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SOUHRN

Tato prace se zabyva vyvojem a verifikaci metody pro stanoveni vybranych kovil
v klinickych materialech. Uvadi zé&kladni principy a instrumentaci pouzivanych spektrélnich
pristrojd, zejména hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem. V praci jsou
zpracovany dosud provedené aplikace analyzy kovl v klinickych materialech. Soucasti prace
je i experimentalni Cast, kterd se zabyva vyvojem a verifikaci metody pro stanoveni
vybranych kovd (Al, Ti, V, Cr, Co, Ni, Nb a Pb) v kloubnich vypotcich, odebranych
pacientlm Ortopedické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc, pomoci hmotnostni

spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem.






SUMMARY

This work is focused on the development and verification of method for the determination
of selected metals in clinical samples. It shows the basic principles and instrumentation of
used spectral instruments, especially mass spectrometry with inductively coupled plasma. The
performed applications of metal analysis in clinical samples conducted until now are
discussed too. Experimental part of this work contains also the development and verification
of method for the determination of selected metals (Al, Ti, V, Cr, Co, Ni, Nb a Pb) in joint
effusion, which were taken from patients from Orthopedics Department of University
Hospital in Olomouc, with mass spectrometry with inductively coupled plasma.
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1. UVOD

Ke stanoveni kovovych prvkl se pouzivaji zejména spektralni metody: atomova absorpéni
spektrometrie, optickd emisni a hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem.
NejCastéji analyzovanymi klinickymi materidly jsou krev, krevni sérum a moc. Jedna se
o biologické matrice skladajici se z velkého mnoZstvi organickych ale i anorganickych latek
a stanovované analyty jsou zde pfitomny ve stopovych Ci ultrastopovych koncentracich.
Analyza kovi v klinickych materidlech mize byt provadéna z rliznych diivodl. Akumulace
toxickych prvk(i jako napfiklad olova a rtuti v lidském organismu?, uvoliiovani kovi jako jsou
titan, vanad, chrom a kobalt z kovovych kloubnich implantaté®. Stanoveni koncentrace kovil
Ucastnicich se fady biologickych procesl v lidském organismu a s tim souvisejici vliv téchto
prvkil na jejich fungovani®. Nebo sledovani hladin kovl u pacientl v souvislosti
s probihajicim onemocnénim®. V Experimentélni &asti této prace byla vyvinuta a verifikovéna
metoda pro analyzu vybranych prvki v klinickych vzorcich, kterymi byly vypotky odebrané
pacientlim Ortopedické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc, pomoci ICP-MS.



2. TEORETICKA CAST
2.1 Atomova absorpcni spektrometrie

Atomova absorpCni spektrometrie je velmi rozSifenou metodou prvkové analyzy, pomoci
které Ize stanovit asi 60 prvkd periodické soustavy. Uplatnéni nachazi ve vétSiné oblasti
chemie, kde je potfeba analyza anorganickych prvkl. Lze vyuzit k analyze stopovych,
nizkych i stfedné vysokych koncentraci. Metoda je specifickd a ve Vvétsiné pFipadl neni
potfebna izolace stanovované slozky od primési. Je zaloZena na méreni absorpce zareni prvki

v zakladnim elektronovém stavu®.

Atomovy absorpéni spektrometr se sklada ztéchto zékladnich casti: zdroj zareni,
atomizator, monochrométor a detektor (Obr. 1). JakoZto zdroj budiciho zéfeni se nejCastéji
vyuzivaji vybojky s dutou katodou. V atomizatoru dochazi k prevodu iontli analytu na volné
atomy v plynném stavu. V atomové absorpcni spektrometrii pouZivaji zejména atomizace
plamenem nebo elektrotermickéa atomizace v grafitové kyveté, ktera je vhodna pro stanoveni
velmi nizkych koncentraci. VInova délka zéfeni, které je selektivné absorbovano volnymi
atomy v plynném stavu, je pro dany prvek charakteristickd a hodnota absorpce je pfimo
umérna koncentraci atomd. Nevyhoda této techniky je, Ze pro kazdy prvek potfebujeme
vlastni vybojku. To pfi stanoveni vice prvk( zna¢né zpomaluje rychlost analyzy.
Tato technika poskytuje detek&ni limity pohybuijici se v desitkach aZ jednotkach pph®.
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Obr. 1. Blokové schéma atomoveho absorpéniho spektrometru



2.2 Opticka emisni spektrometrie

Tato metoda je zaloZzena na méreni fotond, které vznikaji pfechodem valencnich elektron(
z vys$sich energetickych stavll na nizsi. Spektrum, vzniklé emisi foton(i ionty nebo atomy
v excitovaném stavu pfi jejich deexcitaci, ma Carovy charakter. Pro kazdy prvek ziskdme
spektralni ¢ary u rdznych vinovych délek, které odpovidaji jednotlivym prechoddim. Pocet
téchto spektralnich ¢ar vzrdsta s poctem elektroni ve valenénich hladinach. Poloha Car
ve spektru (jejich vinova délka) charakterizuje konkrétni prvky a jejich intenzita pak
koncentraci téchto prvk( ve vzorku. Pro zaznamenani spektra je nezbytné, aby prvky

ve vzorku byly v atoméarni formé a excitovéany do vys$ich energetickych stavii®.

Nejjednodussi variantou optické emisni spektrometrie je plamenova fotometrie, ktera
se v praxi pouziva hlavné k analyze alkalickych kov( a kovi alkalickych zemin. K buzeni
se vyuziva rdznych typl plamend o nizké teploté. Oblast pouZziti je Sirokd a kromé
zemédeélstvi a Zivotniho prostredi lze vyuzit tyto pFistroje i ve zdravotnictvi pfi analyze Na, K
a Li. Dalsimi typy budicich zdrojd jsou elektricky oblouk a jiskra, ty se vyuZivaji pfi analyze

oceli a slitin’.

Jako budici zdroj lze pouzit i plazma, naprostd vétSina téchto pfistrojli je vybavena
induk¢né vazanym plazmatem. Ostatni druhy jako mikroviné a stejnosmérné vazané plazma

se pouzivaji jen okrajové pro specialni aplikace’.

Spojeni optické emisni spektrometrie s atomizacni technikou indukéné vazaného plazmatu
umozniuje provadét viceprvkovou analyzu v Sirokém rozmezi koncentraci a pfi relativné
nizkych detekénich limitech. Spektrometry miZeme rozdélit podle jejich wvnitini stavby
na sekvecni (vyuzivd monochromator, ale umoZzfiuje stanovit jen prvek po prvku) a simultanni

(vyuZivé polychrométor a umoZHuje stanoveni az 60 prvke zarover) ®(Obr.2).
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Obr. 2. Blokové schéma optického emisniho spektrometru



2.3 Hmotnostni spektrometrie s indukcné vazanym
plazmatem

Hmotnostni spektrometrie s induk&né vazanym plazmatem (ICP-MS) je v soucasnosti velmi
vyuzivanou a silnou technikou prvkové analyzy. Postupné nahrazuje dnes stale hojné
pouZivanou atomovou absorpCni a optickou emisni spektrometrii, oviem vyuZiva odliSnych
principll analyzy. Nedochézi zde k detekci zareni, ale pfimo iontl prvk( o urité hmotnosti
a naboji. Oblast aplikaci je velmi rozsahla, zahrnuje mimo jiné i potravinarstvi, lékarstvi nebo
environmentalni analyzu. Velice UspéSna je tato technika pFi analyzach stopovych
a ultrastopovych koncentraci. Lze ji vyuZit i pfi speciacnich analyzéch pfi spojeni napfiklad

s vysokoUg&innou kapalinovou chromatografii® °

Zékladnimi prvky instrumentace jsou zmlZzova¢ s mlZznou komorou a plazmova hlavice, které
se nachazi v prostfedi satmosférickym tlakem a interface, iontova optika, hmotnostni
analyzator a detektor, které se nachazi v evakuovaném prostfedi (Obr. 3). Analyzovany prvek
prochézi, vétsinou ve formé kapalného roztoku, pfes zmlZzova¢ a mlZznou komoru do plazmatu,
kde dochazi ke vzniku iontl, které jsou dale vedeny pres interface a iontovou optiku
do hmotnostniho analyzétoru a poté dopadaji na detektor® °
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Obr. 3. Schéma ICP-MS (pfevzato z cit.')



2.3.1 Zavadéni kapalnych vzork( do plazmatu

Ve vétsiné aplikaci jsou vzorky zavadény do ICP-MS v kapalném stavu. Z&kladni princip
spoCiva v tom, Ze vzorek je nasavan hadickou pomoci peristaltického Cerpadla a privadén
do zmlZovacCe, kde dochéazi ke vzniku aerosolu, ktery je potfebny pro Gc€innou ionizaci
v plazmovém vyboji®. Cely systém pFivodu kapalného vzorku do plazmatu se sklada
ze dvou hlavnich &asti. ZmlZzovace, kde dochazi k tvorbé aerosolu, a mlzné komory, kter
propousti do plazmatu jen kapky aerosolu o urcitém maximalnim prdmeéru. Stavba a G¢innost
systému, pouzitého pro zavadéni vzorku do plazmatu, je jednou z nejdilezitéjsich ¢asti celého

procesu analyzy a miiZze velkou mérou ovlivnit kvalitu ziskanych vysledk@?®.

K pfivadéni vzorku do zmlZovaCe se pouziva peristalticka pumpa. Jednd se o soustavu
malych otoénych valeckd uspofadanych do kruhu, na které je pritlaovana hadicka
s analyzovanou kapalinou. Diky konstantnimu otaceni pumpy a tlaku valeckl na hadicky
dochazi k plynulému peristaltickému pohybu kapalného vzorku. Vyhodou peristaltického
Cerpadla je, Ze zajiStuje konstantni tok kapalného vzorku, bez ohledu na pfipadné rozdily

ve viskozité standardd a vzork(. B&znym pritokem je 1 ml/min (cit®).
2.3.1.1 Zmlzovace

Pro Gcinnou ionizaci vzorku je potfeba do plazmatu zavadét kapalné vzorky ve formeé
aerosolu. Kapalina, ktera vstoupi do zmlZovace je rozpraSena na aerosol pomoci mechanické
sily pfivadéného plynu, kterym je vétSinou argon. K tomu se nejCastéji vyuziva nékolika
druhll zmlzovacl - koncentricky, thlovy a mikrokoncentricky. JelikoZ pfi zmlZovani dochazi
i k tvorbé vétsich kapek (vétsi nez 10 pum v priméru), které nejsou v plazmatu G¢inné
ionizovany, jsou bezprostfedné za zmlZzovalem z pravidla fazeny i mlZzné komory. ZmlZovace
jsou vyrébény obvykle ze skla, ale pouzivat se mohou i polymerni materiély, které vykazuji

vétsi odolnost viici vice korozivnim vzorkam®.,

2.3.1.1.1 Koncetricky zmlZovac

Kapalny roztok zde prochazi kapilérou, na jejimz konci dochédzi ke kontaktu s rychle
proudicim plynem (argonem). Kombinace proudiciho plynu o vysokeé rychlosti a kapalného
roztoku o nizsim tlaku zplsobuje, Ze je roztok vtazen pres konec kapilary a rozprasen

na drobny aerosol (Obr. 4). Koncentrické zmlZovace se vyrabéji z borosilikatového skla nebo



kfemene, ale také z materiald na bazi polymeru (PFA), diky jejich odolnosti vici korozi.
Bézna pritokova rychlost u téchto zmlzovacl se pohybuje kolem 1-3 ml/min. Koncentrické
zmlzovace poskytuji dobrou stabilitu, ovsem pFevazné u ,,Cistych“ vzork(. PFi analyzach

sloZitych matric nebo velmi zasolenych vzork( méize dochézet k ucpani konce kapilary?®.

2.3.1.1.2 Uhlovy zmlzovag

vvvvvv

které mohou obsahovat i CasteCné nerozpusténou ¢ast hmoty. Proud argonu je zde, oproti
paralelnimu sméru u koncentrickych zmlzovacli, veden kolmo na konec kapilary (Obr. 4).
PFi kontaktu rychle proudiciho plynu a proudu kapaliny dochazi ke tvorbé aerosolu.
Tyto zmlZovace nejsou pfi vytvareni aerosolu tak Gc¢inné jako koncentrické. Ale diky vétSimu

priméru kapilary pFivadéjici kapalny roztok a vétsi vzdalenosti pfivodu plynu, dochazi méngé
gasto k ucpant.

—_— e
—

R “~ R
4 — kapalina
kapalina | | (vzorek)
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aerosol T

plyn
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Obr. 4. Schéma koncentrického a thlového zmlZovage (prevzato z cit.™)

2.3.1.1.3 Mikrokoncentricky zmlZovac

Tyto zmlzovace jsou optimalizovany pro nizsi pritoky, oproti predeslym dvéma uvedenym
typdm zmlZovacl. Zatimco u koncentrického zmlZovace se pritok pohybuje okolo 1ml/min,
tak mikrokoncentrické pracuji prfi pritoku 0,1 ml/min a méné. VyuZivaji principu
koncentrického zmlZovace, ale pouzivaji vyssich tlakl plynu pfi malém priitoku kapalného
roztoku. Toto je Cini idedlnimi pro pfipady, kdy je k dispozici jen malé mnoZstvi vzorku.
Dalsi vyhodou je produkce velmi malych kapek, menSich nez u koncentrického zmlZzovace.
Jsou vyrabény z polymernich material(i polytetrafluorethylen (PTFE), polyvinylfluorid (PVF),
ale nékteré typy mohou byt vyrobeny i z borsilikatového skla nebo kifemene. Nevyhodou

mikrokoncentrickych zmlZzovacl je, ze diky malému priméru kapilary nejsou moc pouzitelné



pfi vysokych koncentracich rozpusténych pevnych latek nebo suspendovanych €éastic, protoze

miize dojit k ucpani zmlZzovace®.

2.3.1.1.4 Méné pouzivané typy zmlzovac(

Kromé vyse uvedenych nejcastéji vyuzivanych druhl zmlZzovac¢l se mlzZeme setkat
i sdalSimi variantami. Ultrazvukovy zmlZzova¢ vyuZzivd ke tvorbé aerosolu ultrazvuku.
Dochazi k transformaci téméf veskerého kapalného podilu na aerosol o priiméru mensim nez
10 pum, tedy je nutné vyuZzit systému pro odstranéni Casti solventu pred vstupem do plazmatu.
Toho se dosahuje prostfednictvim mlZznych komor termostatovanych na nizsi teplotu nebo
pomoci poréznich membran. Toto spojeni poskytuje az 30 % ucinnost transportu analytu,
coZ umoziuje pracovat pfi velmi nizkych detekénich limitech. Tento druh zmlZovace je Casto
vyuzivan prfi speciacnich analyzach. Nevyhodou jsou pomérné dlouhé pamétové efekty

a promyvaci ¢asy. Eventualitou mohou byt mirkoultrazvukové zmlZzovace®.

