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Uvod

Fosfor je jednim z hlavnich prvkl vyskytujicich se
v organismech. Je soucasti skeletu, nukleovych kyselin,
energetickych fosfatli (ATP), fosfolipidii a mnoha dalsich
dalezitych latek. Vyznamné se tak podili na metabolismu'.
Z toho plyne potieba kvantitativniho stanoveni fosforu, at’
uz z divodu nutnosti studia metabolickych déji nebo mo-
nitorovani jeho vyskytu napf. v potravinach ¢i Zivotnim
prostiedi.

Vhodnou metodou pro prvkovou analyzu je hmot-
nostni spektrometrie s indukéné véazanym plazmatem
(ICP-MS). Ptima aplikace na stanoveni fosforu je vsak
komplikovana ptitomnosti spektralnich interferenci polya-
tomickych iontd>. Tyto ionty maji téméf stejny pomér
hmotnosti a naboje (m/z) jako analyt, takze u ICP-MS
s nizkym rozliSenim dochazi k prekryvu signald téchto
iontl a analytu. Polyatomické ionty odvozené od atomil
uhliku, kysliku, vodiku, dusiku a dal$ich prvka pochézeji
prevazné z matrice vzorku®. V ptipads fosforu mé&feného
na linii >'P* se jedna predevsim o ionty "N'®0", "*N'®*0'H"
a '2C'H5'°0". Z dalsich potencialnich interferentii 1ze uvést
seskupeni "NPN'H', "*C'®0'H', “C"™0" nebo *’Si'H"
(cit.>™). Situace je navic ztizena tim, e fosfor je monoiso-
topicky prvek, a tak k jeho stanoveni nelze zvolit jiny iso-
top™°. Proto byla testovana také moznost stanoveni fosforu
ve formé oxidu *'P'°0", kterou ve své praci uvadi Bandura
a spol.’, vyuZivajici reakce fosforu s kyslikem v dynamic-
ké reakéni cele (DRC). Jeho prace popisuje moz-
nost vyrazné redukce interferenci a ukazuje nizké detekcni
limity’. Ani seskupeni *'P'°O" viak neni zcela
bez interferenci. Vice ¢i méné zdvaznych interferenci
existuje cela fada: '*C*CI", “N'°0'°0'H", *C'°0"*0",
*8i"°0'H", **S"*N" a mnoho dalgich™”.
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Priibéh reakce kysliku s fosforem v DRC 1ze ovlivnit
nastavenim nékterych parametrll, z nichz nejvyznamnéjsi
jsou parametr a (RPa), parametr g (RPg) a pratok reakéni-
ho plynu. RPa a RPq jsou parametry uzce souvisejici
s intenzitou elektrického pole na ty¢ich kvadrupdlu uvnitf
DRC a jsou definovany rovnicemi (/) a (2), kde e je naboj
elektronu, Vg, stejnosmérné napéti vlozené na tyce kva-
drupélu, Vi stiidavé napéti vlozené na tyce kvadrupdlu,
m hmotnost iontu a ® frekvence vlozen¢ho stfidavého
elektrického pole. Zménou téchto parametri lze docilit
destabilizaci prekurzori interferujicich iontd a ¢astecné tak
zabranit jejich vzniku®.
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Cilem prace bylo optimalizovat metodiku stanoveni
fosforu. K dosazeni tohoto cile bylo nutné kvantifikovat
interference na liniich m/z = 31 a m/z = 47, najit optimalni
podminky tvorby iontu *'P'®0" a nakonec stanovit parame-
try ziskané metody, jako jsou linearita a mez detekce.
Spravnost metody byla ovéfena analyzou certifikovaného
referencniho materidlu a vzorku fazoli, ve kterych byl
obsah fosforu stanoven spektrofotometricky.

Experimentalni ¢ast

Vzorky pro kvantifikaci interferenci a optimalizaci
DRC obsahujici fosfor, dusik, uhlik a chlor byly pfipravo-
vany fedénim roztokt 99,999% NH,H,PO, (1,000 + 0,002

g | Analytika, spol. s.r.o., Praha, CR), 65% HNOs, HCl
1:10 (obé Suprapur®, Merck, Darmstadt, SRN) a CH;0H
(Uvasol®, Merck, Darmstadt, SRN). K fedéni byla pouzi-
vana demineralizovana voda Milli-Q (Millipore, Bedford,
USA). Zasobni roztok vnitinich standardd obsahoval
2mg ™" Ge,Rhal mgl"' Inv 0,5 mol I"" HNO; a byl
pfipraven fedénim roztokd obsahujicich dané kovy
o koncentraci 1,000 + 0,005 g I"' (Analytika, spol. s.r.o.,
Praha, CR). V DRC byl jako reakéni plyn pouzit kyslik
gistoty 5.0 (Siad, Brafiany u Mostu, CR).

