Cernohorsky a Jandera, 1997).

Bézné pouzivanou technikou pro analyzu stopovych a zejména ultrastopovych prvka
je ICP-MS. Vyhodou metody je nizka spotfeba vzorku, rychlost, vysoka citlivost, linearni
rozsah ve velkém rozsahu koncentraci (az 6 tada), multielementarnost ¢i moznost sledovani
izotopickych poméri. Nevyhodou miize byt instrumentalni naro¢nost, tedy i vysoké provozni
a potizovaci naklady. Problémem je mensi tolerance k vysSim obsahiim soli a rozpoustédel
a také cela fada vlivi matrice (spektralni a nespektralni). Detekéni limity ICP-MS jsou velmi

nizké, fadové desetiny pg - 1 az ng - 1"t (Cernohorsky a Jandera, 1997).

V nékterych studiich je k analyze vyuzivana metoda PIXE (Particle Induced X-ray
Emission), ktera pro analyzu vyuziva rentgenové zareni vznikajici pii bombardovani vzorku
urychlenymi nabitymi casticemi. K bombardovani se jako budici ¢astice V praxi vyuzivaji
protony. Detekéni limit metody je prakticky stejny pro vSechny analyzované elementy, kolem

1 pg - gt (Cernohorsky a Jandera, 1997).

1.3.4 Referencni hodnoty

Urceni referencnich hodnot prvkii ve vlasech neni jednoduché. Je nutné zohlednit fadu
faktort, jako je pohlavi, vek, rasa, barva vlast, kosmetické oSetieni vlast, geograficka lokalita
a mnoho dalSich. Bez celosvétové uznavanych referencnich hodnot prvkové analyzy vlast
nemuze byt prvkova analyza spolehlivou a uzite¢nou metodou pro hodnoceni nutri¢éniho stavu
osob. Absence téchto referencénich hodnot vedla Mikulewicze a jeho kolektiv k provedeni
obsahlé reSerSe dostupné literatury: Vybrané studie wuvadély referencni meze
pro makroelementy, mikroelementy, toxické prvky a ostatni prvky. Jednotlivé prace se lisily
Vv ptipravé vzorkl pied analyzou, v rozkladu vzorkt a v samotné analyze (ICP-OES, ICP-MS).
Z téchto divodi se hodnoty uvadéné riznymi laboratofemi zna¢né liSily. Dle autort
je nezbytné metodu mineralni vlasové analyzy standardizovat a validovat. Jenom v tom ptipadé
pak bude mozné poskytnout smysluplné referencni hodnoty a vyuzit tak prvkovou analyzu

jako diagnosticky nastroj v 1€karstvi (Mikulewicz a kol., 2013).
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Na mensim poctu subjektti Chojnacka a kol. (2010) ur¢ili referen¢ni hodnoty pro obsahy
36 prvku v lidskych vlasech. Pro studii byla vybrana populace polskych studentii ve véku
21-22 let, jednalo se 0 41 muza a 76 zen. Celkem bylo ziskano 117 vzorkl vlasi, které byly
rozlozeny mikrovilnnym rozkladem pomoci kyseliny dusi¢né. Detekce makroprvkl probéhla
na ICP-OES, mikroelementy a stopové prvky byly stanoveny pomoci ICP-MS. Za referencni
rozsahy byly povazovany hodnoty mezi 10. a 90. percentilem. Byly porovnany rozdily
mezi pohlavimi a u zen také rozdily mezi barvenymi a nebarvenymi vlasy. Souhrn referen¢nich

mezi prvku v lidskych vlasech ze sou¢asné dostupné literatury je uveden v Tabulce 6.
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Tabulka 6: Referenéni hodnoty pro hladiny prvki v lidskych vlasech [pg - g%

Referenéni meze | Podet | @@ | Zdroj Reir‘:;récnl Pocet | @@ | Zdroj
2,4 20,0 412 | Z/IM 3 74 72,9 411 | ZM 3
Al 0,01 12,75 131 | ZM 4 6 24 655 | Z/M 1
3 16 655 | ZM | 1 Mg | 8,67 65,3 | 218 7 2
0,14 0,24 263 | ZIM 3 444 | 183,22 76 7z 6
As 0,0003 0,03 130 g/M 4 31,6 | 1064 41 M 6
0,05 0,20 655 | Z/M 1 0,04 0,77 | 378 | ZM 3
0,0011 | 0,016 | 167 | Z/M 5 0,002 | 0,91 133 | ZM 4
0,18 2,70 130 g/M 4 Mn 0,10 0,60 655 g/M 1
Ba 0,10 0,70 655 | ZM 1 0,03 075 | 167 | ZM 5
0,849 | 4,963 76 7z 6 0,464 | 1,144 | 76 7z 6
0,379 | 1,894 41 M 6 0,436 | 0,829 | 41 M 6
Bi 0 0,10 655 | Z/M 1 0,04 0,98 195 | Z/IM 3
120 365 655 Z{M 1 Mo 0,0001 | 1,78 135 g/M 4
c 160 1460 218 7z 2 0,04 0,10 | 655 | Z/M 1
a1 1255 4542 76 7z 6 0,024 | 0,19 167 | ZM 5
625 2229 41 M 6 Na 2 123 218 7z 2
0,04 0,61 168 g/M 3 Ni 0,07 3,40 263 g/M 3
cd 0,0004 | 0,16 132 | Z/M 4 0,036 | 1,75 | 131 | ZM 4
0,01 0,20 655 | Z/M 1 b 96 299 412 | ZM 3
0,0003 | 0,0128 | 167 | Z/M 5 108 173 218 7z 2
0,03 2,95 137 | Z/M 3 1,0 19,8 358 | ZM 3
Co 0,01 1,20 136 g/M 4 Pb 0,28 3,03 129 g/M 4
0,01 0,02 655 | Z/M 1 <3 655 | Z/M 1
0,001 0,017 | 167 | Z/M 5 0,008 | 0,34 167 | ZIM 5
0,08 4,56 160 g/M 3 Sb 0,0002 | 0,11 135 g/M 4
Cr | 0,001 0,48 131 | Z/M 4 0,0003 | 0,02 167 | ZM 5
0,20 0,90 655 | Z/M 1 0,30 1,51 327 | ZzZM 3
7.2 82,7 412 | ZM 3 S 0,13 1,28 134 | ZIM 4
9,1 59,7 135 | Z/M 4 € [ 050 1,00 655 | Z/IM 1
cu 8 36 655 Z@v[ 1 0,03 0,20 167 Z@v[ 5
10,1 46,6 218 7z 2 ) 23,1 | 1497 | 76 7z 6
8,9 50,9 76 7z 6 Si 16,0 61,6 41 M 6
8,5 16,1 41 M 6 0,31 365 | 186 | ZM 3
5,9 36,8 408 | ZM 3 S 1,11 | 12,72 | 132 | zM 4
Fe 7 21 655 | Z/M | 1 "' 183 | 107 | 76 | Z 6
3,66 17,3 218 7z 2 0,73 4,21 41 M 6
Hg 0 1 655 g/M 1 0,04 413 156 g/M 3
0,009 0,42 167 | Z/M 5 VvV | 0,001 | 0,21 132 | ZM 4
K 22,5 89,5 76 z 6 0,04 0,13 655 gﬂv[ 1
32,3 133,4 41 M 6 64 228 411 | ZM 3
La 0,216 1,28 76 7z 6 7n 96,86 | 329,19 | 130 g/M 4
0,0848 | 0,574 41 M 6 30 130 655 | Z/M 1
i 0,001 0,56 131 | Z/M 4 150 327 218 7 2
"' o01 002 | 655 | ZM | 1

Zdroje: 1 - Park a kol. (2007); 2 - Vanaelst a kol. (2012); 3 - Senofonte a kol. (2000); 4 - Dongarra a kol.
(2011); 5 - Carneiro a kol. (2011); 6 - Chojnacka a kol. (2010)
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1.3.5 Vypovidaci schopnost komerc¢né nabizenych analyz

Mezi tradi¢nimi lékafi neni prvkova analyza vlasi pfiliS oblibena. Analyza
je povazovana za nespolehlivou a nevhodnou pro hodnoceni nutri¢niho stavu pacientd.
V oblasti monitorovani expozice organismu tézZkymi kovy ma urcitou hodnotu.
Americka 1ékaiska asociace (American Medical Association Committee on Cutaneous Health
and Cosmetics) v roce 1974 uvedla, ze fyzikalni a chemicky stav vlasi nemusi zcela souviset
se zdravotnim stavem organismu. Pouziti multielementarni analyzy vlast jako jediného
diagnostického prostfedku porusuje zasady lékaiské praxe. Laboratorni nalezy by mély byt
posuzovany spole¢né s historii a fyzikalnimi nalezy pacienta. Lékai by mél také mit na paméti
vyskyt laboratornich chyb. Z téchto mnoha divodi neni prvkova analyza vlasii povazovana
za spolehlivou techniku pro identifikaci hladiny prvka v lidském téle. Neposkytuje ani platny

podklad pro jakékoliv doporuceni uzivani vitaminti, minerald a doplnka stravy (Barrett, 1985).

Barrett (1985) ve své praci popisuje experiment, ktery mél dokazat, zda je komer¢né
nabizena analyza vlast spolehliva. Vzorky vlasi byly odebrany od dvou zdravych divek
ve véku 17 let a byly promyty 20x vodou z vodovodu. Poté byly usuSeny, rozstiihany
a promichany. Vzorky byly dale ptipraveny podle specifickych instrukci kazdé ze 13 laboratofi
komeréné nabizejicich analyzu vlasii a zaslany do laboratoii pod faleSnymi jmény. Tento postup
byl zopakovan o tfi tydny pozdgji s pouzitim jinych jmen. Cena jedné analyzy se pohybovala
od 17 do 40 americkych dolard (primérné 26,8 dolart). Celkové bylo ziskano 52 vysledkovych
zprav. Uvadéné hladiny latek pro jeden vzorek se mezi jednotlivymi laboratofemi velmi lisily,
u nékterych prvku az desetinasobné. | kdyby byly namétené hladiny spravné, interpretace byla
stale obtizna. Mezi jednotlivymi laboratofemi se velmi liSily rozmezi ,,normalnich® hladin
prvki. Stejna hladina byla u jedné laboratotfe povazovana za nizkou, u jiné za normalni a u dalsi
za vysokou. Také navrhované dopliiky stravy byly zna¢né odlisné — smési ruznych vitaminu,
minerall, enzyma ¢i extrakty ze zvifecich organt. Pocet doporucenych dopliiki stravy byl
praumérné 6, S mnozstvim denni davky lisici se od 2 az do 46 davek (pramérné 18). Dle Barretta

je uziti vlasové analyzy nevédecké, ekonomicky nehospodarné a pravdépodobné 1 nezakonné.

Seidel a kol. (2001) zmapovali situaci v oblasti prvkové analyzy vlast ve Spojenych
statech americkych v roce 2001. V USA bylo primérné provadéno 225000 prvkovych analyz
vlasti roéné za celkem 9,6 milionti dolart v 9 laboratofich. Bylo vybrano 6 laboratofi,

které zajistovaly 90 % provadénych analyz v USA. Chemicky neoSetfené, hnédé vlasy byly
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ziskany od zdravé, 40leté¢ zeny se svétlou pleti. Byly upraveny dle pozadavkl konkrétnich
laboratofi a odeslany k analyze. Mezi vysledky jednotlivych laboratofi byly velké rozdily.
Obsahy arsenu, rtuti a hliniku byly laboratofemi oznaceny jako zvys$ené, rizikové, s moznym
puvodem ze zivotniho prostiedi a bylo doporuc¢eno opakované testovani. Darkyné vlasti méla
udajné¢ zvySené riziko riznych nemoci jako je nedostateCnost nadledvin, anémie,
kardiovaskularni onemocnéni, porucha produkce insulinu, pasivné agresivni chovani
a podobné. Nicméné nebyl objeven zadny klinicky dikaz, ktery by potvrzoval piitomnost
zdravotnich problémti. Vlasova analyza je podle autorii nespolehliva. V publikaci autofi
doporucuji upustit od pouzivani této analyzy k hodnoceni nutri¢niho stavu jedince nebo
pti podezieni na znecisténi zivotniho prostfedi. Dale poukazuji na problémy s certifikaci

a fizenim jakosti téchto laboratofi.

Obdobnou studii spolehlivosti prvkové analyzy provedli v Némecku v roce 2002
Drasch a Roider. Do 6 némeckych a jedné americké laboratoie, které komeréné nabizely
prvkovou analyzu vlast, byly poslany vzorky vlasti od dvou dobrovolnikii. O Sest tydnt pozdéji
byly do stejnych laboratofi poslany identické vzorky od prvniho dobrovolnika. Timto postupem
bylo hodnoceno intra-laboratorni porovnani. Kazda laboratof detekovala rozdilny pocet prvkd.
Dohromady bylo stanoveno 50 prvki, z ¢ehoz 23 prvki bylo detekovano vSemi sedmi
laboratofemi. Celkové bylo ziskano 20 vysledk, jeden ze vzorki se pravdépodobné ztratil pfi
transportu. Studie byla vedena anonymné, jako by o analyzu zadali sami pacienti. Do laboratofi
nebyl zaslan Zadny certifikovany referencni material, proto nebylo mozno ur¢it, ktera laboratot
méfila spravné. Porovnani vlasi pochazejicich od jedné osoby odhalilo, ze pouze jedna
laboratot zatadila prvky z obou analyz do stejné kategorie (tedy pod, vné nebo nad normalni
hladinou). Ostatni laboratofe zatadily 4 az 7 prvkd podruhé jinak nez poprvé. Porovnani
mezi laboratofemi bylo hodnoceno na zakladé vysledki obou dobrovolniki. Vzorek
od dobrovolnika ¢. 1 mél alespon 6 ze 23 prvkl v pfijatelném rozmezi (+ 30 %) od priméru
hodnot vSech 7 laboratofi. Pouze 3 prvky byly identicky hodnoceny vSemi 7 laboratofemi.
Vzorek od dobrovolnika ¢. 2 mél v pfijatelném rozmezi pouze dva prvky. Autofi konstatovali,
Ze neexistuje vzajemna srovnatelnost vysledkl laboratoii pro pfevaznou vétSinu sledovanych
prvki a tyto vysledky nemohou byt povazovany za platné. Studie viceméné souhlasi
s predchozi studii Seidelové (2001) a potvrzuje, ze vlasova analyza téchto laboratoii je velmi
nespolehliva. Také doporucuje upustit od pouzivani takovychto analyz (Seidel a kol., 2001;
Drasch a Roider, 2002).
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Frisch a Schwartz (2002) popisuji tskali vlasové analyzy v klinické praxi na tiech
na sobé nezavislych piipadovych studiich. Tfi pacienti pfisli na kliniku po obdrzeni diagnézy
intoxikace kovy, zalozené na vysledcich vlasové analyzy. Lékati diagnostikovali nespecifické,
multisystémové piiznaky. Celkova anamnéza, prostiedi ani fyzické prohlidky pacienti
nenaznacovaly, Ze by za pficinou ptiznakli mohla byt intoxikace kovy. Jeden nebo vice prvki,
které byly ve vlasech sledovany, byly podle prohlaSeni laboratofi zvysené. Diky témto
vysledkim pacienti vé&fili, ze trpi intoxikaci kovy, ackoliv ji podle 1ékarskych vySetieni

ve skutecnosti netrpéli.

