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Stanoveni mineralu a
stopovych prvku

Roman Kandar
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 Prvné: spravn é re€eno je, Ze stanovuiji:
— lonty sodné, pop F. ionty sodiku a ne sodik !!!
— Sodik je totiz kov a dosti reaktivni
— Vzpome iite, co se stane, vhodime-li sodik do vody

» Jaké minerdly a stopové prvky jsou nej  ¢astéji v laborato Fich klinické biochemie
stanovovany ?

— lonty Na*, K*, CI-, Ca?*, Mg?*
— Fosfaty (fosfore €nany)
— lonty zeleza, m édi

« Ty dalSi pak p fedevSim ve specializovanych laborato  Fich, nap Fiklad v rdmci toxikologie
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* A které mineraly a stopové prvky budeme stanovovat my ?
— lonty Ca?*, Mg?*, fosfaty a ionty Zeleza

e Jaké metody se pouzivaji pro stanoveni mineral G a stopovych prvk G ?
— Nat*, K*, CI-
» Elektrochemické metody (iontov & selektivni elektrody, ISE)
* Plamenova fotometrie je jiz historie (Na *, K*, pop¥F. Li*)
— Pro¢?
» Dnes jsou laborato fe klinické biochemie automatizovany (vybaveny
modernimi automatickymi analyzatory s ISE modulem)

» Proé€ tedy po Fizovat zbyte éné navic plamenovy fotometr, ktery je
naro ény na obsluhu

9 » Otazka: Vysv étlete, pro € se vyznamn é odliSuji hodnoty hladin Na *a K*
nam érené plamenovym fotometrem a iontov  é selektivni elektrodou
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— Ca?*, Mg?*, fosfaty, ionty zeleza (Fe 3*)
« Dominantni jsou fotometrické metody
— lonty t éZkych kov a (toxikologie)
* AAS (atomova absorp €ni spektrometrie)
* ICP-OES (emisni spektrometrie s induk éné vdzanym plazmatem)

— Definitivni metody
* Neutron aktiva éni analyza
¢ Hmotnostni spektrometrie s isotopovym z  fed’ovanim

— Jen nékolik specializovanych pracovis t na svété, velmi drahé a naro éné na
obsluhu

~r )
Y £
- .
T €T = Univerzita
IN OF Vigélivani Pardubice
EVROPSKA UNIE i $ro Konkareaceschopacet ’



INCHEBIO - Inovace studijnich programi Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

ISE

ISE sou éasti biochemického analyzatoru, zde Olympus AU 640,
ktery je ve vybav é naSi katedry

Stolni ionometr
http:/www.wtwkucerova.cz/ph/p740.jpg http://www.inter-med.web.tr/DI_CC_AU640_KF _5.jpg
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Plamenovy fotometr

http://www.thermofisher.cz/editor/filestore/product _details/7746_0005A.jpg

~r .
'
.
- Ef ]— i Univerzita
MIN vO Sk v OP Vrdblivani Pardubice
EVROPSKA UNIE il 00 konkurenceschopnost




INCHEBIO - Inovace studijnich programt Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

http://www.qcap-egypt.com/RadControls/Files/IMG_516  3%20AAS.JPG
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ICP-OES

http://www.noc.soton.ac.uk/geochem/Facilities%20Lin ks/images/ICP-OES.JPG
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Neutron aktiva €éni analyza
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ID-MS
Hmotnostni spektroskopie s isotopovym z  Ffed’'ovanim

http://www.geotargets.ca/en/technology _files/triton Jpg
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* Nyni si probereme principy stanoveni jednotlivych m ineral G (stopovych prvk ), které
budeme v laboratornim cvi €eni provad ét

« Prvné vSak n éco malo k navodu a co je to vlastn & diagnosticky set
» Diagnosticky set
— Vlastn é krabice obsahujici chemikalie pot Febné pro stanoveni dané latky, n ékdy
standard (,kalibrator®)
— Anavod
* Ty budete mit k dispozici. Omlouvam se, Ze v étSina je v jazyce anglickém.
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e Probereme si ndvod pro stanoveniiont G Mg?*, ten je v €eStin é.
 TakZe pfipravte si navod a jdeme na to:
— Hofré€ik Liquid 250 (Mg L 2 x 125)

 To nam frik4, Ze budeme-li striktn & dodrZovat ndvod, m &l by byt tento set na asi
250 stanoveni

— Princip metody
* To byste m éli znat
s ZjednoduSime si to:

— lonty Mg ?* s jistou latkou (zde kalmagit) tvo i v alkalickém prost Fedi barevny
komplex. Jelikoz ionty Ca 2* také reaguiji, musi se vyvazat, nap . EGTA
(ethylenglykoltetraoctova kyselina)

— EGTA ma mnohem v étSi afinitu k Ca ?* nez k Mg ?*

— Je pak jasné, Ze to neni zrovna vysoce selektivnim  etoda pro stanoveni
Mg?*, ale budiz
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— Jak ta €inidla vypadaji ?

