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1. Uvod

Pies zna¢ny pokrok v oblasti modernich multielemen-
tarnich analytickych metod jako jsou napi. metoda neutro-
nové aktivacni analyzy, elektrochemické metody, metoda
emisn{ spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem (ICP
AES) nebo metoda ICP-MS, ktera spojuje vyhody ICP
a hmotnostni spektrometrie, z@istdvd metoda atomové ab-
sorpéni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ETA AS)
stdle jednou z nejuzivanéjSich technik pro prvkovou ana-
Iyzu klinickych materiald. Jeji velkou vyhodou je mala
potieba vzorku, cozZ je dulezité zejména pfi analyzach raa-
loobjemovych vzorki, které jsou v piipadé klinickych ma-
teridld velmi Casté. Dalsimi vyhodami jsou citlivost, speci-
ficnost, relativné vyssi tolerance k obsahu rozpusténych
solf oproti vyse uvedenym metoddm a v neposledni fadé
i relativni cenova dostupnost. Nevyhodou ETAAS je vyssi
Casovd narocnost, mensi rozsah linedrni kalibrace, mensi
dynamicky rozsah a doneddavna i nemoznost simultdnniho

stanoveni vice prvki vedle sebe.

2. Elektrotermicka atomizace pro ucely
analyz biologickych vzorkl

Elektrotermické atomizdtory se v atomové absorpéni
spektrometrii zacaly pouzivat rutinné v sedmdesatych le-
tech. Jejich hlavni ¢4sti je trubice (kyveta), vétSinou grafito-
v4, kterd je elektricky vyhiivand na pozadovanou teplotu
a do které se davkuje vzorek. Pro analyty stanovované v kli-
nickych vzorcich se nejCastéji pouzivd pyrolyticky upra-
vovany grafit, vyznacujici se vysokou chemickou odolnosti
a niz8i porozitou oproti kyvetim z bézného grafitu. Vzhle-
dem k tomu, Ze se analyty v klinickych vzorcich vyskytuji
v ruznych chemickych forméch (anorganicky nebo orga-
nicky vazané), je nutné v ky veté zajistit takové izotermické
podminky, pfi kterych by nedochézelo k postupnému uvol-
fiovani analytu ze slouteniny. Resenim tohoto problému se
jiz v sedmdesétych letech zabyval L’vov!, ktery navrhl
pouziti podlozky (platformy) do kyvety, na kterou byl
vzorek ddvkovéan. Pouziti platformy vede k rovhomérnému
odpafovani vzorku, coz ve vétSiné piipadd zlepSuje pod-
minky atomizace a zarovein snizuje vliv matrice. Navic,
vzhledem k tomu, Ze pouzity material platformy je pyro-
lyticky uhlik, m4 platforma jako atomizaéni podlozka delsi
zivotnost. Pokud jde o usporadani vyhiivani trubic. vétSina
pristrojii ma trubice vyhtivané podélné. Nevyhodou tohoto
zpusobu je skuteCnost, Ze podél trubice vznika teplotni
gradient, a na chladné&jSich koncich miize dochézet k ne-
z4douci kondenzaci analytu. K odstranéni tohoto jevu se
v poslednich letech zacaly vyrdbét pfistroje s pricné vy-
hiivanymi trubicemi (THGA) s integrovanou platformou,
u kterych je rozlozeni teploty podél trubice rovnomeérné.
Soucasny stav vyvoje elektrotermickych atomizatori pro
AAS shrnuje préce’.

Jak bylo jiz uvedeno, jednou z nevyhod elektrotermické
atomizace je jeji' relativni ¢asova narocnost pii stanoveni
vice analytd v jednom vzorku, nebof jednotlivé analyty
se méfi postupné. K zefektivnéni prace pfi elektrotermic-
ké atomizaci byly jiz v sedmdesitych letech uvedeny na
trh dvoukanalové spektrometry firem Jarrel Ash a Instru-
mentation Laboratory a v osmdesatych letech pak Ctyi-
kanélovy spektrometr firmy Hitachi. V poslednich letech
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se objevil na trhu Sestikandlovy spektrometr firmy Perkin
Elmer SIMAA 6000, a tim se oteviely Sir§i moznosti si-
multanniho stanoveni vice prvkii pfi jedné atomizaci’. Ten-
to spektrometr je mozné pouzivat jak pro stanoveni jednoho
prvku, tak jako pfistroj pro simultdnni stanoveni az Sesti
prvkid pfi zachované citlivosti metody. Pii tvorbé spo-
le¢ného teplotniho programu je dtlezité kvalifikované po-
soudit kombinace stanovovanych prvki vzhledem K jejich
chovani pri termickém zpracovani vzorku v atomizatoru.
Spolec¢ny teplotni program, sestdvajici z fazi suSeni, ter-
mického rozkladu a vlastni atomizace, je pak nutnym kom-
promisem mezi optimalnimi podminkami teplotnich pro-
gramil pro jednotlivé analyty. Dal$i neméné dilezitou pod-
minkou pii simultdnnim stanoveni je vylouceni moznych
vzdjemnych spektrdlnich interferenci na méfenych vino-
vych délkéch.