Prvni pacientka, se zvySenym obsahem rtuti ve vlasech, nebyla profesionalné
ani environmentaln¢ exponovana rtuti a jeji fyzickd prohlidka byla v norm¢. Diagnoza
intoxikace rtuti se obvykle stanovuje z krve nebo moci. Pacientka méla obsah rtuti v Krvi
11 pg - 1Y, coz spada do normalniho rozmezi hladin rtuti v krvi, které je od 5 do 20 pg - 1'%,
Pacientka ¢. 2 méla také obavy, Ze trpi intoxikaci rtuti a zaCala samovolné uzivat chelata¢ni
terapii ve formé tablet, ur¢enych k detoxikaci organismu. Pacientka si také nechala odstranit
12 amalgamovych zubnich vyplni. Bylo zjisténo, ze vysoké hladiny rtuti v téle pacientky jsou
vice nez 4x tydné byla primérna celkova hladina rtuti 44 pg - I, coz koresponduje v hladinou
rtuti v téle pacientky ¢. 2. Pacientce bylo doporuéeno snizit piijem ryb na jednu porci za tyden
a podstoupit opakované meéteni za 1 az 2 mésice. Pacient ¢. 3 na doporuceni, zalozené
na vysledcich vlasové analyzy, podstupoval 2,5roku chelataéni 1écbu pro snizeni olova
v organismu. Fyzikdlni vySetfeni pacienta bylo vnormé& a laboratorni vysledky takeé
neprokazaly intoxikaci olovem a nutnost chelata¢ni 1é¢by. Pacient byl vystaven zatézovému
chelata¢nimu testu, kdy mu byla sbirana moc¢ za 24 hodin a nasledné v ni byl stanoven obsah
olova. Pacientovy hodnoty nepiesahovaly 22 ug olova za 24 h, pfitom za zvySeny obsah
vylu¢ovaného olova se povazuji hodnoty 600 pg/24 h. Bylo prokazano, ze pacient i ptes vysoké
hodnoty olova ve vlasech intoxikaci ve skute¢nosti netrpi. Spoleénym tématem téchto piipadt
jsou nespolehlivé vysledky analyzy kovl ve vlasech. Jsou ovSem i piipady, kdy mize byt
analyza vlasu uzitecna. Naptiklad pfi studiu urovné methylrtuti v populaci ¢i v ptipadé otrav
rtuti a arsenem. Je vSak dilezité rozliSovat mezi pouzitim vlasové analyzy ve vyzkumu (kde se
analyty méfi v definované populaci) a v oblasti prvkové analyzy slouZici ke stanoveni diagnozy
jednotlivce. Zejména u pacientli, jejichz expozi¢ni historie a symptomy vykazuji nizkou

pravdépodobnost pro intoxikaci, se ¢asto mlze jednat o faleSn€ pozitivni test. Neékolik studii
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Vv poslednich desetiletich prokazalo omezenou spolehlivost vlast jako diagnostického nastroje.
Lékati by v diagnostice intoxikaci kovy neméli spoléhat pouze na vlasovou analyzu. Tyto testy

jsou nespolehlivé a nemaji pevné stanovené referencni meze (Frisch a Schwartz, 2002).

V Ceské republice prvkovou analyzu vlasti komeréné nabizi nékolik firem, které oviem
pouze interpretuji data polské laboratoie Biomol-MED, kam vzorky zasilaji k ICP-OES
analyze. MUDr. Jaroslav Orlik, odborny zastupce laboratofe Biomol-MED pro Ceskou
republiku, na svych webovych strankach uvadi, Ze se analyzou vlast zabyva od roku 2001,
je certifikovanym tc¢astnikem kurzt analyzy vlasi a ma za sebou vice nez 8000 analyz vlasa.
Dle Orlika (2010) analyza stopovych prvkii umoziuje ur¢eni metabolického typu, zhodnoceni
biochemickych tendenci v organismu, zhodnoceni pusobeni stresu na organismus, slouZzi
k doporuceni zplisobu stravovani a suplementace pomoci doplnka stravy. Zaroven uvadi, ze se
nejednd o zazracnou léCebnou metodu ani diagnostikou metodou u akutnich chorob. Cena jedné

analyzy prvki ve vlasech vcetné 1ékatské konzultace je 3000 K¢.

Ceska webova stranka (komplexnizdravi.cz) nabizi prvkovou analyzu vlast za 2200 K¢&
a moznost poradenstvi za dalSich 600 K¢. Vysledky jsou k dispozici do 3 tydnt od zaslani
vzorkll. Analyza ma klientim zajistit zhodnoceni metabolismu, zvySeni vykonnosti fyzické
I psychické, minimalizaci zdravotnich rizik, prevenci vétsiny onemocnéni, zachovani zdravi
a krasy. Na dalSich webovych strankach je prvkova analyza nabizena v rtiznych variantach
za riizné ceny, ale vZdy se jedna pouze o odeslani vzorkl do vyse jmenované polské laboratofte.
Autofi webovych stranek pak zajist'uji interpretaci vyhodnocenych dat pacientim a konzultace
za priplatek. Také navrhuji moznost suplementace 1é¢ivy a dopliiky stravy (Analyza stopovych

prvki ve vlasech, 2017).

1.3.6 Faktory ovliviiujici prvkové sloZeni vlasii a srsti

Obsah prvku ve vlasech a srsti je ovlivnén riznymi faktory, jak biologickymi
(vnitinimi), tak behavioralnimi (vné&jsimi). VEk, pohlavi, barva vlast/srsti, rychlost rstu, ro¢ni
obdobi, geograficka poloha apod. Také ptsobeni riznych chemickych latek, jako jsou barvy
na vlasy, zesvétlovace, Sampony, miuze ovlivitovat hladiny prvku ve vlasech. Sreenivasa Rao
akol. (2002) uvadéji 4 parametry ovliviiujici obsah stopovych prvkla v lidskych vlasech:
vzdalenost od hlavy (I); veék a pohlavi jedince (II); geograficky vyskyt jedince (III) a dopliky
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stavy spolu s medikaci (IV). Podle autori mohou byt faktory I a IV eliminovany peclivym
odbérem vzorku a vybérem zkoumaného subjektu. Vyse uvedené faktory musi byt pii prvkové
analyze brany v uvahu, nebot’ mohou podstatné ovlivnit vysledky a interpretaci dat (Barrett,
1985; Sreenivasa Rao a kol. 2002; Sobanska, 2005).

Dongarra a kol. (2011) zaznamenali statisticky vyznamné rozdily obsahu prvka mezi
pohlavimi. Vlasy mladych divek obsahovaly zna¢né€ vyssi hladiny Al, Ba, Sr a Zn nez vlasy
chlapcii. Chlapci méli oproti divkdm zvySené obsahy Cr, Li, R, Sb a U ve vlasech.
Zvysené hladiny Ba, Sr a Zn u divek mohou byt diky modifikaci kostni hmoty a stavby t¢la,
ke kterym dochazi v puberté. Podle vSeho maji chlapci, u kterych dochazi k puberté obecné
pozd¢ji, mensi télesné zasoby Zn nez divky. ZvySené hladiny Al u divek nebyly vysvétleny.

Vyssi obsahy stroncia u Zen uvadi mimo jiné také Chojnacka a kol. (2010).

Sobanska (2005) ve své praci zkoumala rizné faktory, které by mohly vyznamné
ovlivnit nutri¢ni stav organismus a prvkové slozeni srsti: vék, pohlavi, ro¢ni obdobi, lokalita
a dietni stav testovanych zvifat. Pro pozorovani sezonnich zmén v obsahu kova v srsti byly
vzorky odebrany od divokych prasat a od zvitat ze zoologické zahrady. Z hlediska faktoru
pohlavi bylo zjisténo, ze samice maji nepatrn¢ vyssi hladiny rtuti v srsti nez samci.
Pro hodnoceni vlivu véku na prvkové slozeni srsti byly zkoumané subjekty rozdéleny do tfi
vékovych kategorii (v€k do 1 roku, 1 — 2 roky a jedinci starsi nez 2 roky). Mezi vSemi vékovymi
skupinami byly objeveny rozdily v obsahu rtuti, nejvyssi hladiny pak byly naméfeny u subjektt
ve véku 1-2 let. Dal3im testovanym faktorem byla barva srsti. Cervena srst obsahovala vyssi
koncentrace rtuti nez srst Cernd. Také se vzdalenosti od téla se obsah prvku zvySoval.
V koncovych castech srsti byly nameéfeny nejvyssi koncentrace prvki. Rozdily v barvé

v distribuci kovi v jednotlivych pramenech lze eliminovat peclivou homogenizaci vzorku.

Hawkins a Ragnarsdottir (2009) zkoumali zmény hladin prvka v ovéi srsti se zménou
délky jednotlivych vldken, tedy i staFim vzorku. ZvySujici se koncentrace prvkl byly jiz
pozorovany u lidi a divokych prasat, proto se autofi rozhodli zkoumat koncentrace prvki (Cu,
Mn, Zn) v ov¢i vin€. VInu nafezali na 2 cm ¢asti od zacatku pramene (0-2 cm) az po kone¢nou
cast (6-8 cm) a zbytek vzorku delsi nez 8 cm vyfadili z divodu mozného poskozeni vzorku
»zveétravanim®. Obsah prvkl ve vIng se lisil v zavislosti na vzdalenosti odebraného vzorku
od pokozky, coz mohlo souviset s del§imi expozicemi vngjsich faktor (Spina nebo prach).

U prvka Cu a Zn byly pozorovany rozdily podle barvy viny. U ¢erné viny byl obsah téchto
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prvka vyssi nez u viny bilé. To mlize byt diky tomu, ze cerné vlasy/srst maji vysoky obsah

melaninu, ktery je znamy svou vysokou vazebnou kapacitou ke kovim.

Asano a kol. (2005b) studovali vliv barvy na obsah stopovych prvka v konskych zinich.
Pomoci metody PIXE sledovali hladiny 28 prvkil v rtizné¢ zbarvenych Zinich, které rozdélili
do 3 barevnych skupin (svétlé, hnédé a ¢erné). Sedé Ziné obsahovaly vyrazné vyssi hladiny Cu,
Tia Zn. Naopak byly u Sedych zini namétfeny nizké hladiny Br, Ca, Se a Sr v porovnani S zinémi
jiného zbarveni. Nalezené koncentrace odpovidaly obsahiim v lidskych vlasech a psi srsti.
Pti interpretaci dat by se mélo piihlizet ke skute¢nosti, Ze barva vlast, zvlasté Sedé zbarveni,

muze ovliviiovat koncentrace nékterych prvkl v koiiskych Zinich.

Szynkowska a kol. (2015) se ve své praci zabyvali souvislosti mezi kosmetickym
oetirenim vlasti a obsahem vybranych prvkil. Zeny s barvenymi nebo zesvétlovanymi vlasy
maji niz§i prumérné hladiny médi a stroncia. Vyssi hladiny chromu, kobaltu a olova
byly naopak objeveny v piirodnich vlasech. Produkty k barveni nebo zesvétlovani vlast
jsou silné zasadité a mohou porusovat strukturu vlast. V dusledku téchto poruch mize dochazet
ke ztratam prvka z vlasové matrix ¢i naopak se nékteré prvky mohou do vlasu snadnéji
zabudovat. Rozdily obsahu prvkt ve vlasech barvenych a nebarvenych fesili také Chojnacka
akol. (2010). Statisticky vyznamné rozdily mezi barvenymi a nebarvenymi vlasy byly objeveny
pro prvky Ba, Ca, Cu, K, La, Mg, Si, Sra Ti.

1.4 Spojitost s onemocnénim

Prvky ptitomné v lidském téle hraji dilezitou roli v zivotnich procesech. Esencialni
prvky jako je vapnik, chrom, méd’, draslik, hoi€ik, sodik a zinek tvoii zaklad mnoha enzym,
podporuji nervova spojeni a kontrakce svali. Nedostatek téchto prvkl nebo jejich zvySené
vylucovani mize vést k mnoha zdravotnim problémim. Dal$im problémem pro té¢lo mohou byt
toxicke prvky, jako jsou hlinik, arsen, kadmium, rtut’ a olovo, které¢ maji cytotoxické, mutagenni
a karcinogenni u¢inky. Mnoho autori popisuje vzajemny vztah mezi mineralnim sloZzenim
vlast a fyzickymi nebo psychickymi poruchami. Zaroven konstatuji, Ze odhaleni mineralni
nerovnovahy ve vlasech by mohlo byt uZitenym nastrojem pro diagnézu mnoha chorob.
Hladiny prvku v krvi jsou spojovany s riznymi nemocemi, jako napiiklad hoicik s depresemi

nebo kadmium s vysokym krevnim tlakem. Kovy jsou zapojeny do procest spojenych
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s vyskytem a progresi onemocnéni, jako je naptiklad role selenu a olova ve vyvoji karcinomu
prsu. Podobné maji koncentrace zinku vliv na ateroskler6zu, skrze bunécnou regulaci a expresi.

(Kempson a Lombi, 2011; Wotowiec a kol., 2013).

Prvkova analyza vlasu jako mozny diagnosticky nastroj byla hodnocena v souvislosti
S riznymi onemocnénimi. Wotowiec a kol. (2013) uvedli systematicky souhrn celkem 66 studii,
kde vétSina autord konstatuje, Ze existuje korelace mezi hladinou prvkl ve vlasech a vyskytem
nékterych nemoci. Vysledky studii se pomérné 1isi. Tyto rozdily mohou byt diky rozdilim
V poctu testovanych jedinct, pohlavi, véku, diky metodam piipravy vzorku nebo rtznymi
metodami analyzy. Proto je tfeba tyto metody standardizovat, pfedevsim postup prani vzorku,

jeho rozklad a metodu detekce prvk (Wotowiec a kol., 2013).

1.4.1 Rakovina

Joo a kol. (2009) porovnavali hladiny 17 mineralt ve vlasech pacientek s rakovinou
prsu vici zdravym kontroldm. Pacientky s rakovinou mély niz$i hladiny Ca, Mg, Mn, Fe, Cu,
Zn a Pb. Naopak hladiny As, Na a K m¢ly vyssi nez zdravé Zeny. Suzana a kol. (2008; 2009)
vedli n¢kolik studii zaméfenych na roli selenu ve vyvoji karcinomu prsu. U pacientek
s karcinomem prsu byl detekovan snizeny obsah selenu oproti zdravym pacientkam. Kilic a kol.
(2004) u pacientti s rakovinou prsu ve tfetim stadiu objevili vyznamné zvySené hladiny chromu
a snizené hladiny manganu. Benderli Cihan a kol. (2011) sledovali 36 prvki ve vlasech
pacientek ve tfetim stadiu rakoviny prsu. Pacientky mély vyznamné vyssi hladiny As, B, Cd,
Ce, Co, Cs, Mn a Sb, zatimco zdravé Zeny mély znacné vyssi hladiny Ag, Au, Ba, Be, Ca, Ga,
Ni, Pb, Se a Zn. Podle autort této studie by mohla byt prvkova analyza vlasti potencialné

vyuzivana jako diagnosticky marker rakoviny prsu.

Borella a kol. (1997) zkoumali hladiny selenu, zinku, médi u Zen s rakovinou prsu
a umuzu s rakovinou plic. Vysledky vsak neodhalily zadné vyznamné rozdily mezi obsahem
prvkil u pacientl a u kontrol. Pasha a kol. (2010) u pacientli S rakovinou gastrointestinalniho
traktu objevili zvysené hladiny Zn, Fe, Pb, Cu a Cd. Yasuda a kol. (2009) méfili koncentrace
24 mineralt ve vlasech pacientu trpicich raznymi formami rakoviny (napf. prsu, stieva,
zaludku, prostaty, plic a dalSich). Pro porovnani byly pouzity vlasy zdravych jedinct.

Bylo zjisténo, ze hladiny I, As, Zn a Na pozitivn¢ korelovaly s rakovinou. Oproti tomu hladiny
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Se, Mn aV korelovaly negativné. Kromé& toho hladiny arsenu byly znateln¢ vyssi u lidi

s rakovinou nez u zdravych lidi.

