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SOUHRN

Tato diplomova prace je zaméfena na vyvoj a porovnani dvou instrumentalnich
technik pro stanoveni sedmi vybranych kovi V lidskych tkanich pomoci hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem. Dale jsou popsany zakladni principy,
instrumentace hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem a jeji uplatnéni pii
analyze vybranych kovl v klinickych vzorcich (moc¢, krevni sérum, krev, vlasy,...).
Experimentalni ¢ast uvadi vyvoj, verifikaci a porovnani dvou instrumentalnich technik
(ORS-ICP-MS a ICP-0a-TOF-MS) pro stanoveni vybranych kova (Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni
a Pb) v lidskych tkanich pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem.
Vzorky tkani byly odebirany pfi reviznich operacich pacientim Ortopedické kliniky Fakultni
nemocnice v Olomouci. Obé metody byly verifikovany na zakladé téchto parametri:
pravdivost, preciznost, kalibraéni kiivka, mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ)

a nejistota méteni.



SUMMARY

This diploma thesis is focused on the development and comparison of two
instrumental techniques for the determination of seven selected metals in human tissues by
inductively coupled plasma mass spectrometry. The basic principles, instrumentation of
inductively coupled plasma mass spectrometry and its applications of analysis of selected
metals in various clinical samples (urine, blood serum, blood, hair,..) are described.
Experimental part of this work presents the development, verification and comparison of two
instrumental techniques (ORS-ICP-MS and ICP-0a-TOF-MS) for the determination of
selected metals (Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni and Pb) in human tissues by inductively coupled
plasma mass spectrometry. The samples of human tissues were collected during revision
surgeries from the patients from Orthopedics Department of University Hospital in Olomouc.
Both methods were verified by the following parameters: trueness, precision, linearity of
calibration, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ) and measurement

uncertainty.
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1. UVOD

Tato prace se zabyva moznostmi stanoveni kovu v klinickych materialech. Mezi
nejhojnéji analyzované klinické materidly patii krev, krevni sérum, moc ale i tkan¢ a organy.
Klinické vzorky patii mezi komplikované matrice, ve kterych se analyzované prvky nachazeji
ve stopovych az ultrastopovych koncentracich, proto je zapotiebi pouziti selektivni analytické
techniky snizkymi mezemi detekce. Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem je v soucasnosti jednou z nejefektivnéjsich technik prvkové analyzy, ktera svou
univerzalnosti, simultannim charakterem a nizkymi mezemi detekce pted¢i klasické metody
atomové absorpcni ale 1 emisni spektrometriel’2’3.

Kovy se vklinickych materialech analyzuji zrtznych davodt: studium miry
opotfebeni kloubni néhrady4, urceni koncentrace kovl (chrom, kobalt, vanad, titan, hlinik,
mangan, olovo, molybden,...) uvoliiujici se z pouzitych implantati (kolenni nebo kycelni

123 studium koncentrace

protézy, zubni implantity, podvazovaci spony, srde¢ni chlopn¢)
kovii s neptiznivymi biologickymi uginky (toxicita, karcinogenni G&inky, cytotoxicita)'.
Experimentalni ¢ast diplomové prace se zabyva vyvojem, verifikaci a porovnanim
dvou instrumentalnich technik a to ORS-ICP-MS a ICP-0a-TOF-MS pro stanoveni vybranych
kovi (Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni a Pb) v redlnych klinickych vzorcich. Vzorky lidskych tkani byly
odebirany pfi reviznich operacich kloubnich ndhrad pacientd Ortopedické kliniky Fakultni

nemocnice Olomouc.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem je V dne$ni dobé jedna

Z nejuniverzalngjSich analytickych technik prvkové analyzy. Prvni komeréni pfistroj

s kvadrupdlovym analyzatorem byl pfedstaven na zacatku osmdesatych let minulého stoleti,

od té doby se hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) uplatnila

v fad¢ aplikaci napt. pfi analyze stopovych az ultrastopovych koncentraci kovovych prvki

v zivotnim prostfedi, klinickych vzorcich, potravinafském primyslu, geologii. Dalsi

vyznamnou aplikaci ICP-MS je vyuziti pro prvkovou specia¢ni analyzu ve spojeni

s chromatografickymi (HPLC, GC) a elektroforetickymi (CZE, ITP) separacnimi metodami®®,

Mezi charakteristické vlastnosti ICP-MS patti>®:

pouzitelnost pro vétsinu prvka periodické tabulky

nizké meze detekce (na koncentracni tirovni pg/l az pg/l)

selektivita

multielementarni stanoveni

rychlost a automatizace analyzy

Siroky linearni dynamicky rozsah

minimum nespektralnich interferenci

schopnost analyzy stopovych koncentraci v kapalnych i pevnych vzorcich

informace o izotopovém sloZeni

Zakladni soucasti ICP-MS Ize rozdé¢lit do dvou skupin:

soucasti nachézejici se v atmosférické Casti pfistroje, kterymi jsou peristaltické
¢erpadlo, zmlZzova¢, mlzna komora, plazmovéa hlavice
soucasti nachazejici se v prostiedi s vysokym vakuem, jimiz jsou iontova optika,

hmotnostni analyzator a detektor.

Ptfechod iontli z atmosférické Casti pfistroje do hmotnostniho analyzatoru zajiStuje

interface, ktery se sklada z dvojice popiipadé i trojice konusti s velmi malymi vnitinimi



otvory. Ke snizeni tlaku v interface a hmotnostnim spektrometru slouzi vakuovy systém, ktery
se sklada ze soustavy rotagnich a turbomolekularnich pump (Obr. 1)°.

Metoda hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem je zaloZzena na
zavadéni nejCastéji kapalného vzorku ptes zmlzova¢ s mlznou komorou do plazmatu,
ve kterém dojde k ionizaci analytl a vzniku kladné nabitych ionti. Vzniklé ionty prochazeji
pies interface a iontovou optiku do hmotnostniho analyzatoru, kde dojde k separaci iontt
podle poméru m/z. Rozseparované ionty nasledné dopadaji na detektor, ktery pievadi proud

ionti na méfitelny elektricky signal®®.

i
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Obr. 1 Schéma ICP-MS’

2.1.1 Zavadéni vzorku

Zavadeéni vzorku do indukéné véazaného plazmatu byva spojeno s problémy, které
mohou zapficinit napt. ovlivnéni stability vyboje, netplnost vypafeni vzorku coz souvisi
S potencialnim vznikem interferenci.

Ve vétsing pouziti je aerosol vytvaren zmlzovanim kapalnych vzork. Méné casto se
ICP-MS pouziva k analyze pevnych vzorkt, kde se ke generovani aerosolu vyuziva laserové
ablace a elektrotermického vypafovani. Specialni technikou zavadéni plynnych vzorkl do

plazmatu je generovani té¢kavych hydrida (HG-ICP-MS)>®8,



2.1.1.1 Zavadéni kapalnych vzorku

Systém tvorby aerosolu z kapalného roztoku se sestdva ze dvou ¢asti, kterymi jsou
zmlzova¢ a mlznd komora. Aerosol vznikly ve zmlzovaci je veden do mlzné komory, kde
dojde k oddéleni velkych kapek (pramér vétsi nez 10um), u kterych by v plazmatu nedoslo
k uplnému vypateni. Volba vhodné kombinace zmlZzovace a mlzné komory (typ, vhodny
material) mize znaén& ovlivnit kvalitu naméfenych dat>®,

K transportu kapalného vzorku do zmlzovace se vyuziva peristaltického cerpadla.
Peristaltické cerpadlo se sklada ze soustavy malych otocnych véleckl sestavenych do kruhu,
na néz jsou pomoci piitlaénych raminek pfitisknuty hadicky s analyzovanou kapalinou,
internim standardem, ale i hadicka odvad¢jici nezmlzeny roztok z mlzné komory. Konstantni
pohyb peristaltické pumpy a tlak valeCkd zpusobi plynuly peristalticky pohyb kapalného
roztoku uvnité hadicky. Vyhodou peristaltického Cerpadla je zajisténi konstantniho toku
kapalného roztoku bez ohledu na mozné odchylky ve viskozité vzorki, standardi a slepych
pokust. Dalsi funkei peristaltického ¢erpadla je odvod nezmlzeného roztoku z mlzné komory

do odpadu®?®.

2.1.1.1.1 Zmlzovace

Ke generovani aerosolu z kapalnych vzorkd se pouzivaji pneumatické zmlzovace.
Kapalina vstupujici do zmlZovace je pievedena na aerosol v disledku pisobeni mechanické
sily nosného plynu (nejcastéji argonu). Jelikoz pti generovani aerosolu vznikaji i vétsi kapky,
které nejsou v plazmatu ucinné vypafeny a nasledné ionizovany, je zpravidla piimo za
zmlzovac fazena mlzna komora. Mezi zékladni druhy pouzivanych pneumatickych zmlzovaci
patii koncentricky, mikrokoncentricky a uhlovy, které jsou nejcastéji vyrobeny ze skla nebo

polymert vykazujicich lepsi odolnost vii¢i korozivnim roztokéim>®%.

Koncentricky zmlZovaé

Princip zmlZovani spocivd v rozprasovani kapalného vzorku proudiciho tenkou
kapilarou na jemny aerosol v disledku jeho styku srychle proudicim plynem (argonem).
Vysokd rychlost proudiciho argonu ve spojeni s nizS§im tlakem vzorku zplsobi nasati
kapalného roztoku pies konec kapilary a rozpraseni na drobny aerosol (Obr. 2). Typicky

nasavaci pratok je kolem 1-3 ml/min. Konstrukénim materialem je nejcastéji borosilikatové



sklo, kifemen ale i polymerni materialy, které jsou vice odolné vici korozivnim roztokim.

Koncentrické zmlzovace vykazuji dobrou citlivost a stabilitu pfi analyzach ,,Cistych® vzorkd,

vvvvvv

zmlzovase>®?8,

Mikrokoncentricky zmlZovac

Tento typ zmlzovace je optimalizovan pro niz§i nasdvaci pratoky kapalného vzorku
(mensi nez 0,1 ml/min)S. Zmlzovac pracuje na principu koncentrického zmlzovace s pouzitim
mensSich primért kapildr pfivadéjicich roztok a aplikaci vySSich prutokd argonu. Toto
usporadani ucinné generuje velmi jemny aerosol, ale vzhledem k malému priméru pouzité
kapilary jsou tyto zmlZovace nachylné k ucpani, proto jsou nevhodné k pouziti pro vzorky
S vysokym obsahem rozpusténych latek nebo suspenze. Konstrukénim materidlem jsou
polymerni  materialy  polyvinylfluorid  (PVF), polytetrafluorethylen (PTFE) ale

1 borosilikatové sklo ¢i kfemen. Mikrokoncentrické zmlzovace se uplatiiuji v piipadech, kdy

. , . oo o 56,8
mame k analyze malé mnozstvi vzorku nebo ve spojeni s HPLC™™".

Uhlovy zmlZovaé

U tohoto typu zmlZovace proud argonu smétuje kolmo na konec kapilary, na rozdil od
koncentrického a mikrokoncentrického zmlzovace, kde je proud argonu veden v paralelnim
sméru. Ke tvorbé aerosolu dochazi opét v disledku kontaktu rychle proudiciho plynu
s proudem kapaliny (Obr. 2). Uhlové zmlZovade jsou ve srovnani s koncentrickymi méné
efektivni ve vytvareni drobného aerosolu, ale vzhledem k vétsimu priméru kapilary a delsi

vzdalenosti mezi kapilarou a ptivodem argonu je tento typ méné nachylny k ucpani. Z vyse

vvvvvv

a vzorkil obsahujicich malé mnoZstvi nerozpusténé 1étky5‘6’8.

—_—
_—

N\
. kapalina
(vzorek)

kapalina | I
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Obr. 2 Koncentricky a tthlovy zmlZzovag’



Dalsi typy pouzZivanych zmlZovaci

Mezi méné pouzivané zmlzovace patii ultrazvukovy zmlzovac, ve kterém je jemny
aerosol generovan vibracemi pizoelektrického krystalu. Vyhodou zmlzovace je pfeména
téméf veskerého kapalného roztoku na velmi jemny aerosol. Aby nedochazelo k zahlceni
plazmatu nadbyte¢nym rozpoustédlem, je nutné odstranit ¢ast rozpoustédla pted vstupem do
plazmové hlavice. K desolvataci se vyuzivaji mlzné komory termostatované na nizsi teplotu ¢i
porézni membrany. K nevyhodam ultrazvukového zmlzovace patii tvorba pamét'ovych efekta
a dlouh¢ promyvaci éasy5’6.

Dalsim typem zmlzovace je termosprej (termosprejovy zmlzovac). U tohoto typu
zmlzovace vzorek prochédzi tenkou vyhtfivanou kapildrou a aerosol je vytvafen na konci
kapilary jako proud smési zéasti odpateného rozpoustédla a jemnych kapicek. Termosprej
je zafizeni s podobnymi vlastnostmi jako ultrazvukovy zmlzovac, ale diky tenké kapilate je
nachylny k ucpéavani z ¢ehoz vyplyvd omezeni pro vzorky s vysokym obsahem rozpusténych
pevnych Sastic®®.

Mezi zmlZzovace, které jsou vhodné pro zmlZzovani viskdznich a suspenznich vzorku,
patii V-groove a Babingtonlv zmlZova€. Ale tyto zmlZovaCe naSly uplatnéni zejména

v ICP-OES®®’,

2.1.1.1.2 Mlzné komory

V soucasné dobé se pouzivaji dva typy mlznych komor a to Scottova a cyklonicka
mlznd komora. Funkce mlzné komory spociva v odstranéni vétSich kapek z aerosolu
generovan¢ho zmlZovaCem a vyrovnani zmlZovacich pulzii vyvolanych pulzacemi
peristaltického ¢erpadla. M1Zna komora miiZze byt vybavena externim chlazenim, které zajisti
tepelnou stabilitu vzorku a snizi mnozstvi rozpoustédel vstupujicich do plazmatu. Coz mize
pfinést fadu vyhod napt. zvySeni stability signalu, potlaceni vzniku specii oxidii a omezeni

zatizeni plazmatu5'6'8.

Scottova mlZzna komora

MIlznd komora dle Scotta je nejbéznéji pouzivanou mlznou komorou. Komora se
sklada z dvojice koncentrickych trubic. Do mlZzné komory aerosol vstupuje vnitini trubici, na
jejimz konci je nucen zménit smér letu o 180° smérem do vnéjsi trubice, ve které se nachazi

vstup do indukéné vézaného plazmatu. K tvorbé jemného aerosolu a odstranéni vétSich kapek



dochdzi behem cesty aerosolu mlznou komorou plsobenim gravitacni sily, vzijemnou

koagulaci a narazy kapek do stén mlzné komory™®®,

Cyklonicka mlZzna komora

K separaci jemného aerosolu se v cyklonickych mlznych komorach vyuziva odstiedivé
sily. Kapicky jsou diskriminovany podle své velikosti pomoci viru, ktery vznika v disledku
tangencialniho toku aerosolu vzorku a argonu uvnitt mlzné komory. Jemny aerosol je veden
spolu s argonem do plazmové hlavice, zatimco velké kapky jsou po kontaktu se sténou
odvadény z mlzné komory do odpadu (Obr. 3). Cyklonicka mlzna komora vykazuje vyssi
ucinnost, coz pro Cisté vzorky znamend moznost dosazeni vyssi citlivosti a nizsich mezi
detekce. Cyklonické mlzné komory ziskavaji vétsi popularitu a jejich potencial je postupné
vyuzivan v mnoha aplikacich. Konstrukénim materidlem je nejcastéji sklo, kiemen ale

i polymerni materialy”®®.

Do ICP-MS

ZmlZovaé

Oupaa Hlopicka mlens
e
U

Obr. 3 Cyklonicka mlzna komora s koncentrickym zmlZovagem®

2.1.1.2 Zavadéni pevnych vzorki

Pevné vzorky, které se nepodaii ptrevést do roztoku piimo nebo s pouzitim
mineraliza¢nich procest, se analyzuji pomoci laserové ablace nebo -elektrotermického

vyparovani.



2.1.1.2.1 Laserova ablace

Suchy aerosol je generovan z pevného materidlu pomoci laserového paprsku o vhodné
vlnové délce. Fotony laserového zafeni interaguji s povrchem vzorku a vysledkem této
interakce je uvolnéni malych CasteCek, atoml a iontl z povrchové vrstvy analyzovaného
materialu. Vznikly aerosol je veden pomoci inertniho plynu pfimo do plazmové hlavice. Mezi
nejcastéji pouzivané lasery patii neodymovy nebo excimerovy (plynovy) laser, které
produkuji zafeni v infratervené (A = 1064 nm) a ultrafialové (. = 266 nm) oblasti’. Vyhodou
laserové ablace je moznost pifimé analyzy jedné ¢i vice povrchovych vrstev materidlu (tkénég,

umeélecka dila, porcelan.. .)5’6’10.

2.1.1.2.2 Elektrotermické vyparovani

Elektrotermické vypatovani slouzi k analyzam kapalnych, pevnych vzorki a suspenzi.
Velmi malé mnozstvi vzorku je nadavkovano do elektricky vyhiivané grafitové kyvety, ve
které dochdzi za pouziti teplotniho programu k suseni, pyrolyze a odpaieni vzorku. Odpateny
vzorek je dale transportovan proudem argonu do plazmové hlavice. Mezi vyhody mutizeme
zatadit velmi malou spotiebu vzorku (5-40 ul)6 a vhodnou optimalizaci teplotniho programu
rovnéz dokazeme eliminovat slozky matrice, coz vede ke snizeni spektralnich i nespektralnich
interferenci. Nevyhodou elektrotermického vypatovani je vznik pifechodovych signalt
s dobou trvani jen né€kolik sekund oproti stabilnim kontinudlnim signalim vznikajicich pfi

pouziti klasickych zmlzovaga> o,

2.1.2 Plazma

Plazma mtzeme definovat jako ionizovany plyn, ktery obsahuje dostatecné mnozstvi
kladn¢ a zaporné nabitych ionti. Plazma je elektricky vodivé ale na venek je kvazineutralni
(nenese elektricky naboj). Plazma vznika z plynu po dodani dostatecného mnozstvi energie
(formou elektrického pole), ktera pievysSuje ionizacni energii atoml plynu. Podle typu
elektrického pole se plazmata déli na stejnosmérné vazané plazma (direct current plasma —
DCP), mikrovinn¢ indukované plazma (microwave induced plasma — MIP) a indukéné vazané

plazma (inductively coupled plasma — ICP)>%°.



2.1.2.1 Stejnosmérné vazané plazma (DCP)

Stejnosmérné vazané plazma vznika v disledku ionizace plynu (argonu) zavadéného
mezi 2-3 elektrody, mezi kterymi protéka vysoky proud. lonizaci plynu mezi elektrodami se
produkuje plazma ve tvaru pismene Y. Mezi vyhody DCP patii niz$i spotieba plazmového
plynu, ale hlavné moznost analyzy vzorkl s vysokym obsahem rozpusténych pevnych latek
a suspenzi. Nevyhodou tohoto usporddéani je tvorba interferenci a nestabilita. V analytické

. : i, e w5610
praxi se stejnosmérné vazaného plazmatu vyuziva jen ztidka .