V porovnani s plamenovou technikou je ETAAS o dva
az tfi rady citlivéjsi, a to ji pfedurCuje pro stanoveni stopo-
vych a ultrastopovych koncentraci prvki, které se vyskytuji
zejména v krvi a moci. Vzhledem k podstatné vétSimu vlivu
biologické matrice na stanoveni nizkych obsahil analyt(
bezplamenovou technikou (ktery je vyrazny napf. pfi ana-
lyze moci) je pouzivani korekce pozadi nutnosti. Rusivé
vlivy byvaji nejCastéji” zplisobeny piitomnosti nedisocio-
vanych molekul, radikdld a vysokych koncentraci soli,
zejména chloridi, piipadné fosfore¢nanti. Nespecifickou
absorpci zplisobenou rozptylem svétla, kterd se pfi méfeni
pricita k signdlu analytu, je ve velké vétsiné piipadii mozno
korigovat viemi zndmymi systémy korekce pozadi‘. Bézné
pouzivané pristroje byvaji nejCastéji vybaveny korektorem
s deuteriovou vybojkou.. Tento zptisob korekce je ucinny
u analytii, jejichZ rezonan¢ni ¢ary lezi v UV oblasti vIno-
vych délek nizSich nez 350 nm, avSak pii vysokych kon-
centracich soli jiz neni postacujici.. Pro korekci pozadi pfi
vysSich vlnovych délkich jsou nékteré pristroje vybaveny
napf. halogenovou Zzarovkou s wolframovym vldknem.
Dalsi moznost korekce pozadi je vyuziti rozsifeni Cary
zdroje zareni (Smith-Hieftje), avSak tento princip vétSina
soucasnych vyrobcil atomovych absorp¢nich spektrometri
nepouzivd. Vzhledem ke komplikovanosti a vysoké sol-
nosti biologickych matric se velmi ¢asto pouzivd korekce
pozadi na principu Zeemanova jevu (St€peni energetickych
hladin atomu a tedy i.spektralni ¢ary v magnetickém poli),
ktera umoziuje korigovat pozadi az do hodnot absorbance
dvé. V tomto pripadé je vSak nutné znat pribéh kalibraéni
kfivky, kterd pri vysSich hodnotach koncentraci prochazi
maximem (rollover), takZe jedna hodnota absorbance od-
povida dvéma hodnotdam koncentrace. Problémy kompli-
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kovanych matric bohuzel nefesi v celém rozsahu ani Zee-
manova Korekce pozadi, a proto je vzdy nutné pouzivanou
metodu pfedem ovéfit (metodou standardniho pridavku,
porovnavanim vysledkli pro rizné fedény vzorek, ¢i pro-
véfenim platnosti celého postupu za pomoci referen¢niho
materidlu stejného nebo podobného slozeni jako analyzo-
vany vzorek).

3. Pozadavky na odbér a piipravu vzorkl

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, metoda ETAAS se vy-
znacuje vysokou citlivosti a specifi¢nosti. Stanoveni stopo-
vych a ultrastopovych koncentraci prvkii v biologickém
materialu nespociva jen v pouhém pouziti AAS, ale jedna
se o proces, zahrnujici také fize odbéru, skladovani a pii-
pravy vzorkil, které pfedchdazeji vlastnimu méfeni. Vzhle-
dem k nizkym obsahiim vétSiny stanovovanych analytil je
pravé v téchto fazich nejvétsi riziko kontaminace. Chyby,
které vznikaji nespravnou manipulaci se vzorky, byvaji
podstatné veétsi nez chyby, vznikajici pfi méfeni, a proto je
nutné kromé obecnych zasad pfi manipulaci se vzorky
respektovat i dalsi pozadavky s pfihlédnutim k analytu,
ktery je predmétem analyzy. Analyza kazdého typu kli-
nickych vzorkil je provdazena problémy specifickymi pro
danou matrici a nékteré z nich budou déle uvedeny na
konkrétnich prikladech.