Dalsi variantou zmlZovacl je termosprejovy zmlzovac. Vzorek zde prochazi Uzkou
vyhFivanou kapilarou. Cést solventu se odpafuje a aerosol se vytvari, kdyZ pary expanduji
na konci kapilary. Tento druh zmlZzovaCe méa podobné analytické parametry jako
ultrazvukovy, s tim rozdilem, Ze diky Gzké kapilafe miZe dochéazet k ucpani a tedy je méné

vhodny pro vzorky s velkym podilem rozpusténych pevnych latek®.

Dalsimi znamymi typy zmlzovacl jsou napfiklad Babbingtondv a V-groove. Tyto
se pouzivaji zejména v optické emisni spektrometrii, ale nejsou vhodné pro spojeni s ICP-MS,
jelikoZ generuji velké mnozZstvi rozpusténych pevnych latek (az 20%) oproti akceptovatelnym
hodnotam (0,2%) pro ICP-MS®.

2.3.1.2 MIZné komory

Hlavnim dkolem mlznych komor je odstranit vétSi kapky aerosolu, vznikajici také
ve zmlzZovaci, a vyrovnat zmlZovaci pulsy, které vznikaji v disledku pouZiti peristaltickych
pump. Nékteré komory mohou mit i externi chlazeni, které zajistuje termalni stabilitu vzorku
a ma vliv na potlaceni vzniku oxid(l a podporuje stabilizaci signalu. Chlazeni zpUsobuje,
Ze do plazmatu vstupuje méné solventu a tedy méné energie plazmatu je potfeba k odpafovani
vzorku a vice energie je dostupné pro excitaci a ionizaci analytu. Taktéz, pokud vstupuje
do plazmatu méné vody, je také mensi Sance pro tvorbu hydroxidickych a oxidickych iont(,



které mohou pripadné interferovat s analytem. V dnesni dobé jsou bézné pouzivané 2 typy

mlznych komor: Scottova a cyklonicka® ®.

2.3.1.2.1 Scottova mlzna komora

Je nejpouzivangjSim typem mizné komory. Sklada se z dvou koncentrickych trubic (Obr. 5).
Aerosol vchéazi do mlzné komory vnitfni trubici a na jejim konci jo donucen zménit drahu letu
0 180" smérem do vnéjsi trubice, na jejimz konci se nachazi pfivod do plazmatu. Vlivem
gravitacni sily, narazli kapek do stén a koagulaci mezi sebou dochéazi cestou k vystupu
do plazmatu k eliminaci vétSich kapek na sténdch komory a do plazmatu vstupuje jen jemny

aerosol. Tato mlZn4 komora je nejéast&ji spojovana s koncentrickym zmlZzovagem®.

mlZna komora
l vstup do plazmy

vnitini
trubice

odpadu aerosol — >

4:
%5 38
odvod 4 an<=]

Obr. 5. Schéma Scottovy mlzné komory (pfevzato z cit.?)

2.3.1.2.2 Cyklonick& mlZzna komora

Vyuziva k oddéleni malych a velkych kapek aerosolu odstfedivé sily. Kapky jsou oddéleny
podle své velikosti pomoci proudu aerosolu vzorku a argonu, které vytvari v komofre vir. Malé
kapky jsou vedeny do plazmatu, zatimco velké jsou po narazu na stény komory odvadény
do odpadu. Cyklonicka mlZznd komora ma pro Cisté vzorky vyssi Gc€innost a lze tedy
dosahnout Vvétsi citlivosti a nizSich detek¢nich limitu, ale distribuce kapek je odlisna
od Scottova usporadani a pro ur¢ité materialy miZzeme zaznamenat horsi preciznost. Ackoliv
jsou Scottovy mlzné komory stale nejcastéji pouzivanym druhem, cyklonické komory jsou
stale vice popularni a postupné pouzivany ve vice aplikacich. Jsou vyrabény ze skla, kfemene
i polymernich materiald (Obr. 6)®.
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Obr. 6. Schéma cyklonické mlzné komory s koncentrickym zmlZzovagem (pFevzato z cit.*?)

2.3.1.3 Davkovani do proudu

Dékovani do proudu (Flow Injection — FI) vyuZiva sledovani signalu analytu, ktery je
vnasen do nosného média, vcCase. Vyhodou je odstranéni matri¢nich efektl, omezeni

kontaminace matrici nebo vzorkem €i pouZiti internich standard(l. Tato metoda se uplatiiuje

vvvvvv

2.3.2 Zavadéni pevnych vzorki

2.3.2.1. Laserova ablace

Pokud je tfeba analyzovat vzorek, ktery z rozmanitych ddvod( nem(iZzeme nebo nechceme
prevest na kapalny nebo pokud je potfeba analyzovat jen jednu €i nékolik svrchnich vrstev
materialu, Ize vyuZit laserové ablace (LA). Tato technika se pouZiva pro pfenos pevnych
vzorkll do plazmatu. Pomoci laseru dochazi k odstranéni malych ¢astic, atom( a iontd
z vrchni vrstvy vzorku. Tim dochazi ke vzniku laserové vazaného aerosolu nad povrchem

vzorku, ktery je transportovan inertnim plynem p¥imo do ICP-MS°.



2.3.2.2 Elektrotermické vyparovani

Tato metoda byla vyvijena jako alternativa k nizkouginnym zmlzovactim bézné pouzivanym
u ICP-MS. Vyuziva pro zavadéni pevnych i kapalnych vzorkl grafitovych kyvet, které jsou
velmi podobné kyvetdm pouzivanych v ETA-AAS. Na vzorek umistény v kyveté je plisobeno
teplotnim programem, postupné dochazi k vysuseni, pyrolyze a vypafeni vzorku, ktery je poté
veden proudem argonu do ICP-MS. Nejvétsi vyhodou tohoto pfistupu je velmi mala spotfeba
vzorku. Lze nadavkovat 5-40ul. Velkou nevyhodou pak pouze prechodny signal, ktery
odpovida procesu vypareni a odfouknuti vzorku argonem do ICP-MS oproti kontinualnimu

signalu, ktery vzniké pri pouZiti zmlZzovagd®.

2.3.3 Plazmovy zdroj

V soucasnosti nejpouzivanéjSim druhem plazmového buzeni je indukéné vazané plazma
(ICP). Jiz dfive bylo vyuZito jako budici zdroj u optické emisni spektrometrie, ale nejvétsiho
uplatnéni dosahlo pravé ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. VyuZiti plazmatu jakoZto
budiciho zdroje, eventuelné zdroje iontd pro MS, Ize uskutecnit nékolika zplisoby. Dnes jiz
zfidka pouZivanymi pFistupy jsou stejnosmeérné vazané plazma (dirrect current plasma - DCP)
a mikrovIné vazane plasma (microweave induced plasma — MIP). Plazma je ionizovany plyn,

ktery obsahuje volné ionty a elektrony, které byly odtrzeny z jejich elektronového obalu®.
2.3.3.1. Stejnosmérné vazané plazma

Ke vzniku stejnosmérné vazaného plazmatu dochazi pfi zavadéni a ionizaci plynu (argonu)
mezi 2-3 elektrodami, pfiCemz vzniklé usporadani a plazma ma tvar pismene Y. Tato varianta
plazmatu ma oproti ICP sklony k tvorbé interferenci, nestabilité a problémdm se spolehlivosti.
Zrejmé jedinou vyhodou tohoto usporadani je, Zze do plazmatu mizZeme zavadét vzorek
s velkym podilem rozpusténych pevnych latek. Tato technika se bézné v analytické praxi

nepouzivéa®.
2.3.3.2. Mikrovinné vazané plazma

V tomto systému je plazma udrzovano pomoci mikrovinné energie (100-200 W). Jako plyn
se pouziva argon nebo helium a cely systém pracuje za atmosférického tlaku. Plazma

se generuje ve formé prstence uprostied sklenéné nebo kifemenné trubice. MUZe dochazet
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k zhaseni plazmatu pfi analyze vodnych vzorkd. MIP se pouZziva jako zdroj pro optickou
emisni spektrometrii, ale jen s velmi omezenymi moZnostmi aplikace, jelikoZ neni dostatecné
robustni pro reélné vzorky. Uplatnéni naléz4 zejména jako emisni detektor pro plynovou
chromatografii®.

2.3.3.3 Indukéné vazané plazma

Technika induk¢né vazaného plazmatu byla pouZita jiz dfive u optické emisni spektrometrie
jako ucinny excita¢ni zdroj. Vyhody tohoto pristupu se ale uplatiiuji i pfi spojeni této techniky
jakozto iontového zdroje pro hmotnostni spektrometrii. Cely systém pracuje
za atmosférického tlaku a sklada se z nékolika zékladnich ¢asti - plazmova hlavice, radio-
frekvenéni civka a zdroj energie. Na obrazku mlZeme vidét schéma plazmové hlavice

s induk&né vazanym plazmatem (Obr. 7)°.

plazmovy
interface  vn&jii plyn pomocny
trubice plyn
plazma l prostiedni +

4]
k —

]

zmlZovaci plyn

pfivod vzorku

Obr. 7. Schéma plazmové hlavice (prevzato z cit.?)
2.3.3.4 Plazmova hlavice

Hlavnim stavebnim prvkem plazmové hlavice jsou tfi soustfedné kfemenné trubice.
Ty mohou byt vyrdbény bud' jako celistvy kus nebo s odnimatelnou vnitfni trubici (pFivod
vzorku). Plazmovy plyn (obvykle argon), potfebny pro vznik a udrZeni plazmatu, prochazi
mezi vnéjsi a prostfedni trubici pritokem 12-17 I/min. Pomocny plyn pak prochazi mezi
prostfedni trubici a vnitfni (1 I/min), pomoci néj, je plazma oddélovano od trubice a zamezuje

tak jejimu roztaveni. Tento pomocny plyn také zplisobuje charakteristicky kapkovity tvar
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plazmatu. Vnitfni trubici pfichazi do hlavice pfi pritoku obvykle 1 ml/min zmlZovaci plyn,
ktery nese CasteCky aerosolu ze vzorku a zaroven prordZi cestu centrem plazmatu. Pro
vSechny tyto druhy plyn( se nejcastéji pouziva argon. Plazmovéa hlavice je umisténa ve
vodorovné pozici a centrdlné ve vzdalenosti 10-20 mm od interface. Plazmovou hlavici
objiméa radiofrekvencni civka, kterd je nepatrné odliSna od civek pouzivanych u ICP-OES,
zejména kvlli potiebé uzemnéni celé civky, protoze mlze dojit k vytvoreni sekundarniho
vyboje mezi civkou a interface. RF civka je napojenad na radiofrekvencni generator. Tyto
generatory pracuji pfi frekvencich 27 a 40 MHz, které byly ureny pfimo pro tyto pfistroje,
aby nedochéazelo k interferencim s jinymi frekvencemi. Velmi ddleZitou charakteristikou
generatoru je jeho Gc€innost, moderni prFistroje jsou vybaveny generatory s ucinnosti 70-75 %,
tedy 70-75 % dodané energie vytvari plazma. Dilezité je také, aby se generator vyrovnal se
zménami odporu vytvafenymi matrici vzorku nebo rliznou vodivosti rozpoustédel. To je dnes
zajiStovano pomoci elektronického ladéni (dfive mechanicka serva), které umoZiuje

okamzitou reakci na zménu odporu® °.
2.3.3.5 Vytvoreni vyboje

V prvnim kroku dojde k vpusténi plynu (argonu) mezi prostiedni a vnéjsi trubici plazmové
hlavice, ktera je na konci obklopena radiofrekvencni civkou pfipojenou ke generatoru. RF
energie (750-1500 W) je vloZena na civku a stfidavy proud osciluje uvnitf civky pfi hodnoté
korespondujici s frekvenci  generatoru. Tato oscilace zapfi¢ini  vznik  silného
elektromagnetického pole plsobiciho na konec hlavice. Na proudici argon je poté aplikovan
vysokonapétovy vyboj z Teslova generatoru, ktery zapficini odtrZzeni nékterych elektron(
z atomU argonu. Tyto elektrony jsou zachyceny a urychleny v magnetickém poli a srazeji se
s dalSimi atomy argonu, z nichZz vyrazi dalSi elektrony. Tato fetézova reakce se neustale
opakuje, z argonového plynu se postupné stavaji atomy a ionty argonu a jejich elektrony.
Tento jev se nazyva kolizi indukovand ionizace. Takto induk&né vazany plazmovy vyboj je
poté udrzovan uvnitf plazmové hlavice pomoci radiofrekvencni energie. MnoZstvi energie
potiebné pro generaci argonovych iontl je 15,8 eV (prvni ionizacni potencial), coZ postacuje
pro ionizaci vétsiny prvk{ periodické tabulky®.
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2.3.3.6. lonizace vzorku

Hlavnim Ukolem plazmatu je prevadét analyt na ionty, které miZze analyzovat hmotnostni
spektrometr. V plazmatu se nenachazi ve vSech mistech stejna teplota. Teplotni rozdéleni
v plazmovém vyboji mlizeme popsat pomoci nékolika zén s rozmezim teplot 6 000 — 10 000
K. Jako prvni vstupuje vzorek do predehfivaci zony a poté pokracuje prfes zafivou z6nu do
zbény analytické, kde se z néj jiz stava v idealnim pFipadé jednou nabity pozitivni ion. Procesy,
kterymi se z analytu stane pravé tento ion, mizZeme pospsat jako desolvatace, vyparovani,
atomizace a ionizace (Obr. 8)°.

kapka atom  jonizace 10D

M(H,0)1X2 —— (MX), - MX - M —— M!*

desolvatace PEVDE latka vypafovani PR pnians

Obr. 8. Schéma ionizace analytu (prevzato z cit.?)

Nejdfive dochazi k desolvataci a odstranéni molekul vody, poté pfi prichodu dalsi Casti
plazmatu dochdazi ke zplynéni Castic a atom vzorku se dostava do zékladniho stavu. Nasledné
dochézi k interakci elektronll v plazmatu s atomem analytu a vzniku iontu, ktery je dale veden

pres interface do hmotnostniho analyzatoru (Obr. 9)°.
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Obr. 9. Znazornéni ionizace analytu (pfevzato z cit.?)



