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SOUHRN

Tato diplomova prace pojednava o vyvoji metody pro stanoveni stiibra v obvazovych
materidlech pomoci hmotnostni spektrometrie s induk¢n€ vazanym plazmatem. Jsou zde zminény
zékladni poznatky o instrumentaci a principu fungovani hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem a soucasné poznatky jeho vyuziti pii analyze vzorkl se stiibrem, zejména
riznych druht textilii a obvazovych materidlti. Déle je prace zamétena na rozklady vzorki a
pouziti stiibra v mediciné. Experimentalni ¢ast obsahuje vyvoj metody pro stanoveni iontového
stiibra a stfibra ve formé nanocastic v rliznych obvazovych materidlech. Jedna se zejména o
optimalizaci rozkladt vzorkt, stanoveni linearity, pravdivosti, preciznosti, meze detekce a meze
stanovitelnosti metody. Nésledné bylo provedeno nékolik experimentti s obvazovymi materialy,
kde bylo zjisténo mnozstvi stiibra, které se z téchto material uvoliiuje, coz je vyznamny ukazatel

pii pouziti v medicing.



SUMMARY

This thesis deals with the development of methods for the determination of silver in
wound dressing by inductively coupled plasma mass spectrometry. Basic knowledge about
instrumentation and operating principle of mass spectrometry with inductively coupled plasma
and current knowledge of its applications in the analysis of samples with silver, especiallyvarious
kinds of textiles and even wound dressing materials are mentioned. Further work is focused on
the decomposition of the samples and the use of silver in medicine. Experimental part of this
work includes mainly the development of methods for the determination of ionic silver and silver
nanoparticles in various dressing materials. It means optimizing of the decomposition of the
samples, determining the linearity of calibration, accuracy, precision, limit of detection and limit
of quantification. Subsequently several experiments were performed on dressing materials in
order to found the amount of released silver, which is an important indicator for applications in

medicine.
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1. UVOD

Tato diplomova prace se zabyva uplatnénim hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem v prvkové analyze obvazovych materiali, zejména v analyze stiibra. Hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) je jedna z nejuniverzalngjSich
elementarnich metod, ktera umoznuje stanoveni asi 70 prvka v Sirokém koncentracnim rozsahu a
vyznacuje se predevsim velmi nizkymi mezemi detekce. VétSinu vzorkil vSak nelze analyzovat
pfimo, ale musi dojit k jejich upravé ¢i rozkladu. V ptipadé pevnych vzorkl jako jsou i obvazy
jde zejména o mikrovinny rozklad. Tento typ rozkladu je efektivnéjsi, probiha mnohem rychleji a
dokonce dochazi k rozkladu organickych matric. Dal$i vyhodou je uchovani tékavych latek
V systému, coZ nezpusobi jejich ztraty.

Stiibro bylo a je diky své antimikrobidlni aktivité¢ hojné vyuZivano v rlznych lékatskych
vyrobcich, jako jsou masti nebo roztoky, z nichz kazdy muze obsahovat jiny typ stfibrné
slouceniny a dle toho také vykazovat odlisné vlastnosti. Obvykle obsahuji nanocastice stiibra
(koloidni roztoky stiibra), stiibrné proteiny nebo soli stiibra (AgCl, AgNO3, Ag2SO4. Hlavnim
problémem ale byva malé mnozstvi stiibra, které se z takovych latek uvoliiuje, nedostatecné
pronikani, rychla spotieba a piitomnost dusiénanti, které zpomaluji hojeni. Casto dochazi
k barveni pokozky, nerovnovaze elektrolyti a v neposledni fadé jsou takovéto komplikace
nepohodlné pro pacienta. Inovaci ve vyrobé 1éCiv se stfibrem je systém, kde je stiibro zaclenéno
(obvaz). Dnes je uZ znamo mnozstvi systémt, hlavné obvazi ¢i néplasti, které se velmi casto
pouzivaji ve zdravotnictvi K 1é¢bé popalenin ¢i mokvajicich ran. Vyznam stiibra tedy spociva
Vv antibakterialni aktivit€, na kterou na rozdil od antibiotik nevznika rezistence. Na druhou stranu
ale na léCbu miize byt pouZito jen omezené mnozstvi, protoze pii pouziti vysoké koncentrace
dochdzi k modrani zasaZené tkan¢ a dal§im komplikacim. Z téchto dlivodu je Zadouci vyvijet
metody pro stanoveni stiibra, a tak kontrolovat jejich mnozstvi ve zdravotnickych prostedcich.

Cilem této prace je tedy vyvinout metodu pro stanoveni stfibra v obvazovych materialech a
potvrdit obsah stiibra ve 4 vybranych materidlech. Protoze dulezitym kritériem obvazu je
uvoliovani stfibra do rany, dalSim cilem je inkubace obvazi ve vodé a fyziologickém roztoku.

Nakonec byla detailné studovana rovnovaha v roztoku stfibra po rozkladu materiali.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Hmotnostni spektrometrie s indukéné¢ vazanym plazmatem (ICP-MS) je jedna
Z nejuniverzalnéjSich elementarnich metod, které jsou dnes dostupné. Typy vzorku, které 1ze
méfit, sahaji od moiské vody ¢i skalnich utvarG az po ultracisté chemikalie, ve kterych lze
stanovit témét vsechny kovové prvky periodické tabulky. Také méfitelné koncentrace sahaji od
nizkych (ng I') aZ po vysoké (mg I™). Tato univerzalnost tedy prispéla k naréistu popularity této
techniky a zejména v analytické chemii je dnes hojné vyuzivana.

Od spusténi prvniho komeréné dostupného pfistroje s kvadrupdlovym analyzatorem
v roce 1983 byla metoda podrobena mnoha automatizacim, a tak dnes mame k dispozici velmi
citlivé, kompaktni analytické pfistroje. V praxi lze méfit jak kapalné, tak i pevné vzorky, které
pochazeji z zivotniho prostfedi, potravinaistvi, kde se jedna zejména o detekcei cizorodych latek ¢i
urovani mista pivodu. Déle se ICP-MS vyuZiva v polovodi¢ovém priimyslu ke kontrole kvality
vyrobku ¢i Eistoty, pro klinické a farmaceutické analyzy, v geologii, ve forenznich védach atd.
Nemén¢ dulezité je i vyuziti ICP—MS pro prvkovou specia¢ni analyzu, kde je tato metoda spojena

s chromatografickymi aplikacemi jakou jsou CE, HPLC nebo GC s on-line detekci.™?

ICP — MS ma mnoho vyhod, diky kterym je dnes tato metoda hojné Vyuiivémail’2

* nejlepsi LOD ze vSech metod atomova spektrometrie, a tak lze stanovovat
velmi nizké koncentrace (ng I'")

* snadnd speciacni analyza

* |ze méfit izotopicka zastoupeni

= multielementarni analyza

= téméf Zadné nespektralni interference

» méfeni kapalnych i pevnych vzorki

* rychlé analyzy, moZnost automatizace



ICP—MS nema ale jen samé vyhody. Mezi nejvétsi nevyhody patii vysoké pofizovaci

naklady a pak také provozni naklady. Déle pak nemoznost detekce neutralnich sastic.t?

2.1.1. Instrumentace ICP — MS

Mezi zakladni Casti patii ¢ast ICP a c¢ast MS. Do casti ICP Ize zahrnout piivod vzorku,

plazmovou hlavici, peristaltické ¢erpadlo, zmlzova¢ a mlznou komoru. VSechny ¢asti pracuji za

atmosférického tlaku. Do ¢asti MS spadd hmotnostni analyzator, iontova optika a detektor. Tyto

Casti se ale nachazeji ve vysokém vakuu. Pfechod z atmosférického tlaku do vakua tak vyzaduje
123

dalsi dulezitou ¢ast, kterad se nazyva interface. Obrazek €. 1 popisuje celkové schéma pfistroje.

Detektor kénus
~

konus

s YN 1%

‘i

Ovladéni detektoru lontova | Expanzni  Plazmova hlavice
N a kvadrupélu optika | komora R
Vnitini| Vnéjsi| generitor Peristaltické
Kvadrupél \ 8 cerpadlo

MIzna komora

se zmlZovacem
T

Turbomolekularni :Civka
pumpy B ol ' LS Odpad
______________ Ridici “"E—M
pocitac l B Vzorek—
. Rota¢ni pumpy
HMOTNOSTNI SPEKTROMETR PLAZMOVY ZDROJ

Obr.1 Schéma ICP — MS®



Interface se sklada z kovovych kuzelti (konust), které zajist'uji rychly piechod iontl
z atmosférické casti do evakuované. Tyto konusy jsou vyrobeny z kovu s tepelnou vodivosti a
odolnosti proti kyselinam, nejéastéji z Pt nebo Ni. Jsou chlazeny vodou a ve stiedu se nachazeji
malé otvory. Problémem byvaji vzorky, které obsahuji velké mnozstvi soli, nebot’ dochazi
K ucpavani otvora. Snizeni tlaku pak zajist'uji pumpy, nejcastéji rotacni a turbomolekularni.

Principem metody je nejcastéji zavadéni kapalného vzorku, ze kterého diky inertnimu
plynu a zmlzovaci vznika v mlzné komote aerosol, ktery se dostava do plazmové hlavice. Zde je
vzorek ionizovan a veden pies interface do hmotnostniho analyzatoru, kde je separovan podle

m/z. Dopadem elektront na detektor vznika elektricky proud, ktery je pfevadén na signal. »%3*

2.1.1.1. Zavadéni vzorku do plazmatu

Technika ICP-MS v soucasné dobé umoziuje analyzu vSech typi vzorkl, tedy jak
pevnych a kapalnych, tak i plynnych. Nejcastéji se vyuzivaji kapalné vzorky, které se prevadéji
na aerosol v mlzné komote. Pevné vzorky lze analyzovat za vyuziti laserové ablace, vybojové
abraze nebo elektrotermického vypafovani. Specialni technikou pro analyzu plynnych vzorku je
pak generovani tékavych hydridd HG-ICP-MS. Zavadéni vzorku je ale problematickym krokem,
nebot’ miize dochéazet k problémim se stabilitou, dostateCnym vypatenim, ¢i vznikem aerosolu a

ovliviiuje tak celkovou kvalitu méfeni a kone¢né vysledky. 123

A. Kapalné vzorky

Jednim z nejvice vyuzivanych zptisobem pitimého zavadéni kapalného vzorku do pfistroje
je generovani aerosolu a nasledna filtrace pro zbaveni hrubSich ¢asti, které by se mohly dostat do
plazmatu. Zavedeni vzorku udava kvalitu kone¢nych vysledkd, a tak je na jeho provedeni kladen
velky diiraz. Obecné se systém pro zavedeni vzorku skldda ze dvou casti: ze zmlzovace, ktery
méni kapalinu na aerosol a z mlzné komory, kterd udavad maximalni velikost kapek, které projdou

do plazmatu (obvykle 10 pm). *?



Koncentricky zmlzovac (guide)

Zmlzovani probiha zavedenim roztoku kapilarou k plynu (Ar), ktery proudi velkou
rychlosti pod tlakem 0,13 - 0,22 bar. Vzorek je tak nasavan az na konec kapilary a pak rozprasen.
Tento typ zmlZovale popisuje obrazek ¢. 2. VEtSina téchto zmlzovacl je vyrobena
z borosilikatového skla nebo kiemene. Nejéast&jsi pritoky jsou 1 — 3 ml min™. Nizsi pratoky se

pouzivaji pro t€kavejsi vzorky jako napiiklad organicka rozpoustédla. Vysokou citlivost vykazuji

vvvvvv

Mikrokoncentricky zmlZovac

Novy typ zmlzovace, ktery byl vyvinut zejména pro nizsi pritoky, se nazyva
mikrokoncentricky. Obvykle se pracuje s pritoky niz§imi nez 0,1 ml min™. Funguje podobng
jako koncentricky zmlZovac¢, ale s mnohem vy$§im tlakem plynu. Vyhodou je, Ze vytvari
mnohem mensi kapicky, a tak je i G¢inngjsi. Tyto zmlzovace jsou vyrobeny z polymernich
materiali jako je PTFE, PFA a PVF. Jsou tedy velmi odolné vici korozi. Nevyhodou je ale
pouziti jemnych kapilar, které neodolaji vysokym koncentracim. Lze je tedy pouzit u malych

mnozstvi vzorku nebo ve spojeni s HPLC. 1.2

65 mm

—_—
Vzorek

?

Nosny Ar

29

Obr. 2 Mikrokoncentricky zmlzovac

Ultrazvukovy zmlZovac

vvvvvv

Naopak uc¢innost dosahuje 70 — 80 %. Aerosol je generovan vibracemi piezoelektrického krystalu

a proudem inertniho plynu je veden dale do zmlzovace. Vyhtéatou trubici, kterou proudi, je pak



odpafeno ptebyteéné rozpoustédlo. Vyhodou je ptevedeni veSkerého vzorku na aerosol.

Nevyhodou jsou ale velké pamé&tfové efekty. 2

MIlZné komory

Druhou neméné¢ dilezitou soucasti systému pro zavadéni kapalnych vzorki je mlzna komora.
V soucasné dob¢ se nejcastéji pouzivaji dva typy: S dvojitym prichodem vzorku (Scottova) a
cyklonicka. Jak uz bylo feceno, jejich funkci je odstranéni velkych kapek a dale jest€¢ vyhlazeni
pulzt, pochézejicich z peristaltického cerpadla zmlzovace. Nékteré mlzné komory obsahuji navic
vnéjsi chlazeni kvili tepelné stabilit¢ vzorkd. Diky tomu dochézi k nasavani mensiho mnozstvi

ey ST e s o e 124
rozpoustédla, coz minimalizuje ¢asovou nestabilitu signélu a pfitomnost oxidu.

* MIzna komora s dvojitym prichodem vzorku

Nejbeéznéjsi mlznou komoru tohoto typu je Scottova mlzna komora. Dochazi zde k vybéru
malych kapi¢ek nasmérovanim aerosolu do hlavni trubice, vétsi kapky jsou vytésnény z trubice a
gravitaci vypoustéci trubici odchéazi pry¢. Mlzné komora se tedy sklada ze dvou trubic, které jsou

k sob¢ orientovany o 180 °, jak je vidét na obrazku ¢. 3.

T kICP

aerosol
S

'
odpad

Obr. 3 Scottova mlzna komora™®



»  Cyklonickd mlznéd komora

Tento typ mlzné komory pouziva odstiedivou silu. Kapky jsou separovany diky viru, ktery
vytvaii tangencialni tok aerosolu a argonu uvniti komory. Mensi kapi¢ky jdou spolu s plynem
dale a vétsi dopadaji na stény a odchazeji odtokem. Tento typ se vyznacCuje vyssi ucinnosti,
citlivosti a niz§i mezi detekce. Konstrukénim materidlem je nejcastéji sklo, kifemen nebo rtizné

1,24

polymery.

Do ICP-MS

ZmlZovat

Cyklonickd mlZna
komora

Odpad

Obr. 4 Cyklonicka mlzna komora a koncentricky zmlzovac *

B. Zavadéni pevnvch vzorku

Pouziti klasické ICP-MS instrumentace se systémem zmlzova¢ a mlZznd komora ma urcita
omezeni, zejména pokud se jedna o analyzu komplexnich vzorkl. Analyza pevnych vzorkl timto
systtmem neni mozna, suspenze uzZ analyzovat lze, ale proces je velmi obtiZzny. DalSim
problémem je mozna kontaminace vzorku pfi jejich ptipravé nebo vyrazné spektralni interference
diky rozpoustédlim. Navic pii pouziti organickych rozpoustédel je situace jeste¢ vice obtizna.
Matrice musi byt odstranéna offline a pouziti vnitinich standardd je rovnéZ velmi problematické a
¢asove¢ narocné.

Diky témto problémim byly zavedeny metody pro analyzu pevnych vzorki, které nelze
pfevést do roztoku ¢i n&jakym zplsobem rozlozit. Mezi nejbéznéji vyuzivané patii laserova

ablace a elektrotermické vypafovani. -



Laserova ablace

Pro generovani suchého aerosolu se pouziva laser. U této metody je mozna jak povrchova,
tak 1 hloubkova analyza. Po ablaci (leptani) se aerosol odvadi proudem argonu déle. Jako laser se
pouziva neodymovy (Nd:YAG) — synteticky polykrystal yttrium-aluminiového granatu, kde jsou
nékteré yttriové ionty nahrazeny neodymovymi. Zakladni vinovéa délka je 1064 nm, umoziuje
pracovat pii frekvencich 532, 355, 266 a 213 nm. Dal$im typem laseru je excimerovy (plynovy)
laser, jehoZ vlnova délka zavisi na pouzitém plynu (ArF, XeCl, KrF). Casto se pouziva 193 nm.
Tuto metodu lze pouzit pro jakykoliv pevny vzorek z oblasti geologie, paleontologie, biologie
(tkang, kosti, zuby, porcelan, umélecka dila, ...). Problémy se ale objevuji s nedostatkem

kalibra¢nich materiald. 2

Elektrotermické vyparovani

Tato metoda vyuziva pouziti uhlikové pece nebo grafitového vlakna k tepelnému odd¢€leni
analytu od slozek matrice. Toho se dosahuje vstfikovanim malého mnozstvi vzorku (20 - 50 pl
z autosampleru) do grafitové kyvety nebo kovového vlakna, kde dochazi k suseni, pyrolyze a pak
vypafovani pomoci teplotniho programu. Vyhodou je, Ze ionizace a vypafovani se provadi
oddé€len¢, coz umoziuje snadnou optimalizaci. Dale lze eliminovat slozky matrice, coz snizi
spektralni 1 nespektralni interference. Nevyhodou je vznik ptechodovych signali béhem

jednotlivych stupiili procesu. 12

2.1.1.2. Plazma jako zdroj ionta

PLAZMA je ionizovany plyn obsahujici dostate¢ny pocet kladné nabitych (iontl) a
zaporné nabitych ¢astic (elektrontll), ktery je navenek elektroneutralni. Cela soustava je elektricky
vodiva. Plazma se vyznacuje kolektivnim chovanim: zmény v jednom misté vyvolavaji zmény i
na vzdalenych mistech. U plynt je ovliviiovéno jen blizké okoli, proto se plazma také oznacuje
jako 4. typ skupenstvi. Od plynu se kvili pfitomnosti nabitych Castic vyznamné li§i svou

. . 12
viskozitou a tepelnou vodivosti.



Ptechod plynu na plazma se uskutecniuje dodanim energie, ktera prevysSuje ionizacni
energii pfitomnych atoml plazmatu. Na rozdil od plamene, ktery se jednou zapali a hoii neustéle,
dokud je ptivadén plyn, u plazmatu je nutné dodavat vnéjsi energii ve forme elektrického pole,
aby dochazelo kionizaci plynu a udrZeni plazmatu. Nasledné je Cast energie z plazmatu
prenasena na vzorek a dochazi k excitaci a ionizaci. Plazma lze podle typu elektrického pole délit
na stejnosmémé vazané plazma, mikrovinng indukované plazma a induk&né vazané plazma.'?

