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¢ Atomova spektroskopie a speciace
¢ Tandemove techniky
¢ Kapalinova chromatografie

¢ Indukcne vazane plazma ICP jake
zdroj iontu

» MS
¢ Interference
¢ Oblastil speciacni analyzy.




Celkovy obsah prvku - jeho vyskyt
Vv ruznych chemickych formach

& Atomova spektroskopie — stanoveni celkovych
obsahul kovu a metaloidu
& \/yskyt kovul v realnem syvete:
— Zridka - iyzi nebos jednoeduche Ionty
— Prevazne - soucast sloucenini (Specii)vznikajicich; V.
rade bie(geo)chemickych procesu
¢ Dusledkyexistence speciit

— Chyby. stanoveni: NekVantitativai separace, VIV
CHEMICKE Termy naratomizacs Vi plameni

— Odlisne choyvani V. prarede (monilita, akumulace) a
UCINKY: na erganismy. (texicita, esencialita)
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Kovy, Specie, biologicke ucinky

& Toxicke | prospesne ucinky kovu zaviseji na
biologickyeh, fyzikalnich a chemickych
viastnostech jejich sloucenin - specii.

& Specie Je nositelem infermace o biodostupnosti
—> toxicita a esencialita

¢ Infermace o) celkevem ebsahul daneno) stopoveno
PRVKU V: ZIVetnin prestredl, V: erganismul, ma
emezenoulVypoevednithednotl, pripadne: |e
zaViadelicl.

¢ Pozadavky na neve analyticke metedy,
Umoeznujicirstanovenifdanene prvku arseucasne
|enerdistribuciViruzAYch Tormachia staneveni
lechlorierem




Speciacni analyza

& Analyticka chemie od 60. let 20. stoleti — novy
SMETr ,speciace stopovych prvkuia metaloidu®

& llermin ,speciace zavedli spekiroskopiste:
hledani,,novych® analytt jako vychodisko z
neuspokojive maleho poctu prvku periodickeho
systemu &

¢ Speciacni analyza — prunik anorganicke a
elganicke analylicke chemie

9 SPECIacE, speciachilanalyza - stanoveni
kenecentraci jednetivyehiizikalne-cnemickych
ferem prvkU; Jeichz seucet tvori celkevou
KORCENLrAC! PrVKU Ve VZolikU




Rozsah speciacni analyzy.

& Rozlisevane formy. prvkur
— Ruzna chemicka individua (oxidacni stavy,
Organokevove slouceniny, kemplexy)
— Jednotlive podily:
#Vazane na ruzne faze systemu (v pudach),
+ na skupiny sleucenini (bilkeviny, poelysacharidy)
# Na biologicke struktury (erganely, biomembrany,
pURkY)
9 Speciacni analyza dale zahrnuje pestupy: plo
izolaci, detekcl, kvantifikaci, charakterizaci
a identifikaci vazebnychiligandu




Za|moVE SpPecie Ve speciacni analyze

Redox stavy Alkylelementy  Dalsi slouceniny

s vazbou C-heteroel.

Se(IV)/Se(Vl) Me Et,Pb™™*  Se-aminokyseliny
As(II/As(V) ~ Me,Sn®™* organicky vazany As
Cr(l/Cr(VI)  Bu,Sn®"" As-cukry
Co(Il)Co(lll)  Me,Hg, Et,Hg,

MeHg'

MeCd’, Me,Cd

Me Gegn™"

Methylarsenicna

kyselina

Derivaty

cymantrenu

Metalopeptidy

Fytochelatiny
Metalothioneniny
Ceruloplasmin

Transferin

Metaloenzymy
Hemo-proteiny
Membranove proteiny s Ca




Za|moVE SpPecie Ve speciacni analyze

Leciva Ruzné latky

Cisplatina Komplexy kovul s aminokysglinam
Karboplating Metaloportyriny

Aurothiomalat Derivaty ferroceny
Aurothioglukosa Kobalaminy

Auranofin

Tc-reagencie pro diagnosticke zobrazovani




Pozadavky na speciacni techniku
» Jistota, ze je stanovovana urcita specie a ne
jina (selektivita)

 Dostatecné nizka mez detekce
X

» Speciacne selektivaitechniky (IVioesshauerova
spektreskopie, XPS, ESR, MS a MS/IMS majii v
pritemnesti matrce realnych vzorku
Nedestatecne meze detekee

o Nespeciiicke detektiony sepanacnich technik
(UVE ElD) majifmaleu citiivest aivelky suim




Kombinovane analyticke techniky

& Speciacni analyza — soubor tandemovych
technik zalozenychi na on-line spojeni separacni
techniky s vysokym rozlisenim s prvkove
specliickou detekci

& Atomova spektrometrie— dokonala atemizace,
Excitace a ionizace prvku nezavisla na [ejich
puvedni speciich = kvantitativai, rebustni;
spolehlive stanevenit pivku (bez matrix efekiu’)

9 Separacniimetody —rezdeleni specil
chnematogranckymi a elektromigracnimi
[echnikami




Tandemove techniky

IZOLACE ZE VZORKU

SEPARACE

Plynova
chromatografie

|

DERIVATIZACE

{

-termicka desonpce
-pinERe kolony.
-kaplliamitkeleny

d

DENEKCE
AAS, AFS

Kapalinova
chromatografie

J

-rozdelovaci
-lOnNteVE: parova
-lonteve Vy/imenna
-VVlUCOVaE

J

(DERIVATIZACE)

PDEBREKCE
ICP-OES,MIP-CES

Dalsi separacni
techniky

J
-chromatografie v
SUperkrit. kapaline
-elektroloreza
-frakeionace (FFF)
-extrakee
-lonLeVa VA/mena
-adialyza

DETEKCE
ICPEVIS, MIP-MS




|zolace analytu ze vzorku

© ®

*Oddeleni analytu od Ztraty nebo kontaminace
matrice sZmena formy daneho prvku
sZKonecentrovani na
detekovatelnou hiadinu

Analyzevany: matenal
Vody.