2.3.4 Interface

vvvvvv

ucinny a stabilni prevod iontll z prostredi atmosférického tlaku (1000 mbar) a vysokych teplot
(7500 K) do hmotnostniho analyzatoru, ktery pracuje za vysokého vakua (10° - 10 mbar)
a teplot okolo 300 K. Tento prevod je uskute¢iovan na velmi kratkou vzdalenost (mensi nez
10 cm). Cely systém je zpravidla ve vodorovné poloze. Interface se sklada z nékolika kénusti
(obvykle 2) s velmi malymi otvory, které oddéluji prostfedi o rliznych hodnotach tlaku. Poté,
co dojde k vytvoreni iontd v plazmatu, vstupuji skrz prvni kénus (vzorkovaci kdnus - sampler
cone) otvorem sprlmérem 0,8 - 1,2 mm a dostavaji se do prostfedi o nizSim nez
atmosférickém tlaku (2-5 mbar), ktery je zajistén prostfednictvim mechanické pumpy. Prostor
mezi prvnim a druhym kdénusem se nazyva expanzni komora. Diky nizkému tlaku zde dochazi
k vyraznému zrychleni a expanzi svazku atom(l, molekul a iontl. Diky této adiabatické
expanzi dojde k vyraznému sniZeni teploty az na 100 - 200 Ka to v3e na velmi kratkou
vzdalenost, ktera je mezi konusy (cca 1 cm). Poté prostupuji otvorem druhého kénusu
(skrimer cone), ktery je mensi nez prvni konus a ma také mensi prdmér otvoru 0,4 - 0,8 mm
(Obr. 10). Béznym materidlem, ze kterého jsou kénusy vyrobeny je nikl. Mnohem odolInéjsi
a trvalejSi jsou pak kénusy platinové. Jak jiz bylo feCeno, konusy zajistuji i pfevod z prostfedi
plazmatu o velmi vysokych teplotach. Jsou tedy pokryty materidlem dobfe vedoucim teplo
(mé&d’, hlinik) a chlazeny vodou®°.

snizuje se tlak

vakuum nizky tlak atmosféricky tlak
(109 mbar) (2-5 mbar) (1000 mbar)
iontova \
, ; plazma
optika ~
__________ expanzni
komora
ey komns / ’\ prvni kénus

skrimer cone
( ) (sampler cone)

klesa teplota

Obr. 10. Schéma interface ICP-MS
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2.3.5 lontova optika

Dalsi velmi dilezitou ¢asti ICP-MS je tzv. iontova optika. Ta se nachazi mezi poslednim
konusem interface a hmotnostnim analyzatorem a obsahuje jednu nebo vice elektrostaticky
fizenych CoCek. Ty pracuji, stejné jako hmotnostni analyzator, za hlubokého vakua, které je
udrZzovano pomoci turbomolekularni pumpy. Tyto Cocky si nelze predstavovat jako tradicni
optické komponenty pouzivané u ICP-OES, nybrz se jednd o soustavu kovovych platl Ci
valeckll, na které je vlozeno napéti. Funkci iontové optiky je vést ionty, které prosly
z plazmatu pres interface, do hmotnostniho analyzatoru a zabranit vstupu neiontovych,
neutralnich ¢astic a fotond. Toto Ize provadét nékolika zplsoby. S vyuzitim polohy mimo osu
hmotnostniho analyzatoru oproti proudu iontl z plazmatu, zde dochazi k narazu neiontovych,
neutralnich Castic a fotond do fyzické bariéry a nedochazi tak jiz k jejich priniku do
hmotnostniho analyzatoru a dopadu na detektor. Dal$i moZnosti je vyuZiti kovové bariéry,
umisténé pfimo v ose proudu iontl, na kterou neiontové castice narazi, ale iontdm je
umoznéno tuto bariéru pomoci elektrostatického napéti obletét. Nabité Castice jsou pak
pomoci elektrostatického pole sméfovany do analyzatoru. Pokud by nenabité Castice a fotony
prochézely aZz na detektor, pfispivaly by k nestabilité a zvySovaly by pozadi signalu, coz by
meélo negativni efekt na vykon celého systému. Posledni moznosti je umistit hmotnostni
analyzator v Ghlu 90° k proudu iontll a ty pak fokusovat pomoci ,vydutého* iontového
zrcadla. lonty neutralnich Gastic a fotond pak prochéazi skrz, kdezto ionty jsou odrazeny

iontovym zrcadlem do analyzétoru® °.

Je nezbytné, aby plazmovy vyboj a interface byly nastaveny v soucinnosti s iontovou
optikou tak, aby iontovy svazek udrzel integritu a sloZeni aZz po iontovou optiku. Nékteré
iontové systémy obsahuji i extrakéni Cocky, které poméahaji vtahovat ionty z oblasti interface,
coz zlepSuje detekéni limity predevsim u lehéich prvkd, které mohou byt vytlaGovany
z iontového paprsku prvky t&z§imi®.
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2.3.6 Hmotnostni analyzatory

V hmotnostni spektrometrii s indukéné védzanym plazmatem se vyuZivaji tfi druhy
hmotnostnich analyzator(l. Jsou to kvadrupdl, priletovy analyzéator (Time of flight — TOF)
a spektrometry s vysokym rozlisenim (HR-ICP-MS), které pouZivaji kombinaci magnetického
a elektrického sektoru. Hmotnostni analyzator se v ICP-MS sestavé nachazi mezi iontovou
optikou a detektorem. Jeho hlavnim (kolem je separovat ionty analytu. Hmotnostni
analyzatory pracuji za hlubokého vakua, které zajistuje samostatna turbomolekularni pumpa®.

2.3.6.1. Kvadrupdlovy analyzator

Je vsoucasnosti nejpouzivanéjSim druhem hmotnostnich analyzatorll pouzivanych
technikou ICP-MS. Je jim vybaveno pfiblizné 85% pouzivanych pfistrojd. Kvadrupélovy
analyzator se sklada ze Ctyr tyCi valcovitého nebo hyperbolického tvaru stejné délky
a priméru. Ty jsou obvykle vyrobeny z nerezové nebo molybdenové oceli a mohou byt nékdy
pokryty i keramickou anti-korozivni vrstvou. Kvadrup6ly pouZivané v ICP-MS jsou vétSinou
15-25 cm dlouhé s primérem 1cm a pracuji na frekvenci 2-3 MHz. Na dvé protilehlé tyce je
vkladan stejnosmérny a stfidavy proud. Vybérem vhodného poméru stejnosmérneho
a stfidavého proudu na parech ty¢i je umoznéno iontdm o urcité hodnoté m/z (hmotnost ku
naboji) projit az k detektoru pfi soucasném vyhnani ostatnich nestabilnich iontl mimo
kvadrupdl a tedy i mimo detektor nebo jejich vybiti na ty€ich kvadrupélu.

Schopnost separovat ionty s odliSnou hmotnosti je u kvadrupdlu dana fadou faktor(,
kterymi jsou: délka, tvar a prdmér tyci, frekvence, pouzité napéti a vakuum, a také kineticka

energie vstupujicich iontd.

Schopnost hmotnostniho analyzatoru odlisit signéal analytu od interferujicich Castic je dana
dvéma z&kladnimi parametry. Prvnim je rozliSovaci schopnost R, ktera je v ICP-MS
vyjadrena jako podil (1)

R=m/Am, (1)

v v

kde m je nominalni hodnota hmotnosti, na které se nachazi pik a Am je Sifka piku, v ICP-MS
meérend obvykle v 10 % nebo 50 % maximalni intenzity piku.
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Druhym parametrem je ,,abundance sensitivity”, kterd urCuje prispévek signalu na urcité

hmotnosti od sousedniho piku, ktery je o jednu hmotnostni jednotku nizsi nebo vyssi nez pik
analytu®.

2.3.6.2 Sektorovy analyzator®

Jednoduchy magneticky sektor se vyuZival jiz pfi analyzach v prvni poloviné 20. stoleti.
V soucasnosti se u pFistroji s vysokym rozlisenim pouzivaji analyzatory s dvojitou fokusaci.
Pred nebo za magnetickym sektorem je umistén jesté elektrostaticky sektor, jenz mé za ukol
fokusovat ionty, ¢imZ dochazi k vyraznému zvyseni rozliSovaci schopnosti. Moderni pfistroje
vyuZivaji 2 varianty geometrického uspofadani magnetického a elektrostatického analyzatoru.
»Reversni“ a ,,standardni“ Nier — Johnsonovo usporadani. Obé tyto usporadani se skladaji
z elektromagnetického a elektrostatického analyzatoru. Ve ,standardnim“ uspofadani je
elektrostaticky analyzator umistény pred magnetickym, v ,reverznim* je tomu naopak (Obr.
11).

vystupni
Stérbina

detektor

elektrostaticky

analyzator :
$térbina

clektromagnet —

akceleraéni optika .
fokusace iontil

Obr. 11. Schéma HR-ICP-MS (pfevzato z cit.'®)

Pfed vstupem iontd do analyzatoru jsou urychleny pomoci iontové optiky. Magnetické pole,
které rozptyluje ionty s ohledem na jejich hmotnost a energii, fokusuje ionty s odliSnymi
drdhami pohybu pFichdzejicimi ze vstupni Stérbiny. Elektrostaticky analyzator poté fokusuje
ionty pouze s ohledem na jejich kinetickou energii do vystupni Stérbiny, za kterou je umistén
detektor.
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V magnetickém analyzatoru plsobi na ionty, urychlené zapornym potencialem, magnetické
pole. Dochézi k zakfiveni drahy letu iontd. VIiv magnetické indukce a zaporného potenciélu
na ionty o hodnoté m/z vyplyva z rovnice (2) pro magneticky sektor:

m/z = B¥?/2V, (2)

kde B je magnetickd indukce, V zaporny potencial, m hmotnost, z ndboj a r polomér
trajektorie . Elektrostaticky analyzator fokusuje ionty bez ohledu na jejich hodnotu m/z,
pouze podle jejich kinetické energie. Fokusaci iontd mGzeme tedy vyjadrit (3) jako:

7.E = m.\VArr, (3)

kde E je sila elektrostatického pole. Velkou vyhodou sektorovych pfistroji je, Ze umoZiiuji
provadét analyzy pfi velmi vysoké rozliSovaci schopnosti (az nad R = 10 000). Takto velka
rozliSovaci schopnost umoZziuje FeSeni vétSiny spektrélnich interferenci, se kterymi se
potykdme napfiklad u kvadrupdlovych analyzator(l. K ovlifiovani vysokého rozliseni téz
napomahaji mechanickeé Stérbiny, umisténé pred vstupem do analyzatoru a na jeho konci, pred
detektorem. Sifku tohoto otvoru Ize regulovat a tedy i ovliviiovat rozliSovaci silu pFistroje.
Pokud zmensime velikost Stérbiny, dohazi kromé zvyseni rozliseni i ke snizeni prdchodu
iontll. Vyuziti velmi vysokého rozliseni tedy mize znamenat snizeni citlivosti a zhorseni mezi
detekce. Velkou vyhodou téchto analyzatorl je velmi vysoka citlivost. Pfi nastaveni nizké
rozliSovaci sily Ize dosahnout u analyt(l az bilion countll za sekundu, kdezto u pozadi 0,1-0,2
cps (counts per second — pocet dopadll na detektor za sekundu). Nevyhoda téchto analyzatord

spociva, ve srovnani s kvadrup6lem, v pomalé skenovaci rychlosti.
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2.3.6.3. Priletovy analyzator®

Je nejnovéjsi z komeréné dostupnych analyzatorl. Zéakladnim principem funkce téchto

zafizeni je, Ze Kineticka energie Ek iontu je pfimo umérna jeho hmotnosti m a rychlosti v (4)

Ex = 1/2mv? (4)

Uvazujme skupinu iontl srozdilnou hmotnosti. Témto je udélena prostfednictvim
urychlovaciho napéti U (1 keV) stejna kinetick& energie, ale jejich rychlost bude rozdilna,
zavisejici na jejich hmotnosti. lonty jsou separovany podle jejich poméru hmotnost k ndboji
m/z v Casové domené t pres stalou letovou drdhu d. Tento vztah vyjadfuje nasledujici

rovnice(5):

m/z = 2Ut%/d? (5)

Z toho plyne, Ze po priletu analyzatorem dopadaji na detektor nejdfive lehké, poté stiedni
nakonec ionty nejvy3si hmotnosti. Pro predstavu lze uvést, Ze nejtézsi ionty dopadaji na
detektor za 50 ps, coZ umoZznuje nasbirat 20 000 spekter za sekundu. Jedna se tedy bezesporu

o0 nejrychlejsi skenovaci systéem pouzivany v ICP-MS (Obr. 12).

reflektron
]
O
]
|
letové
T trubice
) iontova o-ptika
interface |
A ' — detektor
\\'\ J—I |— I —
r——— . —{ | kolektor
‘ ortogondlni akcelerator
= F 1
Ll
A, o
turbomolekuldrni pumpy
Obr. 12. Schéma priletového analyzatoru (pfevzato z cit.')
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Z komercniho hlediska se vyuzivaly 2 varianty usporadani prlletovych analyzatord.
V orthogonalnim usporadani je letova trubice umisténa kolmo na iontovy paprsek prichazejici
z plazmatu. V axialnim je pak paprsek iontli celou dobu veden pfimo v ose do letové trubice.
V soucasné dobé se vyuZiva uz jen ortogonalni uspofadani. Pfedtim nez jsou ionty poslany do
analyzatoru, jsou nejdfive elektrostaticky injektovany do letové trubice. U ortogonalniho
usporadani je akceleracni potencial aplikovan v pravém U0hlu k iontovému paprsku
prichazejicimu z plazmatu. Vyhodu TOF analyzatord je simultdnni podstata jejich
separacniho mechanismu, které ve vysledku vede ve vysokou rychlost analyzy, kterd je vyssi
nez u kvadrupélu a sektorovych pfistroji. Rozliseni se pohybuje v rozmezi 2000 — 3000,
v zavislosti na vnitfnim uspofadani a hmotnosti prvku, je tedy nizSi nez u sektorovych

analyzator(.
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2.3.7 Detektory

2.3.7.1. Elektronovy nasobic

Jde o analogii k fotonasobiCi pouzivanému v atomové absorpcni spektrometrii. Namisto
fotonl jsou zde detekovany dopadajici ionty analytu. Elektronovy nasobic je tvoren systémem
elektrod, na které je vloZen rostouci negativni potencial. lon pfichazejici do detektoru dopada
na prvni elektrodu a pfi dopadu dochazi k vyrazeni velkého mnoZzstvi sekundarnich elektrond,
ty jsou potencidlovym gradientem fokusovany na dalSi elektrody a cely proces se opakuje.
Elektronové nasobie maji 10 - 20 takovychto dynod. Na konci nasobice tedy dochazi
k mnohonasobnému zesileni plvodniho signalu. Detektor byva vétSinou umistén v poloze
,0ff-axis“, aby bylo minimalizovano pozadi, vzniklé zafenim a neutralnimi Casticemi

prichazejicimi ze zdroje®.
2.3.7.2 Kanalovy elektronovy nasobic

Je konstrukéni variantou elektronového nasobice. Jedna se o trubici (kuzel) potaZzenou
polovodiCovym materialem, na kterou je vloZen rostouci vysoky negativni potencial a ktera
nahrazuje systém elektrod. lon analytu, pfitahovan negativnim potencialem, dopada na sténu
trubice. Po vyraZzeni sekundarnich elektrond, jsou tyto vedeny dale do trubice, kde opétovné
dopadaji na jeji stény a dochézi k dalsimu zesileni signalu®.

