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1. Uvod

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plaz-
matem (ICP-MS) patii v soucasnosti mezi velice dynamic-
ky se rozvijejici metody prvkové analyzy. Svéd¢i o tom
i situace v Ceské republice. Zatimco jestd v neddvné dob&
byla tato metoda provozovdna pouze jedinou laboratofi,
metody ICP-MS patii zejména vysoka citlivost, Siroky
linearni dynamicky rozsah a moznost viceprvkového sta-
noveni. Dalsi pfednosti je i moznost méfeni izotopovych
pomérli. VSech téchto pfednosti se vyuziva i pii analyze
télnich tekutin, zejména krve, plazmy a krevniho séra, a to
zejména proto, ze metoda ICP-MS dovoluje v fadé pripadi
praci s pouze nafedénymi a nerozloZzenymi vzorky. O stavu
vyuziti ICP-MS pfi analyze krve a krevnich derivat po-
dava prehled literarni reSerSe provedend v Analytical Ab-
stract za obdobi 1/80-1X/96. V tabulce I jsou uvedeny pocty
praci zabyvajici se touto problematikou. Je z ni patrné, Ze
krve. Diivodemje zfejmé jednodussi manipulace s plazmou
a sérem; obé tekutiny jsou oproti pIné krvi ménég vizkézni,
navic odpadaji problémy se srazenim krve. Historicky prv-
ni aplikaci tykajici se vyuziti ICM-MS pfi analyze krevniho
séra je prace Van-Deijcka, Balkeho a Maessena', ve které

byl srovndn vysokotlaky rozklad, nizkoteplotni spalovani
a pfima analyza nafedéného séra pro stanoveni Ca. Jiz v této
prvni praci byla dana prednost pfimé analyze pied roz-
kladem a od té doby byla pfimad analyza aplikovana na
stanoveni desitek riznych prvkii. Plazma nebo sérum byva
fedéno v poméru 1:5 az 1:25 vodou nebo castéji 1 %-ni
HNO;. Podminky pro stanoveni 19-ti prvkii v krevnim séru
jsou popsdny v praci’ a analyza 36-ti prvkli ve stejném
materidlu byla popsana v praci’. Piipady, kdy je nutné
sérum nebo plazmu rozkladat, se tykaji pouze stanoveni As,
Se nebo Sb metodou generovani hydridd nebo izotopové
analyzy téch prvki, jejichz néktery sledovany izotop je
rusen signalem polyatomickych iont vznikajicich z prvka
obsazenych v matrici. V takovych piipadech je analyza
doplnéna zpravidla i o separaci sledovaného prvku od mat-
rice.

Tabulka |
Pocty citaci vénujici se analyze krve a krevnich derivati
metodou ICP-MS

Material Bozklad Prims ||I':l;'_'. Fil
Krev 16 1
Plazmn nebo sérum G 31

Jak vyplyva z tabulky I, analyza plné krve je provadéna
méné Casto. Je to na Skodu véci, protoZe k popisu stavu
pacienta podle zkuSenosti autord je nutno znat obsah kovt
jak v séru nebo plazmé, tak i v plné krvi. Distribuce kovi
mezi dvé slozky krve (plazmu a erytrocyty) je regulovana
a zmény mezi nimi mohou byt obrazem stavu pacienta
a mohou byt i korelovany s riznymi diagnézami®. Pfi ana-
lyze plné krve je také béznéjsi pouziti rozkladu nez pfimé
analyzy, jedna se zejména o rozklad v uzavienych nddob-
kéch, af jiz tlakovy nebo mikrovinny. Podminky pro sta-
noveni 15-ti prvki po rozkladu plné krve byly popsany
napr. v précis. O tom, ze i pfima analyza plné krve metodou
ICP-MS je moznd, svédéi ale napt. prace®. Pro stanoveni
celkového obsahu Pb a zastoupeni jednotlivych izotopti Pb
byla krev nafedéna v poméra 1:10 roztokem obsahujicim
NH3, (NH4),H,EDTA, NH4H,PO, a Triton X-100. Stejny
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postup byl pouzit i pro stanoveni izotopového zastoupeni
Fe’ a dale byl zjednodusen pro stanoveni Pb a Cd na pouhé
fed&ni krve roztokem obsahujicim NH; a Triton X-100 (cit. 8).
Stejné tak Ize ale krev fedit i kyselymi roztoky: pro analyzu
Pb’ byla krev fedéna v poméru 125 az 1:100 tak, Ze
kone¢ny roztok obsahovat 0,1 % Tritonu X-100 a 0,2 %
HNO;. Ve v8ech ptipadech bylo k fedéni krve pouZzito
povrchové aktivni ¢inidlo pro prevenci srazeni krve v trys-
kidch zmlZovace pfistroje ICP-MS, které soucasné zajisti
i rychlé vymyvani.