2.1.2.2 Mikrovlnné indukované plazma (MIP)

Mikrovinné indukované plazma vznika V magnetronech pracujicich s frekvenci
nejéastéji 2,45 GHz (ptikon 100 — 200 W)°. MikrovInné zafeni je vedeno do vybojové trubice,
ve které se plazma generuje ve form¢ prstence. Vybojova trubice je vyrobena ze skla nebo
kiemene a jako plazmovy plyn se pouziva argon nebo helium. Pfi zavadéni aerosolu vodnych
vzorkli do MIP se mohou projevit vlivy matrice a nestabilita az zhaSeni plazmatu. Heliové
mikrovinné indukované plazma naslo vyuziti jako detektor v plynové chromatografii
(nekovové prvky — O, S, P, Cl, 1, ...)5’6’10.

2.1.2.3 Indukéné vazané plazma (ICP)

Indukéng vazané plazma bylo poprvé pouzito v roce 1960 (cit.'') ve spojeni s optickou
emisni spektrometrii, kde ICP slouzi jako G¢inny budici zdroj. Dal$i moznosti vyuziti ICP
pfinasi spojeni s hmotnostni spektrometrii, kde se ICP uplatni jako zdroj iontil (pocatek 80. let
20. stoleti.)'!. V soudasnosti, vzhledem k omezenym aplikacim stejnosmémé vazaného
plazmatu a mikroviné indukovaného plazmatu, se induk¢éné vazané plazma stalo dominantnim
zdrojem v optické emisni ale i v anorganické hmotnostni spektrometrii.

Systém vzniku ICP je sloZzen z n¢kolika elementarnich ¢asti, kterymi jsou plazmova

hlavice, indukéni civka a vysokofrekvenéni generator (zdroj energie)>®*.



2.1.2.3.1 Plazmova hlavice

Plazmova hlavice se sklada ze soustavy tii soustfedné usporadanych kiemennych
trubic, kterymi proudi plazmovy plyn. Plazmové hlavice jsou vyrabény jako kompaktni
(vSechny trubice vytvaii pevny celek) nebo kombinované (odnimatelnd vnitini trubice -
injektor). Pro analyzu korozivnich vzorktu byvaji injektory vyrabény z platiny, oxidu hlinitého
nebo safiru. Plazmovy plyn (nejcastéji argon) proudici plazmovou hlavici je rozdélen do tii
tokl, kde kazdy plni jinou funkci. Vnéjsi plazmovy plyn proudici mezi vnéjsi a prostiedni
trubici pritokem 12 — 17 ml/min je nositelem vyboje. Stfedni plazmovy plyn proudici mezi
prostfedni trubici a injektorem pritokem do 1 ml/min oddéluje plazma od trubice (ochrana
pred roztavenim) a stabilizuje vyboj. Nosny plyn proudici injektorem pritokem 1 ml/min
transportuje aerosol vzorku a zaroven vytvaii uprostied plazmatu analyticky kanal.
Plazmovou hlavici, kterd je umisténa V horizontalni poloze ve vzdalenosti piiblizné
10 — 20 mm od interface, obklopuje induké¢ni civka (Obr. 4). Civka pro ICP-MS je mirné
odlisna od civek vyuzivanych v ICP-OES a to hlavné z diivodu potieby jejiho uzemnéni.
Uzemnénim zamezime potencialnimu vzniku sekundarniho vyboje mezi indukéni civkou
a interface, ktery by mohl negativné ovlivnit stabilitu a chovani plazmatu. Civka je pfimo
napojena na vysokofrekvenéni generator, ktery pracuje pii frekvenci typicky
27,1 a 40,6 MHz. Soucasné piistroje jsou vybaveny vysokofrekvencnimi generatory

s uginnosti 70 — 75 %, coz znamena, ze 70 — 75 % dodévané energie produkuje plazma®®*.

Tnterface | 1i-f.nE:1s1 plazmovy rilvn r r
ViéiE trubice stfednl plazmovy plyn
Plazma

l sifednd trabice
/ iy

|

Mosty plyn

Injektor
Indukénd
civka

Obr. 4 Plazmova hlavice®
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2.1.2.3.2 Princip vyboje

Pted vlastnim vytvofenim plazmového vyboje musi dojit k vpusténi tangencialné
ptivadéného vné&jsiho plazmového plynu do hlavice. Jakmile zafne argon prochazet
plazmovou hlavici umisténou uprostfed induk¢ni civky, je na tuto civku aplikovana
radiofrekvencni energie (750 — 1700 W) a vznikly stfidavy proud osciluje uvnité indukéni
civky stejnou frekvenci, jako ma pouzity radiofrekvenén generator (27,1 nebo 40,6 MHz).
Oscilace proudu vyvola v horni ¢asti plazmové hlavice vznik silného elektromagnetického
pole. Na proud argonu v elektromagnetickém poli je nasledné aplikovan vysokonapétovy
pulz z Teslova generatoru, ktery zpusobi odtrzeni elektront z n€kterych atomd plazmového
plynu. Odtrzené elektrony jsou urychleny v magnetickém poli a nasledné svou energii
piedavaji ve form¢ srazek s dalSimi atomy argonu, ze kterych jsou uvoliovany nové
elektrony. Tato kolizi indukovand ionizace nadéle pokracuje fetézovou reakci a vytvaii
prstencové plazma, které je slozeno z neutralnich atomt, kladné nabitych iontli argonu

. : . A : Y : : v 11
a elektront. Plazma je udrzovano dodavanim radiofrekvenéni energie do indukéni civky>®*,

2.1.2.3.3 Princip ionizace vzorku v ICP

Kionizaci vzorku dochazi pii prichodu jemného aerosolu skrz plazmovy vyboj.
Teplota plazmatu neni ve vSech mistech (zonach) stejna, teplota se pohybuje v rozmezi
6 000 — 10 000 K. Cestou skrz plazmovy vyboj dochazi k desolvataci aerosolu, vypafovani,
atomizaci pevnych ¢asteéek a Vv neposledni fadé k ionizaci volnych atomt v plynném stavu
(Obr. 5). ITonty, které vznikaji v analytické zoné srazkami volnych atomd v plynném stavu
s vysokoenergetickymi elektrony, jsou vedeny pies interface do hmotnostniho analyzatoru®®.

Vzhledem k vysoké hodnot¢ 1. ioniza¢niho potencialu argonu (15,76 eV) lze ionizovat
vétsSinu prvkl periodické tabulky do prvniho stupné (kromé He, Ne, F). V indukéné vazaném
plazmatu je 69 prvkl ionizovano z90 — 95 % (nizsi % ionizace u S, P, Se, As, Au,
halogenti...). Prvky snizkym 2. ioniza¢nim potencidlem (Ba a Ce) tvofi v plazmatu

. S 6,812
dvojnasobné& nabité ionty .

Eapitka Pevna latka Bl . Atom . I
F Desclvatace Vypatovan o Atomizace Lotdzace on

M(H,0)!'X? —— (MX), MX » M — MF

Y

Obr. 5 lonizace analytu v plazmové hlavici’®

11



2.1.3 Interface

Interface patfi mezi nejchoulostivéjsi a nejvice namahané casti ICP-MS. Hlavnim
ukolem interface je stabilni a i¢inny transport iontd z plazmatu do hmotnostniho analyzatoru
pracujiciho pfi pokojové teploté (300 K) a tlaku 10° —10°° mboar.

Interface se sklada ze dvojice kovovych konusi, v jejichz vrcholech se nachazeji
otvory s velmi malymi praméry. lonty vzniklé v plazmatu jsou pfi prichodu prvnim kéonusem
oddéleny od hlavniho toku argonu a vstupuji do prostfedi s niz§im tlakem. Prvni konus se
nazyva sampler (vzorkovaci konus) a otvor ve vrcholu ma primér 0,8 — 1,2 mm. Expanzni
komorou je nazyvan prostor mezi obéma konusy, ktery je za pomoci mechanickych rotacnich
pump udrzovan na tlaku 2 — 5 mbar. Z divodu nizkého tlaku uvniti komory dojde ke
zrychleni a adiabatické expanzi proudu iontti, atomil a molekul, coz vede ke zna¢nému snizeni
teploty az na 100 — 200 K. Z expanzni komory je centralni proud iontt veden skrz druhy
konus (skimmer) do hmotnostniho analyzatoru. SKimmer, mensi z obou kénusti, ma mnohem
mensi pramér otvoru a to obvykle 0,4 — 0,8 mm (Obr. 6).

Konstrukénim materialem konustu je nikl, méd’, hlinik ale i platina, ktera je vice
odolna vici korozivnim vzorkium. Interface zajist'uje transport iontd z plazmatu (teplota
az 7500 K), proto jsou koénusy zaSroubovany do vodou chlazené¢ho bloku, ktery chrani
konusy pred roztavenim. Pfi analyze vzorkl s vy$§im obsahem rozpusténych pevnych castic,
muze dojit k depozici méné t¢kavych slozek matrice na konusech a nasledné az k ucpani

otvori>®,

Vakuum Atmosféricky tlak

Sampler Plazmova

hlavice
Skimmer —\ l
Tontova —
optika
) o —
Expanzni komora ] |
2-5 mbar i
Indukéni ’

civka

Obr. 6 Interface ICP-MS®
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2.1.4 Tontova optika

Mezi dalsi dulezité casti ICP-MS patii iontova optika, kterd je umisténa mezi
skimmerem a hmotnostnim analyzatorem. lontova optika je slozena z jedné nebo né€kolika
elektrostaticky ovladanych codek pracujicich za tlaku okolo 10 mbar. lontovou optiku nelze
ztotoznovat s klasickou optikou pouzivanou v AAS nebo ICP-OES, jelikoz se jedna o systém
kovovych desticek nebo valeckl, na které je vkladano rtizné napéti. Funkce iontové optiky
spociva ve vedeni iontl z plazmatu pies interface do hmotnostniho analyzatoru a zamezeni
vstupu neutralnich ¢astic a fotonl. Konstrukce iontovych optik jsou zaloZzeny na faktu, ze
vSechny neutrdlni castice a fotony nejsou ovliviiovany elektromagnetickym polem. Prvni
moznost eliminace je umisténi kovové bariéry piimo do drahy ionti. Neutralni castice
a fotony se na této uzemnéné bariéte zastavi, ale ionty jsou vychyleny elektrickym polem
iontovych cocek tak, aby se vyhnuly bariéfe a zaroven utvofili zaostfeny proud ionti
vstupujici do hmotnostniho analyzatoru. Druhou moznosti je uspotfadani ,,Off-axis®, u kterého
je uspofadani interface a hmotnostniho analyzatoru feSeno tak, Ze osa hmotnostniho
analyzatoru je vytoCena o uhel pfiblizné 45° vaéi ose interface. Ionty jsou opét do
hmotnostniho analyzatoru vychyleny pomoci elektromagnetického pole, neutrdlni Castice
a fotony jsou zachyceny na kovovém terciku umisténém v ose proudu vstupujicich ionti
(Obr. 7). Nenabité ¢astice a fotony jsou eliminovany, jelikoz jejich dopad na detektor
zpusobuje nestabilitu a zvySovani signalu pozadi. N&které iontové optiky jsou doplnény
o extrakéni ¢ocky umisténé za poslednim konusem interface. Funkci extrakénich Cocek je
podpora extrakce ionti z interface, coz vede ke zlepseni mezi detekce leh¢ich prvku, jejichz

ionty jsou z iontového paprsku vytlaovany ionty prvki s vyssi hmotnosti®®*?,

Systém iontovych ¢ocek ) R
Zachyt fotonu a

Interface AP
neutralnich ¢astic

Hmotnostni
analyzator
(kvadrupol)

Vychyleni iontového svazku

Extrakéni ¢ocky Zaostieny 1ontovy svazek " ,
do hmotnostniho analyzatoru

Obr. 7 Tontové optika Off-axis®
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2.1.5 Hmotnostni analyzatory

K separaci iontli se v hmotnostni spektrometrii s indukéné vézanym plazmatem
vyuziva hmotnostnich analyzatord. Mezi pouzivané typy patii kvadrupdl, priletovy
(Time of flight — TOF) a sektorovy (Sector field — SF) analyzator. Hmotnostni analyzatory,
umisténé mezi iontovou optikou a detektorem, pracuji pii tlaku 10° az 10® mbar, ktery je

. , . . 5,6
udrzovan pomoci samostatné turbomolekularni pumpy™”.

2.1.5.1 Kvadrupolovy analyzator

V soucasnosti je priblizné 85 % vSech pouzivanych pfistroji ICP-MS vybaveno
kvadrupdlovym analyzatorem. Kvadrupo6l se sestava ze Ctvetice valcovych v idealnim piipadé
hyperbolickych ty¢i, které maji stejny pramér (okolo 1 cm) a jsou i stejné dlouhé
(15 — 25 cm). Konstruk¢énim materialem je nerezova ocel nebo molybden, pro vyssi odolnost
proti korozi mohou byt tyCe potazeny keramickou vrstvou.

Kvadrupélovy  analyzator pracuje na  principu vkladdni  stejnosmérné
a vysokofrekvencni sttidavé slozky elektrického napéti tak, aby vzdy dve protéjsi spojené tyce
mély shodnou polaritu. Vhodnou kombinaci poméru stiidavé a stejnosmérné slozky napéti na
protilehlych parech dosahneme toho, ze ionty 0 pfedem zvolené hodnoté m/z budou vedeny
skrz kvadrup6l az k detektoru, ktery ptevede proud iontd na méfitelny elektricky signal.
Ostatni ionty budou v kvadrupolu oscilovat tak, ze po srazce s ty¢i kvadrup6lu dojde k jejich
vybiti. Tento proces je opakovan pro dalsi hodnoty m/z dokud nezméfime vSechny vybrané
prvky v analyzovaném vzorku. Skenovaci rychlost kvadrupélu se pohybuje Vv ftadu
2 500 amul/s, ale ve skutecnosti je ¢as potiebny pro kvantitativni stanoveni 25 prvki okolo
1 -2 minut>®*,

Separace iontli sriznou hmotnosti je u kvadrupdlového analyzatoru ovlivnéna
kombinaci n€kolika faktort, kterymi jsou: tvar, pramér a délka tyc¢i, vakuum, frekvence,

aplikované stejnosmérné a sttidavé napéti ale rovnéz kinetickd energie vstupujicich iontt.
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Mezi parametry charakterizujici schopnost analyzatoru separovat analyticky signal od
interferujiciho signalu patfi rozliSovaci schopnost R a tzv. abundance sensitivity. RozliSovaci

schopnost je v ICP-MS definovana jako podil (1)
R=— 1)

kde m je nominalni hmotnost analyzovaného signalu a Am je definovano jako $itka signalu
métend pii 10 % nebo 50 % vysky maxima signdlu. Abundance sensitivity je veli¢inou
charakterizujici falesn¢ pozitivni signal vedlejsiho iontu (m/z -1, m/z +1), ktery vznika

o W 4 r b r 12
v diisledku rozsifeni analyzovaného signalu®®®*2,

2.1.5.2 Priiletovy analyzator (TOF)

Mezi dal§i hmotnostni analyzatory patii TOF, jehoz princip separace byl publikovan
jiz v roce 1946 W. E. Stephensem™, ale az po vice jak 50 letech bylo spojeni ICP-TOF-MS
pfizpisobeno pro komer¢ni pouziti. Funkce analyzatoru je zaloZena na predpokladu, ze

iontim dodame stejnou kinetickou energii (1 keV) pomoci urychlovaciho napéti.

1
Eyin = 5 muv? @)

Proto pokud bereme v tvahu ionty o rizné hmotnosti, kterym jsme dodali stejnou kinetickou
energii, tak se ionty podle rovnice (2) budou pohybovat riiznou rychlosti v zavislosti na jejich
hmotnosti. Tento princip je vyuZzivan k separaci iontd o riznych m/z v ¢ase t s konstantni

drahou letu d, coz je popsano nasledujici rovnici (3).

m __ 2Ut?

- = @)

z d?

Z vyse uvedené rovnice vyplyva, ze ionty s riznou hmotnosti dopadnou na detektor v riznych
casech (nejlehéi ionty dopadaji na detektor jako prvni, dale jsou nasledovany ionty stiedné
tézkymi a nakonec dopadaji ionty s nejvy$si hmotnosti). Tedy méfenim intenzity a ,,doby

letu iontli dopadajicich na detektor pfimo vznikd hmotnostni spektrum. Pro ilustraci pfi

15



pouziti 1 m dlouhé letové trubice je ICP-TOF-MS schopno produkovat kompletni hmotnostni
spektra za méné neZ 50 s, coZ znamena moznost nasbirani 20 000 spekter za sekundu®®®,

V soucasnosti se vyuzivd ortogonalniho uspofddani praletového analyzatoru, ve
kterém je letova trubice umisténa kolmo na proud iontl pfichazejici z iontové optiky. lonty
Z plazmového zdroje jsou po prichodu pres interface zafokusovany pomoci iontové optiky do
ortogonalniho akceleratoru, ze které¢ho je ,,balik* iontl elektrostaticky vypuzen do letové
trubice. Svazek ionti je poté nasmérovan na tzv. ion blanker (SMARTGATE), ktery
Z iontového svazku pomoci vychylovaci elektrody odstrani nezadouci ionty (ionty matrice,
argonu). lonty jsou dale vedeny na reflektron, ktery ionty vychyli zpét do letové trubice, kde
v riznych ¢asech dopadaji na detektor. Reflektron je soubor elektrod, ktery slouzi ke korekci
rozptylu kinetické energie iontll o shodném m/z ,tudiz rGzné ionty se stejnym m/z dopadaji na
detektor ve stejném case (Obr. 8). Pouziti reflektronu vede ke zlepSeni rozliSovaci schopnosti
spektrometru. Rozliseni pruletového analyzatoru se pohybuje v rozmezi 500 - 2 000, coz
u nékterych hmot nedostacuje k oddéleni interferujicich iontt. Potencial ICP-TOF-MS je
v multielementdrni analyze pfechodovych signali generovanych laserovou ablaci,
elektrotermickym vypafovanim, ale i ve spojeni s kapalinovou chromatografii a kapilarni

, 13,14
elektroforézou®*4,
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Obr. 8 Priiletovy analyzator (TOF)°
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2.1.5.3 Sektorovy analyzator

Prvni komerén€ dostupny pfistroj ICP-MS ve spojeni S jednoduchym magnetickym
sektorem byl uveden na trh v roce 1988 (cit.?). V soucasné dobé se vzhledem k nizkému
rozliSeni plivodnich spektrometrii vyuziva analyzatori s dvoji fokusaci. Analyzator s dvoji
fokusaci je sestaven z elektrostatického a magnetického sektoru. Usporadani sloZzené z 90°
elektrostatického sektoru a 60° magnetického sektoru se nazyva Nier — Johnsonovo
usporddani. Geometrické uspofadani, ve kterém se elektostaticky sektor nachazi za

magnetickym sektorem, se nazyva obracené Nier — Johnsonovo uspofadani (Obr. 9)>°,