Plazma mutzeme vytvorit zlibovolného plynu, pouzivaji se ale hlavné inertni,
monoatomické plyny jako je He nebo Ar. Ionizacni energie He je 24,6 eV, jeho iniciace je
obtiznd, navic je velmi drahé. AvSak za jeho pouziti lze méfit témef vSechny prvky. lonizaéni
energie Ar je 15,8 eV. Ma nizsi tepelnou vodivost nez He a neionizuje He, Ne a F. Pouziva se ale
nejCastéji. Poskytuje jednoduché spektrum ve srovnani s plameny, kde vznikaji molekularni
spektra. Nedochazi ke vzniku stabilnich slou¢enin mezi Ar a analy‘[em.l’2

Princip ionizace: elektrické pole urychluje elektrony v plazmatu, které nasledné ionizuji
plazmovy plyn. 1.2

Ar+e — Ar*+2e” {1}

2.1.1.2.1. Stejnosmérné vazané plazma (Direct Current Plasma - DCP)

DCP se tvoii, kdyZ je plyn (obvykle Ar) zavadén do proudu mezi 2 nebo 3 elektrody.
Ionizace plynu tvofi tvar pismene Y, ktery ma 1 vysledné plazma. Anoda je obvykle
konstruovana z uhliku a katoda z wolframu. Vyhodou je moZnost analyzy pevnych vzorkil ¢i
suspenzi, avSak prevazuji nevyhody, napiiklad Castd vymeéna uhlikovych elektrod, které se

spotiebovavaji, tvorba interferenci a nestabilita. Proto se tento typ v praxi moc nevyuiivél.l’2

2.1.1.2.2. Mikrovlnné indukované plazma (Microwave Induced Plasma - MIP)

Mikrovinna plazmata jsou generovana v magnetronech s pracovni frekvenci 1-5 GHz,
obvykle 2,45 GHz. MIP pracuje za atmosférického tlaku s Ar nebo He o pratoku 1 | min™.
Z magnetronu je MW zéfeni vedeno rezonan¢ni dutinou do vybojové trubice (z kifemene nebo

skla) a udrzuje plazma. Dosahuje se zde velmi vysokych excita¢nich teplot (az 9000 K), ale



teplota plazmového plynu je nizka (1000 K), pii méteni kapalnych vzorkil tak mize dochéazet ke
zhaseni nebo se mohou objevovat vyznamné efekty matrice. He MIP se pouziva jako detektor

pro GC, a to jak u emisnich spekter, tak i pro nekovové prvky — O, S, P, Cl, L2

2.1.1.2.3. Indukéné vazané plazma (Inductively Coupled Plazma ICP)
Dominantni oblasti vyzkumu jak pro optickou emisni spektrometrii tak i hmotnostni
spektrometrii je ICP. Poprvé bylo pouzito roku 1964 a ukazalo na velky vyznam ICP jako
budiciho zdroje. V 80. letech pak bylo poprvé pouzito se spojenim s hmotnostni spektrometrii
jako zdroj pro generovani iontd. ICP vznika diky 3 ¢astim pfistroje: plazmova hlavice, induk¢ni

civka a RF generéltor.l’2

ICP vyboj

Plyn je ptivadén tangencialnim smérem do hlavice, smétuje mezi vnéjsi trubice kiemenné
hlavice. Indukéni civka (obvykle médénd) obklopuje horni konec hlavice a je spojena s RF
generatorem. Kdyz plyn projde plazmovou hlavici uprostied indukéni civky, na civku je vlozeno
radiofrekvencni energie (750 — 1500 W) a vznika stfidavy proud, ktery osciluje uvnitf civky a ma
stejnou frekvenci jako radiofrekvencni generator (27 nebo 40 MHz). Tato oscilace vytvoii
elektromagnetické pole, plyn v tomto poli je pulzem z Teslova generatoru (ioniza¢ni impulz)
ionizovan a nékteré elektrony jsou odtrzeny od atomu plynu. Ty se potom srazi s dal§imi atomy a
tzv. kolizi indukovanou disociaci vznik4 plazma. Po zaZehnuti je plazma udrzovano indukéni
vazbou: radiofrekven¢ni proud prochazi civkou a vytvari magnetické pole s vektorem intenzity
rovnobéZznym s hlavici. Elektrony uvnitf jsou urychleny magnetickym polem a svou energii
pfedavaji atomim plynu, ktery se zahtiva a ionizuje, tak vznikaji dalsi elektrony. Timto procesem

se po celou dobu udrzuje plazma, pokud je dodédvan radiofrekvencni proud.l‘z’3

Plazmova hlavice

Plazmova hlavice se obvykle skldda ze tfi soustfednych trubic, které jsou vyrabény

z kiemene (Obr. 5). Hlavice mohou byt vyrabény v jednom celku, kde jsou vSechny tfi trubice
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spojeny, nebo jsou kombinované, kdy je injektor odnimatelny. Plazmova hlavice obsahuje tedy 3
kifemenné trubice a induk¢ni civku, mizeme zde rozpoznat tfi toky plynu tfemi trubicemi
(nejcastéji je to Ar). Prvni tok se pouZziva pro tvorbu plazmatu a je umistén mezi vnéjsi a stiedni
trubici. Jeho pritok je 12 — 17 | min™. Druhy proud plynu slouzi jako pomocny plyn, prochézi
mezi stfedni trubici a injektorem. Slouzi ke stabilizaci vyboje a chlazeni (odd€luje plazma od
trubice). Jeho priitok je asi 1 ml min™. Tfeti proud ma pritok 1 1 min™ a pouziva se k zavedeni
vzorku ve form¢ aerosolu, vytvari tak analyticky kanal. Injektor je Casto vyroben z jinych
materidlti nez ostatni trubice. Kromé kifemenu se pouziva i oxid hlinity, platina a safir (v pfipadé
vysoce korozivnich materialtl). Plazmova hlavice je umisténa horizontalné 10 — 20 mm od
interface a ma 3 hlavni ukoly: izoluje plazma od civky, usmériiuje tok plynti a umoznuje

1o o123
zavadeéni vzorku do vyboje.

L=
o ™~— zavity indukéni civky
o

000

~————— korundovy mjektor

*—~___  kiemenna trubice

pomocny Ar

~—|—" ™~— plazmovy Ar

\_ vzorek + Ar

Obr.5 Schéma plazmové hlavice 30

Induk¢ni civka
Civka pouzivand v ICP—MS se mirn¢ 1isi od té, ktera se pouziva v ICP—OES. Dlivodem je
plazmovy vyboj, kde vznikd potencidlovy rozdil nékolika set volti diky vazbé RF civky a

plazmatu. V ICP-MS by to mélo za nasledek sekundarni vyboje mezi plazmatem a interface, coz
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muze negativné ovlivnit vykon pfistroje. Indukéni civka tak musi byt uzemnéna, aby byl rozdil
v 2

RF generator

Prvni RF generatory vyuzivaly dusik nebo vzduch o vykonu 5 — 10 kW K udrzeni
plazmového vyboje a obcas zabiraly i polovinu mistnosti. Dne$ni generatory jsou tvofeny pomoci
solid—state soucastek, coz znamena, ze pro vykon neni vyzadovano vakuum. To ¢ini tyto zafizeni
mnohem mensi a také spolehlivéj$i. Hodné dulezita je G¢innost vazby RF generatoru K civce.
Vétsina RF generatort pracuje s ucinnosti 70 — 75 %, tedy 70 — 75 % dodané energie produkuje

plazma. *?

lonizace vzorku

Hlavnim centrem ionizace vzorku je plazmovy vyboj. Aerosol vzorku pfichazi do
injektoru z mlzné komory. Pfi vystupu z injektoru se pak pohybuje takovou rychlosti, Ze
prakticky udeti do plazmového vyboje. Vzorek pak prochazi nékolika zménami, které zacinaji
v predehiivaci zon¢ a pokracuji v zoné zativé. Naptiklad pokud se jedna o kovovou sil v roztoku,
prvnim krokem je desolvatace na kapicky. Pak vznikaji malé pevné Castice, které putuji dale do
plazmatu, kde se nejprve méni na plynnou formu a poté na zékladni atom. Findlni pfeména na
ionty se d¢je sraZkami elektronli argonu se zdkladnimi atomy. Ionty jsou pak sméfovany do

hmotnostniho spektrometru. 12

Schéma I lonizace vzorku?

Kapka Pevna latka Plynna latka Atom lon
(desolvatace) (vypareni) (atomizace) (ionizace)
M(H0)'X? — (MX)n — MX - M — M!
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Ioniza¢ni mechanismy: %°

1. Pienos naboje: Ar* + M — M* + Ar + AE {2}
2. Penningova reakce: Ar" + M — M* + Ar + e” + AE {3}
3. Srazka s elektronem: M + e~ — M* + 2e- {4}

2.1.1.3. Interface

Uloha oblasti interface je prepravovat ionty efektivné a trvale z plazmatu, ktery je pfi
atmosférickém tlaku (1 bar), k oblasti analyzatoru hmotnostniho spektrometru na piiblizné 13 — 8
mbar.

Interface se skldda z 2 — 3 kovovych kuzeld (konusl) s velmi malymi otvory, které jsou
udrzovany pod vakuem 1,3 — 2,6 mbar hrubou mechanickou pumpou. Poté, co jsou ionty
generovany v plazmatu, prochazeji prvnim konusem, ktery je také znamy jako vzorkovaci
(sampler). Jeho otvor ma asi 0,8 — 1,2 mm. Expanzni komorou je nazyvan prostor mezi obéma
konusy, kde je udrzovan tlak 2 — 5 mbar pomoci rota¢nich pump. Diky niz§imu tlaku jsou ionty
urychleny a putuji dale ke sbérnému konusu (skimmer), ktery je mensi, ale ostiejsi. Ma také
mensi otvor (0,4 — 0,8 mm). Oba konusy jsou obvykle vyrobeny z niklu, Ize ale pouzit i jiné
materialy jako je platina, ktera je odolné&jsi ke korozivnim kapalinam. Ke snizeni tepelnych
ucinkil plazmatu se jako chladici medium pouziva voda, ktera je v chladicim bloku. Ten je také
tvofen z materialu, ktery dobfe odvadi teplo, naptiklad méd’ nebo hlinik. Z druhého konusu jsou
ionty fizeny iontovou optikou pfimo do hmotnostniho analyzatoru.

Interface je velice dulezita soucast ICP-MS, navic je hodné nachylna k riznym
destrukcim, napiiklad k zanaSeni otvord konusti soli ze vzorku. Schéma interface popisuje

obrazek &. 6.2
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Vakum Atmosfericky tak

=~ Sampler
.'..:-‘#

Slammer

Tlak = 0.0001 mbar ke ~ 2.5 mbar

Obr. 6 Interface!

2.1.1.4. lontova optika

Dalsi dulezitou soucasti ICP-MS je iontova optika. Je obvykle umisténa mezi skimmerem
a hmotnostnim analyzatorem a tvofena minimalné jednou elektrostaticky fizenou c¢ockou.
Umisténa je pod vakuem 12 — 4 mbar, které je udrzovano turbomolekularni pumpou. Tato optika
neni stejnd jako u zafizeni optické emise €i atomové absorpce, ale sklada se ze systému desek,
sudll nebo valct, na které je vlozeno napéti.

Funkce iontové optiky je odvadét ionty z plazmatu za atmosférického tlaku pres interface
a nasmérovat je do hmotnostniho analyzatoru, ktery je pod vysokym vakuem. Castice neiontové
povahy jako jsou neutralni ¢astice a fotony jsou urcitou bariérou odstranény, a tak jim je zamezen
ptistup do detektoru. Tyto Castice nejsou ovliviiovany elektromagnetickym polem, na ¢emz je
zaleZeno jejich odstranéni. Existuji dva typy eliminace. Prvnim typem je umisténi zarazky ptimo
do drahy ionti — in-line. Neutralni ¢astice se zde zastavi a ionty jsou vychyleny elektrickym
polem, aby se vyhnuly bariéfe. Druhym typem je eliminace off-axis, kde osa hmotnostniho
analyzatoru je vychylena o 45° vacéi interface. lonty jsou opét vychyleny pomoci

elektromagnetického pole a ostatni ¢astice jsou zachyceny na bariéfe v ose proudu vstupujicich
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iontl. Neutrdlni castice je nutné odstranit, protoze zplsobuji nestabilitu signalu a pfispivaji
k signalu pozadi. N&které iontové optiky obsahuji jesté extrakéni Cocky za poslednim konusem,

které zlepSuji extrakci lehcich prvki. 1.2

2.1.1.5. Hmotnostni analyzatory

K separaci ionti podle jejich molarni hmotnosti se vyuzivaji hmotnostni analyzatory.
V ICP-MS se nejcastéji vyuzivaji sektorové analyzatory, kvadrupdlovy analyzator a priletovy
analyzator. Po separaci se méfi relativni zastoupeni iontl pro kazdou hmotnost a je nutny
prichod iontd bez kolizi. Cely hmotnostni spektrometr, tedy i analyzator, je uchovavan pii
nizkém tlaku 10°® — 10 torr pomoci turbomolekularnich pump. Tento nizky tlak je nezbytny, aby
se zabranilo nezddoucim srdzkdm mezi ionty a neutrdlnimi ¢asticemi mezi ionizaci a detekei a
také z instrumentalnich diivodi: nizky tlak zabranuje prepaleni odporového dratku, ktery vytvari
ionizujici elektrony viontovém zdroji. Vyznamnym parametrem pro vybér hmotnostniho

analyzatoru je rozliSovaci schopnost, kterd je definovana:

m

R=— {5}

Am

m je hmotnost analyzovaného signalu, Am je Sirka signdlu v 10% vySky 1,258

e Sektorovy analyzator (Sector Field — SF)

Pfed objevenim kvadrupolového analyzatoru byla technologie magnetického sektoru
nejvice vyuZzivana pro déleni na zdkladé hmotnosti a to hlavn€ pro anorganické ionty. Analyzator
s jednoduchou magnetickou fokusaci se tak hojné pouzival az do pocatku 80. let. JelikoZ se ale
objevil problém u polyatomickych spektralnich interferenci, pomalu se zacalo pfechazet na

analyzator s dvojitou fokusaci. 12

Sektorovy analyzator s dvojitou fokusaci

Tento typ analyzatoru se sklad4 ze dvou sektorti a to z magnetického a elektrického. Pti

vstupu z iontového zdroje do elektrického sektoru maji ionty kinetickou energii z . V = m . V?/2.
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V elektrickém poli na né plsobi dostfediva sila F = z . E (E je intenzita elektrického pole).

Stejné jako u jednoduchého sektoru zde dochazi k rovnovaze se silou odstiedivou:

E.z.v=m.Vr. {6}
kde z ptedstavuje naboj iontu, E je sila elektrostatického pole, m hmotnost iontu, v rychlost a r
polomér zaktiveni.

K samotné separaci iontii podle jejich poméru m/z dochdzi v magnetickém sektoru. Na
ionty pusobi magnetické pole, které ovliviiuje jejich trajektorii v zavislosti na hmotnosti a energii
iontd. Dochazi k zakfiveni jejich drahy letu o dany polomér r. Z rovnice {7} je patrné, ze pfi
konstantni magnetické indukci B a urychlovacim napétim V je polomér drahy letu r dany

pomérem m/z.

m/z = B%. r}l2V {7}

Polomér zakiiveni drahy v elektrickém sektoru lze tedy vyjadiit: r = 2V/E. lonty
urychlené potencidlem V v elektrickém poli o konstantni E maji také stejné poloméry zakiiveni
drah. Na vystupni Stérbinu tedy dopadaji ionty s riznou efektivni hmotnosti ale se stejnou
kinetickou energii. Do magnetického sektoru pak vstupuje iontovy svazek se stejnou energii, coz
zvysuje rozliSovaci schopnost analyzatoru.

Tyto analyzatory lze podle geometrického uspotfadani magnetického a elektrického
sektoru délit na uspoifadani podle Mattaucha a Herzoga a podle Niera a Johnsona (Obr. 7). U
prvniho typu se v elektrickém sektoru ohyba svazek iontti o 30° a v magnetickém sektoru pak o
90° na druhou stranu. U uspofadani dle Niera a Johnsona se svazek v magnetickém sektoru ohyba
o 60°, v elektrickém pak o 90°. lonty vstupuji nejprve do elektrického a pak do magnetického
sektoru. Existuji ale 1 pfistroje s inverznim uspofadanim, kdy vstupuji nejprve do magnetického a
pak do elektrického sektoru., coZz umoziuje studovat i fragmentacni cesty.

Analyzatory s dvojitou fokusaci maji nejvyssi rozliSovaci schopnost, R = 10 000. 1258
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Obr. 7 Piiklady geometrického uspotadani sektorovych analyzatora s dvojitou fokusaci:

a) podle Mattaucha Herzoga, b) podle Niera a Johnsona ®

e Kvadrupdlové analyzatory

Kvadrupo6lové analyzatory byly vyvinuty na poc¢atku 80. let a v dnesni dob¢ zaujimaji 85 %
analyzatorti ve spojeni s ICP—MS. Tento analyzator nevyuziva magnetické pole, ale elektrické
pole vlozené na Ctyfi rovnobézné, pravidelné uspofadané, precizné opracované kovové tyce
kruhového prifezu o délce asi 15 - 25 cm a praméru 1 cm. Vyrobeny jsou typicky z nerezové
oceli nebo molybdenu a nékdy jsou pokryty keramickou vrstvou kvili ochrané proti korozi.
Pracuje se pii frekvenci 2 — 3 MHz.

Na jednu dvojici protilehlych ty¢i (elektrod) je vloZeno kladné stejnosmérné napéti, na
druhou stejna hodnota zaporného stejnosmérného napéti. Soucasné je na tyce vkladano i stiidavé
vysokofrekven¢ni napéti. Volbou optimalniho poméru stejnosmérného a stfidavého napéti ionty
urcité hmotnosti projdou pres ty¢e do detektoru, ostatni ionty budou v kvadrupolu oscilovat a po
srazce s ty¢i se vybiji. Tento proces se pak opakuje, az se zanalyzuje cely vzorek.

Rozlisovaci schopnost kvadrupdlového analyzatoru je nizka (R = 400), tudiz je nutné fesit
spektralni interference, naptiklad pomoci kolizni cely. Déle celkové rozliSeni ovliviiuje tvar,
délka a primér ty¢i, pouzitd frekvence, aplikované stfidavé i stejnosmérné napéeti. Vyhodou

tohoto analyzatoru je ale niZ8i cena a nizké naroky na vakuum, sta¢i pouze 10 pa, 12°8
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e Priletovy analyzator (Time of Flight — TOF)

Priletovy analyzéator byl poprvé publikovéan v literatuie v roce 1940, komercéné byl ale
vyuzit az za 50 let. Tento typ vyuziva kratkych pulzi svazku ionti, které jsou urychleny
potencialem V a ziskavaji stejnou kinetickou energii z . V. = m . v%/2. Vstupuji pak do
evakuované trubice o délce 100 — 170 cm, kde na né€ nepiisobi zadné silové pole, a tak se
pohybuji riznou rychlosti v podle svych hmotnosti. Pak dopadaji na nasobi¢ elektrond a detekuje
se jejich signal. Doba pulzil je asi 10° sa cely pracovni cyklus trva jen 100 ps, coZ je velmi
rychlé. Naptiklad pii pouziti trubice délky 1 m trva zaznam celého spektra pouze 50 ps, coz

znamena asi 20 000 skend za minutu. Cim je ion leh¢i, tim diive dopadne na kolektor, coz také

vyplyva z rovnice pro tento analyzator.
m/z = 2VIV* = 2V . /1 {8}

Co se tykd konstrukce, existuji dva typy akcelerace. Prvnim typem je ortogonalni
akcelerace, kde je letova trubice umisténa v pravém thlu od iontového paprsku, na druhou stranu
u axialni akcelerace je letova trubice s iontovym paprskem v jedné roviné. AvSak komercné
dostupna je pouze ortogonalni akcelerace.

Rozliseni se pohybuje kolem 2000 a neni zcela jasné tfeSeni spektralnich interferenci.
RozliSovaci schopnost 1ze zlepsSit pomoci reflektronu, coz je soubor elektrod, na ktery dopadaji
ionty. Ty se pak vraci zpét do letové trubice a v rizném Case dopadaji na detektor. SlouZzi vlastné

ke korekci kinetické energie ionti . 248

2.1.1.6. Detektory

Posledni ¢asti systému ICP-MS je detektor, ktery slouzi k pfevodu proudu iontli na
elektricky signal. Od 80. let 20. stoleti se pouzivaly ruzné detektory, v soucasné dobé to je
nejcastéji Faradayova klec a elektronovy nésobi¢ s oddélenymi dynodami, a to hlavné kvl

nizkym koncentracim iontd.
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Elektronovy nasobi¢ (channeltron)

Princip funkce elektronového nésobice je velmi podobny jako u fotonasobiCe, avSak
namisto pouziti jednotlivych dynod pro pfeménu fotonii na elektrony, elektronovy nasobi¢ tvofi
otevieny sklenény kuzel (potaZzeny polovodiCovym materialem). Elektrony jsou generovany
Z iontd, které naruSuji jeho povrch. Na pfedni ¢ast kuzele je aplikovan negativni potencial, coz
slouzi k detekci kladnych ionti, a zadni Cast je uzemnéna. Kdyz tedy ion opusti hmotnostni
analyzator, je pritahovan negativnim potencidlem kuzele. Narazi na jeho povrch, ze kterého se
pak uvolni jeden nebo vice sekundarnich elektronti. Tento proces se opakuje a vysledkem je pulz,
ktery obsahuje nékolik miliéna elektrond.