V posledni studii! Oby lo ukdzano, Ze piim4 analyza krve
metodou ICP-MS je vhodna pro stanoveni Se. Plna krev
byla nafedéna v poméru 1:10 tak, ze kone¢ny roztok obsa-
hoval 0,1 % Tritonu X-100 a 0,2 % HNOj5. Pro potlaceni
interferenci zpiisobenych zejména ionty ArCI*, které rusi
signal mé&teného izotopu 77Se, byly kalibraéni roztoky obo-
haceny o dilezité doprovodné slozky obsazené v lidské
krvi!l;jednalo se zejména o NaCl, KCI, Ca(NO3),, cystein,
FeCl; a KBr. Vysledky analyz byly srovndny s analyzami
provedenymi metodou plamenové AAS s generovanim
hydridd po totdlnim rozkladu krve. Korela¢ni koeficient
mezi témito dvéma postupy dosahl hodnoty 0,96 (n = 11).
Cilem piedlozené studie je moznost rozsifeni této metody
i na stanoveni Cu a Zn v lidské krvi.

2. Experimentdlni Cast
2.1. 0dbér vzorkl a zpracovdni krve

Vzorky krve byly ziskany od dobrovolnych darcti krve
a od pacientii hemodialyza¢niho stiediska. Krev byla ode-
birdna do PE zkumavek pfedem vycisténych louzenim ve
ziedéné HNOj a redestilované vodé a okamZit€ po odbéru
byla stabilizovana ptidavkem heparinu (0,5 ml heparinu na
10 ml krve). Vzorky byly uchovéavany v lednicce pri 4 °C,
pfed vlastni analyzou byly vytemperovidny na laboratorni
teplotu a dikladné protfepany.
2.2. Pfimd analyza krve

Vzorky krve byly upraveny podle nésledujiciho sché-
matu: do 10 ml odmérné barnky se odpipetovalo 1 ml
1 %-niho Tritonu X-100 (Aldrich, Milwaukee, W1, USA),
1 ml krve a pridalo se pfiblizn€¢ 5 ml redestilované vody, po
promichdni se pfidalo 2 ml 1 %-ni HNO5 a 0,2 ml roztoku
In 5 mg.l! (vnitini standard) a roztok byl doplnén po
znacku a promichan. Vznikly roztok je staly alespon dva

dny. Tento stupen fedéni je nezbytny v piipadé, kdy se
zéaroven analyzuje i Se, v opacném piipadé je mozny stupen
fedéni 1:25 (pouziti 25 ml odmérné bariky).

Tfi kalibra¢ni roztoky obsahujici 40, 80 resp. 200 pg.I-!
Cu a soucasn& 200, 400 resp. 1 000 pg.l"! Zn, byly pfi-
praveny ze zasobnich roztokii kovii 1 000 mg.l! (Ana-
Iytika, Praha). Do téchto standardnich roztoki a slepého
pokusu byl pridan téz Triton X-100, roztok vnitiniho stan-
dardu a déle byly tyto roztoky obohaceny v poméru 1+99
roztokem modelujicim doprovodné slozky v krvi. Sloze-
ni tohoto roztoku je nasledujici: 8 g NaCl + 0,4 g KC1 +
0,6 g Ca(NO3),.4H,0 + 6,6 g cystein. HCLH,O + 2,23 g
FeCl;.6H,0 + 0,07 g KBr + H,O do 100 ml.