0 'S
H <
OH OH M
HO O
N \f HLOH
< N N/\/O\/\O/\/N
- 1
o] OH
O
C) — Cojeco?
e — Samozfejmé ty vzorce nemusite znat, to pro nasi pracinenid  ulezité
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— Cinidla
* Tojsou lahvi €ky s roztoky obsazené v setu
e Zde mame 3, p ficemz R3 je standardni roztok iont G Mg?*
— Pr¥iprava a stabilita pracovnich roztok
» Ujasnéme si to:
— Cinidla: ty jsou dod&vany vyrobcem
— Pracovni roztok: ten si p Fipravujeme my, nap F. smichanim 2 ¢&inidel v n éjakém
pom éru
— Pro¢ vyrobce nedodava p fimo pracovni roztok ?
» ProtoZze €inidla jsou sama o sob é stabilnit Feba i 1 rok, naproti tomu pracovni
roztoky n ékolik hodin, pop Fipadé dni!
— TakzZe mi si p Fipravime p fed vlastnim m éFenim pracovni roztok tak, Ze si smichame
jeden dil €inidla R1 s jednim dilem €inidla R2 (pozn.: pismeno R od anglického

slova reagent = ¢inidlo, reagencie). Je dobré sip Fipravit tolik, kolik budeme
pot Febovat, plus n éco navic

— Stabilitu pracovniho roztoku vyrobce udava: 1 den p fi laboratorni teplot é a 4 dny,
bude-li roztok v chladni éce

— Poznamka: vSe Fadné popisujte, a t' vite co je co!
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— Vzorky
» Biologicky materidl, pro ktery se tento set hodi, n ebo-li je odzkouSeny
— Sérum (hemolyza vadi !; co tedy vadi ?)
— Plazma (jako antikoagula €ni €inidlo je pouzit heparin)
» Pro€ ne napfiklad EDTA ? Zamyslete se, pop Fipadé vyhledejte. 9
— Mozkomisni mok :
— Moé
— Kalibrace
« Doporu €uji sv 0] standard

« Pokud mate s ul ho fe€natou ve vysoké ¢€istot & (napf. MgCl,), pak m GZzete pouzit z
ni pripraveny roztok. Pozor vSak na vodu. Musi byt  deionizovana , nejlépe o
vodivosti 0,055 uS

— Jak se vyrabi deionizovana voda ? 9
— Kontrola kvality °
e Opét doporu €uji jisté kontroly. M GZete pouzit jakoukoli certifikovanou kontrolu
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— Postup m éreni
* VInova délka

— Nejcastéji absorp €ni maximum toho co m éfime (zde vznikléeho komplexu

Mg?* s kalmagitem)
* Kyveta

— Nemusi byt vzdy 1-cm, ale pokud je jedna kyveta pro  vzorek, druha pro
standard a t Feti pro blank, pak museji mit stejny rozm  ér, idealni by bylo
méfrit vSe v jedné kyvet @&, ale to je nerealné, protoZze po zm éreni musite
kyvetu dokonale proplachnout a vysusit. V praxi je to reSeno tak, ze kyvety v
automatickych analyzatorech byvaji ,prakticky” stej né veliké (maji stejnou
vzdalenost absorp €niho prost Fedi)

— My budeme pouzivat devitikanalovy fotometr, tam jet o jeSté obtiZzn éjSi. Vice
si fekneme na laboratornim cvi €eni

» Teplota: 37 °C (to znamena, Ze kyvetovy prostor musi byt termost  atovany)

» Objemovy pom ér sérum/reak éni smés: 1/101

» To znamena, Ze nemusite dodrZzovat objemy dané v tabulc e, ale pom ér musi byt
zachovan