Elektronovy nasobi¢ mlze pracovat v pulznim modu, kde pracuje s vétSim poctem dynod
a zesileni je vétsi. Poziva se ke stanoveni nizkych koncentraci. Naopak u analogového modu je
zesileni mens$i a hodi se pro vysoké koncentrace. V pfistrojich se k simultdnnimu stanoveni
Sirokého rozsahu koncentraci vyuziva dvoustupniového elektronového nésobice, jehoz princip je
zaloZen na méfeni signalu iontu v analogovém modu na ur€ité dynodé. Pokud je signal vyssi nez
prahova hodnota, tak je signdl zpracovan pfes analogovy obvod. Jestlize je signal niz$§i nez

prahova hodnota, pak je signél zesilen na zbyvajicich dynodach.

Elektronovy nasobic¢ s oddélenymi dynodami

Tento typ detektoru pracuje na podobném principu jako channeltron, ale obsahuje
oddé¢lené dynody, které slouzi k nasobeni elektroni. Detektor je umistén off-axis k minimalizaci
Sumu zrozptyleného zafeni a neutralnich castic, pochézejicich z ICP. KdyZz ion vychazi
Z hmotnostniho analyzatoru, dostava se na prvni dynodu, ze které vyrazi sekundarni elektrony.
Tyto sekundarni elektrony jsou pak urychleny k dal§i dynod€. Tento proces se opakuje na
dalsich dynodéch, nakonec se generuje zesileny elektronovy pulz, ktery je zachycen na anodé.
Obvykle je slozen z 15 — 19 dynod, které jsou pokryty oxidy kovu. Diky pouzitému materialu a

rozdilu ve tvorb¢ elektronti je asi o 50 — 100 % wcinngjsi nez channeltron.
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Obr. 8 Princip funkce elektronového nasobice s oddélenymi dynodami *

Faradayova klec

Pro aplikace, kde nejsou vyzadovany ultrastopové detekéni limity, se pouziva k detekci
iontll jednoducha kovova elektroda nebo Faradayova klec. Principem fungovani je dopad iontl
na sbérnou elektrodu a konvertované elektrony jsou zachyceny na ,kleci, ktera je okolo sbérné
elektrody. Pracovni rozsah tohoto detektoru je 10* cps, coz znamena, Ze jeho citlivost je nizka,
pokud je pouzit jako jediny detektor. Obvykle tedy byva spojen s elektronovym nasobicem nebo
elektronovym nésobi¢em s oddélenymi dynodami. Dnes je Faradayova klec hojné vyuzivana
s magnetickym sektorovym analyzitorem, kde jsou vysoké iontové signaly. Slouzi hlavné

k urceni izotopovych poméru.
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2.1.2. Interference v ICP — MS

Doted’ byla popsana zakladni instrumentace a principy, se kterymi se mizeme setkat u
ICP—MS. Diilezitou roli ale hraji i interference, se kterymi se setkdvame b&hem méfeni.
V ICP-MS jsou dobie kompenzovany, avsak jejich feSeni byva nékdy ¢asové narocné a obtizné,
zejména pokud se jedna o slozité matrice. Znalost interferenci pro urcity typ vzorku je urcujici
pro jeho pripravu a také vybér instrumentace. Interference v ICP-MS se obvykle déli do dvou
skupin, a to mezi spektralni a nespektralni interference. Oba dva typy jsou problematické, avsak
pouziti modernich instrumentaci a kvalitnich softwarG ve spojeni s optimalizovanymi

analytickymi metodikami snizuji jejich dopad na stopové stanoveni prvki. >

2.1.2.1. Spektralni interference

wewv

Vv ICP-MS, zejména u hmotnostnich spektrometrii s nizkym rozliSenim jako je naptiklad
hmotnostni spektrometr s kvadrupolovym analyzatorem. Lze je dale délit na izobarické

interference a molekularni ¢i polynomické interference. Nejcastéji se projevuji u m/z =40 — 80.12

e Molekularni interference

Tyto interference vznikaji v disledku slouceni dvou nebo i vice riznych atomickych
iontl, jejichz vyslednd hodnota m/z je totozna s hodnotou m/z analyzovaného prvku. Jsou
tvofeny ruznymi zpisoby, ale obvykle vznikaji spojenim s plazmovym plynem, matricovymi
soucastmi v rozpoustédle, dal§imi prvky ve vzorku nebo skyslikem a dusikem v okolnim
vzduchu. Napftiklad v plazmatu z Ar vznikaji molekularni interference zpusobené ionty argonu a
kombinaci iont argonu s dalS§imi ¢asticemi. Nejhojnéjsi izotop Ar ma hmotu 40, coz ovliviiuje
izotop Ca, jehoZ m/z je také 40. Naopak kombinace argonu a kysliku ve vodném roztoku
OArteo* ovliviiuje hlavni izotop Fe s m/z = 56. Argon déale mize tvofit molekularni interference

s prvky, nachazejicimi se v kyselinach, které se pouzivaji na rozpuSténi vzorku. Napiiklad
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v prostiedi kyseliny chlorovodikové “°Ar* se spojuje s izotopem chloru s hmotou 35, a tak vzniké
PArCI*, ktery ovliviiuje izotop arsenu s m/z = 75.

Dal3i typ interferenci tvoii prvky ve vzorku jako H', *°O* nebo OH* (z vody nebo ze
vzduchu), které se spojuji v molekularni hydridy, oxidy nebo hydroxidy. Tyto interference se
typicky objevuji v chladné&jsi oblasti plazmatu pied oblasti interface. Tento typ interferenci se
vyskytuje u vzorkd obsahujici kovy vzacnych zemin a refraktorni prky, které snadno tvofi
molekularni spojeni (nejcastéji oxidy) vytvarejici spektralni prekryv s prvky ve stejné skupiné.
Spolecné s témito interferencemi mohou vznikat v plazmovém vyboji i dvojnasobné nabité ionty.
Jsou to ionty, které nesou dvojnasobny naboj oproti klasickym iontiim, a tak tvoii izotopicky pik
v oblasti jejich polovicni hmotnosti. Mnozstvi vznikajicich oxidickych a dvojnasobné nabitych
iontl lze minimalizovat optimalizaci podminek plazmového vyboje, hlavné pratokem

zmlzovaciho plynu, RF vykonem a pozici plazmové hlavice. 1.2

Tab. | Nejb&zn&jsi molekularni interference v ICP—MS *

Prvek/izotop | Matrice/rozpoustédlo | Interference
PK* H,0 SArH
“ca’ H,0 “Art
56Fe+ Hzo 40Ar16o+
95e* H,0 OArPAr
v HCI *cI**o*
"As HCI “Artcrt
285+ HNO; ANTNT
44Ca+ HN03 14N 14N16O+
SSMn HNO; LNV
BT H,SO, 328160+
52Cr+ H,SO, 348160+
647 F H,S0, 325 T6 160"
63Cu+ HsPO, 3p 16016O+
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organicka
Mg N 126120+
rozpoustédla
52+ organicka 40 5 A2+
Cr Ar<C
rozpoustédla
ey’ horniny ®Ca'®oOH*
4zZn* horniny Bcal®o*
Scu’ moiska voda POAr*Na*

e Izobarické interference

Druhym typem spektralnich interferenci jsou izobarické interference. Vznikaji diky
pritomnosti jinych izotopt dalSich prvki ve vzorku, které maji stejnou hmotnost jako analyt, a
tak dochédzi k hmotnostnim piekryviim. Naptiklad vanad méa dva izotopy 50 a 51. Izotop 50
(vyskyt 2,5 %) Ize jako jediny stanovit ve spojeni s matrici HCI, protoze °0**CI" ma také hmotu
51 stejné jako druhy izotop. Naopak ho ale nelze stanovit ve spojeni s Ti (5,4 %) nebo Cr
(4,3 %), nebot’ opét vykazuji stejné hmoty. Tyto interference jsou ale dobfe popsany, a tak je
vyhodou, Ze 70 % prvkii ma vice nez 1 vhodny izotop. Resenim tedy byva sledovani jiného
izotopu, jehoz hmota se lisi. Molekularni interference takto fesit nelze, a proto se museli najit jiné

metody, jak spektralni interference vytesit. 1.2

2.1.2.2. Eliminace spektralnich interferenci

U spektralnich interferenci existuje hned nékolik zplisobt, jak je odstranit. Jak uz bylo
feceno, nejjednodussi moznost je sledovani vhodnéjsiho izotopu, ktery neposkytuje interference.
Dalsi moznosti je odstranéni vSech rusivych elementt, které se nachazeji ve vzorku. Toto se déje
hlavné pomoci prekoncentra¢nich nebo chromatografickych technik nebo pouhou desolvataci
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rozpoustédla. Dal$imi ndrocnéj$imi metodami je pouziti matematickych korekénich rovnic a
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uprava instrumentace jako je vyuziti studeného plazmatu, koliznich nebo reakénich cel,

diskriminace pomoci kinetické energie a pouziti pfistroji s vysokym rozli§enim.

Matematické korekéni rovnice

Tento typ eliminace spektralnich interferenci se hojné¢ vyuziva pro izobarické interference
a pro nékteré jednoduché molekuldrni interference (pokud nejsou k dispozici ke kvantifikaci jiné
izotopy). Metoda funguje na principu méfeni intenzity interferujiciho izotopu nebo seskupeni na
jiné hmot¢, kde se nevyskytuji interference. Korekce je pak provedena ze znamého pomeéru
zastoupeni interferujiciho iontu na analytické a alternativni hmot¢. Napiiklad u kadmia mé jeho
izotop hmotu 114, avSak hmotu 114 mé také méné se vyskytujici izotop cinu (0,65 %). M¢fi se
tedy intenzita hmotnosti 114. Cin mé ale celkem 10 izotopt, z toho nejhojnéji se vyskytuje 85

(24,23 %). Pomérem vyskytu téchto dvou izotopt se tedy provede korekce:

Hcdt =114 - Mgn’ {10}

T 114 + ee . ’ v ’ rox s . o ’
Prispévek ~7'Sn” se zjisti pomoci poméru vyskytu zminénych izotopti cinu a hodnoty

neinterferujiciho g,

Wiedt = 114 — (0,65/24,23) . 8sn* {11}
W4edt = 114 — (0,0268) . *¥sn* {12}

Vysledkem korekce interference *4Sn* je tedy — 0,0268 . *'8Sn*,

vvvvvv

.o 12
iontd ve vzorku.

Cool/cold plazma
V piipadé¢ Ze intenzita interferenci je vysokd a intenzita analytu naopak nizka,
matematickych korekci nelze vyuzit. Z tohoto divodu je nutné tyto piipady feSit upravou

instrumentace. Jednou takovou moznosti je pouziti tzv. studeného plazmatu, které pomaha
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snizovat n¢které molekularni interference. Tato metoda byla vyvinuta v 80. letech a vyuziva
nizké teploty k zamezeni molekularnich interferenci s argonem. Za normalnich podminek (RF
vykon 1000 — 1400 W, pritok nosného plynu 0,8 — 1,0 ml min™) se Ar spojuje s matrici,
¢asticemi rozpoustédla a tvofi se interference jako BarH*, ©Art a YArto”. Ty pak ovliviuji
detek¢ni limity nékterych prvki, hlavné K, Ca a Fe. Pouzitim podminek pro studené plazma se
tyto interference snizi (RF vykon 500 — 800 W, pritok nosného plynu 1,5 — 1,8 ml min™).
Detek¢ni limity téchto prvki se tedy znacné zvysi. AvSak tato metoda ma i zna¢na omezeni.
Napftiklad prvky s vysokou ionizacni energii nemohou byt dostateCné ionizovany, protoze ve
studeném plazmatu neni dostate¢né mnozstvi energie. Citlivost je ¢asto ovlivnéna matrici vzorku,
a tak studené plazma casto vyzaduje pouziti standardniho pfidavku. Dale tato metoda neni

. . - L o12
vhodnd ani pro multielementarni analyzu.

Kolizni/reakéni cely

Omezeni studené¢ho plazmatu vedlo k sestrojeni koliznich/reakénich cel, které vyuzivaji
ion — molekulovych srazek a reakci k odstranéni molekularnich interferenci jesté pied vstupem
do hmotnostniho analyzatoru. Tato zafizeni se obvykle spojuji s kvadrupélovymi hmotnostnimi
analyzatory a poskytuji tak nejcitlivéjsi izotopové stanoveni. Jejich funkce spociva v prechodu
pies interface, odkud normalnim zpusobem vstupuji do kolizni/reakéni cely umisténé pied
kvadrupolovym analyzatorem. Jako kolizni/reakéni plyn se pouziva He, H,, NHs, O, nebo
methan, ten prochéazi prostfednictvim vstupu do cely, kterd je multipol (kvadrupdl ¢i oktapol).
Obvykle pracuje v RF modu. Radiofrekvenéni pole pak slouzi k transportu iontt, které se pak
srazeji a reaguji s molekulami kolizniho/reakéniho plynu. RuSivé ionty jako BArH", “Art a
PVArPO* se bud pfevedou ne neinterferujici ionty, nebo se analyt pievede na jiny ion, ktery
interference nezpisobuje. Ptikladem je vyuziti vodiku k rozliSeni “OAr a*Ca* . Reakei s “°Ar*

vzniké atomérni argon a neskodny H,". S *°Ca* vodik nereaguje.

OArT + Hy — Ar+ Hy' {13}

“Ca" + H, — “Ca* + Hy (74dné reakce) {14}
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Tato reakce je ptikladem ion — molekulové reakce s vyuzitim pienosu naboje. Existuje ale i
fada dalSich reakci, které probihaji v reakénich/koliznich celach v zavislosti na povaze analytu,
reak¢nim/koliznim plynu, iontu ¢i interferujicich casticich:

= pfenos protonu

» pienos atomu vodiku

* molekularni reakce — spojeni interferujiciho iontu s neutralnimi ¢asticemi

» Kkolizni fragmentace

» Kkolizni retardace — molekuly prochazi nékolika kolizemi, diky kterym snizuji svou

kinetickou energii

» Kolizni zaméfovani — molekuly kolizi s plynem ztraci kinetickou energii a na zakladé

hmoty plynu se bude zvySovat nebo snizovat ptenos iontt

Ar* + NHy;— NH;" + Ar

O Exotermni reakce
w\\ \ ) +
w—o-
T - S

@ NH;

\ /
/—1 @ Ca’

Ca* + NHy,—> Zadna reakce

@A/é—//

Obr. 9 Piiklad reakce NHz s Ar* a Ca”, s Ca” amoniak nereaguje, a tak rusi interference !

Jak uz ztvodu vyplyva, tyto cely lze délit na kolizni a reakéni. Kolizni cely pouzivaji
nereaktivni plyny a rozliSeni podle kinetické energie. Naopak reakéni cely pouZivaji vysoce
reaktivni plyny a rozliSeni podle hmotnosti. Hlavnim rozdilem je tedy jak plynné molekuly

interaguji s interferujicimi ¢asticemi a jaky typ multipolu je pouzit v cele.
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Zakladnim principem kolizni cely je pouziti nereaktivniho plynu (He, Xe, Ne, Ar) nejcasteji
v hexapolové nebo oktapolové kolizni cele, ktery stimuluje ion — molekulové srazky. K eliminaci
interferenci je vyuzit mechanismus diskriminace kinetick¢é energic (KED — Kinetic Energy
Discrimination), ktery je zalozen na srazkach analytu a interferujiciho iontu s nereaktivnim
plynem, kdy pii kazdé sraZzce ion preda cast své kinetické energie koliznimu plynu. Dochazi tak
k oddé€lovani ionti na zaklad¢ jejich iontové energie. Energie iontd se snizuje oproti energii
analytu, tudiz neprojdou bariérou, ktera je na konci cely. Je totiz nastavena na urcity potencial,
ktery interferujici ionty nepiekonaji.

Dalsi moznosti, jak se zbavit molekularnich interferenci je jejich diskriminace podle hmot.
Tento princip vyuzivaji reakéni cely (Dynamic Reaction Cell — DRC), které obsahuji kvadrupol.
Je naplnén vysoce reaktivnim plynem, jako je methan, amoniak nebo kyslik, ktery plni funkci
katalyzatoru pro ion — molekulové reakce. Kvadrupdlovy analyzator tedy pracuje jako
hmotnostni filtr a je charakterizovan pasmem propustnosti, které ménime v zavislosti na méfené
hodnot¢ m/z. Eliminace molekularnich interferenci probiha na zakladé reakce plynu
s interferujicimi ¢asticemi o rozdilném poméru m/z a nebo neutrdlnich ¢astic. Ionty
analyzovanych prvkii poté vstupuji do hmotnostniho analyzatoru bez interferujicich castic.

Reakéni celou pak prochézeji jen ionty analytu, jak je vidét na obrazku 10. 1.2

l Vstup
reakéntho plynu

Proud ionth

Analyzator

Obr. 10 Schéma reakéni cely *
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Hmotnostni spektrometry s vysokym rozliSenim
Nejefektivngjsi zptisob, jak odstranit spektralni interference, je pouziti hmotnostnich
spektrometri s vysokym rozliSenim. Nejvyssi rozliSeni poskytuje magneticky sektorovy

analyzator s dvojitou fokusaci. !

2.1.2.3. Nespektralni interference

Druhou velkou skupinou interferenci v ICP-MS jsou nespektralni interference, kde
dochdzi k vyraznému vlivu signalu samotné matrice. V podstaté existuji tfi typy ,,matricovych*
interferenci. Prvnim nejjednodussim typem je efekt transportu a zmlzovani vzorku, kde se
projevuje viskozita vzorku, hustota, velikost kapicek, typ matrice. Druhym typem je vliv ionizace
v plazmatu, ktera hodné zavisi na ioniza¢nich podminkach a koncentraci analytu ve vzorku.
Poslednim typem interferenci je blokovani interface usazenymi solemi. Pokud se v analyzovaném
vzorku nachazi velké mnozstvi pevnych latek ¢i kyselin dochazi k ovlivnéni transportu, ionizace i
celého méficiho procesu, nebot’ mize dojit k ucpani konust.

Jako feSeni nespektralnich interferenci se pouziva metoda vnitiniho standardu. Malé mnoZstvi
vnitiniho standardu (ug 1™") se pted méfeni ptida ke kalibracnim standardiim, blanku a vzorkm,
aby se vyrovnaly problémy zplsobené matrici. Vybér vnitiniho standardu ma hned nékolik
kritérii:

= Nesmi byt pfitomen ve vzorku.

= Nemél by to byt kontaminant Zivotniho prostiedi.

* Nemél by spektralné interferovat s hmotou analytu.

* M¢éI by mit podobny ioniza¢ni potencial, hmotu a chovéani v plazmatu jako analyt.

Nejb&zngji pouzivanymi vnitinimi standardy jsou “Be, **Sc, "“Ge, '®Rh, **°In, ?**Th. Vnitini

standardy lze také vyuZit pro kompenzaci dlouhodobého signalu driftu. -
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2.2. Rozklad vzorku

Rozklad vzorku znamena pievedeni analytu do roztoku. Béhem rozkladu dochazi
k zménam struktury, které jsou vétSinou nevratné. Rozklady mizeme délit do dvou zakladnich
skupin, a to na rozklad na mokré, nebo suché cesté.

Rozklad na suché cesté je jeden z nejstarSich zpiisobti. Sklada se z n¢kolika krokd, a to ze
suSeni, spalovani, zpopelnéni a nakonec prevedeni minerdlni kyselinou. Jde o rozklad
v otevienych kelimcich z porcelanu i platiny za atmosférického tlaku a vysoké teploty (450 —
550 °C). Hodi se pro velké navazky vzorku a jde o velmi ucinny rozklad. Pouziva se zejména pro
stanoveni kovi, ale je nevhodny pro stanoveni t¢kavych prvk.

Rozklad na mokré cest¢ vyuziva Cinidel, jako jsou kyseliny a zéasady. Kyseliny
napomahaji oxidaci vzorku, kterou mize urychlit dal$i oxida¢ni €inidlo (H2O;). Nejcastéji se
pouziva HCl, HNO3, HCIO, ¢i HySO4, kdy se kovy pievedou na rozpustné soli téchto kyselin.
Pokud kyseliny nemaji dostate¢nou teplotu varu na rozklad, je nutné pracovat za vyssich tlaku.
Ze zasad se nejvice pouziva NaOH a Na,COs, které se hodi na rozklad slitin.

