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SOUHRN

Tato diplomova prace je zaméiena na moznosti vyuziti hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem v analyze klinickych materialti. Popisuje zékladni principy
instrumentace ICP-MS a zpusoby rozkladd klinickych vzorkl. V praci jsou popsany soucasné
poznatky o uvoliiovani castic z kloubnich implantati do okolni tkdn¢ a krevniho séra. Dale
jsou popsany moznosti prvkové analyzy kosti a nehtli pomoci ICP-MS. Experimentalni ¢ast se

zabyva stanovenim kovl v nehtech a kostech pacientti s implantovanou Kloubni nahradou.



SUMMARY

This thesis is focused on the possibility of mass spectrometry with inductively coupled
plasma in analysis of clinical materials. It describes the basic principles and instrumentation
of ICP-MS and methods of degradation of clinical samples. This thesis describes current
knowledge about release of metal particles from joint replacement into the surrounding tissue
and serum. The opportunities elemental analysis of samples nails and bones by inductively
coupled plasma mass spectrometry is discussed too.

The experimental part of this work presents the determination of metals in samples of

nails and bones from patient with joint replacement.
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1. UVOD

Predkladana prace se zabyva vyuzitim hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem v prvkové analyze klinickych materiald. Specifickymi vlastnostmi klinickych
vzorkd jsou slozitd matrice a stopové koncentrace analyzovanych prvki. Nejéastéji jsou
analyzovany vzorky krve, krevniho séra, moc¢i a raznych tkani. Technika hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem je pii stanoveni stopovych koncentraci prvka
velmi rozsifena a oblibend pfedevSim diky své univerzélnosti, nizkym mezim detekce a
schopnosti simultanni analyzy.

Prace, na které tato diplomovéa prace navazuje, vyvijely metodu pro stanoveni
vybranych kovi v klinickych vzorcich, které pochazely od pacienti S implantovanou kloubni
nahradou z Ortopedické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc. Zamérem stanoveni kovi
Vv téchto vzorcich je posouzeni, zda jsou zimplantovanych kloubnich nahrad uvoliiovany
kovy, které mohou byt toxické, karcinogenni, cytotoxické, ¢i mit jiné neptiznivé biologické
uc¢inky. V predchozich pracich byly jiz zanalyzovany vzorky tkani kolem implantatu a vzorky
kloubnich vypotkd. Experimentdlni Cast této prace se snazi prohloubit znalosti o tuto
problematiku analyzou kosti, které byly simplantitem v piimém kontaktu. Dale byly
analyzovany vzorky nehtl a byla zkoumana mozZnost, zda by tyto vzorky nemohly byt vyuZity

Kk posouzeni expozice kovil z implantovanych kloubnich néhrad.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Indukéné vazané plazma (ICP) je v chemické prvkové analyze vyuzivano uz nékolik
desitek let. Nejprve bylo pouzito v optické emisni spektrometrii jako zdroj iontl s téméft
stoprocentn¢ u¢innou excitaci u vétSiny prvki. Pozdéji jako rezervoar atomi pro atomovou
fluorescen¢ni spektrometrii a od roku 1980 se vyuziva jako zdroj iontd pro hmotnostni
spektrometrii. Prvni komeréni piistroj ICP-MS byl uveden na trh v roce 1983.

Technika hmotnostni spektrometrie s indukéné¢ vazanym plazmatem (ICP-MS)
umoziuje viceprvkovou analyzu. Hlavnimi pfednostmi jsou velmi nizké meze detekce, velky
koncentra¢ni rozsah, simultanni charakter, vysokd univerzalnost, citlivost a rychlost.
K negativnim strankdm lze zatadit vyssi potfizovaci cenu a vys$si ndklady na provoz.

ICP-MS mé velmi Siroké praktické uplatnéni, naptiklad v potravinaistvi, v medicing,
V environmentalni analyze pti rozborech vod nebo u geologickych vzorkid. Vedle stanoveni
celkového obsahu kovi, Ize ICP-MS vyuzit ve spojeni se separa¢nimi nebo elektromigra¢nimi

metodami jako citlivy a selektivni detektor pro prvkovou specia¢ni analyzu. @@

——
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETR
Obr. 1 Schematicky nékres ICP MS™
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V soucasnosti je k dispozici mnoho rtiznych konstrukci. Obr. 1 ukazuje zakladni prvky
instrumentace. Vzorek, obvykle pievedeny do kapalné formy, je pomoci peristaltické pumpy

cerpan do zmlzovace, ktery z n€j vytvoii jemny aerosol. Ten dale sméfuje do mlzné komory,



ve kterém jsou z n¢&j odstranény nezadouci vétsi kapky. Vzorek ve formé jemného aerosolu
vstupuje do plazmového vyboje, kde je pfeveden na ionty. Nésledujici ¢asti pristroje jsou
evakuovany pomoci systému rota¢nich a turbomolekuldrnich pump. Pfechod iont mezi
atmosférickym tlakem a vysokym vakuem zajist'uje interface. Ionty pies né&j dale pres
iontovou optiku vstupuji do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou separovany podle jejich

poméru m/z a nakonec dopadaji na detektor. @

2.1.1 Zavadéni vzorku

Utinné zavedeni vzorku do plazmatu je zcela rozhodujici pro detekci prvki riiznych
koncentraci. Pfestoze oblasti zavadéni vzorku byla v historii vénovana maximalni péce, stale
ma sva omezeni. Nejcastéj§i problémy vznikaji ovlivnénim stability vyboje po zavedeni
vzorku do plazmatu, a pii netplném vypaieni vzorku, které vede ke vzniku interferenci a
nasledn¢ ke zhorSeni piesnosti a spravnosti méteni.

Ve vétsing piipadi se do plazmatu zavadi kapalné vzorky. Tato technika nasla
rozsahlé uplatnéni V rutinnich analyzdch i v normovanych postupech. Zavéadéni vzorku
Vpevném stavu je oproti Sirokému uplatnéni kapalnych vzorkd spiSe jen okrajovou
zalezitosti. Ke generovani aerosolu z pevnych materialti se vyuziva laserové ablace nebo
elektrotermické vypafovani. Praktické vyuziti maji tyto techniky zejména v geologickych a

archeologickych analyzach. @ ®

2.1.1.1 Zavadéni kapalnych vzorki do plazmatu

Vzorky jsou pro analyzu témét vzdy prevadény do roztoku. NejcastéjSim piistupem
pro kapalné vzorky je systém zmlZovace s mlZznou komorou. Roztok je pomoci peristaltického
cerpadla a systémem hadicek dopraven do zmlzovace, v némz dojde k vygenerovani aerosolu.
Na zmlzova¢ pfimo navazuje mlZzna komora, v niZ se eliminuji piili§ velké castice, které by
Vv plazmatu nebyly zcela vypafeny. SloZeni aerosolu ma vyznamny vliv na stabilitu
plazmového vyboje a na spektralni interference, snizuje tedy piesnost a spravnost méfeni.
Vyvoji zmlzovacli a mlznych komor je tedy pravem veénovana zvlastni pozornost, diraz je
ptikladan zvySovani jejich ucinnosti, snizovani spotieby vzorku a minimalizaci spektralnich
interferenci. Aerosol je dale vnaSen proudem plynu do plazmového vyboje. Hlavni nevyhodou

P4

tohoto systému je, ze se jen mala ¢ast vzorku (Gasto méné nez 2 %) dostane az do plazmové
hlavice. @ ®



Transport vzorku je zajiStén peristaltickym cerpadlem. Jednd se o systém valeckl
usporddanych do kruhu, na které jsou pomoci ptitlaénych raminek napnuty hadi¢ky. Ota¢enim
konstantni rychlosti dochazi k plynulému pohybu kapaliny v hadickach. Vyhodou tohoto
systému je zajisténi konstantniho prutoku bez ohledu na piipadnou rozdilnou viskozitu
kapalin. Diky moznosti regulovat zvlast’ prutoky argonu a vzorku, lze vyrazné snizit dobu
promyvani.

Peristaltické Cerpadlo slouzi mimo jiné i1 k od¢erpani piebytecného roztoku z mlzné
komory, a proto je vyuzivano pro vSechny typy zmlzovacu — pro zmlzovacée bez saciho u¢inku

i pro zmlzovade s Venturiho efektem. ©

2.1.1.1.1. Zmlzovace

Konstrukce dnesnich zmlZovacl je zaloZena na praci L.G. Gouye, ale poprvé byl
vyroben v roce 1977 Meinhardem. V principu se jednd o fyzikalni interakci argonu
s kapalinou, pfi niz je produkovan hruby aerosol.

Zmlzovace jsou vyrobeny obvykle z kfemenného skla nebo polymert. K nejcastéji

vyuzivanym typim patii koncentricky, mikrokoncentricky a thlovy zmlzovac. ©)

Koncentricky zmlZovaé

V tradicnim koncentrickém zmlZovaci je roztok zaveden do tenké kapilary, kudy
prochazi rychly proud argonu (Obr. 2). Spojeni kapalného vzorku s niz$im tlakem a rychle
proudiciho plynu ma za nésledek Venturiho efekt, diky némuz je roztok nasdn aZ na konec
kapilary a nasledné je rozpraSen v podobé¢ drobného aerosolu. Typicky pritok vzorku

koncentrickym zamlZovatem je v fadu 1 — 3 ml.min™. Tato konstrukce vykazuje dobrou

citlivost a stabilitu méfeni. Nejvétsim uskalim je ucpavani uzké kapilary. @ ©
65 mm
—> | “
Vzorek

T

Nosny Ar

Obr. 2 Koncentricky zmlzovac®



Mikrokoncentricky zmlZova¢

Tento druh vysoce ucinného zmlzovace byl zkonstruovan pro velmi nizké priatoky.
Mohou nasavat rychlosti méné nez 0,1 mlmin™®. Pracuji na stejném principu jako
koncentrické zmlzovace, ovSem za vyssiho tlaku proudu argonu a mensich pramérta kapilar.
Dusledkem toho jsou velmi nachylné k ucpani tizkych kapilar.

Tyto zmlZzovaée jsou obvykle vyrobeny =z polymeru, jako jsou naptiklad
polytetrafluorethylen nebo polyvinylfluorid. Praktické vyuziti ma mikrokoncentricky
zmlzovac v analyzach, kde je omezen objem vzorku, nebo je analyt nachylny na pamétové

efekty. ©

Uhlovy zmlZovaé

Uhlovy zmlzovaé¢ je konstruovan tak, Ze proud argonu je smérovan kolmo k tsti
kapilary (Obr. 3). Roztok je z kapilary nasavan tlakem rychle proudiciho plynu, nebo je
privadén peristaltickym Cerpadlem. Pti kontaktu je generovan aerosol. Je vhodny pro analyzy

vvvvvv

¢astic. Tyto zmlzovace jsou sice méné efektivni v tvorbé jemného aerosolu, ale diky vétsimu

primé&ru kapilary u nich nedochézi tak casto k ucpani. ©)

—

Nosny Ar =——

™

T Vzorek
Obr. 3 Uhlovy zmlzovac®

2.1.1.1.2 Mlzné komory

Funkci mlZzné komory je tvorba vhodného aerosolu pro plazma. Odstranuje tedy
z aerosolu velké castice, které by se v plazmatu nevypafily a zplsobily by matricové
interference. Dale komora tlumi pulsy tvorby aerosolu, které jsou zptisobeny peristaltickym

Cerpadlem. Kazda mlzna komora ma urCujici hodnotou mezniho priméru ¢astic (cut-off



diameter), ktery uddva maximalni primér castic, jez komora pusti dale do plazmového
vyboje. Materidl mlzné komory musi byt odolny proti pouzivanym roztokiim, obvykle jsou
pouzity sklo nebo plast. Dany material ma vliv i na dobu promyvani, napt. nejkratsi
promyvaci Cas ma celosklenénd mlznd komora. Slabym mistem mlznych komor jsou
pamétové efekty a tedy mozna kontaminace mezi jednotlivymi vzorky. V soucasnosti se

b&zné vyuzivaji Scottova a cyklonicka mlzna komora. & ©

Scottova mlZzna komora

Schéma této dvouplastové mlzné komory je patrné z obrazku 4. Aerosol generovany
ve zmlzovaci je pomoci argonu zavadén do vnitini trubice. OvSem na konci komory jsou
¢astice nuceny zménit drahu letu o 180° smérem do trubice vné&jSi. Diky gravitacni sile
zvladnou tuto drédhu letu pouze jemné Céstice aerosolu, vétsi Castice jsou eliminovany na

v 7 v 7 - v v . . ’ v v (6
sténach komory. Scottova mlzna komora nej€astéji navazuje na koncentricky zmlZovac. ©)

ICP

Vzorek

Nosny Ar ‘
Odpad

Obr. 4 Scottova mlznd komora ®

Cyklonicka mlZzna komora

Cyklonickda mlzna komora (Obr. 5) eliminuje pfili§ velké Castice aerosolu pomoci
odsttedivé sily. Castice jsou unaseny proudem argonu do viru uvnité mlzné komory, ktery tam
vznikd vlivem tangencialniho toku aerosolu. Jemné castice aerosolu jsou dale vedeny do
plazmové hlavice, vétSi Castice vlivem své hmotnosti a odstfedivé sily narazi na sténu
komory. Cyklonicka mlzna komora ma vyssi uc¢innost a vétsi citlivost i nizs§i detekéni limity

pii analyzach &istych vzorka. ©



Vstup aerosolu do ICP-MS

Zmlzovaé

Odpad Cyklonickd mlZnd
komora

Obr. 5 Cyklonickd mizna komora®

2.1.1.2 Zavadéni pevnych vzorki
Ke generovani aerosolu z pevnych materialii se vyuziva laserové ablace nebo elektrotermické

vyparovani.

2.1.1.2.1 Laserova ablace

Laserova ablace umoznuje analyzovat svrchni vrstvy vzorku bez nutnosti destrukce
materidlu. Na povrch vzorku je vyslan laserovy paprsek o vhodné vinové délce. Interakci
paprsku s povrchem je uvolnén oblak Castic. Atomy, elektrony i ionty jsou nasledné pomoci
nosného plynu transportovany piimo do plazmatu.

Hlavni vyhody laserova ablace jsou: pouZitelnost na vSechny pevné vzorky, témet
zadnd omezeni velikosti vzorku, snadna pfiprava vzorkl, bez rozpoustédel nebo odpadu.

Ablace se v praxi vyuziva k analyzam povrchi. ) ©)

2.1.1.2.2 Elektrotermické vypaiovani

Elektrotermické vyparovani l1ze vyuZit ke stanoveni pevnych i kapalnych vzorki. Malé
mnozstvi vzorku je napipetovano do elektricky vyhiivané grafitové kyvety. Kyveta ma
teplotné fizeny program, béhem néhoz dochazi k suseni, pyrolyze a nakonec k odpateni
vzorku. Vzorek je dale proudem plynu odvadén do plazmového zdroje.

Zasadni vyhodou tohoto systému je velmi mala spotieba vzorku a moZnost odpafit

matrici bez vzorku, ¢imZ jsou eliminovany matricni efekty a souvisejici interference.