2.3.7.3 Faradayova klec

Samostatna Faradayova klec se pouZiva jen u analyz, kde nejsou vyZadovany nizké detekéni
limity. Jeji pracovni rozsah za¢ina na 10* CPS, tedy pfi jejim pouZiti, jakoZto samostatného
detektoru je citlivost znacné sniZzena. Obvykle se Faradayova klec fadi za elektronové
nasobiCe. Faradayova klec je v3ak stale vyuZivana v nékterych pfistrojich s magnetickym

sektorem?®.
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2.3.8 Interference v ICP-MS

2.3.8.1 Spektralni interference

Jsou nejproblematictéjSim druhem interferenci, se kterymi se i ICP-MS setkdvame. Existuji
2 hlavni skupiny a to izobarické a polyatomické (molekularni) interference.

2.3.8.1.1 Izobarické interference

Izobarickymi interferencemi rozumime situaci, kdy izotop nékterého prvku pfitomného ve
vzorku vytvari interferenci na stejné hodnoté hmotnosti jako sledovany analyt. Pfikladem
mize byt vanad, ktery ma dva izotopy na hmotnosti 50 a 51, oviem na hmotnosti 50 poskytuji
signal i izotopy chromu a titanu. Tyto interference jsou FeSeny pomoci korek&nich

matematickych rovnic®.

2.3.8.1.2 Polyatomické interference

v =v s

Jednd se o nejCastéjSi a nejproblematictéjSi druh interferenci. Tyto interference vznikaji
spojenim dvou a vice rliznych atomd, jejichZ vysledna hmotnost je poté stejna jako hmotnost
sledovaného analytu. K tomu mlze dochazet diky asociaci molekul rozpoustédla, vzorku,
matrice, zmlZzovaciho plynu nebo také molekul kysliku €i dusiku ze vzduchu (Tab. I).
Typickym a velmi béznym pfikladem jsou interference, které vznikaji kombinaci argonu,
pomoci Kterého je udrZzovano plazma a ktery se pouziva jako zmlzovaci plyn, s jinymi atomy.
Napriklad pri analyze vodnych vzorkd dochazi k tvorbé polyatomického iontu “°Ar*®0*, ktery
interferuje s izotopem Zeleza *°Fe* (Obr. 13). Argon mlZe vytvafet interference i s atomy
rozpoustédel, coz jsou vétSinou mineralni kyseliny. Problematickou interferenci miZze byt ion
OAr3>CI*, vznikajici pri pouziti kyseliny chlorovodikové jako rozpoustédla, pokud chceme
stanovit arzen, jehoZ jediny izotop se nachadzi pravé na hmotnosti 75. PFi pouziti kyseliny
sirové jako rozpoustédla mlize dochézet k tvorb& molekularniho iontu 32S*0%Y*0", ktery

interferuje s nejintenzivnéjsim izotopem zinku ®Zn (cit.?).
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Obr. 13. Srovnani polyatomické interference “’Ar*®0 * a °°Fe* u pfistroje
s kvadrupdlem(nahote) a sektorovym analyzatorem(dole) (pfevzato z cit.?)

+

Dalsi typ spektralnich interferenci vznikaji kombinaci H*,**0*®OH* s atomy vzorku.
Dochazi ke vzniku hydridd, oxidd a hydroxid( pdvodniho prvku, coZ zplsobuje zvyseni jeho
hmotnosti o odpovidajici hodnotu. Tyto interference vznikaji v chladnéjSich zénéach plazmy,
pred vstupem iontll do interface. Nejéastéji vznikaji u prvkl vzacnych zemin, jelikoz ty velmi
ochotné tvofi molekularni Castice, zejména pak oxidické ionty, které pak interferuji s prvky
téZe skupiny. V podmink&ch plazmového vyboje mohou vznikat i dvojité nabité ionty. Ty
nesou, oproti standardné se tvoricim jednou nabitym iontdm, dvojity kladny naboj. A jejich
izotopicky pik je tedy posunut do oblasti polovi¢ni hmotnosti. MnoZstvi tvofenych dvojité
nabitych iontll zavisi, podobné jako u oxidickych iontl, na ionizaénich podminkach

v plazmatu®,
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izotop matrice/rozpoustédlo interference
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Mg+ Organics = S g
Crt Organics e o Gy
SCut Minerals 48Cal6QH+
' Minerals s et f
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Tabulka I: Prehled vybranych izotopl a vlivu matrice ¢i rozpoustédla na vznik
polyatomickych interferenci (prevzato z cit.?)

2.3.8.2 Nespektralni interference

Jsou téZ nazyvany matricovy efekt. Vliv, jakym matrice plsobi pfi analyze vzorkd, lze
popsat tfemi typy interferenci. Nejjednodussim je efekt transportu vzorku, jedné se o fyzikalni
potlaCeni signélu analytu, zavisejici na mnoZstvi rozpusténych pevnych latek nebo
koncentraci kyselin ve vzorku, coZ ovliviiuje velikost kapek aerosolu, formujicich se ve
zmlzovaci. Dal$i moznosti interference, je ovlivnéni ionizacnich procesti pomoci rdiznych
komponent matrice. Signal analytu mohou potlacit i vysoké koncentrace kyselin v roztoku
vzorku. NejobvyklejSim zplisobem potlaGovani téchto interferenci je wvyuZiti internich

standard(l. Interni standard je potreba zvolit tak, aby odpovidal vlastnostem analytu, zejména
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pak jeho hmotnosti. PFi multielementarni analyze se bézné pouziva nékolik internich

standardd. Které viak nesmi byt obsazeny ve vzorku®.
2.3.8.3. Eliminace interferenci

Moderni ICP-MS pfistroje nabizi Sirokou Skalu moZnosti pro odstranéni spektralnich
interferenci. Velmi G¢innym feSenim je vyuZiti pristroji s vysokym rozlisenim, diky némuz je
mozné vétSinu interferenci dobfe rozpoznat a eliminovat. U pfistroji s kvadrupdlovym
analyzatorem je (Cinnym nastrojem zafazeni koliznich/reakénich cel. DalSi moZnosti
eliminace polyatomickych interferenci je volba vhodného izotopu. Pro analyzu volime takovy
izotop, ktery je co nejméné zatizen polyatomickou interferenci®®. K odstranéni izobarickych
interferenci se vyuZivd korek&nich matematickych rovnic. Pokud na jedné hmotnosti maji
izotopy dva prvky, pocita se celkovy pocet countd jako soucet countd téchto jednotlivych
izotopl prvkl, od kterych se potom odectou county z jiného izotopu jednoho z prvki,
s prihlédnutim k procentualnimu zastoupeni jeho izotopl. Tyto rovnice Ize pouzit i pro feseni
nékterych jednodusSich polyatomickych interferenci. Nékteré spektrélni interference, lze
odstranit i metodou tzv. studeneho plazmatu. Pouziva se zejména v pfipadech, kdy je vysoka
intenzita interferenci a naopak velmi nizka koncentrace analytu. Tato metoda vyuZiva
plazmatu o niZsi teploté, které ma odliSné ionizacni podminky, k eliminaci nékterych
argonovych polyatomickych interferenci jako napt. **ArH" *°Ar'°0*, “Ar*, které ovliviiuji
stanoveni prvki jako jsou: K, Ca a Fe. Dochazi tedy i ke zlep$eni detekénich limitd pravé u
téchto prvkd, ale zaroven dochazi i ke zhorseni parametrdi pro ostatni prvky, tedy tato metoda

se nehodi pro multielementérni anayzu slozitych matric®.
2.3.8.4. Kolizni/reaké¢ni cely

Hlavnim ucelem kolizni/reakéni cely je eliminovat v plazmé vznikajici polyatomicke
interference. PouZiva se vétSinou v kombinaci s kvadrupélovym analyzatorem. Je umisténa
mezi interface (iontovou optikou) a kvadrupdlovym analyzatorem (Obr. 14). Komer¢né
dostupnych je cela fada variant koliznich/reakZnich cel, které podle své konstrukce pouZivaji
pro eliminaci interferenci rdzné plyny (helium, vodik, amoniak, metan) a mechanismy
eliminace. lonty, pfichazejici do cely, jsou do ni vtahovany pomoci RF pole multipélu
(kvadrupol, hexapdl, oktapdl). Toto pole je nastaveno tak, Ze nema na ionty separacni Gcinek,

nefunguje tedy jako klasicky kvadrupdl, ale fokusuje ionty, které nasledné koliduji nebo
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reaguji s molekulami kolizniho, reakéniho plynu. Prostfednictvim Fady reak¢nich a koliznich
mechanismd dochazi pak ke konverzi polyatomickych interferentll na neinterferujici ionty

nebo na jiné, které s danym analytem neinterferuji®.

vstup plynu

L] eee

|
—
e —
==, i

-

detektor  kvadrupolovy k':’lil:“if iontova interface
analyzator real;'_cnl optika
cela

Obr. 14. Umist&ni kolizni/reakéni cely v ICP-MS (pfevzato z cit.?)

2.3.8.4.1. Kolizni cely

Jsou vybaveny VétSinou hexapolem nebo oktapdlem. Pro eliminaci polyatomickych
interferenci vyuZivaji nereaktivni plyny a mechanismus diskriminace podle kinetické energie.
Z&kladnim principem je vyuZiti inertniho plynu (obvykle helium) v kolizni cele k vytvoreni
ion — molekulovych kolizi. lonty vystupujici z interface maji rliznou kinetickou energii,
zavisejici na ionizacnich procesech v plazmatu a jejich m/z. Pokud do kolizni cely vstoupi
interferujici ion, podstoupi fadu srazek s koliznim plynem. ProtoZe prostorovy objem
takovéhoto interferujiciho iontu je obvykle vétsi nez iontu analytu, podstoupi i vétSi mnozstvi
sraZek a tedy se vice sniZi i jeho kineticka energie. Pokud je vyrovnavaci potencial na ty€ich
multipélu dobfe nastaven dochazi k narazu interferujicich iontd do energetické bariéry, ale
iontlm analytu, jejichZz kinetickd energie nebyla tak moc sniZzena, je umoznén prlichod do
detektoru (Obr. 15)%.
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kvadrupaf kolizni cela vstup do cely

ionty prichazejici
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Legenda:

. ion analyiu
% polvatomicka fdstice

®  gtom (molekula) reakdnilio plynu

energeticka

bariéra

Obr. 15. Kolizi indukovana disociace

2.3.8.4.2. Reakeni cely

Jsou dalsi alternativou pfi potlaovani polyatomickych interferenci. Podobné jako kolizni
cela je umisténa pred kvadrupdlovym analyzatorem. Oproti koliznim celdm vSak vyuZiva jako
multipdl kvadrupdl a vyuZiva ho jako selektivni hmotnostni filtr. PouZivaji se zde vysoce
reakéni plyny jako amoniak, kyslik, metan. Molekuly plynu reaguji s interferujicimi ionty
a preménuji je na neinterferujici Castice, odliSné od analytu nebo na neutralni Castice.
Analyzované ionty pak mohou vstoupit do hmotnostniho analyzatoru bez pFitomnosti
interferujicich ¢astic. Dynamické reak¢ni cely vyuZivaji kvadrup6lu, protoZze ma diky své
symetrii l1épe definované oblasti stability iontl nez hexapél a oktapdl, a jelikoZ s kvadrupélem
se jako shmotnostnim filtrem lépe manipuluje. Diky optimalizaci tohoto kvadrupélu je
zamezeno reakcim vedoucim ke vzniku nechténych interferenci. Vyhodou pouZiti vysoce
reaktivnich plynl je zvySeni poCtu ion-molekulovych reakci uvnift cely, coz vede

k rychlej$imu a efektivn&jsimu odstranéni interferenénich &astic® 17,
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2.4 Srovnani spektralnich metod

Detek&nich limity (Obr. 15.), pracovni rozsah (Obr. 16.) a rychlost analyzy (Tab. Il) zavisi
na konkrétnich experimentalnich podminkéach, nastaveni, druhu a uspofadani pouzitého

pristroje a atomizaénich technik a na konkrétnim prvku®.

_ Plamenova AAS
I 1CP-OES (radidlni)
I | CP-OES (axidlni)
Generovani hydridia - AAS _
Elektrotermicka atomizace - AAS _
ice-vs [N

100 10 1 0,1 0,01 0,001

koncentrace v ppb

druh p¥istroje

Obr. 15. Srovnani detek&nich limitd (pFevzato z cit.?)

Elektrotermicka atomizace - AAS

Plamenova AAS

ICP-OES

druh pfistroje

ICP-MS

(=
[ 3]
[
.
N —t—
(=
|
= -]

pocet Fadi

Obr. 16. Srovnani pracovnich rozsahtl (pfevzato z cit.?)
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_ pocet trvani vzorky vzorky vzorky
pouzita analvzovanvch | analvz analyzované | analyzované | analyzované
technika yrvkﬁ y (mi¥1)y za hodinu za hodinu za hodinu
P (Lprvek) | (5prvké) | (20 prvkd)
Plametova 1 03 180 36 9
ETA-AAS
(jednoprvkova) ! ° 12 2-3 !
ETA-AAS
(viceprvkova) 2-6 ° 12 12 3
ICP-OES a2 70 3 20 20 20
ICP-MS a2 70 3 20 20 20

Tabulka I1: Srovnani rychlosti analyz (pfevzato z cit.”)