Rozklad na mokré cesté¢ 1ze dale délit na otevieny a uzavieny rozklad podle zplsobu

provedeni. 3

2.2.1. Oteviené rozklady

Probihaji pii teploté varu rozkladného ¢inidla. Pracuje se pfi normalnim tlaku. Proces lze
jednoduse optimalizovat, napiiklad mnoZstvim ¢inidel. Lze je s vyhodou pouzivat pii rozkladu
latek s explozivnim charakterem. Pro rozklad je mozné vyuzivat sklenéné, teflonové nebo
kfemenné nadoby. JelikoZ nelze pouzivat vyssi teploty varu nez teploty varu €inidel, organické
vzorky za pouziti HNO3; a H,O; nebyvaji Gplné€ rozloZeny. Za pouziti kyseliny sirové je tento

problém odstranén, ale hrozi interference s analyty.
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Oteviené rozklady umoznuji rozklady farmaceutickych, potravinatskych, kosmetickych
vzorki kolem 10 g. Jsou také vhodné pro louhovani vzorkt s kyselinami, kdy se stanovuji prvky
extrahovatelné kyselinami.

Mezi zakladni vyhody patii snadnd automatizace, libovolnd navazka, moznost ptidavani
¢inidel béhem procesu, rozklad explozivnich vzorkii, automatickd manipulace s roztokem —
upravy objemu, atd.

Bohuzel se ale setkdvame s problémy s netplnym rozkladem vzorku, vyssi spotiebou

ve » . ’ 4 % , o 7
¢inidel, kontaminaci a ztratou tékavych vzorkd.

2.2.2. Uzaviené rozklady

Tento typ rozkladi je efektivnéjs$i, probihd mnohem rychleji a dokonce dochazi
k rozkladu organickych matric. Jsou vhodné pro rozklad vsech typt vzorkl. Dalsi vyhodou je
uchovani tékavych latek v systému, coz nezpusobi jejich ztraty, mald mnozstvi kyselin ¢i jinych
¢inidel, které usnadiiuji rozklad a v neposledni fad¢ dochézi i ke zlepseni a zjednoduSeni hygieny
prace.

Princip rozkladu spociva v pfeméné mikrovinného zareni v teplo, které se dostava pfimo
do vzorku. Vzorek je uloZen v nadobé, ktera je vyrobena z materidlu, ktery dobie izoluje, a tak
napomaha rychlejSimu rozkladu. Nadoby pro tento typ rozkladu jsou vyrobeny z PTFE, PFA,

" 7
kiemenu.

2.2.2.1. Interakce mikrovinného zareni s latkou

Latky se na zakladé svych dielektrickych vlastnosti déli na vodice, dielektrika a izolanty.
Tyto skupiny latek reaguji s mikrovinnym zafenim riiznym zplisobem. Vodice mikrovlnné zateni
odrazeji a izolanty ho propousti, a tak tyto dvé skupiny latek nijak s mikrovinnym zéfenim
neinteraguji. Dielektrika s timto zafenim interaguji, pohlcuji ho. Dochazi k tzv. dielektrickému
zahtivani, kdy ohfev kapalin zavisi na jejich fyzikédlnich vlastnostech (viskozita, teplota,

koncentrace) a iontovych vlastnostech (koncentrace, ndboj iontli, iontova mobilita).
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Efektivita mikrovinného zahtivani pak tedy zalezi na typu latky, frekvenci a vykonu
mikrovinného zafeni a hmotnosti vzorku. VétSinou se rozklada vzorek o hmotnosti v mg. Velka
navazka muze zpusobit explozi, naopak u malé navazky nemusi dojit k reakci s mikrovinnym

zéAtenim. '

a) b)

Obr. 11 Interakce latek s mikrovinnym zafenim

a) vodice, b) izolatory, c) dielektrika

Typy mikrovinnych peci’
Znéamy jsou tfi zédkladni typy:
=  Srozptylenym mikrovinnym zafenim (multi mode systém) — zafeni pronika do
celé rozkladné nadoby.
»  Susmérnénym mikrovinnym zafenim (single mode systém) — vinovodem je
zafeni usmérnéno piimo na vzorek.
= UltraWAVE mikrovinny rozkladny systém — reakéni komora je piedtlakovana

inertnim plynem a ohfivana mikrovlnnou energii.

Mezi zékladni nevyhody tohoto rozkladu patfi nemoZnost automatizace, niz§i hmotnost

navazky a nemoznost pidavani &inidel béhem rozkladu.’
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2.2.2.2. Materialy rozkladnych nadob a ochrannych plast’a (kontejnerii)

Material zatfizeni musi splilovat pozadavky na zakladé typu vzorku, aplikovanych ¢inidel,
tlaku a typu rozkladného pfistroje. Nejcastéji se pouziva PTFE, borosilikatové sklo ¢i porcelan.
Rozklad latek nelze provadét pomoci kyseliny sirové nebo fosforecné pii pouziti plastovych
nadob (maji vyssi teplotu varu nez je nejvyssi mozna teplota zahiati). Kiemenné nebo sklenéné
nadoby zase nelze pouzit spolecné s kyselinou fluorovodikovou.

Pro konstrukci kontejnert a drzakt nadob pii rozptyleném zatfeni se opét pouzivaji rizné
plasty, a to do teploty 200 °C, jinak se pouzivd keramika. Pfi usmérméném zafeni se naopak

pouZivaji ocelové nadoby, které jsou hodn& mechanicky odolné.’

2.3. Stribro

Stiibro je bily, m&kky a velmi tazny leskly kov. Krystaluje v tetragonalni soustavé. Spolu
se zlatem bylo jednim z prvnich kovi, které clovék poznal, protoze se vyskytuje v piirodé v
kovovém stavu vétSinou v horninach. Protoze stfibro bylo vzdy pomérné vzacné a je velmi
meékké, dobfe tvarné a na vzduchu stéalé, slouzilo hlavné na rizné tepané ozdoby. Teprve pozdéji
se stiibro zacalo pouZivat i v mincovnictvi. Dnes se vétSina stiibra ziskava jako vedlejsi produkt

pii vjrob& médi, olova a zinku.®

2.3.1. Vyskyt

Primérny obsah stifbra v zemské kife je 0,075 mg I*. V moiské vods &ini jeho
koncentrace piiblizn€ 3 mikrogramy v jednom litru. Pfirodni stfibro je smési dvou stabilnich
izotopt, 51,84 % pripada na izotop %’Ag, 48,16 % na izotop ®Ag. Uméle bylo piipraveno

dalSich 31 radioaktivnich nuklidu stfibra.
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V pftirod¢€ se stiibro naléza ryzi v krystalické podobé v fadé mineralii, obvykle se jedna
o mineraly 2. tfidy, napi. argentit (akantit) Ag,S, pyrargyrit Ags[ShSs], freibergit Ag:2SbsS3,
andorit PbAgShsSe, proustit Ags[AsSs].”

2.3.2. Vyroba

Nejvice pouzivanou metodou pro ziskavani i CiSténi ryziho stiibra je elektrolyza, z
halogenid je vS8ak mozno jej jako ryzi ziskat i pyrometalurgicky pfimym tavenim.

Vyroba stiibra se nejcastéji provadi kyanidovym louZenim stiibrnych rud, v minulosti se
pouzival i amalgamovy postup nebo se stfibro z rudy vyluhovalo roztoky thiosiranti. Vyroba
stiibra se také provadi riznymi chemickymi postupy z odpadnich produktii po rafinaci niklu,
médi, zinku a olova.

Nejvetsimi svétovymi producenty stiibra jsou Mexiko, Kanada, Peru, Australie a USA. V
Cechach se ve stiedovéku dobyvalo znaténé mnozstvi stiibrnych rud. Nejznaméjsi lokalitou je
patrné¢ Kutna Hora — kromé dobyvani a rafinace stiibra zde vznikla i kralovska mincovna, kde
byly razeny znadmé stiibrné groSe. Dalsi lokality s vyskytem stfibrnych rud nalezneme i v

Krusnych horach a na Ceskomoravské vrchoving.®

2.3.3. Toxicita stiibra

Po vniknuti stfibra do téla se zde stfibro ukladd a uvolnuje se vlasy nebo vylucovaci
soustavu. AvSak vétsi mnoZstvi stiibra miiZze vyrazné ovlivnit lidské zdravi 1 Zivotni prostiedi:
= Velké mnozstvi stiibra zptisobuje namodralé zbarveni kiize a o¢i — argyrosa, argyria.
= Rozpustné formy stfibra mohou mit vliv na jatra a ledviny, dychaci a travici systém,
muzsky pohlavni systém, ovliviiuji 1 krevni bunky.
» Studium toxicity bylo provadéno na mysich, kde byly potvrzeny negativni ucinky na

mitochondrie.
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» Nanocastice stiibra jsou dokonce vice toxické nez azbest — ovlivituji vyménu drasliku
a sodiku pfes membranu, coz snizuje mitochondridlni aktivitu.

= Ve vodach zabranuje denitrifikaci, pfi které se tvoti dusik, ktery je dulezity pro mnoho
rostlin.

* Nanosttibro je také toxické pro vodni zivocichy, reaguje se zdbrami, zabraiuje

osmoregulaci.**

2.3.4. Nanocastice

Kovové stiibro mize mit hned nékolik podob. Co se tyka velikosti, v sou¢asné dobé
vzrostl zajem o tzv. nanosttibro. Stiibrné nanoc¢éstice jsou nanocastice stibra, které maji velikost
1 — 100 nm. Maji zajimavé vlastnosti, které pomahaji molekularni diagnostice, terapiim, stejné
jako rlznym pfistrojim vyuzivanym v mediciné. Diky své antimikrobidlni aktivité jsou
vyuzivany napiiklad i v metru nebo vytazich v Cing, ve vodnich filtrech, v respiratorech,
ponozkach, polstarich, detergentech, mydlech, Sampdnech, zubnich pastiach, prackach a v
neposledni fadé v obvazovych materidlech

Nanocastice vynikaji diky svému vnéjSimu 1 vnitfnimu uspofadani unikétnimi vlastnostmi
adsorp¢nimi, katalytickymi, optickymi 1 biologickymi. Prakticky jedna z prvnich nanotechnologii
nového veéku védecko-technické revoluce byla fotografie zalozend na fotocitlivosti halogenidi
sttibra, kdy po ¢astecné fotolyze téchto halogenidl pii expozici (za vzniku nanocastic stiibra)
vznikal fotograficky obraz diky chemickému zesileni - redukci stfibrnych iontd za vzniku

viditelnych ¢astic stifbra, 101124

2.3.4.1. Syntéza nanocastic

Vyrobu nanocastic I1ze délit do dvou skupin, na chemickou a biologickou. Tyto metody
jsou vétsinou zaloZeny na redukci kovil a nasledné stabilizaci vzniklych nanocéstic ptidavkem

koloidniho ochranného ¢inidla nebo na redukci kovu a elektrochemickych metodach.
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Chemické metody byvaji obvykle jednodussi, ale také velmi drahé a pouzivaji toxické latky.
Mezi nejznamé;jsi metody tohoto druhu patfi:

» Redukce kovové soli (AgBF4) pomoci NaBH,4 ve vodé, vznikaji nanoc¢astice o velikosti 3-
40 nm.

= Elektroredukce AgNO; ve vodném prostiedi za ptitomnosti polyethylenglykolu, vznikaji
nanocastice o velikosti 10 nm.

* Sonochemicka redukce ve vodném roztoku AgNOs v atmosféie argonu a vodiku, velikost
asi 20 nm.

= Elektrostaticka komplexace iontl stfibra s aniontovym aerosolem v kapalné péné, péna je
nasledné odcerpana a redukovana NaBH,, nanocastice jsou stabilni, velikost 5-40 nm.

* Mikrovlnna syntéza pomoci redukce nanocastic vyuzivajici mikrovinné zateni.

» Dalsi metody: tepelna syntéza v organickych rozpoustédlech, kryochemicka syntéza,

Jjiskrova vymeéna, velikost 5-80 nm.

Za pouziti toxickych latek hrozi moznost zamoteni Zivotniho prostfedi. Tyto metody byvaji
také velmi drahé, coz ma neblahy vliv na dal$i vyuzivani takto vyrobenych nanocastic. Proto se
zaCalo prechazet k biologickym metodam, které jsou ekonomictéjsi a ekologi¢téjsi cestou.
Existuji tfi hlavni zdroje pro biologickou syntézu: bakterie, houby a extrakty z rostlin. Tyto
metody obvykle vyuZzivaji oxidace nebo redukce. Takové reakce zajistuji mikrobidlni enzymy
nebo rostlinné chemikalie s antioxida¢nimi nebo redukénimi ucinky, které plisobi na ptisluSnou
slouceninu, a tak se ziskavaji nanocastice. Pti ptiprave jsou nutné 3 hlavni reagenty: rozpoustédlo
pro syntézu, reduk¢ni ¢inidlo Setrné k Zivotnimu prostiedi a netoxické stabilizujici ¢inidlo.

Syntéza v bakteriich vyuZiva bakterii Pseudomonas Stutzeri AG259, kterd byla izolovana ze
sttibrnych dold, a tak je odolné vici stiibru. Syntéza v houbéch vyuziva houby, protoze produkuji
vetsi mnoZstvi nanocastic, vytvaii vice proteint, které tvoii nanoc¢astice. Dochézi zde k zachyceni
sttibrnych iontl na povrchu bunék hub a néasledné redukci iontli enzymy v houbach. Nejvice
vyuzivanou je ale syntéza v rostlinach, a to hlavné¢ ve skofici, papaye a aleo vera. Hlavni vyhodou
je dostupnost, bezpecnost a Siroka Skdla metabolitl, které redukuji ionty stiibra a jsou rychlejsi
nez bakterie. Proces zahrnuje redukci diky latkdm v rostlindch (terpenoidy, flavony, ketony,

aldehydy, amidy, karboxylové kyseliny).**
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2.3.5. Tontové stribro

Dalsi formou stiibra, kterd také vykazuje vysokou antimikrobidlni aktivitu, je iontové
sttibro, tedy stfibro nesouci vétSinou kladny naboj. Diive se spekulovalo o tom, ze je toxictéjsi
nez nanosttibro, avSak v dnesni dob¢ uz se jim piipisuji stejné toxické vlastnosti. Jeho uc¢innost se
projevuje proti Siroké Skale organismi, kdy je zapotiebi jen velmi nizkd koncentrace. Je tedy
jasné, ze se vyskytuje v mnoha zdravotnickych potiebach, jako jsou obvazy, néplasti, katetry ¢i

piimo v lécivech.

2.3.6. Antimikrobialni aktivita

Stiibro vykazuje vysoké toxické ucinky proti 16 druhtim bakterii. Tato toxicita se
projevuje lyzou bunék, inhibici ristu, strukturnimi zménami v membrané jako je permeabilita,
ovlivnéni aktivity enzymu atd.

Stiibro se povazuje za slabou kyselinu, jez reaguje se slabymi bazemi, jako je sira a
fosfor, které tvoii bunéénou membranu bakterii nebo nukleové kyseliny, a tak muze stéibro nicit i
samotné DNA. Dale mlZe pfeménovat signdl pro prenos genetického materidlu a tim zabranovat
fosforylaci.****

Dal$im mistem pilisobeni jsou enzymy ¢i proteiny. Pisobi na nukleofilni zbytky
aminokyselin v proteinech a uto¢i na sulfohydrylové, amino, imidazolové, fosfatové a
karboxylové skupiny membran nebo enzymovych proteind, coz vede K proteinové denaturaci.
Jinou jeho funkci je inhibice enzymu s thiolovymi skupinami ¢i mnoha oxidujicich enzymu jako
je alkoholdehydrogenaza. Ta je dulezita pro dychaci fetézec Escheria coli, dochazi tak k rozpadu
metabolismu a ovlivnéni DNA replikace. Uz i nizké koncentrace Ag" urychluji tnik proteinti
Z bakterialni membrany, coZ konc¢i buné€nou smrti.

Maximalni koncentrace volného Ag" je 1 pg ml™. Pi vyssi koncentraci Ag® ve

sloudeninach s anionty jako Cl se tvofi méné rozpustna neaktivni sal.®®
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2.3.7. Bakterialni rezistence

Rezistence proti antimikrobidlnim latkdm muze byt zplisobena bud’ ,,vrozenymi“ nebo
,Ziskanymi® mechanizmy. Ziskana rezistence miize vznikat bud’ mutacemi nebo ziskanim
ruznych typt genetického materialu v podobé¢ plastidii nebo extra-chromosomalni DNA. Ziskana
rezistence proti Siroce rozsifenym antibiotiklim se objevuje u mnoha organismd.

Vrozend rezistence je rezistence vznikla pfed uzitim antimikrobialnich latek, tedy
pfirozena vlastnost organismu. Je zplsobena riiznymi mechanismy jako je povaha a slozeni
bunéné stény, kterda muze fungovat jako bariéra, nebo syntetizovanymi enzymy, které mohou
znicit slouCeninu se stiibrem.

Stiibro a antibiotika maji rizny princip fungovani. Stfibro ma za cil vice mist na nebo
uvniti bunécné stény, a proto ma Siroké spektrum aktivity. Antibiotika ovliviiuji specifické misto
na nebo uvnitt buiiky, a tak maji uzsi spektrum aktivity.

Je mozné, ze Siroké a nekontrolované pouzivani stiibra mize vyustit ve vyssi odolnost
vici bakteriim, ale pravdépodobnost pifenosu gent, zptisobujicich odolnost viici stiibru, je nizka.
Piiklad bakterii odolnych wvuci stifbru je Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Salmonella typhimurium a Pseudomonas stutzeri. Rezistence se hlavné
objevuje v mistech vysokého pouzivani stiibra — dentalni ordinace, popaleninova centra, stiibrné
doly.

Rezistence je tedy mén¢ vyznamna, nebot’ neni tak rozsitena jako rezistence proti obecné

uzivanym antibiotikiim, avSak je dileZzité se ji Zab}'fvat.13

2.4. Lékarské vyuziti stiibra

Antibakterialni vlastnosti stiibra zaznamenala jiz staroindickd i1 arabska medicina. K
vyuziti stfibra jako antimikrobidlniho prostfedku vSak ve vétsi mife doSlo teprve v antickém
Rimé&. Viechny patricijské domy uchovavaly pozivatiny ve stfibrnych nadobach a do mléka a
tekutin ukladaly stéibrné mince, aby je sterilizovaly i prodlouzily jejich Zivotnost. Od 15. stoleti

se stalo zvykem, Ze byla stolovnikim vedle slanky k dispozici také ddza s mletym stiibrem,
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kterym se zasypavaly jednotlivé chody. Cisté stiibro viak neni biologicky dobie vyuZitelné a po
ur¢ité dobé jeho vnitiniho uzivani se objevovaly pfiznaky otravy stifibrem (argyrie), které se
projevuji Sedym zabarvenim pokozky a ocniho bélma a poskozenim jater. Proto se postupné¢ od
uzivani stiibra touto formou zacalo upoustét.

Pro 1écebné ucely se stiibro zacalo vyuzivat uz v 17. stoleti. AgNOs byl pouzit k 1écbé
chronickych ran a viedu, ale tato stl ve vyssi koncentraci niéi tkané (1 % roztoky) a v kontaktu se
svétlem Cernd. Po prvni svétové valce se zacalo vyuzivani koloidniho stfibra ve zdravotnictvi
rychle $ifit. Stiibro se jiz uzivalo jako prvotni medikace k 1é¢b& vSech pienosnych chorob a
aplikovalo se ustné, nitroziln€ i nitrosvalové. V prabéhu druhé svétové valky se na trhu objevily
sulfonamidy (sulpha-P) a antibiotika (penicilin a streptomycin), tedy 1é¢iva se stejnou indikaci,
avSak s mnohem nizS§imi ndklady na vyrobu. Pfechod od stfibra k antibiotikiim se tak stal
symbolicky pfechodem od Ié¢eni k velkému byznysu.