Cho a kol. (1997) porovnavali hladiny 11 prvkd ve vlasech lidi Zijicich ve velkych
méstech, na venkové, lidi pracujicich ve sklarné a pacientt s rakovinou. Pacienti s rakovinou
méli vyssi hladiny I a nizsi hladiny Ca, Zn, Br a Mn. Lidé Zijici ve mésté méli zvysené hladiny
prvka Ca, Mg, Zn, Cu, Na, Br, Mn, I a S v porovnani s lidmi zijicimi na venkové. Na druhou
stranu vlasy lidi z venkovskych oblasti obsahovaly vice Al a As. U zaméstnanct sklaren byly

ve vlasech detekovany vysoké hladiny Al, Mn, As, Mg a Zn.

Czerny a kol. (2014) porovnavali hladiny prvkl ve vlasech u skupin lidi s riznou
formou rakoviny. U skupiny s rakovinou zavislou na hormonech byly zvySeny prvky K, Al,
Hg, Ca, Na, Mo oproti kontrole. Naopak snizeny byly hladiny prvki B, Cu, Fe Se, Ge, Mg, Cr,
Mn a Zn. Dalsi testovanou skupinou byli pacienti, kteti maji rakovinu s vysokou glykolyzou
(mozkové nadory, rakovinu lymfatického systému a leukémii). Zvysené byly hladiny prvki Al,
Cd, K, Hg, Na, Pb, Mo, V a P. SniZeny byly hladiny prvkd Mg, Ge, Se, B, Cu, Ca, Fe, Zn.
V ptipadé toxickych prvkl studie zaznamenala statisticky vyznamné rozdily v koncentracich
hliniku, olova, kadmia, médi a boru. Tieti skupinou byli pacienti S rakeovinou traviciho
systému (rakovina jater, slinivky, stieva a plic). U nich byly zvysené prvky: Al, Hg, K, Na, V,
Ca, Cd, Pb a Mo. Oproti tomu byly snizené prvky: Se, Zn, Mg, B, Fe, Ge, Cu a Cr. Ve vSech
testovanych skupindch je statisticky vyznamné sniZena hladina selenu. Tato zjisténi
je v souladu s vysledky Kolachiho a jeho kolektivu (2012), ktefi publikovali snizené hladiny
selenu v krvi, séru i vlasech u pacient s rakovinou jater. Da se tedy konstatovat, Ze selen

by mohl byt zahrnut do 1é¢by rakoviny traviciho traktu.

1.4.2. Diabetes mellitus

Afridi a kol. (2008a) zaznamenali vyznamné vyssi hladiny Pb, Cd a As ve vlasech muzi
s onemocnénim diabetes mellitus (DM). Pacienti, kufaci s cukrovkou, méli vyssi hladiny Pb,
Cd a As neZ porovnavana skupina nekuiakll se stejnym onemocnénim. Stejny trend se objevil
i pii porovnani kutakt a nekutfaki bez onemocnéni cukrovkou. Pacienti s DM ve studii Kazi
a kol. (2008a) méli zna¢né nizsi hladiny Zn, Mn a Cr a naopak vyssi hladiny Cu a Fe oproti

zdravé kontrolni skuping.
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Afridi a kol. v dalsi studii (2008b) porovnavali obsah prvk mezi jednotlivymi druhy
diabetes mellitus. Do studie byli zahrnuti pacienti s onemocnénim DM s vysokym krevnim
tlakem a DM s normalnim krevnim tlakem. Znaéné nizsi hladiny K, Mg a Ca byly nalezeny
U obou typta DM oproti zdravé kontrole. Hladiny sodiku byly vyznamné vyssi u obou typa

pacientli s DM nez u kontrol.

1.4.3 Krevni tlak

Afridi a kol. (2010) porovnavali hladiny Cd, Ni, Pb a Zn ve vlasech pacientii S vysokym
krevnim tlakem, kteii byli dale rozd¢leni na kufdky a nekufdky. Kontrolni vzorky poskytli
zdravi jedinci (kuféci a nekuféci). Hladiny Cd, Ni a Pb byly vyrazng€ zvySeny, zatimco hladiny
Zn byly znacné€ niz8§i u obou skupin s vysokym tlakem oproti zdravé kontrole. V jejich
predchozi studii (Afridi a kol., 2006) méli pacienti zna¢n¢ vyssi hladiny Ni, Cd, Cu, Cr a Pb

ve vlasech nez porovnavand kontrola, zatimco hladiny Fe a Zn byly u téchto pacientl nizsi.

Vztah stravovacich navyki, obsahu mineralti ve vlasech a krevniho tlaku zkoumal
Roddenas a jeho kolektiv (2011). Pro testovani byly vybrany zeny po menopauze, zeny
S normalnimi stravovacimi navyky a caste¢né vegetaridnky (které vyloucily cervené maso
z jejich stravy). Vegetaridnky mély vySsi obsah Al, Ba, K, Mn, Na a Pb a niZsi obsah Ca a Zn
ve vlasech. Obsah kobaltu pozitivné koreloval se systolickym tlakem a obsah

drasliku negativné koreloval s diastolickym tlakem.

Gonzéalez-Muioz a kol. (2010) také vedli studii tykajici se Zen po menopauze,
porovnavajici krevni tlak a obsah mineralti ve vlasech. Zeny s vysokym krevnim tlakem mély
znaéné vyssi obsahy Cd, Co a Mo a zna¢né niz$i obsahy Fe, Na, Mn a K nez zeny s tlakem
v norme¢. Poméry Ca/Mg a Zn/Cu byly také zvySeny u Zen s vysokym krevnim tlakem.
Autofi se shoduji, Ze hladiny urcitych prvki (Cd, Co, Fe, K, Mn, Mo a Na) ve vlasech by mohly

slouzit jako biomarkery pro hypertenzi u Zen po menopauze.

1.4.4 Infarkt myokardu

Pacienti s infarktem myokardu maji nizsi hladiny Zeleza, chromu a zinku ve vlasech.

Naopak hladiny olova, kadmia a niklu maji vyssi. Co se ty¢e obsahu médi, muzi maji hladiny
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niz§i v porovnani s kontrolou a Zeny naopak hladiny vyssi. Muzi i zeny s infarktem myokardu
maji oproti kontrole niz§i poméry Zn/Cu, Zn/Pb a Zn/Cd (Afridi a kol., 2006). Ve své dalsi
studii Afridi a kol. (2010) objevili, Ze pacienti s infarktem prvniho, druhého 1 tfetiho stupné
maji vyssi hladiny As, Cd, Ni a Pb. Vyssi hladiny obsahu téchto prvka pak pozitivné korelu;ji
se stupném infarktu. Kazi a kol. (2008b) zjistili, Ze obsah zinku je zna¢né nizsi u pacientl
s infarktem myokardu prvniho, druhého a tfetiho stupné. Bylo také zjisténo, Ze pacienti
s infarktem prvniho a druhého stupné maji zna¢né vyssi hladiny Zeleza nez kontrolni zdravé

osoby.

Dle Tan a kol. (2009) maji pacienti s kardiovaskularnim onemocnénim niz$i hladiny
Al Cd, Cr, Fe, Ni a Se a vyssi hladiny Cu, Mn a Zn oproti zdravym jedincim. Také poméry
Se/Fe byly niz$i a poméry Mn/Cu vyssi. U muzskych pacientii s ischemickou mrtvici

Karaszewski a kol. (2007) detekovali zna¢n¢ vyssi hladiny hoiciku a drasliku.

1.4.5 Onemocnéni ledvin

Ortac a kol. (2006) se zabyvali onemocnénim ledvin a vlivem rtznych typt
onemocnéni na obsah prvkid ve vlasech détskych pacientli na hemodialyze, pacient
dochazejicich pravidelné na ambulantni peritonealni dialyzu a pacientt s chronickym selhanim
ledvin. U vSech tfi skupin byl oproti zdravym détem prokazan snizeny obsah selenu. Dlugaszek
a kol. (2008) porovnavali obsah prvki ve vlasech pacientd s chronickym selhanim ledvin,
pacientt s poruchou funkce ledvin a nedialyzovanych lidi. Zjistili, ze pacienti s chronickym

selhanim ledvin maji zna¢né¢ vyssi hladiny Ca, Mg, Fe, Al a Cr.

Pacienti s chronickym onemocnénim ledvin (muzi, kufaci) maji zna¢né vyssi hladiny
Al, Cd, Pb a Ni ve vlasech nez koufici 1 nekoufici kontrolni osoby. Obsah kadmia ve vlasech

zdravych nekuraku je vyssi nez u zdravych kufakid (Kazi a kol., 2009).

Khan a kol. (2011) méfili hladiny hliniku ve vlasech pacientt se selhanim ledvin a tyto
hladiny byly vyss$i nez u porovnavanych kontrol. Ochi a kol. (2011) stanovovali obsah
22 stopovych prvkl ve vlasech 80 hemodialyzovanych muzskych pacientli a porovnavali
je s obsahem prvkut ve vlasech 100 zdravych darci. Hladiny Pb, Hg, Cu, Ge a Br byly nizsi
u hemodialyzovanych pacientti. Naopak hladiny Be, As, Mg, Cr, Mn, Fe, Se, Mo, |, V a Co
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byly zna¢né€ vyssi nez u kontrol. Také byla objevena pozitivni korelace mezi obsahem Mg, Mn

a Cd a délkou trvani hemodialyzy.

1.4.6 Osteoartritida

Lech a kol. (2002) studovali obsah Pb, Cu, Zn a Mg ve vlasech déti ve spojitosti
s poruchami kloubniho systému. Hladiny Pb, Zn a Mg byly vy$si a hladiny médi nizsi
U pacientll v porovnani se zdravymi détmi. Pacienti mé¢li také vyss$i poméry Zn/Cu a nizsi
poméry Mg/Pb a Mg/Zn. Wang a kol. (2009) u Zen s osteoartritidou prokazali vyssi hladiny
Cu, K, Na a poméry Zn/Cu. Tyto Zeny mély také nizsi poméry Na/K a Fe/Cu.

Hashmi a Shah (2011) zkoumali skupinu pacientll s revmatoidni artritidou
a osteoartritidou. Ve vlasech téchto pacientli detekovali obsah 10 prvki. Hladiny kobaltu
a chromu méli pacienti vyrazné vyssi oproti zdravym jedinctim. Naopak hladiny médi, Zeleza
a hof¢iku meéli pacienti nizsi. Mierzecki a kol. (2011) porovnavali obsah zinku v séru,
erytrocytech a vlasech pacientii s revmatoidni artritidou. Obsah zinku ve vlasech pacientd

byl vyrazné nizsi nez v ostatnich biologickych vzorcich.

1.4.7 Autismus

DePalma a kol. (2011) stanovovali obsah 17 prvka ve vlasech autistickych déti. Autisté
méli znan€ vyssi obsah lithia, molybdenu a selenu. Z hlediska pohlavi bylo lithium vyssi
u autistickych chlapcti nez u divek s autismem. Kadmium méli vyznamné vysSi autisticti
chlapci ve srovnani se zdravymi chlapci. Zajimava je Holmesova (2003) analyza prvnich vlask
autistického ditéte. Matky byly vystaveny injekcim imunoglobulinu Rho D a mély amalgamové
vyplné zubtl. Z tohoto diivodu mély vyssi obsah rtuti v téle. AvSak jejich autistické déti mély
obsah toho prvku vyrazné€ nizsi v porovnani se zdravymi détmi. Lubkowska a Sobieraj (2009)
zkoumali obsahy Mg, Ca, Fe, Se, Zn a Cu ve vlasech autistickych déti. Autistické divky mély
znacné nizsi hladiny médi a hot¢iku v porovnani se zdravymi divkami. Autisticti chlapci méli

vys$i hladiny selenu a nizsi hladiny Zeleza.
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1.5 Kontamina¢ni pokusy

Pouzivané praci postupy nemusi dokonale odstranit pouze vnéjsi kontaminanty,
ale mohou odstranovat i prvky z vnitini struktury vlast. Za uc¢elem uréeni, zda je praci metoda
schopna rozlisit exogenn¢ a endogenné vazané prvky, jsou zkoumany obohacené vzorky.
Existuje n€kolik kontaminac¢nich studii, kde jsou vlasy/srst nejprve kontaminovany roztokem
urcitého prvku ¢i smési prvkil a poté jsou promyvany rtiznymi pracimi metodami. Koncentrace
prvkl jsou méfeny ve vzorcich pfed kontaminaci, v kontaminovanych vzorcich a nasledné

po vyprani (Morton a kol., 2002).

V dlouhych pramenech vlasti bylo pozorovano, ze se zvysenou vzdalenosti od hlavy
se zvySuje koncentrace vétSiny prvkl. To naznacuje, Ze Cas a zvySend externi kontaminace
mize byt pti¢inou hromadéni prvki ve vlasech. Tyto poznatky vedly k provedeni experimentu
(Bate, 1966), ktery by prokazal, vjaké mife muze byt ovlivnén obsah stopovych prvki
ve vlasech adsorpci prvkil z vnéjSiho prostiedi a zda je mozné je odstranit pomoci rozpoustédel.
Mnoho prvki nachdzejicich se ve vlasech je také ptitomno v potu ¢i jinych materidlech, které
ptichazeji do kontaktu s vlasy. Tato vnéj$i kontaminace nam muze vysvétlit pivod téchto
prvki. Proucely studie byly pouzity vlasy, které byly promyty neionogennim detergentem
a vysuseny. Kontaminac¢ni roztok simulovaného potu byl pfipraven rozpusténim 2,61 g NacCl,
0,72 g KNOs, 2,25 g kyseliny mlé¢né a 0,3 g mocoviny v 1 litru vody. K 10 ml simulovaného
potu bylo pfidano znamé mnoZstvi radioizotopové stopovaci latky a stabilni prvek. Pro kazdy
prvek byly pfipraveny 3 roztoky a pH bylo upraveno na hladinu okolo 3; 4,2 a 5,5.
Ke kazdému roztoku byl ptidan vzorek vlasli, smés byla dikladné protfepana a byla ponechéna
stat ptes noc. Po 16 hodinach byly vzorky vyjmuty z kontamina¢niho roztoku, byly oplachnuty
a promyty. Byly sledovany prvky: Ag, As, Au, Ba, Br, Ca, Cl, Co, Cr, Cu, Fe, I, K, Mn, Na,
Sh, Se, Sr a Zn. Vsechny prvky kromé Na a K se do vlasi adsorbovaly. Mira adsorpce prvku
ve vlasech zavisela na pH roztoku a také na konkrétnim prvku. Jedno vyprani detergentem
odstranilo maximalné 50 % kontaminace z vlasi. Dodate¢né prani detergentem nepftispélo
k dalsimu poklesu kontaminace. Ba, Co, Fe, Mn, Sb a Zn byly odstranény pomoci rozpoustédel
obsahujicich EDTA. Nebylo objeveno Zadné rozpoustédlo, které by odstranilo Ag, Au a Se.
Vysledky této studie dokazuji, Ze vlasy mohou absorbovat na svém povrchu mnoho prvkua
a praci metody absorbované prvky nemusi dostatecné odstranit. Pro forenzni analyzu vlast
je dulezité, ze koncentraci téméft jakéhokoliv stopového prvku lze ovlivnit pfidanim neutralniho

roztoku soli kovu k vlasim (Bate, 1966).
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Mattera a kol. (1981) kontaminovali vzorky vlast roztokem médi (20 pg - ml™) po dobu
48 hodin, nasledné hodnotili schopnost promyvacich ¢inidel odstranit exogenné navazanou
méd’. Cast vzorkd byla po kontaminaci oplachnuta deionizovanou vodou a &ast byla vyprana
v 5% (w/v) roztoku SDS po dobu 30 minut. Promyté vzorky byly vysuSeny a rozlozeny.
Kanalyze byly pouzity i nekontaminované vlasy. Pfed expozici roztokem médi
bylo ve vzorcich vlast detekovano 40 £6 ug - g médi. Po 48 hodinové expozici se hladina
médi zvysilana 62 +8 pg - g*. Po promyvani roztokem SDS pii pH 7 hladina médi poklesla na

45 +8 ng - gt. To odpovida odstranéni 78 % povrchové navazané médi (Mattera a kol., 1981).