Jednim z obecnych problémil stanoveni stopovych prv-
ki v biologickém materidlu je zptisob odbéru vzorkil, za-
jisténi podminek Cistoty laboratori, nadobi, chemikalii,
uschovy vzorki a v neposledni fadé i jejich stabilizace.
Napr. vysledky stanoveni hliniku v klinickych matricich,
kde se tento prvek vyskytuje v nizkych koncentracich,
byvaji v béznych laboratofich nadhodnoceny. Vzhledem
k tomu, Ze hlinik je béZnym kontaminantem v prachu, je pii
jeho stanoveni nutné pracovat v kontrolovanych podmin-
kach. Pri stanoveni Cr, Ni, Mn v krvi je nutné zajistit, aby
odbéry byly provadény odpovidajicimi kanylami nebo
vnitiné posilikovanymi jehlami, kdyje nebezpeci kontami-
nace vzorku odbérovym materidlem sniZzeno na minimum.
Pfi analyzéach klinickych materidld je nutné vzdy zafazovat
slepé pokusy a pokud mozno pouZzivat vhodné dostupné
referencni materialy, UiCastnit se mezilaboratornich porov-
navacich testli a pouZivat regulaéni diagramy’-°. V kazdém
piipad¢ by mél byt analytik pritomen odbéru nebo alespon
byt v uzkém kontaktu s pracovniky, ktefi odbéry provadéji.
Vzhledem k zavaznosti tohoto problému a v navaznosti na
mezinarodni programy sledovani hladin stopovych prvki



v lidské populaci, byly jednotlivé kroky, predchazejici
vlastnimu méfeni, diskutovdny v nékolika studiich. Ze
zavéru téchto studii byla pro odbéry vzorki krve a moce
vypracovéna zprdva, publikovand v roce 1995 (cit.”), je-
jimz ucelem je harmonizace postupti pro odbéry, pifipravu
a analyzu vzorkli a zajisténi kontroly kvality vysledkd.
Diivodem k vypracovani této zprdvy je vytvoreni podminek
pro ziskavani porovnatelnych dat nejen v oblastnim nebo
narodnim, ale i mezindrodnim méfitku. Je zaméfena na
nejcastéji- stanovované stopové prvky v uvedenych matri-
cich, ato Al, As, Cd, Cr, Co, Cu, Pb, Li, Mn, Hg, Ni, Se
a Zn. Jednotlivé odstavce tohoto dokumentu se tykaji his-
torie subjektu, odbéru a uchovavani vzorkd, zpracovani
a méfeni vzorki vCetné zabezpeleni jakosti vysledkl
a zpracovani dat a udavaji typickd rozmezi koncentraci
jednotlivych prvki. Kromé doporuceni pro piipravu vzor-
ki je zde rovnéz uveden piehled dostupnych referencnich
materiald krve a moce, které je moZzno pouZzit pfi vyvoji
a ovéfovani metod a pfi kontrole jejich spravnosti.

V naésledujicich odstavcich budou struéné shrnuta né-
ktera doporudeni pro odbéry krve a moée z dokumentu’,
a déle doporuceni pro odbéry vlast, pievzaté z knihy autorti
Chatta a Katze®.

Odbéry vzorkd pro
vych prvkl v krvi. Vzorky krve se odebiraji vetsi-
nou do komercnich nadobek, které jsou uréeny pro analyzu
stopovych prvkll (napf. Vacutainer Becton Dickinson nebo
Monovette Sarstedt, s pfidavkem antikoagulantu nebo bez
né&j) s pfislusnymi kanylami nebo vnitfné€ posilikovanymi
jehlami. Materidl nddobek je volen podle analytt, které
maji byt stanoveny. Napf. pro stanoveni Al v séru nelze
doporucit sklenéné nadobky, pro stanoveni Cd je nevhodny
plastovy materidl, obsahujici jako zmékcovadlo kadmium
apod. Testovani vyluhovatelnosti piislusnych prvkid z ma-
teridlu nddobky neni jednoduché, nebot krev je sloZitd
matrice, obsahujici rlizné komplexujici ligandy s rozdilnou
afinitou vic¢i koviim. Z tohoto diivodu testovani napf. pou-
hym pouzitim vody nebo ziedéné kyseliny nemusi od-
povidat skute¢nosti. Vhodny test pro ovéfovani nddobek
Ize provést tak, Zze do kontrolované nadobky je odebran
referen¢ni vzorek o zndmé, velmi nizké koncentraci ana-
Iytu, a po dobé€, kterd odpovidd délce pfedpokladaného
uchovavani vzorku, je provedeno méfeni. Jestlize rozdil
mezi certifikovanou a nalezenou hodnotou neni statisticky
vyznamny, muizeme piedpoklddat, Ze proces vzorkovani
a uchovavani vzorkid je pod kontrolou. Bohuzel doposud
neexistujipro vSechny analyty certifikované referenéni ma-
terialy, a proto je tento zpisob testovani limitovdn jen na