Vystupni
Stérbina

Detektor

Elektrostaticky
analyzator

Plazmova hlavice

Magneticky
analyzator

1 ————

)
Akceleratni optika \

Fokusatni optika

Obr. 9 Hmotnostni spektrometr s vysokym rozlisenim °

Ionty jsou pfed vstupem do hmotnostniho analyzatoru urychleny Vv iontové optice
pomoci urychlovaciho napéti nékolika kV. Nasledné jsou ionty vedeny ptes vstupni Stérbinu
do magnetického analyzatoru, kde jsou ionty ovliviiovany magnetickym polem. V dasledku
ptisobeni magnetického pole dojde ke kruhovému zaktiveni jejich drahy s charakteristickym

polomérem r. To znamena, ze ionty o rizném pomeéru m/z budou pfi konstantni magnetické
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indukci B a urychlovacim napéti V opisovat drahu o ruzném poloméru r, coz vyplyva

z rovnice: (4)

m B27r2
Z v “)

kde m je hmotnost, z naboj, B magneticka indukce, r polomér drahy a V urychlovaci napéti.
Ke skenovani dle m/z dochazi bud’ zménou magnetické indukce, nebo zménou urychlovaciho
napéti. Rozseparované ionty jsou vedeny déle do elektrostatického sektoru, kde dojde
k fokusaci iontti podle jejich kinetické energie. Fokusaci lze vyjadrit touto rovnici: (5)

muv?

zE =

(%)

T

kde E je intenzita elektrického pole. Z elektrostatického sektoru jsou ionty vedeny pies
vystupni §térbinu na detektor>®,

Pouzitim sektorového analyzatoru Ize pti méteni dosahnout velmi vysokého rozliSeni
(R = 10 000), coz vede k eliminaci (feSeni) spektralnich interferenci, které jsou problémem
predevsim u kvadrupdlovych analyzatori. RozliSeni se u sektorovych analyzatort ovliviiuje
pomoci vhodného nastaveni dvou mechanickych §térbin, kde prvni je umisténa na vstupu do
spektrometru a druhé na jeho vystupu, pred detektorem. Rizné velkého rozliseni dosahujeme
vhodnym nastavenim $itky vstupni a vystupni Stérbiny. Pfi nastaveni malych Sifek Stérbin
dosahujeme vysokého rozliSeni, ale zaroven dochazi k poklesu pruchodu iontd. Tedy
nastaveni vysokého rozliSeni mlze vést ke snizeni citlivosti stanoveni a zhorSeni mezi
detekce. Vyhodou spektrometri s vysokym rozliSenim je vysoka citlivost v kombinaci
s extremné¢ nizkym pozadim. Pro ilustraci pfi pouziti spektrometru v modu nizkého rozliSeni
1ze u analytii docilit signdl az 1 bilion cps (counts per second), zatimco signdl pozadi je
0,1 — 0,2 cps. Spektrometry s vysokym rozlisenim nasly uplatnéni zejména pii stopovych
analyzach, kde klademe vysoké naroky na rozliseni, nizké meze detekce a presnost stanoveni.
Dale se uplatiuji k multielementarnimu stanoveni ve spojeni s laserovou ablaci ale

- 7w . 4 14
I S vysokoucinnou kapalinovou chromatograﬁ15‘6‘ .
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Dalsi aplikaci sektorovych analyzatorti ve spojeni s indukéné vézanym plazmatem
pracujicich v médu nizkého rozliseni (R = 400) je velmi pfesné méfeni izotopovych poméra.
Piistroje MC-ICP-MS vyuzivaji Nier — Johnsonova uspofadani (elektrostaticky a magneticky
sektor). Piedfazeni elektrostatického sektoru nebo hexapolové kolizni cely naplnéné koliznim
plynem (Ar, He, H) je nutné ke korekci Sirokého rozlozeni kinetické energie ionti
produkovanych v ICP. Po fokusaci iontl podle jejich kinetické energie jsou ionty pievedeny
do magnetického sektoru, kde dojde k separaci podle m/z. Rozseparované ionty poté dopadaji

na detektor skladajicich se ze soustavy Faradayovych kleci a elektronasobici (Obr. 10)*°.

Elektrostaticky sektor Magneticky sektor

Turbomolekularni pumpa ’

i v P )
= -Zaostreni iontu a akcelerace I

1 L - - \'

\/ — Expanzni komora |

~ u

I 1cp '.
Multikolektor Turbomolekularni pumpa

Obr. 10 Multikolektor ICP-MS*®
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2.1.6 Detektory

Dalsi c¢asti ICP-MS je detektor, ktery se nachazi za hmotnostnim analyzatorem.
Svazek iont prochazejici skrz hmotnostni analyzator dopada na detektor, ktery proud iontt
pfevede na méfitelny elektricky signal. Z divodu analyzy stopovych koncentraci analytl je
vétsina spektrometr vybavena elektronovym nasobi¢em s oddélenymi dynodami. Mezi diive

pouzivané typy detektord patii faradayova klec a elektronovy nasobi¢ (channeltron)>®,

2.1.6.1 Faradayova klec

Faradayova klec se vyuziva k analyzam, u kterych se nevyzaduje nizkych mezi
detekce. Princip funkce spociva v dopadu iontl na sbérnou elektrodu a nasledné zachyceni
konvertovanych elektroni na ,kleci obklopujici sbérnou elektrodu (méfeni vybijeciho
proudu). Pracovni rozsah detektoru zagina na 10* cps, tedy pouziti Faradayovy klece jako
samostatného detektoru snizuje citlivost méfeni, proto se obvykle pouzivd ve spojeni
S channeltronem nebo elektronovym nasobi¢em s oddélenymi dynodami. Faradayova klec
je dale pouzivana jako detektor ve spojeni s magnetickym sektorem pro meéfeni vysoce

. ;4 , v 05,614
ptresnych izotopovych pomé&ria™™ .

2.1.6.2 Elektronovy nasobic

Princip detekce je podobny jako u fotonasobici pouzivanych v ICP-OES. Channeltron
je otevieny sklenény kuZzel potaZeny vrstvou z polovodicového materidlu. K detekci pozitivné
nabitych iontd je na zacatek kuzelu aplikovan vysoky negativni potencial, zatimco konec
kuzele je uzemnén. lonty vystupujici zhmotnostniho analyzatoru jsou pfitahovany
negativnim potencidlem kuzele tak, ze po kontaktu iontd s povrchem dojde k vyrazeni
jednoho nebo vice sekundérnich elektroni, které jsou vedeny dale dovniti kuzele, kde po
jejich dopadu na sténu detektoru dojde kuvolnéni dalSich elektroni. Tento proces
se mnohokrat opakuje a vysledkem je meéfitelny proud obsahujici miliony sekundarnich

elektront®>®,
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2.1.6.3 Elektronovy nasobic¢ s oddélenymi dynodami

Elektronovy nasobi¢ s oddélenymi dynodami pracuje na podobném principu jako
channeltron s tim rozdilem, Ze k nasobeni elektronti vyuziva oddélenych dynod. Elektronovy
nasobi¢ je umistén v poloze ,,off axis®“ z divodu minimalizace Sumu, ktery pochazi
z rozptyleného svétla a neutrdlnich ¢astic vznikajicich v ICP. lonty jsou z hmotnostniho
analyzatoru nasmérovany na prvni dynodu, ze které jsou po dopadu iontll emitovany
sekundarni elektrony. Vzniklé sekundarni elektrony jsou urychleny smérem k dalsi dynodé,
kde po dopadu opét vznika velké mnozstvi sekundarnich elektroni. Tento proces je opakovan
na dalSich dynodéch, coz vede ke tvorbé mnohondsobné zesilen¢ho elektronového pulzu,
ktery je nasledné zachycen na anod¢. Elektronovy nasobi¢ je slozen z 15 az 20 oddé¢lenych
dynod, které jsou pokryty vrstvickou slouceniny s vysokou emisi elektront. Vzhledem
K pouziti oxidi kovl s vysokou emisi elektroni a rozdilnému zpisobu generovani
sekundérnich elektronii vykazuji elektronové néasobice s oddélenymi dynodami obvykle
50 — 100 % vys3i citlivost oproti channeltronu®®*.

Zvyseni dynamické rozsahu detektoru Ize docilit pouzitim dvou méficich moda a to
pulzniho a analogového. Pulzni mod poskytuje vétsi zesileni elektronového pulzu, ¢ehoZ se
vyuziva ke stanoveni nizkych koncentraci (nizké cps). Pfechod z pulzniho do analogového
modu spociva ve snizeni napéti na elektronovém ndsobici, které vede ke snizeni zesileni
elektronového pulzu. Analogovy méd se vyuziva ke stanoveni vysokych koncentraci (vysoké
cps). V modernich pfistrojich se k simultinnimu stanoveni Sirokého rozsahu koncentraci
vyuziva dvoustupniového elektronového nasobice. JehoZ princip je zalozen na méfeni signalu
iontu v analogovém modu na prostiedni dynodé, pokud je signal vyssi nez prahova hodnota
tak je signal zpracovan pies analogovy obvod. JestliZe je signal nizsi nez prahova hodnota, tak
je signal zesilen na zbyvajicich dynodach a je zpracovan jako pulzni signal klasickym

o 5,69
zpusobem™"”.
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2.1.7 Interference

Interference, se kterymi se setkdvame v hmotnostni spektrometrii s indukéné vdzanym
plazmatem, se d¢li na dvé hlavni skupiny a to na nespektralni a spektralni interference.
Spektralni interference jsou nejvice problematickym druhem interferenci projevujicich se

u spektrometra s nizkym rozligenim>®.

2.1.7.1 Nespektralni interference

Nespektralni interference lze rozdélit na zakladé tii rlznych vlivii na interference
ovliviiujici transport a zmlzovani vzorku, interference ovlivilujici ionizaci v plazmatu
a poslednim typem je blokovani kuzell interface usazenymi solemi. Tyto interference jsou
zpusobovany vyssim obsahem rozpusténych pevnych latek, kyselin a snadno ionizovatelnych
prvka v analyzovaném vzorku, které ovliviiuji transport, tvorbu a naslednou separaci jemného
aerosolu, ionizaci a v neposledni fadé se mohou usazovat na konusech interface.

Nejcastéjsi zptisob eliminace nespektralnich interferenci spoc¢iva v pouziti vhodného
interniho standardu, ktery je v nizké koncentraci (ppb) pifidan ke kalibra¢nim standardiim,
slepym pokusiim i redlnym vzorkiim. Vhodné zvoleny interni standard musi spliiovat urcita
kritéria: nesmi byt obsazen v analyzovaném vzorku, musi mit podobny ioniza¢ni potencial
a chovani vplazmatu a vneposledni fad¢ by mél mit i podobnou hmotnost, coz
u multielementarniho stanoveni vyZaduje pouZziti smési n€kolika internich standardii. Mezi

prvky nejéast&ji pouzivané jako interni standard patii *°Sc, #Y, 'Rh, *°In, Z2Th (cit.>®).

2.1.7.2 Spektralni interference

Spektralni interference patii mezi nejvice problematické interference vyskytujici se
v ICP-MS. Spektralni interference lze rozdélit do dvou hlavnich skupin, kterymi jsou
izobarické a polyatomické interference. Spektralni interference zna¢né zavisi na rozliSovaci

schopnosti pouzitého hmotnostniho analyzétoruS’G.
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2.1.7.2.1 Izobarické interference

Jelikoz se prvky v ptirodé vyskytuji jako smés nékolika izotopu (az 70 % prvki),
muze dojit k situaci, kdy izotop prvku vyskytujiciho se ve vzorku vytvaii izobarickou
interferenci na shodné nominalni hodnoté hmotnosti jako méfeny analyt. Pfikladem muze byt
nikl, ktery ma k dispozici dva izotopy na atomové hmotnosti 58 a 60. Izotop *®Ni (relativni
zastoupeni 67,9 %) je ale zatizen interferenci od izotopu **Fe (relativni zastoupeni 0,31 %).
Proto je ke stanoveni niklu v piitomnosti Zeleza vhodné vyuzit izotopu ®Ni (relativni
zastoupeni 26,2 %), ktery neni =zatiZen interferencemi, nebo pouziti matematickych
korekénich rovnic. Jak jiz bylo naznaceno, tak K eliminaci izobarickych interferenci

vr s r . o . ’ o . 17
se vyuzivé volby vhodného izotopu a pouziti matematickych korekénich rovnic®’,

2.1.7.2.2 Polyatomické interference

Polyatomické interference vznikaji v duisledku slouc¢eni dvou nebo i vice rtznych
atomickych iontd, jejichz vyslednd hodnota m/z je stejnd jako hodnota m/z analyzovaného
prvku. Ke vzniku polyatomickych interferenci dochéazi spojenim iontl plazmového plynu
s matrici vzorku (rozpoustédlo, molekuly vzorku,...), ostatnimi prvky obsazenych ve vzorku
ale 1 skyslikem a dusikem z okolniho vzduchu. Pfi pouziti argonového plazmatu jsou
nejcastéji pozorované interference zpusobené ionty vznikajici kombinaci argonu s jinymi
atomy. U analyz vodnych vzorkidi se vytvari polyatomicky ion “OArto* interferujici pfi
stanoveni izotopu Zeleza *°Fe*. Pii analyzach, kdy se pouzivaji mineralizacni c¢inidla
(nejCasteji anorganicke kyseliny), miize dochazet k tvorbé polyatomickych ionti kombinaci
iontll argonu s atomy pochézejici z mineralnich kyselin. Naptiklad v kyselin¢ chlorovodikové
vznika kombinaci “°Ar* a *Cl polyatomicky ion “°Ar®CI*, ktery interferuje stanoveni arsenu
na jeho jediném izotopu ""As. Pii analyzich kovi v organickych matricich interferuje

stanoveni izotopu 2Cr (nejvice zastoupeny izotop Cr) polyatomicky ion vznikajici kombinaci
OArt a 2C (Tab. 1)>Y.
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Tab. | Polyatomické interference zptisobené matrici ¢i rozpoustédlem®

Izotop Matrice Interference
W H,0 BAHT
WE* H,0 WA
SBEg* H,0 WA, BO*
8Ug o+ H,0 NN
51V+ HCl 35C|160+
PAs HCI “Arccrt
B HNO; NN
BF HNO; INTPNTO?
SBMn HNO, A BN
BT H,S0, 32gT6*
52Gr* H,50, AT *
64+ H,S0. 32g6L16 *
IS HsPO, IIRTBRI6G *
“Mg* Organicka matrice tectc*
>2crt Organické matrice Partect
®cy’ Horniny Bcal®oH*
*4zn* Horniny Bcal®o*
Scu’ Moftska voda YArNa*

Jiny typ spektralnich interferenci vznika v chladnéjSich zondch plazmatu kombinaci
prvkl s H* 0" a °OH* z vody nebo vzduchu. Tedy dochazi ke vzniku molekuldrnich
hydrida (+ H"), oxida (+ *°0") a hydroxida (+ **OH"), které maji hmotnost o 1, 16 nebo 17
hmotnostnich jednotek vyssi nez piivodni prvek. Tento typ interferenci se vyskytuje u vzorka
obsahujici kovy vzacnych zemin a refraktorni prky, které snadno tvoii molekuldrni specie
(nejcastéji oxidy) vytvarejici spektralni piekryv s prvky ve stejné skupin€. Spolecné s témito
interferencemi mohou vznikat v plazmovém vyboji i dvojnasobné nabité ionty. Jsou to ionty,
které nesou dvojnasobny naboj oproti klasickym iontim, tudiz vytvaii izotopicky pik v oblasti
jejich poloviéni hmotnosti. Mnozstvi vznikajicich oxidickych a dvojnasobné nabitych ionti
Ize minimalizovat optimalizaci podminek plazmového vyboje (prutok zmlzovaciho plynu,

RF vykon, pozice plazmové hlavice,...)>".
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2.1.7.3 Eliminace spektralnich interferenci

V soucasné dobé existuje mnoho riznych pfistupti jak eliminovat spektralni
interference. V prvni fad¢ vhodna volba izotopu, ktery je co nejméné zatiZzen polyatomickymi
interferencemi, dale odstranénim rozpoustédla z aerosolu analyzovaného vzorku (desolvataci)
snizime pravdépodobnost tvorby polyatomickych interferenci pochazejicich z rozpoustédla.
Mezi dal$i pouzivané pfistupy tadime pouziti matematickych korekcénich rovnic, aplikaci
metody tzv. studené¢ho plazmatu, dale vyuziti kolizné-reakénich cel a v neposledni tadé
méfeni na spektrometrech s vysokym rozliSenim, které je nejlepSim a pravdépodobné

nejefektivnéj$im pristupem k eliminaci spektralnich interferenci®!"8,

Matematické korek¢ni rovnice

Matematické korekéni rovnice se pouzivaji k eliminaci izobarickych ale i méné
zavaznych polyatomickych interferenci (pokud nemame jiny izotop ke Kkvantitativnimu
stanoveni). Principem této metody je méfeni intenzity interferujiciho izotopu nebo
interferujici specie na jiné hmoté, kterd neni zatizena interferencemi. Korekce se docili
znalosti pomért relativniho zastoupeni interferujiciho iontu na analytické a alternativni
hmotnosti. Napiiklad p¥i analyze **Cd v pritomnosti cinu interferuje stanoveni izotop **Sn
s relativnim zastoupenim 0,65 %). Tedy méfime intenzitu na hmotnosti 114 spolecné
s intenzitou izotopu *®Sn (relativni zastoupeni 24,23 %) a pro kvantitativni stanoveni kadmia

miZeme napsat rovnici: (6)

14Cd = mass 114 - (LS%) x 1185n (6)
24,23 %

K eliminaci polyatomickych interferenci se matematickych korekci vyuziva ke
stanoveni >V, *°Cr, **Fe, "As, %Se, kde stanoveni ovliviiuji polyatomické ionty *CI**0*,

4OAI‘12C+, 37C|17O+, 37C|16OH+, AOAI’35C|+, 3281702160 +’ 338160217o+ (Citlg)
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Cool/Cold plasma

Metoda tzv. studeného plazmatu se pouziva V piipadech, kdy je intenzita
interferujiciho iontu vysoka, ale intenzita (koncentrace) analytu je velmi nizka. Tato metoda
byla publikovéna na konci 80. let 20. stoleti® a vyuZiva plazmatu o nizsi teploté k eliminaci
polyatomicky interferenci pochdzejicich z argonu CBArH" Ar*, PArtt0* ) ovliviujici
stanoveni K, Ca, Fe. U této metody se vyuziva snizeni vykonu RF generatoru a zvyseni
prutoku nosného plynu (RF vykon 500 — 800 W, prutok nosného plynu 1,5 — 1,8 ml/min)
oproti klasickym podminkam (RF vykon 1000 — 1400 W, pratok nosného plynu
0,8 — 1,0 ml/min), coz ma za nasledek potlaceni tvorby polyatomickych interferenci a tedy
zlepSeni mezi detekce analyzovanych prvkii. Metoda studené¢ho plazmatu neni vhodna pro
multielementarni stanoveni kovu, protoze nizka energie v plazmatu ma vliv na ionizaci prvka
S vysokym ioniza¢nim potencidlem (ioniza¢ni energie nad 7 eV). Modifikaci tohoto pfistupu
je pouziti tzv. ,,shielding* elektrody umisténé mezi induk¢ni civku a plazmovou hlavici, ktera

napomahd zmirnit tvorbu polyatomickych interferenci bez ovlivnéni signalu anylytu5’18.