Nevyhodou elektrotermického vypatovani je vznik pouze prechodnych signall, které trvaji

jen n&kolik sekund, neZ je vzorek odpaten a transportovan o plazmatu.”®

2.1.2 Plazma

Plazma je Casto povazovano za Ctvrté skupenstvi hmoty, protoze piirozené dopliuje
fadu pevna latka — kapalina — plyn. Dodanim dalsi tepelné energie, dojde v plynu k ¢aste¢né a
pozd¢ji k Giplné ionizaci. Latka se stane plazmatem, V kterém jsou volné nosice naboje, ¢imz
ziska toto skupenstvi zcela nové vlastnosti. Plazma kolektivné reaguje na elektrickda a
magneticka pole, a je schopno je samo i vytvaret. Vyznam kolektivniho chovani se projevuje
tak, ze nabité Castice ovliviiuji pohyb dalSich nabitych ¢astic na pomérné velkou vzdalenost.
Vlastnosti plazmatu jsou velmi odlisné od vlastnosti ostatnich skupenstvi latek. Plazma je
sloZzeno z elektrontll, iontd a neutralnich castic v zakladnim stavu, excitovanych éstic a
z fotonti. Jako celek se plazma jevi neutralné, coz je dano vyrovnanym pomérem Kladné a
zaporng nabitych castic. ®®

Pojem plazma byl pro ionizovany plyn poprvé pouzit Irwingem Langmuirem (1881-
1957), kterému tento stav latky pfipominal svym chovanim krevni plazmu. Objev plazmatu
predchazely elektrické vyboje v plynu. V roce 1802 uskute¢nil prvni elektricky obloukovy
vyboj anglicky fyzik Davy, dale se systematicky zabyval elektrickymi vyboji v plynech od
roku 1830 M. Faraday. W. Crookes (1879) oznalil vyboj za CcCtvrty stav hmoty.
Bezelektrodové plazma jako prvni studoval Hittorf (1884) a po objeveni elektronu J. J.
Thomsonem, popsal J. W. Strutt lord Rayleigh v roce 1906 tzv. kolektivni chovani elektrond,
které je zakladem definice plazmatu. Prvni obloukovy vyboj, ktery splioval podminky
definice plazmatu, vytvofili v roce 1922 Gerdien a Lotz. )

Podle provedeni vyboje rozliSujeme: stejnosmérné vazané plazma (DCP — Direct
Current Plasma), mikrovin¢ indukované plazma (MIP — Microwave Induced Plasma) a

indukéng vazané plazma (ICP — Inductivelly Coupled Plasma). ®

2.1.2.1 Stejnosmérné vazané plazma (DCP)

Stejnosmérné vazané plazma se vytvaii po zavedeni plynu (obvykle argonu) mezi dvé
nebo tii elektrody s vysokym proudem, ¢imz dojde k ionizaci plynu. Plazmovy vyboj ma
charakteristicky tvar Y. Vzorek je pfivadén do chladnéj$i zony plazmatu, ¢imz dochéazi k
nezéadouci tvorbé interferenci. Dal§im negativnim vlastnosti tohoto vyboje je jeho znacna

nestabilita. Stejnosmérné vazané plazma ma vyuziti pii analyzach vzorka s vysokym obsahem



rozpusténych nebo suspendujicich pevnych latek. V bézné¢ praxi se vSak tento druh

plazmového vyboje nevyuziva. ©)

2.1.2.2 Mikrovinné indukované plazma (MIP)

Vyboj mikrovinné indukovaného plazmatu ve tvaru prstence je generovan za
atmosférického tlaku uvnitt dutiny kiemenné nebo sklenéné trubice. Jako plazmovy plyn se
obvykle pouziva argon nebo helium. Vyboj je udrzovan pomoci mikrovinné energie (100 —
200 W). K hlavnim nevyhodam MIP patii snadné zhaseni pti zavadéni kapalnych vzorki a
projev matri¢nich efektl, které jsou zptisobeny nedostatecnou teplotou plazmatu.

Mikrovinné indukované plazma nenaslo pfili§ uplatnéni jako emisni zdroj pro
optickou spektrometrii, pro praktické aplikace realnych vzorkd neni dostate¢né robustni. Je
vSak vyuzitelné jako zdroj iontli v hmotnostni spektrometrii a uplatnéni také naslo jako emisni

detektor pro plynovou chromatografii. ©

2.1.2.3 Indukéné vazané plazma (ICP)

Jedna se o nejrozsifenéjsi ionizacni zdroj v anorganické hmotnostni spektrometrii. )
Indukéné vazané plazma mé, kromé& zdroje iontd pro hmotnostni spektrometrii, Siroké vyuZiti
také jako U€inny zdroj pro optickou emisni spektrometrii. ICP pracuje za atmosférického
tlaku, k hlavnim soucastem patii plazmova hlavice, induk¢ni civka a radiofrekvenéni zdroj
energie. ©

Pfi vhodném nastaveni podminek jako jsou rozméry plazmové hlavice, frekvence
vysokofrekvenéniho pole a rychlost proudéni nosného plynu, lze do plazmového vyboje

zavést aerosol se vzorkem, bez poruseni stability vyboje. (10)

2.1.2.3.1 Plazmova hlavice ICP

Plazmova hlavice ICP se sklada ze tfi koncentricky uspofadanych trubic, pomoci
kterych se privadi plazmové plyny (Obr. 6). Trubice jsou obvykle kiemenné, a Ize je oznacit
jako vnéjsi, prostfedni a vnitini trubici (injektor). Pro analyzu Zziravych latek lze injektor
vyrobit z oxidu hlinitého, platiny nebo safiru. Plazmové hlavice se vyrabé&ji kompaktni, které
tvoii pevny celek 3 trubic s fixni symetrii. Pfipadné mohou byt zcela rozebiratelné nebo

kombinované, u kterych vn&jsi a prostiedni trubice tvori celek a injektor lze vyménit, 49 ©



Pro ICP se obvykle vyuziva argon, plazmovou hlavici proudi ve tfech tocich. Vnéjsi
plazmovy plyn protéka rychlosti 12-17 lL.min™ prostorem mezi vn&jsi a stiedni trubici a
pouZiva se pro vytvoieni plazmového vyboje. Pomocny plazmovy plyn o priitoku asi 1 L.min™
prochazi mezi stiedni trubici a injektorem. Jeho hlavnim ukolem je izolovat plazma, aby
nedoslo k roztaveni trubic. Diky pomocnému plynu ziskava plazmovy vyboj ICP stabilitu a
svij charakteristicky tvar. Tteti proud plynu prochéazi injektorem, pfi¢emz prordzi stfedem
vyboje analyticky kanal, kterym je do plazmatu ptivadén vzorek ve formé aerosolu. ©

Horni konec plazmové hlavice obtaci radiofrekvenéni civka, ktera je uzemnéna, ¢imz
se lehce 1isi od bézné pouzivanych civek u optické spektrometrie. Uzemnéni je potiebné kvuli
interface, které je umisténo 10-20 mm od plazmového vyboje. Bez néj by mohl mezi civkou a
interface vzniknout sekundarni vyboj, ktery by negativné¢ ovlivnil vykon pfistroje.
Radiofrekvencni generator, na ktery je civka napojena, pracuje pii frekvencich 27 a 40 MHz.

Soucasné moderni pfistroje produkuji plazma ze 70 — 75 % z dodané energie.

Plazmoory
Interfcs Vandjil plyn Pomocny
trubica Drosfiad ,5‘ plvn
i ostiednd
Plazma l trubics || I]

1

" Vaithni trubice
iInjaktor)

Zmlzonvact
plyn

Obr. 6 Plazmova hlavice ®

2.1.2.3.2 Princip vyboje

Nejprve je do plazmové hlavice mezi vnéj$i a prostiedni trubici zaveden proud
plazmového plynu. Nasledné je na civku, kterd obklopuje hlavici, vloZena radiofrekvenéni
energie (750 — 1500 W). Dochazi tak ke vzniku sttidavého proudu, ktery osciluje ve stejné
frekvenci (27 nebo 40 MHz) jako pouzity RF generator. Radiofrekvenéni oscilace zpusobi
intenzivni elektromagnetické pole v horni ¢asti plazmové hlavice.

Plazma je pak iniciovano jiskrovym vybojem z Teslova generatoru, ktery vytrhne

nékteré elektrony z atomti argonu. Elektrony jsou poté urychleny magnetickym polem a
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srazkami ionizuji dal$i atomy argonu. Jedna se o kolizi indukovanou ionizaci, kterd pokracuje
dale v fetézové reakci. Dale je plazma udrzovano radiofrekvencni energii v civce. Posléze
muze byt do plazmatu zaveden vzorek ve formé aerosolu. Prvni ioniza¢ni potencial argonu je

15,8 eV, coz poskytuje dostatecnou energii pro ionizaci vetSiny prvki. ©)

2.1.2.3.3 Princip ionizace vzorku v ICP

Teplota plazmatu zavisi na urcité oblasti vyboje. Rozd¢€leni teplot zavisi na kinetické
energii ¢astic. Plazma v induk¢ni zoné dosahuje teplot az 10000 K. V analytickém kanale se
teploty pohybuji zpravidla kolem 5000 K. Velmi rozdilna kineticka teplota indukéni a
analytické zony zajiStuje, Ze chladnéj$i nosny plyn se vzorkem je soustiedén pouze
v analytickém kandle. Viskéznéjsi plazmovy plyn s mnohem vys$i teplotou, ktery jej
obklopuje, omezuje jeho expanzi a miseni s okolim. Diky tomu maji kalibra¢ni zavislosti ICP
line4rni dynamicky rozsah az 9 tadua. ®)
Zakladni tlohou plazmového zdroje iontd v ICP-MS je ionizace analyzovaného vzorku. Na

obrazku 7 jsou znazornény jednotlivé zony plazmového vyboje a jejich teploty.

1 — Analyticky kanal
2 — Piedehfivaci zona
3 — Podate¢ni zafiva zona

4 — Analyticka zoéna

5 — Chvost vyboje
6 — Induk¢ni zona

7 — Vstup vzorku

0 369 rimm)

Obr. 7.: Topografie vyboje ICP

Vzorek nejprve vstupuje z injektoru analytickym kanalem do piedehiivaci zony a dale do
pocatecni zafivé zény. Pokracuje do zdény analytické, kde teprve dochdzi k tvorbé kladné

nabitého iontu. Pribéh déji pii prichodu vzorku plazmovym vyboje je popsan na obr. 8. ©)
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Injektor - Hmotnostni spektrometr

Obr. 8.: Procesy v plazmovém vyboji ®

2.1.3 Interface

Pro techniku ICP-MS je zcela zasadni konstrukce vhodného rozhrani, které patii
k nejvice namahanému a nejzranitelnéjSimu tseku celého pfistroje. @

Interface zajiStuje spojeni mezi plazmovym zdrojem, prostfedim o vysoké teploté
(7500 K) s atmosférickym tlakem (1000 mbar) a hmotnostnim spektrometrem, ktery pracuje
za vysokého vakua (10° — 10°° mbar) a pii pokojové teploté (300 K). Propojeni téchto dvou
rozdilnych prostfedi obvykle umoziuje dvojice kovovych konust, jejichz malymi otvory ve
vrcholech prochazi proud iontd (Obr. 9). Kénusy jsou zpravidla vyrobeny z niklu, ktery ma
vysokou tepelnou vodivost a je relativné odolny proti korozi. Pro vysoce korozivni roztoky a
organicka rozpoustédla se konusy vyrabéji také z platiny. @ ©

Vnéj$i vzorkovaci konus (tzv. sampler) je umistén v bezprostfedni blizkosti
plazmového zdroje. Oba kénusy musi tedy byt chlazeny, aby nedoslo k jejich roztaveni. Otvor
ve vrcholu sampleru méa pramér 0,8 — 1,2 mm, a zajistuje ucinné oddéleni hlavniho proudu

argonu od stfedniho toku a iontd analyzovaného vzorku. ©)

Vakuum Atmosfericky tlak

7 " Sampler
e

Tlak = 0.0001 mbar kel = 2.5 mbar

Obr. 9 Interface ICP-MS ?

12



V prostoru mezi kénusy je udrzovan tlak asi 5 mbar pomoci vakuové pumpy. Rozdil
tlakli vtahne ionty do oblasti s niz§im tlakem za samplerem i velmi malym otvorem v konusu.
Rychlost expandujiciho plynu tu piesahuje rychlost zvuku. ()

Druhy kénus (tzv. skimmer) musi byt za samplerem spravné umistén (ve vzdalenosti
6-7 mm), aby Vv prostoru mezi nimi nedochazelo k nezadoucim turbulencim iontii s okolnim
plynem. Primér otvoru ve skimmeru ma 0,4 - 0,8 mm. Y/ prabéhu méteni jsou kénusy
zanaSeny (matrici, rozpoustédly a dalSimi ¢asticemi), otvory v konusech se tak usazovanim
¢astic zmensuji nebo naopak vlivem koroze zvétSuji. Pro reprodukovatelné méfeni je tieba
koénusy pravidelné distit, napiiklad ponoienim do slabé kyseliny. Jejich zivotnost zdvisi

predevsim na matrici vzorki. ©)

2.1.4 Tontova optika

r

K dalsi klicové ¢asti ICP-MS patfi tzv. iontova optika, ktera je umisténa v blizkosti
skimmeru v prostoru s vysokym vakuem. Proud plynu po prichodu druhym konusem
rozhrani obsahuje kromé¢ ionti i elektricky nenabité atomy (Ar, O, H aj.) a fotony, které by
mohly zvySovat pozadi detektoru iontll. Je proto nutné je pied vstupem do hmotnostniho
analyzatoru odstranit. Protoze elektricky neutrdlni ¢astice neovliviluje elektromagnetické
pole, je jednim z feSeni k jejich odstranéni umisténi fyzické bariéry do jejich drahy, na které
se zastavi. Na analyzované ionty vSak piisobi elektrostatické pole, tvofené jednou aZ n€kolika
iontovymi ¢o¢kami. Diky nim se ionty vyhnou piekazkam, a zaroven vytvoti kolinearni proud

pro vstup do analyzatoru.

Neutralni Eastice a fotony
jsou zachyceny

s
:DDﬂDD

(12)

Paprsek iontd je vychylena L
pokraduje do
hmotnostniho analyzatoru

Obr. 10 Princip iontové optiky

13



Dalsi moZznosti je pootoc€it osu hmotnostniho analyzatoru o uhel 45° vii€i ose interface.
Proud ionth se opét ptisobenim elektrostatického pole stoci, avSak neutrdlni Castice a fotony
narazi na bariéru v pfimé ose (Obr. 10). @

Tteti moznosti je umisténi analyzatoru v thlu 90° k proudu iontti. Neutralni ¢astice a
fotony proudi pfimo, ovSem ionty jsou pomoci ,,dutého” iontového zrcadla odrazeny
V pravém uhlu do analyzatoru. Diky tomuto systému dosahuje ICP-MS nizké urovné pozadi,
dobrych mezi detekce a stabilnich signalt i v realnych matricich.

