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ABSTRACT

Heavy metals (cadmium, lead, zinc) determination in biological matrixes belongs to actual
problems concerning food hygiene, foodstuffs quality and food chemistry. Cadmium, lead and
chromium belong to heavy metals group characterised by high toxicity. Other important group
of heavy metals is represented by essential components such as zinc, cuprum and cobalt,
which are necessary for regular function of enzymes. In our work we used electroanalytical
techniques for heavy metals determination in biological matrix (apple). In our recent works
we found out that the electroanalytical techniques are effective tool to detect very low heavy
metals concentrations even in the biological matrix. In addition, it is able to determine
concentration of free heavy metal and after eventual sample mineralization also its fixed form
by the mentioned techniques. It is very suitable to determine heavy metal concentration in
single run (simultaneous determination) for routine analysis. We simultaneous determined
cadmium, lead and cuprum by differential pulse anodic stripping voltametry voltammetry
(DPAYV) in the presence of acetate buffer (pH 4.6).
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ABSTRAKT
Mezi aktualni problematiku tykajici se potravinarské hygieny, kvality potravin
a potravinaiské chemie patii stanoveni tézkych prvki (kadmium, olovo, zinek) v biologickych

vzorcich. Kadmium, olovo ¢i chrom patii do skupiny tézkych kovi vyznacujicich se vysokou



toxicitou. Dals§i vyznamnou skupinu piredstavuji na druhou stranu esencialni prvky jako
je zinek, méd’ a kobalt, které jsou nepostradatelné pro spravnou funkci enzymu
v organismech. Pro stanoveni tézkych kovl (médi, kadmia a olova) v biologické matrici
(jablko) byly v této praci vyuzity elektroanalytické pfistupy. V pfedchozich pracich jsme
zjistili, ze elektroanalytické stanoveni je efektivnim nastrojem k urceni velmi nizkych
koncentraci t€zkych kovl i1 ve velmi slozité biologické matrici. Pomoci této techniky
je mozné stanovit koncentraci volného tézkého kovu a po ptipadné mineralizaci vzorku také
jeho vazané formy. Pro béznou analyzu je velmi vyhodné stanovit koncentraci tézkych kovt
v jednom analytickém kroku (simultanni stanoveni). Pomoci diferen¢ni pulzni anodické
rozpoustéci voltametrie (DPASV) jsme simultanné stanovovali kadmium, olovo a méd’
v acetatovém pufru (pH 5,0).

Kli¢ova slova: soucasné stanoveni, tézké kovy, kadmium, olovo, méd’, diferen¢ni pulzni

anodickd rozpoustéci voltametrie, biologicka matrice

UvoD

Znecisténi zivotniho prostredi tézkymi kovy je vysledkem mnoha lidskych aktivit,
zejména vSak tézkého tézebniho a vyrobniho prumyslu. Vliv téchto polutantl na ekosystémy
ma velmi zavazné dopady na ekonomiku a lidské zdravi'™. A proto je vyskytu t&zkych kovi
v zZivotnim prostfedi ale 1 ve vstupnich surovinach a produktech potravinarského primyslu
vénovana znaéna pozornost™’. T&zké kovy vstupujici do potravnich fetézct viech Zivych
organismil délime na dv¢ skupiny: toxické a esencidlni.

Ionty toxickych tézkych kovll jsou schopny vstupovat a narusovat tak mnoho
dilezitych metabolickych procestt probihajicich v zivych organismech, coz muze vést
k mnoha zdvaznym chorobdm popfipad¢ i smrti organismu. Naptiklad vys$si obsahy olova,
kadmia a rtuti zhorSuji nutriéni kvalitu potravin a tim ohrozuji Zivotni prostiedi &lovéka ’.
Daéle tolerovanad denni ddvka olova pro dospélého cloveka ¢ini 500 pg, kadmia 67 — 83 png.
Vstiebané olovo a kadmium jsou transportovany krvi do jater a ledvin, kde se tyto prvky
kumuluji. Pfi intoxikaci olovem nebo kadmiem mohou byt tyto organy poskozeny. Olovo
navic posSkozuje nervovy a kardiovaskularni systém. Kadmium vykazuje teratogenni
a karcinogenni uéinky, poskozuje pohlavni organy a ma vliv na krevni tlak ®. Naopak
v rostlindich mlze pritomnost toxickych tézkych kovl narusit v respiraci, vyvolat poruchy
funkce priduchti a zpomalit rist.