Pro ovéfeni spravnosti stanoveni byl pouZit vzorek
fazoli s obsahem fosforu 4,77 + 0,47 mg g"'. Dany obsah
fosforu v nich byl stanoven spektrofotometricky metodou
molybdenové modii'®. Dale byl analyzovéan certifikovany
referencni material suseného mléka BCR 063R (IRMM,
Geel, Belgie) s obsahem fosforu 11,10+ 0,13 mg g

Mg¢feni byla realizovana na hmotnostnim spektromet-
ru s indukéné vazanym plazmatem PerkinElmer Sciex

* Antonin Kana tuto praci uspéSné€ prezentoval na soutézi O cenu firmy Merck 2010 za nejlepsi studentskou védeckou pra-
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Elan DRC-¢ (Concord, Kanada) vybavenym dynamickou
reakcni celou s tzv. Axial field technologii. Vzorek je za-
vadén koncentrickym zmlzovacem s cyklonickou mlznou
komorou. Hmotnostnim analyzatorem je zde kvadrupdl.

Parametry DRC byly optimalizovany v nasledujicim
rozsahu: RPg 0,1-0,9 s krokem 0,1; RPa 0,01-0,10
s krokem 0,01 a pratok reakéniho plynu kysliku 0,3 az
1,5 ml min™' s krokem 0,1 ml min™".

Kvantitativni stanoveni fosforu bylo realizovdno na
linii m/z = 31 odpovidajici iontu *'P* a m/z = 47 odpovida-
jici iontu *'P'°O". Vnitini standardy byl m&feny na liniich
m/z = 72 (Ge), m/z = 103 (Rh) a m/z = 115 (In). Veskera
kvantitativni méfeni byla realizovdna metodou vnitiniho
standardu.
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Obr. 1. Zavislost falesné pozitivniho signialu fosforu na kon-
centraci HCI v roztoku s obsahem CH;OH 1000 mg r'; 1 -
signal na linii m/z = 47, 2 — signal na linii m/z = 31
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Obr. 2. Zavislost falesné pozitivniho signialu fosforu na kon-
centraci HNO; v roztoku; 1 — signal na linii m/z =31, 2 — signal
na linii m/z = 47
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Vysledky a diskuse
Kvantifikace interferenci polyatomickych ionti

Pozadi vytvafené interferujicimi ionty bylo méfeno
pii m/z = 31 a m/z = 47 ve standardnim rezimu bez aplika-
ce DRC. K urceni, zda jsou interference né&kterych polya-
tomickych iontd vyznamnéj$i nez ostatni, byl méten zv1ast
roztok obsahujici kyselinu dusi¢nou a zvlast’ roztok obsa-
hujici kyselinu chlorovodikovou s methanolem. Methanol
simuluje pfitomnost zbytkového uhliku po mikrovinném
rozkladu biotickych vzorkid. Zavislost falesné pozitivniho
signdlu na koncentraci prvkll v roztoku je uvedena na
obr. 1 a obr. 2.

Na obr. 1 je mozné pozorovat nizkou uroven falesné
pozitivni koncentrace *'P* malo zavislou na koncentraci.
Z toho lze usoudit, Ze mozné interference zpiisobené ionty
obsahujici uhlik (*C'H;'°0°, 2C®0'H', “C"0") jsou
zanedbatelné. Naproti tomu fale$né pozitivni signal *'P'°0" je
o tfi fady vysSSi a znacné zavisly na koncentraci HCI.
To znamend, Ze interference iontl kombinujicich uhlik
a chlor (*C¥*CI", *C'°0'*0") jsou v§znamné.

Na obr. 2, ktery zobrazuje falesné pozitivni signal
analytu v prostfedi zfedéné HNOs, lze pozorovat velmi
podobnou uroveii interferenci pro *'P* i *'P'°0". Polyato-
mické ionty obsahujici dusik (°N'°O*, "“N'®O'H,
BNPN'H a “N'0'*0'H") tedy vznikaji v priblizné stej-
ném mnozstvi, které viak u *'P* vyrazngji zavisi na kon-
centraci HNOs.