2.5 Rozklady biologickych matric'®

PFi rozkladu biologickych latek dochazi k nevratné destrukc. Rozklady, predchazejici
stanoveni anorganickych iontd ve vzorku, mizeme rozdélit do nékolika zékladnich skupin,

podle charakteru pouZitého postupu na:

e Rozklad na suché cesté (vyuziva se spalovani, zpopelfovani)
e Rozklad na mokré cesté (zejména rozklady kyselinami s vyuzitim ohfevu a zvySeneho
Ci vysokého tlaku)

e Jiné typy rozkladi (napt. fotolyticky, enzymaticky, atd.)

Rozklad na suché cesté

Suchy rozklad se sklada z nékolika zékladnich krokd: suseni, spalovani, zpopelfiovani a
rozkladu popela. Klasickd forma suchého rozkladu probiha za atmosférického tlaku a
v otevieném systému, coZz mliZe mit za nasledek ztratu nékterych tékavych analytd (napf. Cd,
Hg, Pb, Se, As atd.), ale i netékavych (Cr, Fe). Tento druh rozkladu je jednoduchy, financ¢né
nendrocny a umoZzriuje rozkladat vétsi mnozstvi vzorkid soucasné. Vyhodou je také moznost
rozkladu vétSich navazek, coZz napomaha k eliminaci pfipadného vlivu nehomogenity vzorku.
Nevyhodou je moZnost kontaminace z okolniho prostfedi, ale i vzajemné kontaminaci
soucasné rozkladanych vzorkl, Casova naroCnost a moznost ztraty tékavych i nékterych
netékavych analyt(l. Dal$imi variantami jsou suchy rozklad v polozavieném a uzavieném

systému, kde se vyuziva zvysenych nebo vysokych tlakd.
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Rozklad na mokré cesté

Mokry rozklad je velmi rozSifenym druhem rozkladu biologickych latek. VyuZiva
oxidaCnich vlastnosti koncentrovanych Kkyselin, které lze umocnit pfidavkem dalSich
oxidacnich Cinidel (napf. H,0,). K tomuto ucelu se nejcastéji vyuziva koncentrovana kyselina
dusi¢na, sirova, chlorista a rlizné jejich kombinace. Kromé charakteru rozkladané latky a
rozkladnych Cinidel, m& majoritni vliv teplota, pfi niZ rozklad probiha. Pouzivané kyseliny
vétSinou nemaji dostateCné vysoky bod varu, Casto se tedy vyuZiva zvySeného Ci vysokého
tlaku. Rozklady na mokré cesté lIze rozdélit podle toho, zda probihaji v otevieném nebo
uzavieném systému a podle charakteru dodavaného tepla na ohfev konvenéni a mikrovinny ci

ve smisenych systémech.

Vv s

Pro stopovou a ultrastopovou anorganickou analyzu bilogickych latek je nejpraktiCtéjsi
mokry rozklad v uzavieném systému, podporovany mikrovinnym za&fenim. Oproti ostatnim
pristupdm je minimalizovana moznost kontaminace z okolniho prostredi. Nevyhodou jsou

pomérné nizké hmotnosti navazky a nemoznost postupného pridavani Cinidel.
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2.6 Vyuziti spektralnich metod v analyze klinickych
material(

Ke stanoveni Ti, V, Cr, Co, Ni a Mo v referennich materidlech krve a mocCi vyuZil
Alejandro Sarmiento-Gonzélez a kol. HR-ICP-MS (MAT Element) a ORS-ICP-MS (ORS -
oktapolovy reakéni systém) (Agilent 7500¢) s kolizni/reakéni celou. Bylo testovano, jak si
tyto pristroje poradi seliminaci polyatomickych interferenci, zejména u titanu a vanadu.
Certifikované referenéni materialy krve (Seronom™ Trace Elemnts Whole Blood Level 2)
a mo&i (Seronom™ Trace Elemnts Urine Level 2) byly podrobeny mikrovinnému rozkladu
za pouziti 2 ml kyseliny dusi¢né a 1 ml peroxidu vodiku v teflonovych nddobach a poté
desetkrat zfedény ultaistou vodou. Vzorky moce byly pouze desetkrat ziedény. Do vSech
vzorkll byly béhem Fedéni pfidany interni standardy Ga a Y. PFi pouziti HR-ICP-MS byla
vyuZzita stfedni rozliSovaci schopnost R = 3000, kterd postacuje k rozliSeni vétSiny
polyatomickych interferenci. Paralelné probihajici analyzy u ORS-ICP-MS bylo vyuZito
v kolizni/rakéni cele plynl helia a vodiku a jejich rdznych pritok( k dosaZeni nejlepsich
moznych detekénich limitd. Vysledky analyz referenénich materiald byly srovnany
s certifikovanymi hodnotami. Ve vSech pfipadech byly zisk&ny prijatelné hodnoty, oviem
u ORS-ICP-MS nedoSlo k Uplnému potlaceni polyatomickych interferenci. Vysledky této
prace ukazuji, Zze vyuziti kolizni/reakéni cely je pro analyzu téchto kovid ve sloZité matrici
jako je krev a moC nezbytné. Stejné tak, Ze stfedni rozliSovaci sila je pfi pouZiti HR-ICP-MS
postaCujici pro eliminaci vétSiny spektrélnich interferenci. Tato prace poskytuje pfehledné
srovnani hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim a pfistroje s kolizni/reakéni celou

vyuzivajici kvadrupélového analyzatoru(Tab.Il1, Tab.I1V)™.

izotop ORS-ICP-MS HR-ICP-MS
vypnuté kolizni cela zapnuta kolizni cela (R =3000)

i 100 70 120

>y 350 3 30

>Cr 450 6 70

*Co 7 10 40

®ONi 30 50 130

Mo 250 260 215

Tabulka I11: Srovnani detekénich limitd (ng/l)
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izotop | certifikovana ORS-ICP-MS HR-ICP-MS
hodnota (V) vypnuta kolizni cela | zapnutéa kolizni cela (R =3000)
i 2,5(0,1) 400,7 338,7 2,3
>y 3,7 (0,6) 6,1 4,0 3,3
2Cr 5,7 (0,6) 40,0 7,3 6,1
*Co 5,2 (0,6) 5,7 5,5 5,3
Ni 6,8 (1,7) 5,2 5,9 4.8
Mo |[6,0(0,7) 7.4 6,0 7,3

Tabulka 1V: Srovnani analyzy referenéniho matrialu krve (ng/l)

Ivo lavicoli a kol. sledovali koncentrace kobaltu, chromu, manganu, molybdenu a niklu u
pacientd, ktefi podstoupili implantaci endoprotézy s parovanim kov-kov. K ziskani vysledkd
bylo pouzito HR-ICP-MS. Byla pouZzita kalibrace s pouZzitim standardniho pFidavku. Sérum,
ziskané z krve, a moC byli zfedény 1:5 a spikovany standardnimy roztoky. Ke kazdému
vzorku byl pfidan interni standard indium. Molybden byl stanoven v modu nizkého rozliseni
na hmotnosti 100 namisto 98 k omezeni interference z “°Ar**Fe. Kobalt, chrom, mangan a nikl
byly stanoveny pfi rozliSeni R=3000, pro eliminaci dvojité nabitych a polyatomickych
interferentd. Ziskané detek&né limity jsou uvedeny nize (Tab. V).

prvek detekeni limit
serum moc¢
Co 0,02 0,01
Cr 0,02 0,02
Mn 0,03 0,01
Mo 0,05 0,40
Ni 0,01 0,03

Tabulka V: detek¢ni limity (ug/l)

Peter Heitland a Helmut D. Koster monitorovali 37 stopovych prvkl ve vzorcich krve
u obyvatel severniho Némecka. Stanoveni bylo provadéno hmotnostnim spektrometrem
s oktapolovou kolizni/reakéni celou. Pro kazdy prvek bylo pouzito 7 kalibranich roztok
o koncentraci 0 — 0,2 pg/l, pro Cs, Ba, Mn 5 kalibracnich roztokl 0 — 2 pg/l, pro Cu, Zn, Rb
0 — 100 pg/l, pro Se, Sr a B 0 — 10 pg/l. PFi méfeni byl pouzit interni standard terbium,
s vyslednou koncentraci 2,5 pg/l v kazdém roztoku. Pro ovéreni metody bylo pouZito nékolik
drunll referencnich material(. Vzorky krve byly desetkrat ziedény 0,1% Tritonem-X-100
a 0,5% roztokem hydroxidu amonného. Aby nedochézelo k ucpéni zmlZovace, byl pouZit

zmlzova¢ Babingtonova typu a plazmova hlavice s prlimérem vnitfni trubice 2,5 mm
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a pritokem vzorku 0,4 ml/m. Limity kvantifikace se pohybovaly v rozmezi 0,003 pg/l pro
23U do 0,1 pg/l pro ®*Ga. Pro odstranéni spektrélnich interferenci byla pouzita kolizni/reakéni
cela s pouZitim helia a vodiku jako kolizniho/reakéniho plynu?.

Beatrice Bocca a kol. se vénovaly stanoveni referenc¢nich hodnot Cu, Mn, Se a Zn v krvi
u dospélé populace na Sardinii v Italii. Ke stanoveni byl vyuZit hmotnostni spektrometr
s vysokym rozliSenim. Ke vzorku krve o objemu 1ml byly pfidany 2ml superCisté
koncentrované kyseliny dusi¢né a poté zpracovany pomoci mikrovinného rozkladu. Pfi
kazdém kroku byl rozloZen i jeden referencni material a jeden blank. Pro analyzu Cu, Mn
a Zn bylo puzito stfedni rozliSeni (R = 4000) a pro analyzu Se vysoké (R= 10000). Pfi analyze
byly pouZity interni standardy Ga a In. Ziskané limity kvantifikace byly 15 pg/l pro Cu, 0,15

g/l pro Mn, 2,80 pg/l pro Se a 30 pg/l pro Zn (cit.?).

Hung-Yi Chuang a kol. se zabyvali stanovenim olova, manganu, selenu a arsenu v lidske
krvi v souvislosti s poruchami sluchu. K méfeni byl pouZit hmotnostni spektrometr
s kvadrupdlovym analyzatorem. Vzorky krve byly bez predchoziho rozkladu kyselinami

pouze pétkréat zfedény Tritonem-X-100 (cit.%).

C. Patrick Case a kol. se zabyvali stanovenim Mo, Co, Cr a Ni v krvi v souvislosti
s pacienty s Uplnou kycelni nebo kolenni nahradou. Ke stanoveni byl pouZzit hmotnostni
spektrometr s vysokym rozliSenim. VVzorky krve byly desetkrat zfedény roztokem 10 mol/l
Tritonu-X-100, 0,0002 mol/l EDTA, a 0,01 mol/l hydroxidu amonného. Ke vzorkiim bylo
online pfidavano rhodium jako interni standard. K eliminaci polyatomickych interferenci bylo
pro stanoveni pouZito stfedni rozliseni (R = 3400). Byly zjistény detek¢ni limity 0,06 pg/l pro
chrom, kobalt, a molybden a 0,30 pg/l pro nikl. PouZzité kalibracni roztoky mély koncentraci
0,1 - 1 ug/l (cit.?).

Ying Wang a kol. se zabyvaly stanovenim stopovych prvk{ (Cd, Pb, Zn, Cu, Fe, Mn, Se, 1)
ve stravé, krvi, moci a vykalech ¢inskych muzd. K 0,5ml krve bylo v teflonovych kelimcich
pfidano 1,5 ml kyseliny dusi¢né a bylo ponechany po 12 hodin pfi laboratorni teploté a poté
bylo pfidano 0,5 ml peroxidu vodiku. Poté byl proveden mikrovinny rozklad a k takto
rozlozenym vzorklm bylo pfidano 7 ml deionizované vody. Stanoveni bylo provedeno
pomoci ICP-MS s dynamickou reakéni celou. Ke vsem roztokdm byl pfidan vnitini standard
rhodium tak, aby jeho kone€na koncentrace byla 1 pg/l. Ziskané detekéni limity byly 0,003
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g/l pro **cd, 0,01 pg/l pro 2°®Pb, 0,06 pg/l pro ®zn, 0,011 pg/l pro **Cu, 0,9 pg/l pro >°Fe,
0,008 pg/l pro *>Mn, 0,261 pg/l pro ®Se a 0,021 pg/l pro 1 (cit.?).

Stephen J. Genuis a kol. monitorovali toxické prvky (As, Al, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn,
Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sn, Th, U, Zn) pomoci ICP-MS v krvi, mo€i a potu. K1 ml krve byl
pridan 1 ml kyseliny dusi¢né a byl proveden mikrovinny rozklad po dobu 60 minut a vykonu
600 W. Takto upraveny vzorek byl zfedén na 10 ml deionizovanou vodou a byly pfidany
interni standardy luthetium a indium. Ke stanoveni byl pouZit hmotnstni spektrometr
s vysookym rozlisenim. Detekéni limity se u vétSiny prvk( pohybovaly mezi 0,02 — 0,5 pg/I,
ovéem u Al, Cu, Se, Zn od 1 - 2 pg/l (cit.?).

Ilia Rodushkin a kol. stanovovali nékteré malo zastoupené kovy (Y, Zr, Nb, Ru, Rh, Pd, Ag,
Sh, Te, Hf, Ta, W, Re, Os, Ir, Pt, Au, Tl, Bi, U) v ultrastopovych koncentracich v moci
a krevnim séru. Vzorky séra byly desetkrat nafedény 2 % kyselinou chlorovodikovou. Do
vSechn vzork(l a standard( bylo pridano jako interni standard indium o koncentraci 50 ug/I.
Ke stanoveni byl pouZit spektrometr svysokym rozliSenim v modu nizkého (R=350)
a vysokého (R=10000) rozliseni. Diky pouziti velmi Cistych rozpoustédel a vody bylo

dostazeno kvantifikacnich limitd pod koncentra&ni hladinou ng/I (cit.?®).

Bruno Lemos Batista a kol. pouzili hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem s kvadrupdlovym analyzatorem a dynamickou reak¢ni celou ke stanoveni As, Cd,
Co, Cr, Cu, Mn, Pb, Se, TI, V a Zn v krvi. PouZita metoda vyZadovala pouze 100 pl krve,
ktera byla zfedéna 1:50 roztokem 0,01% (v/v) Tritonu-X-100 a 0,5% (v/v) kyselinou dusi¢nou
a 10 pg/l jako internich standard(l vyuZitého rhodia a iridia. Dynamické reakéni cely bylo
vyuzito pro stanoveni Cr, Cu, V a Zn a jako reak¢ni plyn byl pouzit amoniak. Dosazené
detekéni limity byly 14 ng/l pro As; 3 ng/l pro Cd; 11 ng/l pro Co, 7 ng/l pro Cr, 280 ng/l pro
Cu; 9 ng/l prp Mn, 3 ng/l pro Pb, 264 ng/l pro Se, 0,7 ng/l pro Tl, 6 ng/l pro V, a 800 ng/I

pro Zn (cit.?").