2.1.7.4 Kolizné-reakéni cely

Kolizné-reakéni cely se v soucasnosti vyuZivaji k eliminaci polyatomickych
interferenci ve spojeni s kvadrupolovymi analyzatory. lonty vzniklé v plazmatu jsou vedeny
pies interface do kolizné-reak¢ni cely umisténé pred kvadrupdlovym analyzatorem (Obr. 11).
Kolizné-reakéni plyn (helium, vodik, amoniak, kyslik, methan) je veden pies vstupni ventil do
kolizné-reakéni cely, kterou je multipol (kvadrupdl, hexapdl, oktapdl) obvykle pracujici
v RF modu. Radiofrekvenéni pole nevykazuje separacni Gc¢inek jako klasické kvadrupoly, ale
slouzi k transportu a k zafokusovani iontt, které se v cele srazeji a reaguji s molekulami
pracovniho plynu. Polyatomické interference jsou fadou rGznych iontové - molekulovych
kolizi a reakci prevedeny na neinterferujici specie nebo na jiné ionty, které neinterferuji
stanoveni pfislusného analytu. Podle typu pouzitého kolizniho plynu, mechanismu eliminace

polyatomickych interferenci a typu multipolu se cely déli: na kolizni a reakcni cely5'9'18.
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Obr. 11 Pozice kolizn&-reakéni cely v pristroji’

2.1.7.4.1 Kolizni cely

Kolizni celou je nejcastéji hexapol nebo oktapdl, ktery je vyplnén inertnim plynem
(He, Ne, Ar, Xe)18. K eliminaci interferenci je vyuzit mechanismus diskriminace kinetické
energie (KED — kinetic energy discrimination), ktery je zalozen na srazkach analytu
a interferentu s nereaktivnim koliznim plynem, kdy pii kazdé srazce ion pieda Cast své
kinetické energie koliznimu plynu. SraZkovy priifez interferujicich iontl je podstatné vyssi,
tedy interferujici ionty podstoupi vétsi pocet ion — molekulovych kolizi, coz mé za nasledek
vyrazn€j$i snizeni kinetické energie oproti iontim analytu. Nastavenim vhodného
retardaéniho potencialu na vystupu z kolizni cely vytvofime potencidlovou bariéru, kterou
nejsou polyatomické ionty s nizkou kinetickou energii schopny piekonat. lonty analytu
vzhledem ke své vyssi kinetické energii tuto bariéru piekonavaji a jsou vedeny dale do

hmotnostniho analyzatoru (Obr. 12)>°*.

| Kvadrupél | | Kolizni cela | | Vstup do cely

i ° ° (g.; ° O <— Tonty z plazmatu
K detektoru | O 2 o
&

a2 . .

?g.... .

O

® Atom nebo molekula kolizniho plynu
O Ton analytu
Polyatomicky ion

Obr. 12 Mechanismus diskriminace kinetické energie®

Klesajici energie

<+
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2.1.7.4.2 Reak¢ni cely

Reakéni cela (DRC — dynamic reaction cell) vyuziva kvadrupdl, ktery je vyplnén
reaktivnim plynem (Hz, NHs, CHj, O, atd.)ls. Kvadrupolovy analyzator plni funkci
hmotnostniho filtru a je charakterizovan pasmem propustnosti, které ménime v zavislosti na
méfené hodnot¢ m/z analyzovaného prvku. Eliminace polyatomickych interferenci
je zalozena na chemické reakci interferentd S reakénim plynem za vzniku neinterferujicich
specii o rozdilném poméru m/z a nebo neutralnich ¢éstic. lonty analyzovanych prvki poté
vstupuji do hmotnostniho analyzatoru bez interferujicich ¢astic (Obr. 13). Po vhodném
nastaveni $itky pasma propustnosti prochazi reakéni celou jen stabilni ionty (ionty analytu)
a ostatni (nestabilni) ionty se vybijeji na ty¢ich nebo sténach reakcni cely, ¢imz zamezime
vzniku novych interferujicich ionti. Pouziti vysoce reaktivnich plyni vede ke zvyseni poctu

ion — molekulovych reakci uvnité reakéni cely, coz ve vysledku pfiispiva k rychlejsi

a efektivnéjsi eliminaci interferujicich castic>8,
Piivod plynu
Kvadrupélovy
hmotnostni filtr

Reaktivni plyn (NH3)

AIG: '

Kvadrupélovy G \
analyzator / ﬂél I 56Fa*

Ton-molekulové reakce a kolize

NH3+ O

Obr. 13 DRC - princip eliminace polyatomickych interferenci’
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2.2 Rozklady biologickych vzorku

Rozklad mizeme definovat jako chemicky proces, pii kterém dochdzi k nevratné
destrukci ptivodni slouceniny, tedy rozlozeny vzorek neni mozné po odstranéni rozkladné
smési pievést na ptivodni slou¢eninu®.

Rozklady biologickych a organickych latek, ptedchazejici stanoveni anorganickych
analytli, mizeme rozdélit podle pouzitého postupu na:

- rozklady na suché cesté (vyuzivajici spalovani, zpopeliovani biologického vzorku)
- rozklady na mokré cesté (vyuZivajici zejména mineralizaci kyselinami s klasickym

a mikrovlnnym ohfevem za normalniho, zvySeného ale i vysokého tlaku)

- ostatni druhy rozkladu (vyuzivajici rozkladu enzymatického, fotolytického,...)

Rozklad na suché cesté

Rozklad vzorkl na suché cesté patii mezi nejdéle pouzivané rozklady. Vlastni rozklad
se sklada ze ctyt krokl, kterymi jsou suSeni, spalovani, zpopeltiovani a v neposledni fadé
rozpousténi popela v minerdlni kyseliné. Tento rozklad probihd v otevienych kelimcich
(porcelanové, platinové) za atmosférického tlaku, coz miize vést ke ztraté té¢kavych prvka
(napt. Hg, Pb, Cd, Ca, As, Sb, Cr a Cu)"’. Ztratu tekavych prvki miZeme Castené potladit
ptidanim soli (Mg(NOs3),, Ca(NOg),,...), ktera s prvky vytvoii méné tékavou slouceninu.
Vyhodou zpopeliiovani je moznost rozkladu vysSich navazek, které eliminuji potencialni
nehomogenitu vzorku. Analytické vyuziti je limitovano ztratami analyti vypatfovanim,
rezistenci nékterych matric vici zpopelnéni, problémy s rozpusténim popela v mineralnich

kyselinadch, moznost kontaminace a nakonec ¢asova naro¢nost vlastniho roz kladu'"?.

Rozklad na mokré cesté

Mokry rozklad biologickych vzorkii je zalozen na oxidaci vzorkd plsobenim
koncentrovanych kyselin s oxida¢nimi u€inky, které miizeme jes$t€¢ umocnit piidavkem dalsiho
oxidacniho ¢inidla (H20,, KI,...). K rozkladu se vyuziva nejéastéji kyselina dusi¢na, sirova,
chlorista ale i jejich libovolné smési. Na miru rozkladu nema vliv jen charakter rozkladaného
vzorku a rozkladnych ¢inidel ale i teplota, pii které vlastni rozklad probiha. Jelikoz pouzivané
kyseliny nemaji dostate¢né¢ vysokou teplotu varu, proto se v nutnych piipadech potiebné

teploty varu kyselin dosahuje mineralizaci za zvySeného nebo vysokého tlaku. Rozklady na
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mokré cesté 1ze rozdélit podle toho, jestli probihaji v otevieném nebo uzavieném systému ale

i podle formy dodavaného tepla na systémy s konvenénim nebo mikrovinnym ohievem®”%.

Pro stopovou az ultrastopovou analyzu anorganickych analytti v biologickych vzorcich
je nejvice vyuzivan mikrovinny rozklad v uzavieném systému. Vyhodami tohoto systému
jsou minimalizovani moznosti kontaminace z okolniho prostiedi, nizsi spotieba rozkladnych
¢inidel a v neposledni fadé¢ zkraceni doby vlastniho rozkladu. Mezi hlavni nevyhody patfi
moznost rozkladu pomérné¢ malych navazek, omezeni moznosti dodatecného ¢i postupného

v lro o i A « o 1 17,2
pridavani rozkladnych &inidel a zvyseni bezpe¢nostniho rizika'” %,
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2.3 Aplikace ICP-MS v analyze klinickych vzorki

2.3.1 Stanoveni kovii v klinickych materialech

Rodushkin a kolektiv publikovali metodu multielementarni analyzy prvki ve vzorcich
krve s vyuzitim ICP-MS svysokym rozliSenim (ELEMENT (Finnigan MAT, Brémy,
Némecko)). Analyza je zalozena na piedchozim rozkladu vzorkd krve kyselinou dusi¢nou
(Iml krve a 1 ml kyseliny dusi¢né o koncentraci 14 mol/l byl vystaven po dobu jedné hodiny
mikrovinnému zéfeni v mikrovinném mineralizatoru pii 600 W). Rozlozené vzorky byly
nafedény do 20 ml ultracistou Cistou vodou a v takto pfipravenych vzorcich byly stanoveny
koncentrace prvku. Slepy pokus byl pfipraven stejnym zpisobem (misto krve byl pouzit 1 ml
vody). K takto pfipravenym vzorkéim byly pridany vnitini standardy prvka ( *Sc, **°In, *°Lu)
o vysledné koncentraci 20 ng/ml.

Meze detekce byly v rozmezi od 0,0006 ng/ml pro ***Re do 28 ng/ml pro "Br pii
pouziti kritéria 3¢ pro urceni meze detekce. Pfesnost a spravnost metody byla ovéfena pomoci
dvou certifikovanych referen¢nich materiala krve (IAEA-13 Freeze dried Animal Blood
(International Atomic Energy, Viden, Rakousko), Seronorm Trace Element Human Whole
Blood (Sarze 010 012, 404 108 Nycomed Pharma, Oslo, Norsko)?'.

Alimonti se spolupracovniky pouzili ke stanoveni koncentrace chromu a niklu v Krvi
hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem (Sciex Elan 5000 (Perkin-Elmer,
Norwalk, USA)). Vzorky krve byly ptfed analyzou rozlozeny v mikrovinném mineralizatoru
za pouziti rozkladného programu. Ke vzorkim krve (1-3 ml) bylo pfidano 2 ml kyseliny
dusi¢né a 2 ml peroxidu vodiku, vzorek byl po rozkladu natfedén ultracistou vodou.

Meze detekce pro **Cr byla 1,0 png/l a pro *Ni 0,5 ng/l pti pouziti kritéria 3o pro
urceni meze detekce. Jako vnitini standard byl pouzit roztok 103Rh. Piesnost a spravnost
metody byla ovéfena pomoci certifikovaného referenéniho materialu lidského séra materialu

(NIST 909 human serum (National Institute of Standards and Technology))?.
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Pro stanoveni 17 prvka v krvi vyvinuli D’Ilio a kolegové metodou ICP-MS (ELAN I
DRC Il (Perkin-Elmer SCIEX, Norwalk, USA)). Analyza je zaloZena na Gipravé vzorku
Vv podobé rozkladu v mikrovinném zatizeni (1 ml krve byl smichan s 2 ml koncentrované
kyseliny dusicné a vznikly roztok byl rozkladan pii teploté 90 °C po dobu 5 hodin).
Rozlozeny vzorek byl nafedén cistou vodou Vpomeéru 1:9. Ke korekci nespektralnich
interferenci byly pouzity roztoky "*Ga a '®*Rh o koncentraci 1 pg/l.

Meze detekce byly v rozmezi od 0,08 pg/l pro ®Zr do 37,7 pg/l pro "®Se pii pouziti
kritéria 36 pro urCeni meze detekce. Spravnost metody byla stanovena za vyuziti
certifikovaného referenéniho materialu krve (Seronorm trace elements whole blood level-1,
lot MR 4206 (SEROAS, Billingstad, Norsko)?.

2.3.2 Stanoveni kovii v klinickych materialech u pacientu

s implantovanou kloubni nahradou

Case a kol. publikovali v roce 2001 postup stanoveni stopovych koncentraci kovi
(Mo, Cr, N1, Co) u pacientl pfed voperovanim kloubniho implantatu. Stanoveni je zalozeno
na nafedéni krve 1:10 roztokem 10 ml/l Triton X-100, 0,0002 mol/l EDTA a 0,01 mol/l
hydroxidu amonného. Vzorek byl po nafedéni uschovavan pfi teploté 5 °C a analyzovan do
48 hodin. Koncentrace kovl byly stanoveny pomoci ICP-MS s magnetickym sektorem
(Element, Finnigan MAT, Brémy, Némecko). Internim standardem bylo pouzito '®Rh
0 vysledné koncentraci 1pg/l.

Koncentrace molybdenu ve vzorcich krve byla 0,62 + 0,29 pg/l, koncentrace chromu
0,22 + 0,26 ug/l, koncentrace kobaltu 0,17 + 0,17 pg/l a niklu 0,99 + 1,15 pg/l. Mez detekce
byla pro ®Mo, *2Cr a *°Co 0,06 pg/l a pro °Ni 0,3 pg/l pi pouziti kritéria 3¢ pro urdeni meze

detekce®,

Hailer a kol. studovali akumulaci kovli (chromu a kobaltu) v krevnim séru u pacienti
S riznymi typy kloubni nahrady. Do studie bylo vybrano (podle kritérii vék, pohlavi, vaha,..)
85 pacientdl, kteti byli rozdéleni do dvou skupin podle typu kloubni ndhrady. V prvni skupiné
bylo 44 pacientl s kloubni nahradou typu kov-polyethylen a v druhé skupiné 41 pacienti
s kloubni nahradou typu kov-kov. K odbéru vzorkl krve bylo vybrano 17 pacienti z prvni

a 19 pacientt z druhé skupiny.
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Vzorky krve byly odebirany ve 3., 6., 12., 24. a 72. mésici po operaci. Krev byla
odstfedéna pii 2000 otackach za minutu po dobu 10 minut a krevni sérum bylo uchovano
v plastové nadobce pii -20 °C. Koncentrace kovl byly stanoveny metodou ICP-MS
s vysokym rozlisSenim (Element, Finnigan MAT, Brémy, Némecko). Studie prokazala vyrazné
zvySeni koncentrace chromu a kobaltu po 6 letech od voperovani kloubniho implantatu typu
kov-kov, koncentrace kovii u pacienti s kloubni nahradou typu kov-polyethylen zGstaly

prakticky nezménény. Mez detekce byla 0,2 pg/l pro chrom a 0,05 pg/l pro kobalt®*,

Sarmiento-Gonzalez a kol. studovali akumulaci kovi (Ti, V, Cr, Co, Ni a Mo) v krvi
a mo¢i u pacientt s implantovanou kyc¢elni nebo koleni kloubni nahradou. Do studie bylo
vybrano 74 pacientii ve véku 60 — 80 let, kde devét z nich nemélo implantovanou zadnou
kloubni ndhradu (kontrolni skupina). Zbyvajicich 65 pacientli bylo rozdéleno do tii skupin
podle typu a slozeni kloubni nahrady a kazda tato skupina byla rozdélena na dvé podskupiny
Vv zavislosti na dob¢ od provedené implantace (hranice 5 let od operace).

Vzorky krve byly odebirany kovovou jehlou obklopenou plastovou kanylou, prvnich
5 ml bylo pouZito na proplach odbérového systému a dalSich 5 ml bylo pfevedeno do
odbérové nadobky s draselnou soli heparinu. Vzorky ranni moci byly pfevedeny do nadobek,
kde k nim byl pfidan roztok 1 % HNO3 pro potlaceni sorpce kovil na sténach nadobky. Poté
byly vzorky moci 1 min. protiepadvany a spolecné s krvi uschovany v mraznicce pii -20 °C.
Pied vlastni analyzou byly vzorky krve rozloZeny v mikrovinném mineralizatoru. RozloZené
vzorky krve a vzorky moci byly nafedény 1:9 deionizovanou vodou a byly pfidany interni
standardy Gaa®yY o vysledné koncentraci 10 pg/l. Koncentrace kovli ve vzorcich byla
stanovena pomoci piistroje ICP-MS s vysokym rozliSenim (Element 2, Finnigan MAT,
Brémy, Némecko), kde prvky *'Ti, *'V, *2Cr, *Co, ®Ni byly méfeny v modu stiedniho
rozliSeni (R= 4 000) a ®*Mo v médu nizkého rozliseni (R= 300).

Studie prokazala zvySeni koncentrace titanu v krvi i mo¢i pacientd s implantovanou
kloubni nahradou ze slitiny titanu a prokazala, ze koncentrace ostatnich kovii v krvi 1 moci
jsou velmi podobné koncentracim naméfenym u pacientti z kontrolni skupiny. Meze detekce
byly pro *'Ti 66,4 ng/l, pro >V 1,5 ng/l, pro **Cr 4,4 ng/l, pro **Co 0,8 ng/l, pro *°Ni 28,6 ng/I
apro %Mo 0,8 ng/l. Piesnost a spravnost metody byla ovéfena pomoci dvou certifikovanych

referen¢nich materiali moc¢i a krve (Seronorm Trace Elements Urine (Level 2, ref. 201205)
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a Seronorm Trace Elements Whole Blood (Level 2, MR 9067), oba od Seronorm (Nycomed
AS, Oslo, Norsko)?,

lavicoli s kolegy publikoval v roce 2006 studii, ve které sledoval akumulaci kovti (Co,
Cr, Mn, Mo, Ni) v krevnim séru a moci pacientd s implantovanou kyéelni kloubni nahradou.
Do studie bylo vybrano 33 pacientl, ktefi byli rozd€leni do dvou skupin. Prvni skupinu
tvotilo 14 pacientli S implantovanou kycelni kloubni nahradou a druhou (kontrolni) skupinu
tvotilo 19 pacientd. Primérna doba od implantovani kloubni nahrady byla 15,37 &+ 4,7 mésic.

Vzorky krve byly odstiedény pii 1 500 ota€kach za minutu a krevni sérum bylo
ptevedeno do vialek. Vzorky krevniho séra byly spolu se vzorky moci uschovany v mraznicce
pii -28 °C. Pfed vlastnim méfenim byly vzorky moc¢i a krevniho séra nafedény
1:5 deionizovanou vodou a byl pfidan interni standard **°In o vysledné koncentraci 1 ng/ml.
Koncentrace kovli ve vzorcich byla méfena na pftistroji ICP-MS s vysokym rozliSenim
(Element 1, Finnigan MAT, Brémy, Némecko), kde prvky %2Cr, **Mn, *Co, *°Ni byly méteny
v médu stiedniho rozligeni (R= 3 000) a **®Mo byl mé&fen v médu nizkého rozligeni (R= 300).
Molybden byl stanovovan na hmotnosti 100 misto 98 (nejvice zastoupeny izotop) z diivodu
potlaceni polyatomické interference “OArSFe.

