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Úvod 
 

Výsledky evropských publikovaných studií shrnují-
cích dopad kontaminovaného sedimentujícího prachu 
a zejména dýchatelných podílů (částic označovaných dle 
velikosti  – v m – částic jako  PM10 a PM2,5) na lidské 
zdraví jsou velmi heterogenní. Ukazují ale jednoznačně na 
souvislost s rozvojem kardiovaskulárních a respiračních 
onemocnění1. Velmi frekventovanou a vhodnou metodou 
pro posouzení případných nepříznivých vlivů sedimentují-
cího prachu a s ním spojených polutantů na dýchací cesty 
je odběr a vyšetření bronchoalveolární tekutiny, tzv. bron-
choalveolární laváž (BAL), kdy jsou dolní dýchací cesty 
a alveoly oplachovány pomocí speciálního bronchoskopu 
fyziologickým roztokem ohřátým na teplotu 37 °C (cit.2,3). 
Bargagli a spol.4 studovali možnost využití přímého stano-

vení obsahů Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, V a Zn 
v roztocích získaných metodou BAL pro posouzení míry 
projevů některých plicních onemocnění a označili ji za 
velmi slibnou. Zaznamenali např. pokles koncentrací Mn, 
Zn, Cr a Ni v BAL vzorcích pacientů s idiopatickou plicní 
fibrózou, která je charakterizována mimo jiné zvýšenou 
tvorbou volných radikálů a pokles koncentrací prvků byl 
připsán oxidativnímu stresu. Metoda je využívána 
i v modelových pokusech, kdy jsou laboratorní potkani 
a myši prostřednictvím dýchacího ústrojí exponováni che-
mickým prvkům5,6, prachovým částicím7, zplodinám 
vzniklým při svařování kovů8, výfukovým plynům9 nebo 
kontaminovanému městskému prachu10 a prachu uvolně-
nému průmyslovou činností11. Metoda je rovněž používána 
k detailnímu popisu mechanismu průniku některých rizi-
kových prvků (Fe, Mn, Zn) epitelem plicních alveol a ná-
sledným zdravotním komplikacím12,13. 

Jako alternativu k těmto lékařským metodám je mož-
no hodnotit biologickou dostupnost chemických prvků či 
jejich sloučenin na základě jejich rozpustnosti v roztocích 
simulujících složení různých tkáňových tekutin14. Známá 
je např. metoda  postupné extrakce (tzv. „Physiologically 
Based Bioavailability Extraction Test“ PBET)15,16,  která 
byla vyvinuta k hodnocení negativního dopadu půd ve 
vysoce kontaminovaných oblastech, kdy se testuje možný 
vstup rizikových prvků do organismu člověka neúmysl-
ným požitím půdy. Postup zařazuje pro extrakci vzorku 
půdy postupně činidla, která simulují procesy v ústní duti-
ně, v žaludku, ve dvanáctníku a v tenkém střevě. Pro hod-
nocení dostupnosti chemických prvků dýchacím ústrojím 
se nejčastěji využívají tzv. Gambleův roztok17 a Hatchův 
roztok18. Jejich složení shrnuje tabulka I. Gambleův roztok 
simuluje intersticiální plicní tekutinu, Hatchův roztok je bliž-
ší tekutině produkované epitelem dolních cest dýchacích8.   

Tyto in vitro metody byly aplikovány např. pro stano-
vení biodostupných podílů prvků obsažených ve zplodi-
nách vzniklých při svařování kovů zachycených na filtrech 
z PVC8, nebo pro posouzení biodostupnosti platinových 
kovů v městském prachu odebraném na frekventované 
komunikaci10. V našem experimentu byly tyto roztoky 
použity pro odhad biodostupného podílu vybraných riziko-
vých prvků Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb a Zn 

Tabulka I 
Složení a pH použitých extrakčních médií 

Extrakční médium pH Obsah složek v 1 dm3 deionizované vody 

Gambleův roztok 7,4 MgCl2 · 6 H2O (0,2033g), NaCl (6,0193 g), KCl (0,2982 g), 
Na2HPO4 (0,1420 g), Na2SO4 (0,0710g), CaCl2 · 2 H2O (0,3676g), 
CH3COONa · 3 H2O (0,9526g), NaHCO3 (2,6043 g), 
C3H4OH(COOH)2COONa (0,0970 g) 