V roce 1965 doslo k vyuziti dalSich forem stiibra: AgCl, roztoky sirand, sulfadiazint, ze
kterych se d¢laly hlavné krémy. Dr. Rober Burell r. 1995 vytvofil prvni obvaz na bazi nanostiibra
— Acticoat. Tento obvaz urychloval hojeni a odstrafioval zjizvenou tkan, stéibro zde ptsobilo proti

bakteriim, které mohly infikovat rany. **'*8

2.4.1. Lécba ran pomoci stiibra

V soucasné dobé existuje né€kolik typl 1éciv, z nichz kazdy mlZe obsahovat jiny typ
sttibrné slouCeniny, a dle toho také vykazovat odlisSné vlastnosti. Obvykle obsahuji nanoc¢astice
stiibra (koloidni roztoky stfibra), stfibrné proteiny, soli stiibra (AgCl, AgNOs, AQg;SOs,
slouCeniny stiibra jako sulfodiazin (stfibro v komplexu s propylenglykolem, stearylalkoholem,
isopropylmirystatem a ve smési a antibiotikem Sulfodiazin, ktery vznika z sulfodiazinu sodného a
AgNO; nahrazenim vodikového atomu stiibrem, kombinuje se zde inhibi¢ni ucinek stiibra
s antimikrobialni aktivitou antibiotika) a systémy uvolfiyjici stiibro. Hlavnim problémem byva
malé mnozstvi stiibra, které se z takovych latek uvolnuje, nedostatecné pronikani, rychla spotiteba
a pfitomnost dusi¢nantl, které zpomaluji hojeni. Déle dochézi k barveni pokozky, nerovnovaze

elektrolyti a v neposledni fad€é jsou takovéto komplikace nepohodlné pro pacienta. Proto
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V posledni dobé& vzrostla produkce obvazli se stfibrem, které jsou snadno dostupné a tyto
problémy fesi. AvSak bez ohledu na to, zda se stfibro uvoliiuje z roztoku, krému, ¢i obvazu,
sttibro projevuje cytotoxickou aktivitu na keranocyty a fibroblasty. Fibroblasty jsou na stiibro
dokonce jeste citliveéjsi. Posouzeni cytotoxickych ucinka by proto také mélo byt rozhodujici pii
volbé terapie. ™

U obvazu tedy nejde o obvyklé uvoliiovani stiibra z roztoku, soli, ¢i slou¢eniny. Obvazy jsou
vice kontrolovany a stiibro se uvoliiuje do specifické oblasti déle a pravidelné. Mezi zakladni
aspekty vybéru takového systému patii charakteristika systému a dodani stiibra ze systému
k rané. Dnes je uz znamo velké mnozstvi systémd, hlavné obvazi ¢i naplasti, ktera se velmi ¢asto

NPAURTREA . .. 16,17,19,20
pouzivaji v bézném zdravotnictvi.

= Acticoat-7 (Smith & Nephew, Hull, Velka Britanie) - obvaz se sklada ze tii vrstev
polyethylenu potazenych nanokrystaly (< 20 nm v priméru) stiibra a dvou vrstev
hedvabného polyesteru. Nanokrystalické stiibro poskytuje velké pocatecni uvolnéni
sttibra do rany a nasledn¢ prodlouzené uvolnovani.

= Acticoat™ Flex 3 (Smith & Nephew, Milano, Italie) je flexibilni polyethylenové kryti
s Gasticemi nanokrystalického stifbra v koncentraci 0,69 — 1,64 mg cm™, coZ je nejvice ze
vSech obvazl. Poskytuje asi tfidenni ochranu.

= Mepilex Ag (Molnlycke health Care, Gallarate, Italic) se sklada z polyuretanové pény
obsahujici soli stiibra ze skupiny sirant, citratl, acetatl, uhli¢itan, laktat a fosfore¢nanii
nebo jejich smési. Koncentrace je asi 1,2 mg cm™. Silikonova vrstva pokryva kontakt
rany s povrchem, coz zamezi vétS§imu poskozeni. Antimikrobialni aktivita trva 7 dni.

= Actisorb Silver 220 (Johnson & Johnson, New Brunswick, NJ) je obvaz z aktivniho uhli,
na ktery je vazano stiibro. Principem je adsorpce bakterii na aktivni uhli, kde jsou
usmrceny stifibrem. Koncentrace stiibra je 33 png cm. Vyrobci Vv piipadé Cisté rany
garantuji G¢innost asi 7 dnti. Béhem prvnich 6 hodin dochazi k uvolnéni stiibra z povrchu
diky pfitomnosti proteinli, pomalej$i uvolilovani pak nastavé diky pomalejsi diftizi stiibra
z vlaken na povrch. Tento typ obvazu je tedy vice kontrolovatelny nez ostatni.

= Aquacel Ag hydrofiber (ConvaTec, Skillman, Némecko, 70:30 sodik: stiibrna

karboxymethylcelul6za hydrofiber) je absorpéni obvaz, ma strukturu Zzelatiny. lonty
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stfibra jsou nahrazeny nosi¢i karboxymethylcelulozy pti hydrataci vlaken a bakterie se
uzaviraji do gelu. Tim se dosahne postupného, trvalého a pomalého uvoliovani.
Koncentrace sttibra je 0,122 mg cm. Maximalni doba aplikace je jeden tyden.

» Arglaes (Medline, Mundelein, Illinois) je stfibro impregnované polymernim filmem.
Zdrojem stiibra je stiibrem dopovany Cas(PO,), v polymerni matrici.

= Contreet-H (Coloplast, Marietta, Ga), je husty hydrokoloidni obvaz, ktery ma stiibro
navazané na hydrokoloidu.

= SilvaSorb (Medline) je polyakrylat matrice se stfibrem ve formé halogenidu.

= Silverlon (Argentum LLC, Willowbrook, Illinois) je polymerni tkanina potaZena
kovovym stiibrem autokatalytickym chemickym pokovovanim. Vyhodou je trojrozmérny

vzhled, velky povrch a flexibilita.

Dalsimi znamymi jsou naptiklad Acticoat Moisture Control, Acticoat Absorbent, Silvercel,
Aquacel Ag, Contree F, Urgotol SSD.
V této praci byl pouzit Mepilex Ag, Aquacel Ag, Atrauman Ag a naplast Cosmopor

Antibacterial 19, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 27

2.4.1.1.1. Mepilex Ag

Antimikrobidlni absorpéni mékke silikonové pokryti, které netraumatizuje ranu a okolni
kazi. Ma vynikajici schopnost zvladat tekutiny. Antimikrobialni aktivita zacind béhem 30 minut,
trvad az 7 dni, plisobi nejrychleji ze vSech dostupnych obvazii. Pouziva se pro slabé a stfedné
exudujici rany — bércové viedy, traumatické rany. NepouZziva se u pacientil citlivych na stiibro,
béhem ozatfovani nebo pii rentgenovém ¢i ultrazvukovém oSetfeni. Nesmi se pouzivat s
oxida¢nimi ¢inidly — roztoky chlornanti, peroxid vodiku. Je u€inny na gram-negativni i gram-
pozitivni bakterie. Nepfischne k rané¢ a minimalizuje bolest. D4 se stiihat a ptfizptusobi se i

problematickym mistiim. *
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2.4.1.1.2. Aquacel Ag

Zakladem tohoto produktu je kryci material Hydrofiber® — mékky, netkany kryci material,
ktery se pii styku s vypotkem z rany méni v gel a tim se rana udrzuje vlhka. Hydrofiber® je
vysoce absorp¢ni a diky vytvofenému gelu umi udrzet odpad z hojici se rany vcetné bakterii
uvnitf kryti. Unikatni vlastnosti vldken Hydrofiber® a iontového stiibra vytvareji idedlni
podminky pro hojeni infikovanych, exsudujicich ran. lontové stfibro ma antimikrobialni u¢inky a
diabetickych viedu, popalenin, bércovych vieda a prolezenin.

Jsou znamy dal$i podoby tohoto obvazu a to Aquacel Ag FOAM (pénové kryti hlavné na
viedy a prolezeniny), Aquacel Ag BURN (aplikace az 21 dni, popaleniny), Aquacel Ag
SURGICAL (poopera¢ni rany, vodé€odolna) a Aquacel Ag+Extra (ni¢i strukturu tvofenou

bakteriemi — biofilm).**

2.4.1.1.3. Atrauman Ag

Atrauman Ag je antiseptické kryti, které obsahuje nanocastice stiibra. Stiibro je do rany
uvolnovano postupné po dobu 7 dni, ma tak delsi a spolehlivéjsi antimikrobialni u¢inek. Diky
impregnaci masti se Atrauman Ag nepfilepi k rané. Mastny tyl s obsahem stiibra je zvlasté
vhodny pro infikované rany, hluboké rany (v kombinaci svhodnym sekundarnim krytim),
vSechny typy povrchovych ran a jako ochrana pted infekei a prinikem choroboplodnych zarodkl
do rany.

lonty stfibra se uvolnuji z Atraumanu Ag postupné (ve stalé hladiné¢ 0,06 ppm za
24 hodin) a zajist'uji udrzeni permanentni koncentrace stiibra v rané. Bakterie jsou tak pod stalym
pisobenim stfibra nejen v pocate¢ni fazi, ale po celou dobu kryti. Je tim zajistén staly,
prokazatelné baktericidni ucinek stfibra na mikroby v rtiznych fazich bunécného cyklu. Lipidova
vrstva plni funkci bariéry klize — snizuje prostupnost epidermis pro Skodlivé latky zvnéjsku a

stabilizuje v rané fyziologické, lehce kyselé pH. Mastné kyseliny obsazené v impregnaci jsou
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také vyuzitelné jako energeticky zdroj ¢i stavebni material pro keratinocyty béhem reparacniho

procesu tkang. ¥

2.4.1.1.4. Naplasti se stiibrem

Existuje n¢kolik typi naplasti se stiibrem, které se vyskytuji na nasem trhu. Obvykle obsahuji
centraln¢ umistény polStaiek s vrstvou stiibra, ktery vytvaii ochranu proti bakteriim a tim
vyznamné snizuje riziko infekce rany a urychluje proces hojeni. Jsou hypoalergenni - neobsahuji
latex. Tenka vrstva lepidla okolo stiedové vlozky zaruduje piilnavost k pokozce ze viech stran. *

Od téchto béznych typa se lisi naplast Cosmopor Antibacterial od spole¢nosti Hartmann.
Cosmopor Antibacterial je samolepici kryti vhodné pro rany ohrozené infekci — napiiklad pii
pooperaénim hojeni. Kryti obsahuje specialni vrstvu, ze které se po zvlhceni uvoliuji ionty
stiibra. Technologie DryBarrier umoziuje rychly odvod exsudatu z rdny a zarovenn zabranuje
zpétnému uniku absorbovaného exsudatu — rana tak zlstava suchd. Nosny material se sklada
z netkan¢ho textilu s vrstvou syntetického lepidla. Uvniti polstaiku jsou viskézova vlakna,
superabsorpéni vldkna a polyethylenova folie s vrstvou metalického stfibra. Cosmopor

Antibacterial timto zplisobem omezuje kultiva¢ni médium, které umoziuje rast bakterii. 3

2.5. Vyuziti ICP-MS pfi stanoveni stfibra

2.5.1. Stanoveni stiibra uvolnéného z raznych typu textilii (Obleceni)

Jak uz bylo feceno, sttibro je v jakékoliv formé vyuzivano v riznych aplikacich
zahrnujicich 1 antimikrobidlni textilie. Prani téchto textilii je dualezity proces, ktery vede
K uvoliovani stfibra do odpadni vody. Tato studie se zabyvala osmi rtiznymi komercné
dostupnymi textiliemi béhem praciho cyklu. Antimikrobialni aktivita pak byla testovana pted a

po prani. Dale byla urcena velikost ¢astic a chemicka forma pomoci elektronového mikroskopu.
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Ve studii bylo pouzito 8 riznych textilii (ponozky, tricka, kalhoty), které se lisily typem
pouziti, obsahem stfibra, slozenim vlaken a hustotou tkaniny. Pét druhd bylo vyrobeno z umélych
vlaken, tfi druhy z baviny. Jeden produkt obsahoval pouze Cisté nanostiibro, u dalSich ¢tyt druht
byla forma neznama, u jednoho typu byla viditelna forma kovového sttibra a u posledniho druhu
byla znama forma az po konzultaci s vyrobcem.

Experimenty, které se tykaly prani, byly provedeny na zdklad¢é 1SO normy 105-C06: 1994
,pro barevnou stalost domaciho a komerc¢niho prani“. Test byl proveden s laboratorni prackou
Washtex-P Roaches, byl pouzit praci roztok o koncentraci 4 + 0,01 g I'* ECE detergentu 77 pro
barevnou stalost v destilované vod¢ (pH = 10,6). Hlavni slozky tohoto detergentu jsou LAS (8 %)
(linearni alkylbenzensulfonat), trifosfat sodny (43,8 %), kiemicitan sodny a hote¢naty (9,4 %) a
siran sodny (21 %). Misto 10 ocelovych kulicek, které se pouzivaji ke zvyseni tfeni béhem prani,
se pouzilo 10 polyethylenovych kulicek z ditvodu uvolnéni stiibra z oceli. Také buben u pracky
byl z oceli, experimenty byly provedeny v polyethylenovych lahvich o objemu 300 ml. Po
kazdém pracim cyklu byly zahdjeny dva cykly machani s 20 £ 0,03 ml vodovodni vody, aby se
jesté vice experiment podobal béZnému prani. Praci roztok byl pied zahajenim experimentu
ptedehian na 40 °C.

Aby se urcila velikost ¢astic, odebralo se 10 ml jak z praciho, tak i z machaciho roztoku.
Kazdy vzorek se prefiltroval pfes 0,45 um celuloso-nitratovy filtr. Pouzité filtry se zachycenymi
Casticemi se rozlozily pomoci mikrovinného rozkladu. Asi 2,5 ml roztoku se premistilo do
plastové zkumavky a pfidalo se 1,5 ml destilované vody a 1 ml 65 % HNOs. Roztok se pak
zanalyzoval pomoci TSEM (Transmission Scanning Electron Microscopy, nejsou piitomny
coc¢ky k detekci) a STEM (Scanning transmission Electron Microscopy, elektronova difrakce je
detekovana pomoci ¢ocek), prvkové slozeni se métilo pomoci EDX (Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy).

K analyze pomoci ICP-OES se vyuzil opét rozklad pomoci mikrovinného zafeni. Bylo
pouzito asi 0,2 g z kazdé textilie. Ke vzorkiim se pfidalo 3,5 ml 65 % HNO3z a 1 ml 30 % H,0..
Poté byly vzorky doplnény do 10 ml ultracistou vodou. Pro kalibraci byl pouzit standard AgNO3
v 5 mol It HNOj3 o koncentraci 1000 mg I (Merck).

43



Antimikrobidlni aktivita pak byla testovana na zaklad¢ ISO 20743:2007 za pouziti gram-
negativni bakterie Klebsiella pneumoniae. Vzorky byly naockovany 50 ul na kazdych 100 mg
tkaniny. Inkubace byla provedena pii 37 °C asi 18 h.

Pocateéni obsah stifbra ve vzorcich se pohyboval mezi 1,5 a 2923 mg kg™. Ctyfi ze sedmi
testovanych vzorkd uvoliiovaly mnozstvi stiibra. Textilie uvoliiovaly 0,32 — 38,5 mg/l v pracim
roztoku a 0,36 — 22,7 mg I" v méachacim roztoku.

Co se tyde antimikrobialni aktivity, tfi vzorky nevykazovaly zadnou aktivitu. >

2.5.2. Stanoveni uvolnéného stribra ze 4 riznych obvazii pouzivanych v 1é¢bé

popalenin

Tento vyzkum se zabyval studiem 4 réiznych obvazi; Acticoat™ Flex 3, Actisorb Silver
220, Aquacel Ag a Mepilex Ag. Uvolnovani bylo méfeno ve 3 typech matric, a to v ultracisté
vodé (ELGA pure systém), fyziologickém roztoku (0,9 % roztok NaCl v ultradisté vodé) a
vV nahradnim lidském séru (HIT Serum Substitute, STEMCELL Technologies, Kanada). Tyto
matrice jsou podobné podminkam, ve kterych stfibro reaguje pii béznych aplikacich. Ultracista
voda je nejjednodussi matrici, fyziologicky roztok simuluje prostfedi bohaté na chloridy, ve
kterém stfibro komplexuje a tvoii nerozpustny AgCl. Nahradni sérum obsahuje lidsky
rekombinacni albumin, transferin a insulin v Koncentracich, které jsou podobné koncentracim ve
skute¢ném lidském séru. Roztok byl pouzit, aby se zjistilo, zda pfitomnost proteinti mize zvysit
uvoltiovani Ag” .

Obvazy o hmotnosti 0,3 g byly nastiihany na stejné kousky; to znamena asi 25 cm?
Acticoat™ Flex 3, 4 cm® Mepilex Ag, 19 cm? Actisorb Silver 220 a 28 cm? Aquacel Ag. VVzorky
byly ptfemistény do 50 ml kelimkt, do kterych byly pfidany roztoky (asi 30 g, pomér 1:100).
Tyto kelimky byly inkubovany pfi teploté 37 °C po maximalni aplikacni dobu kazdého obvazu.
Pravideln¢ byly roztoky michany pipetovanim. Poté byl z kazdého vzorku odebrdn 1 ml a
uchovan pii - 20 °C. Vzorky byly centrifugovany 10 minut pti 14000 rpm (mikrocentrifuga 5424,

Eppendorf) kvuli odstranéni srazenin. Pokud byly vzorky rozpustény v ultradisté vod¢, piidala se
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k nim 2 % HNOg3, pokud v lidském séru, pak se ptidal 2,8 % roztok NH;OH. Ke vzorkim ve
fyziologickém roztoku se nic neptidalo, nebot’ koncentrace stiibra uz tak byla velmi nizka.

Jesté pred méfenim se ke vSem vzorkum piidal opét 2,8 % roztok NH,OH, ktery zajist'uje
rozpuiténi nerozpustnych forem Ag* (AgCl nebo Ag navazané na nerozpustné proteiny). Vzorky
se zvortexovaly a né€kolik ml se analyzovalo pomoci ICP-MS.

Koncentrace Ag byly méfeny jako mg g a pak pievedeny na mg cm? U obvazu
Acticoat™ Flex 3 byla zjisténa velikost ¢astic 200 az 450 nm. Do vody a lidského séra se po 3
dnech uvolnilo 4 az 7 % celkového mnozstvi stfibra v obvazu. Do fyziologického roztoku se
uvolnilo pouze 0,3 %. Vétsina stiibra se po 3 dnech tedy nachazi jesté¢ v obvazu. Nizsi obsah
stiibra ve fyziologickém roztoku je zptisoben tvorbou AgCl.

Mepilex Ag obsahuje hlavné Ag, Sa O, coz bylo objeveno pomoci elektronového
mikroskopu, vyskytuji se tam tedy velké krystaly Ag,SO,. Uvoliiovani Ag bylo méfeno po 1
tydnu, coz je maximalni aplika¢ni doba. Do vody se uvolnilo celé mnozstvi Ag. Uz po prvnich 5
minutach to bylo 50 % a 90 minutach az 96 %. Do fyziologického roztoku se opét uvolnilo méné
Ag, pouze 0,15 %. Do lidského séra se pak uvolnilo 67 %. Stiibro se z tohoto typu obvazu ve
vSech 3 matricich uvoliiovalo nejrychleji.

Nejvétsi mnozstvi Ag z obvazu Actisorb Silver 220 se uvolnilo do lidského séra, nejmensi
do fyziologického roztoku. Do vody se uvolnilo celkové stfibro po 1 dni, avSak maximalni
aplika¢ni doba jsou 4 dny. Tento typ obsahuje nejméné stiibra, a tak se doporucuje pro infekéni
rany.

Obvaz Aquacel Ag ma nejdelsi aplika¢ni dobu, 14 dni. Hlavnim rozdilem od ostatnich
obvazl bylo vy$§i mnozstvi uvolnéného stiibra ve fyziologickém roztoku. Studie tedy ukazuje, Ze
po 1 dni v lidském séru Acticoat’™, Mepilex Ag a Aquacel Ag uvoliuji nejméné inhibitord
rozpousténi Ag, avSak Actisorb Silver 220 neuvoliiuje dostatené mnozstvi Ag. Do

fyziologického roztoku se naopak se vSech obvazi uvolnilo minimélni mnozstvi stiibra.'®
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2.5.3. Aplikace metod pro stanoveni stiibra v polymernich obvazech

Roman a kolektiv vroce 2013 publikoval studii 0 méfeni koncentrace stiibra v 6
komer¢nich produktech. Tento proces zahrnoval nékolik krokl: suché zpopelnéni, rozpusténi
Vv rozpoustédle, otevienou a mikrovlnnou mineralizaci.

Vzorky obvazii byly sbirany v Univerzitni nemocnici v Padov¢, Italie. Bylo vybrano 6
typil, které se nejvice vyuZivaji v popéaleninovém centru: Acticoat™ Flex 3 (Smith & Nephew,
milano, Italie), Actisorb Silver 220 (Johnson & Johnson, Rim, Italie), Aquacel Ag (Convatec,
Rim, Italie), Urgosorb Ag (Fidia, Abano Terme, Italic), Mepilex Ag (Mdolnlycke Health Care,
Gallarate, Italie), Cellosorb Ag (Fidia, Abano Terme, Italie). Vzorky byly odebirany po 3 dnech
od aplikace. Terapie nezahrnovala pouziti fyziologického roztoku ¢i sulfodiazinové masti
K udrZeni vlhkosti rany.