Naopak esencialni tézké kovy maji pozitivni vyznam jako slozky mnoha enzymi

a proteintl (umoziiuji vazbu na DNA — zinkové prsty) °. M&d’naté ionty jako souéast aktivnich



center enzymdu, které se vyskytuje napf. u cytochrom-c-oxidasy, superoxiddismutasy,
B-hydroxylasy a fady dalSich. Méd’ je také nezbytnd pro efektivni vyuziti zeleza a pro
biosyntézu nékterych fyziologicky vyznamnych sloucenin (v plasmé¢ se vyskytujici
metaloprotein ceruloplasmin, v mozkové tkani zase cerebrokuprein). Doporucené denni
dietarni davky médi jsou 0,4 az 0,7 mg pro déti do 1 roku, 0,7 az 2,0 mg pro déti od 1 roku do
10 let, 1,5 az 2,5 mg pro adolescenty a 1,5 az 3,0 mg pro dospél¢é jedince. Toxicita médi pro
savce je pomérné nizkd (hodnota LDsy pro perordlni podani CuSO4.5H,0 u krys je 300 mg
(kg t&lesné hmotnosti) *.

Z téchto divodh se jevi nesmirné dilezité mit pfesné analytické metody s nizkymi
limity detekce pro stanoveni tézkych kovl v biologickych, environmentalnich

h'"'2. Cilem této prace bylo optimalizovat diferenéni pulsni

i potravinafskych vzorcic
anodickou rozpoustéci voltametrii (DPASV) pro jednoduché a citlivé soucasné stanoveni
kadmia, olova a médi. Déle jsme tuto elektroanalytickou techniku vyuzili pro analyzu obsahu

tézkych kovl v potravinach.

MATERIAL A METODY
Chemikalie

CH;COOH, CH3COONa, Pb(NO3),, KCI a CdCl, byly dodany firmou Sigma Aldrich
Chemical Corp. (USA) v cistote¢ ACS. Cu(NOs), byla téze Cistoty dodana firmou Fluka
chemie AG (USA). Zasobni a pracovni roztoky byly ptipraveny v ACS vodé (Sigma).

Priprava realného vzorku pro soucasnou analyzu tezkych kovi

Ovoce bylo zakoupeno v obchodni siti supermarketu ALBERT. Pro nase ucely jsme
pouzili jablka (Malus sp.), a to odriidy Sampion, Spartan, Golden delicious a Rubin. Viechny
odriidy byly vypéstovany v CR a byly II. jakosti. Vzorky pred analyzou byly upraveny
nejprve strouhdnim na umélohmotném struhadle a naslednym tfenim po dobu 5 min ve tfeci
misce. Z takto upraveného vzorku jsme odebrali 20 g homogenatu do umélohmotnych kyvet.
Byla provedena centrifugace — 15 min pti 7 000 g; 20 °C (Janetzki T24). Ziskany supernatant

byl pted dalsi analyzou zamrazen na —20 °C.

Elektrochemicka analyza
DPASYV analyza byla provadéna pomoci elektrochemického analyzatoru AUTOLAB
(EcoChemie, Netherlands) v zapojeni s tfielektrodovou celou VA-Stand 663 (Metrohm,

Switzerland). Byla pouzita pracovni elektroda — HMDE (plocha rtutové kapky: 0.4 mm?),



referencni elektroda (Ag/AgCl, 3 M KCI) a platinovy dratek jako pomocna elektroda. Ziskana
data byla upravena matematickou korekei podle algoritmt navrzenych Savitzkym a Golayem
implementovanych do GPES softwaru (EcoChemie). Experimenty byly provadény pfi
laboratorni teploté. Méfeni bylo provadéno v potencidlovém rozsahu od —1,2 V do +0,1 V
s témito parametry: potencidlovy krok 1,05 mV, pulsni amplituda 25,05 mV, ¢asovy interval
0,2 s, doba akumulace 240 s, potencial akumulace —1,1 V. Jako zakladni elektrolyty jsme

pouzili acetatovy pufr (0,2 M CH3;COOH + 0,2 M CH3COONa) a 0,1 M KCIl.