stanoveni stopo-
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ur¢ité prvky. Pro kontrolu analytti, které nemaji vhodny
referen¢ni material, je nutné pouzit jiného kontrolniho
vzorku, ktery byl pfed testem vicekrat analyzovdn a vy-
sledky jednotlivych stanoveni se od sebe statisticky ne-
ligily.

Pokud odebirdame vzorky do jinych typdl nadobek, je
nutné tyto nadobky predem ¢&istit. Cisticich postupt je
popsédna fada, nejpouzivangjsi je louZeni nddobek v 10 %
HNOj5 (v/v, p.a.) po dobu 24 hod a ndsledné myti deminera-
lizovanou vodou.

Pouzivéni jehel z nerezové oceli k odbériim neni obecné
vhodné, a pro stanoveni Cr a Ni vzhledem k mozné konta-
minaci z materidlu jehly je nutné pouzit alternativni feSeni
(polypropylénové kanyly, zevnitf posilikované jehly), jak
vyplyvé z tabulky I, pievzaté z prace C. Minoiy®.

Tabulka I
Vliv odbérového materidlu na analyzu stopovych prvki
v pIné krvi’ (koncentrace pg.I!)

ol bt Koncentrace
Prvek Pocet jehla z nere- teflonova
vzorkl zové oceli kanyla
Ag 18 0,291+0,09 0,29+0,06
Al 18 & &
Bi 18 0,45+0,12 0,47+0,13
Cd 18 0,5540,24 0,5740,26
Co 16 0,3840,19 0,39+0,16
Cr 18 5,65+2,13 0,19+0,08
Cu 18 1260+150 1275+166
Hg 15 5,20+1,9 4,90+1,75
Mn 17 8,812,1 8,4129
Ni 17 7,3+0,6 2,310,7
Pb 18 161432 159+37
Se 18 108+19 11018
Zn 18 63451585 62901569

' Pod mezi stanovitelnosti

Pokud je ptiddvano do odbérovych nadobek antikoagu-
laéni ¢inidlo (heparin, EDTA, citrat), je nutné tato ¢inidla
testovat na hodnotu slepého pokusu, nebot vzhledem k je-
jich schopnosti vdzatkovy je nebezpeci vnéjsi kontaminace
vzorkl témito Cinidly velké.

Je-li moZné analyzovat v kratké dobé& po odbéru, ucho-



vavaji se vzorky v ledniCce pfi teploté okolo 4 °C (kratko-
dobé skladovéni, tj. do 3-5 dnti). Pii del$im skladovani je
nutné vzorky umistit do mraznic¢ky (teplota okolo -20 °C)
v uzavienych plastovych nadobkach.

Odbéry vzorkl pro stanoveni stopo-
vych prvkda v mo ¢i. Odbéry vzorkii moéi se pro-
vadgji podle okolnosti bud jednordzové (nejlépe odbéry
ranni moci) nebo po dobu 24 hodin, kde je vSak nebezpeci
kontaminace podstatné vétsi. K odbériim se pouzivaji nej-
Castéji polyethylenové nadobky, pfedem louzené v 10 %
HNO; (v/v, p.a., 24 hod) a myté demineralizovanou vodou.
Piipustnd doba uchovévéni vzorkii zaleZi na stanovovaném
analytu, pfi 4 °C by méla byt co nejkratsi. Studie stability!?
prokézala, Ze pti pokojové teploté vétsina analytti (Co, Cu,
Mn, Se, Zn, Ca, Cr, Cs, K, Na a Rb) nevykazala vyznamny
rozdil po 3 dnech uchovavéani, avsak u As byly nalezeny
15 % ztraty, zpisobené sorpci na sténiach naddobky. Nase
zkuSenosti ukazuji na nebezpeci ztrat Pb a Hg pfi sklado-
véani vzorki pii teploté laboratofe. Pro dlouhodobé ucho-
vavani je nutné opét vzorky skladovat v mrazniCce pfi
teplotach okolo -20 °C.