Iontovou optiku 1ze doplnit o tzv. extrakéni Cocku, ktera poméha vytahovat ionty
z interface. To podporuje detekéni meze lehéich prvkd, jejichz ionty jsou za normalnich

podminek ze svazku iontl vytlaovany ionty tézSich prvk. © @

2.1.5 Hmotnostni analyzatory

K separaci jednotlivych ionti dle jejich relativni atomové hmotnosti (amu) resp. dle
poméru m/z (hmotnost ku naboji) slouzi tzv. analyzator iontl. Pro techniku ICP-MS jsou
nejpouzivanéjsi analyzatory: kvadrupolovy (Q-MS), pruletovy (time of flight — TOF) nebo
statické sektorové (SF-MS, HR-MS). Piipadné Ize jako analyzator vyuzit i iontovou past (IT-
MS). Analyzatory jsou umistény mezi iontovou optikou a detektorem, pomoci samostatné

turbomolekularni pumpy pracuji za vysokého vakua. ©)

2.1.5.1 Kvadrupdlovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator mé v sou€asnosti zabudovano pies 85 % vSech hmotnostnich
spektrometrt s ICP zdrojem.

Kvadrupol se sklada ze Ctyi ty¢i hyperbolického prufezu o stejné délce (u ICP-MS
typicky 15-25 cm) a priméru (cca 1 cm), které jsou umistény rovnobézné ve stejné
vzdalenosti od osy analyzatoru. Ty€e jsou vyrobeny zpravidla z nerezové oceli nebo
molybdenu, pfipadné mohou byt potaZzeny keramickym povlakem pro vys$si odolnost proti
korozi. ©

Na dvojici protilehlych ty¢i je privadéna stejnosmérné slozka napéti, a zaroven slozka
radiofrekvencniho pole. Nastaveni hodnot veli¢in (stejnosmérné napéti, amplitudy a frekvence
radiofrekvencniho pole) piedurcuje trajektorii drah (Obr. 11), po kterych se mezi ty¢emi

budou pohybovat ionty s uréitou m/z. Pfi daném nastaveni maji stabilni trajektorii vedouci
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k detektoru ionty pravé urcené hodnoty m/z. Ostatni ionty k detektoru neprojdou, stfetnou se
s nékterou z ty¢i a vybiji se. Nastaveni veli¢in kvadrupdlu se postupné méni a detektor
zachycuje ionty o riznych hodnotach m/z.

Skenovaci rychlost kvadrupolu je obvykle v fadu 2500 amu za sekundu a pokryva cely
hmotnostni rozsah. Pii méfeni realnych vzorkt se vSak doba analyzy zna¢né prodluzuje, lze

stanovit 25 prvkd za 1-2 minuty.

Ionty s nestabilni
trajektorii

Tont se stabilni
trajektorii

Obr. 11 Nékres pohybu iontii kvadrupélovym analyzdtorem ®

Schopnost hmotnostniho analyzatoru oddélit signal analyzovaného iontu od signalu
interferujicich cCastic je zavisla na dvou parametrech. Prvnim je rozliSovaci schopnost R,

kterou popisuje rovnice (1):

R=—, (1)

kde m ptedstavuje nominalni hodnotu hmotnosti, na které se nachazi pik a 4m je Sifka piku, u
kvadrupolového analyzatoru je obvykle méfend v 10 % maximalni intenzity piku.

Druhym parametrem je tzv. abundance sensitivity. Charakterizuje piispévek signalu
hlavniho izotopu (s ur¢itou hodnotou m/z) k sousedni hodnoté m/z. Vznika v dusledku
rozSiteni analyzovaného signdlu, mlze zpusobit faleSn¢ pozitivni vysledky a méa zavazné
dopady ptfedevsim pii méfeni stopovych koncentraci. Pfimy dopad na stabilitu a pohyb iontt,

a tedy 1 na schopnost kvadrupdlu separovat ionty s riiznymi hodnotami m/z, maji nasledujici
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faktory: tvar, primér a délka ty¢i, vakuum, piivadéné stejnosmérné i stiidavé napéti a

kineticka energie iontd vstupujic do kvadrupédlu. © 0D

2.1.5.2 Priletovy analyzator

Princip separace ionti v pruletovém analyzatoru byl objeven v roce 1946. K separaci
iontll vyuziva jejich rozdilné rychlosti po vlozeni urychlovaciho napéti. lonty jsou po vystupu
Z iontové optiky vedeny do akceleratoru, kde jsou urychleny elektrostatickym polem.
Urychleni iontl 1ze provést dvéma zplisoby — V plivodnim sméru (on axis), nebo ortogonalné
(Obr. 12), kdy je letova trubice umisténa kolmo k vystupu z iontové optiky.

Vsechny ionty s nabojem z po opusténi elektrostatického pole maji stejnou kinetickou
energii (Exin), ale dle rovnice (2) je jejich rychlost (v) nepfimo timérna hmotnosti (m).

V disledku toho Ize jednotlivé ionty separovat. U je potencionalni rozdil
Epin = %mv2 =zU 2)

Cas (t), za ktery ionty prolétnou trubici o délce L je charakterizovan rovnici (3).

t=L\/g 3)

Ionty projdou evakuovanou letovou trubici (obvykle 1 —2 m dlouhou) a dopadaji na detektor.
Z rovnice (3) je patrno, Ze ionty s riznou hmotnostni dopadnou na detektor v odliSnou dobu.

Leh¢i ionty dosdhnou detektoru diive neZ téZsi ionty.
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Obr. 12 Schéma ICP-MS s priiletovym analyzdatorem ®)

RozliSovaci schopnost analyzatoru lze zvysit snizenim rozptylu pocatecni kinetické
energie pomoci vysokého urychlovaciho napéti v linearnim (on axis) uspotfadani nebo pomoci
reflektronu. Jedna se o skupinu elektrod, které prostorové i energeticky fokusuji ionty o
stejném poméru m/z, odkloni je zpét do letové trubice, ¢imz dvojnasobné prodlouzi drahu
letu.

Nejvétsim piinosem priiletového analyzatoru je jeho rychlost, diky jeho simultannimu

charakteru. Celé hmotnostni spektrum je schopen zméftit za 10 — 100 ps. (2 (®) (1)

2.1.5.3 Sektorovy analyzator

Jednoduché magnetické sektorové analyzatory s nizkym rozliSenim byly pouzity uz
vroce 1930. OvSem pro dne$ni aplikace s mnohem vysSimi ndroky na rozliSeni a meze
detekce se vyuzivaji sektorové analyzatory s dvojitou fokusaci. Tyto systémy obsahuji

magneticke a elektrostatické sektorové pole.
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Podle uspotadani jsou rozliSovany dva typy pfistroji. “standardni® Nier-Johnsonovo
usporddani obsahuje nejprve elektrostatickd analyzator (ESA), na ktery navazuje analyzator
magneticky. V “reverznim® uspotfddani je -elektrostatickd Cast umisténa az za cast

magnetickou (Obr. 13).

Vystupni stérbina

Detektor
Elektrostaticky Vstupni
analyzator Stérbina

Plazmova hlavice

Magneticky
analyzator

Alkcelera¢ni optika Fokusaéni optika

Obr. 13 Schéma ICP-MS se sektorovym analyzdtorem s dvojitou fokusaci, reverzni

Nier-Johnsonovo usporddani. ©)

Do hmotnostniho analyzatoru vstupuji ionty urychleny v iontové optice vlozenym
napétim nékolika kV.

Elektrostaticky analyzator se skladd ze dvou desek zakiivenych o 40°, na které je
vlozeno stejnosmérné napéti. Vnitini deska, s negativni polaritou, pfitahuje kladné nabité
ionty, zatimco vné&jsi deska, s kladnou polaritou, ionty odpuzuje. Iontovy svazek prochazejici

mezi nimi se tim ohyb4 a fokusuje v zavislosti na své kinetické energii:

zE = — 4)

kde z ptedstavuje naboj iontu, E je sila elektrostatického pole, m hmotnost iontu, v rychlost a r
polomér zaktiveni.
K samotné separaci iontl podle jejich poméru m/z dochazi v magnetickém sektoru. Na

ionty pusobi magnetické pole, které ovliviiuje jejich trajektorii v zévislosti na hmotnosti a
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energii ionttl. Dochazi k zakfiveni jejich drahy letu o dany polomér r. Z rovnice (5) je patrno,
ze pti konstantni magnetické indukci B a urychlovacim napétim V je polomér drahy letu r
dany pomérem m/z.

m B2r2

zZ - 2V )

Nastavenim sily magnetického pole jsou tak vybirany ionty s vymezenym pomérem m/z.

Rozlisovaci schopnost sektorovych analyzatort je az o dva fady vyssi, a meze detekce
az o Ctyfi fady nizsi nez u kvadrupolu. Umoziiyje 1 potlaceni spektralnich interferenci, které
velmi omezuji kvadrupolovy analyzator. Pro vysoké rozliSeni jsou — vedle analyzatort —
dalezité i dostatecné uzké vstupni a vystupni Stérbiny, které fidi pocet iontli prochazejicich do
detektoru. Snizeni poctu priichozich iontd vS§ak muize vést ke snizeni citlivosti.

Bohuzel jejich slozita vyroba a konstrukce mé za nasledek vysokou cenu, kterd zatim
brani jejich rozsifeni do kazdodenni praxe. Dalsi nevyhodou ve srovnani s kvadrupdlem je
relativné pomald skenovaci rychlost. Tento hmotnostni analyzator nasel své uplatnéni v
aplikacich, které vyzaduji vynikajici schopnost detekce, vyjimeény rozliSovaci schopnost a

velmi vysokou presnost. @ © 1

2.1.6 Detektor

Tato oblast hmotnostniho spektrometru ma tikol detekovat a kvantifikovat ionty proslé
hmotnostnim analyzatorem a pievadi jejich signdl na elektricky impuls. V hmotnostnich
spektrometrech se pouzivaji tyto typy detektorti: Faradayova klec, elektronovy fotonasobié
s kontinudlni dynodou (channeltron) a elektronovy fotonasobi¢ s diskrétnimi dynodami.
V soucasnosti se vzhledem k analyze stopovych mnozstvi pouzivd zejména elektronovy

fotonasobi¢ s diskrétnimi dynodami. ) © (1)

2.1.6.1 Faradayova klec
Detektor ma nizké detekéni limity a jeho samostatné pouZiti je tim velmi limitovéno.
Castgji se Faradayova klec pouziva ve spojeni s elektronovym nasobi¢em. Tento jednoduchy

detektor tvoii konverzni elektroda miskovitého tvaru. Dopad iontu zplisobi vyraZzeni elektronu

z povrchu elektrody, ktery je pak zachycen obklopujici sbérnou elektrodou. Vznikly
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elektricky proud je zesilovan pomoci zesilovace, jehoz Sum ma negativni vliv na citlivost
detektoru. Pracovni rozsah Faradayovy klece za¢ina v kadu 10% cps. Tento detektor ma i v
soucasnosti vyuziti ve spojeni se magnetickym sektorovym analyzatorem, zejména jako

multikolektor pro stanoveni piesnych izotopovych pomari. @ ©

2.1.6.2. Elektronovy nasobic¢ s kontinualni dynodou

Konstrukci elektronového néasobice tvofi zuzujici se trubice, do jejiz Sir$i casti
dopadaji ionty. Sklenéna trubice je pokryta vrstvou z polovodi¢ového materialu. Pro detekci
kladn¢ nabitych iontl je na zafatek trubice vkladan vysoky negativni potencidl, zatimco
vzdaleny konec je uzemnén. lonty pro$lé hmotnostnim analyzitorem jsou pfitahovany
negativnim potencidlem, dopadaji na sténu trubice, odkud jsou vyrazeny sekundarni
elektrony, které jsou vedeny dale do trubice. Opakovanymi dopady na sténu trubice dochézi
K uvolfiovani dalSich elektronti. Vysledkem je az milionkrat zesileny elektronovy proud.
Elektronovy nasobi¢ s kontinualni dynodou ma vysokou citlivost, avSak relativn¢ kratkou

zivotnost. ©

2.1.6.3 Elektronovy nasobic s diskrétnimi dynodami

Tyto detektory pracuji podobnym zpiisobem jako nasobi¢ s kontinualni dynodou.
Nasobeni elektronli ov§em provadéji oddélené dynody, na které je vlozen rostouci negativni
potencidl. Detektor je umistén mimo osu, aby byl minimalizovan Sum pozadi z iontového
zdroje zpusobeny zafenim a neutradlnimi Casticemi. lonty proslé hmotnostnim analyzatorem
narazi na prvni dynodu, ze které uvolni sekundarni elektrony. Elektron-opticka konstrukce
dynod zrychluje tyto sekundarni elektrony na dalsi dynody, kde generuji vice elektrond. Tento
proces se opakuje, dokud neni proud elektronii nakonec zachycen anodou. Nasobi¢ obsahuje
10 — 20 dynod. Detektor s diskrétnimi dynodami je oproti detektoru s kontinualni dynodou az
0 50-100% citlivéjsi. ©

Pro zvySeni dynamického rozsahu detektoru se vyuzivd méfeni v analogovém a
pulznim rezimu. Pfepindnim mezi nimi mohou byt stanoveny nizké i vysoké koncentrace ve
steyném vzorku. Pro nizké koncentrace je vyuzivan pulzni reZim, ktery poskytuje vétsi
zesileni elektronového pulzu. Pro stanoveni vysokych koncentraci se pouzivad rezim

analogovy. Dynamicky rozsah detektoru s pfepinatelnymi rezimy je osm az devét fadu. ©) (13)
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2.1.7 Interference v ICP - MS

Ptestoze v ICP-MS nejsou interference tak rozsifené jako v optické spektrometrii
S niz§im rozliSenim, zaslouzi si peclivou pozornost.

Podle jejich pivodu rozliSujeme interference spektralni a nespektralni. Spektralni
interference nastavaji v disledku prekryti atomovych hmotnosti riiznych prvki, tedy
izobarickym ruSenim a molekularni procesy. Nespektralni interference jsou spojené s matrici

vzorku. ¢®

2.1.7.1 Nespektralni interference

Nespektralni interference zpusobuje celkovy obsah rozpusténych tuhych latek ve
vzorku. Vysoké mnozstvi téchto latek ovliviuje transport vzorku a zmlzovani, pfi¢emz muze
dochazet k zanaSeni hadi¢ek a zamlzovaci trysky. Dale ovliviiuji ionizaci v plazmatu a
Vv nespoledni fadé mohou blokovat interface usazenymi casticemi. Vysledkem je vzdy sniZeni
citlivosti.