Hatchův roztok 7,4 CaCl2 · 2 H2O (0,2251 g), MgCl2 · 6 H2O (0,21 g), MgSO4 (0,0342 g), 
KCl (0,37g), KH2PO4 (0,03 g), NaHCO3 (2,27 g), NaCl (7,0 g), 
Na2HPO4 (0,1196 g), D-glukosa (1,0 g), phosphatidylcholin (10 g), 
a-tokoferol (0,001 g), kyselina močová (0,025 g), sérový albumin (10 g), 
lysozym (2,5 g), apo-transferrin (0,2 g), kyselina askorbová (0,05 g), 
glutathion (0,05 g) 



Chem. Listy 107, 313317(2013)                                                                                                        Laboratorní přístroje a postupy 

314 

v homogenním vzorku kontaminovaného městského pra-
chu v závislosti na době inkubace.  

 
 

Materiál a metody 
 
Vzorek prachu byl odebrán ze vzduchotechniky Praž-

ského kulturního centra (PKC), které stojí vedle magistrá-
ly, i když stále ještě v centru pražské aglomerace. Tato 
lokalita je tudíž  vystavena extrémní dopravní automobilo-
vé zátěži, která se odráží ve složení zachyceného prachu na 
filtrech vzduchotechniky. Hrubé částice a příměsi byly 
odstraněny proséváním  přes síto s velikostí ok 2 mm; 
další frakcionace podle velikosti zrn pak následovala pro-
séváním  přes síta s velikostí ok 0,507 mm, 0,119 mm, 
0,063 mm. Pro experiment pak byla použita nejjemnější 
frakce <0,063 mm, která zahrnuje i dýchatelné podíly. 
Stanovení celkového obsahu prvků bylo provedeno po 
mokrém rozkladu 20 mg vzorku prachu za zvýšeného tla-
ku s mikrovlnným ohřevem ve směsi HNO3, HF a H2O2 
(5:1:1). Pro kontrolu správnosti výsledků byl použit refe-
renční materiál SRM 1648 Urban Particulate Matter 
(NIST, USA). Obsahy Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb 
a Zn byly stanoveny metodou optické emisní spektrome-
trie s indukčně vázaným plazmatem (ICP-OES, Varian, 
VistaPro, Australia). Detailně je metoda stanovení popsána 
v naší předchozí práci19. Výsledky byly potvrzeny srovná-
vací analýzou metodami INAA a PIXE, jak popisují ve své 
práci Sysalová a spol.20. 

Vzorky prachu byly extrahovány dle následujícího 
postupu: 0,5 g vzorku prachu bylo naváženo do centrifu-
gační nádoby, zalito 50 ml připraveného Hatchova nebo 
Gambleova roztoku (tab. I) a inkubováno za stálého pro-
třepávání při 30 otáčkách za minutu ve vodní lázni Mem-
mert WNE 22 s třepacím zařízením Memmert M00 14/22 
při teplotě 37 °C. Inkubace probíhala vždy ve 
3 opakováních po dobu 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 a 24 hodin. Pro 
odstřeďování extraktů byla použita centrifuga Hettich Uni-
versal 320 R. Reakční směs byla odstředěna při 
3000 otáčkách za minutu po dobu 10 min a supernatanty 
pak byly uchovány při 6 °C až do doby měření. Všechny 
užité chemikálie byly v maximální dostupné čistotě 
(Analytika a Lach-Ner Ltd., Česká republika), extrakční 
roztoky byly připravovány vždy čerstvé. Obsah Al, As, 
Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb a Zn v připravených extraktech 
byl stanoven optickou emisní spektrometrií s indukčně 
vázaným plazmatem (ICP OES) s axiální orientací 
plazmové hlavice na přístroji Varian VistaPro (Varian, 
Austrálie). Intenzita signálu byla vyhodnocována na násle-
dujících vlnových délkách:  = 308,2 nm pro Al ,  = 
188,9 nm pro As,  = 214,4 nm pro Cd,  = 205,6 nm pro 
Cr,  = 327,4 nm pro Cu,  = 238,3 nm pro Fe,  = 
257,6 nm pro Mn,  = 231,6 nm pro Ni,  = 220,4 nm pro 
Pb, = 206,2 nm pro Zn. Pro vyhodnocování signálu byla 
použita metoda přídavku standardu. 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
Celkové obsahy prvků ve vzorku prachu byly násle-