Morton a kol. (2002) zkouseli vzorky lidskych vlasi obohatit simulovanym potem.
Obsah jednotlivych slozek simulovaného potu byl zvolen s ohledem na fyziologické hladiny
pritomné v ekrinnim potu. Pot obsahoval siran vapenaty (0,04 g), chlorid sodny (0,38 g), siran
hotecnaty (0,0005 g), siran draselny (0,223 g), siru (0,003 g), mocovinu (0,09 g), rozpusténé
ve 100 ml deionizované vody. Ke vzorku vlast byly pfidany 3 ml smésného roztoku prvka (As,
Cd, Cr, Hg, Pb, Sh, Se) o koncentraci 100 ng - ml™, pfidanych v roztoku potu. Kontaminace
probihala 24 hodin, poté byl roztok slit a vzorky vlast byly usuSeny. Vzorky byly promyty vzdy
3 ml nasledujicich pracich roztoki: 1% (v/v) SLS, 0,1% (w/v) EDTA a 0,1 mol - It HCL.
Neobohacené vzorky, obohacené vzorky neprané i vyprané byly rozloZeny a analyzovany
pomoci ICP-MS. Z vysledkd uvedenych v Tabulce 7 je patrné, Ze kromé olova se vSechny
prvky absorbovaly do vlasd. Rtut’ a selen se absorbovaly ve vétsi mite, hladina koncentrace
prvki vzrostla ptiblizné na pétindsobek. Olovo bylo po ptidani simulovaného potu odstranéno.
Tato skutecnost znaci, ze plivodni olovo nebylo pevné navdzano. Pomoci praci metody s EDTA
byl zcela odstranén absorbovany chrom a kadmium, naopak arsen a selen nebyl z vlast
odstranén. Antimon byl piiblizné ze 34 % odstranén pomoci SLS. Pfiblizné¢ 30 % rtuti
bylo vyprano pomoci HCI. Odstranit rtut’ tiplné nebylo mozné zadnou z testovanych pracich

metod (Morton a kol., 2002).
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Tabulka 7: Porovnani koncentraci ve vlasech po obohaceni simulovanym potem a vyprani

Prvek neljf)?);zti;lé Obohacené Oboh’acené a Ob;))raancgr‘l,é a Oboh’acené a
vzorky vzorky prané v SLS EDTA prané v HCI1
Koncentrace prvkii [pg - g7]

Cr 0,49 0,66 0,60 0,50 0,49
As 0,004 0,24 0,32 0,33 0,31
Se 0,58 341 3,34 3,23 3,25
Cd 0,0005 0,15 0,02 0,03 0,001
Sb 0,01 0,43 0,28 0,33 0,34
Hg 0,54 2,45 2,04 2,03 1,71
Pb 1,25 0,39 0,45 0,21 0,07

(upraveno dle: Morton a kol., 2002)

Ve stejné studii Morton a kol. (2002) kontaminovali vzorky vlasi izotopem kadmia
(1%Cd). 3 ml ziedéného roztoku kadmia byly na 24 hodin ptidany ke vzorku vlast, poté byl
roztok slit a vlasy vysuSeny pies noc. Cast kontaminovanych vzorkii byla ponechana nepran,
prana v 1% (v/v) SLS, v 1% (w/v) EDTA, v 0,1 mol - I HCI a vysuSena pfes noc. Analyza
probéhla pomoci ICP-MS, kde byl stanoven pomér izotopt %°Cd a 'Cd. Z piivodnich
nekontaminovanych vzorkti byly zdmémé zvoleny vzorky s rtiznym obsahem kadmia.
Vysledky ukazuji, Ze po obohaceni vzorkd izotopem kadmia se pomér izotopli zvysil.
Po vyprani dvéma rGznymi metodami (SLS a HCI) se pak pomér snizil. To dokazuje,

ze odstranéné kadmium bylo absorbovano z obohacujiciho roztoku (Morton a kol., 2002).

Li a kol. (2008) ve svém experimentu sledovali, zda je mozné z lidskych vlast odstranit
kontaminaci rtuti. Kontaminaci provedli pomoci roztoku HgClz o riiznych koncentracich.
Koncentrace 1; 10; 20; 50 ug - ml™ a 1; 50; 100; 500 ng - ml™? byly pouzity pro exponované
vlasy a koncentrace 10; 50; 100; 500 ng - ml™ pro certifikovany referenéni materidl lidskych
vlasti. 1 ml obohacujiciho roztoku byl vzdy ptidan ke 20 mg vlast. Zkumavky byly uzavieny
a ponechany stat 24 hodin nebo 1 mésic, poté byl kontaminant odpipetovan. Nasledoval
promyvaci krok se 2 ml pracich ¢inidel: 0,1% (w/w) EDTA; 0,2% (w/v) L-cystein a 0,1% (v/v)
2-merkaptoethanol. Smés byla vlozena do ultrazvuku, po hodiné¢ byl promyvaci roztok
odpipetovan a proces byl 3x zopakovan. V poslednim kroku byly pfidany 2 ml deionizované

vody, smés byla vloZena na 1 hodinu do ultrazvuku. Poté byla voda odpipetovana a vzorky
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byly ponechany pies noc volné uschnout pii pokojové teploté. Ke vzorkiim byl pfidan 1 ml
smési HNO3/H202 a smés byla rozkladana 24 hodin. Nasledujici den byly vzorky zahfivany
v pecina 150 °C po dobu 10 hodin. Poté bylo 0,5 ml rozlozené¢ smési ziedéno na objem 10 ml.
Analyza vzorki probihala pomoci ICP-MS. Neobohacené vlasy obsahovaly 13,6 pg - g™ rtuti,
obohacené neprané vlasy obsahovaly 3625 pg - gt Pfi prani obohacenych vlasii bylo
odstranéno pouze 2,6 % Hg pomoci EDTA, 5,6 % pomoci L-cysteinu a 17,4 % pomoci
2-merkaptoethanolu. Je patrné, ze ani Cinidla s vysokou afinitou ke rtuti (jako je L-cystein

a 2-merkaptoethanol) nejsou schopny exogenni kontaminaci rtuti dokonale odstranit (Li a kol.,

2008).

Hindmarsch a Savory (2008) provadéli kontaminaci vlast arsenem. Privedl je k tomu
fakt, ze u Napoleona Bonaparte byl po imrti nalezen vysoky obsah arsenu ve vlasech. Cilem
jejich studie bylo zjistit, zda mohl byt Napoleon arsenem otraven, ¢i se mohlo jednat
0 kontaminaci vzorku. Arsen je vylucovan v potu a mazovych zlazach, napiiklad pacientim
S leukémii, kterym je vstiikovan arsen do téla, se arsen uklad4 i na vnéjSim povrchu téla.
Autofi naméceli vlastni vlasy do roztoku arsenu na dobu od 1 mésice az po rok. Zjistili, ze arsen
se do vlast absorboval ve velké mife. Pranim vzorku byla ¢ast arsenu odstranéna, ale velka ¢ast
ve vlasech zlstala i po promyti. Promyti vzorku tedy nerozlisi, zda jde o vné&jsi kontaminaci
nebo se arsen dostal do vlast pozitim (pfi otravé). V této studii bylo prokazéano, Ze po poziti
arsenu i po vné&jsi kontaminaci lze arsen nalézt zabudovany ve vnitini struktufe i na povrchu
vlast. Proto neni mozné urcit ptivod kontaminace podle toho, jestli byla vysoka koncentrace

prvku nalezena na povrchu ¢i uvnitf vlast (Hindmarsh a Savory, 2008).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzita pristrojova a laboratorni technika

- Automatické mechanické pipety 0 objemu 100 - 1000 ula 1 - 5 ml (Biohit Proline, Finsko),
- Laboratorni susarna UM 400 (Memmert, Némecko),

- Mikrovlnny rozkladny systém MWS-2 Speedwave (Berghof, Némecko),

- ICP-OES spektrometr Integra XL 2 (GBC, Australie),

- Plastové nadobi (Vitlab, Ceska republika),

- pH metr MV 870 Digital-pH-Messgerit (Précitronic, Némecko),

- Podvarové destila¢ni zatizeni Distillacid BSB 939IR, (Berghof, Némecko),

- 0-TOF-ICP-MS spektrometr OptiMass 8000 (GBC, Australie),

- Pfedvazky 440-22N (Kern, Némecko),

- Trepacka rotaéni RSR 01 (Labio, Ceska republika),

- Ttrepacka Vibramax X100 (Heidolph Instruments GmbH, Némecko),

- Ultrazvukova lazen Powersonic UCCL1 (Slovensko),

- Véahy New Classic, MS semimikro (Mettler Toledo, Svycarsko),

- Vahy VIBRA SA-120CE (Shinko Denshi Co., Ltd., Japonsko),

- Vyrobnik demineralizované vody Ultra Clear UV plus Watersysteem (SG, Némecko),
- Vyrobnik demineralizované vody Milli Q* (Millipore, USA).

2.1.1 Laboratorni pomiicky a nadobi

Pomiicky a nadobi uZivané pro ptipravu a nakladanim se vzorky byly vyhradné plastove,
z diivodu vylouceni mozné kontaminace kovy. Na stithani konskych zini byly pouzity
keramické nlzky, na ndslednou manipulaci byla pouzivana plastovad pinzeta a plastova
laboratorni 1zicka. Dale byly pouzivany sklenéné odmérné vélce, sklenéné nalevky, sklenéné
I plastové odmérné banky a sklenéné i automatické pipety. Propylenové lahvicky pro uchovani
vodnych roztoktl vzorki a kalibraénich roztokl byly pfed pouzivanim vylouzeny 2 mol - 17
HNOs3 po dobu minimalné 24 hodin a nasledn¢ byly opakované vyplachnuty demineralizovanou

vodou a vysuseny.
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2.2 Pouzité chemikalie

Aceton p.a. (PENTA s. 1. 0., CR),

Certifikovany referen¢ni material Human Hair Powder (GBW 07601, China),
Demineralizovana voda,

Hydroxid sodny p.a. (PENTA s. 1. 0., CR),

Chelaton 111 p.a. (Lachema, n. p., CR),

Kyselina chlorovodikové p.a. (Lachner, CR),

Kyselina dusi¢na 65% p.p. (PENTA s. r. 0., CR), pro ucely analyzy dale upravena
podvarovou destilaci,

Jednoprvkovy standardni roztok Ba o koncentraci 1,000 £0,002 g - I'* (VUK Panenské
Bfezany a.s., CR),

Jednoprvkové standardni roztoky Al, As, Ca, Cd, Cu, In, Mn, P, Pb, Rh, o koncentraci
1,000 £0,002 g - I'* (Analytika Co. Ltd., CR),

Jednoprvkové standardni roztoky Fe, Mg, Na, Si, Ti, Zn o koncentraci
1,000 +£0,002 g - I'* (SCP Science, Kanada),

Jednoprvkové standardni roztoky K, S, Sr o koncentraci 10,000 £0,002 g - 1*
(SCP Science, Kanada),

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA).

2.3 Priprava kalibra¢nich roztoki

Na pfipravu multielementarniho kalibraéniho standardu pro ICP-OES analyzu

byly pouzity jednoprvkové kalibraéni standardy Al, Ba, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, P, Si, Ti, Zn

o koncentraci 1 g - I'! a standardni roztoky K, S, Sr o koncentraci 10 g - 1l. Pro stabilizaci

roztokll byla ptidavana koncentrovana HNO3 v mnozstvi 1 ml na vyslednych 100 ml roztoku.

Koncentrace prvkl v multielementarnim kalibra¢nim standardu ,,Zin¢ 1 a jeho pfiprava

jsou uvedeny v Tabulce 8. Tento kalibra¢ni standard byl pouzit pro piipravu dalsich

multielementarnich standardu ,,ziné 2 (fedéno 2x), ,,ziné 3 (fedéno 5x) a ,,ziné 4 (fedéno

10x). Kalibra¢ni fada pro Ba, Cu, K, Na byla navic doplnéna o jednoprvkové standardni roztoky

(viz Tabulka 8).
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Tabulka 8: Koncentrace kalibra¢nich roztoki pro ICP-OES analyzu

5 5 5 5 Jedno-
Prvek ZS Ziné 1 Ziné 2 Ziné 3 Ziné 4 prvkové
standardy
c V, c c o c c
[g- 1] | [m] | [mg-1"] | [mg-17] [mg - 1] [mg - 1] [mg - 1]
Al 1 5 10 5 2 1
Ba 1 0,5 1 0,5 0,2 0,1 0,05
Ca 1 25 50 25 10 5
Cu 1 0,5 1 0,5 0,2 0,1 0,01a0,05
Fe 1 2,5 5 2,5 1 0,5
K 10 5 100 50 20 10 5
Mg 1 2,5 5 2,5 1 0,5
Mn 1 0,5 1 0,5 0,2 0,1
Na 1 5 10 5 2 1 0,1a0,5
P 1 5 10 5 2 1
S 10 10 200 100 40 20
Si 1 5 10 5 2 1
Sr 10 5 0,1 0,05 0,02 0,01
Ti 1 0,5 1 0,5 0,2 0,1
Zn 1 0,5 1 0,5 0,2 0,1
) Vojednot zs | S0 | 2oml Do T
Priprava 25500 ml ,Zinél ,,Ziné1 ,,Ziné1 75
—100 ml —100 ml —100 ml

ZS — zakladni standardni roztok prvku, ¢ — koncentrace prvku v kalibra¢nim standardu;
V,, — pipetovany objem piislusného ZS

Na pfipravu smésného kalibra¢niho roztoku pro ICP-MS byly pouZity jednoprvkové
kalibra¢ni standardy As, Cd a Pb o koncentraci 1 g - I, ze kterych byl pfipraven smésny roztok
prvk o koncentraci 10 mg - I a objemu 10 ml. Ze smésného roztoku (0 koncentraci
10 mg - 1Y) byl fedénim piipraven roztok o koncentraci 100 pg - 1. Z tohoto zasobniho roztoku
(o koncentraci 100 pg - 1Y) byla dile piipravena kalibraéni fada o koncentracich
0-0,1-05-1-3-5-10pug - I\, Pro stabilizaci byla ptiddvéna podvarova HNO3 vV mnoZstvi

100 pl na vysledny objem 10 ml.

Pro ICP-MS analyzu byly jako interni standardy (IS) zvoleny prvky indium a rhodium.
IS byly piipraveny z jednoprvkovych standardi In a Rh o koncentraci 1+ 0,002 g - I
Postupnym nafedénim jednoprvkovych standardi byl piipraven IS In (0 koncentraci
100 pg - I'Y) a IS Rh (o koncentraci 100 pg - 1), které byly davkovany do kalibraéni fady
a k natedénym vzorktim. Davkované mnozstvi jednotlivych IS bylo 0,3 ml na vyslednych 10 ml

roztoku.
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2.4 Priprava vzorki a CRM Kk analyze

K experimentu byly pouzity konské zin¢ ziskané roku 2015 ze soukromého hiebCina
Siglavy, Ceské Budgjovice. Celkova hmotnost ziskaného vzorku byla p¥iblizné 0,5 kg, jedna se
o smésny vzorek ziskany pii hiebelcovani koni. Kofiské zin¢ byly nastiihany pomoci
keramickych ntzek na c¢asti o velikosti n€kolika milimetri (Obrazek 4). Nasledn¢ doslo
k promiseni a homogenizaci vzorku v plastové nadobé o objemu 1 litr. V této nadobé
byl vzorek na suchém a tmavém misté uschovan pied dal$im postupem. Pro ovéfeni spravnosti
metody byl pouzit certifikovany referen¢ni material (CRM) lidskych vlasa — Human hair
powder (GBW 07601, China).

