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1. Uvod

Chrom je v organismu obratlovcli stopovym prvkem.
Zasahuje pfedevSim do metabolismu sacharidii a lipidd,
stimuluje aktivitu enzymt metabolismu glukosy, syntézy
mastnych Kkyselin a cholesterolu, zvySuje také ucinek inzu-
linu. Nedostatek chromu se projevi glukosovou intoleranci,
hypercholesterolemii a hypertriglyceridémii. Nizké kon-
centrace chromu byly popsany u diabetes mellitus, hyperli-
pidémii a naopak zvy$ené hodnoty byly nalezeny u pacien-
th s chronickym rendlnim selhanim, kde je zménéno vy-

luéovani chromu z organismu!-2,

Pii analyze stopovych koncentraci prvki v biologic-
kych (ale i jinych) matricich je nutno davat piednost t€m
metoddm, které umoznuji pfimou analyzu vzorku bez roz-
kladu a separace analytu. Minimalni pocet operaci pro-
vadénych se vzorkem omezuje pfipadné kontaminace nebo
ztrity analytu a zérovenl i zefektivituje analyticky proces’.
Pro stanoveni fady prvkli v plné krvi ijinych télnich teku-
tinach se dnes jiz bézné pouzivd hmotnostni spektrometrie
s indukéné vdzanym plazmatem (ICP-MS)*>. Vzhledem
k obtizné odstranitelnym interferencim zptisobenym poly-
atomickymi ionty vSak tato metoda bez odstranéni veske-
rého uhliku ze vzorku neni pro pfimou analyzu chromu
vhodna’-". Atomova absorpéni spektrometrie s elektroter-
mickou atomizaci (ETAAS) proto pii analyze chromu zii-
stava nejvhodnéjsi metodou.

Pfima analyza chromu v krevnim séru byla napf. pro-
vadéna po zfedéni vzorku roztokem Tritonu X-100 (cit.’-’
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nebo ziedénou HNOj (cit."), ptipadné smési téchto &i-
nidel”-'"". Okyseleni séra zajisti nejen ve ve&tsi stabilitu
roztokti, ale zvysi bezpec¢nost prace likvidaci infekénich
agens. Pii méfeni metodou ETAAS je dulezita volba che-
mického modifikitoru matrice. Mezi pouzivané modifi-
kétory pro stanoven{ chromu patii napf. Mg(NO3), nebo
Ca(NO3), (cit."”"?), Rh nebo Pt!%, ptipadng NH,VOs;,
Na,MoO, nebo Na, WO, (cit.”). Jak viak bylo poukdzdno
v préci”, nepiinasi pouziti modifikdtoru matrice v pripadé
analyzy chromu zaddné zvlastni vyhody a pii pouziti atomi-
zace z povrchu ky vety potazené vrstvou pyrolytického gra-
fitu 1ze dosdhnout dostate¢né vysoké teploty pyrolyzy i bez
pouziti modifikdtoru. Problém pfi analyze chromu mu-
Ze nastat s korekci absorpce zptsobené pozadim: linie
357,9 nm pouzivana pro méfeni Cr totiz lezi na samém
okraji pouzitelnosti bézné pouzivaného deuteriového ko-
rektoru pozadi (kontinudlni zdroj zafeni). Univerzalni ko-
rekce pozadi pomoci Zeemanova jevu ($t€peni absorpCnich
hladin v magnetickém poli) nepatii vzhledem k pofizo-
vacim nakladim k béznému vybaveni laboratofi. MoZznost
korekce pomoci jiného kontinudlniho zdroje, a to wolfra-
mové halogenové Zarovky popsané napf. v praci', neni
v soucasné dobé komeréné dostupna. Pii peclivé voleném
teplotnim programu analyzy lze vSak velikost absorpce
zpusobené pozadim zna¢né omezit, takze korekce pomoci
deuteriové lampy je dostate¢nd, pfipadné je mozné korekci
vilbec neprovadst”.