Odbéry vzorka vlasi Vzhledem k tomu, Ze
u vlasti je velmi nesnadné (v nékterych pripadech pfimo
nemozné) rozlisit exogenni vlivy od endogennich, je velmi
dtlezité pii studiich standardizovat zptisob odbéru i pii-
pravy vzorkli pro analyzu. Napi. vzdilengj$i Casti vlasq,
které jsou déle ovliviiovany vné&j§i kontaminaci, mohou
obsahovat podstatné vysSi obsahy analytii nez vlasy tésné
u hlavy. Protokol, doporucujici proceduru pro odbér a myti
vzorkdl vlastl, je shrnut v monografii’ v sedmé kapitole.
Z tohoto protokolu vyplyvd, Ze vzorky vlasli by se mély
odebirat z tylni oblasti do vzddlenosti asi 5 cm od hlavy
v mnozstvi 0,5-1 g vzorkdl. Odbér vzorki i jejich uchova-
vani (pii pokojové teploté) je nutné provadét tak, aby se co
nejvice zamezilo vnéjsi kontaminaci. Pokud jde o myti
vlasti pted vlastni analyzou, v monografii’ jsou porov-
ndvany riizné myci procedury a je uveden zpiisob myti
vlasti, ktery byl doporu¢en Mezinarodni agenturou pro
atomovou energii a Svétovou zdravotni organizaci. Tento
postup sestava z ndsledného myti vlasti acetonem (Cistoty
p.a.), 3x demineralizovanou vodou a opét acetonem (pii-
blizn¢ vzdy 10-ti minutovd dekantace vlasi danym Ci-
nidlem v takovém objemu, aby vlasy byly vzdy zcela pod
hladinou).

Dalsimi faktory, které je obecné pfi stanoveni stopo-
vych a ultrastopovych koncentraci prvkli nutné vzit v tiva-
hu, jsou kvalita vody i veskerych pouzivanych chemikalii.

Kvalita pouzivané vody musi byt zaruCena ucinnou

demineralizaci, pfipadné naslednou destilaci, a musi se
pravideln¢ kontrolovat s ohledem na koncentraci stanovo-
vanych prvkii. Pro tcely klinickych analyz vyhovuje svou
kvalitou voda ziskdvana napi. dvoustupnovym cCiSténim na
pristroji Milli-Q firmy Millipore a podobnymi ¢isticimi
zafizenimi, kterd poskytuji vodu s mérnou vodivosti mensi
nez 0,5.10°Q-1.cm"'.

Veskeré chemické latky, pouZivané nejen k rozkladu,
ale i modifikdtory, eventudlné latky pouzivané k piipravé
modelovych kalibraénich roztokli, mohou byt rovnéz zdro-
jem kontaminaci, zvlasté pouzivaji-li se ve velkém mnoz-
stvi. Soucasny trh nabizi chemikélie vysoké Cistoty, které
jsou sice cenové nakladné (Merck Suprapur, Johnson Matt-
hey Specpure, apod.), jejich pouziti by vSak mélo byt pro
analyzu stopovych a ultrastopovych prvkil samoziejmosti.

Neékters stanoveni analytl v uréitych matricich je moz-
né provadét pfimo bez mineralizatniho kroku, ve vét§iné
piipadt se v§ak bez mineralizace neobejdeme. Mineralizaci
je mozné provadét na mokré nebo na suché cesté, v posled-
nich letech se rozsifuje zejména mikrovinny rozklad smési
kyselin a oxidac¢nich ¢inidel. Podminky mineralizace se
voli podle typu matrice a podle stanovovaného analytu. Pro
nékteré matrice, kde nehrozi ztraty analytd, se s uspéchem
muZze pouZit i suchy rozklad, kdy se organickd matrice
opatrné spali pri kontrolovanych teplotnich podminkach.
Podrobny piehled mineralizanich postupt biologického
materidlu pro ucely stanoveni arzenu, ktery se vSak da
zobecnit i na dalsi analyty, je uveden v praci! 23,

Specifickym problémem pfi analyze biologickych ma-
teridlt je stanoveni rtuti, kterda byvd vazdna i v té€kavych
organickych sloudenindch (methylrtuf, dimethylrtut, aj.),
u kterych je redlné nebezpeli ztrat pii rozkladu vzorkd.
Z toho diivodu je vyhodnéjsi pro stanoveni pouZit pfimo
bud’ techniky studenych par nebo Iépe jednoucelového
analyzatoru AMA 254 (vyrobce Altec Praha), kdy se dav-
kuje vzorek v ptivodni formé pfimo na lodi¢ku.