Nespektralni interference 1ze eliminovat fedénim vzorku, pouzitim vhodného vnitiniho
standardu, vyuzitim metody standardniho pfidavku, nebo spojenim ICP-MS s
chromatografickou separacni technikou. NejobvyklejSim zplsobem eliminace nespektralnich
interferenci je pouZiti vhodného interniho standardu. Standard nesmi byt pfitomen
Vv analyzovaném vzorku, ale musi mit podobné vlastnosti, jako analyzované prvky, zejména
podobnou hmotnost a blizky ionizaéni potencial. Pro multielementarni analyzy se pouZivaji

smési n&kolika standardd. Casto vyuzivanymi prvky pro piipravu standardii jsou: *°Sc, By,
103pH 5 115, @ 6) (13)

2.1.7.2 Spektralni interference

Spektralni interference predstavuji v analyzach ICP-MS zavazny problém. Mohou byt
zpusobeny celou fadou faktorli v zavislosti na pouzitém plazmovém plynu a na matrici
rozpoustédla. Naptiklad pfi pouziti argonu jako plazmového plynu jsou spektralni
interference, zptisobené prekrytim iontll argonu a iontd jiného prvku, velmi casté.

Lze je rozdélit do n¢kolika typu: izobarické, polyatomické, tvorba oxidovych a
hydroxidovych iontli a tvorba dvojndsobné nabitych iontd.

Spektralni interference se projevuji v zdvislosti na rozliSovaci schopnosti

hmotnostniho analyzatoru. @€ 13)
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2.1.7.2.1. Izobarické interference

Tyto interference nastavaji v situaci, kdy se v analytu vyskytuji dva izotopy odli$nych
prvkll s velmi podobnou hmotnosti. Témét 70 % prvkl se prirozené vyskytuje v nékolika
izotopech. Dva rtizné izotopy nemohou mit zcela stejnou hmotnost, rozdily vSak mohou byt
velmi malé (v fadu 0,005 m/z), a analyzator s nedostatecnym rozliSenim je jednoduse
nedokéze od sebe rozlisit.

Eliminaci izobarickych interferenci lze provést né€kolika zptisoby. Pokud je to mozné,
zvoli se takovy izotop prvku, ktery interferenci neni zatizen. Naptiklad nikl se vyskytuje ve
dvou izotopech: *®Ni a ®°Ni. Oviem pro mé&feni byva vyuzivan jen °°Ni, protoze *®Ni byva
Casto zatizen interferenci izotopu *8Fe. V druhém piipadé, se provede matematicka korekce.
Kromé prvki z analyzovaného vzorku je tfeba vzit v potaz také prvky z plazmového plynu.
Napiiklad s ohledem na obvyklé pouZiti argonu a tedy p¥itomnosti iontu “°Ar*, nelze stanovit
vapnik pomoci iontu “Ca.

Izobarické prekryvy patii do skupiny méné zavaznych interferenci. @ 13)

2.1.7.2.2. Polyatomické interference

Tento druh interferenci je zplisoben kratkodobymi adukty, které vznikaji reakci dvou
az né€kolika druhti atomti. Tyto adukty maji stejnou hodnotu m/z, jako analyzované ionty.
Mezi hlavni interferenty patii slouceniny argonu, kysliku a vodiku. SlozZeni adukt zavisi na
pouzitém plazmovém plynu a na chemikaliich, vyuzitych k ptipravé vzorku. Tab. I. ukazuje

béZné interference pii pouziti vody, kyseliny dusi¢né, sirové a chlorovodikové.

Polyatomické interference vznikaji v zavislosti na kombinaci faktord jako je nastaveni
parametr (pfikon plazmatu, pritok argonu) a geometrie interface. Polyatomické ionty jsou
pravdépodobné tvofeny na rozhrani ICP zdroje a hmotnostniho spektrometru. Nejvice se

vyskytuji oblasti do 82 m/z. Polyatomické interference piedstavuji nejcastéjsi a
vvvvvv () (6) (13)
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Tab. I. Polyatomické interference |ICP-MS, s bézné pouzivanymi rozpoustédly ©)

Izotop Matrice Interference
JF H,0 BAH
W ,F H,0 W0+
SBFe* H,0 LNALIoS
SOSe+ Hzo 40Ar4OAr+
51V+ HCl 35C|160+
As* HCI “Arccrt
Bg;* HNO; INTNF
44Ca+ HNO3 14N14N16O+
SSMN* HNO; A BN
BT H,SO, g6
>crt H,SO, ¥s*0*
T H,SO, 2gI6HT6n *
63Cu+ HZSO4 31P160160 +
“Mg* Organicka matrice tzctect
2ert Organické matrice Partict
*cut Horniny ®ca®oH*
%Zn* Horniny ®ca'®o*
“cut Moftska voda OArNat
2.1.7.2.3. Tvorba oxidovych a hydroxidovych ionti

Oxidy MeO" a hydroxidy MeOH" mohou vznikat nedokonalou atomizaci, reakci
atomu kovu s kyslikem pochézejicim z rozpoustédla nebo ze vzduchu. Témito interferencemi
jsou zatizeny piedevsim prvky vzacnych zemin.

V soucasnosti je test stupn¢ tvorby oxidovych iontl jednim ze zakladnich parametrii
pro spravnou funkci ICP-MS. Redukce tvorby oxidi a hydroxidd lze dosdhnout pomoci
ucinné desolvatace aerosolu, sniZzenim pritokl argonu zmlzovacem, nebo piidanim dusiku do

plazmového plynu, ktery odstranuje kyslik. (13)

2.1.7.2.4 Tvorba dvojnasobné nabitych ionti
Dvojnéasobné nabité ionty vznikaji ionizaci do druhého stupné, kterd nastava u prvki
S nizkym druhym ioniza¢nim potencidlem (do 14 eV). Toho dosahuji kovy alkalickych zemin,

kovy vzacnych zemin a nékteré prechodné kovy.
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Vzhledem k faktu, ze hmotnostni analyzatory separuji ionty dle poméru m/z, stanovuji
dvojnasobné nabité ionty nepravdivé jako ionty s poloviéni hmotnosti. Napiiklad ***Ba*
interferuje na hmotnosti 69, kde prekryva iont Ge*.

Test podilu dvojnasobné nabitych iontl patii také do zakladnich parametri spravné

funkce ICP-MS. ) (13)

2.1.7.3 Metody eliminace spektralnich interferenci

K eliminovani spektralnich interferenci je v soucasnosti k dispozici cela fada ucinnych
postupt.. Jsou to naptiklad vhodna uprava piistrojovych parametrt, desolvatace rozpoustédla a
dalsi prekoncentracni techniky, volba jiného izotopu, nebo pouziti pfistroje s lepSim
rozliSenim. Déle je moZzné uplatnit matematické korekcni rovnice, Vyuzit kolizni ¢i reakéni

celu. @

2.1.7.3.1 Matematické korekéni rovnice

Korekéni rovnice 1ze pouzit pro kompenzaci izobarickych a nékterych polyatomickych
interferenci. Kromé sledovaného izotopu je proméfena také intenzita signalu jiného izotopu
interferujiciho iontu. Tim ziskdme pomeér relativniho zastoupeni.

Napiiklad, pokud je signal izotopu "*Cd prekryvan signalem izotopu ***Sn (ktery ma
relativni zastoupeni 0,65 %), prométi se kromé linie m/z = 114 také signal izotopu 18gp
(24,23 %) intenzita signalu pouze pro **Cd se vypocité z rovnice (6): ©

14 Cd = hmota 114 - (%) x 8 (6)

2.1.7.3.2 Kolizné-reak¢ni cely

Modernim zplsobem eliminace polyatomickych a oxidovych interferenci je pouZiti
tzv. kolizni nebo reakéni cely. Cela je umisténa za iontovou optikou, pied kvadrup6lovym
analyzatorem (obr. 14). Obsahuje multipdl (kvadrupdl, hexapol ¢i oktapol) s RF polem, které
ionty neseparuje, ale pouze fokusuje. lonty nasledné interaguji s koliznim nebo reakénim

plynem, ktery je do cely pfivadén vstupnim ventilem.
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Pro univerzalngjsi aplikace je vhodnéjsi kolizni cela, k eliminaci vSech interferenci
vyuziva maximalné 2 plyny. Naproti tomu reakéni cela potebuje zvlastni plyn pro kazdy typ

interference. @ © 13

Vstup plynu

L] e0e
] h —_—

I —
| A,
=== =7 | o

Detektor Interface

Kvadrupolovy Kolizni / reakéni Iontova optika
analyzétor cela

Obr. 14 Schéma instrumenta ICP-MS s kolizni / reakéni celou ®©

Kolizni cely

Kolizni cela je promyvéana inertnim plynem (He, Ar, aj.). Prochazejici interferenty
jsou eliminovany pomoci mechanismu diskriminace kinetické energie. Nezddouci ionty po
vstupu do cely podstoupi fadu srdzek s inertnim plynem, ¢imz postupné ztraci svoji
kinetickou energii.

Vlozenim vhodného napéti je iontim s piili§ nizkou kinetickou energii znemoznén
postup dale do analyzatoru. Velké polyatomické ionty maji mnohem vétsi pravdépodobnost
srazek a moznost jejich priichodu celou je tak vyznamné sniZena. Oproti tomu analyzovanym

iontim nebyla energie dle pravdépodobnosti vyrazné sniZena a postupuji dale. @®03

Reak¢ni cely

Reakéni cela obsahuje kvadrupdl a je naplnéna reakénim plynem (NHjz, CH4, COy,
0O,). Polyatomické ionty jsou eliminovany chemickou reakci s molekulami reakéniho plynu,
reakci vznikaji neinterferujici nebo neutralni Castice. Ionty analytu diky tomu prochézeji dale

do hmotnostniho analyzatoru uz bez interferujicich ¢astic.
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Pouziti reakéniho plynu zvySuje ion-molekulové reakce, diky ¢emuz je eliminace

interferenci velmi rychl4 a G&inna. @ © 3

2.2. Rozklady biologickych materiala **

Rozklady vzorkl jsou vyznamnou soucasti analytickych operaci, obecné nazyvanych
piiprava vzorku k méfeni. Mnoho soucasnych modernich analytickych technik vyzaduje
vzorek v kapalném skupenstvi, nejlépe i s dokonale odstranénou organickou osnovou.

Utelem rozkladu jsou jednak fyzikalni hlediska jako sniZeni viskozity a zvy3eni
homogenity, ale pfedev§im hlediska chemickd — uvolnéni chemickych vazeb ¢i odstranéni
interferujicich slozek. Pro rozklady organické hmoty je nutno ptekonat vysokou aktivaéni
energii pii jeji destrukci. Jednd se o zcela destruktivni techniku, pifi které dochazi
Kk nevratnému poskozeni pivodni latky.

Metody rozkladu biologickych vzorkti pro stanoveni stopovych prvkd lze podle
pouzitého postupu rozdélit na tfi hlavni oblasti: rozklady na suché cesté, rozklady na mokré
cest¢ a ostatni metody rozkladi.

Volba konkrétni techniky je zavisla na celé fadé¢ faktorti, jako jsou: analyzované latky,

ucel stanoveni, matrice, velikost navazky apod.

2.2.1 Suchy rozklad

Jednd se o nejstar$i pouzivany zpusob rozkladu vyuzivany minimalné¢ uz od
sttedoveku. Tradi¢ni suchy rozklad probiha za atmosférického tlaku v otevieném systému.
Obsahuje ctyii zakladni kroky: suSeni, zuhelnaténi, zpopelnéni a louZeni popela. Tyto kroky
1ze jeste doplnit o piidavek pomocného ¢inidla a opakované zpopelnéni.

Suseni se provadi pomoci laboratorni horkovzdusné suSarny, lyofilizatoru
nebo pouzitim topné desky. Zuhelnaténi je nejrizikovéjsi ¢ast rozkladu kvili svému
exotermnimu charakteru. Provadi se pfi teplotach 200 — 400 °C. Biologické materialy jsou
zpopeliovany pii teplotach 450 — 550 °C. Teplota je postupné zvysovana obvykle v pribéhu
10 — 16 hodin. Louzeni popela se provadi zpravidla v fedénych mineralnich kyselinach (HCI,

HNO3) v ultrazvukové lazni.
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Casto se k postupu zafazuje tzv. pomocné &inidlo, které zvySuje uéinnost rozkladu
(napt. HNO3, Mg(NQO3)), ptevadi analyty do méné t&kavych forem (napi. H,SO4, K,SOy)
nebo eliminuje interakce se sténami reakéni nadoby.

Moderni podoba suchého rozkladu je provadéna Vv uzavieném nebo polouzavieném
systému. Pfikladem muze byt tzv. nizkoteplotni zpopelnéni (LTA), které probiha za nizkého
tlaku v atmosféie kysliku. Za tlaku 100 — 1000 Pa je v kysliku vytvofeno nizkoteplotni
vysokofrekven¢ni plazma, ve kterém dosahuji elektrony teploty az 20 000 K. Excitované
atomy a ionty kysliku reaguji ptimo s uhlikem na povrchu rozkladaného vzorku, touto reakci
vznikd CO,. Stejna reakce probiha i s dalSimi atomy (S, P, H) na povrchu vzorku. Diky
tomuto systému, kdy mineralizace probiha na povrchu a v dutinach poréznich latek, dochazi

k dokonalému spaleni biologickych vzorka.

2.2.2 Mokry rozklad

Tradicni metoda mokrého rozkladu probihd pii atmosférickém tlaku, za zvySené
teploty a s pouzitim smési koncentrovanych mineralnich kyselin, které analyzovany vzorek
oxiduji. V prvnim kroku je struktura vzorku narusena kyselou hydrolyzou, jejiz produkty jsou
V druhém kroku zoxidovany. Rychlost reakce urcuje reakéni teplota, jejiz maximalni hodnota
je imitovana bodem varu oxidaénich ¢inidel. Nejcastéji je pouzivana samotna HNO; a
oxidaéni smési: HNO3 s H,O,, HNO3 s H,SO4, HNO3 s HCIO4, nebo smés HNO3, HCIO, a
H2SOs.

Soucasné metody mokrého rozkladu Ize délit podle toho, zda probihaji v otevieném
nebo v uzavieném systému, a také zda je pouzit konvencni nebo mikrovinny ohtev.

Rozklad v uzavieném systému je vyrazné vyhodnéjsi, protoZe brani ztratdm tékavych
prvki, zamezuje vngj$i kontaminaci a sniZzuje spotifebu reakcnich cCinidel. Pro stopovou
analyzu je nejrozsifenéjsi rozklad v uzavieném systému s mikrovlnnym ohfevem.

Mikrovlnné zafeni je generovano magnetronem. V molekulach, pomoci pohybu iontl
a rotaci dipoll, vyvolavd zafeni vibraci molekul beze zmény struktury. Absorpci
mikrovinného zateni latkou tak dochazi k velmi rychlému a u¢innému nartstu teploty.

V praxi se vyuzivaji dva typy konstrukei - systémy s rozptylenym nebo fokusovanym
mikrovinnym polem. Mikrovinnd pec systému Srozptylenym polem obsahuje rotor
s reakénimi néddobkami, jehoz otdCeni béhem rozkladu zajistuje rovnomérny piisun energie

do vSech reak¢nich nadobek. U systému s fokusovanym mikrovinnym zafenim je energie
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pfivadéna ptfimo do mista rozkladu vzorku. Nadobky pro mikrovinné rozklady jsou obvykle
vyrobeny z teflonu, ktery je dostatecné chemicky i tepelné rezistentni, a zaroven je pro
mikrovlnné zafeni propustny.