*pudy arsedimenty
*pIcIegIcke materialy




|zolace analytu ze vzorku

¢ Vody
— extrakce organickymi rozpoustedly
— extrakece pevnymi sorbenty
— prevedeni na tekave latky, jejich zachyeceni a uvelnovani

¢ Pudy a sedimenty
— sekvencni extrakce s ruznymi cinidly:
— Soxhletova extrakce
— kapalineval exirakce Pomogci
¢ Ultrazvuko
& mikrevinnene pole
— superknticka fiuidnitextrakee




|zolace analytu ze vzorku

¢ Biologicke materialy
— sekvencni extrakce
¢ Vodou
& roztoky: elektrolytu (izolace: bilkovin)
+ organickymil rozpoustedly (lipidy: a erganockeveve
slouceniny)

— selubllizace
» enzymatickarhydroelyza (smes lipaz a preteaz)
@ loUZeni st kyselinoulieciovel
¢ alkalicka nyarelyza sHliviAE
¢ louzenitsmesitNa@FH=Ve@HMmEede HEI=VIeOH




Kapalinova chromatografie s ICP-MS

¢ rozdilné prutoky mobilni faze jednotlivymi systemy
& citlivost plazmatu na organicka rozpoustedla

% nove zmlzovaci / transportni systemy:
— mikrokencentricke s mlznou kemorous
— Micre Mist, MCN, HEN
— ultrazvukevy zmizevac (USN)
— vysoketiaky (HPN) s desolvatacnif kemorou
— S primym davkevanin (DIN; DIFEN)
— (ermospre]
— elekirospre]




Kapalinova chromatografie s ICP-MS

& Mikrokoelony a kapilami’ kolony: s redukevanymi
prutoky 1-100' uL/min; zvysSeni koncentrace
eluovaneho analytu

& Snizovanii velikesti castic stacionarni faze =
ZKraceni keleny: aizvyseni rezliseni pri
konvencnich prutocich vzerku pre ICR-MS (1 —
1.5 mL/min)

¢ Post-kolonova derivatizace — chemicka
Volatlizace (mikrevinnas, NS thermally
assisted) — generovani tekavyech hydridu
VVBrany/cehl prvku




ICP-QMS

Interface Plasma
Spektrometr
Mizna
| ICP hlavice komora

“*Nasobic elektronu lontové l
( ) / ) -
Hmotnostni filtr
= RF
Turbo Turbo generator
o pumpa pumpa Mechan.
2 pumpa

ICP-MS PC aridici elektronika
i AW\ N




Historie
111964 — S. Greenfield, Ar/N, ICP-OES
1 1965 - Wendt a V. Fassel, Ar/Ar ICP-OES

11974 — A. Gray, ARL, DCP vzorkovani do MS
1 1976 - SCIEX Inc., vyzkum MIP

1978 — R.S.Houk & Fassel nailowa State University, ionty z
ICP poprve zachyceny Vi VIS

H 19791- Gray' z ARL prichazi nailewa State Univ.
1980 - Gray: se viracitdo) UK., Univ. off Surrey: a spoelecne. s
A. Date (Brit. Geoll Survey): prvnit kenstrukee ICRP=VS

961 = Deuglas & Erench Vyvinuli priviai prakticky peuzitelny
INtErface pro; prestupriontul z ICR za atmoesienckeho; tiakirdo
VIS (Vakutim)




Historie

11983 - SCIEX na Pittsburgh Conference: prvni
komercni ICP-MS: ELAN 250 (kvadrupol)

11989 - VG Elementall uvadil VG Plasmalirace ™,
prvni ICP-MS s/ vysokym rezlisenim

91994 VG Elemental uvadit VG Plasma 54, prvni
ICP= VST s hmoetnestnimi analyzatorem: s
MagnEtiCkyim Sextorem: pre meienifizeiopoVvyeh
POMENU.

HRecne se prodalcelosvetiove 450 — SO0HCR-VIS




Vyrobci ICP-MS

. .
— Agilent (HP) — Finnigan
— Micromass — JEOL
— Perkin-Elmer-Sciex — Micromass
— Nu Instruments
— TJA Solutions (VG) — TJA Solutions
— Varian ¢
— Japonsko (Seiko, — GBEC

Shimadzu, Hitachi)




Specifikace ICP-MS

o Spojenii (Interface) zdroje ICP a hmotnostniho spektrometru
musi vykonavat nasledujici funkce a splnovat tyto
pozadavky:

o \/Zorkovat ionty v.miste jejich vznikui, tj. v/ ICP.
* Prevest ionty z eblasti atmosterickeho tlaku do vakua.
o Snizit teplotu’ z 6000 K na laboraterni teplotul

o Zachovat stechiometriitanalytul prittranspostu Iontu.




Princip indukcne vazaneho plazmatu
ICP

Vysokoifrekvencnil generator 27 - 64 MiHz
Iniciace vyboje JiIskrou: ionizace — elektrony.
urychlovany: elektromagnetickym polem
lavinovita ienizace Ar +e: - Ar + 2 e
iIndukenit civka, 3-5 zavitu - primarni Vinuti
transiormatoeru

elektreny: V. plazmatu — sekundarmi Vinuil
ICR — vie|si plazmovy: piyn 12=15 L/minrAr

cenraine zavadeny nesny. plyn s aereselen 0.6
=S




Plazmové hlavice pro generovani ICP
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A - argon/argonové plazma,
B - argon/dusikové plazma.