Vysledky studie poukazuji na vyrazné zvySeni koncentrace kobaltu a chromu
u pacientil s implantovanou kloubni nahradou ale koncentrace manganu, molybden a niklu
zustavaji v porovnani s kontrolni skupinou prakticky neménné. Meze detekce jsou uvedeny
v nasledujici tabulce (Tab. 11)%°.

Tab. 11 Meze detekce pro stanoveni kovii v krevnim séru a mogi®®

Prvek Meze detekce (ug/1)
Krevni sérum Mo¢
*Co 0,02 0,01
2Cr 0,02 0,02
>Mn 0,03 0,01
\0 0,05 0,40
ONij 0,01 0,03
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Cilem studie Sarmiento-Gonzéaleze a kol. bylo vyvinuti metody pro stanoveni
stopovych koncentraci kovii (Mo, Co, Cr, Ti, Ni, V) ve vzorcich krve a moci pacientii po
2 letech od voperovani kloubniho implantatu. Vzorky krve (1 ml) byly smichany s 2 ml
kyseliny dusi¢né, 1 ml peroxidu vodiku a rozlozeny v mikrovinném mineralizatoru.
Rozlozené vzorky krve a vzorky moci byly nafedény 1:9 deionizovanou vodou a byly pfidany
standardy "'Ga a ®*Y o vysledné koncentraci 10 pg/l. V takto p¥ipravenych vzorcich byly
stanoveny koncentrace kovti pomoci ORS-ICP-MS s vyuzitim kolizné/reak¢éni cely a vodiku
jako kolizniho plynu (Agilent 7500c, Agilent Technologies, Tokio, Japonsko).

K identifikaci moznych spektralni interferenci byl ve studii pouzit HR-ICP-MS
(Element, Finnigan MAT, Brémy, Némecko), ktery pracoval v modu stfedniho rozliSeni
(R=3000). Porovnanim vysledkti stanoveni referen¢nich materialtt na obou pfistrojich bylo
zjisténo, ze pii pouziti ORS-ICP-MS nedochazi k uplnému potlaceni spektralnich interferenci
pii stanoveni *'Ti vkrvi (interferujici polyatomicky iont *P'Q) Tab. Il a >V v mo¢i
(interferujici polyatomicky iont *CI*®0).

Meze detekce byly v rozmezi 3 — 450 ng/l pro jednotlivé kovy pfti pouziti kritéria 3o
pro uréeni meze detekce (Tab. IV). Spravnost metody byla ovéfena pomoci dvou
certifikovanych referen¢nich materialt krve a mo¢i materiald (Seronorm Trace Elements
Urine (Level 2, ref. 201205) a Seronorm Trace Elements Whole Blood (Level 2, MR 9067),
oba od Seronorm (Nycomed AS, Oslo, Norsko)?'.

Tab. 111 Vysledky stanoveni Seronorm Trace Elements Whole Blood (Level 2) v pg/l27

Referencni ORS-ICP-MS HR-ICP-MS

Prvek hodnota Cela vypnuta Cela zapnuta (R =3000)
i 2,5 (0,1) 400,7 (52,8) 338,7 (31,8) 2,3(0,3)
Sy 3,7 (0,6) 6,1 (0,4) 4,0 (0,5) 3,3(0,2)
S2Cr 5,7 (0,6) 40,0 (1,6) 7,3(1,0) 6,1 (0,5)
¥Co 5,2 (0,6) 5,7 (0,4) 5,5 (0,4) 5,3 (0,6)
SONij 6,8 (1,7) 5,2 (2,4) 59 (1,7) 4,8(0,8)
Mo 6,0 (0,7) 7,4 (0,5) 6,0 (0,7) 7,3(0,6)
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Tab. IV Meze detekce prvkii v ng/1*’

ORS-ICP-MS HR-ICP-MS
Prvek Cela vypnuta Cela zapnuta (R =3000)
HTj 100 70 120

Sy 350 3 30

2Cr 450 6 70
*Co 7 10 40

SONj 30 50 130
*Mo 250 260 215

Liu s kolegy publikoval v roce 2011 postup stanoveni chromu a kobaltu v lidskych
vlasech. Do studie bylo vybrano (podle kritérii v&k, pohlavi, diagnéza, BMI...) 44 pacientd,
ktefi byli rozdé€leni podle typu kloubni ndhrady do dvou skupin. V prvni skupiné bylo 22
pacientl s kloubni nahradou typu kov - kov a v druhé skupiné 22 pacientti s kloubni nahradou
typu kov - polyethylen.

Vlasy (2 g o délce 1,5 cm) byly sbirany ze zadni strany krku niZzkami z nerezové oceli.
Piedtprava spocivala v jejich promyti rozpoustédly (v pofadi aceton, dvakrat deionizovana
voda, aceton) a suSeni pii pokojové teploté. Ptiprava vzorku, kterou vypracovali Jean-Pierre
a kolektiv®,byla zalozena na smiseni 25 mg vlasti s 0,25 ml superdisté kyseliny dusi¢né
a rozkladu v mikrovlnném mineralizatoru pfti teploté¢ 70 °C po dobu 1 hodiny. Rozlozeny
vzorek vlasi (0,1 ml) byl nefedén 3,9 ml roztoku, ktery vznikl smichanim 0,5 % butanolu,
0,65 % HNOg3, 0,01 % tritonu X-100 a ptidanim Rh (1ppb) jako interniho standardu. V takto
upraveném vzorku byly stanoveny koncentrace kovii pomoci ORS-ICP-MS (Agilent 7500ce,
Agilent Technologies, Tokio, Japonsko).

Studie prokézala vyrazné zvySeni koncentrace chromu a kobaltu po 6 a 12 mésicich od
voperovani kloubni ndhrady typu kov-kov. Koncentrace chromu a kobaltu se u kloubni
nahrady typu kov-polyethylen po operaci vyrazn€¢ neliSi od hodnot naméfenych pied
chirurgickym zékrokem. Z vySe uvedenych zavéra lze fici, ze akumulace chromu a kobaltu

Vv lidském téle znacné zavisi na typu pouzité kloubni naihrady28
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2.3.3 Stanoveni kovii ve zvirecich tkanich a organech

Cilem studie Sarmiento-Gonzaleze a jeho spolupracovniki bylo vyvinuti metody pro
stanoveni titanu v krvi a v riznych organech krys WISTAR (plice, jatra, ledviny, srdce,
slezina). K experimentu bylo pouzito 16 krys, které¢ byly rozdéleny do dvou studii. Do prvni
studie bylo zafazeno 7 krys. Tfem zvifatim byl implantovan do stehenni kosti titanovy dratek
o pruméru 1 mm na dobu 18 mésict, zbyvajici 4 krysy byly pouzity jako kontrolni skupina.
Ve druhé studii bylo pouzito 9 krys, které byly rozdéleny do tfi skupin po tfech zvitatech.
Prvni skuping byla injekéné podéna suspenze TiO; v 0,9 % roztoku NaCl, druhé skupiné byla
aplikovéna suspenze Ti(citrate); V 0,9 % roztoku NaCl a posledni skupiné byl injekéné
aplikovan 0,9 % roztok NaCl (kontrolni skupina).

Vzorky krve byly rozlozeny kyselinou dusi¢nou a peroxidem vodiku (k 1ml vzorku
krve bylo pfiddno 8 ml HNO;3 (ziedéné 1: 3) a 1 ml peroxidu vodiku) v mikrovinném
mineralizdtoru za pouziti rozkladného programu. RozloZeny vzorek byl nafedén na 15 ml
dest. vodou a byl pfidan standard "*Ga o koneéné koncentraci 10 ppb. Piesné navazené vzorky
organii (250 mg) byly pfipraveny stejnym zpisobem. Ke stanoveni koncentrace *'Ti byl
pouzit ICP-MS s vysokym rozliSenim (Element 2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA).

Prvni studie potvrdila zvySené koncentrace titanu u skupiny krys s implantovanym
titanovym dratkek po dobu 18 mésici. Druhé studie prokazala zvySené koncentrace titanu ve
vSech orgéanech po aplikaci Ti(citrate); a zvySeni koncentrace titanu v plicich po aplikaci
suspenze TiO,. Mez detekce byla pro *'Ti 0,066 pg/l pii pouziti kritéria 36 pro uréeni meze
detekce. Pfesnost metody byla ovéfena pomoci dvou certifikovanych referen¢nich materialti
(Seronorm Trace Elements Urine Blank (ref. 201205, LOT NO 2525) a Seronorm Trace
Elements Whole Blood (Level 1, LOT MR 4206), oba od Seronorm (Nycomed, Oslo,
Norsko)®.

Rubio s kolegy publikoval metodu stanoveni kobaltu, chromu a titanu v ruznych
organech krys po 12 mésicich od voperovani kovovych implantati. Analyza je zaloZena na
rozkladu vzorkli kyselinou dusicnou a stanoveni koncentrace prvkii hmotnostnim
spektrometrem s indukéné vazanym plazmatem (ELAN 500 (Perkin-Elmer Sciex, Norwalk,

USA)). Ke studii byly pouzity samicky krys WISTAR o hmotnosti cca. 200 g a stari tii
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mésice. VSem samickdm byl voperovan do pravé zadni nohy implantdt potazeny vrstvickou
a-Al,O3 (tloustka vrstvicky 4 um) a poloving krys byl implantovan do levé zadni nohy Co-Cr
implantat a druhé poloving krys byl implantovan do levé zadni nohy Ti implantat. Implantaty
méli tvar véalce (6 mm na délku a 1 mm v primeéru).

Po 12 mésicich byly krysy usmrceny a jejich organy (plice, ledviny, jatra a slezina)
byly suseny v susarné pfi 110°C po dobu 48 hodin, nasledné rozetfeny a smichany v achatové
tieci misce. Asi 500 mg kazdého praskového vzorku organu bylo smichano se 4 ml HNO;3
a rozlozeno v mikrovinném mineralizatoru za pouziti rozkladného programu. RozloZeny
vzorek byl odpafen témet do sucha, ke vzorku byl pfidan 1 pg Sc a cely vzorek byl natfedén
0,1 % HNO3 na 25 ml. Slepy pokus byl pfipraven stejnym zptisobem.

Studie prokazala zvySené koncentrace Co, Cr, Ti Vorganech krys. Nejvyssi
koncentrace kobaltu byla naméfena v ledvindch, nejvyssi koncentrace chromu a titanu ve
slezing. Koncentrace hliniku se nezménila, coz dokazuje, Ze nedoslo k degradaci (poruseni)
vrstvicky a-Al,O3 na povrchu implantatu. Meze detekce kovi byly 0,2 ng/ml pii pouziti

o . 2
kritéria 3o pro urceni meze detekce”.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Chemikalie, pFistroje a pomicky

3.1.1 Chemikalie

- CRM jednoprvkovych vodnych kalibracnich roztoki o hmotnostni koncentraci
1,000 + 0,002 g/1 (Ni, Pb v 2 % HNOj3 (v/v)) o ¢istoté 99,9999 %, Analytika spol. s.r.o., Praha

- CRM vodného kalibraéniho roztoku o hmotnostni koncentraci 1,000 + 0,002 g/l
(Inv 2 % HNOj3 (v/v)) o Cistoté 99,999 %, Analytika spol. s.r.0., Praha

- CRM vodného kalibraéniho roztoku o hmotnostni koncentraci 1,000 £+ 0,002 g/l
(Co v 2% HNOg3 (v/v)) o ¢istoté 99,995 %, Analytika spol. s.r.o., Praha

- CRM vodného kalibraéniho roztoku o hmotnostni koncentraci 1,000 + 0,002 g/l
(Crv 2 % HCI (v/v)) o ¢istoté 99,995 %, Analytika spol. s.r.o., Praha

- CRM vodného kalibraéniho roztoku o hmotnostni koncentraci 1,000 + 0,002 g/l
(Tiv5% HNO;3 + 1 % HF (v/v)) o Cistoteé 99,98 %, Analytika spol. s.r.o., Praha

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

- CRM vodného kalibracniho roztoku o hmotnostni koncentraci 1,000 + 0,002 g/l
(V v 2% HNO;3 (v/v)) o cistoté 99,95+ %, Analytika spol. s.r.o., Praha

- kalibracni roztok interniho standardu pro ICP-MS INT MIX1 10 £ 0,1 mg/l
(Y, In, Bi, Tb v 5 % HNOj3 (v/v)) Analytika spol. s.r.o., Praha

- kyselina dusicna 67 % (Analpure, pro stopovou analyzu), Analytika spol. s.r.o., Praha
- peroxid vodiku 30 % (pro stopovou analyzu) Analytika spol. s.r.0., Praha

- Tuning Solution for ICP-MS 7500cs 1 pg/l (Ce, Co, Li, Mg, TI, Y v 2 % HNO; (V/V)),
Agilent Technologies, USA

39



- Tuning Solution 1 ppm (Ce, U, Ta, Y, La, Bi, Nd, Sr, Li, Pb, In, Ca, B, Mo, Co, Ba),
RM]I, s.r.0, Lazné Bohdanec.

- certifikovany referenéni material krve Seronom' Trace Elements Whole Blood L-2
(REF 210205, LOT 1003192), SERO AS, Norsko

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

- certifikovany referen¢ni material tkan€¢ humra Non defatted lobster hepatopancreas reference
material for trace metals LUTS-1, NRC-CNRC, Kanada

- deionizovana voda (= 18,2 MQ . cm)

3.1.2 Pristroje

- ORS-ICP-MS 7700x, Agilent Technologie, Japonsko

- ICP-0a-TOF-MS spektrometr Optimass 9500, GBC, Australie

- lyofilizator ALPHA 1-2 LD plus, CHRIST, Némecko

- mikrovinny rozkladny systém MLS 1200 mega, Milestone, Italie

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

- ultrazvukova lazen D-78224, Elma, Némecko

- zafizeni K pfipravé deionizované vody Direct — Q UV Millipore, Francie

Mikrovinny laboratorni systém MLS 1200 mega slouzi k rozkladim analytickych
vzorkli za zvySené teploty a tlaku. Rozklad probihd v Sesti uzavienych vysokotlakych
mineralizacnich kelimcich s vyuZitim mikrovinného zafeni. Mikrovinné zafeni plsobi na
rozkladnou smeés (nejCastéji kyseliny s pridavkem oxidovadla), ktera UCinnou absorpci
mikrovin dosahne teploty varu, kdy dochéazi k vyraznému zvySeni tlaku Vv mineraliza¢nich
kelimcich. ZvySenim teploty a tlaku dosahneme maximalniho urychleni rozkladu. Pro
dosazeni konstantniho ohfevu jsou mineralizaéni nddobky umistény v rotoru, ktery se

pohybuje konstantni rychlosti.
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K ORS-ICP-MS byl ptipojen autosampler ASX-520 (Agilent Technologies, USA),
dalsimi castmi spektrometru byly peristaltickd pumpa (10 valecktl), mikrokoncentricky
zmlzova¢ GE Micromist, chlazend Scottova mlznd komora, dvojice niklovych konusii,
oktapolova reakéné-kolizni cela a kvadrupolovy analyzator. K analyzam byl pouzit argon
o Cistoté nejméne 4.6 (zasobnik Euro-Cyl 230, SIAD) a pro potlaceni spektralnich interferenci
pti stanoveni Ti, V, Cr, Mn, Co a Ni byla vyuzita oktapdlova reakéné-kolizni cela s heliem

jako koliznim plynem o ¢istoté 5.5 (SIAD).

Hlavnimi souc¢astmi ICP-0a-TOF-MS jsou peristalticka pumpa (12 valeckt), sklenény
koncentricky zmlzovac, chlazena cyklonicka mlzna komora (objem 70 ml), trojice niklovych

koénust a priletovy analyzétor s ortogondlni akceleraci. Letové trubice (délka 0,7 m) byla

YV v

sledovany ion (260 amu) dopadne na detektor za 32 us®®. K méfeni byl pouZit argon o &istoté

nejméné 4.6 (zasobnik Euro-Cyl 230, SIAD).

3.1.3 Pomiicky

- teflonové mineralizacni kelimky s vicky

- keramicky ntiz - Xeramic

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

- sklenéné laboratorni nadobi (desti¢ky, odmérné banky 10, 25 ml, nalevky)

- plastové laboratorni nddobi (zkumavky se zavitem a vicky, kelimky, pipetovaci Spicky)

Sklenéné i plastové nadobi, které bylo pouzito k pfipravé vzorkt, kalibracnich
a referen¢nich roztoki, bylo ponechano v 10 % kyseliné dusi¢né po dobu 24 hodin. Nésledné
nekolikrat oplachnuto deionizovanou vodou. Takto pfipravené laboratorni nadobi bylo

vysuseno V susarné a skladovano v plastovych saccich s uzaveérem.

41



3.1.4 Analyzované klinické vzorky

Vzorky tkani byly odebirany pifednostou Ortopedické klinice Fakultni nemocnice
Olomouc doc. MUDr. Jitim Gallem, Ph.D. pfi reviznich operacich pacientt s implantovanou
kloubni ndhradou. Tkan¢ byly odebirany skalpelem v tésné blizkosti kloubni nédhrady a poté
byly pfevedeny do plastovych kelimka s vicky. Takto odebrané vzorky byly pievezeny do
laboratote a uschovany v mraznicce pii -20 °C.

Pro stanoveni byly vybrany tyto kovy (Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni a Pb). Vybrané kovy jsou
soucastmi slitin, které se nejéastéji vyuzivaji k vyrobé kloubnich nahrad. Tyto kovy se mohou
disledkem opotiebovavani kloubnich nahrad uvolfiovat do télnich tekutin (krev, kloubni

vypotek, mog,...) a tkani obklopujici kloubni ndhradu®?°.

3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Priprava vzorki

Vzorky tkani byly suSeny za pouziti lyofilizatoru po dobu 4 hodin (Tab. V), po
lyofilizaci byly plastové kelimky se vzorky uschovany v plastovych saccich v mraznicce. Pfed
vlastni analyzou byly vzorky nechdny cca 30 minut rozmrznout pii laboratorni teploté.
Z plastovych kelimkl byly vzorky pfevedeny na sklenénou desticku, na které byly pomoci
keramického noze déleny na mensi ¢asti. Casti tkani byly pfevedeny do pfedem zvazenych
mineraliza¢nich kelimki, navazky vzorkl tkdni se pohybovaly v rozmezi 0,0708 — 0,2752 g.
Ke vzorkiim v mineraliza¢nich kelimcich byla pfidana rozkladna smés slozend z 2 ml 67 %
kyseliny dusi¢né a 1 ml 30 % peroxidu vodiku a takto ptipravené vzorky tkani byly rozloZeny
vV mikrovinném rozkladném systému. Z kazdého vzorku byly pfipraveny 3 repliky pro
kvantitativni stanoveni vybranych kovi.. Slepy pokus byl pfipraven z 2 ml 67 % kyseliny

dusi¢né a 1 ml 30 % peroxidu vodiku.