Metody AAS s pfimym ddvkovdnim tuhych vzorkid ve
formé suspenzi (,slurry sampling“)!2, vyZzaduji vysokou
homogenitu vzorku a zatim nenalezly SirSiho uplatnéni pro
rutinni analyzy biologického materidlu.

4. Analyza klinickych vzorkl

Z Kklinickych vzorkli se nejéastéji metodou ETAAS
analyzuji vzorky krve, moci, vlast (srsti) a rtiznych tkani.
Pfi feSeni vlastni analyzy klinickych vzorki je nutné vy-
chazet z toho, ze kazdd matrice se vyznacuje urCitymi
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specifickymi znaky. napf. krev md po strance variability
matrice relativné konstantni slozeni na rozdil od moce, jejiz
sloZeni je velice proménlivé (rozdilné obsahy soli, hustota
apod.). Naopak velké mnoZstvi proteindi v krvi ma vliv na
jeji viskozitu a srazlivost, coz piisobi negativné pii divko-
vani vzorku. Navic pfi nedokonalé oxidaci ve fazi ter-
mického rozkladu ziistdva v kyveté zbytkovy uhlik, jehoZ
odstrafiovani narusuje seriovost analyz. Rozdily mezi jed-
notlivymi typy vzorkil je nutné vzit v tivahu pii hledédni
optimdlnich podminek elektrotermické atomizace, tj. pii
tvorbé teplotnich programt pro su$eni, pyrolyzu a atomi-
zaci. Pfi volbé podminek suseni se chovani roztoku v kyve-
t& sleduje pomoci zrcétka, pripadné Ize dobu susenti zjisto-
vat pomoci zrcdtka nad davkovacim otvorem (oroseni).
Optimalni teploty pyrolyzy a atomizace se stanovi pomoci
tzv. kfivky rozkladu a kiivky atomizace, kdy proméfujeme
zévislost absorbance analytu na teploté pyrolyzy resp. ato-
mizace!?. Zjisfovani kiivek rozkladu a atomizace se zvI4sté
u klinickych matric nesmi opomfjet, nebot riizné organické
komponenty matrice vytvareji s analyty tékavé slouceniny,
které mohou pfi termické tpravé vzorkd uniknout z ato-
mizatoru diive, neZ nastane vlastni atomizace. Proto pfi
stanoveni takovych analytii, u kterych je nebezpe¢i ztrat pfi
termické tpravé vzorkd (jednd se zejména o As., Cd, Hg.
Pb, Se). je nutna jejich stabilizace ptidavkem modifikdtort,
nejcastéji NH,H,PO,4, Mg(NO3),, Ni nebo Pd. Pfi analyze
klinickych vzorkdli se pouziti modifikdtori vétS§inou vy-
hnout nelze. Jejich funkce je riiznd a vybér se opét fidi
typem matrice a analytem, ktery je sledovdn. Kromé zmény
(vétsinou zvySeni) termické stability analytu lze vhodnym
vybérem modifikatoru napf. zvysit t€kavost nezadouci ma-
trice, popf. kombinovat oba tyto vlivy. Podrobné jsou funk-
ce a pouzit{ riznych modifikdtorii diskutovany v praci'®.

V posledni dobé byly publikovany prace, pouzivajici
tzv. rychlé programy, které snizuji Casovou naro¢nost ana-
lyzy. V téchto programech je fize termického rozkladu
zkrdcena na minimum, pfipadné je zcela vypusténa. V pra-
ci'’ je diskutovdna moZnost pouZiti rychlych programt pro
ruzné typy matric a analyti véetné vzorkl krve. Ze zavéru
této prace vsak vyplynulo, Ze tyto programy nejsou vzhle-
dem k pfevazné organickému charakteru biologickych ma-
tric vhodné.
4.1. Analyza krve