2. Experimentalni ¢ast

2.1. Instrumentace

Vsechna méfeni byla provddéna na atomovém absorp-
¢nim spektrometru GBC 932AA ve spojeni s elektroter-
mickym atomizdtorem GBC GF 3000 a automatickym
davkovacem GBC PAL 3000 (vS§e GBC, Dandenong, Vic-
toria, Australie). Méfeni obsahu chromu bylo provadéno na
linii 357,9 nm za korekce pozadi pomoci deuteriového
korektoru pozadi. Méfena byla vy$ka atomizacniho piku
a méfeni bylo provadéno vzdy tfikrat. MnoZstvi davkova-
ného vzorku bylo 20 Ll a atomizace byla provadéna ze stény
grafitové ky vety s povlakem pyrolytického grafitu (Z-TEK,
Amsterodam, Holandsko). Teplotni program analyzy je
patrny z tabulky 1.



Tabulka 1
Teplotni program stanoveni Cr v krevnim séru

Krok Teplotm’\ Ochranna
program? atmosféra
Suseni 70/1/60 N,
100/30/0
140/5/5
Pyrolyza 600/20/0 Ar
1100/10/5
Atomizace 2400/1,5/3 pritok inertu zastaven
Cisténi kyvety

2500/1/5 Ar

4 Teplota [°C]/Cas narlstu [s]/Cas setrvani [s]

2.2. Reagencie

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny ze zasobniho roz-
toku 1 000 mg. I'' Cr (Analytika, Praha). Pro pfipravu
vzorkll i Kkalibra¢nich roztok byl pouzit Triton X-100
(Aldrich, Milwaukee, WI, USA), HNOj Cistoty Suprapur
(Merck, Darmstadt, SRN) a redestilovana voda.

2.3. Odbér a piiprava vzorkl pro analyzu

Krev byla od dobrovolnych déarcti odebirdna na la¢no
venupunkci kubitdlni Zily pomoci ocelovych jehel (Medi-
cor, 38/9) a béznych plastovych injek¢nich stiikacek (Chi-
rana, 10 ml). U hemodialyzovanych pacientd byla krev
odebirdna pied zahdjenim dialyzy z arteriovenozni fistule.
Krev byla pfevedena do PE zkumavek pfedem vycisténych
louZenim ve ztedéné HNO; a redestilované vodé a po sra-
Zeni pii pokojové teploté (cca 20-30 min) bylo krevni sé-
rum odd&leno centrifugaci (3 000 ot.min"! podobu 10 min).
Oddélené sérum bylo prevedeno do dalsich Cistych PE
zkumavek a okamzité zmrazeno na teplotu - 18 °C. Stabilita
byla zjistovdna pomoci opakovanych analyz a bylo zjis-
téno, ze zmrazené sérum je stabilni alesponi dva tydny. Pred
analyzou bylo sérum rozmrazeno a po vytemperovani by-
lo nafedéno v poméru 1 + 1 roztokem tvoienym zaroven
0,1%-nim Tritonem X-100 a 0,14 mol.I”! HNO;. Kali-
braéni roztok 10 g.1"! Cr byl piipraven fedénim zasobniho
roztoku 1 000 m g.l“ Cr a byl pfipraven v prostfedi obsa-
hujici stejnou koncentraci HNO5 a Tritonu X-100 jako
vzorky. Ostatni kalibra¢ni body (2,5, 5 a7,5 ug.l" Cr) byly
ziskany automatickym fedénim tohoto roztoku v automa-

tickém davkovaci vzorkd. Pfi analyze plné krve byly vzor-
ky pfipraveny fedénim krve ve stejném poméru roztokem
obsahujicim pouze 0,1%-ni Triton X-100.

