Zastosowanie pieca

NOTA APLIKACYJNA

Absorpcja atomowa

Wprowadzenie

.o Potrzeba posiadania sprawdzonego aparatu,
TH GA OI'aZ korekCJ 1 ktory pozwala na doktadny pomiar pozioméw

ofowiu we krwi jest wymagana przez przepisy

Zeeman'a dO Oznaczanla dotyczace  bezpieczenstwa  pracy oraz

zdrowia publicznego. CDC (Centrum Kontroli

OlOWlu W pr(,)bka(:h krWl Choréb) aktualnie wymaga podijecia dziatania,

pelnej

jezeli stezenie ofowiu we krwi wynosi ponad 10
pg/dL." Z drugiej strony nie jest znany
bezpieczny poziom dla otowiu we krwi, a zatem

jest bardzo wazne posiadanie zwalidowanego aparatu, ktéry dostarcza doktadnych
i precyzyjnych pomiaréw.

Walidowane aplikacje oznaczania pozioméw otowiu w petnej krwi sa zwykle
wykonywane za pomoca atomowej spektrometrii absorpcyjnej z kuweta
grafitowa (GFAAS). Technika ta pozwala na osiaganie granic wykrywalnosci
Znacznie ponizej wymaganych przepisami stezet otowiu we krwi i wymaga
prostszego szkolenia operatora niz bardziej zaawansowane techniki analizy
elementarnej.? W tej publikacji zademonstrowane jest zastosowanie spektrometru
AAS PinAAcle™ 900T firmy PerkinElmer (Rysunek 1) z uzyciem techniki STPF
(stabilizowany temperaturowo piec grafitowy z platforma) oraz poprzecznie grzanej
kuwety grafitowej (THGA) do oznaczania stezenia otowiu w prébkach krwi. Wodne
roztwory wzorcowe byty stosowane zamiast standardéw z dopasowana matryca
krwi lub metoda dodatkéw wzorca. To upraszcza procedure oraz minimalizuje czas
wykonania analizy.
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Cze$¢ doswiadczalna

Przygotowanie odczynnikéw

Wszystkie odczynniki, standardy i probki byty przygotowane
w wodzie dejonizowanej ASTM® Type | (18 MQ «cm).
Stezony kwas azotowy (69-70%), HNOs, byt o sladowym
zanieczyszczeniu metalami lub lepszy.?

o Wyjsciowy 10% roztwor Triton® X-100: Odwazy¢ 10
graméw Triton® X-100 (Nr kat. N9300260) bezposrednio
do butelki LDPE o pojemnosci 125 mL LDPE bottle. Doda¢
wody dejonizowanej do 100 graméw. Dobrze wymieszac.

e Roztwor ptuczacy podajnika: Napetni¢ prawie catkowicie e

2 L butle podajnika woda dejonizowana. Doda¢ 4 mL
stezonego kwasu azotowego i 100 pL 10% roztworu
Triton®X-100 . Dobrze wymieszac.

¢ Roziehczalnik/modyfikator matrycy: Do butelki LDPE o
pojemnosci 60 mL doda¢ 1 mL 10% roztworu
modyfikatora kwasnego fosforanui amonu NH;H,PO,, (Nr
kat. N9303445), 2.5 mL 10% roztworu Triton® X-100
oraz 0.1 mL stezonego kwasu azotowego. Rozcienczy¢
do 50 mL wbda dejonizowana.

* 1% roztwér HNO; : Dodac okoto 500 mL wody
dejonizowanej do plastikowe] kolby miarowej o pojemnosci
1L.Dodac¢ 10 mL stezonego kwasu azotowego i uzupetnic
do kreski woda dejonizowana.

e Posredni roztwér wzorca (10 mg/L): Doda¢ 1 mL roztworu
standardu otowiu 1000 mg/L (PerkinElmer Pure, Nr kat.
N9300175) do butelki LDPE o pojemnosci 125 mL LDPE i
dopetni¢ do 100 g 1% HNOs. Swiezy roztwdr co miesiac.

Przygotowanie standardow i prébek

Rozciericzy¢ posredni standard 10 mg/L tak, aby otrzymac
standardy 100, 200, 400 oraz 600 pg/L przez dodanie
odpowiednio 1, 2, 4 i 6 mL standardu10 mg/L i dopetnienie
w plastikowych kolbkach do 100 mL 1% HNOs.