Claudia Gundacker a kol. pouZili atomovou absorp¢ni spektrometrii s Zeemanovou korekci
pro stanoveni selenu a rtuti v krvi. Selen byl stanoven s vyuZzitim generovani hydrid(l a rtut
metodou studenych par. Ke 2 ml vzorku krve bylo pfidany 2 ml 65% kyseliny dusi¢né a 0,75
ml peroxidu 30% vodiku podrobeny mikrovinnému rozkladu. DosaZzené detek¢ni limity byly
0,27 pg/l pro rtut' a 0,1 pg/l pro selen?.
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Mehwish Saghir, Nazia Shaheen, Munir H. Shah vyuZili atomove absorp&ni spektrometrie
k analyze Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Pb a Zn v krvi. K rozkladu vzork( byla
pouzita smés kyseliny dusi¢né a chlorovodikové v poméru 1:1 (v/v). Dosazené detekéni

limity pro tyto prvky byly od 1 do 10 pg/l (cit. ).

Adnan Massadeh a kol. stanovovali Cd, Pb, Cu, Zn a Se v lidské krvi pomoci optické
emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem. Ke 3 ml vzorkd krve byly pridany 3 mi
kyseliny dusicné a 1 ml kyseliny chloristé. Tato smés byla vysuSena pfi 105°C. Poté bylo
pfidano 5 ml 1% kyseliny dusi¢né a smés byla zfiltrovana. Filtrat byl zfedén na 25 ml. Limity
detekce byly pro Cd; Pb; Cu; Zna Se 0,2; 1,5; 0,9; 0,2 a 4 g/l (cit.).

A. Hanc¢ a kol. aplikovali optickou emisni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem
a ICP-MS ve spojeni s laserovou ablaci na analyzu vybranych prvk( u klinickych vzork(
u pacientll sarterosklerézou. Analyza byla provadéna prfimo na odebranych sténach
poskozené artérie a v krevnim séru. Pro analyzu distribuce prvk( pomoci LA-ICP-MS byla
pouZita cévni sténa o rozmérech pFiblizné 5x5 mm a na té byl proveden sken v jedné linii na
tfech rliznych mistech. Vzorky (200 - 1000 mg) pro kvantitativni prvkovou analyzu pomoci
ICP-OES byly nejdfive vysuSeny a poté se podrobily mikrovinnému rozkladu pomoci
kyseliny dusicné. Nakonec byly zfedény vodou na objem 10ml. Bylo zjisténo, Zze

arterosklerdza ziejmé zpdsobuje zménu distribuce prvk{ na sténach artérie®.
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3. EXPERIMENALNI CAST
3.1 Chemikalie, pFistroje a pomUcky

3.1.1 Chemikalie

- certifikované referenéni materialy jednoprvkovych vodnych roztokl kalibracnich standardd
0 koncentraci 1,000 £ 0,002 g/l (Ni, Pb, Al) v 2 % HNOg3 (v/v) o Cistoté 99,999 %, Analytika,
spol. s.r.o., Praha

- certifikovany referencni material vodného roztoku kalibracniho standardu o koncentraci
1,000 + 0,002 g/l (Ti) v 5 % HNOs + 1 % HF (v/v) o Cistoté 99,98 %, Analytika, spol. s.r.o.,
Praha

- certifikovany referen¢ni material vodného roztoku kalibracniho standardu o koncentraci
1,000 + 0,002 g/l (Nb) v 5 % HNO3 + 1 % HF (v/v) o Cistoté 99,9+ %, Analytika, spol. s.r.o.,
Praha

- certifikovany referen¢ni material vodného roztoku kalibracniho standardu o koncentraci
1,000 £ 0,002 g/l (Co) v 2 % HNO;3 (v/v) o Cistoté 99,995 %, Analytika, spol. s.r.o., Praha

- certifikovany referen¢ni material vodného roztoku kalibracniho standardu o koncentraci
1,000 £ 0,002 g/l (Cr) v 2 % HCI (v/v) o Cistoté 99,995 %, Analytika, spol. s.r.o0., Praha

- certifikovany referenéni material smiseného roztoku internich standard(l o koncentraci 10 +
0,1 mg/l (Bi, In, Th, Y) v 5 % HNOs (v/v) Analytika, spol. s.r.o., Praha

- peroxid vodiku (30 %) pro stopovou analyzu, Analytika, spol. s.r.o., Praha
- kyselina dusi¢na (67 %), Analpure, pro stopovou analyzu, Analytika, spol. s.r.o., Praha
- Tuning Solution for ICP-MS 7500cs, Agilent Technologies, USA

- matricovy certifikovany referenéni material Seronom™ Trace Elemnts Whole Blood L-3,
(REF 210305, LOT 1003193), SERO AS, Norsko

- matricovy certifikovany referenéni material Seronom™ Trace Elemnts Whole Blood L-1
(REF 210105, LOT 1003191), SERO AS, Norsko
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- matricovy certifikovany referenéni material Seronom™ Trace Elemnts Urine (REF 210205,
LOT NO2525), SERO AS, Norsko

- Deionizovana voda

3.1.2 Pristroje

- ICP-MS 7700x Series, Agilent Technologies, USA

- atomovy absorpcni spektrometr Avanta 2, GBC, Austrélie

- elektronické vahy ABJ 220-4M, KERN & Sohn GmbH, Némecko

- mikrovinny laboratorni systém mls 1200 mega, Milestone, Italie

- pristroj pro pfipravu deionizované vody, Direct — Q VV Millipore, Francie

Soucésti dvoupaprskového atomoveého absorpéniho spektrometru Avanta X byl
elektrotermicky atomizator GF 3000 s automatickym davkovacem vzorkd PAL 3000.
Zdrojem zareni byly vybojky s dutou katodou pro analyzu Cr, Ni. Korekce pozadi byla
zajisténa prostrednictvim deuteriové vybojky.

ICP-MS bylo vybaveno mikrokoncentrickym zmlZzovalem GE Micromist, chlazenou
Scottovou miZznou komorou, niklovymi kénusy a kvadrup6lovym hmotnostnim analyzatorem.
Byl pouZzit autosampler ASX-500 Series. Pro stanoveni Ti, V, Co, Cr, Ni, Nb byla pouZita
ORS3 reakéné-kolizni cela s koliznim plynem He (Cistota 5,5; SIAD). Pfi analyzach byl
pouZzit Argon (Cistota nejméné 4,6; zasobnik Euro-Cyl 230; SIAD).

3.1.3 Pomlcky

- automatické pipety Finnpipete (1 - 5 ml, 100 - 1000 ul, Thermo SCIENTIFIC)
- mineralizaéni teflonoveé kelimky s vicky

- sklenéné laboratorni nddobi (odmérné banky 10, 25 ml, nalevky)

- plastové laboratorni nadobi (kelimky, zkumavky, pipetovaci Spicky)

Plastové i sklenéné nadobi, pouzivané k pripravé standardnich roztokl a vzorkd, bylo pred
pouZitim ponechdno 24h v 10 % roztoku kyseliny dusi¢né. Poté bylo nékolikrat omyto
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deionizovanou vodou a vysuSeno v suSarné. Skladovano bylo v platovych saccich pro

zamezeni kontaminace z okolniho prostfedi.

3.1.4 Analyzované vzorky

Vzorky byly odebrany doc. MUDr. Jifim Gallem, Ph.D, prednostou Ortopedické kliniky
Fakultni nemocnice Olomouc, pfi operacich pacientl s kloubni nahradou. Byla odebirana
kloubni tekutina - vypotek. K odbéru byly pouzity plastové injekéni stfikacky s jehlou, po
odbéru byly uzavieny plastovou zatkou. Po prevozu do laboratofe byly uchovavany
v mraznicce pfi teploté - 20 °C.

Prvky urCené k analyze (Al, Ti, V, Cr, Co, Ni, Nb, Pb) byly vybrany po konzultaci s doc.
MUDr. Jifim Gallem, Ph.D. Jedna se o prvky, ze kterych se skladaji nejCastéji pouzivané
kloubni nahrady, a které se v priibéhu pouzivani téchto nahrad mohou uvoliiovat.

3.2 Pouzite postupy

3.2.1 PFiprava vzorkd

Kazdy vzorek byl pfed zpracovanim ponechan cca 60 minut pfi laboratorni teploté
(do rozmrznuti). Z plastové stfikacky byla odejmuta zatka a mnozstvi vzorku o objemu cca 2
ml bylo pfevedeno do plastového kelimku. Odtud byl pipetou odebran 1 ml vzorku, pfeveden
do pfedem zvazeného mineralizacniho teflonového kelimku, jenz byl znovu zvéazen, aby bylo
zamezeno chybam pfi pipetovani pomérné viskézniho materialu. Do kelimkid se zvaZzenym
vzorkem byly pfidany 2 ml koncentrované kyseliny dusi¢né a 1 ml peroxidu vodiku. Kelimek
byl ponechan 5 minut pfi laboratorni teploté a takto pfipravené vzorky byly podrobeny
mikrovinnému rozkladu. Slepy pokus byl pFipraven stejnym postupem jako vzorky.

3.2.2 Priprava referencniho materialu

PFi pfipravé referenéniho materialu bylo postupovano podle navodu dodaného vyrobcem.
Po vyjmuti z mraznicky byl ponechan pfi laboratorni teploté. Po odstranéni Sroubovaciho
uzaveéru byla gumové zatka mirné povytazena tak, aby bylo umoZnéno pfistupu vzduchu. Poté
byla odejmuta a pipetou byly pfidany 3ml deionizované vody. Poté byla lahvika uzaviena

a ponechana v klidu po dobu 30 minut. Nakonec byl roztok promichdn mirnym otaenim.
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Pipetou byl odebran 1 ml referenéniho materialu a dale bylo postupovano jako pfi pfipravé

vzorkd.

3.2.3 Rozklad vzork( a referenénich material

K rozkladu vzorkd a referenénich materiall byl pouzit mikrovinny rozkladny systém
Milestone, ktery umoZfiuje rozkladat v Sesti teflonovych kelimcich soubézné. K radnému
rozkladu analyzovaného matridlu byl pouzit ndsledujici rozkladny program (Tab. V1).

Cislo kroku | ¢as (min) | vykon (W)
1 2 250
2 2 0
3 5 400
4 2 0
5 2 400
6 1 0
7 7 600

Tabulka VI: Rozkladny program

Po ukonceni rozkladu bylo vyckano cca 60 minut, neZz kelimky dostatecné vychladly
(priblizné na laboratorni teplotu). Poté byl rozlozeny roztok kvantitativné preveden z kelimkd
do sklenénych 10 ml odmérnych banék a doplnén deionizovanou vodou po rysku. Nasledné
byl pfeveden pro potfeby analyzy do 10 ml plastovych zkumavek, kompatibilnich se sloty
v autosampleru u ICP-MS. Pro potfeby analyzy pomoci AAS byl vzorek preveden do malych
plastovych kelimkd, kompatibilnich s autosamplerem PAL 3000. Mineralizacni plastové
kelimky byly po pouziti diikladné promyty destilovanou vodou a cely proces mineralizace byl
opakovan se 3 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (Cistici krok).

3.2.4 Priprava kalibracnich roztok( a interniho standardu

K pripravé jednotlivych kalibracnich roztok( byly pouzity zasobni jednoprvkové roztoky
kalibracnich standard( o vychozi koncentraci 1 g/l. K fedéni byly pouzivany 25 ml sklenéné
bariky, plastové kelimky a Spi¢ky, pfedem pFipravené pro stopovou analyzu. V jednom kroku
bylo pouZito maximalné 100 nasobné Ffedéni. Ze vSech jednoprvkovych standard(l byla

nejprve vytvorena smés stanovovanych prvkl o koncentraci 10 mg/l a tak pak byla dale
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fedéna na potfebné koncentrace. Vysledny kalibrani roztok byl okyselen pomoci kyseliny
dusicné na konecnou koncentraci odpovidajici pridavku kyseliny dusi¢né v analyzovanych
vzorcich a referencnich materidlech. Pro stanoveni vybranych prvki byly pouzity kalibraéni
roztoky o vysledné koncentraci 0,1; 1; 10 a 100 pg/I. Interni standard, obsahujici prvky Bi, In,
Tha'Y, byl zfedén na koncentraci 100 pg/l a preveden do plastové zasobni lahve.