3. Diskuse

3.1. Teplotni program analyzy ETAAS

Konecny teplotni program analyzy je uveden v tabulce 1.
Opakovatelnost vysledkil méfeni atomovou absorbéni spek-
trometrii je ovlivnéna zejména opakovatelnosti davkovani
vzorku a dokonalosti vysuseni. Ostatni kroky jako pyrolyza
a atomizace maji vliv jiZ pouze na citlivost stanoveni,
piipadn& na velikost interferencil®. Sueni vzorku obsahu-
jictho velké mnozstvi bilkovin musi byt velice pozvolné,
jinak hrozi pénéni vzorku a jeho tnik davkovacim otvorem
kyvety. Pro analyzu krevniho séra se osvédcilo tristupnové
suSeni: pii 70 °C dojde ke ztraté vétSiny vody a vytvoii se
tuha péna vzorku, pii 100 °C dojde k dosuseni zbylé vody
a pii 140 °C dojde k odpafeni zbytki HNO;. Dokonald
pyrolyza je zarukou potlaceni vétSiny interferenci. Pro ana-
Iyzu krevniho séra a plné krve je nutné provést dvoustupmo-
vou pyrolyzu: prvni krok pyrolyzy probiha pii nizsi teploté
a slouzi k odstranéni organickych latek, druhy krok pyro-
lyzy probiha pii vyssi teploté a slouZzi k odstranéni anorga-
nickych soli!4. Pro prvni krok pyrolyzy byla zvolena teplo-
ta 600 °C s pomalym nartstem teploty. Rozklad organickych
latek bylo mozno pozorovat v podobé dymu unikajiciho
z davkovaciho otvoru kyvety a uvedena teplota a doba
néarastu 20 s se ukdzalajako dostate¢nd. Optimalizace teplo-
ty druhého kroku pyrolyzy a teploty atomiza¢niho kroku je
patrnd z obr. 1. Absorbance zpiisobena pozadim takto ana-
lyzovaného vzorku krevniho séra ma hodnotu 0,020-0,030
jednotek absorbance a prestoze emisni signal deuteriové
vybojky je ve srovnani se signidlem chromové vybojky
s dutou katodou pfiblizné polovi¢ni, experimenty ukazaly, ze
postacuje k tispésné korekci signalu zptisobeného pozadim.

3.2. Mez detekce,
a pfesnost metody

sprdvnost

Porovnani smérnic kalibra¢nich piimek ziskanych me-
fenim roztok{i obsahujici chrom pouze v prostiedi Tritonu
X-100 a HNO5 a vzorkti krevniho séra obohaceném pii-
davky chromu (viz obr. 2) ukdzalo, Ze pro analyzu jemozné
pouziti externi kalibrace a neni nutnd aplikace metody
standardnich pfidavki. Smérnice Kalibraéni piimky zis-
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Obr. 1. Optimalizace teploty pyrolyzy (——) a atomizace (——)
ETAAS stanoveni Cr v krevnim séru

kand méfenim vodnych roztokt méla hodnotu 0,0409 jed-
notek absorbance na )_,Lg.l’l, zatimco hodnota smérnice zis-
kand méfenim obohacenych vzorkli séra méla hodnotu
0,0425 jednotek absorbance na ug.]'l. Rozdil mezi obéma
smérnicemi &inil necelé 4 %.

Mez detekce metody byla uréena opakovanym meéfenim
signalu slepého pokusu (n = 10) a byla vypoctena jako
koncentrace odpovidajici trojndsobku signdlu rovného vy-
bérové smérodatné odchylce slepych roztoki. Pro novou
grafitovou kyvetu cCinila mez detekce 0,24 ug.l“l a nezmé-
nila se ani po provedeni analyz 15 vzorkli. Po provedeni
zhruba 20 analyz je nutno z kyvety odstranit uhlikaté isady
vzniklé nedokonalym rozkladem vzorku.

Spravnost metody byla ovéfena analyzou referenéniho
materidlu Seronorm Trace Element Serum (Nycomed, Os-
lo, Norsko), pro ktery vyrobce uddava hodnotu 1,6 ug.l'l Cr
s rozmezim 1,3-1,9 pg.l" Cr. Hodnoty nalezené analyzou
prezentovanou metodou byly 1,6 1,7 a 1,9 Hg.l“l Cr, v8ech-
ny vysledky tedy lezi v intervalu uddvaném vyrobcem.
Smérodatnd odchylka opakovatelnosti vysledkd ziskana
vypoctem z duplicitnich stanoveni (n = 9) vzorkl s obsa-
hem 1-2 pg.l"! Cr me&la hodnotu 0,11 pg.I"! . Ostatni zdroje
nejistot (koncentrace zasobniho kalibraéniho roztoku, pii-
prava kalibra¢niho roztoku fedénim a odméfovani vzorku)
prindseji k celkové nejistoté kone¢ného vysledku analyzy
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fadove nizsi pifspévek!©,
3.3. Odbér