Aby przygotowac standardy kalibracyjne: do czystych
naczynek podajnika o pojemnosci 1.2 mL (Nr kat..
B0510397) doda¢ 100 L kazdego standardu do 900 pL
oroztworu rozcienczalnika/modyfikatora. Wymieszac
zawartos$¢ naczynka przez 5-10 krotne zassanie i
dozowanie. Powtorzy¢ te procedure stosujac 1% HNOs dla
proby slepej.

Standardy NIST® Trace Elements in Caprine Blood (SRM
955¢) oraz LyphoChek Whole Blood Metals Controls
Levels 1, 2 i 3 (BioRad, Hercules, CA) byty stosowane jako
probki. Probki byty rozciericzane bezposrednio w
naczynkach podajnika 1.2 mL przez pipetowanie 100 pL
kazdej probki krwi do 900 pL roztworu rozcienczalnika/
modyfikatora mieszajac jak powyze;.

Aparatura

Spektrometr PinAAcle 900T ptomieniowy oraz z piecem
grfaitowym z korekcja tta Zeeman'a byt stosowany we
wszystkich pomiaréw. Lampa HCL Pb  PerkinElmer
Lumina™ (Nr kat.. N3050157) byta stosowana jako Zrodto
Swiatta a argon byt stosowany jako gaz nosny.
Ustawienia spektrometru PinAAcle 900T sa pokazane w
Tablicy 1 a program temperaturowy stosowany dla
wszystkich prébek jest przedstawiony Tablicy 2.

LW

Rysunekl. Spektrometr absorpcji atomowej PinAAcle 900T
z podajnikiem pieca AS 900 furnace autosampler.

Tablical. Ustawienia spektrometru PinAAcle 900T.

Parametr Wartos$¢
Dlugosc¢ fali: 283.3 nm
Szczelina: 0.7 nm
Prad lampy: 10 mA
Czas integracji: 4 sek

Typ krzywej kalibracji:

Linear through zero

Powtérzenia: 2
Jednostki standardow: ug/dL
Jednostki probek: ug/dL
Objeto$¢ probki: 12 yL
BOC: 2s

Tablica2. Program pieca dla pomiaréw Pb w probkach krwi
w spektrometrze PinAAcle 900T z kuwetami THGA.

Temp. Ramp Hold Przeplyw Krok Typ

Krok ("C)  (sek) (sek) wewn. pomiaru gazu

1 120 5 10 250 Normal
2 140 S 10 250 Normal
3 200 10 10 250 Normal
4 700 10 20 250 Normal
S 1500 0 4 0 X Normal
6 2450 1 3 250 Normal

*Temperatura dozowania: 110 °C




W analizach stosowano standardowe kuwety THGA
powlekane pyrolitycznie (Nr kat.. BO504033) ze zintegrowana
platforma. Unikalna opatentowana konstrukcja kuwet THGA
zapewnia state grzanie i wysoka wydajnos¢ atomizacji dla
wszystkich pierwaistkdw wtaczajac pierwiastki
trudnotopliwe. Kuwet oraz platforma wykonywane z
pojedynczego bloku grafitu wytacznie dla firmy PerkinElmer.

Poprzecznie grzana kuweta zapewnia jednolity rozkfad
temperatury wzdtuz catej dtugosci kuwety znaczaco redukujac
kondensacje sktadnikow matrycy oraz efekty pamieci.
Korekcja tta wykorzystujaca rownolegty do sit  pola
magnetycznego effekt Zeeman'a zapewnia doktadna korekcje
bez straty Swiatta zwiazanego z korekcja tta efektem Zeeman'a
prostopadtym.

Kamera pieca TubeView™ w spektrometrze PinAAcle 900T
byta stosowana do ustawienia gtebokosci zanurzenia korncowki
pipety (Rysunek 2a) oraz do kontroli zanieczyszczenia
platformy przez matryce prébki o ile miata miejscer. Kamera
byta takze stosowana podczas opracowania metody do
weryfikacji krokéw suszenia oraz zapewnienia, ze nie ma
wrzenia i rozpryskiwania probki (Rysunek 2b).

Rysunek 2. a) Ustawienie podajnika AS 900 za pomoca kamery pieca
TubeView; b) Préobka $lepa wewnatrz THGA podczas opracowania metody.