3.3 Pouzite metody

3.3.1 Atomova absorpcCni spektrometrie

Ke stanoveni Cr a Ni v certifikovanych referenénich materialech Seronom™ Trace Elemnts
Whole Blood L-1 a Seronom™ Trace Elemnts Whole Blood Urine, byla pouZita atomova
absorpcni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ETA-AAS). Pro davkovani slepych
pokusl, referencnich material( a kalibracnich standard( byl pouZit automaticky podavac.
Kazdy roztok byl proméfen tfikrat. Ke kvantitativnimu vyhodnoceni byla pouZita metoda
kalibraCni kfivky (Tab. VII). Byly pouzity néasledujici parametry (Tab. VII, Tab. VIII,
Tab. 1X).

prvek kalibracni roztoky vinova délka | Sirka Stérbiny | Zhavici proud
(Hg/l) (nm) (nm) (mA)
Cr 25-10 357,9 0,2 6,0
Ni 2,5-10 232,0 0,2 4,0

Tabulka VI1: Zékladni parametry a kalibracni roztoky pro ETA-AAS

faze teplotniho teplota (*C) doba narustu | doba drZeni ; ViU
programu P teploty (s) teploty (s) yp Pl
1. suseni 100 10,0 5,0 Ar
2. suseni 120 5,0 10,0 Ar
3. rozklad 800 10,0 10,0 Ar
4. rozklad 800 0,0 1,0 -
5. atomizace 2200 0,7 3,0 -
6. Cisténi 2600 1,0 2,0 Ar

Tabulka VII1: Parametry teplotniho programu pro chrom
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faze teplotniho teplota (°C) doba narustu | doba drZeni ; ViU

programu P teploty (s) teploty (s) yp Pl

1. suseni 90 5,0 5,0 Ar

2. suseni 130 5,0 10,0 Ar

3. rozklad 900 10,0 10,0 Ar

4. rozklad 900 0,0 1,0 -

5. atomizace 2400 1,0 2,0 -
6. Cisténi 2600 1,0 2,0 Ar

Tabulka IX: Parametry teplotniho programu pro nikl

3.3.2 ICP-MS

Hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem byla pouZita pro stanoveni Al,
Ti, V, Cr, Co, Ni, Nb, Pb v kloubnich tekutindch (vypotcich) a certifikovaném referencnim
materialu Seronom™ Trace Elemnts Whole Blood L-3 a Seronom™ Trace Elemnts Whole
Blood L-1. Ke stanoveni vybranych prvki( bylo pouZito dvou méficich médi. Ke stanoveni Al
a Pb nebylo vyuZito kolizni cely a ke stanoveni Ti, V, Cr, Co, Ni a Nb byla pouZita
oktapdlova kolizni cela, kterou prochazelo jako kolizni plyn helium. Z&kladni podminky
méFeni jsou shrnuty v nasledujicich tabulk&ch (Tab. X, Tab. XI).
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Plazma PFikon generatoru 1550 W
Pritoky Argonu VnéjSi plazmovy kanal 14,95 I/min
Stfedni plazmovy kanal 0,9 I/min
Vnitfni plazmovy kanal 1,09 I/min
Vstup vzorku Rychlost Cerpani 0,1 rps
Pozice plazmové hlavice Hloubka 8 mm
Vertikalni pozice 0,1 mm
Horizontalni pozice -0,3 mm
lontové optika varianta X-Lens
Nastaveni ¢oCek(bez plynu) Extract 1 ov
Extract 2 -195 VvV
Vstup -30 VvV
vystup -50V
Nastaveni coCek(He) Extract 1 ov
Extract 2 -195 VvV
Vstup -40V
vystup -60 V
Nastaveni cely (He) Pritok helia 4,3 ml/min
Energeticka diskriminace 5V
Nastaveni shéru dat Akvizi¢ni mod Spektrum
Peak pattern 1 bod
IntegraCni Cas/hmota (viz. Tab.XI)
Pocet replik na méreni 3
Tabulka X: Podminky méfeni ICP-MS
izotop mérici mod integracni ¢as/hmota (s)
Al Bez plynu 0,1
“Ti He 0,1
Y He 0,1
>Cr He 0,3
*Co He 0,3
ONi He 0,3
*Nb He 0,3
2%pp Bez plynu 0,3

Tabluka XI: Integracni ¢as/hmota ICP-MS
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Stanoveni vybranych prvk

Vybrané prvky (Al, Ti, V, Cr, Co, Ni, Nb, Pb) byly stanoveny metodou ICP-MS. Podminky
stanoveni jsou uvedeny v experimentalni Casti. Kvantifikace byla provedena metodou
kalibracni kFivky s vyuZitim kalibracnich standard(l v rozmezi 0,1 - 100 pg/l.. U prvkd, jejichz
detek¢ni limit byl vy3Si neZz prvni hodnota kalibracniho standardu, byl vyuZit jako nejnizsi
kalibracni standard roztok o koncentraci 1 pg/l. Na obrazcich (Obr. 17 a Obr. 18) jsou
zobrazeny kalibraéni zavislosti kobaltu (interni standard Sc) a vanadu (interni standard Sc)

po zlogaritmovani obou os (za Gcelem prehledného zobrazeni viech bodi kalibrace).

59 Co [Hel ISTD 45 Sc [He]
1009y — 07074 % + 00017
501 R= 1.0000

104

Ratio

0.007 T T T T T T T T T T T T T T T
01 02 04 06 08 10 20 40 680 80 100 200 400 60.0 80.0 100.0
Conc{ppb)

Obr. 17. Kalibra¢ni zavislost pro kobalt

v EE‘F] ISTD :45 Sc [He]
y=034757x +0.0010
R = 1.0000

Ratio

0.007 T T T T T T T T T T T T T T T
01 02 04 06 08 10 20 40 680 80 100 200 400 60.0 80.0 100.0
Conc{ppb)

Obr. 18. Kalibracni zavislost pro vanad
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V3Sechny studované prvky byly pfi méfeni navazany pomoci software na interni standard za

Ucelem potlaCeni nespektrélnich interferenci. Interni standard byl pfivddén pomoci
peristaltické pumpy kontinualné po celou dobu analyzy spolu se vSemi stanovovanymi
roztoky kalibracnich standard(, slepych pokust, certifikovanych referencnich materialll a
vzork(l. Nasledujici tabulka ukazuje provazanost jednotlivych prvkd na konkrétni interni
standardy (Tab. XII).

izotop interni standard
27A| 4SSC
i *Sc
51V 4SSC
52Cr 4SSC
59C0 4SSC
60N | 4SSC
93Nb 89Y
208Pb ZOQBi

Tabulka XI1: Provazanost internich standardd
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4.2 Verifikace

4.2.1 Detekcni limity

Detekéni limity byly vypoCteny pomoci nésleduji rovnice:

3o *koncentrace stadardniho roztoku
S—-B

LOD =

kde 30 v Citateli je trojnasobek smérodatné odchylky countll z deseti méfeni slepého
pokusu. Pismeno S ve jmenovateli odpovida poctu countd standardniho roztoku a B je pocet
countll pozadi. Ziskané detekéni limity (Tab. XIIl) jsou srovnatelné sdaty, ziskanymi
Sarimento-Gonzalez a kol., ktefi vyuZivali ICP-MS Agilent 7500c, také vybaveny
oktap6lovou kolizni celou™.

izotop limit detekce (ug/l)
ZTAl 0,280
i 0,180
Sy 0,005
2Cr 0,026
*Co 0,002
ONi 0,078
%Nb 0,003
208pp 0,006

Tabulka XI11: Detekeni limity

4.2.2 Opakovatelnost

Stanoveni preciznosti vyjadfuje tésnost shody mezi nezévislymi naméfenymi vysledky
zkousek za predem specifikovanych podminek®:. Preciznost byla stanovena za podminek
opakovatelnosti a to z 6 nezavislych méfeni certifikovaného referencniho materialu
Seronom™ Trace Elemnts Whole Blood L-3. Preciznost za podminek opakovatelnosti je
vyjadiena v % jako relativni smérodatnd odchylka RSD (Tab. XIV). Niob se nepodafilo
detekovat a tedy hodnota RSD neni v tabulce uvadéna.
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izotop (%) RSD
2TAl 17,69
i 6,79
>y 7,11
2Cr 7,02
*Co 3,52
®ONi 7,80
93Nb _
2Bpp 4,48

Tabulka XI1V: Opakovatelnost

4.2.3 Mezilehla preciznost

Mezilehlad preciznost méfeni zahrnuje nasledujici podminky: stejny analyticky postup
méFeni, stejné misto, opakovani méreni na stejném nebo podobnych objektech v rozsifeném
asovém Useku, ale miZe obsahovat dal$i podminky zahrnujici zmény®. Mezilehl4 preciznost
byla uréena z 6 méfeni certifikovaného referenéniho materialu Seronom™ Trace Elemnts
Whole Blood L-3 po dobu dvou mésicli od Ginora 2012 do konce bfezna 2012 (Tab. XV).

izotop (%) RSD
2TAl 18,44
i 23,19
>ty 8,46
2Cr 8,95
*Co 4,55
ONi 9,05
93Nb _
2%pp 5,13

Tabulka XV: Mezilehla preciznost
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4.2.4 Pravdivost

Je vyjadrena jako tésnost shody mezi dohodnutou referencni (skute€nou) a naméfenou
hodnotou ziskanou z vét$iho po&tu méFeni®:. Pravdivost techniky byla uréena z 6-ti
nezavislych méFenf certifikovaného referenénimu materialu Seronom™ Trace Elemnts Whole
Blood L-3 (Tab. XVI).

izotop nameérené hodnoty | hodnoty CRM | akceptovatelné
X xS (ug/l) X+ U (/) rozmezi (ug/l)
2TAl 10,52 + 1,86 11,2 +0,7 9,8-12,6
i 4,58 + 0,31 2,4 +0,4* -
>ty 1,10 + 0,07 1,3+0,12 1,06 - 1,54
>Cr 3,22+0,23 3,73+0,19 3,35-4,11
*Co 0,94 + 0,03 1,13+0,1 0,93-1,33
®ONi 2,55+ 0,19 3,06 + 0,26 2,54 - 3,58
Nb - 0,009 + 0,001* -
2%pp 60,59 + 2,72 63,8 + 59,4 - 68,2

Tabulka XVI: Pravdivost (*doporucena necertifikovana hodnota, uvedena jako X + s),
U - rozsifena nejistota s koeficientem rozsireni (k=2)

4.2.5 Linearita kalibracni zavislosti

Linearita byla prokdzéna na zékladé hodnoty korelacniho koeficientu R, vypoltenym
pomoci software MassHunter Workstation. Hodnoty korelacniho koeficientu, které maji na
patém desetinném misté 9, jsou zaokrouhleny jako 1,0000 (Tab. XVII).

izotop R
ZTAl 1,0000
i 1,0000
Sy 1,0000
>Cr 1,0000
*Co 1,0000
ONi 1,0000
%Nb 1,0000
2%pp 0,9999

Tabulka XVII: Linearita kalibra¢ni zavislosti
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4.3. Vyhodnoceni vysledk

Bylo studovano 8 vybranych prvkd (Al, Ti, V, Cr, Co, Ni, Nb, Pb), k jejichZ stanoveni byla
vyuZita a verifikovana metoda ICP-MS. Vybrané prvky byly stanoveny v klinickych vzorcich
kloubnich vypotk(, dodanymi z Ortopedické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc.

V prvni fazi experimentalni prace bylo ovéfeno, zda lze techniku ETA-AAS vyuZit pro
analyzu nizkych koncentraci vybranych prvkd v klinickych materialech. Pro tento Gcel byl
vybran chrom a nikl. Byl analyzovan certifikovany referenéni material moci Seronom™
Trace Elemnts Urine a krve Seronom™ Trace Elemnts Whole Blood L-1. Kvantifikace byla
provedena metodou kalibraéni kfivky s vyuzitim kalibracnich roztokl koncentraci 2,5; 5; 7,5;
10 pg/l. Certifikované hodnota prvku v referenénim materialu moce byla pro chrom 2,1 pg/l a
pro nikl 4,15 pg/l. Naméfené hodnoty dvou rozloZenych referencnich materiald moci byly u
chromu 1,578 a 2,585 pg/l a u niklu 130 a 150 ug/l. Detekéni limity byly stanoveny pro
chrom na 2,30 pg/l (pfiméa metoda analytu) a 1,24 pg/l (Kaiser(iv postup)®?. Detekéni limity
pro nikl byly 2,34 pg/l (pfima metoda analytu) a 1,33 pg/l (pfima metodou analytu)®. P¥i
stanoveni Seronom™ Trace Elemnts Whole Blood L-1 byly viechny naméfené hodnoty pod
mezi detekce. Metoda nebyla pro tento typ matrice dostate¢né optimalizovana a nepodafilo se
dosdhnout dostatecné nizkych detekénich limitd a shody naméfenych hodnot s

certifikovanymi.,

PFi stanoveni kov( v klinickych materidlech pomoci ICP-MS mohou vysledné hodnoty
velmi ovlivnit spektralni, zejména polyatomické interference. Velmi dlleZitd je volba
takového izotopu, ktery je co nejméné interferencemi zatizen. ICP-MS 7700x Series (Agilent
Technologies) pouzity k analyzam je vybaven oktapélovou kolizni celou, kterd v priibéhu
méfeni (Ti, V, Cr, Co, Ni, Nb) pracovala v heliovém maddu. VyuZiti kolizni cely a volba

vhodného izotopu se ukazaly jako G€inny néstroj pro eliminaci interferenci.
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Stanoveni titanu, resp. jeho izotopd, je zatizeno velkym mnozstvim polyatomickych
interferenci. V priibéhu analyz certifikovanych referenénich materiald Seronom™ Trace
Elemnts Whole Blood L-3 se ukézalo, Ze G€innéji jsou polyatomické interference (zejména
adukty siry, kysliku &i dusiku) odstrafiovany u méné zastoupeného izotopu *'Ti (7,44 %),
ktery je také doporugenym izotopem pfi analyzach za pomoci kolizni cely. Oproti izotopu “®Ti
(73,72 %), u kterého zcela nedochazi k eliminaci viech interferenci (Tab. XVII1).

izotop zastoupeni (%) nameérené hodnoty hodnota CRM
(Hg/l) X+ s (Hg/l)
i 7,44 4,58
+
“*Ti 73,72 8,53 2404

Tabulka XVII1: Srovnani stanoveni koncentrace titanu u riznych izotop

Jesté vétsi diferenci mezi jednotlivymi izotopy mlZeme sledovat pfi stanoveni niklu.

Na nejvice zastoupeném izotopu *®Ni (68,08 %) byla naméfena koncentrace 71,22 pg/l,
coZ je 23,3x vice neZ referenéni hodnota 3,06 pg/l. PFi stanoveni izotopu ®Ni (26,22 %),

jenz je zaroven doporuceny pro méreni s kolizni celou, byla stanovena koncentrace 2,55 g/l

(Tab. XIX).

izotop zastoupeni nameérené hodnoty | hodnota CRM | akceptovatelné
(%) (ng/l) %+ U (ug/l) rozmezi (pg/l)
Ni 68,08 71,22
’ ’ +0,2 -
SN 26,2 2 55 3,06 + 0,26 2,54 - 3,58

Tabulka XIX: Srovnani stanoveni koncentrace Niklu u rlznych izotop,
U - rozsifena nejistota s koeficientem rozsireni (k=2)

Na ucinném odstranéni interferenci se zejména podili kolizni cela. Vhodnym prikladem je
v tomto pfipadé opét stanoveni titanu a niklu. Pro ovéreni funkce a potfeby vyuziti kolizni
cely byl pfi analyzach referencnich materiall stanoven titan a nikl i s neaktivni kolizni celou.
V tabulce jsou uvedeny vysledky stanoveni se zapnutou/vypnutou kolizni celou, u niklu je
uveden zdmérné i izotop *®Ni, jenz ma prezentovat, k jak velkému rozdilu mezi certifikovanou
referencni a namérenou hodnotou lIze dospét, pfi nevhodné zvoleném izotopu a zaroven pri
neaktivni kolizni cele (Tab. XX).

49




izotop vypnutéa zapnuta | hodnota CRM | akceptovatelné
kolizni cela | Koliznicela | x + U (ug/l) rozmezi (ug/l)
(ug/t) (ug/h
i 13,43 4,58 2,4 +0,4* -
Ni 166,77 71,22
+ -
T 528 555 3,06 £ 0,26 2,54 - 3,58

Tabulka XX: Srovnani stanoveni koncentrace Niklu pfi vypnuté/zapnuté kolizni cele,
U - rozsifena nejistota s koeficientem rozsireni (k=2)
| pfes pouZziti kolizni cely a volby vhodného izotopu se nepodafilo pfi stanoveni titanu zcela
eliminovat vSechny interference, o ¢emz svédCi hodnoty -certifikovanych referencnich
materialll ziskané za podminek mezilehlé preciznosti a opakovatelnosti. Ty se pohybuji kolem
hodnoty 4 ug/l, pficemz certifikovana referencni hodnota je 2,4 + 0,4 pg/l.