Trubice:
1 — vnéjsi (plazmova),
2 — prostiredni, 3 — injektor.

4 — induk¢ni civka, 5 — chladici voda.

Konfiguracni faktor plazmové hlavice
= a/b, kde a je vnéjSi primér
prostiredni trubice, b je vnitfni pramér
vnéjsi (plazmové) trubice.

Toky plyni:

A:5 — vnéjsi plazmovy (8-15 I/min Ar),
6 — stiredni plazmovy (0-1 I/min Ar),
7 — nosny (0,5-1,0 I/min Ar);

B:5 — chladici (15-20 I/min N,),
6 — plazmovy (5-10 I/min Ar),
7 — nosny (1-3 I/min Ar);




Inductively
Coupled
Plasma

Iniciace vyboje:

lonizace jiskrou ‘

Stredni plazmovy p.
0-2 L/min Ar

Nosny plyn s aerosolem
1 L/min Ar

Analyticka zéna

Elektromagneticke
pole
27 MHz, 40 MHz

Indukcni civka
Vykon 1-2 kW

Plazmova hlavice - kremen
3 koncentrické trubice

|

Vnejsi plazmovy p.
15 L/min Ar




Zony centralniho (analytickeho) kanalu
ICP

AXIALNI POZOROVANI (OES) A ODBER IONTU (MS)

Lateralni rozdeleni Ar*

é‘ ‘ IRZ NAZ

Lateralni rozdéeleni Mn*

Preheating Zone — PHZ -
Initial Radiation Zone — IRZ o -
Normal Analytical Zone - NAZ AXIALNI POZOROVANI

Tailflame T




lonizace v ICP vyboj

= lonizace v Ar ICP'je v urcovana E.(Ar)=15.76 eV

= Krome F, Nera He majii vsechny prvky E. < 16 eV =
ICP produkujerionty: X* pre VSechny: za|move pPrvKy

= G prvku ze 108 ma E. < 10 eV a tedy a > 50%

= 69 prvku zer 108 mal Ex <8 eV aitedy a > 95 (90)7

= Sivyimkoeu Ca,, V, Sk, Y, Zr, Sn, Ba, P allanthaneidu
jSeUienizacnIfenergie der 2: StUpnEr o =HIGIeVs
Verba X&1je Viiznamnea pouze Vv pripaderSr, Ba (Pb)




Excitacni a ionizacni procesy v ICP

Art+ X - Ar+ X* + A E prenos naboje

Arm+ X -, Ar+ X* Penningulv efekt

e+ X - e + e + X*srazkova ionizace

e+ X-e + X srazkova excitace
(X - atom analytu)

supratermicka koncentrace X*'a X*

|

preferencni excitace iontovych car




Zavislost stupne ionizace na ionizacni
energil

El. |[Ei (eV) |alfa (%) |El. |Ei (eV) |alfa (%) |El. |Ei (eV) |alfa (%)
Cs 3,894 99,980 |Bi 7,289 94,140 |Te 9,009 66,740
Rb 4,177 99,980 |Sn 7,344 96,720 |Au 9,225 48,870
K 4,341 99,970 |Ru 7,370 96,990 |Be 9,332 75,360
Na 5,139 99,910 |Pb 7,416 97,930 |Zn 9,394 74,500
Ba 5,212 99,960 |Mn 7,435 97,100 |Se 9,752 30,530
Li 5,392 99,850 |Rh 7,460 95,870 |As 9,810 48,870
) 5,577 99,910 |Ag 7,576 94,450 |S 10,360 11,470
Sr 5,695 99,920 |Ni 7,635 92,550 |Hg | 10,437 32,310
In 5,786 99,420 |Mg 7,646 98,250 |I 10,451 24,650
Al 5,986 98,920 |Cu 7,726 91,590 |P 10,486 28,790
Ga 5,990 99,000 |Co 7,860 94,830 |Rn | 10,748 35,740
TI 6,108 99,380 |Fe 7,870 96,770 |C 11,260 3,451
Ca 6,113 99,860 |Re 7,880 94,540 |Br 11,814 3,183
Y 6,380 98,990 |Ta 7,890 96,040 |Xe | 12,130 5,039
Sc 6,540 99,710 |Ge 7,899 91,640 |ClI 12,967 0,456
Vv 6,740 99,230 |W 7,980 94,860 |O 13,618 0,042
Cr 6,766 98,890 |Si 8,151 87,900 |Kr 13,999 0,226
Ti 6,820 99,490 |B 8,298 62,030 |N 14,534 0,042
Zr 6,840 99,310 |Pd 8,340 94,210 |Ar 15,759 0,013
Nb 6,880 98,940 |Sb 8,461 81,070 |F 17,422 0,00019
Hf 7,000 98,890 |Os 8,700 79,960 |Ne | 21,563| 0,00001
Mo 7,099 98,540 |Cd 8,993 85,430 |He | 24,587 1,01E-09
Tc 7,280 97,500 |Pt 9,000 61,830




Stupen ionizace (%)
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Zavislost stupne ionizace na
jonizacni energil

o

S < T N%
| OQ)O
©.  ng=1.475x10"cm3
i 06 | Ty (Ar) =6680 K
------------------------ ooi-- 50%
oi%o
fe
C i Ar
0 :
| | | |:I IO(?I()(})() |(i>| l M| |