Krev je jednou z matric, ve které je mozné stanoveni
stopovych prvkli provadét jak pifimo, tak po mineralizaci.
Pii pfimém stanoveni se pouziva nejcastéji pouhé fedéni
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vzorki 0,2 % roztokem Tritonu X-100. Pfi tomto postupu
je v8ak velkym problémem tvorba uhlikovych zbytkd, které
se usazuji béhem teplotniho programu v grafitové kyveté
nebo na platformé. Po kazdém cisténi kyvety je nutné
provést rekalibraci, ¢imz se prodluzuje doba stanoveni.
Jednou z moznosti, jak odstranit vySe uvedeny problém je
pouziti pridavku kysliku nebo ptidavného vzduchu pii py-
rolyze vzorkli. Dosdhne se tim dokonalejstho rozkladu
organické matrice, ovSem za cenu snizeni Zivotnosti ky-
vety. Stanovuje-lise vice analytli vjednom vzorkuje proto
vyhodné&jsi pouZzit mineralizaci, ktera vSak musi spliovat
pozadavky na kvantitativnost postupu (minimalizace moz-
nosti ztrat a kontaminaci). Ne vzdy je nutné provadét tpl-
nou mineralizaci vzorkdl (pii termickém rozkladu v ato-
mizatoru dochdzi k dalSimu spdleni organické matrice)
a postacuje pouze deproteinace vzorki. tj. zahiati vzorku
s pfidavkem kyseliny (vétSinou HNO3). Obsahy nékterych
velmi Casto sledovanych analytd, zejména Cd a Cr, se
pohybuji vét§inou na tirovni desetin a7 jednotek 1g.1"' a pfi
jejich stanoveni je nutné piisné dodrZzovat podminky od-
béru i piipravy vzorku.
4.2. Analyza moce

Z hlediska stanoveni stopovych prvkli mo¢ predstavuje
komplikovanou matrici s vysokym obsahem soli. Navic
koncentrace téchto soli se od sebe v jednotlivych vzorcich
podstatné lisi, a proto se vliv matrice miiZze projevovat
nestejné, Pro vétSinu prvkll béZzné v modi stanovovanych je
mozné pouzit vicendsobné fedéni (nejlépe demineralizova-
nou vodou, mirn¢ okyselenou kyselinou dusi¢nou pro za-
mezeni sorpce Pb a dalsich prvki na sténdch nadobek).
vlastni stanoveni je vSak nutné provéfit napf. porovna-
vanim vysledkd, ziskanych pro rizné fedény vzorek, meto-
dou standardniho ptidavku a pod. Nékdy byva ve vzorcich
pritomen sediment, ktery se z veétsi ¢asti rozpusti zahratim
vzorkll na vodni ldzni na teplotu pfiblizné 50-60 °C (za-
hiivani se nedoporucuje pii stanoveni rtuti, kdy mohou
nastat ztraty tékanim organickych sloucenin rtuti). Za pii-
tomnosti sraZeniny je pfed vlastnim pipetovinim nutné
vzorek roztfepat po dobu asi 1 minuty. Vzhledem k rozdil-
nému rezimu pifjmu tekutin u jednotlivcl jsou koncentrace
prvkdl v moci velmi proménlivé. Pro vzajemné porovnani
vysledkll je nutné stanovit v moci kreatinin, pfipadné jeji
hustotu a zjisténé koncentrace analytdl na tyto parametry
pfcpoél’tal”’, Obsahy nékterych analyttl (Cd, Cr aj.) byvaji
v mocich velmi nizké, a proto zde plati totéz, co se tyka
odbérdl a piipravy vzorkd krve.



4.3. Analyza dalSich vzorkt

Pii analyze vlastl se vychazi vétS§inou z mineralizatd,
priCemzZ nejcastéji uzivand mineralizacni smés je Kyselina
dusi¢nd!”, ptipadné jeji smési s kyselinou chloristou!8:19,
peroxidem vodiku nebo kyselinou sirovou!$, Samostatnou
kapitolou je stanoveni rtuti, kde se s vyhodou miize pouzit
piimého navazovani vzorki a ndsledné analyzy pomoci
analyzatoru TMA (AMA) 254 (cit.””). Vzhledem k tomu,
Ze obsahy analytli ve vlasech jsou vys$i nez v krvi a moci,
nebyva zde tolik problémi s kontaminaci pfi pfipravé vzor-
ki pro méfeni.

Rovnéz pii analyze tkani se vychdzi z mineralizatd,
pricemz mineralizace se provadi vétSinou na mokré cesté,
ptipadn& kombinaci suché i mokré cesty!121-23 Zavaznym
problémem u analyzy téchto typti vzorki je jejich zna¢na
heterogenita, nebof nutnd homogenizace sebou vzdy nese
znaéné riziko kontaminace z otéru homogenizac¢niho zaii-
zeni. Dalsi dilezitou soucasti pfipravy biologickych tkani
k analyze je v nékterych piipadech jejich suseni. Je pro-
kazéano, ze suSeni jiz pifi 60-80 °C miiZe vést ke znacnym
ztratam tékavych prvkid a predev$im jejich organokovo-
vych sloucenin. Byly studovany rtizné typy suseni biolo-

Tabulka 11

gického materidlu a za nejvhodnéjsi metodu se stdle pova-
Zuje lyofilizace".