Vsechny obvazy byly nejprve analyzovany pomoci elektronového mikroskopu (SEM,
Philips XL-40) pfimo na uhlikovém pasku.

Pro analyzu na ICP-MS byly obvazy nastiihany na kousky asi 1 mm?, a pak promichéany,
aby byl vzorek homogenni. Kazdy vzorek byl podroben dvéma typim rozkladu; ,,otevienému‘ a
mikrovinnému rozkladu. Otevieny rozklad zahrnuje jednoduché metody, které jsou zalozeny na
rozpousténi v rozpoustédlech ¢ rozpu§téni pomoci kyselin na hotaku. Acticoat'™ Flex 3 byl
rozlozen v peci, kde vznikl popel a ten byl poté rozpustén ve 4 ml HNO3 na hotéaku pfi teploté
200°C. Actisorb Silver 220 byl rozlozen stejnym zpisobem. Aquacel Ag byl rozpustén v 5 ml 0,2
M NaOH vortexovanim pii pokojové teploté. Urgosorb Ag byl rozpustén ve 4 ml HNOj3 na
hotaku pfti teplot¢ 200 °C. Mepilex Ag byl rozpustén v 0,5 ml DMSO, pak nasledovalo
rozpus$téni ve 4 ml HNO3; a 2 ml H,O, na hofaku pfi teploté 200 °C. Cellosorb Ag byl rozlozen
ve 4 ml HNO; a 2 ml H,0; na hotaku pii teploté 200 °C. Vzorek obvykle vazil 25 — 50 mg.
V obvazech Aquacel Ag, Urgosorb Ag a Cellosorb Ag se v matrix nachazi CI, ktery vede ke
tvorb&é AgCl béhem mineralizace. Proto byly tyto vzorky podrobeny centrifugaci a srazenina byla
rozpusténa v koncentrovaném NH,OH.

Mikrovinny rozklad probihal v kiemennych kelimcich pomoci 65 % HNO3 a 30 % H,0;,

které byly umistény do mikrovinné pece. Kazdy obvaz je jiny, co se tyce materidlu, a tak musel
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byt mikrovinny rozklad pro kazdy typ obvazu optimalizovan. Vzorky pak byly rozpustény v 2 %
HNOg, ihned pted méfenim v 2,8 % NH,OH.

Stiibro bylo detekovano ve vSech 6 obvazech po rozkladu. Pfed vlastni analyzou byly
vzorky uchovavany pii -20 °C, pfed méfenim se pridal 2,8 % NH;OH. VSechny produkty
poskytovaly vysledky odpovidajici idajim od vyrobce. Kvantifikace probihala pomoci kalibra¢ni
kiivky (ze standardniho roztoku Ag 1000 ng g se pripravila fada standardf, korekce

nespektralnich interferenci) a izotopového zied’ovani (piidavek izotopového standardu kovového

109Ag)- 17
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3.

3.1.

3.1.1.

EXPERIMENTALNI CAST

Chemikalie, pomtcky a pristroje

Chemikalie

deionizovana voda ( > 18,2 MQ.cm)

CRM vodného kalibra¢niho roztoku Ag o hmotnostni koncentraci 1,000 + 0,002 g It
roztok nanoéastic stifbra o hmotnostni koncentraci 1 g I a velikosti nano&astic 26
nm; ptiprava Tollensovou metodou (redukce [Ag(NH3),]" maltézou)

kyselina dusi¢na 67 % (Analpure) Analytika spol. s.r.o., CR

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

roztok pro ICP-MS 7500cs 10 ug I (Ce, Co, Li, Mg, TI, Y v 2 % HNOs (V/V)),
Agilent Technologies, USA

kalibra¢ni roztok interniho standardu INT MIX1 10 + 0,1 mg 1t (Y, In,Bi, Tbv5%
HNO; (V/V)) Analytika spol. s.r.o., CR

hydroxid amonny 28 — 30 %, ACS chemikalie, Sigma Aldrich USA

hydroxid sodny p.a., Penta, CR

chlorid sodny p. a., Penta, CR

Aquacel Ag, 10x10 cm, ¢isla pouzitych Sarzi: 2G01606, 4102219, SE00362

Mepilex Ag, 10x10 cm, ¢islo pouzité sarze: 13409770

Atrauman Ag, 5x5 cm, ¢isla pouzitych Sarzi: 400103110, 500231119

Cosmopor Antibacterial, 7,2x5 cm, ¢islo pouzité Sarze: 400640127
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3.1.2. Pomiucky

» teflonové kelimky pro mikrovinny rozklad

= sklenéné laboratorni nadobi — odmérné banky 10 a 25 ml

= plastové laboratorni nadobi — kelimky, zkumavky s vicky, Spicky na pipety, nalevky

* nerezové nuzky

= automatické pipety Finnpipette® F2 (10 — 100 ul, 100 — 1000 pl, 1 — 5 ml), Thermo
SCIENTIFIC

Laboratorni nadobi z obou materialti bylo pfed kazdym pouzitim namoceno v5 — 10 %
kyseling dusi¢né po dobu 24 h. Poté bylo nékolikrat oplachnuto deionizovanou vodou a vysuseno
v susarn¢. Timto zplisobem bylo ¢isténo nejen nadobi po pouziti, ale 1 upln€ nové nadobi, nebot’
se jedna o stopovou analyzu. Nadobi pak bylo uchovavano v plastovych saccich s uzavérem.

Teflonové kelimky byly po kazdém pouziti vyc¢iStény koncentrovanou Kkyselinou
dusi¢nou, kterd do nich byla ptidana a poté byly kelimky vlozeny do mineralizatoru a podrobeny
rozkladnému kroku. Po delsi dobé pouzivani byly kelimky ¢istény od oxidd dusiku v susarné pii
teploté 150 °C. Béhem pouzivani kyseliny dusi¢né mize dochazet k sorpci oxidu dusiku na stény
kelimku a v susarn€ ptisobenim tepla dochazi k jejich uvolnéni. Bez tohoto kroku by dochazelo

k nedokonalym mikrovinnym rozkladim.

3.1.3. Pristroje

= ORS-ICP-MS 7700x (ICP-MS soktapolovou reakéné-kolizni celou), Agilent
Technologies, Japonsko

* mikrovlnny rozkladny systém MLS1200 mega, Milestone, Italie

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

» zafizeni k pfiprave deionizované vody Direct — Q UV Millipore, Francie

» skenovaci elektronovy mikroskop Hitachi SU6600 s urychlovacim napétim 5 kV,
Japonsko
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» disperzni spektrometr Thermo Noran System 7 s Si (Li) detektorem a urychlovacim
napétim 15 kV, USA

= vortex NEOTEC IKA MS 3 basic, Merci, Ceska republika

» CO; inkubator NB-203XL firmy N-Biotek, 37 °C, 5 % CO,, Jizni Korea

Ke spektrometru ORS-ICP-MS 7700x byl pfipojen autosampler ASX-520 (Cetac, USA).
Dal8imi ¢astmi byly peristaltickd pumpa, mikrokoncentricky zmlzova¢ GE Micromist 400 pl
min™, chlazena Scottova mlzna komora, dvojice niklovych konusi, oktapolova reakéné-kolizni
cela, kvadrupdlovy analyzator a jako detektor elektronovy nasobi¢ s oddélenymi dynodami. K
analyzam byl pouzit argon o ¢istoté nejméné 4.6 (Siad, CR) a pro potladeni spektralnich
interferenci byla vyuzita oktapolova reakéné-kolizni cela s heliem jako koliznim plynem o Cistoté
5.5 (Siad, CR).

Mikrovlnny rozkladny systém MLS1200 mega slouZi k rozkladu 6 vzorkli umisténych v 6
teflonovych kelimcich s vickem. Tyto kelimky jsou upevnény v rotoru, ktery se pohybuje
konstantni rychlosti, coz zajistuje rovnomérny rozklad vSech vzorkii. Tento typ mikrovinného
rozkladného systému je zastupcem systému srozptylenym mikrovinnym zafenim, a tak
mikrovinné zareni neni nasmérovano pouze na vzorky, ale je rozptyleno po celém systému.
Princip rozkladu spociva v pohlceni mikrovinného zafeni vzorkem s rozkladnou smési (nejcastéji
se pouziva smes kyseliny a oxidovadla), diky ¢emuz dochazi ke zvySovani teploty a tlaku a tim
také k dokonalejSimu rozkladu. Volbou rozkladné smési a rozkladného programu pak lze
optimalizovat dobu rozkladu, teplotu a tlak.

Skenovaci elektronovy mikroskop Hitachi SU6600 je typem elektronového mikroskopu,
ktery k zobrazovani vzorkll vyuzivé zaostfeného svazku vysoce energetickych elektronti, kterym
se skenuje po povrchu. SEM poskytuje informace o topografii povrchu vzorku, jeho slozeni a
dalSich vlastnostech. Techniku lze pouzit pro analyzy v biologickém i1 materidlovém vyzkumu.
Pomoci EDS (energiové disperzni spektrometrie, disperzni spektrometr Thermo Noran System 7
s Si (Li) detektorem) lze zjistit i prvkové slozeni vzorkl. Vzorky pro analyzu nesmi obsahovat
vodu a cizorodé ¢astice, musi byt stabilni ve vakuu. Mohou byt analyzovany ve formé prachu,

suspenze, ale biologické vzorky musi byt jest¢ upraveny. U téchto typti vorku je nutnd fixace
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(naptiklad pomoci formaldehydu, ktery zabrani degradaci), promyti preparatu (pufr s ptidavkem
sachar6ozy nebo glukdzy), dehydratace (pomoci organickych rozpoustédel) a nakonec suseni a
vypinani.

CO; inkubator NB-203XL firmy N-Biotek byl pouzit pro inkubaci vzorka pii teploté
37 °C. Objem inkubatoru je 172 1, teplotni rozsah +5 °C / +60 °C, UV sterilizace, vn&jsi rozmeéry
§x h x v: 63 x 68 x 92 cm. Oxid uhli¢ity zde slouzi na zajiSténi ochranné atmosféry. Pred
vlozenim vzorkti ve zkumavkach do inkubatoru byly pfestiikany roztokem ethanolu kvuli

zabranéni kontaminace.

3.1.4. Analyzované vzorky

K experimentim byly pouZity 4 druhy obvazovych materidlli se stfibrem, konkrétné
Mepilex Ag, Aquacel Ag, Atrauman Ag a Cosmopor Antibacterial. VSechny materialy jsou bézné
dostupné. Mepilex Ag byl ziskan z Fakultni nemocnice V Ostravé, ostatni materialy byly
zakoupeny v lékarnach a prodejnach zdravotnickych potieb. K analyzam byly pouzity bez zadné

ptedchozi Gpravy, pouze byly rozstiihany na mensi kousky pro dokonalejsi rozklad.
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Tab. Il Pouzité materialy a jejich vlastnosti

Maximalni

Obvaz Vyrobce Forma stfibra doba aplikace Material
Aquacel Ag ConvaTec, CR iontové 7 dni mNe?r;;(/(’licrsl?J )%éa
. ., . lyuretanova péna
. Molnlycke Health soli — sirany, acetaty, , polyuret
Mepilex Ag Care, CR contové 7 dni se S\I/| rlskt?/gﬂvou
i polyamid,
Atrauman Ag HART';A?'\(IVJI\IL RICO nanocastice 7 dni impregnace masti s
o triacylglyceridy
polstarek
z visk6zovych
Cosmopor HARTMANN- RICO iontové 2-3dny superabsorpvgnich
Antibacterial a.s., CR vldken a
polyethylenové folie

3.2. Rozklady vzorkii

Vzorky obvazovych materiali byly pfednostné rozkladany v rozkladném mikrovinném

systému. K rozkladu byla ke vzorkim pfidana rozkladnd smés kyseliny a oxidovadla. Pti

pohlceni mikrovinného zafeni se dosahlo bodu varu této smési, doslo ke zvyseni teploty 1 tlaku, a

tim byl vzorek dokonale rozloZen. Rozklad byl fizen softwarovym programem ¢islo 1. Tento

program mél 7 kroki, byly charakterizovany pouze ¢asem a ptikonem, teplota se neménila (Tab.

).

Na rozklady byla pouzita vzdy smés koncentrované kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku

(na navazku 0,03 g vzorku smés 3 ml HNO3z a 0,5 ml H;O;). Tato smés byla piidana

k obvazovému materialu, ktery byl rozstiihan na kousky o velikosti kolem 0,5 cm? z divodu

dokonalej$iho rozkladu. Poté byly vzorky umistény do rotoru, vloZzeny do mikrovinného systému

a podrobeny rozkladu. Po rozklady byl rotor vytaZzen a nechal se ochlazovat pii laboratorni
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teploté. Poté byly vzorky ptfevedeny do 25 ml sklenénych odmérnych banck, které se pak
doplnily po rysku deionizovanou vodou. Nakonec byly po kazdém rozkladu teflonové kelimky
vyc¢istény deionizovanou vodou, dovniti se napipetovaly 3 ml koncentrované kyseliny dusi¢né a
cely cyklus rozkladu v mikrovinném systému se zopakoval jako Cistici krok. Timto zptisobem

byly rozlozeny obvazové materidly Mepilex Ag, Atrauman Ag a Cosmopor Antibacterial.

Tab. 111 Program pro mikrovinny rozklad

Krok Cas (min) Vykon (W)
2 250

2 0
5 400
2 0
2

2

6

500

~N| o O B~ W N B

600

Mikrovinny rozklad bohuzel nemohl byt vyuzit k rozkladu obvazu Aquacel Ag. V tomto
piipadé dochazelo k nedokonalému rozkladu vzorku, navic diky tomu nebylo ve vzorku po
rozkladu prokazano téméf zadné mnozstvi stiibra. Proto byl misto uzaviené¢ho rozkladu zvolen
otevieny rozklad. Obvaz Aquacel Ag byl rozlozen v 0,2 mol I'* roztoku hydroxidu sodného za
laboratorni teploty. Vzorek byl opét nastihan na kousky o velikosti asi 0,5 cm?® a vlozen do
plastové konické eppendortky o objemu 10 ml. Ke vzorku byl nepipetovan roztok 0,2 mol It
NaOH (na 0,03 g vzorku 3 ml 0,2 mol I roztoku NaOH). Material byl pak rozloZen za
laboratorni teploty michanim na vortexu. Ktakto rozlozenému vzorku byl pfidan 1 ml

koncentrované kyseliny dusi¢éné kvili stabilizaci uvolnéného stiibra a roztok byl pak opét

preveden do 25 ml sklenéné odmérné baiky a doplnén po rysku deionizovanou vodou.
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Pokud roztoky po rozkladu obsahovaly zbytky nerozlozeného materialu, byly pied
analyzou prefiltrovany pomoci polypropylenové sttikacky a mikrofiltru s velikosti pora 0,45 um.
Nakonec byly roztoky prevedeny do plastovych zkumavek s vicky, které jsou vhodné k analyze

pomoci ICP-MS a zejména pro pouzity autosampler.

3.3. Priprava kalibra¢nich roztoku

Kalibra¢ni roztoky se pfipravovaly fedénim CRM vodného kalibra¢niho roztoku stiibra o
hmotnostni koncentraci 1,000 = 0,002 g 1"l Kalibra¢ni fada se skladala ze sedmi kalibraénich
roztokd o koncentraci 0, 10, 50, 100, 500, 1000 a 5000 pg 1. Pro piipravu kalibrac¢nich roztoki
se pouzivaly 10 ml sklenéné banky, plastové kelimky a dany objem se odmétoval pomoci pipet
S plastovymi Spickami. Z vodného kalibra¢niho roztoku se pfipravil roztok o koncentraci stfibra
10 mg I, jelikoZ je nejlepsi pouZivat maximalng 100 nasobné fedéni v jednom zfed’ovacim
kroku. Z tohoto roztoku byl dale vytvofen kalibragni roztok o koncentraci 1 mg 1. Oba tyto
vytvofené roztoky byly vyuzity na pfipravu kalibra¢nich roztokl. Navic ke kalibraénim roztokiim
bylo pfidano urcité mnozstvi koncentrované kyseliny dusi¢né, jejiz koncentrace po doplnéni po
rysku deionizovanou vodou odpovida koncentraci v realnych vzorcich (1 ml HNO3; do 10 ml

baiiky). Redéni kalibra¢nich roztoki bylo tedy opét provedeno pomoci deionizované vody.

3.4. Priprava roztoku interniho standardu

Roztok interniho standardu byl pfipraven z kalibra¢niho roztoku interniho standardu INT
MIX1 10 + 0,1 mg I'* (Y, In, Bi, Tb v 5 % HNO3). Vysledny roztok mél koncentraci 100 pg I* a
byl pfipraven fedénim kalibra¢niho roztoku interniho standardu deionizovanou vodou. Nakonec

byl ptfeveden do plastové zasobni lahve a pfipraven k méfenti.
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3.5. Optimalizace sloZeni roztokii po rozkladu

Po rozkladu obvazovych materidli at’ uz mikrovinnym rozkladem ¢i otevienym
rozkladem bohuzel nikdy nebylo naméieno takové mnozstvi stfibra, které by odpovidalo
skutecnému mnozstvi v obvazu (informacim, které udava vyrobce nebo ptidavku stiibra pied
rozkladem). Z tohoto diivodu muselo dojit k fadé optimalizacim, které vedly k lep$im vysledkam.
Stiibro v obvazovych materidlech po rozkladu pomoci koncentrované kyseliny dusi¢né ptechdzi
do formy dusi¢nant, které jsou rozpustné a méfitelné. Stejné tak v piipad¢ Aquacelu Ag dochazi
ke tvorbé hydroxokomplext stfibra v roztoku hydroxidu sodného. Kromé téchto rozpustnych
forem ale mize dochazet v roztoku ke tvorbé komplext a srazenin, které jsou nerozpustné. Urcité
mnozstvi stiibra tak tvofi tyto slouCeniny, nemize byt zméfeno na ICP-MS, a tak dochazi
k méfeni mnohem niz$ich koncentraci stiibra.

Resenim tohoto problému by mohla byt koncentrovana kyseliny chlorovodikova, ktera by
pripadné srazeniny (hlavné¢ AgCl) mohla pfevadét na rozpustné slouceniny. Chlorid stiibrny je

rozpustny v prostfedi s nadbytkem chloridovych aniontt:

AgCI () == AgCl (aq) =< Ag" +CI’ {15}
AgCI (s) + CI" === AgCly- {16}
AGCI (5) + 2 CI" === AgCly" {n

Bohuzel tato reakce funguje pouze, pokud jsou v roztoku pfitomny hlavné chloridy
stiibra, coz nelze potvrdit, protoze formy stiibra udava pouze jeden vyrobce (Mepilex Ag).

Dal8i moZnosti je hydroxid amonny. Ten pifevadi stfibro z komplexii ¢i sraZenin na
diaminnostiibrné komplexy, které jsou rozpustné, a tak je Ize méfit pomoci ICP-MS. Rovnovéha

ma v tomto ptipad¢ tuto podobu:

AgX (s) + NH; <— [Ag (NH))] * {18}

AgX (s) + 2 NH; == [Ag (NH3)] * {19}
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Na zéklad¢ téchto rovnovah byl proveden experiment, ktery se zabyval zavislosti
ptfidaného NH4,OH do roztoku na namétfené koncentraci stiibra. Déale bylo pomoci ICP-MS
zjisténo semikvantitativni slozeni obvazu Aquacel Ag a naplasti Cosmopor Antibacterial, které
potvrdilo pfitomnost dalSich prvki v materidlech. Pravdépodobnost vzniku srazenin a komplext

byla dale ovéfena zjisténim jejich souéinid rozpustnosti ¢i konstant stability.