K zasadnim vyhoddm téchto rozkladh patii Gspora kyselin a energie potifebné

k rozkladu a vyrazné mensi ¢asova narocnost.

2.3. Aplikace ICP-MS v analyze klinickych vzorki

Moznosti klinickych aplikaci za pouziti hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem se za poslednich deset let vyrazné rozsitily. Zejména diky vlastnostem ICP-MS,
jako jsou nizké meze detekce limity, stopova analyza s pouzitim malého objemu vzorku, nebo
rychlda multielementéarni analyza umoziujici rychlou diagnozu.

V soucasné dobé lze analyzovat tyto biologické vzorky: krev, plazmu, sérum, moc,
intersticidlni tekutiny, vnitini orgény, zuby, kosti, vlasy, nehty i rtizné typy lidskych a
zvitecich bunégk.

Problémem pii analyze klinickych vzorki zstavaji interference, které jsou zptisobeny

vysokym obsahem organickych latek a anorganickych soli v biologickych tekutinach. )

2.3.1. Priprava klinickych vzorki

Po odbéru by mély byt klinické vzorky zmrazeny, nebo alespoii chlazeny v lednicce.
Pted samotnou analyzou by vzorky mély samovolné dosahnout pokojové teploty a poté jsou
homogenizovany. Biologické vzorky je obvykle nutno zfedit, aby vysoky obsah proteinli a
soli nezpusobil ucpani zmlzovace nebo otvory v interface. Rozklad vzorki neni provadén jen

u pevnych klinickych materialé, ale i kapalnych vzorka moéi a krve aj. "

2.3.1 Stanoveni kovu v nehtech

J.P. Goull¢ a kol. stanovovali pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem koncentraci kovii v nehtech z rukou a nohou. Vzorky nehti byly ziskany od 130
zdravych dobrovolnikl. Vzorky byly dekontaminovany v teplé vodé a v acetonu a navazky 20
mg byly mineralizovany kyselinou dusi¢nou. Ve vzorcich byly stanoveny tyto prvky: Li, Be,
B, Al, V, Cr,Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Ge, As, Se, Rb, Sr, Mo, Pd, Ag, Cd, Sn, Sb,Te, Ba, La,
Gd, W, Pt, Hg, TI, Ph, Bi, a U. Meze detekce byly rozmezi od 0,04 ng.g™ do 0,1 pg.g™.
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Vzhledem k nedostatku dostupnych certifikovanych referenénich materialti pro nehty,
vzorky byly zméfeny i v jiné laboratofi, aby byla zajisténa kvalita vysledkd.
Analyza nehtt pomoci ICP-MS umoziiuje neinvazivni feSeni k posouzeni

pramyslovych a domacich expozici. (15)

A. Przybylowicz a kol. se zabyvali validaci metody pro stanovenim Stopovych prvki
ve vlasech a nehtech zdravych dobrovolniki. Vyvinutd metoda obsahuje promyvani,
mineralizaci a stanoveni ICP-MS 10 prvku (Ca, Cd, Co, Cr,Cu, Fe, Mg, Ni, Pb a Zn) ve
vlasech a nehtech. Koncentrace vybranych prvkt ve vlasech, a nehtech byly naméteny u 24
zen a 18 muzu.

Vzorky nehtdl byly odebrany keramickymi ntizkami. Ustfizky byly promyty a
protfepany na vortexu s deionizovanou vodou a nasledné ultrazvukovany v methanolu. Po
promyti byly vzorky suSeny pies noc pii 80 °C a rozlozeny s 5 ml HNO3; v mikrovinném
systému. Meze detekce byly stanoveny z hodnot 10 slepych vzorkd v rozmezi 0,002 pg.g™” u
kobaltu po 0,016 mg.g™ u vapniku. K analyze chromu byla pouZita reakéni cela.

Dale byly porovnany koncentrace prvkli ve vzorcich nehtd odebranych muzim a

Zenam, byly vyhodnoceny jako shodné.

I. Rodushkin a M. D. Axelsson se vénovali multielementarni analyze vlasti a nehtl
pomoci ICP-MS se sektorovym analyzatorem s dvojitou fokusaci. Vzorky nehtli byly ziskany
od dobrovolnikt ve véku 3 — 33 let. Byly nékolikrat promyty v neionizované vodé a acetonu
za pouziti ultrazvukové lazn¢ a tfepacky. Vzorky o primérné navazce 50 mg byly rozkladany
v mikrovinném systému s 0,5 ml HNO3 a s 0,5 ml H,O,. Meze detekce byly stanoveny pod
ng.g’. Kpotlageni interferenci byly vyuZity vnitini standardy a matematické korekéni
rovnice. *©

V navazujici praci autofi pouzili ICP-MS se sektorovym analyzatorem s dvojitou
fokusaci ke stanoveni 71 prvkil ve vzorcich nehti a vlasti obyvatel Svédska. Vyuzili

statistickou analyzu pro objasnéni rozdili v zavislosti na pohlavi, véku a koufeni. ()

2.3.2 Stanoveni kovu v kostech

Okazaki a kolektiv sledovali koncentrace kovll v holennich kostech krys s kovovymi

implantaty v zavislosti na pouzitém implantatu a délce expozice. Do krysi holenni kosti byly
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implantovany rizné kovové implantaty po dobu az 48 tydnd. Byly pouzity nasledujici
implantaty: SUS316L nerezova ocel, slitiny Co-Cr-Mo, Ti-6Al-4V a Ti-15Zr-4Nb-4Ta.

Po usmrceni krys a odstranéni kovové nahrady, byly kosti v okoli implantatu
lyofilizovany a rozlozeny s pomoci mineralnich kyselin a mikrovinného zaieni. Pro stanoveni
koncentraci kovii v kostech pomoci ICP-MS byly pouzity tyto izotopy: *°Co, **Cr, *°Cr, *Ni,
Ni, ®Mo, Mo, “Ti, °Ti, ZAl, 'V, Pzr, *zr, ®*Nb a ™Ta. Koncentrace kovi byly
analyzovany v 6, 12, 24 a 48 tydnu po implantaci.

Meéfeni prokézala zvyseni koncentrace kovl v kostech, které¢ byly v pfimém kontaktu
s kovovym implantatem. U slitiny Ti-6Al-4V byl zaznamenan narGst titanu, hliniku a v mensi
mife i vanadu. Kontaminace prob&hla do 100 dnti od vlozeni implantitu a déale zlstavala
konstantni. Implantaty se slitinou Co-Cr-Mo, vykazovali velmi podobné chovani, s vyjimkou
chromu, jehoz koncentrace naristu zacala po 100 dnech pozvolna klesat. U nerezové oceli
SUS316L koncentrace chromu po 6 tydnech zacala také klesat, ovSem troveit molybdenu
zustala po pocatecnim nartstu konstantni. Nejnizsi hodnoty koncentraci v priabéhu celych 48
tydnt prokazovaly kosti kolem slitiny typu Ti-15Zr-4Nb-4Ta, coz dokazuje, Ze tento material

je vhodny pro dlouhodobé implantaty. (18)

Vladimir Zaichick stanovil 69 chemickych prvkia v lidské kostni tkani. Vzorky byly
posmrtné (do 24 hodin od smrti) odebrany z zeber 84 zdanlivé zdravych osob v rozmezi 15 —
58 let, ztoho bylo 38 Zzen a 46 muzi. Prvky stanovil za pouziti péti analytickych
instrumentalnich metod, véetné ICP-MS. Pro méfeni ICP-MS byly vzorky o vaze 50 —100 mg

rozlozeny v autoklavech s 1,5 ml pfidané kyseliny dusi¢né a 0,3 ml peroxidu vodiku. (19)

2.4. Kovové materialy pro kloubni implantaty

Kovy a jejich slitiny byly pro rGzné kovové vyztuhy kosti vyuZivany jiz od
Sestnactého stoleti. Od roku 1829 jsou znamy prvni védecké prace o reakcich zivé tkané na
kovy. V osmdesatych letech 19. stoleti byly pro prvni antiseptickou opera¢ni techniku vyuzity
sttibrné draty na Siti kosti. Velky rozvoj umozZnil objev rentgenu (1895), diky némuz je mozné
kostni tkané a prip. implantaty zobrazovat. V dalSich letech zacal systematicky vyzkum
materiald. Byla vyuzivana poniklovana ocel, neuspesné byly aplikovany kostni vyztuhy
Z hliniku, hot¢iku, mosazi a bronzu. Prvni kobaltové slitiny byly pouzity v roce 1936. Prvni

endoprotéza z titanové slitiny Ti-6Al-4V byla voperovana v roce 1958. (20)
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Aloplastika (¢astecna ¢i uplna rekonstrukce kloubu s pouzitim ciziho materialu - kovu,
umélé hmoty nebo keramiky) je velmi radikalni a invazivni metoda. Implantované klouby
musi byt piizpiisobeny ptfirozenému pohybu. Materidly implantatii musi spliiovat biochemicka
(korozivni odolnost, nedrazdivost, biologickd nezavadnost) a biomechanicka kritéria

i s , i (20
(mechanické naméhani, inavova pevnost materialu). (20)

Nejcastéji je provadéna aloplastika kyCelniho a kolenniho kloubu. Divodem je silna
zatéz a opotiebeni téchto kloubd. Kycelni kloub je snadno napodobitelny a stal prvnim
vyménénym kloubem v lidském téle. Kloubni nahrada kycelniho kloubu je obvykle tvorena
jamkou v panevni kosti, hlavici a diikem, ktery je voperovan do stehenni kosti. Kolenni kloub
je slozen z femoralni a tibidlni komponenty. Pfiklad implantath kycelniho a kolenni kloubu je

popsan na obr. 15. (20)

Totalni ndhrada o Totalni nahrada bikondilarni
kyéelniho \ acetabularni kolenniho femorélni
kloubu - komponenta kloubu komponenta
S (slitina CoCr)
© ; £
£ cup covering ©
] (slitina Ti) g 4
a Gl &3 tibialni
£ _ acetabularni viozka platé
2 (UHMWPE) « (UHMWPE)
‘E r —— 1
® femoralni hlavice = s
g (aluminova keramika) xu g t'b'aln,'
k3 2.3 podlozka
drik (slitina Ti) (slitina Ti)

Obr. 15 Popis implantatii kycelniho a kolenniho kloubu “Y

Materialy kloubnich nadhrad musi spliovat mezinarodni standardy. Mezi nejcast¢ji
pouzivané skupiny kovovych materiali patii korozivni ocel typu Cr-Ni-Mo, slitiny typu Co-
Cr-Mo a slitiny titanu. Samotny titan se vSak téméf nepouziva pro svou malou pevnost a

tvrdost, jsou do n¢&j pridavany legury zvySujici pevnost, napiiklad: Al, V, Mo, Mn, Cr a C. (20)
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2.5. Stanoveni kovu v klinickych vzorcich Vv souvislosti s kloubnimi

implantaty

Bézné jsou v souvislosti s uvolfiovanim kovi z implantovanych kloubnich nahrad
analyzovany vzorky krevniho séra, moci, kloubni tekutiny a tkdni, obklopujici kloubni
implantat.

T. Hanawa zkoumal uvoliiovani kovovych iontll Z kovovych materialii (napt. nerezové
oceli, slitin kobaltu, titanu apod.) implantovanych do lidského téla. Bylo zjisténo, Ze vrstva
oxidi na povrchu kovovych materiali plsobi jako inhibitor. Uvoliovani naopak miize
urychlit koncentrace rozpusténého kysliku a anorganickych iontG V télesnych tekutinach.
Velmi také zalezi na pouzitych materidlech. Pfednostné se uvoliuji ionty pfi mechanickém
tteni kovovych soucasti implantatu. Bylo zjisténo, Ze uvolnéné ionty nemusi mit vzdy toxické
ucinky. Napfiklad iont titanu je velmi aktivni a téméf okamzité¢ reaguje S hydroxylovymi
radikaly ¢i anionty v télesné tekutiné a sniZzuje se tak moznost kombinace s biomolekulou.
Oproti tomu neaktivni ionty (napf. iont niklu nebo médi) mohou zlstat relativné¢ dlouhou
dobu v iontovém stavu, mohou pravdépodobnéji reagovat s biomolekulou a vyvolat toxické
uginky. @

A. Sarmiento-Gonzales a kolektiv se zabyvali akumulaci vybranych kovu (Ti, V, Cr,
Co, Ni, Mo) ve vzorcich krve a moci pacienti s implantovanou kloubni ndhradou pomoci
ICP-MS a vysokym rozlisSenim. Skupina 65 pacientti byla rozdélena do tii skupin podle typu a
materidlu kloubni ndhrady. Do kontrolni skupiny bylo zafazeno 9 osob bez jakékoliv
kovového implantatu v téle. Koncentrace V, Cr, Co, Ni, Mo v mo¢i a krvi byly v obou
skupinach velmi podobné. Byla ovSem prokdzana zvySenad koncentrace titanu ve vzorcich

krve i mo¢i u pacienti s kloubnim implantatem. %
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, pFistroje a pomiucky

3.1.1 Chemikalie

CRM vodného roztoku kalibraéniho standardu o koncentraci 1,000 + 0,002 g.I™ (Ti) v
5% HNO3 + 1 % HF (v/v) o Cistoté 99,98 %, Analytika, spol. s.r.o., Praha

CRM vodného roztoku kalibra¢niho standardu o koncentraci 1,000 + 0,002 g.I"* (Nb) v
5% HNO3 + 1 % HF (v/v) o Cistoté 99,98 %, Analytika, spol. s.r.o., Praha

CRM vodného roztoku kalibragniho standardu o koncentraci 1,000 + 0,002 g.I"* (Co) v
2 % HNO3 (v/v) o ¢istoté 99,995 %, Analytika, spol. s.r.o., Praha

CRM vodného roztoku kalibraéniho standardu o koncentraci 1,000 + 0,002 g.I™* (Cr) v
2 % HCI (v/v) o Cistot€ 99,995 %, Analytika, spol. s.r.o., Praha

CRM vodného kalibra¢niho roztoku o hmotnostni koncentraci 1,000 + 0,002 g.l'1
(Mn) v 2 % HNO3 (v/v) o Cistoté 99,98 %, Analytika spol. s.r.o., Praha

CRM vodného kalibraéniho roztoku o hmotnostni koncentraci 1,000 + 0,002 g.I"* (V)
Vv 2 % HNO3 (v/v) o ¢istoté 99,995 %, Analytika spol. s.r.o., Praha

CRM vodného roztoku kalibracniho standardu o koncentraci 1,000 + 0,002 g.I™ (Al),
v 5% HNO3 (v/v) o ¢istoté 99,999 %, Analytika, spol. s.r.o., Praha

CRM vodného roztoku kalibraéniho standardu o koncentraci 1,000 + 0,002 g.I"* (Mo),
v 2 % NH4OH (v/v) o ¢&istoté 99,999 %, Analytika, spol. s.r.o., Praha