Kosti se rozklddaji nejcastéji smeési kyseliny dusi¢éné
a kyseliny chlorovodikové™-*, pro rozkladfi zubdi postaci
kyselina dusiéna™-"". Tyto analyzy nebyvaji tak &asté jako
analyzy krve a moce, pifi stanoveni nékterych analytu je
nutné kontrolovat matricovy efekt vapniku a fosfore¢nani,

které mohou vysledky silné ovlivnit.

5. Specificka stanoveni

Stanoveni nékterych analytd, zejména As, Se, Sn a Hg,
vyzaduje vzhledem k t€kavosti nékterych jejich forem spe-
cifické podminky zpracovani. Jejich obsahy zejména v tél-
nich tekutinach se pohybuji na hranici mezi stanovitelnosti
a méfeni pri vinovych délkach pod 200 nm vyzaduje ucinnou
korekci pozadi. Napf. pro stanoveni As nebo Se je vyhod-
néjsi provést Uplnou mineralizaci a stanovit tyto analyty
hydridovou technikou, kterd je citlivéj$i a méné zatizena
rusivymi vlivy matrice. Pfi stanoveni t€chto analytii je vSak
velice dillezité dosahnout pii mineralizaci uplné destrukce
organické osnovy vzorku, nebot nékteré organické formy

Piiklady stanoveni vybranych analytli v béznych klinickych vzorcich”

Prvek Matrice Ptiprava Modifikator Metodika
As krev fedéni Triton X-100 Ni ETA-Zeeman
krev, moc¢ mineralizace generovani hydridu
Be mo¢ fedéni 1+3 Mg(NO), ETA-Zeeman
Cd mo¢ fedéni 1+4 NH4H,PO, ETA-Zeeman
krev fedéni Triton X-100 NH4H,PO, ETA-Zeeman
krev mineralizace NH4H,PO, ETA
Cr moc, krev fedéni 143 Triton X-100 Mg(NO), ETA-Zeeman
Cu mo¢, krev fedéni ETA
Pb krev fedéni 149 NH4H,PO,4 ETA-Zeeman
Triton X-100
krev mineralizace NH4H,PO, ETA
mo¢ fedéni 1+3 NH4H,PO, ETA-Zeeman
Mn serum 1+2 Triton X-100 Pd ETA-Zeeman
tkané, vlasy mineralizace Pd ETA-Zeeman
Ni mo¢ extrakce ETA
krev fedéni Triton X-100 ETA
Se krev, serum Triton X-100 Ni ETA-Zeeman
mo¢ fedéni 1+4 Pd ETA-Zeeman



arzenu a selenu nepodléhaji redukci tetrahydridoboritanem
sodnym na prislusné hydridy, takze pfi neuplném rozkladu
jsou vysledky stanoveni zatizeny negativni chybou. Ze
stejnych divodi je nutné prevedeni téchto analyti na nizsi
formy (As>*, Sett) (cit.”®). Naopak pro stanoveni rtuti je
pii mineralizaci realné nebezpeci, Ze tékavé slouceniny rtuti
nebudou zachyceny, a proto je vyhodnéjsi pouziti bud
techniky studenych par nebo, jak bylo uvedeno dfive, jed-
noucelového analyzatoru AMA 254.

Pokud jde o dalsi postupy pfi analyzach klinickych
vzorkl, struéné souhrny pro stanoveni riznych analyti jsou
uvedeny v monografii’ a publikaci”. V tabulce II jsou
uvedeny priiklady stanoveni vybranych analytd v béZnych
klinickych vzorcich podle cit.”.
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V. Spévackova and J. Knotkova (State Institute of
Health, Prague): Elemental Analysis of Clinical Mate-
rials - Application of Electrothermal Atomic Absorp-
tion Spectrometry

Atomic absorption spectrometry with electrothermal
atomization still remains one of the important techniques
for elemental analysis of clinical materials. The correct
sampling procedure, sample handling, stabilization and
storage are integral components of the analysis. The paper
summarizes recent knowledge concerning, above all, har-
monization of the procedures of sampling, sample prepara-
tion, and analysis of blood and urine and the inspection of
result quality. The conditions of analysis of the most fre-
quently determined elements in the above matrixes and the
rules for sampling of hairs and their preparation for analysis
are discussed.