T
0 ]

i

Obrazek 4: Nastifihané konské ziné

2.4.1 Prani vzorku

Bylo testovano 5 pracich &inidel: horka demineralizovana voda, 0,1 mol - 17 kyselina
dusi¢na, 0,5% Triton X-100, 2% EDTA a cisty aceton. VSechny chemikalie byly ¢istoty p.a.
Pti kazdém pracim postupu byly dodrZeny stejné podminky. Do plastové lahvi¢ky o objemu
100 ml byl navazen 1 g vzorku a bylo pfidano 50 ml praciho roztoku. Na 10 minut byla lahvicka
Stouto smési vlozena do ultrazvukové vany. Nasledné¢ byl vzorek 3x proplachnut
demineralizovanou vodou o laboratorni teplot¢ a tekutina byla slita pfes puncochu.

Vzorek v plastové lahvicce byl poté vlozen do suSarny a byl vysusen pii 45 °C do druhého dne.
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2.4.2 Mikrovinny rozklad vzorki

Do teflonovych nadobek bylo navazeno 0,2 g komiskych zini a bylo pfidano
7 ml podvarové kyseliny dusiéné. Smés se nechala 10 minut reagovat. Soucasné byl také
pripraven slepy pokus, obsahujici 7 ml podvarové HNOs. V mikrovinném rozkladném systému
MWS-2 Speedwave byl za pomoci nasledujiciho programu vzorek rozlozen: 1. krok 160 °C,
5 minut pii 80% vykonu; 2. krok 200 °C, 10 minut, pii 80% vykonu; 3. krok bez ohtevu,
10 minut pfi vykonu 0 %. Po dokon¢eni mineralizace byly roztoky ochlazeny na laboratorni
teplotu, kvantitativné ptevedeny do plastovych odmérnych ban¢k o objemu 50 ml a nésledné
doplnény po rysku demineralizovanou vodou. Poté byly vzorky ptelity do pfedem vylouzenych
polyethylenovych lahvicek o objemu 100 ml a ihned zanalyzovany, piipadné uchovany
pti - 20 °C az do doby analyzy. Identickym zptisobem byly pfipraveny i vzorky certifikovaného
referen¢niho materialu lidskych vlast GBW 07601.

2.5 Kontaminujici latky pouzité v experimentu

Pro ucely kontaminacni studie byly pouzity kontaminujici latky pevné i kapalné.
Byla pouzita pida zpole, na kterém byla péstovana fepa (Jaroméf, 50°1928.489"N,
15°52'25.193"E), sediment ziskany z vytoku Machova jezera, popilek ze spalovny nemocnice

Pardubice a roztok simulovaného potu s ptidavkem vybranych prvki.

Pied pouzitim Vv kontamina¢ni studii byly v pudé, sedimentu a popilku stanoveny
obsahy cilovych analyti. Vyluhy pidy a sedimenty byly pfipraveny podle Jednotnych
pracovnich postupti Ustiedniho kontrolniho a zkugebniho tstavu zemé&dé&lského, které se fidi
vyhlaskou 13/1994 Sb. (Vyhlaska Ministerstva zivotniho prostfedi, kterou se upravuji nékteré
podrobnosti ochrany zemédélského ptidniho fondu) a vyhlaskou 257/2009 Sb. (Vyhlaska
0 pouzivani sedimentii na zemédé€lské pude). Do polyethylenové nadobky o objemu 500 ml
bylo navazeno 10 g vzorku pidy nebo sedimentu a bylo pfidano 100 ml ziedéné kyseliny
dusi¢né. Suspenze byla dikladné ru¢né protfepana a byla ponechana stat 16 hodin (pies noc)
pfi laboratorni teploté (20 °C). Po této dobé byla smés opét ruéné protiepana, aby vznikla
suspenze. Poté byla smés extrahovana 60 minut na rotacni tfepacce pii 50 otackach za minutu.

Suspenze byla ptefiltrovana pfes filtratni papir do Cisté a suché polyethylenové nadobky
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0 objemu 100 ml. Byl filtrovan cely objem extraktu, prvnich 5 - 10 ml filtratu bylo odstranéno

(Jednotné pracovni postupy, 1996).

Dle Metodického pokynu odboru odpadii Ministerstva zivotniho prostfedi k hodnoceni
vyluhovatelnosti odpadi (2002) byl proveden vyluh popilku nasledujicim zplsobem.
Do polyethylenové nadobky o objemu 500 ml bylo navazeno 10 g vzorku popilku a bylo
ptidano 100 ml destilované vody. Suspenze byla protiepana v tiepacce 24 hod a nasledné byla
smés ponechana sedimentovat 15 minut. Suspenze byla prefiltrovana ptes filtracni papir
do ¢isté a suché polyethylenové nadobky o objemu 100 ml. Byl filtrovan cely objem extraktu,
prvnich 5 — 10 ml filtrdtu bylo odstranéno. Analyza vyluhii kontaminujicich materiala
byla provedena pomoci ICP-OES. As byl analyzovan na AAS z divodu nizké citlivosti
ICP-OES. Vysledky analyzy jsou shrnuty v Tabulce 9.

Kontaminace zini byla provedena nésledujicim zptisobem. Do polyethylenové nadobky
byl navazen 1 g koniskych zini a bylo pfidano 5 g kontaminantu (ptdy, sedimentu nebo popilku).
Pribéh kontaminace byl nafocen a je uveden v Ptiloze 3. Nadobka byla uzaviena a po dobu
15 hodin byla tiepana v tfepadce. Zin& byly poté za pomoci sita oddéleny od kontaminantu

a pouzity v dalsi ¢asti pokusu.

Tabulka 9: Obsah prvku ve vyluzich pevnych kontaminujicich materiala

Pida | Sediment | Popilek Pida | Sediment | Popilek
Prvek ¢[pg- gl Prvek clng- gl

Al 10,6 * 270 - Mn | 220 26,2 2,35
As |0,185| 0,0526 | 0,340 Na | 4,49 37,9 36,4 *
Ba | 109 5,33 0,954 P [1,80*| 300 -
Ca |541~* 992 11,2 * Pb | 14,12 1,07 97,4
Cd |0,272 - 63,3 S 8,6 * 43,6 23,0*
Cu | 152 29,6 52,8 Si [115%* 153 106
Fe |1,12* 164 - Sr 34,7 1,83 29,4
K 866 98,2 55,5* Ti 152 2,53 0,265
Mg |1,11* 65,4 371 Zn 127 257 38,6 *

* yysledky v [mg - g
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Zasobni roztok simulovaného potu byl pfipraven dle normy CSN EN 1811 + A 1. Roztok
obsahoval 0,1 % mocoviny, 0,5 % NaCl a 0,1 % kyseliny mlé¢né. Celkové mnozstvi
piipraven¢ho roztoku byl 1 litr. Kontamina¢ni roztoky se liSily koncentraci prvka a pH.
Z jednoprvkovych standardi (o koncentraci 1 g - 1Y) byl pfipraven smésny roztok As, Cd, Cu,
Pb, Zn o koncentraci 100 mg - 17, ze kterého bylo davkovéano tak, aby byla vysledna
koncentrace prvki v umélém potu 0,1; 1 a 10 mg - IX. pH bylo upraveno na hodnotu 3; 5,5 a 8,
pomoci roztokii NaOH a HCI s méfenim pomoci pH metru. Kontaminace Zini byla provedena
nasledujicim zptsobem: k 1 g Zini v polyethylenové l1ahvi bylo piidano 10 ml umélého potu,
nadoba byla uzaviena a po dobu 1 hodiny, 6 hodin nebo 24 hodin tfepana v tfepacce. Poté byly
zin¢ oddéleny od roztoku pomoci puncochy, 3x proplachnuty demineralizovanou vodou

a do druhého dne suSeny v susarné pii 45 °C.

2.6 ICP-OES analyza

Pro stanoveni prvki Al Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S, Si, Sr, Ti a Zn byla pouZzita
ICP-OES analyza. K analyze byl pouzit spektrometr Integra XL 2 australské firmy GBC, ktery
ma detekéni limity pohybujici se od hodnot mensich nez 0,01 az po 40 mg - I"%. Detekéni limit
mensi nez 0,01 mg - I maji prvky Ag, Al, As, Au, B, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Dy, Er,
Eu, Fe, Gd, Hf, Hg, Ho, Ir, La, Li, Lu, Mg, Mn, Mo, Na, Nb, Ni, Os, P, Pd, Pr, Pt, Rb, Re, S,
Sb, Sc, Si, Sn, Sr, Tb, Te, Th, Ti, Tm, V, W, Y, Yb, Zn a Zr. Prvky C, Ga, Nd, Pb, Ru, Se, Sm,
Ta, Tl maji detekéni limit 0,01 mg - I't. Detekéni limit do 40 mg - 1 plati pro prvky Ce, Cs, Ge,
In, K, Rh, U (AAS or ICP-OES - Are They Competing Techniques, 2000; Bendakovska, 2013).

Pro stanoveni vySe uvedenych 15 prvkid byla pouZita metoda optimalizovana
v piedchozich diplomovych pracich Niemczykové (2011) a Patkové (2012). Pouzité spektralni
¢ary a konkrétni korekce pozadi jsou uvedeny v Tabulce 10. Ostatni pracovni podminky ICP-
OES analyzy (toky argonu, vySka pozorovani, napéti na fotonasobi¢i aj.) jsou uvedeny
v Tabulce 11.

Detekéni limit je softwarem spektrometru vyhodnocovan jako koncentrace analytu,
ktera odpovida trojnasobku smérodatné odchylky intenzity pozadi méfené v misté korekce

pozadi. Detekéni limity (Tabulka 10) jsou uvedeny jako priamér hodnot z vystupu softwaru
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tato hodnota byla zaokrouhlena smérem nahoru.

Detekéni limit postupu uréuje minimalni mnozstvi analytu, jez je mozné detekovat
v ptivodnim materialu vmg - kg' a zohlediiuje nafedéni vzorku pii rozkladu vzorku
mineralizaci. Je ndsobkem faktoru zfedéni a detekéniho limitu. Pfi minimalni navadZzce Zini

200 mg a objemu mineralizatu 50 ml je zied’ovaci faktor 250.

Tabulka 10: Spektralni linie a detekéni limity pro jednotlivé prvky pti ICP-OES analyze

Prvek | A [nm] | Korekce pozadi [nm] | DL [mg - 1] | DLp [mg - kg]
Al 308,22 0,0239 0,06 15,0
Ba |493/41 -0,039 0,001 0,250
Ca | 317,93 -0,054 0,001 0,250
Cu | 324,75 -0,048 0,002 0,500
Fe | 259,94 -0,025 0,002 0,500
K 769,90 -0,052 0,5 125
Mg | 280,27 -0,025 0,001 0,25
Mn | 257,61 -0,026 0,002 0,500
Na | 589,59 -0,053 0,02 5,00

213,62 -0,014 0,05 12,5

180,73 -0,018 2 500
Si 251,61 -0,020 0,02 5,00
Sr | 407,77 -0,042 0,001 0,250
Ti | 334,94 -0,046 0,05 12,5
Zn | 202,55 -0,016 0,002 0,500

A — vlnova délka, DL — detekéni limit, DLp — detekéni limit postupu

Tabulka 11: Pracovni podminky ICP-OES analyzy

Parametr Hodnota | Parametr Hodnota
Piikon do plazmatu 1100 W | Doba integrace signalu 0,155
Vyska pozorovani 6 mm Priitok vnéjsiho plynu 0,61 - min
Napéti na fotonasobici * | 600 V Priitok nosného plynu 0,601 - min*
Rychlost pumpy 10 rpm | Priitok plazmového plynu | 111 min™
Kroky 60 bodti | Pocet opakovanych méfeni | 3

* Napéti na fotondsobici: Ba 570 V; Fe, Mn 580 V; Ca 530 V; Mg 450 V
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2.7 ICP-MS analyza

Prvky As, Cd a Pb byly stanoveny pomoci hmotnostniho spektrometru OptiMass 8000
(GBC, Australie) s priletovym analyzatorem TOF. Pro prvky Ag, Ba, Bi, Ce, Co, Ho, In, Mn,
Nb, Pb, Rb, Rh, Sc, Sr, Ta, Tb, U, V, Zr je detekéni limit pod 10 ng - I't. Detekéni limity pro Al,
Au, Cu, Ga, Li, Mg, Mo, Nd, Pr, Pt, Re, Ti dosahuji hodnot pod 1 ng - 1 a (Zelenkova, 2012).

Pted kazdym spusténim ICP-MS analyzy byly pracovniky laboratoie optimalizovany
pracovni podminky pfistroje pro dosazeni maximalniho rozliSeni a citlivosti odezvy signalu
izotopu 238U. Vykon generatoru byl 1200 W, priitok nosného plynu byl 0,99 1 - min™, priitok
plazmového plynu byl 11 1 - min™ a pritok vng&jsiho plynu byl 0,55 1 - min™t. Kazdé stanoveni
prvku bylo provedeno ve 3 replikach. Dalsi parametry jsou uvedené v Tabulce 12. Pracovni
izotopy byly zvoleny s ohledem na jejich citlivost a mozné spektralni interference vzhledem
ke slozeni analyzovanych vzorkti: "°As, 14Cd a 206*207*208ppy  Pryky indium a rhodium byly
zvoleny jako interni standardy. Tyto prvky se nevyskytuji ve vzorcich a nejsou ovliviiovany
interferencemi. °In a 1%°Rh se nevyskytuji ani ve smésném standardu, ktery byl pouzivan
pro piipravu kalibra¢nich standardi. Detekéni limit je vyjadfen jako koncentrace umérna
pro izotop "As je 0,016; pro izotop **Cd 0,0068 a pro 2%6207+208ppy 0 048 g - 171, Uréeni limity
detekce postupu zohlediiuje natedéni mineralizatu zini. Pfi minimalni navazce Zini 200 mg,
objemu mineralizatu 50 ml a jeho nafedéni 10x je zfedovaci faktor 2500. Detekéni limit
postupu pro izotop As je 40; pro izotop M4Cd 17 a pro smés izotopu 206*207+208pp
120 pg - kg

Tabulka 12: Pracovni podminky ICP-MS analyzy

Parametr Hodnota Parametr Hodnota
Skimmer -1300 V Fill grid -10V
Extraction -1200 V Pushout grid -465V

Z1 -900 V Pushout plate 540V
Y mean -280 'V Blanker 200V
Y deflection ov Reflectron 640 V

Z lens mean -1100 V | Multiplier gain 3000 V
Z lens deflection | -40V Acquisition time 5s

Lens body -130 V Replicates 3
Fill -40V | Sample intro time 10s
Fill bias 0,01V
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova prace se zabyva hodnocenim schopnosti péti pracich Cinidel, ktera jsou
Casto zminovana v odborné literatufe, odstranit vnéj$i kontaminaci (prachové castice,
kontaminanty adsorbované na povrchu) pted analyzou koniskych zini. Jsou porovnavany horka
demineralizovana voda, 0,1 mol - 1" kyselina dusiéna, 0,5% Triton X-100, 2% EDTA a &isty
aceton. Dale je studovana ucinnost prani v horké demineralizované vodé pii odstranéni
kontaminant adsorbovanych na povrchu Zini. Pro tento ti¢el byl navrhnut pokus, ve kterém
jsou zin¢ kontaminovany tfemi pevnymi latkami (ptida, sediment, popilek) a roztoky
simulovaného potu s pifidavkem vybranych prvki (As, Cd, Pb, Cu, Zn) na tfech koncentracnich

urovnich pii riznych hodnotach pH.