dující: Al 36695±664 mg kg–1, As 24,1±0,2 mg kg–1, Cd 
2,64±0,05 mg kg–1, Cr 164±4 mg kg–1, Cu 434±3 mg kg–1, 
Fe 37 956±3 mg kg–1, Mn 630±6 mg kg–1, Ni 57,8±0,9 
mg kg–1, Pb 106±2 mg kg–1, Zn 1493±41 mg kg–1. Extra-
hovatelné obsahy prvků jednotlivými činidly v závislosti 
na době inkubace znázorňuje obr. 1. Je zřejmé, že extraho-
vatelnost jednotlivých prvků se liší dle použitého činidla, 
doby inkubace i dle chemických vlastností jednotlivých 
prvků. Zatímco v případě As a Cr byla extrahovatelná 
frakce srovnatelná u obou činidel, u ostatních sledovaných 
prvků byly vyšší extrahovatelné podíly zaznamenány při 
použití Hatchova roztoku, tedy simulovanou tekutinou 
produkovanou epitelem dolních cest dýchacích. Extraho-
vatelné podíly Al, Cr, Pb a Fe byly velmi nízké a nepře-
kročily 1 %  celkového obsahu. Při použití Gambleova 
roztoku byly nejvyšší extrahovatelné podíly zjištěny u As, 
kdy se v závislosti na době inkubace pohybovaly 
v rozmezí 10–24 % celkového obsahu tohoto prvku. Uvol-
nitelnost dalších prvků pak dosahovala jednotek procent 
a klesala v pořadí Cu > Mn > Ni > Cd > Zn. Hatchův roz-
tok uvolňoval nejvíce Cd (40–48 % celkového obsahu) 
a následovaly v sestupném pořadí Cu (35–40 %), Zn (30 
až 33 %), As (15–34 %), Mn (12–15 %) a Ni (9–11 %). 
Vysoká účinnost tohoto extraktantu ve srovnání 
s Gambleovým roztokem (zvláště v případě Cd, Cu a Zn) 
je pravděpodobně způsobena přítomností organických 
složek Hatchova roztoku (zejména glutathionu), které mo-
hou s uvedenými prvky tvořit komplexy. Berlinger a spol.8 
rovněž zaznamenali vyšší uvolnitelnost Fe, Mn, Cr, Ni 
z PVC filtrů se zplodinami vznikajícími při svařování ko-
vů pomocí Hatchova roztoku. Procento biologicky dostup-
ného Fe a Cr bylo ale vzhledem k odlišnému původu 
i složení analyzovaných vzorků v jejich případě až řádově 
vyšší. Tito autoři také sledovali závislost extrahovatelného 
podílu prvků na době inkubace, která se podobně jako 
v našem případě lišila dle jednotlivých prvků i použitých 
činidel. Zatímco Berlinger a spol.8 zaznamenali ve většině 
případů nejvyšší extrahovatelné obsahy prvků po 
24 hodinách inkubace (zejména při použití Hatchova roz-
toku, Gambleův roztok dával nejednoznačné výsledky), 
naše data potvrzují tento trend pouze v případě Mn a Pb. 
Obr. 1 dokládá u většiny prvků nejvyšší extrahovatelné 
podíly v rozmezí mezi 8. a 16. hodinou inkubace. Po delší 
době inkubace pak u našich vzorků musíme uvažovat 
o případné readsorpci prvků na matrici vzorku. 

Výsledky můžeme porovnat s in vitro hodnocením 
potenciální biologické dostupnosti některých prvků trávi-
cím traktem s použitím již zmíněné metody PBET15. Tuto 
metodu aplikovali Tremlová a spol.21 u totožného vzorku 
prachu a extrahovatelné obsahy prvků představovaly 
u simulované žaludeční šťávy 18 % As, 93 % Cd, 6 % Fe 
a 74 % Zn. V případě simulované pankreatické šťávy se 
pak jednalo o 20 % As, 40 % Cd,  8 % Fe a 48 % Zn. Vy-
soká extrahovatelnost Cd a Zn je v případě žaludeční šťá-
vy způsobena nízkým pH extraktantu (pH 2,5) a po změně 
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Obr. 1. Obsahy prvků extrahovatelné Gambleovým (a) a Hatchovým (b) roztokem ze vzorku kontaminovaného městského prachu  
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pH na hodnotu 7 u pankreatické šťávy došlo k readsorpci 
části uvolněných prvků na matrici vzorku. Lze tedy shr-
nout, že pulmonárně dostupné podíly As, Cd a Zn stanove-
né ve vzorku městského prachu s využitím Hatchova roz-
toku jsou porovnatelné s podíly těchto prvků uvolnitelný-
mi pankreatickou šťávou, zatímco extrahovatelnost Fe 
Hatchovým roztokem je mnohem nižší. 