» Tedy: pipetuji-li 10 pl séra a p Fidavam 1,00 ml pracovniho roztoku, pak objem
reak éni smeésije 10 + 1000 = 1010, takZze pom ér je 10/1010, kratime deseti a
vysledek je 1/101

» Budeme-li pipetovat 5 pl séra, pak musime p Fidat 0,50 ml pracovniho roztoku, tedy
také dvakrat mén &, objem reak €ni smésije 5+ 500 = 505, takZze pom ér je 5/505,
kratime p éti a vysledek je op ét 1/101
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o Ddlezité!
— Presné a spravn é pipetovat
— Pouzivat vysoce €isté zkumavky, mikrozkumavky, kadinky, valce apod.
* Co znamena inkubujeme 5 minut a zbarveni je stabiln i po dobu 1 hodiny
— Nic jiného nez, ze m éfit absorbanci vzniklého komplexu je nutné mezi
péti minutami a jedné hodiny
— Vyrobce setu garantuje, Zze po p éti minutach ,prakticky” zreagovaly
veskeré ionty Mg 2+ s kalmagitem a po jedné hodin & bud’ dochazi k
rozpadu vniklého komplexu nebo se za  €ina zvySovat interference dalSich
latek (mozna iont G Ca?*)
— Vypo éet:
* Vyuziti Lambert-Beerova zakona:

AST = Cgr X IST X Egr

A/ Z = C\/Z X IVZ X gVZ

e & molarni absorp ¢€ni koeficient toho komplexu (tedy je jedno jestli m ame ionty
Mg?2* ze standardu nebo ze vzorku, po Fad jsou to Mg 2* ionty, které reaguiji s
kalmagitem za vzniku komplexu, takze vykratime)

» |: délka absorp €éniho prost redi (kyvety). M éla by byt stejna nebo stejné velikosti
jak pro vzorek, tak také pro standard. Takze také p  okratime
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o Takze:

_ A
C\/Z_iszST

Ast

e Tazména (A) je zde matouci, protoze my ode ¢&itame absorbanci vzorku a
standardu proti blanku a na blank ,vynulujeme* fotom etr

e Cojetovlastn é blank ?
— Neékdy se p feklada jako slep4, slepé ¢€inidlo
— Takovy ,idealni blank* obsahuje vSechny latky jako vzo rek, jenom chybi ta latka,
kterou stanovujeme, v naSem p fFipadé ionty Mg 2*

— Takze zde je idealni blank jen pro standard
— OvSem seze ite sérum (nulové sérum), které neobsahuje Zadné iont y Mg?*
— Navic dalSi latky obsazené v biologickém materialu ( sérum) jsou v r Gznych hladinach

— Prepocet jednotek
* Neni co dodat
— Referen éni hodnoty
» Definice viz p fednasky
e Znat, neznat, vzdy t’ je |ze kdekoli najit, navic se lisi
» Diky €éemu se lisi ?
— Pouzitd metoda, pohlavi, v €k, rasa, zivotni styl
o TakZze zhruba orienta éné védét, Ze hodnoty jsou n ékde kolem 1 mmol/l (sérum)
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— Vykonnostni charakteristiky

Jde o tzv. analytické parametry dané soupravy

Linearita: Fika nam, v které oblasti koncentraci je linearni za  vislost. Mimo tuto
oblast mohou byt jiz vysledky zkreslené. Zde uvad  ény udaj do 2,03 mmol/l je
nedpliny, nebo t chybi hodnota pro spodni hranici, tudizm  élo by se uvad ét, ze
linearita je od — do. Pravd épodobn & spodni hodnota je 0,40 mmol/l, hodnota
uvad éna jako mez stanovitelnosti

Mez detekce: je obtizné definovat, jsou totizr  Gzné definice
— "Nam érena hodnota veli €iny ziskana danym postupem m é&reni, pro kterou je
pravd épodobnost nepravdivého tvrzeni o nep  Fitomnosti sloZzky v materialu B, pfiéemz
pravd épodobnost nepravdivého tvrzeni o jeji p  Fitomnosti je a." (1, €lanek 4.18). TNI
01 0115:2009. Mezinarodni metrologicky slovnik - Zakl — adni a vSeobecné pojmy a
pridruzené terminy (VIM).
» Cotomu Fikate ?
— Nastésti v tuto dobu pro nas ned ulezité
Mez stanovitelnosti:

— Mez stanovitelnosti metody je nejnizSi mnozstvi ana  lytu ve vzorku, které
muZze byt stanoveno jako exaktni hodnota s poZzadovanou hodnotou
nejistoty.