3.1 Optimalizace prani a rozkladu vzorku

Pied provedenim samotné prvkové analyzy vzorku je tfeba zin¢ zbavit povrchovych
necistot a prevést je do formy roztoku. Postupy prani a mikrovinného rozkladu vychéazely
z ptedchozich diplomovych praci (Niemczykova, 2011; Patkové, 2012) a z prace provedené
na pracovisti (Krej¢ova a kol, 2015). Nicméné byly upraveny a optimalizovany pro konkrétni
pozadavky této studie. Volba praciho postupu k odstranéni vnéjsi kontaminace (prach, zbytky
travy, blato, podestylka apod.) vychazela z vysledkl analyzy Zini po aplikaci vySe zminovanych
péti ¢inidel a z hodnoceni povrchu Zini po prani (viz kapitola 3.3.1). Byl pouzit praci postup
S horkou vodou: 1 g zini byl namocen v 50 ml horké demineralizované¢ vody 10 minut
Vv ultrazvukové 1azni, poté byly zin€ 3x proplachnuty demineralizovanou vodou pies puncochu.
Pro kontrolu mozné kontaminace byl proveden slepy pokus, kdy byly analyzovany oplachové
vody z puncochy. Rozkladny teplotni program (kapitola 2.4.2) vychézel z diplomové prace
(Patkova, 2012): navazka vzorku 0,2 g a 7 ml podvarové HNOs. Oproti ptedchozi praci
byla pfi stejném vykonu v 1. kroku teplota zvySena a ve 2. kroku mirné snizena. Tieti krok

byl zvolen bez ohfevu a pii nulovém vykonu. Mineralizaty po rozkladu byly ¢iré a bezbarvé.
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3.2 Ovéreni spolehlivosti analytickych metod

Ackoliv tato prace navazuje na predchozi diplomové prace, bylo tieba ovéfit

spolehlivost  pouzitych analytickych postupi. Metoda byla validovana analyzou
certifikovaného referencniho materidlu lidskych vlasi GBW07601. Piiprava CRM pro analyzu
se shodovala s ptipravou vzorka zini (kapitola 2.4). Pro ovéieni, zda pii nékterém z kroku
ptiprav pfed analyzou nedochazi ke kontaminaci byly za stejnych podminek piipraveny i slepé
mineraliza¢ni pokusy (mineralizace 7 ml HNO3). Celkem bylo pfipraveno 7 mineralizati CRM
a 3 mineraliza¢ni blanky, které byly analyzovany pomoci metod ICP-OES a ICP-MS. Nalezené
koncentrace sledovanych prvkid byly porovnany s hodnotami uvedenymi v certifikatu
referencniho materialu (Tabulka 13). Experimentdlné zjisténé hodnoty se shoduji
s certifikovanymi hodnotami deklarovanymi vyrobcem. Opakovatelnost analyzy prvkii v CRM
se pohybovala v fadu jednotek az desitek (od 1,87 do 29,0 %). Vyssi obsah byl zaznamenan
niz8i obsahy sodiku v CRM nebyly vysvétleny. Obsah drasliku Vv certifikovaném materialu
20 pug - g byl pod detekénimi schopnostmi metody. Hladiny drasliku namétené v CRM byly

opakované pod detek¢nim limitem.

Tabulka 13: Koncentrace prvk naméfené v certifikovaném referenénim materialu GBW07601

Prvek | Certifikovano [pg - g?] Naméfeno [ug - g'] | RSD [%0]
Al - 9348 £ 672 7,2
As 0,28 £0,05 0,28 + 0,03 10
Ba 17+2 15+1 9,4
Ca 2900 £+ 300 2984 £ 126 4,2
Cd 0,11 +£0,03 0,11 £0,003 2,4
Cu 10,6 + 1,2 9,6+1,2 12
Fe 54+ 10 52+5 9,0
Mg 360 £40 397+ 11 2,7
Mn 6,3+0,8 5,6+0,9 15
Na 152+ 17 30+2 6,7

P 170+ 10 167 £ 10 57
Pb 8.8+1,1 7.8+2,3 29
S 43000 + 3000 43500 £+ 812 19
Si 870 + 190 687 £ 67 9,7
Sr 24+ 1 25+1 49
Ti 2,7+0,6 24+03 12
Zn 190 +9 182+ 6 3,1

Vysledky jsou uvedeny jako priimér + smérodatné odchylka
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Dlouhodobé opakovatelnost byla ovéfovana analyzou kalibracnich standardl o riiznych
koncentracich. U ICP-OES analyzy byl opakované pouzit standard ,,zin¢ 1 (koncentrace viz
kapitola 2.3 Tabulka 8), u ICP-MS analyzy standardni roztoky 0,1; 1 a 10 pg - g*. Tyto roztoky
byly béhem kazdé analyzy zafazeny minimaln¢ 3x, a to vzdy na zacatku, po kazdych
10 vzorcich, uprostied a na konci analyzy. Vysledky opakovanych analyz jsou shrnuty
v Tabulce 14. Navratnosti vysledk analyz kalibraénich standardi vyjadiené jako pomér
nalezené a teoretické koncentrace v procentech se pohybovaly v rozmezi od 92,2 do 114 %.
Dlouhodoba opakovatelnost pro sledované kalibra¢ni standardy vyjadiend jako relativni
smérodatna odchylka (v procentech) byla v rozmezi od 0,046 do 9,1 %. Byly analyzovany
I mineraliza¢ni slepé pokusy, sledované prvky byly opakované pod detekénim limitem

pracovniho postupu.

Pro kazdou sérii vzorkli byly pocitdny primérné hodnoty, smérodatné odchylky
arelativni smérodatné odchylky. Pokud nebyl sledovany analyt detekovan nebo byl

pod detekénim limitem, nejsou statistické parametry poc¢itany a hodnoty nejsou uvadény.

Tabulka 14: Vysledky opakovatelnosti kalibra¢nich standarda

Prvek | cs[mg - I'!] | RSD [%] | R [%0]
Al 10,0 0,87 111
As 1,00 2,9 103
Ba 1,00 0,16 109
Ca 50,0 0,057 108
Cd 1,00 91 95,1
Cu 1,00 7,6 108
Fe 5,00 0,064 110
K 100 0,15 113
Mg 5,00 0,62 110
Mn 1,00 1,1 108
Na 10,0 0,39 114
P 10,0 0,21 111
Pb 10,0 2,2 102
S 200 0,81 109
Si 10,0 0,046 108
Sr 0,100 0,59 110
Ti 1,00 0,092 92,2
Zn 1,00 5,0 102

s — koncentrace standardu; RSD — relativni smérodatna odchylka; R — vytéznost
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3.3 Hodnoceni pracich metod

Hodnoceni pracich postupti konskych zini bylo na pracovisti jiz studovano a prvni
predbézné vysledky byly prezentovany formou plakatového sdéleni (Krejcova a kol., 2015).
Praci postupy byly voleny na zadkladé studia literatury. V této praci byly praci postupy

hodnoceny vizualn¢ pomoci elektronové mikroskopie povrchu zini i pomoci prvkové analyzy.

w7

3.3.1 Hodnoceni povrchu Zini

Povrchova struktura zini po prani v jednotlivych ¢inidlech byla hodnocena na snimcich
z mikroskopu potizenych ve Spolecné laboratofi chemie pevnych latek ustavu
makromolekularni chemie AV CR a Univerzity Pardubice Ing. Milanem Vltkem, CSc.
(skenovaci elektronovy mikroskop JEOL JSM-5500LV; JEOL Ltd., Japonsko; urychlovaci
napéti primarniho svazku elektronti 10 kV, povrch vzorkli zvodivén napraSenim tenké vrstvy
zlata). Snimky byly nafoceny pfi zvétSeni 300x a 1000x a jsou uvedeny na Obrazku 5 (a, b, ¢)
a6 (d, e, f). Na snimku nepranych koiiskych zini (Obrazek 5 a) je patrny relativné hladky povrch
7iné s tvary na povrchu, patrné &asticemi prachu, podestylky, potravy aj. Ziné prané v kyseliné
dusi¢né (5 b) maji oproti nepranym Zinim povrch naruSeny spiSe do hloubky. Po vyprani
V horké vod¢ maji Zin€ (5 c) povrch ze vSech porovnavanych zini nejhladsi a bez viditelnych
utvard. Pouzitim tohoto praciho postupu byla pravdépodobné odstranéna vétsina Castic. Stejné
tak ziné vyprané v detergentu Triton X-100 (6 d), v EDTA (6 €) a acetonu (6 f) maji povrch bez
viditelnych castic. Na povrchu nepranych Zini jsou patrné necistoty, po prani Kyselinou
dusi¢nou je povrch viditelné narusen, ostatni praci €inidla odstrafiuji povrchové necistoty
aptipadné 1 tukovou vrstvu a povrch nenarusuji. Odstranéni prachovych ¢astic je patrné
disledkem mechanického pisobeni praciho roztoku, ¢astecné i odmastovacich schopnosti.
Pro dalSi zpracovani vzorku bylo déale pouzivano prani vhorké vodé. Tento postup
je jednoduchy, levny a nevyzaduje zadné dal$i chemikalie, s dopady na zivotni prostiedi,

neprodukuje Zadné odpady.

Byla rovnéZ provedena povrchova analyza Zini nepranych a pranych v kyselin¢ dusicné
(rentgenovy energiové disperzni mikroanalyzator IXRF Systems, USA, detektor GRESHAM
Sirius 10). Z Obrazku 7 je zfejmé, Ze pranim v kyselin€ dusi¢né dochazi k odstranéni stopovych

prvkl a v Zinich ziistavaji hlavni prvky, jako C, O, S.
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4

Zvétseni Neprané ziné (a) Kyselina dusi¢na (b) Horka voda (c)

300x

1000x

18mm

Obrazek 5: Snimky povrchu zini po prani jednotlivymi pracimi ¢inidly
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Zvétseni Triton X-100 (d) EDTA (e) Aceton (f)

300x

1000x

Obrazek 6: Snimky povrchu Zini po prani jednotlivymi pracimi ¢inidly (2. ¢ast)
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Obrazek 7: Povrchova analyza Zini nepranych (A, B) a Zini pranych v kyseliné dusi¢né (C, D)
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3.3.2 Hodnoceni pracich metod podle vysledkii prvkové analyzy

Krejcova a kol. (2015) porovnavali 6 pracich ¢inidel: horké a studend demineralizovana
voda, kyselina dusi¢na (0,1 mol - I'Y), Triton X-100 (0,5%), EDTA (2%) a &isty aceton.
Bylo stanoveno 15 prvki (Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S, Si, Sr, Ti a Zn; Ptiloha 1),
ve dvou opakovanich. Na zakladé téchto vysledki i1 vysledkli povrchové analyzy bylo dale
Vv experimentu pouzito prani horkou vodou. Skala prvkii byla rozsifena o As, Cd a Pb. Obsahy
celkem 18 prvki byly stanoveny v 10 vzorcich nepranych a 10 vzorcich zini pranych v horké
vodé. V Tabulce 15 jsou uvedeny prumérné koncentrace (C) a procentualni rozdil mezi
nepranymi a pranymi vzorky (rozdil koncentrace prvku v nepranych a pranych zini vztazeny
k nepranym zinim, vyjadieno v procentech). Kompletni data jsou uvedena v Piiloze 2. Nalezené

vysledky jsou porovnany s piedchozi studii Krejcové a kol. (2015) graficky (Graf 1, 2, 3).

Pro arsen, kadmium a olovo jsou k dispozici pouze vlastni naméfena data. Po vyprani
zini v horké vod¢ doslo k vyraznému poklesu obsahu vsech tii prvkii. U olova ¢inil rozdil

mezi nepranymi a pranymi zinémi prakticky 100 %.

Tabulka 15: Prvkové slozeni nepranych Zini a Zini pranych v horké vodé

Neprané Ziné Prané Ziné Rozdil
Prvek c RSD c RSD

[wg-g'] | [%] | [mg-g'l | [%] | [%]

Al 647 11 241 42 62,8
As 0,164 67 0,0224 76 86,4
Ba 28,5 7,4 24,1 9,0 15,3
Ca 4,88 * 3,1 4,43 * 5,0 9,19
Cd 0,156 16 0,0934 49 40,1
Cu 2,14 43 0,693 3,4 67,6
Fe 517 3,2 238 31 54,0
K 1,39 * 2,2 54,3 7,1 96,1
Mg 1,05 * 2,3 856 14 18,7
Mn 109 3,8 104 10 4,41
Na 30,5 17 6,23 34 79,6
P 915 4,0 745 15 18,6
Pb 4,87 58 0,00 - 100
S 334* 1,7 32,2* 9,8 3,67
Si 807 16 486 20 39,7
Sr 17,4 3,7 15,3 7,6 12,3
Ti 37,2 13 13,4 23 63,9
Zn 138 10 127 17 7,93

* yysledky v [mg - g]
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Hlinik (Graf 1 A) a kiremik (Graf 1 B) jsou hojné zastoupeny v zemské ke a jsou
obsazeny i v pud¢ a prachovych ¢asticich. Z obou grafii je patrny velky rozdil mezi nepranymi
a pranymi zinémi. Mezi jednotlivymi pracimi Cinidly pak nejsou patrné velké rozdily. Podobna
situace nastava i u Zeleza (Graf 1 C). VSechny praci metody pravdépodobné odstrani prachové
castice. Sodik (Graf 1 D) a draslik (Graf 1 E) jsou ¢asto davany do spojitosti s pozustatky potu
zvitat, ktery ulpi na povrchu srsti ve formé krystalkli. Byl pozorovan rozdil mezi nepranymi
a pranymi vzorky. Po vyprani vSemi metodami krom¢ acetonu se koncentrace obou prvki
snizila na hodnoty bliZici se detek¢nimu limitu postupu. U titanu (Graf 1 F) se po vyprani
vSemi metodami také dostavame na hodnoty detekéniho limitu. Obsah siry (Graf 2 G) ve vnitini
struktuie konské zin¢ je velmi vysoky, fddoveé kolem 3 %. Vzhledem k tomuto vysokému
obsahu je obsah povrchové siry zanedbatelny. Proto nejsou vidét rozdily mezi nepranymi
a pranymi zinémi. Vapnik (Graf 2 H), hoi¢ik (Graf 2 I) mangan (Graf 2 J), fosfor (Graf 2 K)
a zinek (Graf 2 L) jsou prvky, které jsou obsazeny také ve vnitini struktufe zini, ale mohou byt
i soucasti prachovych castic. Sledovana praci cinidla poskytla srovnatelné vysledky.
Byl zaznamenan rozdil v koncentracich prvki mezi nepranymi a pranymi zinémi. Tyto prvky
nejsou piili§ vhodné pro hodnoceni G¢innosti pracich metod. U barya (Graf 3 M) a stroncia
(Graf 3 N) nedochazi po vyprani k zddnym vyraznym zménam v obsahu prvkd. Naméiené
koncentrace médi (Graf 3 O) byly celkové nizké jiz na pocatku (v nepranych zinich), proto jsou

rozdily mezi jednotlivymi pranimi zanedbatelné a nehodnotitelné.