Tab. V Podminky lyofilizace

Faze suSeni Cas (h) Teplota (°C) Tlak (mbar)
Hlavni suSeni 3,5 -25 0,630
DosuSeni 0,5 -76 0,001
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3.2.2 Priprava certifikovaného referencniho materialu

Ptipravy certifikovanych referencnich materidli byly provedeny dle navodu
uvedeného vyrobcem. CRM byly vyjmuty z mrazni¢ky a nechany rozmrznout pfti laboratorni
teploté. Certifikovany referen¢ni material tkané humra (LUTS-1) byl homogenizovan
V ultrazvukové lazni. Z homogenni suspenze byl automatickou pipetou odebran 1 ml
certifikovaného referenéniho materialu, jenz byl pieveden do predem zvazeného
mineraliza¢niho kelimku, ktery byl opét zvazen (eliminace chyb pfi pipetovani viskézniho
materialu). Po rozmrazeni certifikovaného referenéniho materidlu plné krve (Whole Blood
L-2, L-3) byl otevien Sroubovy uzavér a mirn¢ pooteviena gumova zatka tak, aby se lahvicka
zaplnila atmosféricky vzduchem, ale nedoslo ke ztratam lyofilizatu. Dale byla gumova zatka
odstranéna a pripipetovany 3 ml deionizované vody. Po uzavieni lahvicky byl obsah
promichén krouzivym pohybem, tak aby nedoslo ke vzniku pény a lahvicka byla nechana stat
po dobu 30 minut. Nakonec byl obsah lahvicky opét promichan a z takto pfipraveného
roztoku byl automatickou pipetou odebran 1 ml certifikovaného referenéniho materialu.
Certifikované referencni materialy byly rozkladdny v jednom kruhu mikrovinného systému

spole¢né s analyzovanymi klinickymi vzorky.

3.2.3 Rozklady Kklinickych vzorku a certifikovanych referencnich

materialu

Rozklad klinickych vzorkii a certifikovanych referencénich materidla probihal
vV mikrovlnném laboratornim systému, jenZ umoZiiuje soub&zny rozklad v Sesti teflonovych
mineralizanich kelimcich. K mineralizaci byl pouzit softwarové fizeny vicekrokovy
rozkladny program (Tab. VI).

Po vychladnuti mineraliza¢nich kelimka zhruba na laboratorni teplotu byl mineralizat
kvantitativné pifeveden do 10 ml odmérnych banck a doplnén po rysku deionizovanou vodou.
Takto ptipravené vzorky byly pied analyzou pievedeny do 10 ml plastovych zkumavek, které
byly kompatibilni se sloty autosampleru. Po pfevedeni vzorkii byly mineraliza¢ni kelimky
nekolikrat promyty deionizovanou vodou a po napipetovani 3 ml 67 % kyseliny dusi¢né byl

proveden kompletni proces mineralizace (Cistici krok).
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Tab. VI Rozkladny program

Krok Cas (min) Vykon (W)
2 250

400

500

N ool B~ W N
DN DN O N

600

3.2.4 Priprava vodnych kalibraé¢nich roztoki a interniho

standardu

Pro piipravu kalibra¢nich roztokl byly vyuzity jednoprvkové vodné kalibracni roztoky
(Ti, V, Cr, Mn, Ni, Co, Pb) o vychozi hmotnostni koncentraci 1,000 g/l. Pro ptipravu
kalibra¢nich roztokdi byly pouzivany 25 ml sklenéné odmérné banky, pipetovaci Spicky
a plastové kelimky piedptipravené pro stopovou analyzu. V prvnim kroku byl ze vSech
jednoprvkovych vodnych kalibracnich roztokd pfipraven smésny kalibracni roztok
o hmotnostni koncentraci 10 mg/l, ktery byl déle dle potfeby fedén. V jednom zfed’ovacim
kroku bylo uplatnéno maximaln€ 100 néasobné fedéni. Konecné kalibracni roztoky byly
okyseleny 67 % kyselinou dusi¢nou na koncentraci, ktera odpovidala ptidavku kyseliny ke
klinickym vzorklim a referenénim materialiim. Kalibra¢ni sada pro ORS-ICP-MS se sestavala
z péti kalibracnich roztokt o hmotnostni koncentraci 0,1; 1; 10; 100 a 300 pg/l. Kalibra¢ni
sada pro ICP-0a-TOF-MS se sestavala opét z péti kalibra¢nich roztokti o hmotnostni
koncentraci 0,01; 0,1; 1; 10 a 100 pg/l, ke kterym byl ptidan interni standard In o vysledné
koncentraci 10 pg/l.

Pro méfeni na ORS-ICP-MS byl pfipraven roztok interniho standardu (Bi, Y, Tb, In)
o hmotnostni koncentraci 100 pg/l. Standard byl piipraven fedénim zasobniho roztoku
interniho standardu pro ICP-MS (INT MIX 1) o vychozi hmotnostni koncentraci 10 mg/1
a vznikly roztok byl pfeveden do zdsobni plastové lahve. Interni standard In o hmotnostni
koncentraci 100 pg/l pro méteni na ICP-0a-TOF-MS byl pfipraven fedénim jednoprvkového

vodné kalibra¢niho roztoku In o vychozi hmotnostni koncentraci 1,000 g/l. Pro hmotnostni
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kalibraci pfistroje ICP-0a-TOF-MS byl pfipraven ladici roztok o koncentraci 1 ppb fedénim

zasobniho roztoku 1 ppm Tuning solution deionizovanou vodou.

3.3 Pouzité instrumentalni techniky

3.3.1 ORS-ICP-MS

Ke stanoveni vybranych prvki ve vzorcich tkani a certifikovanych referen¢nich
materialech bylo vyuzito piistroje ORS-ICP-MS vybaveného kvadrupdlovym analyzatorem
a oktapolovou kolizni celou (ICP-MS 7700x). K méteni prvka byly vyuzity dva métici mody.
K analyze Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni bylo vyuzito, k potlaceni vlivu spektralnich interferenci,
oktapolové kolizni cely s heliem jako koliznim plynem a pro stanoveni Pb tato kolizni cela
pouzita nebyla. Nasledujici tabulky shrnuji zakladni nastaveni hmotnostniho spektrometru

s induk¢éné vazanym plazmatem pro stanoveni vybranych prvku (Tab. VI, Tab. VIII).

3.3.2 ICP-0a-TOF-MS

Dale bylo ke stanoveni vybranych prvki ve vzorcich a certifikovanych referen¢nich
materidlech vyuzito pfistroje ICP-0a-TOF-MS vybaveného priletovym analyzatorem
a ortogonalni akceleraci (Optimass 9500). Nasledujici tabulka shrnuje zakladni nastaveni
hmotnostniho spektrometru s indukéné vazanym plazmatem pro stanoveni vybranych prvki
(Tab. VII).

Blanker (vychylovaci elektroda) byl nastaven tak, aby vychyloval ionty v rozmezi
10,0 — 42,0 a 78,8 — 81,1 amu. Toto nastaveni blankeru pfispiva k eliminaci interferujicich
iontti pochazejicich z plazmového plynu (argonu) a specii, které vznikaji jako adukty argonu
sionty matrice (*C*, N, °0* YOH", ®H,0%, 2N,", N0, 20,", S*, VArt, “ArH",

8Ar," (cit.™).
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Tab. VII Nastaveni pfistroji ICP-MS

ICP-MS Agilent 7700x
Plazmova hlavice
Ptikon generatoru
Vnéjsi plazmovy plyn
Stiedni plazmovy plyn
Nosny plyn

rychlost cerpani

Iontova optika
Extract 1
Extract 2

Méd [No Gas]
Kolizni cela
Cela vstup

Cela vystup

Maodd [He]
Kolizni cela
Cela vstup
Cela vystup
He pratok

Energeticka diskriminace

Sbér dat
Akviziéni mod
Peak Pattern
Repliky méteni

Integracni cas/hmota

1550 W
14,95 I/min
0,9 I/min
1,09 I/min
0,1 rps

ov
-195V

-30 V
-50V

40V

-60 V

4,3 ml/min
5V

Spektrum
1 bod

3

Tab. VIII
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ICP-0a-TOF-MS GBC Optimass 9500

Plazmova hlavice
Ptikon generatoru
Vnéjsi plazmovy plyn
Stredni plazmovy plyn
Nosny plyn

rychlost ¢erpani

Iontova optika
Skimmer
Extrakce

Z1

Y mean

Y deflection

Z lens mean

Z lens deflection
Lens body

Hmotnostni analyzator
Reflektron
Blanker

Detektor

Elektronovy nasobic

Sbér dat
Repliky méteni

Spektralni frekvence

1200 W
10,0 I/min
0,5 I/min
0,8 I/min
10,0 rps

-1250 V
-1 000 V
-900 V
-150 V
ov
-1290V
ov
-190 V

650 V
150 vV

2450V

33 kHz



Tab. VIII Integracni ¢as/hmota a métici mod pro jednotlivé izotopy

izotop integracni Cas (s) méfici mod
i 0,1 [He]
v 01 [He]
>Cr 0,3 [He]
SMn 0,1 [He]
Co 0,3 [He]
ONi 0,3 [He]
“%®pp 0,3 [No Gas]

3.4. Statistické vyhodnoceni

K vyhodnoceni naméfenych dat byl vyuzit program Microsoft Excel a programu
EffiValidation 3.0 (Effichem, Ceska Republika) uréeny pro validaci analytickych metod.
Program Effivalidation byl pouzit pro posouzeni nasledujicich valida¢nich parametri:

pravdivost, preciznost, mez detekce a mez stanovitelnosti.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni vybranych kovi

Vybrané kovy (Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni a Pb) byly stanoveny s vyuzitim obou pfistroju
ICP-MS, podminky méfeni jsou uvedeny v experimentalni ¢asti (kap. 3.3.1 a 3.3.2). Vzorky
byly méfeny nejprve na piistroji ORS-ICP-MS a pfed méfenim na ICP-0a-TOF-MS byly
vzorky natfedény tak, aby koncentrace kovil nepfesahovala 100 ug/l (zvySovani zivotnosti
detektoru, doporucena detekce maximalné 1 000 000 cps). Ke kvantifikaci byla vyuzita
metoda kalibra¢ni ktivky s vyuzitim kalibracni sady sestavajici se z5 kalibra¢nich bodu
vrozmezi 0,1 — 300 pg/l pro ORS-ICP-MS a 0,01 — 100 pg/l pro ICP-0a-TOF-MS.
Na obrazcich (Obr. 14, Obr. 15) jsou vyobrazeny kalibra¢ni kiivky pro vanad a kobalt
naméfené na obou piistrojich ICP-MS. Oba méfené prvky byly u obou instrumentalnich
technik vztazeny na interni standard **°In. Pro piehledné zndzornéni viech kalibracnich bodi
jsou kalibraéni kiivky uvedeny po piedchozim zlogaritmovani obou os.

Pfi méteni na ICP-MS byly analyzované kovy pomoci softwaru vztaZeny na interni
standard, prostfednictvim kterého byly eliminovany nespektralni interference. Pii méfeni na
ORS-ICP-MS byl roztok interniho standard kontinualné piivadén peristaltickou pumpou po
celou doby méfeni spolu s kalibraénimi standardy, slepymi pokusy, vzorky a certifikovanymi
referencnimi materidly ke zmlZeni a nasledné ionizaci v indukén€ vazaném plazmatu. Pred
meétfenim na ICP-0a-TOF-MS byl interni standard pfidavan pfimo k roztokim kalibracnich
standardt, slepych pokusti, natedénych vzorki a certifikovanych referencnich materialt. Pii
méfeni na ICP-0a-TOF-MS byly vSechny analyzované kovy vztaZzeny na interni standard
™In. U pristroje ORS-ICP-MS byly kovy Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni vztaZeny na interni standard
"®In a Pb na IS **Bi.
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4.2 Verifikace a porovnani metod

4.2.1 Pravdivost

Pravdivost definujeme jako tésnost shody aritmetického priméru ziskaného z vétsiho
po&tu méfeni s hodnotou referenéni (skuteénou)®. Pravdivost metody byla vypoltena na
zaklad¢ dat ziskanych ze Sestice nezavislych méteni rozlozeného certifikovaného referenéniho
materialu tkan¢ humra Non defatted lobster hepatopancreas reference material for trace metals
LUTS-1 (Tab. IX, Tab. X). Pravdivost byla vypoétena pomoci softwaru EffiValidation 3.0.
Certifikované hodnoty jsou uvedeny ve tvaru X + U, kde U reprezentuje rozsifenou nejistotu
S koeficientem rozSiteni k = 2 (95 % hladina spolehlivosti). Prilozeny certifikat
certifikovaného referen¢niho materidlu tkdn€¢ humra (LUTS-1) neposkytuje certifikované

hodnoty pro titan a vanad.

Tab. IX Pravdivost (ORS-ICP-MS)

Nameéfena hodnota Certifikovana hodnota
Izotop — — Vytéznost (%)
X (mg/kg) X +U (mg/kg)
AT 0,132 - -
Sy 0,196 - -
>Cr 0,092 0,079 + 0,012 116,2
>Mn 1,228 1,20+ 0,13 102,3
*Co 0,055 0,051 £ 0,006 107,8
N 0,204 0,200 + 0,034 101,9
2%pp 0,011 0,010 + 0,002 103,3
Tab. X Pravdivost (ICP-oa-TOF-MS)
Naméfena hodnota Certifikovana hodnota
Izotop — — Vytéznost (%)
X (mg/kg) X £U (mg/kg)
BTi 0,982 - -
Sy 0,259 - -
*Cr 0,347 0,079 % 0,012 439,2
>>Mn 1,196 1,20+ 0,13 99,7
*Co 0,050 0,051 % 0,006 97,4
N 0,197 0,200 + 0,034 98,7
2%pp 0,009 0,010 + 0,002 90,0
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4.2.2 Preciznost

Preciznost definujeme jako té€snost shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky
zkousek za specifikovanych podminek®. Preciznost za podminek opakovatelnosti se
vyjadiuje jako smérodatnd odchylka s nebo v % jako relativni smérodatnd odchylka RSD.
Preciznost metody byla vypoctena na zaklad¢ dat ziskanych ze Sestice nezavislych méfeni
rozlozeného certifikovaného referenéniho materialu tkané humra Non defatted lobster
hepatopancreas reference material for trace metals LUTS-1. Hodnoty preciznosti jsou
vyjadieny v % jako RSD a jsou uvedeny Vv tabulce (Tab. XI). Preciznost byla vypoctena

pomoci softwaru EffiValidation 3.0.

Tab. XI Preciznost

Izotop ORS-ICP-MS ICP-0a-TOF-MS
RSD (%) RSD (%)

i 3,7 -

i - 34

51V 3,9 2’7

e 3,6 83

55|\/|n 0,7 1’3

%Co 3.9 o

0N 65 17

208Pb 911 9’1

- nemefeno

4.2.3 Kalibrac¢ni krivka

Kalibraéni ktivka je chdpana jako zavislost mezi dvéma proménnymi (analytickym
signdlem a koncentraci analytu). Tésnost vzijemného proloZeni je charakterizovana
korelacnim koeficientem R. Linearita byla prokdzana na zakladé¢ hodnot korela¢nich
koeficientl a pfislusnych rovnic kalibra¢ni kiivky (Obr. 14, Obr. 15). Parametry kalibra¢ni
kiivky byly stanoveny z kalibra¢nich roztokd pomoci softwaru MassHunter Workstation
a Optimass 9500 Ver 2.12 (Tab. XII). Hodnoty korelac¢nich koeficientti byly zaokrouhleny na

4 desetinna mista.
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Tab. X1l Parametry kalibra¢ni kiivky

Izotop ORS-ICP-MS ICP-0a-TOF-MS
Korelacni koeficient R | Korela¢ni koeficient R
T 1,0000 -
T - 0,9999
v 1,0000 10000
>*Cr 0,9999 10000
**Mn 1,0000 10000
>Co 1,0000 10000
*Ni 1,0000 0,9999
“®Pb 1,0000 10000
- neméreno

4.2.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD — Limit of Detection) definujeme jako naméfenou hodnotu veli¢iny
ziskanou danym postupem méieni, pro kterou je pravdépodobnost nepravdivého tvrzeni o
nepfitomnosti slozky v materidlu B, pficemz pravdépodobnost nepravdivého tvrzeni o jeji
piitomnosti je a (o, p = 0,05)*!. Mez detekce je rovna koncentraci, kterd poskytne signal
rovny trojnasobku smérodatné odchylky pro primér nulového signalu slepého pokusu.

Mez stanovitelnosti (LOQ — Limit of Quantification) definujeme jako nejmensi
mnozstvi, jenZ miize byt stanoveno s piijatelnym stupném pravdivosti a preciznosti. Vypocte
se jako desetinasobek smérodatné odchylky pro primér nulového signalu slepého pokusu.

Meze detekce a meze stanovitelnosti byly vypocteny na zakladé dat ziskanych
z méfeni deseti slepych pokust pripravovanych spolu s redlnymi vzorky, které byly nasbirany
v obdobi od 5.6.2012 do 5.10.2012. Meze detekce a meze stanovitelnosti byly stanoveny
pomoci softwaru EffiValidation 3.0.

Dale byly vypoctené LOD a LOQ piepocteny na navazku 0,2 g a fedéni do 10 ml
odmérnych banék (Tab. XIII, Tab. XIV).
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Tab. X111l Meze detekce a mez stanovitelnosti ORS-ICP-MS

1zotop LOD (ug/) LOD (pg/g)* LOQ (ng/) LOQ (ng/g)*
T 0,299 0,015 0,995 0,050
>y 0,031 0,002 0,102 0,005
>2Cr 0,144 0,007 0,482 0,024
>>Mn 0,247 0,012 0,825 0,042
*Co 0,039 0,002 0,129 0,006
ONi 0,256 0,012 0,855 0,043
2%pp 0,067 0,003 0,224 0,011
*hodnoty LOD a LOQ ptepoctené na navazku a fedéni
Tab. XIV Meze detekce a mez stanovitelnosti ICP-0a-TOF-MS
1zotop LOD (ng/) LOD (pg/g)* LOQ (ng/) LOQ (ng/g)*
BT 0,550 0,028 1,834 0,092
>y 0,029 0,001 0,095 0,005
>Cr 0,187 0,009 0,624 0,031
>Mn 0,206 0,010 0,687 0,034
*Co 0,033 0,002 0,113 0,006
*ONj 0,330 0,016 1,099 0,055
2%pp 0,053 0,003 0,177 0,009

*hodnoty LOD a LOQ ptepoctené na navazku a fedéni

4.2.5 Nejistota méreni

Nejistotu méfeni definujeme jako nezaporny parametr charakterizujici rozptyleni hodnot
veli¢iny pfifazenych k méfené veli¢ing na zakladé pouzité informace®. Hodnota vysledku
spole¢né s nejistotou méfeni se nejéastéji uvadi ve tvaru X+ U, kde U reprezentuje
rozsitenou nejistotu s koeficientem rozsireni k = 2 (95 % hladina spolehlivosti). Hodnoty
nejistot pro jednotlivé prvky byly vypocteny podle nasledujicich rovnic (7,8) a jsou uvedeny
v tabulkach (Tab. XV, Tab. XVI). Odhad dil¢ich parametru (b, ¢, d) kombinované nejistoty
pro jednotlivé prvky byl stanoven kvalifikovanym odhadem v souladu s dokumentem

EA —4/16: Vyjadfovani nejistot v kvantitativnim zkougeni*?.
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U, = va? 4+ b% + c? + d? (7)
U= u.k (8)

Uc — kombinovana nejistota, a — preciznost za podminek opakovatelnosti, b — pfispévek
pfistroje a obsluhy, ¢ — fedéni a dalsi vlivy, d — vliv matrice, U — rozsifena nejistota,

k — koeficient rozsiteni (pro 95 % interval spolehlivosti k = 2).