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
lonizacni




\Vyhody ICP jako Ionizacniho zdroje

* |CP je ucinnym atomizacnim zdrojem

o |CP ionizuje temer vsechny: prvky pouze do 1.
stupné a polevina prvku periodicke soustavy/ je
jonizovana temer na 100%

o |onty: zustavaji vymezeny: v centralnimi kanalu
VA/DOJE, coZ Usnadnuje [elich vzerkevani dor VIS

* [inearnit dynamicky rezsah 9 radu
sl Vlieze detekce: ppa;, ppt




ICP-MS vs ICP-OES

¢ ICP-OES ma nektere nedostatky:

v’ Nektere prvky ( napr. Cd, Pb, U, As, Se)
nemaji dostatecne nizke meze detekce pro
stanovenitjejich (I celkovyeh) ebsahu.

v \Meze detekee vetsiny prvki jsou prilis vysoke
pro peuzitif ICP-OES |[ako) prvkove specilickeno
detekioru pro separachitechniky (HPLC; GC,
CZE) veetne speciace chemickych forem

vaiechnika ICR-OES, je zatizena cetnymi
spekiainimifintermerencemi, zejmena V. pripade
OSHeVY, Jake e U W e, €0,...




ICP-MS vs ICP-OES

¢ ICP-OES:

— koncentrace soli v roztocich az do 10%,
pezne 1%

— Svetlo je ,Ciste”, spektrometr se
nekentaminuje

o ICP-MS:

— Koncentrace soli max. 0,5 %, koroze
0)
konusu

— Kontamingce Spektrometill detektor ..




Meze detekce v ICP-OES/MS

Technika ICP - AES ICP - MS
Zmlzovany roztok 1 ug mi-* 1 ug ml-

Signal ( pulsy s) 6x10° foton /s 108-107 iontu /s

Sum pozadi (s') N,  6x102 fotonu /s 1 ion/s
SIN, 104 106-107

Meze detekce 0,1 ug |- <ng I




Zavadeni vzorku do plazmatu
zmlzovani

65 mm

N
\ 4

E—
Vzorek

Meinharduv

I koncentricky
skleneny zmlzovac
T (CGN)

Nosny Ar




Zavadeni vzorku do plazmatu

Nosny Ar ——=

Pravouhly
zmlzovac (CFN)

T Vzorek




Zavadeni vzorku do plazmatu

ICP

INOSRYVAE WA komoraldle
Scolta




Interface ICP - MS

sampler skimmer
PHZ IRZ
= =)

102 Pa\. 10 Pa

Samplingladepti




Dvoustupnovy interface

& Zajistuje prestup iontu vznikajicich za atmosféerickeho tlaku pri
vysoke teplote do vakua pri laboratorni teplote.

¢ Interface zahrnuje prostor mezi ICP a MS vymezeny dvema
kovevymi kuzelovymil clonami, v.nemz je udrzovan mechanickou
vakuovou pumpou tlak 1 az 2,5 torr, tj. 102 Pai (1. stupen) a dale
prostor za vnitmi kuzelovou clonou pred iontovou| optikou (2.
stupen), kde klesa tlak na 10 torr (1072 Pa) cerpanimi olejovou
diftisni' nebo; turbemolekularni’ pumpou.

¢ \Vnejsi kuzel (sampling cone, sampler, extraction cone) je Vheren
do ICP a odebira z kanalu v: oblasti NAZ ionty. PrUumer otveru je
ceal 1 mm. Vzdalenost mezi otveren a indukenit civkeu se nazyva
nleubka vzerkovani (sampling depti) a je elhaohou VA/SKY
pozerovani u ICRP-OES. Zde vstupuje Iontevy: paprsek; kiery/ dale
expanduje nadzvukeveu ryehlestit Vateral sampleru jerNi;Cu; Pt;
chilazeniivedeu, ZIVetnost2=6 MESICU.




Dvoustupnovy interface

¢ Vnitrni kuzel (skimmer) je umisten 2-10 mm za vnejsim
kuzelem. Prumer otvoru je 0.4-0.9 mm. Mezi clonami je
udrzovan tlak 133 Pa (1 torr). Tento kuzel vzorkuje
nadzvukovy proud plynu vznikajici pri expanzi za
sampling cone. Skimmer propusti do spektrometruicca
1% vzorku. Muze byt zhotoven podobne jake sampler z
NI, Al; Cu, Ptineboe z nerez. oceli a ma zivoetnost nejmene
oK.

» Skimmer e oddelen od viasinihe spektremetrul clonou
VEetsihe prumeru;, kieraioddeluje prostorza skimmerem
(0 torr, 1072 Pa)od presterulsiiontovou optikeu (10:° az
1107° 1051, 105 2z 107 Pa). Za iurlhemolekulamitpumpurje
zallazeVana ehVyKIE ESTE ielachi Glejova pumpa:




Poloha skimmeru

¢ Pri expanzi plynu/plazmatu do vakua (102
Pa), se paprsek siri nadzvukovou rychlosti
(Mach 10) a plazma se ochlazuje.

¢ \/znik Machova disku ve vzdalenosti X,;:
Xor = 0,67 Dj, (Py/P1)/2

¢ Poloha skimmeru vzhledem k Machovu
aiskuUs:

Xe = 2/31 Xa,
coz je 61 - 10 mim.




Vznik Machova disku

T
\X/

]
X |

Machuv: disk




Problem parazitniho obloukoveho
vyboje

¢ ICP vykazuje vuci zemiinapeti 100-300 V
(kapacitni' pole), ktere muze zpusobit vznik
obloukeveho vyboeje mezi ICP a samplerem s
nasledkem eroze sampleru a produkce fotonu.