VSechny praci postupy odstranily povrchovou kontaminaci prachem. Pii pouziti
kyseliny dusi¢né doslo k naruSeni struktury povrchu. Na zdklad€ vysledki I1ze konstatovat,
ze prani splnilo ucel. Jinym zpiisobem hodnoceni u¢innosti prani je analyza pracich roztokl
po provedeni procedury. Toto vyuzila ve své diplomové praci Niemczykovd, ovSem
bez jasného zavéru. Problémem byly nizké koncentrace analytii na Grovni detekénich limith
ICP-OES metody. Bylo by mozné hodnotit sloZeni roztokli po opakovaném prani — zejména
pfi pouZiti kyseliny dusi¢né. Pokud by dochéazelo k naruSeni Zini/vlast, do pracich roztokl

by se dostaly praveé prvky, které odpovidaji vnitinimu slozeni.

Metoda prani zini v horké vodé€ byla na zéklad€é vysledkli mikroskopické analyzy,
povrchové analyzy a prvkové analyzy komskych zini ur¢ena jako nejvhodné€j$i metodou
pro nase ucely. Tato metoda je jednoducha na pfipravu, dostupnost chemikalii a je Setrna

Kk Zivotnimu prostiedi.
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Graf 1 (A — F): Porovnani obsahu prvki v nepranych Zinich a po vyprani riznymi pracimi metodami (vlastni

méteni I, Krejéova a kol. (2015) M)
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Graf 2 (G - L): Porovnani obsahu prvkd v nepranych zinich a po vyprani riznymi pracimi metodami (vlastni

méfeni I, Krejcova a kol (2015) M) (2. cast)
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Graf 3 (M — O): Porovnani obsahu prvkil v nepranych zinich a po vyprani rliznymi pracimi metodami (vlastni

méieni I, Krejéova a kol (2015) M) (3. cast)
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3.4 Hodnoceni kontamina¢nich pokusi

V dalsi ¢asti prace bylo zkoumano, zda je praci metoda s horkou vodou schopna
odstranit exogenni kontaminaci. Komiské zin¢ byly podrobeny kontamina¢nimu pokusu

se tfemi pevnymi latkami a s roztokem simulovaného potu s pifidavkem vybranych prvki.

Pevné kontaminanty byly vybrany sohledem na dostupnost vzorkd v archivu
laboratoie a také na realné moznosti kontaminace konské zin¢ v ptirod¢. Puda byla zvolena
na zaklad¢ bézného kontaktu koné s padou, hlinou, prachem. Sediment byl zvolen pievazné
z divodu jeho dostupnosti v archivu a také by mohl simulovat kontakt koné s bahnem
nebo piskem. Popilek v naSem experimentu simuluje emise znecist'ujici ovzdusi. Riznorodost
kontaminanti je také diky jejich riznému podilu organické hmoty. Nejvice organické hmoty
obsahuje ptda, méné sediment, popilek obsahuje organické hmoty minimum, nebot’ byl spalen.
Podil anorganické a organické hmoty do zna¢né miry ovlivituje sorpcni schopnosti materiald,
tudiz i mnozstvi kovll na nich zachycené. Popilek obsahuje velmi vysoké hladiny drasliku,
zinku, sodiku, siry a vapniku, piida znacné mnozstvi hliniku, vapniku, fosforu, Zeleza, hotciku.
Koncentrace prvkil v sedimentu byly o n¢kolik ¥4dli niz$i nez u popilku a pidy; nejvice

bylo v sedimentu nalezeno vapniku (kapitola 2.5.1, Tabulka 9).

Kontaminace zini probihala 15 hod za stalého tfepani (kapitola 2.5.1). 4 vzorky
nepranych zini a 4 vzorky zini pranych v horké vod¢ byly postupné kontaminovany pudou,
sedimentem a popilkem. Ke kazdym 4 vzorkim byl ptipraven také slepy mineralizani pokus.
Po kontaminaci a vysuseni byly ziné rozdéleny na dvé poloviny — jedna byla ponechana
beze zmén a druha polovina byla vyprana v horké vodé. Kvuli piipadné kontaminaci
z ptipravného postupu byly analyzovany také veskeré oplachové vody z puncochy, pomoci
kter¢ byly kontaminanty odd€lovany. V téchto oplachovych vodach nebyly detekovany
sledované prvky. Kontaminace pevnymi latkami byla hodnocena pomoci sloupcovych grafii
(Grafy 4, 5, 6). Do grafu pro jednotlivy prvek byla relativné vynesena koncentrace prvku
Vv Zinich (napranych a pranych) pted kontaminaci, v kontaminovanych zinich a po kontaminaci

s naslednym vypranim v horké vodé.

Prané Zin€ vétSinou navazaly véEtsi mnozZstvi prvkil neZ neprané. Pranim byla
pravdépodobné z Zini odstranéna ochrannd vrstva tuku, diky ¢emuZ se mohly kontaminujici
prvky lépe na vlasy adsorbovat. Prani horkou vodou po kontaminaci vétSinou sniZilo hladiny

adsorbovanych prvkii.
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Graf 4 (A — F): Kontaminace pevnymi latkami (neprané zing Il prané zing M), pred — pred kontaminaci,

po — po vyprani v horké vodé
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Graf 5 (G — L): Kontaminace pevnymi latkami (neprané ind I, pran¢ 7ing M ), pred — pied kontaminaci,

po — po vyprani v horké vodé (2. ¢ast)
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Graf 6 (M — R): Kontaminace pevnymi latkami (neprané 7in& I, prané zing M ), pied — pied kontaminaci,

po — po vyprani v horké vodé (3. ¢ast)
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Kontaminace simulovanym potem s pridavkem prvki vychazela ze studia literatury
(Bate, 1966; Mattera, 1981; Morton a kol., 2002 a Li, 2008). Roztok simulované¢ho potu
byl zvolen, protoze muze zasadné¢ ovlivnit zabudovani prvka do struktury vlasu/ziné.
Jeho sloZeni vychazelo z fyziologického sloZeni lidského potu. K roztoku simulovaného potu
byly pfidany prvky As, Cd, Cu, Pb a Zn v riznych koncentracich. Prvky byly vybrany
na zaklad¢ informace, kde se béZzné¢ mohou vyskytovat. Arsen se vyskytuje ve vzduchu v okoli
metalurgickych zavodi nebo spaloven uhli. Zdrojem kadmia miize byt koutfeni. Méd’ se bézné
vyskytuje v pitné vodé, ktera je rozvadéna meédénymi trubkami a také je zde kvili
své antibakterialni funkci. Olovo je pfitomno v barvach na vlasy a Vv prachovych ¢asticich.
Zinek je obsazen ve vnitini struktufe vlasi/zini a je napiiklad v kosmetickych piipravcich

proti lupim (Bhat a kol., 1979; Afridi a kol., 2008a; Robbins, 2012).

Byly testovany 3 rizné faktory, které by mohly ovlivnit adsorpci prvkil na povrch Zini,
a to koncentrace prvkli v daném kontaminacnim roztoku, pH roztoku a délka kontaminace.
Byly vybrany 3 koncentratni trovné: 0,1; 1 a 10 mg - I"Y. pH kontamina¢niho roztoku
bylo upraveno na hodnoty 3; 5,5 a 8. Zin& byly kontaminovany po dobu: 1, 6 a 24 hodin.
Polovina kontaminovanych zini byla vysusena. Druha polovina byla po kontaminaci vyprana
V horké vodé (dle postupu uvedeném v kapitole 2.6.1) a vysuSena. 2 vzorky kontaminovanych
nepranych zini a 2 vzorky vypranych Zini byly rozloZeny a analyzovéany. Ke kazdé sérii vzork
byly pfipraveny slepé mineralizani pokusy, ve kterych nebyly detekovany sledované prvky.

Se stejnymi vysledky dopadla také analyza samotného roztoku simulovaného potu.

Doba kontaminace, tak jak byla v této praci zvolena, pravdépodobné neovliviiuje miru
kontaminace. Z vysledku je patrné, Ze jiz po hoding je v Zinich ustavena rovnovaha. Adsorpéni
proces probihd pravdépodobné velmi rychle. Mezi dal§imi zvolenymi €asy nebyly znatelné
rozdily, proto byla délka kontaminace v této praci zanedbdna a vysledky pro vSechny casy
zprumérovany. Hodnoceni nebylo provedeno statisticky, ale prostym porovnanim vysledkt

a grafickym zpracovanim.

Vliv pH (Grafy 7, 8, 9) pti kontamina¢nim pokusu neni z grafického hodnoceni tolik
patrny, ziskané vysledky pro vSechny urovné pH se jevi jako velmi podobné u arsenu, kadmia
a zinku. Rozdily jsou viditelné u olova a médi. Mnozstvi adsorbovaného kovu je vétsi

pfi nizsich pH. Tento zavér neni statisticky podlozen.
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Zasadni roli v procesu kontaminace zini simulovanym roztokem potu s ptfidavkem
prvku hraje zcela jednozna¢né koncentrace vybranych prvku. Z grafli je zjevné, Ze se zvysujici
se koncentraci prvka v kontaminujicim potu se zvysuje mira adsorpce na povrch zini. Tento jev
se objevuje u vSech péti prvkl. Dilezity je 1 pomér mezi koncentraci v ptivodnich Zinich

a Vv ume¢lém potu.

Zinku je obsazeno v nepranych zinich asi 140 pg - gt a v pranych asi 130 pug - gL
Z grafu (Graf 9 M — O) je vidét, Ze pfi nizsich koncentracich (0; 0,1 a 1 mg - 1Y) je obsah
V nepranych zinich ptfed kontaminaci vyssi nez po kontaminaci. Muze to byt zpiisobeno tim,
ze se zinek c¢asteCn¢ vypral do kontaminacniho roztoku. Pfi vysoké koncentraci prvki
(10 mg - 1'Y) v kontamina¢nim roztoku je obsah zinku po pokusu vy33i nez pied kontaminaci

asi 1,5x.

Obsah médi (Graf 8 G — 1) vnepranych zinich na pocatku byl pomérné¢ maly
(asi 2,1 pg - g1). Adsorpce je viditelnd az u koncentrace nad 1 mg - 11, U koncentraci kovu
v umélém potu 10 mg - 17 je obsah mé&di po vyprani zvysen oproti pocitku zhruba 30x.

Po vyprani v horké vod¢ doslo k mensimu poklesu hladin médi.

Olovo (Graf 8 J — L), arsen (Graf 7 A — C) a kadmium (Graf 7 D — F) jsou v Zinich
obsazeny ve stopovém mnozstvi. Oproti piedchozim dvéma prvkam, které jsou pro organismus
esencialni, jsou to typické toxické kovy. Je =zaznamendn vliv koncentrace kovu
Vv kontaminujicim roztoku i pH pro olovo — s klesajicim pH a zvySujici se koncentraci roste
adsorbované mnozstvi olova az 60x oproti puvodnim zinim na zacatku pokusu.
Podobny, zhruba 60nasobny narist obsahu kovu je pozorovan i u arsenu, u kterého je vliv pH
spiSe opac¢ného charakteru. Nejvy$si mnozstvi adsorbovaného kovu v tomto pokusu bylo

sledovano u kadmia, a to az 600nasobné oproti koncentraci pred zacatkem pokusu.

Z vysledkl vyplyva, Ze pro kontaminaci koniskych zini roztokem simulovaného potu
s ptidavkem prvkd je postacujici doba kontaminace 1 hodina. pH pfi kontaminaci zda se nehraje

tak vyznamnou roli. NejdilezZitéjSim parametrem je Kkoncentrace vybranych prvkl

Vv kontamina¢nim roztoku.
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Graf 7 (A — F): Kontaminace simulovanym potem s piidavkem prvkd o riznych koncentracich pii rizném pH
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Graf 8 (G - L): Kontaminace simulovanym potem s piidavkem prvki o rtiznych koncentracich pfi rizném pH (2. ¢ast)
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Graf 9 (M - O): Kontaminace simulovanym potem s piidavkem prvkii o riznych koncentracich pfi rizném pH (3. ¢ast)
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3.5 Hodnoceni experimentu

Cilem diplomové prace bylo nalezeni vhodného postupu prani a mikrovinné
mineralizace vzorku, ktery byl dale pouzit v praci. Dale navrzeni laboratorniho pokusu,

na zéklad¢ kterého bylo mozné vyhodnotit dopad externi kontaminace a Ucinnost pracich

postupti.

Vzorek konskych zini, ktery byl na pracovisti k dispozici, byl ziskan v roce 2015
z Geskobud&jovického hiebéina Siglavy. Casteéné obavy vzbuzovala mozna nehomogenita
smésného vzorku, ktery pochéazel od riiznych koni, rizného pohlavi, véku i barvy srsti, coz jsou

vSechno faktory zminované v souvislosti s prvkovou analyzou. Variabilitu materialu

Ize posoudit podle vysledkti opakovanych méfeni.

Variabilita jednotlivych vzorkl

je srovnatelna (viz Tabulka 16), vzorek se jevi jako vhodny pro Gcely této prace.

Tabulka 16: Porovnani vysledkii opakovanych méteni

RSD [%0]

Prvek | Neprané Zin& | Prané 7in&é | CRM | Standardni roztoky
Al 11,3 42,0 7,19 0,865
Ba 7,44 8,99 9,38 0,161
Ca 3,05 5,04 4,23 0,0566
Fe 3,23 30,9 8,95 0,0639
Mg 2,34 13,5 2,74 0,616
Mn 3,77 10,4 15,4 1,063

4,03 15,2 5,71 0,206

1,74 9,77 1,87 0,805
Si 15,9 20,1 9,71 0,0462
Sr 3,68 7,59 4,90 0,592
Ti 13,2 19,4 12,3 0,0922
Zn 10,1 16,9 3,09 4,98
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Volba analyzovanych prvkl vychazela z informaci dostupnych v literatute. Prvky byly
dany do souvislosti s jejich moznym vyskytem v prachovych ¢asticich (As, Si), v potu (Na, K)
nebo souviseji S vnitini strukturou ziné (S, Zn). Pro Gcely prani byly vhodné vSechny prvky
kromé S, ktera se vyskytuje ve velkém mnozstvi ve vnitini struktute Zin€ (az 3%). Pro Ucely
kontaminacnich studii se vybér prvki také jevi jako vyhovujici. Zinek a méd’ jsou prvky
esencialni a jsou obsazeny v zinich fadové vice nez typicky toxické prvky (As, Cd, Pb).
Z celkové skaly 18 testovanych prvki by se dalo dale vybirat, zredukovat jejich pocet
pro zkraceni doby analyzy.

Cinidla pro hodnoceni u¢innosti pracich postupti reprezentovala pouzivané chemikélie
a metody ve studiich. Experiment uk4zal na mozny mechanismus prani pomoci mechanického
ucinku. K lepsimu objasnéni mechanismti prani by mohla ptispét analyza oplachovych vod
a pracich ¢inidel po jejich pouziti. U oplachovych vod se v§ak obvykle dostavame na hranice
detekénich limithh metody. Po vyprani v kyselin¢ dusi¢né je Caste¢né naruSeny povrch ziné —
to by se dalo prokazat nariistem koncentrace prvkl vnitini struktury (S, Zn) v ¢inidle po prani.
Praci postupy pfispivaji k odstranéni povrchovych necistot spiSe nez latek adsorbovanych

na povrchu zing.