3.6. Méreni pomoci ICP-MS

K méfeni stiibra v obvazovych materialech byl vyuzit ptistroj ORS—ICP-MS vybaven
oktapdlovou kolizni celou a kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem. Stiibro bylo méteno ve
dvou moédech: s pouzitim kolizni cely s heliem jako koliznim plynem a bez kolizni cely. Pouziti
oktapolové kolizni cely zajiStuje odstranéni spektralnich interferenci. Oba dva postupy ale
poskytovaly velmi podobné vysledky, a tak by se dalo fici, Ze pfi méfeni nedochdzelo k Zadnym
interferencim. V tabulce IV jsou shrnuty parametry méfeni hmotnostniho spektrometru

s indukéné vazanym plazmatem
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Tab. IV Parametry méfeni ICP-MS

Plazma Iontova optika

Ptikon generatoru 1550 W X-Lens

Prutok plynu (Ar)

Vnéjsi plazmovy kanal 14,95 I min™ | Extract 1 ov
Stiedni plazmovy kanal 0,9 1 min™ | Extract 2 -195V

Vnitini(nosny) plazmovy kanal 1,07 1 min™? | Kolizni cela

Mod 1 (bez plynu)

Rychlost ¢erpani vzorku 0,1 rps Cela vstup -30V
Sbér dat Cela vystup 50V
Akvizi¢ni mod Spectrum
Peak Pattern 1 bod Mod 2 (He)
Repliky méteni 3 Cela vstup -40 V
Cela vystup -60 V
Pritok plynu 4,3 ml min™

Energetickd diskriminace 5V

Mnozstvi stiibra bylo métfeno na izotopu 107 a 109. V piipadé 1OgAg byl pouzit ke

kvantifikaci interni standard; roztok **°In. Hodnota integra¢niho ¢asu/hmoté pii méfeni byla 0,2 s.

3.7. Inkubace obvazovych materiala

Dalsi ¢asti experimentu byla inkubace vSech obvazovych materiali v deionizované vod¢ a
fyziologickém roztoku. Jako fyziologicky roztok byl pouzit 0,9 % roztok NaCl v deionizované
vodé. Inkubovano bylo vzdy 0,1 g vzorku v 10 ml roztoku. Inkubace probihala v 50 ml

plastovych zkumavkach s vickem, ktera se umistily do CO, inkubétoru nastavené¢ho na teplotu
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37 °C. Délka inkuba¢ni doby byla pro vSechny obvazové materialy 24 h a pak dle maximalni
aplikacni doby (vétSinou to bylo 7 dni, ale u naplasti Cosmopor Antibacterial pouze 3 dny). Po
inkubaci byly obvazy zroztoki vyndany a vysuSeny pii laboratorni teploté. Roztoky byly
zméefeny pomoci ICP-MS a po rozkladu bylo zméfeno i zbytkové mnozstvi ve vzorcich.
Nasledné¢ byla mnozstvi porovnana, jejich soucet byl porovnan s plivodnim mnozstvim
v materidlu. Tento experiment je vyznamny zejména pii aplikaci téchto obvazovych material
v mediciné, kdy dochazi k uvoliiovani stiibra z materialu do rany. Pokud je toto mnozstvi pfilis

vysoké, muze dochéazet k odumirani tkan¢€ a otrave stiibrem.

3.8. Analyza obvazovych materiali pomoci SEM-EDS

Obvazové materidly byly dale zanalyzovany i pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu ve spojeni s energiové disperznim spektrometrem (SEM — EDS). Skenovaci
elektronovy mikroskop umoziiuje zobrazeni povrchu vzorku ve vysokém rozliSeni, které
pfevySuje moznosti optické mikroskopie. Vysledny cernobily obraz vypovida nejen o textuie
povrchu, ale i o jeho prvkovém slozeni diky energiové disperznim spektrometru — atomy s
vy$Sim prvkovym cislem se na fotografii zobrazi jako svétlejsi. Tato analyza tedy slouzila
K potvrzeni stfibra v materialech, identifikaci dal$ich prvkt a v neposledni fadé poukazala i na
rozloZenti stfibra ve struktufe vzorki.

K analyzam byl vzdy odebran vzorek o velikosti asi 4 cm?, ktery byl nasledné fixovéan a
namafen do raznych rozpoustédel. V tomto piipadé byly vzorky namaceny do 2,5 %
glytaraldehydu v PBS (pufrovany fyziologicky roztok, fosfatovy pufr s 0,15 mol I NaCl) a
inkubovany pfi laboratorni teploté 2 h nebo pfi teploté 4 °C pies noc. Déle byly tiikrat promyty
PBS a dehydratovany v sérii roztokt ethanolu s objemovym zlomkem 30, 50, 80, 90 %,
v kazdém roztoku byl vzorek 15 minut opét pifi laboratorni teploté. Nakonec byly vzorky

ponechany ve 100 pl absolutniho ethanolu. Poté mohl byt zanalyzovan pomoci SEM—EDS.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Obvazové materidly s iontovym stiibrem ¢i s nanoc¢asticemi stfibra byly méfeny pomoci ICP-
MS dle parametrii v tabulce VI. Oktapolova rekéné kolizni cela byla pouzita u kazdého méteni
z diivodu odstranéni spektralnich interferenci, vysledky ale byly velmi podobné jako bez pouziti
této cely, a tak nebylo nutné tuto metodu pouzivat. Naopak pro odstranéni nespektralnich
interferenci byl pouzit interni standard W, ktery byl pfivadén po celou dobu méfeni pomoci
peristaltického Cerpadla.

Spravna funkce celého pristroje ICP-MS byla kontrolovana pied kazdym méfenim
pomoci tzv. ladiciho roztoku (tuning solution). Tento roztok se analyzuje po kazdém zapnuti
pfistroje a musi splilovat urCité parametry jako je naptiklad intenzita prvkl. Pokud jsou zjistény
néjaké odchylky, musi byt pfi¢iny téchto problémt odstranény, protoze pfistroj je pfipraven
Kk pouziti jedin¢ tehdy, pokud vSechny parametry spliuje. Dal$im ukazatelem spravné kalibrace
pfistroje je analyza certifikovaného referen¢niho materialu TM 15.2. Tento vzorek vody
z Ontarijského jezera se analyzuje po kalibracnich standardech pro zjisténi spravné piipravy

standardd, ale i po poslednim vzorku, coz potvrzuje nebo vyvraci spravny prub¢h celé analyzy.

4.1. Validace metody

Vsechny vzorky obvazovych materiali byly kvantifikovany pomoci metody kalibra¢ni
kiivky, ktera obsahovala 7 kalibratnich bodi v rozmezi 0 — 5000 pg 1", Linearita kalibragni

zavislosti byla potvrzena v oblasti 14 — 5000 pg I"* pomoci statistického softwaru QC Expert.
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Obr. 12 Kiivka kalibra¢ni zavislosti pro stiibro

Mez detekce, mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD — Limit of Detection) odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky
signal vyznamné odliSny od Sumu. Je stanovovéna opakovanou analyzou alikvotniho podilu
slepého pokusu a je to takova koncentrace analytu, jehoz odezva je ekvivalentni primérné odezve
slepého pokusu plus trojndsobek odhadu smérodatné odchylky.?’8 Mez detekce byla vypoctena
z 15 slepych vzorkd zmétenych béhem métfeni obvazovych materialti v obdobi od 2. 6. 2015 do
3. 12. 2015. Mez detekce byla dale urcena i pomoci statistického softwaru QC Expert z kalibracni

kiivky slozené ze 7 bodii v rozmezi 0,1 — 100 ug I™.

cv v

v

kalibra¢ni kiivky (pfi vylouceni slepého pokusu). Vypocte se jako desetindsobek smérodatné
odchylky pro primér nulového signalu slepého pokusu.38 Mez stanovitelnosti byla opét ur¢ena

pomoci 15 slepych vzorkt i pomoci QC Expertu jako mez detekce.
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Mez detekce 1 mez stanovitelnosti byly pfepocitany na navazku 0,03 g a fedéni do 25 ml

odmérnych banék.

Tab. V Vypocitané statistické parametry pro danou metodu

Parametr Vypoctem QC Expert Koncentrace
LOD 43ug It 1,5 ug I 35ugg”
LOQ 14 pg I 23pug ™" 87ugg”
Pravdivost

Pravdivost je definovana jako tésnost shody mezi aritmetickym primérem nekone¢ného
poctu opakovanych namétfenych hodnot veli¢iny a referenéni hodnotou veli¢iny. Pravdivy
vysledek je zatizen malou systematickou chybou.*®

Spravnost metody byla ovéfena mikrovinnymi rozklady béZného obvazu s ptidavky
25 pg 1™ iontového stiibra i stifbra ve formé nano&astic. Touto metodou bohuZel bylo naméfeno
mnohem niz§i mnozstvi stiibra. Proto doslo k nékolika optimalizacim. Po rozkladu se k roztoku
pfidaly 3 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové, ktera rozpousti sraZzeninu AgCl, jeZ by
mohla v roztoku vznikat. Tato informace byla ziskana z prace, ktera se zabyvala stfibrem
Vorgénech.39 BohuZel ani timto zpisobem nebylo dosaZeno lepsich vysledkd. ReSenim byl
piidavek 28 % roztoku hydroxidu amonného v takovém mnozstvi, aby vysledny roztok analytu
mél objemovy zlomek 2, 8 % hydroxidu amonného. Amoniak je Lewisova baze, ktera stabilizuje
Ag’ (slaba Lewisova kyselina) v roztoku tvorbou komplexu Ag(NHs),". Tato komplexace také
zajisti rozpusténi halogenidl stfibra na povrchu instrumentace. Vysledky téchto méfeni shrnuje

tabulka V1.
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Tab. VI Ové&fovani spravnosti metody (piidavky 25 pg 1™ iontového stiibra nebo nano&astic

pied rozkladem, vysledky udavaji prumér z 6 opakovani)

Forma Ag Namérené mnoZstvi Piidavek HCI Pridavek NH,OH
iontové 68 +3% 574 % 93+£4%
nanocastice 7017 % 50£7% 91+4%
Preciznost

Preciznost je definovana jako tésnost shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky zkousek
za specifikovanych podminek. Charakterizuje opakovatelnost ¢i reprodukovatelnost metody a l1ze
ji vyjadtit smérodatnou odchylkou ¢&i relativni smérodatnou odchylkou.®®

Preciznost byla vypoctena jako smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka
zméfenim 10 shodnych vzorkil z obvazu Mepilex Ag a 10 shodnych vzorkl z naplasti Cosmopor

Antibacterial, vysledky obsahuje tabulka VII.

Tab. VII Preciznost metody

Obvazovy material Smérodatna odchylka (mg g™) RSD (%)
Mepilex Ag 4,4 20
Cosmopor Antibacterial 0,07 18,9

Timto experimentem byla potvrzena nehomogenita rozlozeni stfibra v obvazovych
materialech (u obvazi Aquacel Ag a Atrauman Ag rovnéz). Tato skute¢nost byla podpoiena i
analyzou na skenovacim elektronovém mikroskopu s rentgenové fluorescenéni spektrometrii, kde
byla vidét vlakna s nerovhomérnym rozlozenim stfibra. Navic pomoci rentgenové
fluorescenéniho spektrometru byla potvrzena pfitomnost dalSich prvka a tedy pfitomnost sraZzenin

Vv roztocich - uhlik, kyslik, sira, kiemik, chlor (pfiloha ¢. 1 a 2).
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4.2. Vyhodnoceni vysledki

4.2.1. Stanoveni stfibra v komeréné dostupnych obvazovych materialech

Cilem této prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni stiibra v obvazovych materialech.
Jako nejvhodnéjsi metoda byl zvolen mikrovinny rozklad obvazového materialu pomoci kyseliny
dusi¢né a peroxidu vodiku s ndslednym ptidavkem hydroxidu amonného po rozkladu tésné pied
méfenim pomoci ICP-MS. Tento zplsob byl vhodny pro obvaz Atrauman Ag a naplast
Cosmopor Antibacterial. Obvaz Aquacel Ag byl rozlozen pomoci 0,2 mol I'* roztoku NaOH za
laboratorni teploty, nasledné byla piidana koncentrovana kyselina dusi¢na (1 — 2 % HNOg3 se
pouziva k udrzeni nizkého pH, které udrzuje prvky stabilni) a tésné pred meéfenim opét hydroxid
amonny. Naopak obvaz Mepilex Ag byl rozlozen mikrovinnym rozkladem jako pfedchozi dva
materialy, avSak po pfidavku hydroxidu amonného v takovém mnozstvi, aby jeho objemovy
zlomek v roztoku byl 2,8 %, poskytoval mnohem horsi vysledky. Tudiz se k tomuto obvazu pied
méfenim nepiidaval. Nésledujici tabulka VIII shrnuje vysledky méfeni stiibra v obvazovych

materidlech a srovnani téchto idaji s hodnotami, které deklaruje vyrobce.

Tab. VIII Deklarovani a namé&fend mnozstvi stiibra v obvazech

Obvaz Deklarovany obsah (mg g™) Naméieny obsah (mg g™)
Aquacel Ag 12 (0,12mg cm?) 5-9
Mepilex Ag 18 (1,2 mg cm™) 13-19
Atrauman Ag 22,5-37,5(0,3-0,5mg cm?) 22,1-251
Cosmopor Antibacterial neuvedeno 0,3-0,5

Rozdily ve vysledcich byly dany nehomogenitou stiibra, kterd byla ovéfena zmétenim 10
vzorku z jednoho kusu obvazu (Mepilex Ag a Comopor Antibacterial), poskytovaly RSD kolem

20 %. Stiibro bylo potvrzeno ve vSech obvazech a jeho rozlozeni bylo tedy nerovnomeérné.
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Analyzou pomoci SEM-EDS byla zjisténa povrchova struktura jednotlivych obvazovych
materiali a také potvrzena piitomnost stfibra a jeho nehomogenni rozlozeni. U obvazu Mepilex
Ag a Aquacel Ag bylo potvrzeno i n€kolik dalSich prvkl ve vzorcich, u obvazu Atrauman Ag a
naplasti Cosmopor Antibacterial bylo bohuzel stiibro béhem fixace pravdépodobné¢ vymyto, a tak

vzorek nemohl byt pomoci EDS analyzovan. Jednotlivé skeny obsahuje ptiloha 1, 2, 3 a 4.

4.2.2. Studium rovnovahy NH,OH

Na zaklad¢ pfitomnosti dalSich prvkt v roztocich vzorkl, které mohou tvofit
srazeniny a komplexy sttibra po rozkladu, bylo dal§im cilem prace studium rovnovahy NH,OH
Vv téchto roztocich. Pfitomnost komplexi a srazenin potvrzuji konstanty stability a souciny
rozpustnosti danych latek (Tab. XIII a X1V). Informace o formach stiibra udava pouze vyrobce
obvazu Mepilex Ag (obsahuje uhli¢itany, sirany, chloridy, citraty a acetdty stiibra). Ostatni
obvazy musely byt podrobeny dal$im analyzam, kde byly zjiStény formy stiibra. Konstanty
stability komplext jsou velmi nizké, a tak je jejich tvorba nepravdépodobna. Naopak pfitomnost

srazenin je mozna diky jejich vysokym soucintim rozpustnosti.40

Tab. X111 Komplexy stiibra a jejich konstanty stability*

Aniont Komplex Konstanta stability log 3
[Ag (SO4)] 0,23
(SOs) * [Ag (SO4)]* 0
[Ag (SOa)s]> 0,4
[Ag (CH3CO0)]- 0,37
(CHsCOOY [Ag (CH3COO),]" 0,14
[Ag (CH3COO)s]*- 0,3
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Tab. XIV SraZeniny stfibra a jejich souéiny rozpustnosti*’

SraZenina pKs
AgClI 10,4
Ag.COs 11,19
Ags;PO, 17,55
Ag2S04 4,83

Na ziklad¢ téchto zjiStenych udaji byl proveden experiment, ktery se tykal studia
rovnovahy NH4OH vV roztoku stfibra po rozkladu. Béhem stanoveni mnozstvi stfibra se pravé
jako nejlepsi metoda jevila volba rozkladu s ptidavkem takového mnozstvi NH4OH, aby jeho
objemovy zlomek byl roven 2,8 %, coz bylo mnozZstvi dostate¢né k rozpusSténi danych sraZenin a
komplexti. Tato informace byla ziskana z literatury, ale jelikoz nevyhovovala pro obvaz Mepilex
Ag, bylo zadouci se timto problémem dale zabyvat. Byl vybran obvaz Aquacel Ag a naplast
Cosmopor Antibacterial, které¢ byly rozlozeny a nasledné byl ptidavan rizny objem NH4OH a

sledovana zavislost naméfeného mnozstvi stiibra (Tab. XV, Obr. 13 a 14).

Tab. XV Zavislost naméfeného mnozstvi stiibra na pfidaném objemu NH,OH

(objemovém zlomku ¢ v roztoku) pro obvaz Aquacel Ag

®nH.0H (%0) | Naméiena koncentrace Ag (mg g'l)
0 1-14
0,7 09-11
1,4 0,6-0,8
2,1 115-12;7
2,8 11,6 -13,8
3,5 12,1-15,1
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Obr. 13 Graf zavislosti méfitelné formy stiibra na mnozstvi pfidaného NH,OH, chybové

usecky predstavuji smérodatnou odchylku, n=3

V pfipadé obvazu Aquacel Ag je mnozstvi naméfen¢ho stiibra velmi ovlivnéno
ptitomnosti srazenin ¢i komplexti, coz vyplyva i z tabulky XV nebo obrazku 13. Po rozkladu
obvazu Vv hydroxidu sodném bez ptidavku NH4OH bylo naméfeno pouze 10 % z celkového
mnozstvi v obvazu. Po pfidavcich velmi malého mnozstvi NH4OH (¢ = 0,7 a 1,4 %) se dokonce
jeste snizilo na 7 - 9 %. Toto mnozstvi je tedy velmi nizké, aby doSlo k rozpusténi vSech
nezadoucich slou¢enin. AvSak vyssi pfidavky NH4OH byly vhodné k méfeni stiibra v tomto
materidlu, protoZe bylo zméfeno celkové mnozstvi stiibra. Dokonce v ptipadé 3,5 % NH4,OH

Vv roztoku bylo dosaZeno jesté vyssi koncentrace neZ u béZzné pouzivaného roztoku 2,8 %.
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Tab. XVI Zavislost naméfeného mnozstvi stfibra na pfidaném objemu NH,OH

(objemovém zlomku ¢ Vv roztoku) pro naplast Cosmopor Antibacterial

@ nH.oH (%) | NaméFena koncentrace Ag (mg g'l)
0 0,33-0,43
0,7 0,26-0,33
14 0,26-0,31
2,1 0,32-0,35
2,8 0,31-0,36
3,5 0,3-0,36

Cosmopor Antibacterial
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Obr. 14 Graf zavislosti méfitelné formy stiibra na mnozstvi ptidaného NH4OH v naplasti

Cosmopor Antibacterial, chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku, n=3

Dal$im materialem, ktery byl podroben tomuto experimentu, byla naplast Cosmopor

Antibacterial. Zavislost naméfeného mnoZzstvi stiibra na pfidavaném objemu NH4OH neni
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vyznamnd, nebot’ za nulové ¢i jakékoliv vyssi koncentrace bylo naméfeno velmi podobné
mnozstvi stiibra. Opét zde 1ze vidét snizeni naméfeného mnozstvi po minimalnim ptidavku
NH4OH, naopak od 2,1 % roztoku také dochazi k nartstu koncentrace. Zmény jsou zde ale oproti
obvazu Aquacel Ag velmi malé, a tak je lze pfisuzovat i potvrzené nechomogenité v rozlozeni
stiibra.

Rozlozené materialy bez ptidavku NH4OH byly také podrobeny semikvantitativni analyze
pomoci ICP-MS, ¢imz byl zjistén pomér dalSich prvkl ve vzorcich a potvrzena ptitomnost
nerozpustnych sloucenin stfibra (Tab. XVI). Tento experiment potvrzuje vysledky ziskané
pomoci energiové disperzniho spektrometru a vice upfesiuje obsah slou¢enin v roztoku po

rozkladu.