Niob je v certifikovaném referenénim materidlu pfitomen ve velice nizké koncentraci 0,009
+ 0,001 pg/l. Jedné se o monoizotopicky prvek, jehoZ jediny izotop je **Nb. Ackoliv uvadény
detek¢ni limit pro tento prvek je 0,003 pg/l, nepodafilo se pfi opakovanych analyzach potvrdit
pfitomnost tohoto prvku a je tedy uvadén pod mezi detekce.

Hlinik byl stanoven bez pouZiti kolizni cely, jelikoZ prvky o takto nizké hmotnosti nejsou
nijak vyrazné zatizeny polyatomickymi interferencemi. Jednd se o pomeérné bézny
kontaminant, coZz ma zfejmé vliv i na vysokou hodnotu RSD, kterd za podminek

opakovatelnosti ¢ini u hliniku 17,69 %.

Ke stanoveni vanadu byl vyuZit jeho izotop >V (99,76 %). Pro tento izotop uvédi literatura
mnoZstvi interferenci pochazejicich zejména kyslikatych aduktd chloru a siry (**S*™O'H",
BCI**0*, 350", #*s70" cit.®). Tyto prvky se nenachazeji v pouzitych rozpoustédlech.

Chrom je prvkem, jehoZ nejvice zastoupeny izotop *’Cr (intenzita 83,76 %) je zaroveri
vhodny pro analyzu s pouZitim kolizni cely. Tento izotop je zatizen pomérné velkym
mnoZstvim interferenci, pochazejici zejména od chloru, siry, ale i argonu (*CI**O'H*,
Part2ct BArPOT, #s180", 3510 (it.**). Tyto byly potlageny s pFispénim kolizni cely.

Kobalt je monoizotopicky prvek. K jeho stanoveni byl pouZit jeho jediny izotop *’Co.
Mozné polyatomické interference (*Ca'®0*, *“Ca'®O'H"*, #*Mg®ClI’, *Ar®Na*, “Ar'*0'H*

cit.) se projevily pfi analyze jen minimélng, coz bylo potlageno kolizni celou.
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PFi stanoveni olova byly vyuzity 3 izotopy 2°°Pb (24,1 %), *’'Pb (22,1 %), *®Pb (52,4 %).
Za pouziti korek¢ni rovnice byla vyslednd koncentrace olova zapocitana do vysledku pro
2%ph_ Olovo, vzhledem ke své vysoké hmotnosti, interferuje pouze s kyslikatymi adukty
platiny nebo iridia (**°Pt'®0*, *M1r'*0*, 92pt!°0* cit.**). Tyto prvky se viak nenachéazeji

v pouzitych rozpoustédlech. Proto bylo olovo stanoveno bez pouZiti kolizni cely.

Pomoci ICP-MS byl analyzovan i certifikovany referen¢ni material na nizsi koncentracni
hlading Seronom™ Trace Elemnts Whole Blood L-1. Certifikované hodnoty jsou v tabulce
(Tab. XXI) uvedeny jako X = U, kde U je roz§ifena nejistota s koeficientem rozsifeni (k=2).
PFi stanoveni hliniku na takto nizké koncentra¢ni hladiné doslo zfejmé ke kontaminaci b&éhem
pripravy vzorku. Podobné jako pfi analyze Seronom™ Trace Elemnts Whole Blood L-3,
nedo$lo zcela k odstranéni interferenci u titanu a mirné nad akceptovatelnym rozmezim byla
stanovena i hodnota  niklu. Koncentrace  ostatnich  prvk(  koresponduje
s certifikovanymi hodnotami referenéniho materialu.

izotop nameérené hodnoty | hodnoty CRM | akceptovatelné
(ng/l) x = U (ug/l) rozmezi (ug/l)
2TAl 5,67 1,2+0,2 0,7-1,54
i 2,44 1,6 +0,3* -
>ty 0,12 0,11 + 0,02 0,07 - 0,15
2Cr 0,09 0,082 + 0,012 0,058 — 0,106
*Co 0,01 0,023 +0,0074 | 0,012 - 0,034
®ONi 0,23 0,141 + 0,024 0,093 - 0,189
*Nb - 0,0057 + 0,0005* -
2Bpp 1,51 1,48 + 0,05 1,38 -1,58

Tabulka XX1: Vysledky naméFenych hodnot pro Seronom™ Trace Elemnts Whole Blood L-1
(*doporucena necertifikované hodnota, uvedena jako X * s)
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V ramci experimentalni Casti prace byly analyzovany i klinické vzorky kloubnich vypotkii
(prdhledna Zluta tekutina). Od pacientd Ortopedické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc
bylo odebrano 18 vzork(. Z predlozenych klinickych vzork{ bylo 7 vypotk{ odebrano primo
od implantovaného kloubu a ostatnich 11 bylo odebrano pacientdm, ktefi Zadnou kloubni

nahradu neméli nebo ji maji na jiném kloubu, nez byl provadén odbér.

Klinické vzorky byly oznaleny Al - A18, aby nemohlo dojit k zaméné béhem zpracovani
nebo analyzy v laboratofi. Aby nedo$lo k moZznym chyb&m pfi pipetovni pomérné visk6zniho
materialu, kterym Kloubni vypotek je, byl kaZzdy vzorek zvdZen a koncentrace byla
pfepocCitana na hmotnost 1g vzorku. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tabulce nize (Tab.
XXI11). Vzorky pacientl, odebrané od implantovaného kloubu jsou oznaceny hvézdickou.

oznaceni prvky (ng/g)

vzorku Al Ti \Y Cr Co Ni Nb | Pb
Al 19,17 16 <DL 1,3 0,05 4,3 <DL | <DL
A2 <DL 11,54 <DL 0,44 0,03 2,13 <DL | <DL

A3* 10,66 37,7 <DL | 36,95 28,19 10,15 | <DL | <DL
A4* 57,36 44,31 0,51 3,15 2,51 <DL | <DL | 1,44
AS* 7,51 31,88 0,48 6,16 2,54 <DL | <DL | 0,43
A6 23,77 14,18 <DL 0,28 0,08 1456 | <DL | 3,2
AT* 2,62 14,21 0,25 0,75 0,63 1,39 | <DL | 5,23
AB* 56 238,75 7,57 45,97 53,6 7,718 | <DL | 1,7
A9* 32,46 58,43 1,91 44,64 77,6 10,2 | <DL | 0,73
Al0 51,08 9,68 0,34 1,06 0,05 163 | <DL | 0,21

All 5,33 11,47 <DL 1,56 3,19 <DL | <DL | 0,97
Al2 <DL 9,23 <DL 0,15 <DL <DL |<DL | 05
Al3 <DL 6 <DL 0,42 0,08 3,04 | <DL | 0,44
Al4 74,88 16,2 0,44 0,43 0,45 <DL |<DL | 091

Al5 1429 18,62 0,55 1,33 0,13 1,29 | <DL | 0,41
Al6 72,58 15,31 0,61 1,42 0,18 7,72 | <DL | 0,84
Al7 <DL 9,31 0,07 0,39 1,03 304 | <DL | <DL
Al8* <DL 26,83 0,06 2,49 3,94 <DL | <DL | <DL
Tabulka XXII: Vysledné koncentrace vybranych prvki v klinickych vzorcich
(<DL - pod detek&nim limitem, )
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PFi analyzach bylo zjisténo pomérné Siroké rozmezi koncentraci jednotlivych kovi ve

vSech analyzovanych vzorcich (Tab. XXIII).

prvek rozmezi koncentraci (ng/g)

Al <DL - 142,92

Ti 6 — 238,75

Vv <DL - 7,57

Cr 0,15 - 45,97

Co <DL -77,6

Ni <DL - 14,56

Nb <DL

Pb <DL -5,23

Tabulka XXI11: Rozmezi stanovenych koncentraci

Kloubni nahrady se vyrabi ze slitin biogennich kovd, predevsim nerezové oceli, kobaltové
a titanové slitiny (Ti-6Al-4V, Co-Cr-Mo). Prvkové slozeni implantatu se mlze lisit podle
toho, jaky kloub se jedn4 a zda je nahrazena pouze ¢ast nebo cely kloub®*.

Tabulka (Tab. XXIV) zobrazuje vysledky analyz u vybranych pacientl, na kterych lze
nejlépe demonstrovat souvislost uvoliiovani kovi z materidlu kloubniho implantatu s jejich
koncentracnimi hladinami v kloubnich vypotcich. V tabulce ve sloupci materidl implantéatu
jsou vypsany prvky, ze kterych jsou sloZzeny vSechny pouzité ¢asti implantatu (jamka, dfik,
hlavicka). Koncentracni hladiny zavisi velmi na skutecnosti, zda byl implantat dobre usazen,
zda nedochazi k nadmérnym otérlim ploch a mnoha dalSich aspektech.

U vzorkll odebranych od kloubu s implantatem byly zjistény u vétSiny prvkd vyssi
koncentrace nez u vzorkll odebranych od kloubll bez implantatu. Toto plati zejména pro
chrom a kobalt, ¢astecné i titan. U tohoto prvku vsak byly zaznamenany zvysené koncentrace
i u vzorkd, které byly odebrany ze zdravych kloub(, podobné jako u niklu ¢i hliniku. Tyto
koncentracni hladiny jsou vysoké i s pFihlédnutim k pfirozenym nizkym koncentracim
nékterych kovi v krvi, jelikoZ nékteré vypotky mohou byt krvi kontaminovany. Mdze také
dojit k uvolfiovani kovl( pfi odbéru vzorku injekéni jehlou a vdisledku pouzivani
chirurgickych nastrojli v priibéhu samotné operace kloubu. BohuZel byl prozatim analyzovan
jen maly soubor dat svelkym mnoZstvim proménnych, na ktery nelze G&inné uplatnit
pokrocCilou statistickou analyzu.
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pritomny koncentrace kovi (ng/g) materiél délka | kloub
implantat | Al Ti \Y Cr Co implantatu implant-
ace (rok)
ano 10,66 37,7 | <DL | 36,95 | 28,19 | Ti, Al, V, Cr, Co 10 kyc.
ano 56 238,75 | 7,57 | 45,97 | 53,6 | Ti, Al,V, Cr, Co 15 kyc.
ano 32,46 | 58,34 | 191 | 4464 | 77,6 | Ti, Al,V,Cr, Co 17 kyc.
ne 23, 14,18 | <DL | 0,28 0,08 - - kol.
ne 5,33 11,47 | <DL | 156 | 3,19 - - kol.
ne 19,17 | 1154 | <DL | 1,30 | 0,05 - - kol.

Tabulka XXIV: Srovnani vybranych vzorkl (kyc.- kycelni kloub, kol.- kolenni kloub)
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5. ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem a verifikaci metody pro stanoveni vybranych
prvkl (Al, Ti, V, Cr, Co, Ni, Nb) v klinickych materidlech pomoci ICP-MS. NejdFive bylo
odzkous$eno, zda lIze tyto prvky stanovit pomoci ETA-AAS, ktera se ukazala jako nevhodna.
Optimalizace a verifikace stanoveni pomoci metody ICP-MS probihala na certifikovaném
referenénim materialu krve. Vzorky kloubnich vypotkl i certifikované referencni materialy
byly pfed analyzou rozloZeny v mikrovinném systému pomoci kyseliny dusi¢né a peroxidu

vodiku.

Pro v8echny stanovované prvky byly vypocitany limity detekce, uréena opakovatelnost,

mezilehla preciznost, pravdivost a linearita.

Bylo analyzovéano 18 vzorkd kloubnich vypotki od pacientli Ortopedické kliniky Fakultni
nemocnice Olomouc. Mezi témito vzorky se nachazelo 7, kterym byla tato tekutina odebrana
pfimo od implantovaného kloubu. Zbyvajicich 11 vzorkd bylo odebrano pacientlim, ktefi
nepodstoupili implantaci viibec anebo podstoupili implantaci, ale na jiném kloubu, nez byl
proveden odbér. Analyzou vybranych prvk( byla u nékterych pacientll zjisténa vyznamna
diference v koncentracnich hladinach kovl, ze kterych byla nahrada slozena. Ovsem pomérné
vysoké hodnoty nékterych kovi se projevovali také u nékolika pacientd bez implantatu.

Zéavérem lze konstatovat, Ze cile prace byly splnény. Byla zpracovéna literarni reSerse. Byla
provedena verifikace metody, zahrnujici uréeni limitd detekce, opakovatelnosti, pravdivosti a
linearity. Takto verifikovand metoda byla aplikovana pfi stanoveni realnych klinickych
vzorkd kloubnich vypotkd.
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7. PRILOHY

2 41T 51y/ 520 59C0 60N(j 3Nb 208

9,277158|4,866342 | 1,01239 |3,362211|0,904323 | 2,823503 - 58,57496
10,03662 | 4,771925 | 1,124696 | 2,947454 | 0,935461 | 2,662353 - 61,01465
9,21842 | 4,5225411,188479|3,071615|0,968155|2,478716 - 59,96801
13,49881 | 4,366217 | 0,998439 | 3,228644 | 0,980913 | 2,463959 - 59,25468
8,970236|4,103128 | 1,157748 | 3,122529|0,927287 | 2,623579 - 58,92155
12,12504 | 4,879536 | 1,132017 | 3,598656 | 0,900153 | 2,245652 - 65,85966

Tabulka XXV: Experimentalni data - Stanoveni opakovatelnosti a pravdivosti

27 47T 51y/ 520 59C0 60N BNb 208p),

9,837816 | 3,849542 | 1,348755 | 3,626975 | 0,948325 | 2,445244 - 65,76552
10,09757 | 3,571932 | 1,166373 | 2,933073 | 1,037865 | 2,372456 - 60,01689
11,94643 | 6,32375 | 1,213468 | 3,424673 | 0,984667 | 2,443464 - 59,44647
13,13438 | 5,634676 | 1,144273 | 3,184274 | 1,026697 | 2,776437 - 58,85467
8,094276 | 4,917982 | 1,374376 | 3,631434 | 1,064978 | 2,934435 - 64,44672
10,03662 | 4,771925 | 1,124696 | 2,947454 | 0,935461 | 2,6623 - 61,01465

Tabulka XXVI: Experimentalni data - Stanoveni mezilehlé preciznosti
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