» To uz je srozumiteln éjSi. Tato hodnota by nem éla byt nizSi nez

v

extrapolace je nep Fipustna. Navic kalibrace by m éla byt linearni
Pracovni rozsah
— To je zhruba ta linearita
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* Presnost
— Intra-assay
— Inter-assay
e Pravdivost
— Bias
e Porovnani s komer €éné dostupnou metodou
— Leépe s referen éni metodou, jesSt & lépe s definitivni metodou

— Vice prednasky

— Interference

» Zde je uvedeno, které latky mohou s danym stanoveni  m interferovat a od
kterych p Fiblizn & koncentraci

— Tak to je zhruba vSe k danému setu
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Principy metod

« Jakjiz bylo Fe€eno, provas je d Ulezité znat principy, a to jeSt & obecn é
e Hlavné se neu ¢te postupy, nenitod ulezité
e  Princip stanoveniiont G Mg?* jsme si jiz popsali
e  Nyni princip stanoveni iont 0 Ca?*
— P¥ineutralnim pH tvo i ionty Ca 2* s arsenazo Ill komplex. Intenzita zbarveni tohoto
komplexu je p fimo Um érna koncentraci iont G Ca?* ve vzorku

— JednoduSe fFe€eno, op ét tvorba barevného komplexu, zde vyrobce pouziva ar  senazo
lll, ale mohou to byt i jiné latky s kterymitvo i ionty Ca 2+ komplex.

O
.OH  HOW
“OH ¥ O_As

{\,‘ OH OH [}'
0 CC .
HO-S S-
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~ e
1
. v
A®
]— L Univerzita
VIN y OP Vrdblsvani Pardubice
EVROPSKA UNIE k¥ oro Momkarenceschopnost ’



INCHEBIO - Inovace studijnich programi Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

e  Stanoveni fosfat G

HPO,%> a H,PO, v pom éru asi 4:1 p ¥i pH krve 7,40

Amonium molybdenan tvo Fi s fosforem za p Fitomnosti kyseliny sirové
fosfomolybdenanovy komplex vhodny pro fotometrické s tanoveni v UV oblasti

Désna formulace, d ésné nazvoslovi, ...

TakZe uve dme to na pravou miru:

Fosfat + Molybdenan amonny O3 . Fosfomolyllenanovikomplex

Je to zjednoduSené, ale posta ¢€ujici
Molybdenan amonny, je mysleno

ortho-Molybdenan amonny (NH ,),Mo, nebo

Heptamolybdenan amonny (NH ,);Mo0-0,,

Vznika komplex: (NH ,);PMo,,0,, (nazloutly)

Redukci vznika molybdenova mod F (také jedna z moznosti stanoveni):

PMo,0> + 4e OP* . PMao Ma)'O}

o v v/
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PM01,0,40>

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/60/ Phosphotungstate-3D-polyhedra.png
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e« Stanoveniiont U zZeleza

— Zelezo se v pufru o pH 4,8 uvol fuje z vazby na transferrin a redukuje se na zelezna  té
ionty. Uvoln éné ionty Fe 2* tvo i s Ferene S {(3-(2-pyrid il)5,6-bis-2-(5-furylsulfonova
kyselina)-1,2,4-triazin)} stabilni barevny komplex. Intenzita zabarveni je p Fimo Um érna
mnoZstvi Zeleza ve vzorku. Interference m  édi je eliminovana reak €nimi podminkami a
pFidavkem maskujiciho ¢€inidla.

» Ujde to, az na ten pyrid |l
— TakZe to op ét zjednoduSime

e lonty Zeleza (Fe 3*) se okyselenim uvol RAuji z vazby na transferrin (poznamenavam,
Ze 1 molekula transferrinu vaze 2 ionty Fe 3*), poté nasleduje redukce naionty Fe 2+
které reaguji s danou latkou za vzniku barevného ko  mplexu

o Jinak 3-(2-pyridyl)-5,6-di(2-furyl)-1,2,4-triazin-5  *,5"-disulfonova kyselina vypada

takto
AN
O 2 | N
@) \N,N
Na* "038—( |

http://www.sigmaaldrich.com/structureimages/42/mfcd 00040642.gif
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