& Uzemnenit CIvKy:
— a sampler
— ClIVKal se! stirednim vy vedem




Uzemneni civky
W /

i ' —iH|

HT




lontova optika

& Paprsek vystupujici ze skimmeru je
divergentni' (space charge eflect). Pred
vstupem paprsku doi viastnihe spektrometrul je
treba vivorit kelinearni' paprsek, |ehoz ionty.
majirenergii v Uzkem pasmu.

¢ Je lrebal edstranitiiotony, aby: nevyvolavaly
parazitnitsignal na detektoru. liotoe esitiontova
optika.




Ruzne typy iontove optiky

/| . = | Varian
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Photon stop: Bessel box

jonty: + fotony jonty.




Priklad interface: VG PQ3

0.8 mbar/
1.8 mbar
clona.  Zarazka fotont \\\
|~ / /
Godky Gocky &ocky

- i i kolekce extrakce




Analyzatory pro ICP-MS

& Staticke analyzatory: analyzatory sektorove = soucasne
disperse a zaostreni (hranol + cocka)).

— |lonty zvoleneho pomeru m/z jseu privedeny na centralni
drahu kombinaci statickych poli'— poeuzitii zejmenal pro
& spektrometril vysokeho rozlisenil (s dvoji fokusaci)
& Mereni' izotopovych pomeru
9 Dynamicke analyzatony:

— stabilni drahy/ ientu m/z mezi zdrojen a detektoren je
doesazeno s\ uzitim radieliekvenchine pole
(kvaadrtpol eVl

— rozdeleniiontu podle mi/z se urcl z deby leturmez
zdnejen ardetekteremi(@nalyzaiosnz doky let)




MS pouzivane s ICP zdrojem

Tiytéz systemy jako pro org. analyzu, jen rozsah
Amotnostiije < 300 amu.

+» Kvadrupolovy filtr (QMS)

& Sektorovy analyzator (SEMS), single a
multicellector

¢ Pruletovy analyzator (FOE=VS)
¥ lonteva past (IN=NVS)




Rozlisovaci schopnost
(resolving| power)

AlVIFsementprrs05s
p1290 1 0% aricndnlEll o]
IERANARIKU
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Prakticka rozlisovaci schopnost

MS Rozlisovaci
schopnost
QMS 0.3 uma
SFMS 300 - 20000
IT-MS 1400
TOF-MS 1600
HR QMS 9000
FT-ICR > 10°




Usporadani Nier-dJohnson

elektrostaticky sektor magneticky sektor

zaostrenitdle energie

Zaostreniimy.z

oty PVejiteriekiusace




HR Axiom ICP-MS: E + B

I

Detekéni systém
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E+B usporadani Mattauch-Herzog

jonty magneticky sektor

/

electrostaticky ohniskova rovina
sektor




Multikolektor

\ \ Q\ electron
muitiplier

Faraday cups




ICP time-of-flight MS (GBC)

Schema orthogonalniho usporadni

nNOoOoooooodn
moooooood

Gas Control Lnit




L aserova ablace s ICP
spekireometri




Laserova ablace — Laser Ablation

ICP-OES Laserovy paprsek
Aerosol :
I1CP-MS Mikroplasma
Atomy, ionty, Absorpce zareni

shluky, aerosol ® v plazmatu

VA A LM-OES, LIBS
Atomizace ’
Excitace DepOHOY‘c}ny
Tonizace material

/

Pevna latka

Praskani materialu /\ / Ohiev. taveni
9 9

vyparovani, exploze

REVANE
vina




Opticka emisni spektrometrie v
laserem indukovanem plazmatul LM-
OES, LIPS, LIBS

LA - 1CP- OES, optickal emisni
spektrometrie sl indukene Vazanym
plazmatems a laserovoulablaci

FASICPE=MIS) RimetnostnI
SpEktromeEtne shindukene Vazanyim
plazmeatemraNasSeroVetiablac




Instrumentace LA-ICP spektrometrie

indukcné vazany plazmovy vyboj

ICP
kamera
Zoom
zrcadlo
edeni
FEEEEE Eocka
ablacéni
komora |
. Ar
.
pOhYb VZOfku Vzorek

X-y-Z

laser

—
=




Priority spektroskopie s laserovou
ablaci

Analyza povrchul a poviaku: lekalnii analyza,
mikroanalyza, plesne mapoevani (analyza
mineralogickych vybrusu, gelova elekiroforeza)

Stanoveni prumerneho; slezenit (bulk analysis)
Viateraly: elektricky/ Vedive Irnevoedive

Kempakinitmatenaly (ecel; slitiny, skie;
Keramika)

Rraskove materaly (lisevane tapletly neko
Vi/iavenarsikiarnapr st praxei

PorzoVantheulskovychrkoRCEREchlchNroiu,
ainalyzannkdUZIVAmIREraIEch




Geolas (Microlas) ArF* (Lambda Physik)




Geolas ablation system +
ICP-QMS (PE Elan 6000 DRC)




Spektralni interference v ICP-MS




SPEKTRALNI INTERFERENCE

|zobaricke prekryvy. |

Interferent analyt korekce
*5Ca’ LT “4Ca*
S6Fat S8\ 56

64N+ 647 GO




|zobaricke prekryvy: |

¢ Prvky tvorici stabilni oxidy : Ca, T1, Cr, Sr,
Zr, Mo, Nb, Ba, Ce, La, Pr, Nd, Sm, Eu,
Gd, Dy, Tb, Er, Ho, Y, Tm, Hf, Lu, Ta, W,
Ih, U.

¢ Prvky tvericl 2x nabite ienty . Ca, Se, i
SK, Y, Zrn, Ba, ILa, Ce, Pr, Nd, Sm;, Eu, Gad,
b, By, Ho, Er, T, Y, Lu;, Th;, U.