Navratnost

Navratnost byla vyhodnocena pomoci piidavku 100 pl standardu (koncentrace
se pohybovala od 1 pg.ml" aZ po 20 pug.ml™) k pfipravenym homogenatim (100 ul). Postup
ptipravy homogenatu viz. vyse. Koncentrace tézkého kovu ve vzorku byla stanovena pomoci

odectu z kalibra¢ni kiivky.

Statisticka analyza
STATGRAPHICS® (Statistical Graphics Corp®, USA) byl pouzit pro statistickou
analyzu. Vysledky jsou vyjadieny jako primérnd hodnota = S.D. pokud neni uvedeno jinak.

Hodnota p < 0,05 byla oznac¢ena jako signifikantni.

VYSLEDKY
Analytickému stanoveni tézkych kovil je vénovana pozornost velmi dlouhou dobu.
Nejbeéznéji vyuzivané techniky jsou atomova absorpcni spektrometrie s atomizaci v plamenu
. . 13,14 .y . , vr 4 . < s
a nebo v grafitové kyveté . Pro velmi pfesné stanoveni se pouziva atomova adsorpcni

S s, 15-19
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

. Mezi vysoce senzitivni techniky také patii
elektroanalytické postupy s detekénimi limity v fadech nM a pM koncentracich. Diferen¢ni
pulzni voltametrie v kombinaci s adsorptivnim rozpouSténim patii mezi nejcitlivejsi
elektroanalytické metody vyuzivané pro detekei t&zkych kova '?°. Na obrazku 1 je ukazan
voltamogram soucasného stanoveni zinku, kadmia, olova a médi ve Etyfech koncentracich
(100, 50, 25 a 12.5 nM). Jako zakladni elektrolyt byl pro souasné méteni pouzit acetitovy
pufr o pH = 4,6. Potencidly pikil byly pro zinek —1,010 + 0,005 V, pro kadmium —0,595

1+ 0,003 V, pro olovo —0,425 + 0,005V a pro méd’ —0,010 + 0,003 V.



Zn

30 nA

Cu

-1,0 -0,5 0 E[V]

Obr. 1: AdTS DPV voltamogram ziskany po 60 s dobé akumulace zinku, kadmia, olova a médi

pri 50 nM koncentraci

Optimalizace soucasného stanoveni
Vliv zakladniho elektrolytu

Pro co nejcitlivéjsi soucasnou analyzu kadmia, olova a médi byly studovany rizné
zékladni elektrolyty. Testovali jsme dva zakladni elektrolyty 0,1 M KClI a acetatovy pufr. Pro
soucasné stanoveni vySe zminénych tézkych kovi nebyl jako elektrolyt 0,1 M KCI vhodny,
protoze signdly stanovovanych kovl byly nizké a méfeni byla méné reprodukovatelna (neni
ukazano). Naopak pfi pouziti acetatového pufru jako zakladniho elektrolytu byly pozorované
piky dobfe separované a méteni byla velmi dobie reprodukovatelna. Proto jsme pro dalsi

analyzu pouzivali acetatovy pufr.

Viiv pH acetatového pufru

Dale jsme testovali vliv rozdilného pH acetatového pufru (4,0; 4,2; 4,4; 4,6; 4,8; 5,0)
na vysku elektrochemické odpovédi pii soucasném stanoveni kadmia, olova a médi. Zjistili
jsme, ze pro kadmium se vySka signalu prakticky neménila, ale u olova a médi doSlo
k vyraznému zvétSeni piku pii pH = 5,0. Na obrazku 2 je ukdzdna zavislost vysky
elektrochemické odpovédi na pH vypoctena pro vSechny analyzované tézké kovy. Na zaklade

zjisténého faktu jsme pro dalsi stanoveni pouzivali acetatovy pufr o pH 5,0.
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Obr. 2: Zavislost prumeérné proudové odpoveédi soucasné stanovovanych tézkych kovii