Zdá se tedy, že ze sledovaných prvků zasluhuje nej-
větší pozornost zinek, který se nachází ve vzorku prachu 
ve vysokých koncentracích ve srovnání např. s běžnými 
obsahy tohoto prvku v půdách a u něhož byla zároveň 
zjištěna vysoká potenciální biologická dostupnost. 
Adamson a spol.21 hodnotili u laboratorních potkanů vliv 
rizikových prvků inhalovaných se vzorkem atmosférické-
ho prachu na případné zánětlivé změny na plicích. Po třech 
dnech expozice bylo zjištěno, že pouze zinek vyvolal zvý-
šení počtu zánětlivých buněk a obsahu  proteinů v BAL 
vzorcích. Další sledované prvky, tedy Cu, Fe, Al, Pb a Ni, 
podobné změny nevyvolaly. Totožná změna jako v případě 
zinku ale byla pozorována, pokud byla pokusná zvířata 
exponována všem sledovaným prvkům současně včetně 
zinku. Expozice zvířat všem prvkům současně kromě zin-
ku vedla jen k nevýznamným změnám na plicích. Autoři 
se domnívají, že riziko v případě zinku vychází 
z vysokého obsahu tohoto prvku v prachu v kombinaci 
s jeho vysokou mobilitou, která je v tomto případě rozho-
dující. Gilmour a spol.12 pak u potkanů exponovaných 
zinku dýchacími cestami zaznamenali v rozmezí 1 až 
24 hodin po skončení expozice zvýšení obsahu zinku 
v krevní plazmě o 20 %. Zjistili také průkazné snížení 
krevní srážlivosti u zvířat exponovaných zinku. Wallen-
born a spol.22 pak zaznamenali u potkanů kardiotoxicitu  
prvků přijatých dýchacími cestami, zejména Zn a Ni.  

 
 

Závěr 
 
Lze shrnout, že ze sledovaných prvků obsažených 

v kontaminovaném městském prachu představuje při inha-
laci tohoto prachu potenciální zdravotní riziko právě zinek, 
jak naznačuje i náš experiment. Naproti tomu olovo, které 
patří k nejčastěji studovaným prvkům v sedimentujícím 
prachu, je velmi slabě uvolnitelné simulovanou plicní te-
kutinou a jeho zdravotní riziko je v tomto případě nízké. 

Naše výsledky naznačují, že in vitro experimenty 
simulující biologickou dostupnost rizikových prvků 
v kontaminovaném sedimentujícím prachu mohou být 
jednoduchou a snadno reprodukovatelnou alternativou 
nebo doplňkem klasických klinických testů využívajících 
např. metodu BAL. Výsledky simulovaných in vitro testů 
mohou vést při vhodné volbě extrakčního média a experi-
mentálních podmínek ke kvalifikovanému odhadu potenci-
álního rizika prvků obsažených v městském prachu. 

 
 
Problematika byla řešena v rámci výzkumného pro-

jektu GA ČR 521/09/1150. 
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K. Kašparovskáa,b, J. Szákováb, J. Sysalovác, 
P. Tlustošb, and P. Svobodaa (a Institute of Physiology, 
Academy of Science of the Czech Republic, Prague, 
b Faculty of Agrobiology, Food and Natural Resources, 
Czech University of Life Sciences, Prague; c AAS Labora-
tory, Institute of Chemical Technology, Prague): In-vitro 
Bioavailability of Hazardous Elements from Inhaled 
Urban Particulate Matter 

  
An in vitro test simulating release of elements from 

inhaled particles using artificial lung fluids was used in 

estimation of bioavailability of hazardous elements (Al, 
As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, and Zn).  The extractable 
Al, Cr, Pb, and Fe did not exceed 1 %.   The mobility of 
the elements was affected by the extractants  used, incuba-
tion time and/or element properties. Whereas no signifi-
cant differences between the extractants were found for As 
and Cr, higher extractability of the other elements was 
observed depending on  the artificial lung fluid.  

4th Joint Czech-Hungarian-Polish-Slovak Thermoanalytical Conference,  
24.6.-27.6.2013,  
Pardubice, Czech Republic 
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