Preey vy ot ol

|zotop (%) [|Interferent |Analyt
Ti(7,99) [*°Ti™®0" [*Ni*

Ti( 7,32) |Ti'°0"  [Pcu”
Ti (73,98) |*Ti'°0" [*zn"
PTi( 546) |[*Ti0" [|*cu’
Ti( 5,25) |>°Ti'°0* |*°zn’




Presryvy doriitl aelty, ayerasdelt

AN OLDAE

Izotop Interferent Ruseny izotop
m (Ba) i (%) lon m/z vyskyt (%)
130 0,101 |Ba® 65 Cu® (30,9)
138 (71,66 BaZ* 69 Ga’ (60,2)
136 | 7,81 Ba'’0* 152 |sm* (26,6)
137  [11,32 Ba'®o* 153 (52,2)
135 [ 6,59 Ba'®OH* 152 |sm* (26,6)
136 [ 7,81 Ba'OH"| 153 (52,2)




Dalsi polyatomicke interference

¢ Ar: monomer a dimer, kombinace mezi
Izotopy 36, 38 a 40.

¢ voda: O, OH, kombinace s Ar

¢ vzduch: N5, NoH, N

¢ kyseliny, Cl, S, kombinace s Ar, O, H
¢ Dalsii specie.




PrekryVvy polyatomicky/chjiontu

Isitarigranes gozzlcii zifcfjorl, Vol s 2llny

lon

()

H,0/5%HNO3

5% H2S04

5% HCI

288i+
31 P+
3ZS+
*cr
39K+
40Ca+
458c+
48-|- i+

+
51V

52Cr+
55Mn+
Fe*
64Zn+
69Ga+
75AS+
7gBr+

92,21

100
95,02
75,77
93,08
96,97

100
73,98

99,76

83,76

100
91,66
48,89
60,16

100
50,54
49,82

14N14N, 12C160+
14N160H+
160160+
160180H+
BArH*

40Ar+
12C160160H+

40Ar14NH+
40Ar160+

BArArH*

34S H+

34S14N+

368160+

323160160"‘

35C |1 60+
37C |14N+
3cI'®oH*

37C |1 601 60+
40Ar35C|+




Isobarické interference - Ar
miz ::z:;kulové analyt
40 Ar Ca
42 ArH2 Ca
52 ArC Cr
54 ArN Fe,Cr
55 ArNH Mn
56 ArO Fe
57 ArOH Fe
75 ArCl As
77 ArCl Se
80 ArAr Se
91 ArOCI Zr
93 ArOCI Nb




Spektralni prekryvy - Se

iIsotopy Se zastoupeni (%) prekryv
"Se 0.89 SAreAr
*Se 9.36 CArPAr P ArAr
"Se 7.63 “ArCl
*Se 23.78 Ar*°Ar
*Se 49.61 Ar*°Ar

2Se 8.73 2Kr/?'Br'H




Potlaceni spektralnich interferenci

¢ Pouzitim lepsiho rozliseni

¢ Pouzitim « cold » pedminek v ICP pro snizeni
tvorby iontu s argonem.

¢ Pouzitim reakceni/koeliznif cely pro
disociaci/odstranenit rusicich ientu




WOAr160O* ys Fet

¢ Cold plasma:

Snizeni tvorby Ar* a tedy 1 ArO*
& High resoelution:

Separace piku ArO* and Fet

& Reakee v plynne fazi/kolize v cele:
ArQ¥ + NH, — ArO)+ NH.*




(13
Q

ROZIISENINILIALOICHyCHININIERENE]]
Analyt Interferent |Pozadovane
rozliseni
56 o * 40 16+ 2500
283i+ 14N2+ 960
32g+ 1602+ 1800
51\/* 350116y* 2570
52CI’+ 40Ar12C+ 2370
80g o OAr, 9640
39+ 38 1t 5700
40Ca+ 40Ar+ 199000
"As” A CI* 8000

N\




Podminky ,studeneho (cold, cool)” ICP

& Nizky prikon, vysoky prutok nosného plynu.

¥ \/hodne pro roztoky s malym obsahem
iezpustenyech latek.

& Eliminuje interference Art, ArO?*, ArH*, ArCI?,
ArC*, C," .

¥ Zvysuje ureven MOn z <1%, az na >20%.

¥ \/Vznamne: matnix efekty (nerebustnit pedminky,
\VICR)!




Separace signalu analytu a interferentu

Quadrupole ICP-MS High Resolution ICP-MS

56F @ 5Fe

ArN/*4Fe

.E!fq

995,935

995,958




Reakcni/kolizni cely

¢ Reakee v ri-kvadrupolove cele (DRC, dynamic
ieaction cell, PE 6100)),

¢ Kolize v ri-hexapolove cele (Micremass
RPlatiorm, TTJA ExCell).