Whyniki i dyskusja

Wodne standardy kalibracyjne sa lepsze do stosowania niz
metoda dodatkéw w analizie Pb w probkach krwi.
Zapewniaja one mniejsze pomytki peratora, nizsze koszty
analizy i krétsze czasy jej wykonnia niz w wypadki metody
dodatkow lub wzorcéw z dopasowana matryca.* Natozenie
dwoch pikéw: wodnego standardu Pb (czerwony) i prébki
krwi referencyjnej (niebieski) zmierzone PinAAcle 900T sa
pokazane na Rysunku 3. Jak oczekiwano w matryc krwi
odparowanie Pb volatilization nastepuje pdzniej niz w
standardzie, stosowane warunki STPF powoduja, ze
wszystkie atomy Pb sa odparowywane do srodowiska o statej

temperaturze, niezaleznie od czasu ich pojawienia. To powoduje
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Rysunek 3. Nalozone spiki standardu (czerwona linia) oraz proébki
referencyjnej krwi (niebieska linia). Linie ciagle pokazuja sygnal
analityczny po korekgji tta (AA-BG); przerywane linie s sygnatami tla
(BG).
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' Rysunek 4. a) Liniowa krzywa kalibracyjna dla prébek Pb do 60 pg/dL.

ze wktad kazdego atomu Pb w sygnat analityczny jest taki sam b) Liniowa krzywa kalibracyjna dla probek Pb do 120 ug/dL.

co pozwala na stosowanie wodnych roztworéw kalibracyjnych z

zachowaniem jednoczesnie doktadnosci i precyzji.



W wypadku tej analizy aparat byt kalibrowany do 60 pg/dL
(Rysunek 4a), jednak mozna okaza¢, ze krzywa jest liniowa
zw zakresie do 120 pg/dL lub nawet wyzej (Rysunek 4b). To
powoduje minimalizacje krokéw rozcienczenia probek, ktoére
sa wymagane dla prébek o wysokich zawarosciach.
Wielokrotne pomiary roztworu rozcienczalnika daty granice
wykrywalnosci na poziomie 0.23 pg/dL (3SD).

Odzysk dla materiatu referencyjnego NIST® 955¢, Toxic Metals in

Caprine Blood, byt w zakresie od 98-102% dla wszystkich
czterech poziomow stezen (Tablica 3). Dla trzech pozioméw
probek materiatu BioRad LyphoChek odzysk wynosit od
100-106% (Tablica 4). Wszystkie watrosci eksperymentalne z
tatwoscia miescity sie w granicach referencyjnych.

Tablica 3. Wyniki pomiaréw NIST® SRM 955¢
z zastosowaniem wodnych standardéw i techniki GFAAS.

Wartosc Wartosc
Prébka referencyjna otrzymana Odzysk
(ug/dL) (ug/dL) (%)
Poziom 1  0.424 £0.011 0.431 102
Poziom2 13.950 £0.080 13.8 99
Poziom 3 27.76 £0.16 27.6 100
Poziom4  45.53 £0.27 44.8 98

Tablica 4. Wyniki dla prébek BioRad LyphoChek Control
(trzy poziomy stezenia).

Wartosc Wartos¢
Probka  refer* Zakres otrzymana Odzysk
(ug/dL)  (pg/dL) (ug/dL) (%)
Poziom 1 9.58 7.67-11.5 9.83 103
Poziom2 27.7 22.2-33.3 29.4 106
Poziom 3 $54.0 43.2-64.8 54.0 100

* Wartosc materiatu BioRad sq Srednig wynikow otrzymanych
metodg ICP-MS.

Podajnik probek AS 900 byt stosowany do zapewnienia
doktadnego dozowania probki. Korcéwka pipety
automatycznego dozowanika AS 900 nie wymagata zadnego
czyszczenia lub innej obstugi pomiedzy wykonywanymi
pomiarami w celu unikniecia przenoszenia zanieczyszczenia od
probek o wysokiej zawartosci otowiu. Mozna takze
wykonywag, jezeli pojawi sie taka koniecznos¢,
automatyczne rozcienczenie prébek o sygnatach lezacych
powyzej zakresu krzywej kalibracji.
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Podsumowanie

W niniejszej publikacji zaprezentowano przyktad w jaki sposéb
nasz aparat moze by¢ wyorzystany w wypadku walidowanej
metody oznaczania otowiu w probkach krwi petnej. Szybkos¢ i
doktadnos¢ mozliwa jest dzieki stosowaniu konceptu STPF,
systemu THGA oraz pomiaréw spektrometrem absorpgji
atomowej PinAAcle 900T. Liniowy zakres dynamiczny
pozwala na pomiary w szerokim zakresie stezen olowiu w
probkach od pozioméw duzo ponizej krytycznej wartoscil
10 pl/dL do duzo wieszych stezen, ktdére moga by¢ potrzebne
nie tylko w badaniach klinicznych, ale takze w badaniach
naukowych. Spektrometr absorpcji atomowej PinAAcle 900T
jest odpowiednim aparatem do analiz klinicznych oznaczania
otowiu we krwi.
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