CRM vodného roztoku kalibragniho standardu o 1,000 + 0,002 g.I" (Ni), v 2 % HNO3
(v/v) o Cistoté 99,999 %, Analytika, spol. s.r.0., Praha

CRM vodného roztoku kalibraéniho standardu o koncentraci 1,000 + 0,002 g.I" (Pb),
vV 2 % HNO3 (v/v) o ¢&istoté 99,999 %, Analytika, spol. s.r.0., Praha

peroxid vodiku (30 %) pro stopovou analyzu, Analytika, spol. s.r.o., Praha

kyselina dusi¢nd (67 %), Analpure, pro stopovou analyzu, Analytika, spol. s.r.o.,
Praha

kalibra¢ni roztok interniho koncentraci standardu pro ICP-MS INT MIX1 10 + 0,1
mg.I" (Y, In, Bi, Tb v 5 % HNO3 (v/v)) Analytika spol. s.r.o0., Praha

Tuning Solution for ICP-MS 7500cs 1 pg.I™ (Ce, Co, Li, Mg, TI, Y v 2 % HNO3
(v/v)), Agilent Technologies, USA
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- Certifikovany referen¢ni material krve Seronorm ™ Trace Elements Whole Blood L-3,
(LOT 1112691) SERO AS, Norsko

- Certifikovany referenéni material krve Seronorm'™ Trace Elements Urine (LOT
0211545) SERO AS, Norsko

- Certifikovany referen¢ni material TM-15.2 (LOT 0313), Environment Canada

- Deionizovana voda

3.1.2 Pristroje
- ICP-MS 7700x Series, Agilent Technologies, USA
- elektronické vahy ABJ 220-4M, KERN & Sohn GmbH, Némecko
- mikrovinny laboratorni systém MLS 1200 mega, Milestone, Italie
- pfistroj pro ptipravu deionizované vody, Direct — Q UV Millipore, Francie

- ultrazvukova lazen D-78224, Elma, Némecko

Pro rozklad vzorkd byl pouzit mikrovinny laboratorni syst¢ém MLS 1200 mega
(Milestone). Systém vyuziva rozptyleného mikrovinného zéfeni, které pronikd do komory,
kde je umisténo Sest teflonovych kelimkl. V nich je uzavien vzorek s mineraliza¢ni smési.
Kelimky jsou pevné upevnény v rotoru, jehoz konstantnim otd¢enim plisobi mikrovinné
zéafeni rovnomérné na vSechny vzorky. Absorpci zatfeni jsou vzorky efektivné zahtivany a

nasledné rozkladany.

Pro =zavadéni vzorkd k ICP-MS byl vyuzit autosampler ASX-520 (Agilent
Technologies, USA), peristaltickd pumpa s deseti valecky, mikrokoncentricky zmlzova¢ GE
Micromist a chlazena Scottova mlzna komora. Samotny ICP-MS 7700x Series (Agilent
Technologies, USA) byl vybaven niklovymi koénusy, oktapolovou reakéné-kolizni celou a
kvadrupélovym hmotnostnim analyzatorem.

Pro analyzy byl pouzit argon S dostate¢nou ¢istotou (nejméné 4,6; zasobnik Euro-Cyl
230; SIAD). Reakéné-kolizni cela byla vyuzita k potladeni spektralnich interferenci pfi
stanoveni Al, Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni, Nb, Mo a Pb jako kolizni plyn vyuzito helium (Cistota
5,5; SIAD).
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3.1.3 Pomiicky
- mineraliza¢ni teflonové¢ kelimky s vicky
- automatické pipety Finnpipete (0,5 - 5 ml, 100 - 1000 ul, Thermo SCIENTIFIC)
- keramicky ntiz
- sklenéné laboratorni nadobi (desti¢ky, odmérné banky 10, 25 ml, ndlevky)

- plastové laboratorni nadobi (kelimky, zkumavky, pipetovaci $picky)

Pro stanoveni stopovych mnozstvi kovii ve vzorcich je plastové i sklenéné laboratorni
nadobi, vyuzivané k piipravé klinickych vzorkl, kalibracnich roztokli a referen¢nich
materiald, nejprve fadné predpfipraveno ke stopové analyze. Nadobi je nejprve vloZeno na 24
hodin do 10 % roztoku kyseliny dusi¢né, dale je n€kolikrat oplachnuto deionizovanou vodou
a vysuseno v suSarné. K zamezeni kontaminace z okolniho prostfedi laboratofe byly ke

skladovani vyuzity uzaviratelné plastové sacky.

3.1.4 Analyzované vzorky

Vzorky kosti byly odebrany prof. MUDr. Jifim Gallem, Ph.D, pfednostou Ortopedické
kliniky Fakultni nemocnice Olomouc, pii reoperacich pacientt s kloubni nahradou. Pfi téchto
operacich byla z riznych divodi ptivodni kloubni ndhrada vyménéna za novou. Vzorky kosti
byly odebirany z blizkosti ptivodnich kloubnich implantati a byly pfevedeny do plastovych
kelimkid. Veskeré vzorky byly po pfevozu do laboratofe uchovavany v mraznicce pfi teploté -
20 °C.

Stejnym pacientim byly také odebrany vzorky nehtl. Déle byly odebrany kontrolni
vzorky nehtll skupiné osob rizného pohlavi a veéku, ktefi Zadnou kloubni nahradu nemaji.
Vzorky nehtli byly uchovéany v uzavienych plastovych saccich.

Pro analyzu byly vybrany kovy (Al, Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni, Nb, Mo a Pb), ze kterych
se obvykle vyrab&ji kloubni implantity a mohou se z nich tedy pribézné uvoliiovat do

organismu.
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3.2. Pracovni postupy

3.2.1 Priprava vzorki

Nehtové ustiizky byly promyty deionizovanou vodou, ultrazvukovany v lazni po dobu
10 minut a suSeny pfi laboratorni teplot¢ cca 30 minut. Nasledné byly vzorky zvazeny a
ptevedeny do mineraliza¢nich nadob. Navazky se pohybovali v rozmezi 0,0524 g — 0,1479 g.
Ke vzorkiim byla ptidana smés 2 ml koncentrované kyseliny dusi¢né a 0,5 ml peroxidu
vodiku.

Vzorky kosti byly po vyjmuti z mrazni¢ky ponechény pfi laboratorni teploté cca 30
minut do rozmrznuti. Nasledn¢ byl kazdy vzorek mechanicky zbaven nadbyte¢né tkané a
ptipadné rozseparovan na mensi ¢asti pomoci keramického noze. Déale byly vzorky ponofeny
do ultrazvukové lazné a n€kolikrat promyty deionizovanou vodou. Po vysuseni byly vzorky
zvéazeny a pieneseny do mineraliza¢nich teflonovych kelimkii. Navazky jednotlivych vzorka
byly v rozmezi od 0,0560 g do 1,1541 g. Do kelimkt byla pfidana mineralizaéni smés
obsahujici 3 ml koncentrované kyseliny dusi¢éné a 1 ml peroxidu vodiku. Mineraliza¢ni
nadobky poté byly uzavieny a vloZzeny do mikrovinného systému k rozkladu.

Slepé pokusy byly pfipraveny obdobnym zpisobem jako vzorky s totoznou

mineraliza¢ni smési.

3.2.2 Piiprava referen¢niho materialu

Lyofilizovany vzorek certifikovaného referen¢niho materialu byl k analyze upraven
podle pokynli vyrobce uvedenych v navodu. Obvykly postup zacina odstranénim Sroubového
uzavéru, dale je opatrné povytazena gumova zatka. Tim je lahvicka zavzdu$néna a po
odstranéni zatky je pfipipetovana deionizovanid voda o daném objemu. Dale je lahvicka
uzaviena a obsah promichan krouzivymi pohyby. Nakonec je referenéni material ponechan
K ustaleni po definovanou dobu. K rozkladu a nasledné analyze je odpipetovan a navazen 1 ml

roztoku do mineralizacni nadobky.
3.2.3 Rozklad vzorku a referen¢nich materialu

Jak jiz bylo vySe zminéno, rozklad je realizovan v mikrovinném laboratornim systému

MLS 1200 mega (Milestone). Rozkladny programu je podrobné popsan v Tab. Il.
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Po ukonceni programu nasleduje pétiminutova ventilace, po které lze mineralizacni
nadobky vyjmout a nechat zchladnout az na laboratorni teplotu. Nakonec je obsah kelimku
kvantitativné pieveden do sklenénych odmérnych ban€k o objemu 10 ml, které jsou doplnény
deionizovanou vodou po rysku. Pti pouziti autosampleru je nutné pievést analyzované
roztoky déle do plastovych zkumavek, které jsou se sloty autosamplerem kompatibilni.

Po kazdém rozkladném kroku v mineraliza¢nich nédobkéch, nasleduje tzv, Cistici
krok. Do nadobek je nepipetovano po 3 ml HNOj3 a je na n¢ aplikovan rozkladny program.

Po cisticim kroku jsou kelimky promyty deionizovanou vodou a vysuseny v digestofi.

Tab. Il: Rozkladny program

Krok Cas (min) | Vykon (W)
1 2 250
0
400
0
500
0
600

~N|o|obhlWwWIN
DN DNIDN O DN

3.2.4 Priprava kalibra¢nich roztoku a interniho standardu

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny z jednoprvkovych vodnych kalibracnich standardt
o po&atecni koncentraci 1 g.I™. Z t&chto standardii byl nejprve pfipraven smésny kalibraéni
roztok o koncentraci 10 mg.l", ze kterého pak byly dale pfipravovany ostatni kalibragni
roztoky o pozadované koncentraci. Bylo pouzito maximaln¢ stonasobné fedéni v jednom
zfed’'ovacim kroku. Pfipravené kalibracni roztoky byly okyseleny kyselinou dusi¢nou tak, aby
jeji pridavek odpovidal obsahu kyseliny v analyzovanych vzorcich, které prosly mineralizaci
V mikrovinném systému.

Pti analyze kosti kalibra¢ni fada obsahovala 6 kalibra¢nich roztokl o koncentraci 1; 5;
10; 100; 500 a 1000 pg.I™. Pro stanoveni obsahu kovii v nehtech obsahovala kalibragni fada 5
roztokli o koncentraci 0,1; 1; 5; 10 a 50 ug.l'l. K tfedéni bylo pouzito pomucky piedpiipravené

pro stopovou analyzu: sklenéné bainky o objemu 25 ml, plastové kelimky, pipetovaci Spicky.

37



Pro potlaceni nespektralnich interferenci byl pouzit roztok interniho standardu o
koncentraci 100 pg.I™. Roztok byl pfipraven fedénim zasobniho interniho standardu pro ICP
MS (INT MIX 1).

Déle byl pro kalibraci piistroje pfipraven ze zasobniho roztoku tuning solution

(koncentrace 1 pg.I™) ladici roztok o koncentraci 1 pg.1™.

3.3. Pouzité instrumentalni techniky

3.3.1 ICP-MS

Pro stanoveni koncentraci deseti vybranych prvka (27AI, 41Ti, S, %2Cr, M, *Co,
ONi, *Nb, *Mo, 208Pb) ve vzorcich nehtll, kosti a v referen¢nich materidlech byla vyuzita
technika ICP-MS s kvadrupolovym analyzatorem a s oktapdlovou kolizni celou. Stanoveni

izotopa 2’Al a 2%

Pb bylo provedeno bez pouziti kolizni cely. U ostatnich prvki bylo vyuzito
helium, jako kolizni plyn k potlaceni spektralnich interferenci. Tabulka Il je ukazkou
obvyklého nastaveni zdkladnich parametrii pfistroje. Nastaveni ¢ocek a kolizni cely je pii
kazdém méfeni optimalizovano na ladici roztok tuning solution. V tabulce IV jsou uvedeny
méfici mody, integracni Casy a zvolené interni standardy pro jednotlivé izotopy. Interni

standardy byly vyuzity k potlaceni nespektralnich interferenci.

Tab. l11: Typické podminky méreni

Plazma Kolizni cela
Ptikon generatoru 1550 W Moéd 1 (bez plynu)

Pritoky Argonu Cela vstup 30V
Vnéjii plazmovy kanal 14,95 L.min™ Cela vystup 50V
Stiedni plazmovy kanal 0,9 I.min™ Méd 2 (He)

Vnitini plazmovy kanal 1,09 l.min™ Cela vstup 40 V

Vstup vzorku Cela vystup -60 V
Rychlost ¢erpani 0,1rps He pritok 4,3 ml.min™

Iontova optika Energetickd diskriminace 5V
Varianta X-Lens Sbér dat

Nastaveni ¢ocek Akvizi¢ni mod Spektrum
Extract 1 oV Peak Pattern 1 bod
Extract 2 -195V Repliky méteni 3
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Tab. 1V: Integracni caslhmota, mérici mod a interni standard pro jednotlivé izotopy

izotop | méfici méd | integraéni ¢as/hmota (S) | interni standard
Al | bez plynu 0,1 #sc
“Ti He 0,3 *sc
Sy He 0,3 3¢
*2Cr He 0,3 “Sc
*Mn He 0,3 *sc
*Co He 0,3 *sc
*Ni He 0,3 “Sc
*Nb He 0,3 #y
*Mo He 0,3 #y
208ph | bez plynu 0,3 9Th
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Vyvojem a verifikaci metody pro stanoveni stopovych koncentraci prvka v klinickych
materidlech se podrobné zabyvaly diplomové prace M. Kuby a T. Pluhécka. @4 @9 prg
analyzy byly zvoleny prvky, které se nejcastéji vyskytuji v kloubnich implantatech a dale byly
stanoveny nejvhodnéjsi izotopy. Protoze pfi stanoveni nizkych koncentraci pomoci ICP-MS
ovliviuji vysledky predevsim spektralni interference, bylo zkoumano vyuziti oktapolové
kolizni cely, ktera se projevila, jako u¢inny nastroj k potlaceni polyatomickych interferenci u
izotopu 41Ti, Sy, %2Cr, M, *°Co, *Ni, ®*Nb a **Mo. Pro stanoveni olova byla pouzita
korekéni rovnice, kterd hodnoty jednotlivych izotopt 2°Pb, ?’Pb a #®Pb prepocitava na

vyslednou koncentraci olova.

4.1. Zabezpeceni kvality vysledkii

Kvalita vysledki méfeni byla zajisténa nékolika zpusoby. Prvni metodou je
automatické vyladéni pfistroje na roztok tuning solution, ktery je proméfovan po ustaleni
zdroje ICP a pfed vlastnim méfenim. Tato kontrola je provadéna pii kazdém spusténi
pfistroje. Zméfené hodnoty (napf. intenzita, obsah dvojnasobné nabitych iontl aj.) jsou
shrnuty v tzv. performance report. Vysledky musi spliiovat ptedepsané limity. Pokud nejsou
pozadavky splnény, musi byt odhalena a nasledné odstranéna pficina. Typickym piikladem
muze byt ucpany zmlzovaci systém. Optimalizace na tuning solution je opakovana, dokud
nejsou splnény pozadované limity.