ELAN 6100DRC

sampler
vent skimmer
prefilter l reaction cell lens
mass analyzer

detector l Y g

- e L ee—————

S

Courtesy of S. Tanner




Kolizni cela, Micromass Platform

intermediate

ion lens exit lens
He, H,, Xe | conversion dynode

y l ¥ pre-filters /
)) 10 mbaJrI/ I m |.
| r% e =
\ = '
hexapole guadrupole
2 10> mbar \
I
| l Daly: PMT
250 /s 70 L/s
Iuree pump Iuree pump
T70) /s
AU eI PURIP

from JAAS, 14(1999)1067




Selektivita reakei “CAr'®O" a *SFe*

¢ ArO" + NH; - ArO + NH,*

S rychlostni konstantou 1.4 x 10-° cmi° s
¢ Fe* + NH;, — Fe + NH;*

s rychloestnit konstantou 0.94 % 10" *cmre's: .
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JMolekularni® informace o prvku a ucinek

~ Chemicke, biologicke a toxikologicke viastnost
prvku zaviseji na forme, V. niz se prvek vyskytuje
—> dopad do mnoha oblasti
v/ Hodnoceni rizik v Zivotnim prostredl
v/ Ekotoxikologie
Potravinarsky: prumys|
Sy @ienal a zdravi' Vv pracevnim prestredi
Klinicka chemie a medicina
2rumysiova analyiza

NN N N




1. Hodnoceni rizik v zivetnim prostredi

® Monitorovanii slozek zivotniho prostredi
(vzduch, voda, pudy, sedimenty, biota) z
hlediska antropogenniho znecisteni toxickymi
sSpeciemi:
‘/Organoolovem z drive pouzivaneho benzinu
\/Organocinem Z nateru lednich trupu
\/Toxickymi iedoxnimi stavyzientul Cr(\VA), Sl
4 proedukty: biemethylace kevu (Hg, As, SE)
SStuditmibiogeschemickych procest;
MEchanismul transpoertu’ alinterakeif erganickych
jateks s ionty kevu pre; ucely rnizenit skiadek
odpadiiaremediace pud




2. Ekotoxikologie

® Sledovanil esencialnich (Zn, Cu) ai toxickych (Cd,
Hg, As) prvku aijejich specii, zejmena
metalothioneinu (proteiny 6-7 kDa s vysokym
oksahem cysteinu schopne vazat kovy, edolne
VUCI tepelne keagulaciia srazenit kyselinami)

SMethylace rtuti

SHvorbalarsenobetainil a arsenocukit V. morske

faunée




3. Potravinarsky prumysl

® Kontaminace potravin Hg, Sn, Pb:
v/ Ustrice a Skeble: organocinicitymi slouceninami
v/ Ryby: organicky vazanou rtuti
v/ \/ina: alkylolovem z provozu motorovych vozidel
v/ LLegislativni opatrenil na zakladé speciace: ryby, mekkysi
a VIno [sou Vyznamne kemodity.

SIArsen — v potravinach obsazen prevazngé ve forme
REleXICkENO arsenobetainu

S Arsen v aditivech v kimivech pro) zvirata

S Organickyvazany: cinise uvelnuje z obaloveho
materialu PV.E

I Biologickal dostupnost Cu, e, Se z Vyzivovych
Zdnojulzavisitna |ejichiSpECiac)




4. Hygiena a zdravi v pracovnim
prostredi

® Toxicita prvku

zavisi na jeho chemicke forme

®Identifikace tékavych forem a vdechnutelnych

castic

® Priklad sledovaného parametrulv: primyslove

ygiene: Cr(V
syvarovani oce
SIStudium kineti

) V. prachovyeh casticich pri
|

Y VYIUCoVanI StepeVy/Ch prvku,

[Imz Je erganismus; Vy/staven! v pracoeyvnim
prostredil, se deje prostrednictvin biomarkeru
dane expozIce (Napli Speciace As V. moc)




5. Klinicka chemie a medicina

Metaloproteiny:
regulace, ukladani, katalyza, transport:

v/ Ferritin (Fe, Cu,, Zn), B-amylazai (Cu), anhydraza kyseliny
uhlicite (Cu, Zn), alkohoeldehydrogenaza (Cd, Zn)

v/ Oxidacénil stavy: téchto prvki
Esencialnil prvky v materskem milece, v synteticke vyzive
llerapeuticke preparaty:

v/ Diagnosticke zobrazovani: Tic - merkaptoacetylglycin
(ledviny, srdce, mozek; ruzne fermy: rakoviny)

v/Cytostatika: na bazi Pt Aut cis-platina, auranofin
v Antiarthritikas Al: aurothioglukoza
Doeplnky:stravy: kontrela Co;, Cr, Fe, Se; Zn
Dialyza Al Crinecisioly, Vazane narmale molekuly,




6. Prumyslova analyza

® Geometaloporfyriny obsahujicii Fe, V, Co a Ni;
jejichz chovani je pri destilaci a rafinaci ropy.
podstatne odlisne od chovani' jednoduchyech
anorganickych iontu techto prvku, coz zvysuje
fiziko otravy: katalyzatoru

SAnalyticka kentrola uveliovani organickych
sleucenin: cinu;, kiere se peuziva)i jake:

VA katalyzatony privirobe fanmak

VA stabilizatony privirobe polymernd:




Speciace Se yRPC-ICP-MS

Hao OH

1. Selenous acid 2. Methylseleninic acid

(=%

B
HCZ—Se—CHy-GHy-CH

GO

4 Selanomethionineg 5. Se-mathylselanomathionine

- [} -]
CO= r;l Hsy FIHs,

f—CHa~Se—Se—CHy(H HaC—Se—CHz-CH
EMH, Coe e
B Selenocysiins 7. Se-mathylselancoysbaing
L0 e
HyC—CHz—Se—CHz-CHz-CH i
CoF HaC™  “CHy

8. melencathicning 8. Trmeathylsslensnium

0
. Se-mathylaalemo-d -acelyl-
ol Lo samiree

s HO- o

10 Se-rmeathylseleno-MN-acehyl-
galaciosamineg

12, Se-methylsel eno-galactasamine 13, Se-methylselenc-glucosaming

Fig. 2 Struciures and names of the selknium standards used for
characterization of the sampk introduwtion svstems.