v zavislosti na pH

Viiv doby akumulace

Vyska signalu detekovaného pomoci techniky diferencni pulsni anodické rozpoustéci
voltametrie siln¢ zavisi na dobé akumulace. Doba akumulace je ¢as, po kterou se stanovovana
latka vaze na rtutovou kapkovou elektrodu. V nasem ptipad¢ je velmi dobfe znamo, ze rtut’
s tézkymi kovy vytvari amalgamy. Takto vytvoiena amalgama kovu se miize rozpoustét a jeji
mnozstvi je pifimo umérné koncentraci pfitomného kovu — vyrazné zvySeni signalu.
Na obrazku 3 je ukézéna zdvislost doby akumulace na vysce signdlu u ndmi studovanych
raznych tézkych kovl. Zjistili jsme, Ze vySka signalu se s dobou akumulace linearné zvysuje.
Pro dalsi méfeni jsme pouzili dobu akumulace 240 s, aby elektroanalytické stanoveni bylo

vysoce senzitivni, ale doba analyzy nepiekrocila 5 minut.
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Obr. 3: Zavislost proudové odpovédi soucasné stanovovanych tézkych kovii v zavislosti na

Jjejich dobé akumulace



Viiv koncentrace

Pomoci nami optimalizované elektroanalytické metody byla studovéna zavislost
zmény proudovych vysek signall jednotlivych kovli na koncentraci. Koncentra¢éni zévislost
byla stanovena pomoci fedéni zdkladni smési kadmia, olova a médi. Ziskané kalibracni kiivky
vykazovaly striktn¢ linedrni zavislost a na obrazku 4 jsou ukazany pro jednotlivé kovy
(R* (Cd) = 0,9917; R* (Pb) = 0,9914; R? (Cu) = 0,9981). Rovnice regrese byla pro kadmium
y = 0,3464x + 8,3683, pfi limitu detekce (LOD 3SN) = 5,54 pM, pro olovo y = 0,00869x +
2,9803, LOD = 22,09 pM, pro méd’ : y = 0,2342x + 7,1159, LOD = 8,20 pM.
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Obr. 4: Zavislost proudové odpovédi soucasné stanovovanych tézkych kovii v zavislosti na

Jjejich koncentraci

Viiv biologické matrice

V dalsi ¢asti prace byl studovan vliv biologické matrice na studované signaly tézkych
kovili pfi jejich soucasném stanoveni. Do zakladniho elektrolytu byl pfidan extrakt z jablek
a koncentrace kadmia, olova a médi (20, 50 a 75 nM). Zjistili jsme, ze biologicka matrice
ovliviluje soucasné stanoveni tézkych kovl velmi malo (navratnost 96 — 103 %), jak je

ukazano v tabulce 1.

Stanovenit kovii v jablkach
Metoda byla vyuzita pro detekcei tézkych kovii v jablcich riznych odrid zakoupenych

v obchodni siti. Do zékladniho elektrolytu jsme piidali 3 % ziskané¢ho jablecného extraktu,



az do jeho obsahu 15 %. V studovaném ovoci byl obsah toxickych tézkych kovi olova
a kadmia velmi nizky, ale obsah médi byl detekovatelny (280 nmolu v 0,5 ml jablecného

extraktu).

Tab. 1: Navratnost pridavku tezkych kovit (Cd, Pb a Cu) do biologické matrice (n = 5)

Vyska piku Vyska piku Vyska piku Navratnost

Vzorekl Detekovany kov s 3 .
[nA] [nA] [nA] [%]
Cd nd’ 15,8 +0,9 16,2+0,9 103
jablko Pb nd” 47403 45+04 96
Cu 16,1 +0,7 11,5+0,5 26,8+ 0,5 97
... vysledky jsou vyjadieny jako primér + smérodatnd odchylka
2 .. wika signdlu kovu v biologické matrici (jablko)
7. vwiska signdlu 20 nM standardu kovu v zdkladnim elektrolytu
* .. wika signdlu kovu v biologické matrici po pridavku 20 nM jeho standardu
... mnozstvi kovu nebylo detekovatelné
ZAVER

Diferencni pulzni voltametrie v kombinaci s adsorptivnim rozpousténim je velmi
vhodnéd pro souCasné vysoce senzitivni stanoveni kadmia, olova a médi. Vyvinutou

elektroanalytickou techniku je mozné pouzit pro rychlou analyzu tézkych kovii v potravinach.
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