vzorkl

Koncentrace chromu v krevnim séru'” dosahuje hodnot

0,2
o1f[ .- i
-
u.t.l‘] 2
{ . . )
p(Cr) mgl™!
Obr. 2. Srovnani analyzy vodnych roztoki Cr ( ) a obo-
haceného krevniho séra (. . . )

desetin az jednotek mg.l“l, vysledky analyz proto mohou
byt snadno znehodnoceny kontaminaci z odbérovych za-
fizeni. Kontaminace miize nastat napf. z odbérovych oce-
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lovych jehe , tento jev je ale Casto precenovan. Testy
s opakovanym prosdvanim plné krve ocelovou jehlou uka-
zaly, ¢ mnoZstvi chromu vylouZeného pfi jednom prii-
chodu krve jehlou je zanedbatelné"’-'". Stejné tak podobné
testy provedené v této studii ukdzaly, Ze louZeni chromu
z pouzitych ocelovych jehel do krevniho séra i moznost
kontaminace z pouzitych plastikovych injekénich stfikacek
jsou zanedbatelné (nizsi nez mez detekce metody). Oproti
tomu kontaminace do 0,14 mol.l"! HNO; muZze nabyt vy-
znamnych hodnot 0,2-0,3 p.gl'l Cr. Tato ,,obycejna" od-
bérova zatizeni mohou zpusobit mensi kontaminace, nez
néktera zafizeni specidlni. Tak napf. v odbérové injekéni
stiikacce vybavené kanylou z vnitinim teflonovym po-
vlakem a urené pro odbér krve pro stanoveni stopovych
mnozstvi kovii (LH-Metall-Analytik, SARSTEDT Mono-
vete), pro kterou vyrobce deklaruje maximalni obsah 5 ng
Cr, toto mnozstvi skute¢né miize byt obsazeno. Z nahodné
vybraného kusu stiika¢ky se po naplnéni 10 ml 0,1 %
roztoku Tritonu a 0,14 mol.l’! HNO;3 (slepym rozto-
kem) vylouzily 4 ng Cr, coz odpovida zvySeni koncentrace
00,4pugl!cCr.

3.4. Moznost analyzy plné krve

Vyse popsand technika analyza je aplikovatelna i na

13 14 20

analyzu plné krve . Vzorek krve se fedi roztokem Tri-
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Tabulka I1
Kontaminace Cr ¢inidly zabranujicimi srazeni krve

Cinidlo Pouiti Kg:ﬁ:;ﬁe
Heparin Na sill, rizné sarze? 0,5 ml preparatu na 10 ml krve 0,2-0,3
EDTA(Na,)® 1 ml 1%-niho rozt. na 9 ml krve 2.2
EDTA(K,)¢ 1 ml 1 %-niho rozt. na 9 ml krve <0,05
Na citrat pro stabilizaci krve® 1 ml4%-niho rozt. na 9 ml krve 1,0
Vakuov4 zkumavka 10 ml, Na citratd naplnéni celé zkumavky 2,3
Vakuovd zkumavka 10 ml, Heparin Li siild naplnéni celé zkumavky 0,7
Vakuova zkumavka 10 ml, EDTA(K3)4 naplnéni celé zkumavky 0,5
Vakuova zkumavka 10 ml, bez aditiv* naplnéni celé zkumavky <0,1

a] g¢iva Praha, PLachema Brno, “Merck, Darmstadt, SRN, %acutainer, Becton Dickinson