«Standardy
*Kvantifikace lidského Se-proteinu P
*Analyza Se-obohacenych kvasnic

HPLC, kolona C18, C4,
gradientova eluce 0,67 %HNO3
+ MeOH (10-90%), 0,1 %TFA,
eluent 50uL/min

*Mikrokonc. zmlzova€ (MCN)s
desolavataci na membrané (MD)

= Bendanirand Bt
Gammelgaard . Anal. At.
Spectrom. 2005,20,
410—416




Sample introduction systems for reversed phase LC-1CP-MS of

selenium using large amounts of methanol—comparison of

systems based on membrane desolvation, a spray chamber and .m@;_
direct injection

Hltrnhrt:nlnml
The MCN-MD system was /:-:EE_
3 ; Microconcentric nebulize

applied for JRPC analysis of

77Se enriched yeast Heated 110 mL Teflon spray
samples and more than 30
Se compoundsi were
separated using a linear
gradient firom: 5% to 95%
methanol, Some off

the Se species eluting in
85Y% methaneol.

L. Bendahlfand B.
Gammelgaard

J. Anal.At.Spectrom.
,2005,20,410-416
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Fig. 5 Chromatogram from gradient reversed phase chromatography
of six 100 pg Se L ' selenium standards using the MCN-MD system.
Elution order: selenocystine, Se-methylselenocysteme, Se-methylseleno-
N-acetylgalactosamme, Se-methylseleno- N-acetylglycosamine, seleno-
methionine and selenoethionine. The grey line represents the apphed
methanol gradient. Experrmental conditions are shown m Table 2.

1=, Bendahliand Bl Gammelgaardidi Ampra s At Sipie e trom; ., 200 5, 270 , 410416




L. Bendahl and B. Gammelgaard J. Anal.At.Spectrom.,2005,20,410-416
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Figp. ¢ Chromatogram from gradent reversed phase chromatocraphy
of 100 pe Se L~ human selkenoprotein P owith added 50 pg Se L—F
ThMMSe as an mmternal standard vsing the BMON-MD system (black hine).
The grey hine represents the apphed methanol gradient. Expernimental
condittons are shown 1n Table 2. A lane from an SDS5-PAGE analysis
of the selenoprotein P fraction is shown below the chromatogram.




Fig. 7 Chromatograms from
gradient reversed phase
chromatography of the water
soluble fraction of 77Se enriched
yeast using the MCNMD system
(black lines). The grey: lines
represent the applied methanol
gradient. Experimental conditions
are shown in laple 2. Lower
chromatogram is an; eight times
expansion of the Upper one.

. Bendahil andl B,
Gammelgaard J s A
SIPIEICE Fo M., 2
410-416




SEC-ICP-MS

Study of mercury—selenium interaction in
chicken liver by size exclusion
chromatography inductively coupled
plasma mass spectrometry

Ana |. Cabanero, Yolanda Madrid and Carmen Camara”

J.Anal.At.Spectrom.,2005,20, 847-855




SEC-ICP-MS

Ini order to estimate metal distribution patterns in biomolecules of
different sizes and their possible livers were evaluated. For this
purpose 72 chickens were fed under different controlled conditions.
Chickens were exposedi to Hg(ll) and MeHg added toifeed with or
without selenium supplementation. Size-exclusion chrematography.
with ICP=MIS detection was develeped for multielemental (S, P, Cuj
zn, Se, Mn, Fe andlHg) speciation in chicken liver eytesoliand
oplimisation ofi the separation parameters: (25 mVItmis-HCI bufier,
S0 mVITKCI; pHI6LE, 1 milimind) was;carnied out. The liver extracts
werenjectediinto the column iourtimes;each and the vanation
petween the runs was: small (RSB eAl0%:): The recoveny o the
chnomatographic step vared between 62—1102%s, Indicating some
Interaction betweenithe iverrexiracts and the column material. S,
Cu; Zny, Fe; Serand H g appeared mainlyassociated torhighrand
meditmEmoelecularweight speciesi(@s00=45 kDa)wWhereas IWIiRHs
mainlysasseciated tornghiEH 6rkDa)randiow (Or0STkiDa)imolecuiar:
Welghiispeciestanaiasimainiyiasseciaie ol ewimolecuizaipweigit
SPECIES (Or9 KiDa) Changesiinithe subeellulardistrlutionrand
distributien patiers caused by long-temmiFg=Seradministration have
DEENEISCUSSET.




SEC-ICP-MS

Sulphur Aburdance Phosphorus
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fig. 2 Chromatograms obtained by SEC (300-1 kDa)}ICP-MS for chicken liver extract.




PDekuifVam za pozornost




Speciace a frakcionace

¢ Speciace vsech forem prvku vyzaduje
POMErNE Narocne vybaveni separacnimi
technikami.

¢ Erakcionace : rozdeleni vzorku do nekolika
frakeil — skupln ve kterych se vyskytujl
Ormy. S podobnyml chemickymi' ci
fvzikalnimi viastnostmi = jednodussi
IRStrUmMERtace

¢ \/ kazde z frakcii se stanovi celkovy. obsah
pPRVKU nekterol z metod, naprikiad
atomoVE! SpeEkEromEtrie (AAS ICP=OES)
ICP-MIS)L




Speciace a frakcionace

¢ Pro vyvoj frakcionacniho schematu je vsak
treba mit informace o formach prvku,
ktere se ve vzorku nachazeji, aby bylo
mozno podle vliastnosti techito forem zvolit
vhiodne kiroky! frakcionace.

¢ Frakcionace

— mezistlUpen mezil stanovenim: celkoveho
EDSalll prRVKU Ve VZoKkUl al SPECIaChI
analNzeu

—voditke prir Volbe vhodnehe: phristtpi
KEpHPRaVENZORKUNKOrSPECIECIS