Druhou nezavislou kontrolou kvality vysledkd je ovéfeni pomoci certifikovaného
referen¢niho materialu TM-15.2, ktery byl prométovan pii kazdém z méfeni. Analyzou tohoto
roztoku je provedena nezavisla kontrola kalibra¢nich roztoki. Pro kontrolu stability systému
byl roztok v ptipad¢€ potieby proméfovan i na konci méfeni, po analyzovanych vzorcich. Diky
tomu byly ovéfeny stabilni podminky v pribéhu méfeni (napt. ze nedochazi k ucpavani
zmlzovace, otvoru v konusech apod.).

Dale byla kvalita vysledki zajisténa pomoci matri¢nich certifikovanych referencnich
materialt (Trace Elements Whole Blood L-3, Seronorm Trace Elements Urine), které byly

rozkladany a méteny spolu s analyzovanymi vzorky.
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4.1.1 Meze detekce

Meze detekce stanovi koncentra¢ni hodnotu, pii které je analyticky signal statisticky
vyznamné odliSny od pozadi. Detekéni meze byly stanoveny za podminek mezilehlé
preciznosti pomoci statistického softwaru EffiValidation 3.0. (metoda “3s - IUPAC*) na
zakladn¢ meéteni slepych pokust, které byly soucasti jednotlivych rozkladd spolu

s analyzovanymi vzorky. Data pro meze detekce byly sbirany od kvétna 2014 do biezna 2015.

Tab. V: Meze detekce

izotop LOD (pg.1?)
2T Al 6,79
i 0,63
Sy 0,17
2Cr 0,30
*Mn 0,16
¥ Co 0,07
%0 Ni 0,48
% Nb 0,21
%Mo 0,54
208 pp, 0,13

4.1.2 Analyza referenc¢nich materiali

Pro nezéavislou kontrolu vysledkli byl pii kazdém z méfeni analyzovan takeé
certifikovany referenéni material TM-15.2 (LOT 3013). Jedna se o vodu z Ontarijského
jezera, kterd byla zfedéna, zfiltrovana a uchovavana v chladu v prostfedi 0,2 % kyseliny
dusi¢né.
V tabulce VI mtzeme sledovat vysledky jednotlivych méfeni od kvétna 2014 do biezna 2015.
V nésledujici tabulce VII jsou uvedeny certifikované hodnoty referenéniho materialu.
Z porovnani naméfenych koncentraci a certifikovanych hodnot lze konstatovat, Ze izotopy
41Ti, SV, 52Cr, M, *°Co, ®Ni, ®*Mo, 2°®pp vykazuji stabilni koncentrace v pribéhu celého
roku, které jsou v rozmezi daném certifikovanymi hodnotami.

U izotopu ?’Al Ize pozorovat mirn& zvysené koncentrace. Hlinik je b&Zny kontaminant,
coZ je ziejmé divodem jeho zvyenych hodnot. Dale byl zmé&fen *Nb, oviem veskeré jeho

koncentrace byly vyhodnoceny po mezi detekce a v tabulce tedy neni uveden.
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Tab. VI: Koncentrace stanovovanych izotopii v certifikovaném referencnim materialu TM-

15.2. v ruznych dnech méreni.

‘v s ‘v s e . Zacatek Konec | Zacatek Konec | Zacatek Konec
izotop El’\’éeggilz 11\1[8 rze(;l 11 4 211\/§_%r§811 4 méfeni | méfeni | méfeni | méfeni | méfeni | méfeni

-~ o o 22.1.2015 | 22.1.2015 | 13.2.2015 | 13.2.2015 | 25.3.2015 | 25.3.2015

pglt | pgl? ngl? pgdt | pgl™ | pgl | pglt | pgl | pgl®
2T Al 33,7 36,0 38,4 37,5 36,0 35,3 34,4 37,8 36,8
T Ti 15,0 15,2 15,5 15,0 15,4 16,0 15,5 14,5 14,3
Sty 14,6 14,5 13,2 13,1 13,1 14,6 14,3 14,5 14,1
2Cr | 16,6 17,4 16,3 17,1 17,0 17,1 17,4 17,8 17,3
*Mn| 144 16,0 16,2 15,5 15,7 14,8 13,9 15,6 15,1
¥Co | 180 18,3 17,7 18,4 18,5 19,1 18,5 18,3 18,3
80 N 15,2 15,2 14,3 15,5 15,3 15,7 15,1 15,5 15,1
Mo | 15,7 14,0 14,2 13,9 13,9 14,4 14,7 14,4 14,6
28ph | 121 12,78 11,3 11,7 11,6 12,5 12,6 12,6 11,3

Tab. VII: Certifikované hodnoty certifikovaného retencniho materidlu TM-15.2.

izotop pgl* +26
-\ 33,9 +4.,6
i 14,7 +1,3
y 13,2 +1,4
2 Cr 16,4 +1,4
*Mn 14,3 +1,8
*Co 17,6 +1,6
%0 N 15,1 +1.4
%* Mo 14,3 +1,8
208 pp 11,6 +1,1

Lyofilizovany vzorek certifikovaného referenc¢niho materialu Trace Elements Whole

Blood L-3 (LOT 1112691) byl piipraven podle navodu od vyrobce. Referencni material o

obsahu 3 ml, byl rozpipetovan po 1 ml do tii nddobek pro mikrovinny rozklad, nasledné¢ byl

rozlozen a zméfen spolu s analyzovanymi vzorky. Namétené hodnoty v tab. VIII jsou

prumérem tii lahvicek s referenénim materidlem o stejné Sarzi, tedy primérem z celkem 9

vzorkl. Z tabulky je patrné, ze namétené koncentrace vsech deseti stanovovanych izotopt

vyhovuji mezim certifikovanych hodnot.
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Tabulka VIII: Certifikovany referencni material Trace Elements

porovnani namérenych a certifikovanych hodnot koncentraci.

Whole Blood L-3,

izotop Naméf‘e_né hodnota Certifikovana
(X£5s) hodnota
pgl* ng-l" U
Al 1193+ 12,8 105,0 21,0
T Ti 12,0 £0.9 12,8 0,4
Sy 52 +0,4 5,7 1,1
2Cr 20,9 +2,0 23,2 47
*Mn 425 +4.7 47,3 9,5
¥ Co 11,0 £0,7 11,4 1,2
80 Nij 12,5 +1,2 12,5 2,5
% Nb <DL 0,07 0,01"
Mo 7,8 £1,1 7,5 1,5
208 pp 4326 £22.6 447,0 46,0

< DL - pod mezi detekce; ~ - doporucend (necertifikovand) hodnota;

U - rozsirena nejistota s koeficientem rozsireni (k=2)

Lyofilizat certifikovaného referencniho materialu Seronorm Trace Elements Urine

(LOT 0511545) byl ptipraven podle navodu od vyrobce. Do kazdého ze tii teflonovych

kelimkid pro mikrovlnny rozklad bylo napipetovano 1,5 ml vzorku referencniho materialu o

puvodnim objemu 5 ml. Vzorky byly dale rozlozeny a zméteny spolu s analyzovanymi

vzorky.

Hodnoty v tab. IX jsou primérem dvou lahvicek referenénich materiald o stejné Sarzi,

tedy 6 vzorkd. Tabulka IX ukazuje porovnani namétfenych koncentraci s certifikovanymi

hodnotami. Obecné lze konstatovat, Ze koncentrace vétSiny izotopd vyhovuji certifikovanym

hodnotam. Vyjimkou je opét 2TAl ktery je velmi roz§ifenym kontaminantem.
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Tabulka IX: Certifikovany referencni material Seronorm Trace Elements Urine, porovnani

nameérenych a certifikovanych hodnot koncentraci.

izotop Namél"e_nzi hodnota Certifikovana hodnota
(X£5)
ng.I! A U
T Al 111,5+21,2 100,0 6,0
T 19,0+3,9 178+1,3
Sy 236+35 25,2 1,4
2 Cr 18,3+2,7 19,7 1,3
*Mn 11,0+2,1 12,3 1,4
¥ Co 9,4+ 1,4 10,0 0,6
%0 Nj 50,7 +7,7 50,4 3.2
% Nb <DL 0,02 + 0,001
%Mo 46,1+5,1 493+13"
208 pp 38,9+5,0 40,3 2,6

< DL - pod mezi detekce; ~ - doporucend (necertifikovand) hodnota, uvedena jako x + s;

U - rozsirena nejistota s koeficientem rozsireni (k=2)

4.2. Vyhodnoceni vysledkii

4.2.1 Analyza nehtt

Zamérem stanoveni kovu v nehtech bylo zjisténi, zda by tento postup nemohl byt
vyuzit jako neinvazivni metoda pro posouzeni mozné expozice uvoliovanych kovi
z kloubnich nahrad. Pro tyto ucely byly vybrany izotopy deseti prvki (*’Al, “'Ti, **V, *Cr,
>Mn, *°Co, ®Ni, ®Nb, *Mo, *®Pb). Prvky byly stanoveny v jedenécti vzorcich pacientii
s implantovanou kloubni nihradou a ve ¢trnacti vzorcich kontrolni skupiny, ktera zadny
kloubni implantat, ani jiny kov v téle neméla.

Nasledné byly koncentrace jednotlivych prvkli mezi skupinami porovnany pomoci
statistického softwaru QC Expert (porovnani dvou vybérl, hladina vyznamnosti 0,05).
K porovnani byli vybrani jen ti pacienti, jejichz implantovany kloub, obsahoval dany prvek
(tab. XIV).
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Tab. X: Namérené hodnoty vzorkii nehtii kontrolni skupiny

« .y | smérodatna .. | nejniZsi | nejvyssi
izotop Vl;gi% p;g'rg_elrr odchyﬂ(a n:leg(?éﬁn hodnc_)}a hodnc_)}a Sikmost | Spicatost
ng.g ng.g ng.g

2T Al 14 22,44 12,62 20,80 7,91 42,16 0,41 1,82
T 14 3,06 1,49 2,62 1,53 7,23 1,92 6,39
Sty 14 0,01 0,01 0,00 0,00 0,04 2,30 713
2 Cr 14 0,40 0,34 0,29 0,05 1,26 1,31 3,91
*Mn 14 0,43 0,32 0,31 0,12 1,11 0,98 2,75
% Co 14 1,88 1,38 1,85 0,04 3,90 0,18 1,67
%0 Ni 14 0,02 0,02 0,01 0,01 0,08 2,46 8,18
% Nb 14 <DL

%Mo 14 <DL
208 pp 14 0,31 0,20 0,20 0,13 0,69 0,87 2,22

< DL - pod mezi detekce

Piehled vysledki kontrolni skupiny je uveden v tab. X. Koncentrace nalezené ve

vzorcich kontrolni skupiny jsou srovnatelné s vysledky, kterych dosahli J.P.Goullé a kol. ve

své praci (tab. XI.). (15 \/ kontrolni skupingé bylo stanoveno osm prvki, koncentrace niobu a

molybdenu byly pfili§ nizké, pod limity detekce. V tabulce XII jsou pak uvedeny vysledky

jednotlivych vzorkl pacientd.

Tab. XI: Srovndni namérenych koncentraci v nehtech kontrolni skupiny s hodnotami

z literatury.

Kontrolni vzorky nehti - méfeni Hodnoty z literatury ®®
izotop mediin pg.g” mediin pg.g" | rozmezi pg.g’

27 Al 20,80 19,50 4,00 - 76,20
i 2,62 - -

Sty 0,02 0,05 0,05-0,11
2 Cr 0,29 0,38 0,03-1,89
*Mn 0,31 0,32 0,10-1,48
¥ Co 1,85 0,02 0,01 -0,07
%0 Nij 0,01 0,94 0,22 -8,34
% Nb <DL - -
Mo <DL 0,01 0,01-0,03
208 pp 0,20 0,52 0,10-3,71

- Neuvedeno, < DL — pod mezi detekce
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Tab. XII: Namérené hodnoty vzorkii jednotlivych pacientii

doba 2751 | 4T sty | S2cr |%Mn | °Co | ONi | ©Nb | Mo | 2%pb
pacient implantace

(mésice) | pg.g” |pgg’ |ngg’ |peg’ | ngg’ |ngg’ |ngg’ | ngg’ |peg’ | ngg’

P1 17 107,38 | 0,97 | <DL | 0,16 | <DL | <DL | 0,03 | <DL | <DL | 0,05
P1 17 16,98 0,73 | <DL | 0,17 0,04 0,02 0,74 | <DL | <DL | 0,08
P11 24 66,71 6,38 0,07 058 | <DL | <DL | <DL | <DL | <DL | 36,27
P11 24 7,15 112 | <DL | 0,26 | <DL | <DL | <DL | <DL | <DL | 0,29
P12 143 80,96 539 | <DL | 0,31 040 | <DL | 1,73 | <DL | <DL | 0,22
P12 143 41,21 | 11,19 | <DL | 250 | 0,34 | <DL | 517 | <DL | <DL | 0,29
P 16 236 <DL | <DL | 0,03 | <DL | 0,26 | <DL | <DL | <DL | <DL | 0,46
P17 28 <DL | 028 | <DL | 0,12 | <DL | <DL | <DL |<DL | <DL | <DL
P17 28 <DL | <DL | <DL | 022 | <DL | <DL | 522 | <DL | <DL | <DL
P18 213 19,41 | <DL | 0,01 0,57 030 | <DL | 690 | <DL | <DL | 0,18
P18 213 <DL 1,95 0,01 097 | <DL | <DL | <DL | <DL | <DL | <DL

< DL - pod mezi detekce

Vysledky porovnani jednotlivych prvkti mezi skupinami jsou uvedeny v tab. XIII. Ze
stanovovanych deseti prvkii bylo srovnavano pouze pét. Koncentrace izotopt >>Mn, *°Co,
%Nb, *Mo a “®Pb byly u pacientd, ktefi méli dany kov implantovan, pod limitem detekce.
Z tab. XIlI je patrno, ze koncentrace ve vzorcich pacientd s implantovanou kloubni nahradou
se nelisi od koncentraci kontrolnich vzorkd.

Hlinik je obsaZen v obvykle pouzivanych slitinach Ti-6Al-4V a Ti-6Al-17Nb. Slitinu
s obsahem hliniku mélo implantovano devét zjedenacti pacientl. Skupina pacienti ma
vysokou odchylku, coz je patrno z Krabicového grafu na obr. 16.

Titan obsahovala implantovana kloubni nahrada 9 pacienti. Graf jadrového odhadu
hustoty titanu je uveden na obr. 17. Koncentrace obou skupin, byly vyhodnoceny jako shodné.

Z odebranych vzorkii mél nikl v kloubnim implantatu jen jeden pacient, od kterého
byly odebrany dva vzorky nehtli. Velmi omezené mnozstvi vzorkl vysvétluje velkou
odchylku. Diky ni jsou hodnoty obou skupiny shodné.

Chrom je obvyklym kovem v implantatech. Z plGvodnich 11 vzorkli nehtd,
pochazejicich z pacientli jen 2 neméli v zddné znahrad chrom. Srovninim s kontrolni
skupinou byla zjiSténa shoda.