Tab. XVI Semikvantitativni stanoveni prvki ve vzorcich po rozkladu

Prvek | Koncentrace | Aquacel Ag | Cosmopor Antibacterial
’c mg I ~4.10° 1107
“N mg I ~7.10° 64.10°
S mg I -8 ~05
7P mg I ~03 ~04
'S mg I"* -6 -5
>Cl mg I"* - 70 -4
107Ag mg T 4 ~03

Z tabulky XVI je zfejmé, Ze v obvazu Aquacel Ag se budou vyskytovat hlavné uhli¢itany,
kfemicitany, sirany a chloridy. V néplasti Cosmopor Antibacterial pak budou pfitomny také
uhli¢itany, sirany a chloridy, kfemiCitany a fosforecnany pak v mensi mife. Oba vzorky
obsahovaly i velké mnozstvi dusiku, a to hlavné diky pouziti kyseliny dusi¢éné na mikrovinny
rozklad a stabilizaci stfibra. Dané koncentrace neudavaji pfesné mnozstvi, jelikoz se jedna o
semikvantitativni analyzu, ktera umoznuje fadové urceni koncentrace. Poskytuje informace o

pomeéru zastoupeni prvki a srovnani slozeni obou obvazu.
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4.2.3. Inkubace obvazovych materiali

Zamérem tohoto experimentu bylo stanovit uvolnéné mnozstvi stiibra, které se mulize
dostavat pti pouziti t€chto obvazi do lidského t€la a v krajnich ptipadech muze byt i toxické pro
lidsky organismus, zejména ve vysSich koncentracich. Obvazové materidly byly inkubovany
V deionizované vod¢ a fyziologickém roztoku vzdy 24 h a poté dle jejich maximalni aplikacni
doby: obvazy Mepilex Ag, Atrauman Ag a Aquacel Ag 7 dni a naplast Cosmopor Antibacterial
pouze 3 dny. Experiment probihal v CO, inkubatoru nastaveném na teplotu 37 °C.

K inkubaci bylo pouzito 0,1 g vzorku na rozdil od ostatnich experimentii, kde bylo
pouzito vzdy 0,03 g vzorku obvazového materidlu. Pfed méfenim byla k roztoklim ptidana opét
koncentrovana kyselina dusi¢nd a hydroxid amonny, obvazy byly rozlozeny dle postupt
uvedenych v experimentalni ¢asti poté, co byly vysusSeny pfii laboratorni teplot¢.

Naésledujici tabulky 1X, X, XI a XII shrnuji vysledky, které byly naméteny v roztocich a

poté po rozlozeni inkubovanych vzorki.

Tab. IX Vysledky stanoveni Ag vzorkt po inkubaci v deionizované vodé

Inkubace 1 den Inkubace7 dni
Obvaz - . - -
Roztok (mg ™) Obvaz (mg g™) Roztok (mg1™) | Obvaz (mgg™)
Aquacel Ag 0,2—-0,6 5-8 08-1 6—9
Mepilex Ag 171224 0,01-0,03 169 — 227 0,01-0,04
Atrauman Ag 05-0,7 25,7-26,9 1,1-15 22,3-27,2
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Tab. X Vysledky stanoveni Ag vzorkl po inkubaci ve fyziologickém roztoku

Inkubace 1 den

Inkubace 7 dna

Obvaz
Roztok (mg1™) | Obvaz (mgg™) Roztok (mg 1) | Obvaz (mg g™)
Agquacel Ag 0,4-0,6 5-8 05-0,8 6—8
Mepilex Ag 02—-0,4 19-2173 02-04 13-205
Atrauman Ag 0,5-0,6 21-225 0,5-0,6 22,8272

Tab. XI Vysledky stanoveni Ag v naplasti Cosmopor Antibacterial po inkubaci

V deionizované vodé

ob Inkubace 1 den Inkubace 3 dny
vaz
Roztok (mg I™) Obvaz (mg g™) Roztok (mg1™) | Obvaz (mgg™)
Cosmopor
0,003 - 0,004 0,5-0,6 0,006 — 0,008 0,3-0,5

Antibacterial

Tab. X1l Vysledky stanoveni Ag v naplasti Cosmopor Antibacterial po inkubaci

ve fyziologickém roztoku

Obvaz

Inkubace 1 den

Inkubace 3 dny

Roztok (mg I™)

Obvaz (mg g™)

Roztok (mg I™)

Obvaz (mg g™)

Cosmopor

Antibacterial

0,016 — 0,02

03-04

0,007 — 0,009

03-04
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Aquacel Ag

Z analyzy pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu je jasné vidét struktura tohoto
obvazu, kterou tvoii sit’ vlaken Na — karboxymethylcelulosy. Béhem inkubacnich experimenti se
struktura tohoto obvazu ihned ménila v Zelatinu po ptfidéni bud’ deionizované vody ¢i
fyziologického roztoku. Tato forma 1épe vaze bakterie a absorbuje exudaty z ran, a tak se do této
formy dostava i1 po piilozeni na jakoukoliv ranu. Problémy ale zpiisobuje ve chvili, kdy je nutné
s obvazem jakkoliv manipulovat, nebot’ s touto formou se velice tézko zachéazi. K této zméné
dochazi diky pfenosu iontii do kapaliny, obvaz inkubovéan pouze 24 h byl o trochu pevnéjsi nez
obvaz inkubovan 7 dni, a tak tato zména zéavisi i na dobé&, po kterou je tento material ve styku
s kapalinou. Déle byla zména rozsahlejsi pti inkubaci v deionizované vodé¢ nez ve fyziologickém
roztoku. Pfi¢inou je roztok NaCl, ktery snizuje rozpousténi iontd, a tak omezuje zménu struktury.

Obvaz byl inkubovan v roztocich 24 h a dle maximdlni aplika¢ni doby, kterou uvadi
vyrobce, tedy 7 dni. Do deionizované vody se uvolnilo velmi malé mnozstvi stfibra, po 24 h
pouze 0,6 mg 1™, po 7 dnech pouze 1 mg I'*. Mnozstvi se sice zvysilo, ale koncentrace byla velmi
nizka (0,6 — 1 % z celkového mnozstvi sttibra v obvazu). Do fyziologického roztoku se uvolnilo
podobné mnozstvi, coz byl hlavni rozdil od ostatnich obvazovych materialt, kde se do
fyziologického roztoku uvolnilo vzdy méng stiibra. Vyrobce uvadi, Zze hlavni formou iontového
stiibra v tomto obvazu je AgCl, a tak pii zvySené koncentraci chloridovych iontd v roztoku
dochazi kjejich vyznamnému uvolfiovani. Tento fakt byl potvrzen analyzou SEM a
semikvantitativni analyzou na ICP-MS. Po 1 dni se uvolnilo op&t 0,6 mg I, po 7 dnech bylo
opét mnozstvi vyssi a to 0,8 mg I"!. Rozkladem obvazii bylo stanoveno zbytkové mnozstvi
sttibra, které se neuvolnilo, toto mnozstvi odpovidalo 90 — 100 %. Opét se musi brat v tivahu
nehomogenita rozloZeni stfibra v tomto materialu.

V piipadé tohoto obvazu se nepodafilo stanovit mnozstvi stiibra, které deklaruje vyrobce,
ale pouze 75 % z tohoto mnozstvi. Tato hodnota byla ovéfena nékolika méfenimi shodnych

vzorki tohoto materialu, a tak bude deklarované hodnota pravdépodobné& nepiesna.
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Mepilex Ag

Skenovacim elektronovym mikroskopem byla potvrzena porézni struktura tohoto obvazu,
pfipomina spiSe pénu a je velmi lehky. Dale jsou zde vidét velké krystaly sttibra, které jsou opét
nerovnomérné rozlozeny, coz bylo potvrzeno experimentem k urceni preciznosti. Rentgenové
fluorescencni spektrometrii byla potvrzena ptitomnost dalsi prvki jako je naptiklad sira a kyslik,
coz poukazuje na piitomnost Ag,SO4. Navic 1 vyrobce udava pritomnost siranti, chloridi, acetatu,
citrati, fosforeCnand a uhli¢itan stfibra.

Rychlost sledovani uvolnovani stfibra byla po dobu 1 tydne a opét po 24 h. Uz po 24 h se
do deionizované vody uvolnilo témét vSechno stiibro (84 — 100 %). Po 7 dnech bylo mnozstvi
stejné. Zustatek v obvazu je tedy minimalni. Naopak do fyziologického roztoku se uvolnilo
minimalni mnozstvi stiibra, a to 0,2 — 0,4 mg It (0,1 - 0,2 % z celkového mnozstvi v obvazu).
Velké mnozstvi iontli se uvoliiuje do deionizované vody zejména diky porézni struktufe, ktera
tento d¢j usnadiiuje. Tento obvaz ze vSech analyzovanych vykazuje nejrychlejsi uvolnovana
stiibra do okoli, a tak by nemél byt pouzivan v piipadech, kde je pozadovano pomalé a nizké
uvolnovani stfibra ¢i jeho postupné uvoliiovani. Do fyziologického roztoku se ho uvolnilo
nepatrné mnozstvi, nebot’ se vétsina stiibra vysrazela jako AgCl a tato srazenina ztistala v matrici
obvazu, nikoliv v roztoku. Srazeni AgCl je pravdépodobné tak rychlé, ze ionty nestihnou opustit
obvaz.

Pfi nasledném rozkladu inkubovanych vzorkd bylo nutné ptidat pfed méfenim hydroxid
amonny, i kdyz pfi zjiStovani koncentrace stiibra v tomto obvazu se nepouzival. Je to zejména
z divodu piitomnosti AgCl v obvazu po inkubaci ve fyziologickém roztoku, ke vzorkim po

inkubaci v deionizované vodé¢ se opét vynechal.

Atrauman Ag
Toto kryti jako jediné z analyzovanych obvazovych materiali obsahovalo nanocéstice
stiibra, coz také bylo potvrzeno skenovacim elektronovym mikroskopem. Struktura obvazu

odpovida sit'’ce z polyamidu pokryté stiibrem, ktera je impregnovana masti s triglyceridy. Diky ni
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nehrozi ptilepeni k rané. Jelikoz se opravdu jedna jen o sitku, je doporucovano jesté dalsi kryti ze
savého materialu.

Po ptidavku kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku se material okamzité rozlozil jesté pred
samotnym mikrovinnym rozkladem, a tak rozklad nemusel byt nijak vyznamné optimalizovan.
Maximalni aplikacni doba pro tento material je opét 7 dni, a tak inkubace v roztocich trvala 1
tyden a 24 h. Tento material je velice lehky a obsahuje i mast z triglyceridd, tudiz v roztocich
spise ptilnul ke sténé¢ zkumavky a neplaval na hladn¢ jako to bylo v ostatnich piipadech. Po 24 h
hodinach bylo zjisténo, Ze do deionizované vody i fyziologického roztoku se uvolni srovnatelné
mnoZstvi, a to 0,5 — 0,6 mg I, tedy 0,2 — 0,3 %. Po rozkladu obvazu bylo zjisténo odpovidajici
mnoZstvi stiibra, které bylo 21 — 26,9 mg g™. Tato hodnota odpovida udajim od vyrobce a také
mnozstvi, které mélo zlstat v obvazu. Po 7 dnech inkubace ve fyziologickém roztoku se
mnozstvi uvolnéného stiibra nezménilo, naopak do vody se uvolnilo vice stiibra, asi
1,1-15mg I?* (0,5 0,8 %). JelikoZ je obvaz opatien triglyceridovou masti, je mozné, Ze brani
uvoliovani stiibra do deionizované vody i fyziologického roztoku. Proto se z obvazu uvolnilo
velmi nizké mnozstvi stfibra. Po 7 dnech se mnozstvi v deionizované vodé zvysilo, avSak ve
fyziologickém roztoku zlstalo konstantni pravé diky masti, kterd udrzela sraZeninu AgCl ve

struktufe obvazu, a dale uz se stfibro neuvoliovalo.
Cosmopor Antibacterial

Tento obvazovy materidl je jedind néplast pouZitd v experimentu. PouZivd se zejména
jako pooperacni kryti. Obsahuje specidlni vrstvu, ze které se uvoliuji ionty stiibra pfimo do rany.
K analyzam byl pouzit pouze polstarek, ktery je soucasti néplasti. Okolni materidl neobsahuje
stfibro, slouzi pouze k uchyceni néplasti. Pomoci skenovaciho elektronového materidlu byla opét
potvrzena nehomogenita v rozlozeni stfibra v naplasti, byly zde vidét mensi krystaly stiibra.
Struktura odpovida siti z viskdznich superabsorp¢nich vlaken. Po namoceni do roztokl vzorky
nasaly tekutinu a jejich struktura se zménila diky absorpénim schopnostem, n€kolikrat tak zvetsil
v roztoku svou velikost.

Jelikoz tento materidl neni obvaz ale naplast, maximalni aplika¢ni doba je pouze 3 dny, a

tak byla i doba inkubace zkracena. Druha délka inkubace byla opét 24 h. Cosmopor Antibacterial

73



navic obsahuje mnohem niz§i mnozstvi stfibra nez ostatni obvazy, a tak i uvolnéné¢ mnozstvi bylo
nizsi. Avsak vzhledem k celkovému mnozstvi stfibra se uvolnilo pfiblizn¢ stejné mnozstvi v %
jako napiiklad u obvazu Atrauman Ag ¢i Aquacel Ag. Do deionizované vody se po 24 h uvolnilo
3—4 g I (0,07 — 0,08 %), po 3 dnech bylo toto mnozstvi témsF t¥ikrat vyssi, a to 6 — 8 pg 1™
(0,15 - 0,2 %). Do fyziologického roztoku se uvolnilo vice stiibra, zejména z divodu pfitomnosti
iontového stiibra ve form& AgCl stejné jako u obvazu Aquacel Ag. Po 24 h to bylo 16 — 24 pg I
(0,4 — 0,6 %), ale po 3 dnech se toto mnoZstvi sniZilo na 7 — 9 pg I (0,16 — 0,2 %). Diky roztoku
NacCl a hlavné ptitomnosti nadbytku chloridovych aniontl nejdiive dochazi k rozpousténi AgCl,
ale po delsi dobé se AgCl opét vysrazi diky vysSimu zfedéni. Proto bylo po 3 dnech namé&feno

niz§i mnozstvi stiibra nez po 1 dni.

4.3. Diskuse

Tato préace potvdila studie Marca Romana’ i Chiara Rigy™ a kolektivu. Marco Roman ve
své praci uvadi, ze mikrovinny rozklad je mnohem ucinnéj$i nez rozklad otevieny, coz se
podafilo potvrdit v ptipadé obvazovych materiala Mepilex Ag, Atrauman Ag a Cosmopor
Bacterial. Obvaz Aquacel Ag byl rozloZen otevienym rozkladem. Déle pii rozkladu pouzival
teplotni program, ktery v nasich experimentech nebyl potieba, nebot’ se celkové mnozstvi stfibra
podafilo stanovit 1 bez n&j. Bohuzel se nepodatilo stanovit mnozstvi sttibra, které deklaruje
vyrobce ve vSech obvazovych materidlech, vysledek se liSil u obvazu Aquacel Ag. AvSak Marco
a kolektiv stanovili deklarované mnoZstvi ve vSech obvazovych materidlech. Do vSech vzorki po
rozkladu také pridavali roztok NH4OH, v naSich experimentech tento postup nevyhovoval pro
obvaz Mepilex Ag. Tato prace tedy z velké ¢asti potvrzuje vysledky Marca Romana a kolektivu,
avSak zejména pro obvaz Aquacel Ag muselo byt fada postupti jesté optimalizovana.

Chiara Rigo a kolektiv v ¢asopise Burns uvedl moznosti stanoveni uvolnéného mnozstvi
stiibra z obvazl Acticoat Flex 3, Actisorb Silver 220, Aquacel Ag a Mepilex Ag. Toto mnozstvi
bylo stanoveno v ultracisté vod¢, fyziologickém roztoku a komeréné dostupném lidském séru.

Vysledky ziskané pro obvaz Aquacel Ag a Mepilex Ag se shoduji s vysledky experimentd této
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prace. Tato studie se ale zabyvala pouze mnozstvim uvolnéného stfibra do roztoki, zde navic
bylo potvrzeno odpovidajici mnozstvi stiibra, které zlistalo v obvazovych materialech.
Tato prace se jeSt¢ navic podrobnéji zabyvala rovnovahou NH4OH Vv roztocich po

rozkladu a ptitomnosti srazenin ¢i komplex.
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5. ZAVER

Predlozend prace se zabyva prvkovou analyzou obvazovych materiali hmotnostni
spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem.

V teoretické casti je detailné popsdna instrumentace a princip funkce hmotnostniho
spektrometru s indukéné vazanym plazmatem. Dale byly popsany mozné interference, které se
mohou objevovat pii méfeni, a moznosti jejich feSeni. Dtlezitym meznikem pii vyvoji metody
byl rozklad vzorki, ktery je v teoretické Casti téZ zminén. Jsou diskutovany i soucasné poznatky
vyuziti hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem pii analyze vzorkd, které
obsahovaly stfibro (zejména rtizné druhy textilii a obvazovych materiall).

Experimentalni ¢ast méla hned nckolik cili. Prvnim cilem byl vyvoj metody pro stanoveni
stiibra v obvazovych materidlech. Analyzovan byl oby¢ejny obvaz s ptidavky iontového stiibra i
stiibra ve form¢ nanocastic. Déle byla tato metoda aplikovéna na redlné vzorky, Ctyfi komeréné
dostupné obvazové materidly, které obsahovaly iontové stiibro i nanocastice stiibra. DalSim
cilem bylo tedy potvrzeni mnozstvi stiibra v obvazech, ktera udava vyrobce, pokud byla tato
informace znama. Obvazy byly zanalyzovany i pomoci SEM-EDS, kde byla potvrzena
pritomnost stiibra a také jeho forma. Dale bylo provedeno nékolik experimentl s témito
materidly, které slouzily k ziskani informaci o uvoliiovani stiibra z obvazl, coz je dulezité
zejména pii jejich vyuZiti v medicin€. Obvazy byly inkubovany pfi teploté 37 °C v termostatu
Vv deionizované vodé a fyziologickém roztoku po dobu 24 h a maximalni aplika¢ni dobu daného
materidlu. Poslednim cilem bylo studium rovnovahy stiibra v roztocich po rozkladu jednotlivych
materiald.

Soucasti vyvoje metody bylo i stanoveni linearity kalibrace, pravdivosti, preciznosti, meze
detekce a meze kvantifikace. Dale byla zjisténa i nehomogenita rozlozeni stfibra v obvazovych
materialech.

Zaveérem lze tedy konstatovat, Ze byla vyvinuta metoda pro stanoveni stfibra v obvazovych
materidlech pomoci ICP-MS. Byly stanoveny statistické parametry této metody a byly
vyhodnoceny vysledky vSech méfeni. V ptipadé obvazu Aquacel Ag naméfené mnozstvi stiibra

neodpovidalo deklarovanému mnoZzstvi vyrobce, ostatni obvazy vyhovovaly. Dale byla zjiSténa
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nehomogenita v rozlozeni stiibra. Inkubaci obvazii v deionizované vod¢ a fyziologickém roztoku

bylo potvrzeno uvoliiovani stiibra z obvazil, coz je vyznamné pii 1€cbé ran.
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ZKRATKY

ICP-MS

CE

HPLC

GC

LOD
HG-ICP-MS

ICP

PFA
PTFE
PVF
DCP
MIP

RF
ICP-OES

TOF
DRC
KED
MW
PBS

rps

cps

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vdzanym plazmatem
Kapilérni elektroforéza

Vysoce ucinnd kapalinovéa chromatografie

Plynova chromatografie

Mez detekce

Generovani tékavych hydridd ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem

Induk¢éné vazané plazma

Perfluoroalkoxypolymer

Polytetrofluoroethylen

Polyvinylfluorid

Direct Current Plasma, Stejnosmérné vazané plazma
Microwave Induced Plasma, Mikrovinn¢ indukované plazma
radiofrekvencni

Opticka emisni spektrometrie s buzenim v indukcéné
vazaném plazmatu

Priletovy analyzéator

Dynamic Reaction Cell, reakéni cela

Diskriminace podle kinetické energie

MikrovInné zateni

Phosphate Buffered Saline, pufrovany fyziologicky roztok
Revolutions per second (pocet otacek za sekundu)

Counts per second (pocet iontd, které dopadly na detektor za

sekundu)
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8. PRILOHY

Piiloha ¢. 1: Aquacel Ag

7.0k 16.0mm x40 1.00mm 2mm x1.80k 30.0um

Full scale counts: 114 Base(2)_ptl
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Priloha &. 2: Mepilex Ag

naplast-01 3.0kV 31.0mm x18 3.00mm naplast-10 7.0kV 6,5mm x3.00k 10.0um

Full scale counts: 205 Base(2)_ptl
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Priloha €. 3: Atrauman Ag

napl_1-01 5.0 3.0mm x18 3.00mm napl_1-03 3.0kV 7.7mm x2.50k éC‘ éum
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Piiloha ¢. 4: Cosmopor Antibacterial

i I e i
napl_3-01 3.0kV 15.9mm x30 1.00mm napl_3a-01 3.0kV 15.6mm x4.50k 10.0um
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