Tab. XV Nejistoty méfeni ORS-ICP-MS

lzotop | Hladina Nejistota
(mg/kg) | a(%) b (%) ¢ (%) d (%) u (%) U (%)
AT 0,X 3,7 3 1 3 5,7 11,4
Y 0,X 3,9 3 1 2 5,4 10,8
>Cr 0,0X 3,6 3 1 3 5,6 11,2
>Mn X,0 0,7 2 1 5 5,5 11,0
*Co 0,0X 3,9 3 1 2 5,4 10,8
ONj 0,X 6,5 3 1 1 7,3 14,6
“%Pb 0,0X 9,1 3 1 1 9,7 19,4

a — preciznost za podminek opakovatelnosti, b — pfispévek piistroje a obsluhy, ¢ — fedéni a dalsi vlivy,

d — vliv matrice, u;— kombinovana nejistota, U — rozsifena nejistota

Tab. XVI Nejistoty méfeni ICP-0a-TOF-MS

lzotop | Hladina Nejistota
(mg/kg) | a(%) b (%) ¢ (%) d (%) u (%) U (%)
BT X 34 3 1 4 6,1 12,2
Y 0,X 2,7 3 1 3 5,1 10,2
>Cr 0,0X 8,3 3 1 3 9,4 18,8
>Mn X,0 1,3 2 1 5 5,6 11,2
*Co 0,0X 34 3 1 2 5,0 10,0
*ONj 0,X 1,7 3 1 1 3,7 7,4
“%pp 0,0X 9,1 3 1 1 9,7 19,4

a — preciznost za podminek opakovatelnosti, b — ptispévek pfistroje a obsluhy, ¢ — fedéni a dalsi vlivy,

d — vliv matrice, u.— kombinovana nejistota, U — rozsifena nejistota
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4.3 Vyhodnoceni vysledki

V experimentalni ¢asti bylo analyzovano 7 vybranych kovu (Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni
a Pb) svyuzitim dvou pfistroju ICP-MS a to ORS-ICP-MS 7700x od firmy Agilent
a ICP-0a-TOF-MS Optimass 9500 od firmy GBC. Vybrané kovy byly méfeny ve vzorcich
tkani, které¢ byly odebirany pfi reviznich operacich pacientim Ortopedické klinice Fakultni
nemocnice v Olomouci.

Pfi kvantitativnim stanovenim prvkl v komplexnich matricich (napft. klinické vzorky)
je nutné eliminovat mozné spektralni interference, které mohou vyrazné ovlivnit hodnoty
naméfenych koncentraci piisluSnych prvki. Spektralni interference muzeme eliminovat
zejména vhodnou volbou izotopu meéfeného prvku, jenz je co nejméné zatizen jak
izobarickymi tak polyatomickymi interferencemi. K eliminaci polyatomickych interferenci
byla u ptistroje ORS-ICP-MS vyuzita kolizni cela s heliem jako koliznim plynem. Cela byla
vyuzita pro kvantitativni stanoveni Ti, V, Cr, Mn, Co a Ni. K eliminaci polyatomickych
interferenci se u ICP-0a-TOF-MS nejcastéji vyuziva matematickych korekénich rovnic.
Podrobné studium moznych interferenci u ptislusnych kova a jejich eliminace s vyuzitim
matematickych korekénich rovnic nebylo v ramci této diplomové prace studovano. MozZnosti
korekce polyatomickych interferenci pfi méfeni komplikovanych vzorkd pomoci techniky
ICP-0a-TOF-MS budou zdjmem dalSich experimentalnich méfeni.

Ke stanoveni titanu byl pii m&feni pomoci ORS-ICP-MS vybréan izotop *'Ti (relativni
zastoupeni 7,32 %), protoze u nejvice zastoupeného izotopu BTj (relativni zastoupeni
73,98 %) nedochazelo pii pouziti kolizni cely K eliminaci vSech spektralnich interferenci. Ke
stanoveni titanu pomoci ICP-0a-TOF-MS byl vybran izotop “®Ti, jelikoz izotop *'Ti
poskytoval az 10 ndsobné¢ vyS$s$i hodnoty koncentraci. Interferujici specie jsou nejcastéji
adukty siry, dusiku a kysliku (?S™N'H", 32s°N* 3sUN*, #25160* 3gN* BSN* | )E,

Ke stanoveni vanadu byl u obou metod vybran izotop >V (relativni zastoupeni
99,76 %). K eliminaci polyatomickych interferenci byla vyuzita kolizni cela (ORS-ICP-MS).
Stanoven interferuji adukty chloru, siry a kysliku (**S*®0'H*, *CI**0*, 3s'%0",...)*.

Ke stanoveni chromu byl vybran izotop 2Cr (relativni zastoupeni 83,76 %). Spektralni
interference byly potlageny pouzitim kolizni cely. lzotop *2Cr je zatizen interferencemi
pochézejicimi z argonu, chloru, uhliku, kysliku, dusiku, siry (°CI*°O*H*, “°Ar'2C*, **Ar°0",
TSN, H5i80*, BT ),
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Ke stanoveni manganu byl vyuzit jeho jediny izotop >*Mn, jehoz stanoveni mohou
interferovat nasledujici polyatomické interference (Ar*N'H*, ¥*k0*, cI*®0*,
OArPNT,. .)33. Tyto interference byly pii méfeni na ORS-ICP-MS potlaceny pomoci kolizni
cely.

Kobalt byl stanoven s vyuzitim jeho jediného izotopu >°Co, ktery miiZe byt zatiZen
nasledujicimi interferencemi (**Ca’®0*, **Ca'®O'H*, *Mg®Cl*, *Ar®Na*, “Ar®0'H")®.
Stanoveni kobaltu bylo témito interferencemi ovlivnéno minimalné a interference byly pfi
méieni na ORS-ICP-MS potlaceny pomoci kolizni cely.

Ke stanoveni niklu byl vybran izotop ®Ni (relativni zastoupeni 26,16 %), jelikoz
nejvice zastoupeny izotop °Ni (relativni zastoupeni 67,77 %) je zatizen izobarickou
interferenci od izotopu *®Fe (cit.}’). Izotop °°Ni miZe byt zatiZen tEmito interferencemi
(*Ca'®0*, 2Na*’Cl’, *Ca'®0'H")*. Interference byly pfi mé&eni na ORS-ICP-MS potlageny
pomoci kolizni cely.

Ke stanoveni olova byly vybrany tyto izotopy “®°Pb (relativni zastoupeni 24,1 %),

207 208

Pb (relativni zastoupeni 22,1 %) a “Pb (relativni zastoupeni 52,4 %). Vysledna
koncentrace olova byla za pomoci korekéni rovnice zapoétena do hodnoty koncentrace pro
izotop ?®Pb. Stanoveni olova interferuji pouze adukty kysliku s platinou nebo iridiem
(Pt0", NP0t 9%pt®0*) B jelikoz se tyto prvky (kovy) v mefenych mineralizatech

nenachazeji, proto bylo olovo méteno bez vyuziti kolizni cely.

Pomoci techniky ORS-ICP-MS byly analyzovany CRM plné krve Seronom™ Trace
Elements Whole Blood L-2, Seronom™ Trace Elements Whole Blood L-3. Namé&iené
hodnoty koncentraci kovt jsou spolecné s certifikovanymi hodnotami uvedeny v Tab. XVII
(L-2) a Tab. XVIII (L-3). Pravdivost (vytéznost), preciznost (RSD) a nejistota méteni byly
vypocteny na zdékladé¢ dat ziskanych ze Sestice nezavislych méfeni rozloZenych
certifikovanych referenénich materiali. Certifikované hodnoty jsou uvedeny ve tvaru X + U,
kde U reprezentuje rozsifenou nejistotu s koeficientem rozsiteni k = 2 (95 % hladina
spolehlivosti). Z nize uvedenych tabulek je patrno, Zze koncentrace kovi se az na niz$i
hodnotu koncentrace chromu v certiikovaném reerenénim materialu Seronom™ Trace

Elements Whole Blood L-3 shoduji s certifikovanymi hodnotami referen¢niho materialu.
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Tab. XVII Namé&fené vysledky pro Seronom™ Trace Elements Whole Blood L-2

Naméiena Certifikovana RSD Nejistota U
&Y 0
12010D | 1\ sdnota (ug/l) | hodnota (ug/ty | ¥ EE7most (%) (%) (%)
i 19,6 19,5+ 3,1* 100,6 9,3 19,5
>y 5,8 59+0,5 99,0 2,5 7.8
>Cr 12,3 12,4+1,3 99,4 5,5 14,0
>Mn 32,9 32,7+ 1,5 100,7 2,5 12.0
*Co 6,1 6,0 + 0,4 102,5 0,8 6,2
ONj 18,7 18,5+ 1,6 101,1 5,1 12,2
2%pp 342 336+ 18 101,8 1,2 42

* (doporugend hodnota uvedend ve tvaru X =+s)

Tab. XVIII Namé&Fené vysledky pro Seronom™ Trace Elements Whole Blood L-3

Namérena

Certifikovana

s 0 RSD Nejistota U
12010P |y odnota (ug/l) | hodnota (ug/ty | ¥ YiEZn0st (%0) (%) (%)
i 26,3 24 + 4% 109,6 4.9 115
>y 13,1 13,0+ 1,2 100,6 3,7 9,55
>Cr 35,2 37,3+ 1,9 94,3 2,8 10,4
>Mn 48,2 49,7+25 97,0 2,4 12,0
*Co 11,3 11,3+ 1,0 100,0 42 10,3
*ONi 31,1 30,6 = 2,6 101,6 1,6 74
“%pp 648 638 + 22 101,7 1,4 45

* (doporucend hodnota uvedena ve tvaru X + )

Posouzenim verifikacnich parametri pro jednotlivé kovy lze usoudit, ze verifikace
obou metod byla tspé$na. Vysoka hodnota pravdivosti pro chrom (439,2 %) namé&fena na
ptistroji ICP-0a-TOF-MS je ziejmé zpisobena nedokonalou eliminaci spektralnich
interferenci doprovazejicich toto stanoveni. Jak jiz bylo uvedeno podrobné studium moznych
interferenci u pfisluSnych kovi a jejich eliminace s vyuZzitim matematickych korekcnich
rovnic u pristroje ICP-0a-TOF-MS budou naplni dalSich experimentalnich méteni. Volba
vhodného izotopu a pouziti kolizni cely pracujici v héliovém moédu se u pfistroje

ORS-ICP-MS ukazaly jako vhodny a G¢inny nastroj k eliminaci moznych interferenci.
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Dale byly v experimentalni ¢asti analyzovany redlné klinické vzorky tkéani, které byly
odebrany pacientil Ortopedické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc pfi reviznich operacich
kloubni ndhrady. Analyzovano bylo 28 vzorka, které byly pfed vlastnim zpracovanim
oznaceny P1 — P28, aby bylo zabranéno jejich zaméné béhem piipravy nebo pii vlastni
stanovenim kovi. Spolu s redlnymi vzorky byly méfeny i slepé pokusy, které byly od
naméfenych hodnot pro redlné vzorky odecitany. Koncentrace vybranych kovi byly
prepocitany na hmotnost 1 g lyofilizovaného vzorku. Pfepoctené koncentrace kovi byly

zprumérovany a jsou uvedeny v nasledujicich dvou tabulkach (Tab. XIX, Tab. XX).

Tab. XIX Ptepoctené koncentrace vybranych kovi ve vzorcich tkani (ORS-ICP-MS)

Koncentrace kovt (ng/g)
Vzorek T 51/ 52Cy 55NN 5900 60N 208pp,
p1 5,784 £+ 0,254 + 2,685 + ) 5,397 £ Det. 0,029 =
2,134 0,099 0,292 0,358 0,008
P2 3,895 + 0,106 = 4,402 + 0,193 + 8,296 £ 0,219 + 0,068 =
1,851 0,031 0,965 0,048 1,593 0,091 0,014
P3 0,568 0,025 + 1,332 + 0,191+ 0,559 + 0,181 = Det.
0,295 0,019 0,235 0,065 0,071 0,014
P4 062,612611 <DL Det. 06%358; Det. Det. Det.
o 26,704+ | 0.639+ | 45.668= | 1453+ | 109,199+ 0725+ | 0,059+
7,887 0,192 9,153 0,441 34,236 0,077 0,016
o6 15885+ | 0597+ | 64867+ | 1507+ | 121817+ 0335+ | 0,038+
2,512 0,103 4,885 0,184 16,804 0,033 0,022
o7 18515+ | 0,648+ | 116,003+ | 2538+ |206995=| 0.648= | 0067 =
1,867 0,092 4,925 0,049 4,256 0,021 0,016
P8 10,529 + 0,432 + 0,864 + 0,325+ 0,339 + 0,044 + 0,023 +
1,824 0,091 0,164 0,016 0,028 0,002 0,008
P9 1,735 £ <DL 0,197 + 0,244 + 0,038 + 0,207 + 0,031 =
0,045 0,021 0,001 0,012 0,005 0,011
12,725 + 0,442 + 1,359 + 0,115+ 0,432 +
P10 3493 | 0135 | 0545 | 0031 | o049 | ~Pb | <DL
P11 2,591 = 0,121 = 0,541 + 0,115+ 0,009 = 0,049 + Det.
1,987 0,103 0,049 0,038 0,005 0,015
o1 8889+ | o | 0238+ | 0172+ | 0013+ | 0098+ | 0933+
1,686 0,021 0,042 0,012 0,001 0,245
P13 1,738 £ 0,013 £ 5,833 + 0,459 + 6,373 £ 6,769 + 0,048 +
0,732 0,006 2,311 0,023 2,901 3,057 0,019
P14 8,861 + 0,007 £ 3,833+ 0,533 + 3,863 + 4,116 + 0,018 +
1,405 0,004 0,373 0,007 0,696 0,646 0,004
P15 25,092 + 0,011+ 9,489 + 0,424 + 9,416 + 7,159 + 0,169 +
0,428 0,004 3,805 0,008 4,175 2,265 0,022
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ore | 0073= [ 0.008% | 0031= | 0107+ | 0.024% | __ | 0.024=
0020 | 0007 | 0021 | 0022 | 0022 0,015

orr | 0648 | 00195 | 0506= | 0329+ | 0025+ | 2937+ |
0165 | 0011 | 0093 | 0017 | 0002 | 2,602

0.156 + 0047+ | 0,061« 0.138 &

P18 0,091 Det. 0,009 | 0003 Det. 0,015 Det.

1o | 02265 | 0009% | 0094= | 0239= | 0006+ | 0051+ | 0013
0088 | 0008 | 0012 | 0013 | 0001 | 0034 | 0003

0.076 + 0374+ | 0129+ 0.026 +

P20 0,025 Det 0174 | 0037 Det Det 0,008

opr | 1727+ | 0326% | 6432+ | 1282+ | 7222% | 6576+ | 0,078+
0419 | 0003 | 4353 | 0411 | 1543 | 0357 | 0023

vyy | 0616% | 0007+ | 2287+ | 0839+ | 0548+ | 4369+ | 0,052+
0095 | 0001 | 0889 | 0083 | 0104 | 0836 | 0,039

ops | 0097= | Lo | L192= | 0351+ | 0551% | 0213+ | 0026%
0,101 0209 | 0104 | 0078 | 0073 | 0008

oos | 0885% | [ | 0518= | 0264% | 0.533% | 0164+ | 0045+
0,221 0191 | 0005 | 0169 | 0022 | 0,039

ops | 2521% | 0056+ | 48799+ | 1599+ | 108,172%| 0997+ | _
0207 | 0006 | 5162 | 0383 | 7131 | 0144

oos | 5519% | 0164+ | 19809+ | 0,682+ | 56801= | 0531+ | __.
0522 | 0021 | 5867 | 0155 | 28238 | 0122

op7 | 1331+ | 0.036% | 9781+ | 0285+ | 19393% | 0233+ | __ .
0166 | 0005 | 3028 | 0052 | 6584 | 0066

oog | 03265 | 00295 | 4193= | 0507+ | 0009+ | 1252+ | 0,055+
0057 | 0004 | 1362 | 0401 | 0005 | 0266 | 0008

- nezméteno, < DL — pod mezi detekce, Det. - detekovano

Tab. XX Piepoctené koncentrace vybranych kovi ve vzorcich tkani (ICP-oa-TOF-MS)

Koncentrace kovt (ng/g)