Optimalizace DRC

Cilem optimalizace reakéni cely bylo nalézt takovou
kombinaci hodnot parametrtit RPg, RPa a pritoku reakéni-
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Obr. 3. Zavislost intenzity signalu *'P'*0" na priitoku kysliku
F a RPq pro roztok obsahujici 4 mg I'' fosforu
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Obr. 4. Zavislost intenzity signalu *'P'*0" na pritoku kysliku
F a RPq pro roztok 2% HNO;

ho plynu, pii které by bylo dosazeno maximéalniho signalu
fosforu ve formé iontu *'P'®0O" a zaroveii co nejnizsiho
falesné pozitivniho signalu interferenti. Fale$sné pozitivni
signal byl stejné jako v pripadé kvantifikace méfen pro
roztok obsahujici dusik a roztok obsahujici chlor s uhlikem
zvlast. Velikost falesné pozitivniho signalu byla charakte-
rizovana koncentraci ekvivalentniho pozadi (BEC).
Maximum signdlu fosforu bylo dosazeno pfi pritoku
kysliku 0,4 ml min™', RPq = 0,4 a RPa = 0. Zavislost in-
tenzity signdlu méteného na linii m/z = 47 na priitoku kys-
liku a RPgq, resp. prutoku a RPa, pro roztok obsahujici
4 mg 1”' P je zobrazena na obr. 3 a 5. Pii téchto paramet-
rech je vSak pozorovana rovnéz zvysena BEC. Ta je zpu-
sobena tim, ze ve stejné oblasti lezi také maximum intenzi-
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Obr. 5. Zavislost intenzity signalu *'P'*0" na pritoku kysliku
F a RPa pro roztok obsahujici 4 mg I'! fosforu
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Obr. 6. Zavislost intenzity signalu *'P'*0" na pritoku kysliku
F a RPq pro roztok 2% HNO;

ty signalu interferentti. Zavislost intenzity signalu méfené-
ho na linii m/z = 47 na prutoku kysliku a RPg, resp. prito-
ku a RPa, pro roztok 2% kyseliny dusi¢né je zobrazena na
obr. 4 a 6. Uroveii BEC dosahuje hodnot srovnatelnych
s hodnotami ziskanymi pfi kvantifikaci interferenci bez
pouziti DRC.

JelikoZ se nepodafilo vyznamné snizit intenzitu inter-
ferenci oproti mereni bez pouziti reakéni cely, bylo jako
vhodnéjsi zvoleno méfeni bez tohoto prvku. V dalSich
méfenich tak nebyla DRC vyuZita.

Linearita a mez detekce

Linearita kalibracni zavislosti byla testovéna
v koncentraénim rozsahu 0-2 mg 1™ P pro méfeni na linii
*'P* a v rozsahu 0-50 mg 1! P pro méfeni na linii *'P'°O",
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Obr. 7. Zavislost poméru intenzit signali fosforu a vnitiniho
standardu mérenych na linii m/z = 31 na koncentraci fosforu
v roztoku. 1 — vnitini standard In, 2 — vnitini standard Ge, 3 —
vnitini standard Rh
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Obr. 8. Zavislost poméru intenzit signali fosforu a vnitiniho
standardu mérenych na linii m/z = 47 na koncentraci fosforu
v roztoku. 1 — vnitini standard In, 2 — vnitini standard Ge, 3 —
vnitini standard Rh

viz obr. 7 a 8. Vyhodnoceni bylo provedeno Mandelovym
F-testem'’. Soucasné byla testovana vhodnost t¥ rtiznych
vnitinich standardt (IS): Rh, Ge, In. Linearni zavislost
byla u *'P* zjisténa pouze pro IS Ge, a to v celém rozsahu
0-2 mg I"". Pro *'P'®0" byla zjisténa linearita jen pro IS In,
avak v rozsahu koncentraci fosforu pouze 0-30 mg I

Mez detekce byla urcena analyzou slepych pokusi
také za pouziti vnitinich standardi Rh, Ge a In. Mez de-
tekce se na rozdil od linearity v rdmci rlznych vnitinich
standardi téméf neli§i. Pro *'P* byla stanovena na 33 pg 1™
a pro *'P'°O" na 29 pg I"". Tato zdanlivé vysoka mez de-
tekce je vSak zcela dostacujici, protoze v béznych biolo-
gickych materidlech se koncentrace fosforu pohybuje
v desitkach az tisicich mg kg™ resp. mg 1" (cit.""). Lze tak
analyzovat i pomérné hodn¢ zfedéné roztoky. To je prak-
tické zejména z hlediska eliminace nespektralnich interfe-
renci'?.