Kontaminac¢ni studie méla rozlisit uc¢inek prani po kontaminaci prachovymi ¢asticemi
a latky adsorbované na povrchu zini. V optimalnim piipad¢é bychom po kontaminaci a vyprani
méli dostat plivodni obsahy kovli pied zac¢atkem pokusu. U pevnych kontaminanti zaleZelo
na puvodni koncentraci kovu v Zinich a na jejich koncentraci v kontaminujicim materialu.
Obsahy se lisily prvek od prvku. Nekteré prvky byly vyprany az na plvodni koncentrace,
nékteré nikoliv. Bylo zjisténo, ze zalezi i na velikosti Castic pevného materialu. U velmi
jemného popilku patrné pfispivaji k zachyceni na povrch Zini i elektrostatické sily vice
nez U pudy nebo sedimentu, které jsou hrubsi. V druhé ¢asti kontamina¢niho pokusu se jedna
spiSe o mechanismus zachyceni kovi adsorpci. Uplatnil se vliv poméru koncentraci v zinich
I v kontaminaénim roztoku. Zaroven je patrny vliv pH, kdy pfi nizsich hodnotach je adsorpce
vyrazné€j$i. Ustanoveni rovnovahy je nejspiSe velmi rychlé, nebot’ pfi nastavenych casech
nebyly zaznamenéany vyrazné rozdily v koncentracich kovil v Zinich po konecném vyprani.
Horkda voda neni schopna v jednom pracim kroku tyto adsorbované kovy odstranit.
Kontaminacni studie pfinesla cenné informace — prachové cEastice jdou odstranit pranim,

adsorbované prvky spise ne. Je otazkou, zda by se 1épe uplatnila praci metoda s pouzitim HNO:s.
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ZAVER

Byla vypracovana literarni reSerSe podavajici informace o soucasné prvkové analyze
vlasi, koniskych zini, ptipadné srsti jinych zvifat. V praci jsou popsany metody piipravy vzorku
pted analyzou, zpisoby prani vzorku a jejich rozklad, mozné ovliviujici faktory ¢i kontaminace
a konkrétni analytické techniky vhodné pro detekci prvki. ReSerSe obsahuje také poznatky

o0 referen¢nich hodnotach, spojitosti obsahu prvkid ve vlasech s nemocemi i vypovidaci

schopnosti komer¢n¢ nabizenych analyz.

Pro experimentalni ¢ast byly ziskany vzorky koniskych Zini, pro které byl navrzen postup
pfipravy k analyze. Vzorky byly za pomoci keramickych ntizek nastiithany a uchovavany
v plastové lahvi. Byla optimalizovana praci metoda s horkou vodou a teplotni program
mikrovinného rozkladu vzorku. Optimalni délka prani ¢inila 10 minut, kdy byla lahvicka
S jednim gramem zini a 50 ml horké demineralizované vody umisténa do ultrazvuku. Nasledné
byly zin¢ proplachnuty 3x demineralizovanou vodou. V zinich bylo sledovano celkem 18 prvkt
pomoci metod ICP-OES a ICP-MS. Byly optimalizovany pracovni podminky ICP-OES pro
stanoveni prvku: Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S, Si, Sr, Ti a Zn a podminky ICP-MS
pro stanoveni As, Cd a Pb. Jako interni standardy pro metodu ICP-MS byly pouzity In a Rh.

K validaci obou metod byl pouzit certifikovany referencni material lidskych vlast
(GBW 07601). Opakovatelnost analyzy referen¢niho materialu se pohybovala v rozmezi od 1,9
do 29 %. Pro zjisténi, zda pfi mineralizaci nedochazi ke kontaminaci, byly pfipraveny slepé
mineralizaéni pokusy, u kterych byly sledované prvky opakované pod detekénim limitem
postupu. Pomoci kalibra¢nich standardi byla pravidelné¢ ovéfovana dlouhodoba
opakovatelnost, a to béhem kazdé analyzy minimalné 3x. RSD kalibrac¢nich standarda bylo
v rozmezi 0,046 — 9,1 %. Pro ob¢ techniky byly stanoveny detekéni limity postupt, které se pro
ICP-OES pohybovaly od 0,250 do 500 ug - g*a pro ICP-MS od 0,017 do 0,12 pg - g™

Pro hodnoceni ulinnosti pracich metod byla struktura Zzini pozorovana
pod elektronovym mikroskopem a byla provedena povrchova i prvkova analyza. Pro porovnani
pracich metod byla pouZita data z ptfedchozi studie provedené na pracovisti (Krejcova a kol.,
2015) 1 vlastni naméfena data. Vysledky prvkové analyzy byly shrnuty v tabulkach a porovnany
pomoci grafovych vystupi. Z vysledki vyplyva, Ze prani vzorku splnilo tcel. VSechny praci

postupy odstranily povrchovou kontaminaci. Analyzou povrchu zin¢ -elektronovym
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mikroskopem bylo zjisténo, ze pii pouziti kyseliny dusiéné dochazi k naruSeni struktury
povrchu. Metoda prani zini v horké vodé byla na zakladé vysledkii vSech analyz urCena
nejvhodnéjsi metodou. U kontaminacnich pokust s pevnymi ¢asticemi byly horkou vodou
Caste¢né odstranény povrchové Castice. Jednorazové prani horkou vodou nebylo schopno

odstranit adsorbované prvky pochazejici z kontamina¢niho roztoku.
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Priloha 1: Koncentrace v nepranych Zinich a v Zinich pranych riznymi pracimi metodami (data z ptedchozi studie, Krejéova a kol., 2015)

Vzorek Prani Al Ba Ca Cu Fe K Mg Mn Na P S Si Sr Ti Zn
1 Neprané 682 253 | 4627 | 3,36 | 544 1420 905 101 | 352 | 848 | 31900 | 775 | 15,7 44,7 128

2 Neprané 682 259 | 4815 | 3,22 | 541 1400 909 100 | 38,0 | 854 | 30100 | 758 | 16,3 43,7 132
c Neprané 682 256 | 4721 | 3,29 | 542 1410 907 100 | 36,6 | 851 | 31000 | 766 | 16,0 442 130
RSD Neprané 0,00969 | 1,16 | 1,986 | 2,16 | 0,314 | 0,838 | 0,173 | 0,240 | 3,86 | 0,344 | 2,83 | 1,10 | 1,64 1,09 | 1,76
1 Horka voda 225 19,8 | 4345 | 0,650 | 259 <DL 853 101 | <DL | 773 | 31200 | 460 | 14,3 14,1 122
Horké voda 238 21,3 | 4424 | <DL | 258 <DL 857 100 | <DL | 792 | 31100 | 492 | 135 15,4 123

[ Horka voda 232 20,6 | 4384 | 0,650 | 258 - 855 101 - 782 | 31200 | 476 | 139 14,7 122
RSD Horka voda 2,686 3,52 | 0,8951 - 0,323 - 0,258 | 0,227 - 1,25 | 0,0448 | 3,43 | 2,90 4,32 | 0,254
1 Studena voda 266 239 | 4455 | <DL | 328 <DL 914 106 | <DL | 834 | 33600 | 504 | 134 13,8 127

2 Studena voda 281 25,6 | 4522 | <DL | 326 <DL 925 | 950 | <DL | 858 | 33600 | 547 | 14,3 15,0 127
c Studena voda 273 24,7 | 4488 - 327 - 920 100 - 846 | 33600 | 526 | 13,9 14,4 127
RSD Studena voda 2,69 3,52 | 0,7495 - 0,323 - 0,604 | 5,27 - 1,40 | 0,0448 | 4,08 | 3,27 4,32 | 0,254
1 EDTA 372 27,7 4574 <DL 346 164 774 974 | 339 | 780 30600 | 700 12,0 24,4 117

2 EDTA 367 26,1 | 4526 | <DL | 344 160 771 | 99,8 | 31,4 | 790 | 31300 | 666 | 115 26,6 110
c EDTA 370 26,9 | 4550 - 345 162 772 | 98,6 | 32,7 | 785 | 31000 | 683 | 11,8 25,5 113
RSD EDTA 0,708 2,97 | 0,5279 - 0,303 | 122 | 0,192 | 1,23 |3,70| 0671 | 1,15 | 250 | 2,33 4,30 | 2,77
1 Triton X-100 304 26,8 | 4708 | 2,01 | 253 <DL 750 | 90,9 | <DL | 735 | 31100 | 556 | 13,9 20,7 117
Triton X-100 322 24,7 | 4548 | 2,73 | 261 <DL 738 | 97,9 | <DL | 724 | 30500 | 508 | 13,2 22,2 116

c Triton X-100 313 25,8 | 4628 | 2,37 | 257 - 744 | 94,4 - 730 | 30800 | 532 | 13,6 21,5 116
RSD Triton X-100 2,92 4,07 | 1,729 | 152 | 1,60 - 0,833 | 3,70 - | 0,743 | 0,998 | 456 | 2,49 3,39 | 0,629

100




1 Aceton 363 28,2 4610 1,06 285 921 765 91,4 | 216 | 772 | 29300 | 540 | 136 14,3 115
2 Aceton 344 25,1 4506 | <DL | 270 883 746 90,0 | 17,1 | 809 | 28700 | 497 | 118 19,3 122
c Aceton 354 26,6 4558 1,06 277 902 756 90,7 | 19,4 | 791 | 29000 | 519 | 127 16,8 119
RSD Aceton 2,60 5,78 | 1,146 = 2,71 2,10 1,27 | 0,737 | 116 | 2,32 | 0,965 | 415 | 6,93 14,6 2,72
1 HNO3 270 24,2 3984 1,86 267 <DL 773 87,0 | <DL | 623 | 30900 | 505 | 13,8 20,1 96
HNO3 255 24,4 4043 2,92 243 <DL 749 83,0 | <DL | 615 | 34700 | 578 | 135 17,4 91
c HNO3 262 24,3 4013 2,39 255 = 761 85,0 = 619 | 32800 | 541 | 13,7 18,8 94
RSD HNO3 2,72 0,332 | 0,7386 | 22,2 | 4,60 = 155 | 2,37 - 0,574 | 582 | 6,73 | 1,23 7,22 2,60

¢ — pramérna koncentrace [ug - g'], RSD — relativni smérodatna odchylka [%)]
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Piiloha 2: Koncentrace naméfené v nepranych zinich a v Zinich pranych v horké vodé

Vzorek | Prani | Al As Ba | Ca Cd Cu Fe K Mg | Mn | Na P Pb S Si Sr Ti | Zn
1 N 617 | 0,0942 |29,5|5050 | 0,180 | 1,57 | 507 | 1410 | 1075 | 117 | 32,3 | 960 | 5,40 | 32400 | 613 | 18,5 | 36,8 | 130
2 N 556 | 0,0899 |34,3|5170 | 0,171 | 1,30 | 507 | 1450 | 1109 | 114 | 334 | 965 | <DL | 33600 | 912 | 18,5 | 35,0 | 132
3 N 573 0,129 |28,2|4940 | 0,161 | 2,23 | 507 | 1410 | 1050 | 111 | 315 | 935 | <DL | 33400 | 897 | 17,6 | 30,3 | 127
4 N 546 0,121 | 27,4|4790 | 0,171 | 2,08 | 483 | 1390 | 1023 | 106 | 29,6 | 862 | 7,09 | 33300 | 992 | 17,3 | 33,8 | 130
5 N 625 | 0,0952 |27,8|4910| 0,155 | 4,41 | 539 | 1400 | 1056 | 108 | 43,1 | 887 | 6,44 | 34800 | 752 | 17,1 | 33,2 | 142
6 N 708 <DL 27,9 | 4830 | <DL 2,07 | 516 | 1410 | 1054 | 107 | 26,4 | 944 | <DL | 34000 | 677 | 17,4 | 37,1 | 177
7 N 681 0,154 | 25,9 | 4610 | 0,0899 | 3,09 | 516 | 1340 | 1015 | 102 | 22,8 | 856 | 1,03 | 33000 | 873 | 16,3 | 38,6 | 139
8 N 718 0,468 |27,3|4810| 0,169 | 1,33 | 540 | 1390 | 1044 | 106 | 26,2 | 894 | 8,23 | 33300 | 710 | 17,1 | 42,2 | 136
9 N 669 0,162 |28,1|4930 | 0,160 | 1,29 | 515 | 1350 | 1055 | 109 | 29,5 | 930 | <DL | 33400 | 682 | 17,7 | 36,3 | 131
10 N 782 0,166 |28,3|4770 | 0,144 | 2,02 | 535 | 1410 | 1048 | 105 | 30,3 | 920 | 1,03 | 33300 | 960 | 17,0 | 48,7 | 131
c N 647 0,164 |285|4880 | 0,156 | 2,14 | 516 | 1390 | 1053 | 109 | 30,5 | 915 | 4,87 | 33400 | 807 | 17,4 | 37,2 | 138
RSD N 11,3 67,4 7,44 | 3,05 16,2 431 |323| 2,19 | 2,344 |3,77| 16,9 | 403 | 67,0 | 1,74 | 159 3,68 | 13,2 | 10,1
1 HvV | 321 | 0,0200 |30,1|5050 | 0,107 | 1,32 | 333 | <DL | 1199 | 135 | 8,24 | 1082 | <DL | 41400 | 684 | 18,5 | 13,5 | 190
2 HV | 225 0,00 22,1 | 4310 | 0,0716 | 0,61 | 222 | <DL | 794,6 | 95,6 | 5,69 | 680,6 | <DL | 30200 | 550 | 14,6 | 12,7 | 118
3 HV | 207 | 0,0275 |?24,3| 4440 | 0,118 | 0,61 | 219 | <DL | 851,2 | 102 | 6,57 | 703,5 | <DL | 30900 | 549 | 154 | <DL | 117
4 HV | 160 | 0,0350 |23,2|4300| 0,0311 | <DL | 175 | <DL | 818,0 | 97,6 | <DL | 713,5 | <DL | 31600 | 473 | 15,1 | <DL | 119
5 HV | 364 | 0,0492 |249|4450 | 0,109 | 0,99 | 324 | <DL | 8429 | 104 | 5,76 | 7154 | <DL | 30800 | 366 | 154 | 22,4 | 122
6 HVv | 327 | 0,00302 | 23,8 | 4290 | 0,121 | 0,65 | 293 | <DL | 821,0 | 101 | 6,05 | 705,4 | <DL | 30300 | 490 | 14,4 | 19,3 | 114
7 HV | 332 | 0,00394 | 24,1| 4360 | 0,0278 | 1,38 | 276 | <DL | 820,0 | 101 | 524 | 710,6 | <DL | 31200 | 489 | 14,8 | 18,3 | 123
8 HvV |[88,8| 0,0206 |22,6| 4550 | 0,124 | 054 | 135 | <DL | 814,0 | 101 | 12,55 | 731,3 | <DL | 32100 | 494 | 15,7 | <DL | 120
9 Hv | 311 | 0,0112 |23,3|4320| 0,039 | 0,63 | 284 | <DL | 810,4 | 101 | 5,06 | 694,6 | <DL | 31200 | 464 | 14,3 | 18,9 | 124
10 HvV |70,7| 0,0530 |225|4250 | 0,187 | 1,25 | 113 | <DL | 790,1 | 99,1 | <DL | 707,8 | <DL | 32300 | 305 | 14,7 | <DL | 119
c HV | 241 | 0,0224 | 24,1 | 4430 | 0,0934 | 0,886 | 238 - 856,1 | 104 | 6,90 | 744,5 - 32200 | 486 | 15,3 | 17,5 | 127
RSD HV | 42,0 76,2 8,99 | 504 | 490 37,2 |309 - 13,51 | 104 | 338 | 1521 - 9,77 |20,1|759| 194 | 16,9

N — neprané zin&, HV — Zin& prané v horké vodg, ¢ — primérna koncentrace [ug - g'], RSD — relativni smérodatna odchylka [%]
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Piiloha 3: Kontaminace zini pevnymi kontaminanty (foceno 31. 1. 2017)

Pi‘ed kontaminaci Ziné po kontaminaci
Puda

Sediment
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