tonu X-100 (bez pouziti HNO5), priib&h teplotniho progra-
mu a pouziti modifikdtort matrice je podobné jako pii
analyze séra. Pii vlastni analyze vSak miize nastat nékolik
vaznych problémt. Prvnim z nich je mnozstvi dehtovych
sloucenin vznikajici pfi pyrolyze, které nasledné mohou
kondenzovat na chladnéjSich Castech télesa elektrotermic-
kého atomizatoru. Také mnozstvi uhlikovych tsad vznika-
jicich uvnitf atomizatoru je vétsi nez pii analyze krevniho
séra. S timto problémem se lze vyporadat pyrolyzou v prou-
du kysliku, jak bylo popsdno pro stanoveni Pb2!:22a Cd*’.
Podle zkusenosti autort se jedna o obtizné hledani teploty
pyrolyzy, pfi kteréjiz dochazike spalovani soucasti vzorku,
ale zaroven jesté nedochazi k poskozovani ky vety a nésled-
nému snizovani jeji Zivotnosti. Druhym problémem je moz-
na kontaminace z ¢inidel zabranujicich srazeni krve. V pra-
Xi se pouzivaji roztoky rtiznych soli heparinu, citrat sodny
nebo sodna ¢i draselna stil ethylendiamintetraoctové kyse-
liny (EDTA). K odbéru nesrazlivé krve se bézné pouzivaji
vakuové zkumavky, které jiz obsahuji pfidavek nékterého
konzervac¢niho Cinidla. Velice obtizn¢ se hleda takova lat-
ka, ktera nezptisobuje kontaminace. V tabulce II jeuvedeno
zvySeni koncentrace chromu pii bézném pouziti daného
¢inidla. Je patrné, ze pouze didraselna sl EDTA (Merck,
Darmstadt, SRN) vyhovuje pozadavkiim na Cistotu.

3.5. Chrom Vv organismu
t=]

V provedené tivodni studii byl stanovovin obsah chro-
mu ve skupiné pacientli s chronickym rendlnim selhanim
dochazejicich pravidelné na dialyzu (n 19). Primérny
obsah chromu v séru u této skupiny byl 3,7 pgl! Cr
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s rozmezim hodnot 1,4-6,6 g.I"! Cr. V kontrolni skupiné
dobrovolnych darct krve (n = 17) byl u sedmi osob naleze-
ny obsah chromu niz8§i nez mez detekce metody, u jedné
osoby byl nalezen obsah chromu 2,6 ug.l", zatimco u ostat-
nich osob se obsah chromu pohyboval v rozmezi 0,3-0,6

pgl! (proimér 0,4 pg.l-h).

4. Zavér

Atomova absorpéni spektrometrie s elektrotermickou
atomizaci je metoda pii stanoveni obsahu stopovych prvki
bézné pouzivana a jak bylo ukdzino, poskytuje spolehlivé
vysledky i pfi analyze chromu. Nejvétsi uskali metody vsak
neni typické pouze pro chrom, ale i pro fadu dalSich prvki:
je jim potencidlni kontaminace, kterd mtize zcela znehod-
notit vysledky analyz. Nezbytnou podminkou uspé$né ana-
lyzy je tedy dikladnd kontrola Cistoty vSech chemikalii
a zafizeni pfichdzejicich do styku se vzorkem. Optimalizaci
teplotniho programu se podarilo snizit hodnotu absorbance
zpusobené pozadim, takze i pro chrom méné vhodna ko-
rekce pomoci deuteriové vybojky vede k nizké meze de-
tekce.

Metoda stanoveni chromu umozni zjistit u pacientti jeho
nedostatek a ndsledné¢ miize vést k jeho mozné suplemen-
taci. Tato suplementace miZe pozitivné ovlivnit deficit
chromu jako jeden z faktorti zdvaznych civiliza¢nich cho-
rob jako je diabetes mellitus a ateroskleroza.

Vznik této prdace byl podporen grantem Ministerstva
Zivotniho prostiedi CR Monitoring cizorodych ldtek v po-



travnich retézcich a grantem Ministerstva zdravotnictviCR
Oxidacni stres a patogenese rendlnich onemocnént.
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0. Mestek?, T. ZimaP, M. Such4nek”, and J. Zilko-
va?("Department of Analy tical Chemistry, Institute of Che-
mical Technology, Prague, *Firstnstitute of MedicalChe-
mistry and Biochemistry, First Medical Faculty, Charles
University, Prague): Direct Determination of Chromium in
Blood Serum by Electrothermal-Atomization Atomic
Absorption Spectrometry

The method of direct determination of Cr by ETAAS in
blood serum and whole blood after dilution with 0.1%
Triton X-100 and 1 % HNO;is described. The temperature
programme of graphite furnace involved careful drying at
70 °C, two-step pyrolysis at 800 and 1100 °C, and atomi-
zation at 2400 °C. No chemical modification was included,
background correction was carried out by deuterium arc
corrector. The detection limit was 0.24 pg.I"! Cr. The me-
thod was used for analysis of blood serum of patients with
chronic renal failure treated by heamodialysis.