Spravnost stanoveni

Analyzou certifikovaného referenéniho materialu
suseného mléka BCR  063R, které  obsahuje
11,10+ 0,13 mg g_1 fosforu, a vzorku fazoli, ktery obsahu-

Tabulka I
Stanovené obsahy fosforu v CRM BCR 063R (11,10 +
0,13mgg™)

Vnitini P na linii P na linii
standard m/z=31 m/z =47
[mg g '] [mgg']
Ge 11,35 + 0,47 142+ 1,0
1%Rh 11,42 40,48 144 +1,0
W51 11,32 £ 0,49 14,5+ 1,0
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Tabulka II
Stanovené obsahy fosforu ve fazolich (4770 + 460 pg g ')

Vnitini standard P na linii m/z =31 [ug g']

2Ge 4780 + 500
183Rh 4790 + 500
By 4740 + 500

je 4770 + 460 g g fosforu byla ovéfena spravnost stano-
veni fosforu metodou ICP-MS. Obsah fosforu v téchto
vzorcich byl stanoven pro rtizné vnitini standardy na lini-
ich m/z = 31 i m/z = 47. Stanovené obsahy fosforu véetné
nejistot jsou uvedeny v tab. I a II. Nejistoty obsahu fosforu
ve vzorku byly vypocteny podle rovnice (3) jako kombina-
ce opakovatelnosti a nejistoty odhadnuté jako 2 %
z vysledku analyzy, kde s je vybérova smérodatna odchyl-
ka dat, n pocet naméfenych hodnot a x. primér naméfe-

()

u(x,) = \/%+ (0,02 x,)’

nych dat.

Vyhodnoceni spravnosti stanoveni obsahu P ve vzor-
cich bylo provedeno testem vytéznosti. Ten ukazal, ze
stanoveni fosforu na linii iontu >'P* v CRM susen¢ho mlé-
ka poskytuje vysledky, které nejsou statisticky vyznamné
odlisné od certifikované hodnoty. Naopak stanoveni na
linii iontu *'P'®0" dava vysledky mirné vyssi, které jsou jiz
vyznamné odlisné od certifikované hodnoty. Stanoveni
fosforu pti m/z = 31 ve vzorku fazoli poskytuje také sprav-
né vysledky. Z divodu méfeni fale$né pozitivnich koncen-
traci na linii m/z = 47 jiz nebylo toto stanoveni ve vzorku
fazoli provedeno.

Zavér

Optimalizaci nastaveni reak¢ni cely nebylo dosazeno
vyznamného sniZeni intenzity interferenci u iontu *'P'°O".
Pozadi se pohybuje na téméf stejné Grovni, jako pfi méfeni
bez pouziti reakéni cely. Nebylo dosazeno ani zvySeni
citlivosti méfeni. Z tohoto diivodu bylo za vhodngjsi zvo-
leno stanoveni bez DRC. Z forem iontt byl pak vybran
*Ip*, ktery trpi méné zdvaznymi interferencemi nez
31p1%0". Pro méfeni *'P* bez DRC byla zjisténa linearita
kalibragni zavislosti v koncentraénim rozsahu 0-2 mg 1”!
pro vnitini standard ”Ge a mez detekce 33 pg I”'. Analy-
zou certifikovaného referen¢niho materiadlu suSeného mlé-
ka a vzorku fazoli analyzovaného kontrolni metodou byla
potvrzena spravnost stanoveni.

Tato prdce vznikla za podpory vyzkumného zdméru
MSMT CR MSM 6046137307.
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A. Kana and O. Mestek (Department of Analytical
Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague):
Determination of Phosphorus by Inductively-Coupled
Plasma Mass Spectrometry

Determination of P by inductively-coupled plasma
MS is complicated by spectral interference of polyatomic
ions. In this work the possibility of P determination in
biological samples was tested. P was determined as P* and
PO" ion. Formation of PO" ions was supported by the re-
action with oxygen in a dynamic reaction cell with opti-
mized parameters. The measurements show smaller inter-
ference of P* than that of PO". The use of a dynamic reac-
tion cell did not lead to improvement of measured parame-
ters. The limit of detection and linearity of calibration
curve were determined for this method. Its accuracy was
verified by analysis of certified reference skim milk pow-
der and bean samples.