Vanad se vyuziva ve slitinaich Ti-6Al-4V, jako legujici prvek ke zvySeni pevnosti

slitiny. Nachazel se ve slitinach pouzitych implantatti u péti pacientu.
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Tab. XI11: Porovnani koncentraci jednotlivych prvkii kontrolnich vzorkii se vzorky pacientii

S implantovanou kloubni nahradou

27A| 47Ti 51V
vzorky pacientii | kontrolni | pacientt | kontrolni | pacientii | kontrolni
pocet dat 9 14 9 14 5 14
pramér (ug.g™) 37,76 2244 3,08 3,06 0,01 0,01
smérodatnd 38,92 | 12,62 3,80 1,49 0,01 0,01
odchylka
Vysledek SHODNE SHODNE SHODNE
S2Cr SONjj
pacienti | kontrolni | pacienti | kontrolni
pocet dat 9 14 2 14
pramér (ug.g™) 0,32 0,40 0,39 1,88
smérodatnd 031 0,34 0,50 1,37
odchylka
vysledek SHODNE SHODNE
A ) |
B
[ I I I I [ |

-20 0 20 40 60 80 100 120

Obr. 16 Hlinik — krabicovy graf porovndni dvou vybérii

A — kontrolni skupina; B — vzorky pacientii
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Obr. 17 Titan — jadrovy odhad hustoty

Porovnanim koncentraci ve vzorcich pacientil s implantovanou kloubni nahradou se
vzorky kontrolni skupiny bylo dokazano, ze obsah kovii ve vzorcich téchto dvou skupin neni
statisticky rozdilny. Pfipadné uvoliiovani kovii z kloubnich implantat neprobiha v takové
mife, aby se to projevilo i v nehtech. Zamér vyuzit nehty jako neinvazivni prostfedek
k posouzeni mozné expozice kovl zimplantované kloubni nahrady se na zakladé¢

provedenych experimenti neukézal jako pfinosny.

4.2.2 Analyza Kkosti

Dale byly v experimentalni ¢asti analyzovany vzorky kosti, které byly odebrany
pacientim s implantovanou kloubni nahradou pfi reoperacich. Pro tyto ucely byly vybrany
izotopy deseti prvka (Al *Ti, *V, *2Cr, **Mn, **Co, ®Ni, ®*Nb, ®*Mo, ?%Pb).

Tabulka XIII. ukazuje jednotlivé pacienty, nahrazovany kloub a dobu, po kterou méli
kloubni implantat v téle, pfed reoperaci. Dale je blize charakterizovan material jednotlivych
implantatt. Pfi vyiméné kycelniho kloubu se do téla implantuji hned tfi kovové soucasti, které
vzajemnym otérem mohou do téla uvoliiovat Castice kovi. Je to diik, ktery je voperovan do
stehenni kosti, hlavi¢ka kloubu a jamka, kterd je voperovana do kosti panevni. Pfi vyméné

kolenniho kloubu se implantat sklada jen ze dvou komponent: femoralni a tibialni. Pokud ma
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pacient v téle i jiné kloubni nahrady, jsou uvedeny na konci tabulky XI1V. Tyto informace jsou

dualezité pro posouzeni celkové expozice kovy, napt. pro vyse uvedenou analyzu nehtt.

Celkem bylo analyzovano 37 vzorkd, které byly odebrany 12 pacientim. Hodnoty

vzorkl jednotlivych pacientii byly zprimérovany. V tabulce XV jsou shrnuty koncentrace

jednotlivych prvka ve vzorcich konkrétnich pacientd.

Spolu s klinickymi vzorky kosti byly rozkladany a méfeny slepé pokusy, které byly od

namétfenych hodnot ve vzorcich kosti odecitany.

Tabulka XI1V:Specifikace kloubnich implantdt: jednotlivych pacientu

Kloub, z jehoZ blizkosti byly odebirany vzorky

Jiné klouby v téle s kloubni

nahradou
. vyménény | . doba - materidl diik / tibialni vyménény
pacient implantace | jamka/femor. hlavi¢ka pouzité materialy
kloub v . komponenta kloub
(mésice) komponenta
P1 kycel 17 Ti-6Al-4V FeCrNiMoMnNb | Co-Cr-Mo
P2 kycel 203 Ti-6Al-4V Ti-6Al-4V Co-Cr-Mo
P3 kycel 243 Titan Ti-6Al-7Nb Keramika
P4 kycel 201 Ti-6Al-4V Ti-6Al-4V Co-Cr-Mo
. . . . " CoCrMo, Ti-6Al-
P6 kycel 136 Ti-6Al-4V Ti-6Al-4V Keramika kycel 17Nb. Co-Cr
P7 kycel 155 Titan Titan Co-Cr-Mo
P8 koleno 143 Co-Cr Co-Cr koleno Co-Cr
P9 koleno 13 Co-Cr Co-Cr koleno Co-Cr
P10 kycel 204 Titan Ti-6Al-17Nb Keramika
P11 kycel 24 CoCrMo Ti-6Al-17Nb Co-Cr-Mo
P12 kycel 143 Titan Ti-6AI-17Nb Keramika
P13 kycel 185 CoCrMo CoCrMo -
P14 koleno 129 CoCrMo Ti-6Al-4V
P15 kycel 154 Titan Ti-6AI-17Nb Keramika kycel Titan, Ti-6Al-17Nb
P 16 kycel 236 Ti-6Al-4V Ti-6Al-4V Co-Cr-Mo kycel Titan, Ti-6Al-17Nb
P17 koleno 28 Co-Cr Co-Cr
P18 | kycel 213 Ti-6Al-4V Ti-6Al-4V | Co-Cr-Mo |  kygel Cocr“{'?NE"GA"

neznamy udaj
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Tabulka XV: Koncentrace jednotlivych prvkii ve vzorcich konkrétnich pacienti

_ _ doba a1 | 4T sty | S2cr 1M | %°co | °Ni | ©Nb | ®Mo | 28pb
pacient | implantace

(mésice) |pgg” |pgg’ |pgg |pgg’ |pgg’ |pgg’ | peg’ |peg’ [pgg’ | neg’

P2 203 330 | 930 | 0,29 | 0,76 | 0,06 | 0,33 | 0,22 | <DL | 0,05 | 0,53
P3 243 152 | 0,33 | 0,01 | 1,20 | 0,09 | 0,67 | 0,73 | 0,02 | 0,18 | 0,01
P4 201 455 |12685| 022 | 049 | 0,09 | 048 | 0,08 | <DL | 0,05 | 0,83
P6 136 0,11 | 0,64 | 0,02 | 0,17 | 0,02 | <DL | <DL | <DL | <DL | 0,01
P7 155 199 | 0,24 | 0,01 | 0,24 | 0,05 | 0,22 | 0,08 | 0,01 | 0,01 | 0,01
P8 143 18,60 | 1,60 | 0,01 | 3,68 | 0,15 | 6,58 | 0,29 | <DL | 0,52 | 0,24
P9 13 453 | 280 | 001 | 19 | 0,15 | 0,74 | 0,65 | <DL | 0,22 | 0,44
P13 185 16,70 | 46,14 | 1,42 | 3,35 | 0,07 | 1,05 | 0,24 | 0,01 | 0,67 | 0,30
P14 129 10,20 | 37,53 | 1,48 | 14,00 | 0,22 | 11,89 | 0,69 | 0,04 | 2,86 | 0,42
P15 154 0,10 | 0,05 | <DL | 0,02 | <DL | <DL | 0,01 | <DL | <DL | <DL
P16 136 2,00 {1187 0,14 | 1,18 | 0,09 | 0,91 | 0,39 | 0,01 | 0,11 | 0,50
P18 213 0,77 | 692 | 0,03 | 0,23 | 0,06 | 0,02 | 0,31 | <DL | 0,01 | 0,69

< DL — pod mezi detekce

Vzhledem k obtiznému odbéru vzorki, nebylo mozné provést méfeni kontrolnich

vzorkd. Hodnoty Ize porovnat pouze s literaturou. V. Zaichick stanovoval pomoci ICP-MS 69

prvki v kostni tkdni Zeber.

(19)

Tabulka XVI: Koncentrace jednotlivich prvkii v kostech @

izotop pg.g'l

2T Al <72

T Ti <28
Sy <0,03

2 Cr <022
*Mn 0,354 + 0,353
% Co <0,1

%0 N <15

% Nb <0,01
Mo 0,052 + 0,042
208 pp 224+ 121

< DL - pod mezi detekce
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5. ZAVER

Tato diplomova priace se zabyva vyuzitim hmotnostni spektrometrie s induk¢éné
vazanym plazmatem v prvkové analyze klinickych materiald.

V teoretické Casti prace je podrobné popsana vyuzivana technika ICP-MS. Dale byly
popsany zpusoby rozkladu biologickych materiala, byly diskutovany moznosti analyzy nehtt
a kosti, a moznosti stanoveni kovi v klinickych vzorcich v souvislosti s implantovanymi
kloubnimi nahradami.

V experimentalni ¢asti bylo analyzovano deset prvka (Al, Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni, Nb,
Mo a Pb) ve vzorcich nehta a kosti. Vzorky byly pied analyzou rozlozeny v mikrovinném
systému smési kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku. Bylo analyzovano 25 vzorki nehtt, z toho
11 pattilo pacientim simplantovanou kloubni nahradou. Zbyvajicich 14 vzorku patfilo
kontrolni skupinég, tyto vzorky byly odebrany osobam bez jakéhokoliv kovového implantatu
v téle. Statistickym porovnanim téchto dvou skupin nebyly zjistény zadné rozdily
v koncentracich kovi. Pavodni zamér, vyuzit tuto neinvazivni metodu k posouzeni expozice
kovt uvolinovanych z kloubnich nahrad, se tak nezdafil.

Dale bylo analyzovano celkem 37 vzorku kosti od pacienta s implantovanou kloubni
nahradou. Kontrolni vzorky nebylo po dobu vypracovani prace mozné odebrat. Srovnani
s kontrolni skupinou muze byt predmétem dalsich experimentt.

Bylo prokazano =zajiSténi kvality vysledkli pomoci certifikovaného referen¢niho
materialu TM-15.2. a matri¢nich referen¢nich materiald krve a moci.

Zavérem lze tici, ze cile prace byly splnény. Byla vypracovana literarni reserse a byly
prozkoumany techniky pro ptipravu Klinickych vzorkt pro elementarni analyzu. Bylo
provedeno meéteni realnych vzorka a jejich vysledky byly statisticky vyhodnoceny. Také byly

aplikovany postupy pro zajisténi kvality vysledka.

51



6. LITERATURA

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Otruba V.: Spektrometrie s indukcéné vazanym plazmatem. Masarykova univerzita
VvV Brn¢ 2001.

Dean J. R.: Practical Inductively Coupled Plasma Spectroscopy. John Wiley & Sons,
Chichester 2005.

Kanicky V.: Analytické viastnosti ICP-MS. In: 5. kurz ICP spektrometrie, Ed.
Vitézslav Otruba — Spektroskopicka spole¢nost Jana Marka Marci, Brno 2009.

Mihaljevi¢ M., Strnad L., Sebek O.: Chem. Listy 98, 123-130 (2004).

Kanicky V.: Zavddeéni vzorku do plazmatu. In: 5. kurz ICP spektrometrie, Ed.
Vitézslav Otruba — Spektroskopicka spole¢nost Jana Marka Marci, Brno 2009.

Thomas R.: Practical guide to ICP-MS. CRC Press, Boca Raton 2007.

Nelms, Simon M.: Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry Handbook.
Blackwell Publishing, Oxford 2005.

Hill S. J.: Inductively Coupled Plasma Spectrometry and its Applications. Blackwell
Publishing, Oxford 2007.

Kulhanek P.: Uvod do teorie plazmatu, AGA, Praha, 2011.

Kanicky V.: Fyzikalni zaklady ICP. In: 5. kurz ICP spektrometrie, Ed. Vitézslav
Otruba — Spektroskopicka spole¢nost Jana Marka Marci, Brno 2009.

Otruba V.. Hmotnostni spektrometrie s indukcné vazanym plazmatem. In: 5. kurz ICP
spektrometrie, Ed. Vitézslav Otruba — Spektroskopicka spolecnost Jana Marka Marci,
Brno 2009.

ICP-MS: inductively coupled plasma mass spectrometry: a primer, Agilent
Technologies, 2005

http://old.vscht.cz/anl/josef/LabAtom/Navod_ICP-MS_2010.pdf. stazeno 4. 3. 2015

Mader P., Curdova E.. Metody rozkladu biologickych materidlii pro stanoveni
stopovych prvkii. Chem. Listy 91, 227 - 236, (1997).

Goullé J.P., Saussereau E.: Application of Inductively Coupled Plasma Mass
Spectometry Multielement Analysis in Fingernail and Toenail as a Biomarker of Metal
Exposure. Journal of Analytical Toxicology, Vol. 33, March (2009)

52



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Rodushkina 1., Axelssonb M.D.: Application of double focusing sector field ICP-MS
for multielemental characterization of human hair and nails. Part I. Analytical
methodology. The Science of the Total Environment 250, (2000)

Rodushkina 1., Axelssonb M.D.: Application of double focusing sector field ICP-MS
for multielemental characterization of human hair and nails. Part Il. A study of the

inhabitants of northern Sweden. The Science of the Total Environment 262 (2000)

Okazak Y., Gotho E.: Comparison of metal concentrations in rat tibia tissues with

various metallic implants. Biomaterials 25 (2004)

Zaichick V.: Chemical Elements of Human Bone Tissue Investigated by Nuclear
Analytical and Related Methods. Biol Trace Elem Res (2013)

http://csdocz.com/doc/251946/materialy-pro-implantaty, stazeno 10.11.2014

Slouf M., Vackova T.: Ultravysokomolekuldrni polyethylen pro kloubni néhrady se
zvySenou zivotnosti. Chem. Listy 107, 783-790 (2013).

Hanawa, T.: Metal ion release from metal implants. Materials Science and
Engineering C 24, 745-752 (2004)

Sarmiento-Gonzalez A., Marchante-Gayon J. M., Tejerina-Lobo J. M., Paz-Jiménez J.,
Sanz-Medel A.: High-resolution ICP-MS determination of Ti, V, Cr, Co, Ni, and Mo
in human blood and urine of patients implanted with a hip or knee prosthesis, Anal.
Bioanal. Chem. 391, 2583-2589 (2008).

Kuba M.: Wwvoj a verifikace metody pro stanoveni vybranych kovii v klinickych

materialech. Diplomova prace, Univerzita Palackého, Olomouc 2012.

Pluhdaéek T.: Moznosti analyzy klinickych materialii pomoci ICP-MS. Diplomova

prace, Univerzita Palackého, Olomouc 2013.

Przybylowicz A.. Examination of distribution of trace elements in hair, fingernails
and toenails as alternative biological materials. Application of chemometric
methodse. Cent. Eur. J. Chem., 10(5), (2012)

53