Vsechny chemikdlie byly ziskdny od firmy Merck
(Darmstadt, SRN), kromé cysteinu, ktery byl ziskdn od
firmy Sigma (St. Louis, MO, USA). Roztok In pro pfipravu
vnitfniho standardu byl ziskdn od firmy Analytika (Praha)
a pouzitd kyselina dusicnd byla Cistoty p.a. (Lachema,
Brno).

2.3. Analyza krve po rozkladu

Vzorky krve byly zpracovany nasledovné: 1 ml krve byl
rozloZzen s 1 ml HNOza 1 ml H,O, v tlakovém rozkladném
zafizeni s fokusovanym mikrovinnym polem BM-1S/II
(Plazmotronika, Wroclaw, Polsko). Postacujici doba roz-
kladu je 10 min. Ciry roztok byl pieveden redestilovanou
vodou do 25 ml odmérné bariky a po pfidani 0,5 ml roztoku
vnitiniho standardu In (5 mg.1"!) se baiika doplnila redes-
tilovanou vodou na objem a promichala. Vyssi stupeni
fedéni byl pouZit proto, Ze v tomto pfipadé roztok neslouzil
k soubéznému stanoveni Se.

Kalibragni roztoky obsahovaly 20, 40 resp. 100 pg.I-!
Cu a soucasné 100, 200resp 500 p1g.1"! Zn a byly pfipraveny
opét ze zdsobnich roztokt kovii 1 000 mg.l" a upraveny
pfiddnim vnitfniho standardu In a HNO; v takovém mnoz-
stvi, aby jejich koncentrace odpovidala vzorkim.

technikou ICP-MS
izotopu k méteni

2.4. Méteni
a vybér

Vsechna méfeni byla provedena na pfistroji Elan 6000
(Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA). Optimalni podmin-
ky méfeni Cu a Zn jsou uvedeny ddle: Ptikon do plaz-
matu 1000 W, trvani ode¢tu signalu (dwell time) 50 ms,
pocet skenli na opakovani (sweeps/replicate) 20, pocet
opakovani 3, celkovy integrani ¢as 3 s, zplisob méfe-
ni odeCet na vrcholu piku (peak hopping), pritok Ar
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zmlzovadem 0,825 l.min~! a rychlost nasavani vzorku
1 ml.min'!. ProtoZe je obtizné hledat &eské ekvivalenty
anglickych termint pouZzivanych pfi praci s piistrojem, jsou
uvedeny i originalni ndzvy pouzitych pfistrojovych para-
metr(.

Mé&d je tvofena dvéma stalymi izotopy: %3Cu (69,1 %)
a 05Cu (30,9 %). Zinek je tvoten péti stalymi izotopy: ®4Zn
(48,9 %), 9Zn (27,8 %), 7Zn 4,1 %), 8Zn(18,6 %)
a79Zn (0,62 %). Pro mé&feni byly vybrany izotopy %°Cu
a 667n, které nejsou matrici krve piili§ ovliviiovany! 12,
Koncentrace doprovodnych sloZzek odpovidajici desetina-
sobné nafedéné krvi vyvold zdanlivou odezvu odpovidajici
pfiblizn¢ koncentraci 4 ug.l'1 jak Cu, tak Zn. Vhodné
sloZeni standardnich roztoki (viz vyS$e) pomiiZe eliminovat
i tento pomérné maly vliv.

3. Diskuse vysledkii

Srovnani obou vySe popsanych metod bylo provedeno
analyzou dvanécti riznych vzorkdl krve. Analyzy prove-
dené obéma metodami byly vyhotoveny vzdy ve dvou
opakovénich. Pro stanoveni obou prvkii byla nejprve vy-
poctena smérodatnd odchylka opakovatelnosti, pro kterou
v pripadé dvou opakovani plati vztahu:

(1)

kde x;; a xjyjsou vysledky obou duplicitnich analyz a n je
pocet vzorki (n 12). Zaroven byl proveden i vypocet
parametru b regresni zavislosti:

[Meps =8 .[Me]g | (2)
kde Me je obsah Cu nebo Zn v ugll'] a indexy PA znaci
piimou analyzu a R analyzu po rozkladu. Regresni zavislost
prochézejici pocatkem byla zvolena proto, ze statistické
testy provedené pro oba kovy ukdzaly, Ze posunuti pfimky
proti pocatku (systematicka chyba metody) neni vyznamné.
Tento posun ¢inil 45 £ 233 mg.l'l pro Cua92 £ 700 mg.l'1
pro Zn. Zaroven byl vypocteny i korela¢ni koeficienty r
mezi obéma postupy. Vysledky statistickych testli jsou
shrnuty v tabulce II a prib&hy obou regresnich zavislosti
jsou ukdzany v obrazcich 1 a 2. Z vysledki testd vyplyva,
7e smérodatnéd odchylka opakovatelnosti s, obou metod je
v piipadé obou stanovovanych prvki srovnatelnd a v pie-

Tabulka IT

Vysledky statistického porovndni obou metod analyzy krve

Veli¢ina

s, pfimd analyza [ug.l‘l]
s rozklad [ug.l“]]

b
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1 204
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Cu /n
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0,991+0,026 1,00140,020
0,965 0,988
[
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Obr. 1. Srovnani obsahii Cu v lidské krvi nalezenych p¥imou
analyzou a analyzou po rozkladu
Cug - obsah Cu [mg.1""], analyza po rozkladu; Cup, - obsah Cu
[mg.I"'], pfim4 analyza
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Obr. 2. Srovnani obsahii Zn v lidské krvi nalezenych p¥imou
analyzou a analyzou po rozkladu
Zng - obsah Zn [mg.I""], analyza po rozkladu; Znp, - obsah Zn
[mg.I'!], pfim4 analyza

poctu na primérny obsah prvku v lidské krvi ¢ini asi dvé
procenta. Koeficienty korelace mezi obéma metodami se
jen malo lisi od jedné a statisticky se od jedné nelisi ani
smérnice regresniho vztahu mezi vysledky obou metod.
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4. ZAavér

Porovnanim bylo ukazano, ze pro stanoveni Cu a Zn
v lidské krvi neni nutné provadét rozklad a vysledky zis-
kané pfimou analyzou jsou v dobré shod¢ s vysledky me-
tody zahrnujici rozklad krve v mikrovinném zafizeni. Tento
postup nejenom velice zjednodusi provedeni analyzy, ale
vyznamn¢ omezi potencialni kontaminace nebo ztraty ana-
lytu, ke kterym kazdy rozklad nepochybné urcitym zpt-
sobem prispiva”. Metoda byla jiz dfive aplikovdna na
stanoveni Se v lidské krvi aje pravdépodobné rozsiritelna
i na dalSi prvky, coZ bude pfedmétem dalsiho zkoumani.
ZkuSenosti autorli s analyzou naznacuji, Ze analyza nafe-
déné krve neni pfiliSnou zatézi pristroje ICP-MS a ze nedo-
chdzi k trvalému znecisfovani ani zmlZovace, ani plaz-
mového hofdku. Tato metoda tpravy vzorku by jisté byla
vhodna i pro analyzu technikou optické emisni spektrosko-
pie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES).
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0. Mestek?, E. Curdova?, R. KoplikP, and T. Zima®
(“Department of Analytical Chemistry, “Department of
Food Chemistry and Analy sis, Institute of Chemical Tech-
nology, Prague, ‘FirstInstitute of MedicalChemistry and
Biochemistry, First Faculty of Medicine, Charles Univer-
sity, Prague): Direct Determination of Cu and Zn in
Whole Human Blood by ICP-MS

The method of the direct determination of Cu and Zn
by ICP-MS in the whole human blood 19 diluted with
Triton X-100 and HNO5 (0.1 % Triton X-100 and 0.2 %
HNOj in the final solution) was compared with the method
based on blood decomposition in a microwave apparatus.
Correlation coefficients between both methods were 0.965
and 0.988 for Cu and Zn, respectively (n = 12). The relative
standard deviation of repeatability was about 2 % for both
methods and metals. The direct analysis without sample
decomposition is recommended.
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