Vzorek 48Ti 51V 52Cr 55Mn 59C0 GONi 208Pb
o1 5943+ | 0464+ | 2352+ _ 4189+ | 0007+ | 0020+
1958 | 0124 | 0299 0167 | 0036 | 0,007
o 6218+ | 0621+ | 4087+ | 0187+ | 6823+ | 0157+ | 0025+
1632 | 0206 | 0858 | 0039 | 1139 | 0049 | 0,007
s 1645+ | 0509+ | 1399+ | 0182+ | 0485+ | 0221+ | __
0237 | 0045 | 0291 | 0069 | 0035 | 0,001
1718+ | 0134+ | 0343= | 0.141+ 0,086
P4 0243 | 0039 | 0209 | 0041 Det. 0015 | <~Pt
oe | 25414+ | 0.672% | 31085+ | 0986+ | 76515+ | 1242+ | 0038+
1516 | 0304 | 3973 | 0385 | 25728 | 0344 | 0,003
be | 18501% | 0611+ | 52,6295 | 1145+ | 7791+ | 1244% | 0016+
5023 | 0121 | 5582 | 0189 | 6957 | 0101 | 0011
p7 18,186 + 0,783 + 94,196 + 1,794 £ | 114,102+ | 1,855+ 0,038 +
0506 | 0201 | 21606 | 0131 | 23289 | 0187 | 0,009
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og | 10643= [ 0432+ | 0798+ | 0277 | 0319= | 0139% | 0013+
0687 | 0036 | 0031 | 0006 | 0061 | 0071 | 0009
oo 4059+ | 0178+ | 0414+ | 0248+ | 0039+ | 0226+ | 0,024+
0715 | 0042 | 0065 | 0007 | 0008 | 0011 | 0009
oro | 22019% | L064% | 3212+ | 0242+ | 1159= | 0073= | __
8284 | 0395 | 1892 | 0072 | 0507 | 0028
opp | 3891 | 0431= | 0706= | 0088+ | 0013% | | 0012=
1747 | 0033 | 0035 | 0031 | 0007 0,011
o, | 103701% | 0023 | 0401+ | 0365+ | 0032 | 0189= | 0,687+
1732 | 0043 | 0087 | 0086 | 0006 | 0041 | 0211
ops | 3515% | 0153= | 5144% | 0399+ | 5587+ | 5866+ | 0,033
0756 | 0019 | 1988 | 0056 | 2581 | 2512 | 0014
oia | 9398% | 0329+ | 3008+ | 0282+ | 3335+ | 4222+ | 0,057%
1567 | 0078 | 0136 | 0045 | 0567 | 0717 | 0028
ops | 23700% | 0361+ | 7702+ | 0332+ | 852 | 1L122% | 0192=
0345 | 0116 | 3247 | 0086 | 3868 | 4804 | 0022
ore | 2053% | 0297= | 0424 | 0113+ | 0025+ | 0121% | __
0461 | 0028 | 0099 | 0033 | 0017 | 0078
oy | 2539= | 0318+ | 0686+ | 0371+ | 0032= | 0141= | __.
0208 | 0077 | 0058 | 0205 | 0001 | 0,008
1228+ | 0029+ | 0667+ | 0293+
P18 0,699 0,021 0,325 0,279 <DL <DL <DL
org | L1525+ | 0062+ | 0858+ | 0493% | 0039% | 1909+ | __-
0509 | 0021 | 0134 | 0329 | 0024 | 1813
1194+ | 0027+ | 1222+ 0.006 «
P20 0,343 0,019 0,157 Det 0,001 <DL <DL
oor | 9062% | 0751% | SAll+ | 1,054+ | 5534+ | 5613+ | 0045+
1153 | 0087 | 3449 | 025 | 0799 | 1539 | 0,044
opy | 7756 | 0345% | 1392+ | 0313+ | 0562% | 1506% | _o.
3028 | 0026 | 0319 | 0176 | 0231 | 1164
ops | 2553% | 0285+ | 1221+ | 0225+ | 0499+ | 0317+ | __
0095 | 0079 | 0491 | 0104 | 0035 | 0108
ops | B524= | 07195 | 1434= | 0289+ | 0727+ | 1235+ | _
15558 | 0212 | 0083 | 0019 | 0081 | 0371
ops | 6169+ | 0841+ | 49835+ | 1491+ |106222% | LedsE | _ -
0624 | 0125 | 5757 | 0374 | 7769 | 0025
ooe | 104925 | 0963 | 19254+ | 0621+ | 52901+ | 0576= | _o.
1287 | 0021 | 4823 | 0139 | 27426 | 0193
opr | 3057 | 1159 | 98s4x | 0071% | 16632% | 01715 | _
0202 | 0043 | 2488 | 0019 | 5962 | 0074
oog | 3923 | LI63= | 4341= | 0374+ | 0032+ | 1069% | __
0144 | 0468 | 1502 | 0076 | 0007 | 0,243

- nezméteno, < DL — pod mezi detekce, Det. - detekovano
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V néasledujicich tabulkdch jsou uvedena rozmezi koncentraci vybranych kova
Vv slepych pokusech (Tab. XXI) a rozmezi koncentraci vybranych kovi v analyzovanych
tkanich (Tab. XXII).

Tab. XXI Rozmezi koncentraci kovt ve slepych vzorcich

Izotop Rozmezi koncentrace (pg/1)
T 0,026 — 0,563
BTi 0,486 — 1,382
>y <DL -0,037
2Cr 0,014 — 1,168
>Mn 0,093 — 0,653
*Co <DL-0,113
ONij 0,376 — 1,635
2%pp <DL -0,276

< DL — pod mezi detekce

Tab. XXII Rozmezi koncentraci kovi ve vzorcich tkani

Izotop Rozmezi koncentrace (ng/g)
AT 0,044 — 72,067
BT 0,527 — 105,029
>y <DL -1,802
>Cr <DL - 226,314
>Mn <DL - 80,315
*Co <DL - 421,024
N <DL - 621,941
2%pp <DL-1,215

< DL — pod mezi detekce

Hodnoty naméfenych koncentraci kovll v lidskych tkanich znacné zévisi na pouzitém
materidlu kloubni nahrady, dobé od provedené implantace, Spravném usazeni kloubni
nahrady, opotifebeni ale i1 vzdalenosti od implantované endoprotézy. Mezi nejcastéji
pouzivané materialy pro vyrobu kloubnich nahrad patii nerezova ocel, titan, slitiny titanu
a kobaltu s pfimési dalSich kovu, které zlepsuji chemické a mechanické vlastnosti celé slitiny
(Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb, Co-Cr-Ni-Mo,...)?". Z celého souboru vzorkid byly jen dva vzorky
(P4, P19) odebrany pacientim pfi primarni operaci, ostatni vzorky byly odebirany pfii

reviznich operacich kloubnich ndhrad, které byly provedeny za tucelem kontroly nebo
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reimplantace uvolnéné kloubni

nahrady.

V nésledujicich tabulkdch jsou porovnany

koncentra¢ni hladiny uvoliovanych kovt s ohledem na dobu od implantace kloubni nahrady,

typu kloubni ndhrady, pouZzitém materialu a divodu reoperace (Tab. XXIII, Tab. XXIV).

Vzorky s oznaenim P4 a P19 byly pouzity jako kontrolni pacienti pii porovnani

koncentra¢nich hladin uvoliiovanych kovi.

Tab. XXIIl Porovnani koncentraci vybranych vzorku (slitina Co-Cr-Mo-Ni)

Koncentrace kova (ug/g) Délka
Vzorek 51 52 55 59 o | implantace | Kloub Divod *
\Y Cr Mn Co Ni (rok) reoperace
P4 <DL | Det. 0,158 Det. Det. - kol. -
P19 0,009 | 0,094 | 0,239 | 0,006 | 0,051 - - -
P3 0,025 | 1,332 | 0,191 | 0,559 | 0,181 1 kol. 3
P10 0,442 | 1,359 | 0,115 | 0,432 | <DL 13 kol. 2
P8 0432 | 0,864 | 0,325 | 0,339 | 0,044 15 kol. 2

Det. — detekovano, < DL — pod mezi detekce

* 2 - aseptické uvolnéni, 3 — protéza je stabilni, jiny diivod operace

Tab. XXIV Porovnani koncentraci vybranych vzorku (slitina Ti-6Al-4V, Co-Cr-Ni-Mo)

Koncentrace kova (ug/g) Délka .
Vzorek | 4. 51 52 59 con.. | Implantace | Kloub Duvod *
Ti \Y/ Cr Co Ni (rok) reoperace
P4 0,246 | <DL Det. Det. Det. - kol. -
P19 0,226 | 0,009 | 0,094 0,006 | 0,051 - - -
P25 2,521 | 0,056 | 48,799 | 108,172 | 0,997 7 ky¢. 3
P17 0,648 | 0,019 | 0,506 0,025 | 2,937 15 ky¢ 3
P2 3,895 | 0,106 | 4,402 8,296 | 0,219 15 ky¢. 3
P7 18,515 | 0,648 | 116,003 | 206,995 | 0,648 17 ky¢. 2

Det. — detekovano, < DL — pod mezi detekce

* 2 - aseptické uvolnéni, 3 — protéza je stabilni, jiny diivod operace

V dalsich tabulkach jsou porovnany koncentra¢ni hladiny kovl v tkani u pacienta

s implantovanou kloubni nahradou ze slitiny Ti-6Al-4V, Co-Cr-Ni-Mo (délka implantace

7 rokd, divod reoperace - protéza je stabilni, jiny divod operace) s ohledem na vzdalenost od

voperované kloubni nahrady (Tab. XXV) a také porovnani koncentraci uvoliiovanych kovl

Vv kloubnim vypotku a tkani obklopujici kloubni nahradu (Tab. XXVI), hodnoty koncentraci
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vybranych kovl Vv kloubnich vypotcich byly ptevzaty z diplomové prace Mgr. Martina
Kuby*.

Tab. XXV Porovnani koncentraci kovti s ohledem na vzdalenost od kloubni nahrady

Koncentrace kovu (ng/g) Vzdalenost
VZOI’ek 47— 51 52 55 59 60n 1+ od kloubni KIOUb
Ti Vv Cr Mn Co Ni nahrady*
P25 2,521 | 0,056 | 48,799 | 1,599 |108,172 | 0,997 1 ky¢.
P26 5519 | 0,164 | 19,809 | 0,682 56,801 | 0,531 2 ky¢.
p27 1,331 | 0,036 | 9,781 | 0,285 19,393 | 0,233 3 ky¢.

* Se vzrlstajicim Cislem roste vzdalenost odebrané tkan€ od kloubni nadhrady

Tab. XXVI Porovnani koncentraci kovi v kloubnich vypotcich a tkanich

Oznadeni Koncentrace kovu (ug/g)*

laboratoie 47-|-i 52Cf 59C0 GONi 208Pb

P2 | A7 | 3,895 | 0,014 | 4,402 | 0,0008 | 8,296 | 0,0006 | 0,219 | 0,001 | 0,068 | 0,005
P3 | A18 | 0,568 | 0,027 | 1,332 0,003 0,559 0,004 | 0,181 | <DL | Det. | <DL
P4 | A10 | 0,246 | 0,009 Det. 0,0001 Det. 0,0001 | Det. | 0,002 | Det. | 0,0002
P7 | A8 | 18,515 0,239 | 116,003 | 0,046 | 206,995 | 0,054 | 0,648 | 0,008 | 0,067 | 0,002

P8 | A5 | 10,529 |0,032 | 0,864 | 0,006 0,339 0,003 | 0,044 | <DL | 0,023 | 0,0004
*prvni sloupec daného kovu = tkan, druhy sloupec = vypotek, Det. — detekovano, < DL — pod mezi detekce

Z vyse uvedenych porovnani lze vyvodit zavér, Ze koncentrace uvoliiovanych kovil
siln¢ zavisi na materialu kloubni ndhrady, nahrazovaném kloubu, opottebeni kloubni ndhrady,

dob¢ od provedené implantace ale i vzdalenosti od implantované kloubni nahrady.
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5. ZAVER

V teoretické casti této diplomové prace byla podrobnéji popséna instrumentace
ICP-MS, interference s moznostmi jejich eliminace a dale byly diskutovany moznosti
stanoveni kovi v riznych klinickych materialech (mo¢, krevni sérum, krev, vlasy ale i krev
a ruzné organy krys) pomoci metody ICP-MS.

Cilem experimentalni ¢asti bylo vyvinuti a verifikace dvou metod pro stanoveni
vybranych kova (Ti, V, Cr, Mn, Co, Ni, Pb) v klinickych materidlech s vyuzitim pfistroja
ICP-MS. Vybrané piistroje byly ORS-ICP-MS (7700x, Agilent) vybaveny kvadrupdlovym
analyzatorem a oktapolovou kolizni celou a dale ICP-0a-TOF-MS (Optimass 9500, GBC)
vybaveny pruletovym analyzatorm a ortogonalni akceleraci. K optimalizaci a verifikaci obou
metod byl pouzit certifikovany referen¢ni material tkdn€ humra a pIné krve. Redlné vzorky
tkani byly pfed vlastnim rozkladem suSeny V lyofilizatoru. K rozkladu lyofilizovanych vzork
tkani a certifikovanych referencnich materidld byl vyuzit mikrovinny systém Milestone
s vyuzitim rozkladné smési slozené s kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku.

Soucasti verifikace obou metod bylo vypocteni pravdivosti, preciznosti, linearity,
meze detekce, meze stanovitelnosti a nejistoty méteni pro v§echny analyzované kovy.

V ramci experimentdlni ¢asti byly obé verifikované metody pouzity ke stanoveni
koncentraci vybranych kovi ve 28 vzorcich tkani, které byly odebirany pifi reviznich
operacich pacientim Ortopedické kliniky Fakultni nemocnice v Olomouci. Analyzou
vybranych kovli ve vzorcich tkani bylo zji§téno, Ze koncentrace uvolfiovanych kovi silné
zavisi na materidlu pouzité kloubni nihrady, dobé od provedené implantace, opotiebeni
kloubni nahrady ale i na vzdalenosti, ve které se nachazi od implantované kloubni nahrady.

Na zavér lze fici, Ze cile kladené na tuto praci byly splnény. Byla vypracovana literarni
reSerSe a provedena verifikace metod, ktera zahrnovala nasledujici parametry: pravdivost,
preciznost, kalibra¢ni ktivka, mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ) a nejistota
méfeni. Ob¢ verifikované metody byly pouzity k analyze vybranych kovil v redlnych

klinickych vzorcich tkani obklopujici implantovanou kloubni ndhradu.

64



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

. LITERATURA

Sarmiento-Gonzalez A., Encinar J. R., Marchante-Gayon J. M, Sanz-Medel A.: Anal.
Bioanal. Chem. 393, 335-343 (2009).

Rubio J. C., Garcia-Alonso M. C., Alonso C., Alobera M. A., Clemente C., Munuera L.,
Escudero M. L.: J Mater Sci: Mater Med 19, 369-375 (2008).

Case C. P., Ellis L., Turner J. C., Fairman B.: Clin. Chem. 47, 275-280 (2001).

Kretzer J. P., Krachler M., Reinders J., Jakubowitz E., Thomsen M., Heise C.: Tribol
Lett. 37, 23-29 (2010).

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

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

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

Kanicky V.: Zavddeéni vzorku do plazmatu. In: 5. kurz ICP spektrometrie, Ed. Vitézslav
Otruba — Spektroskopicka spole¢nost Jana Marka Marci, Brno 2009.
http://www.vscht.cz/anl/josef/LabAtom/Navod_ICP-MS 2010.pdf, stazeno 30.9.2012.
Cernohorsky T., Jandera P.: Atomovd spektroskopie. Univerzita Pardubice, Pardubice
1997.

Kanicky V.: Fyzikalni zdklady ICP. In: 5. kurz ICP spektrometrie, Ed. Vitézslav Otruba —
Spektroskopicka spolecnost Jana Marka Marci, Brno 2009.

Kanicky V.: Analytické viastnosti ICP-MS. In: 5. kurz ICP spektrometrie, Ed. Vitézslav
Otruba — Spektroskopicka spole¢nost Jana Marka Marci, Brno 20009.

Otruba V.: Hmotnostni spektrometrie s indukcné vdazanym plazmatem. In: 5. kurz ICP
spektrometrie, Ed. Vitézslav Otruba — Spektroskopicka spole¢nost Jana Marka Marci,
Brno 2009.

Hoffmann E., Stroobant V.: Mass spectrometry: principles and applications 2nd Ed..
John Wiley & Sons, Chichester 2002.

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

Rehkdmper M., Schonbichler M., Stirling C. H.: Geostandard. Newslett. 25, 23-40
(2001).

65



17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

24.
25.

26.

217.

28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

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

Machat J.: Kolizné-reakcni cela pro eliminaci spektralnich interferenci v ICP-MS. In: 5.
kurz ICP spektrometrie, Ed. Vitézslav Otruba — Spektroskopicka spole¢nost Jana Marka
Marci, Brno 2009.

Husakova L., Urbanova L, Audrlickd-Vavrugova L., Sramkova J., Cernohorsk}'l T.,
Bednatikova M., Pilafova L.: Microchim. Acta 173, 173-181 (2011).

Krakovska E., Kuss H.- M.: Rozklady v analytickej chémii. VIENELA Kosice, KoSice
2001.

Rodushkin I., Odman F., Branth S.: Fresenius' J. Anal. Chem. 364, 338-346 (1999).
Alimonti A., Petrucci F., Santucci B., Cristaudo A., Caroli S.: Anal. Chim. Acta 306, 35-
41 (1995).

D’Ilio S., Violante N., Di Gregorio M., Senofonte O., Petrucci F.: Anal. Chim. Acta 579,
202-208 (2006).

Hailer N. P., Blaheta R. A., Dahlstrand H., Stark A.: Acta Orthopaedica 82, 6-12 (2011).
Sarmiento-Gonzalez A., Marchante-Gayon J. M., Tejerina-Lobo J. M., Paz-Jiménez J.,
Sanz-Medel A.: Anal. Bioanal. Chem. 391, 2583-2589 (2008).

lavicoli 1., Falcone G., Alessandrelli M., Cresti R., De Santis V., Salvatori S., Alimonti
A., Carelli G.: J. Trace Elem. Med. Bio. 20, 25-31 (2006).

Sarmiento-Gonzalez A., Marchante-Gayon J. M, Tejerina-Lobo J. M., Paz-Jimenez J.,
Sanz-Medel A.: Anal. Bioanal. Chem. 382, 1001-1009 (2005).

LiuF.C.,QinJ., WuH.S.,,Wu Y.L, ZhuY.L.:J. Surg. 81, 436-439 (2011).

Willie S., Mester Z., Sturgeon R. E.: J. Anal. At. Spectrom. 20, 1358-1364 (2005).

Plzék Z., Milde D.: Chem. Listy 106, 41-44 (2012).
http://www.eurachem.org/index.php/publications/guides, stazeno 18.4.2013
http://www.cia.cz/files/01_08-P010%20EA%2004_16_20061023.pdf, stazeno 20.3.2013.
May T. W., Wiedermeyer R. H.: At. Spectrosc. 19, 150-155 (1998).

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

materidlech. Diplomova prace, Univerzita Palackého, Olomouc 2012.

66


http://www.cia.cz/files/01_08-P010%20EA%2004_16_20061023.pdf

7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAS
CPS
CRM
CZE
DCP
DRC
GC

HG-ICP-MS

HPLC

ICP

ICP-MS
ICP-0a-TOF-MS
ICP-OES

ITP

KED

MIP

LOD

LOQ
ORS-ICP-MS
SF

TOF

Atomova absorp¢ni spektrometrie

Pocet iont(, které dopadly na detektor za 1 sekundu (counts per second)
Certifikovany referen¢ni material

Kapiléarni zénova elektroforéza

Stejnosmérné vazané plazma

Dynamicka reakéni cela

Plynova chromatografie

Generovani tékavych hydridli ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
s indukéné vdzanym plazmatem

Vysoce uc¢innd kapalinovéa chromatografie

Indukéné vazané plazma

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

ICP-MS ve spojeni s pruletovym analyzatorem a ortogonalni akceleraci
Opticka emisni spektrometrie s buzenim v induk¢éné vazaném plazmatu
Izotachoforéza

Diskriminace podle kinetické energie

Mikrovinn¢ indukované plazma

Mez detekce (Limit of Detection)

Mez stanovitelnosti (Limit of Quantification)

ICP-MS ve spojeni s oktapdlovym reakénim systémem

Sektorovy analyzator

Priletovy analyzator
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