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Vazeni pratelé,
po dlouhé dobé pfiprav a ujasnovani nasich predstav jsme pred par tydny v HPST realizovali jeden z nasich dlouhodobych cil(.
Bylo jim prvni ¢islo naseho vlastniho ¢asopisu ChromAtoMol, které ndm udélalo velkou radost, ale zaroven s sebou pfineslo na-
pjaté ocekavani, zda se napad ujme a zda bude mit smysl publikovat i dalsi cisla. Podle prvnich ohlast se zd3, ze ¢tenare tento
napad oslovil, a proto cely nas tym velice tési, Ze jiz po par tydnech mlzeme publikovat ¢islo druhé, které je rozsahlejsi a prinasi
vice praktickych aplika¢nich ¢lankd.

Ti z Vas, jejichz hlavnim oborem je stopové analyza kovi a zajimaji je moznosti nejnovéjsich technologii ICP-MS, naleznou hned
v Uvodu ¢lanek z Centra dopravniho vyzkumu v Brné zamérujici se na presnou analyzu skupiny platinovych kov( v zivotnim pro-
stredi. Jednim z nejdulezitéjsich parametr(i vykonu dnesnich pfistroji je citlivost. Ktera forma vypoctu je ta optimalni, nechdme
na Vasem zvazeni po precteni clanku o detek¢nich limitech pfistrojh. Jaky je skutecny vykon nejcitlivéjsich trojitych kvadrupoli
v plynové chromatografii? Detailni odpovéd' naleznete v dalsi publikaci. V aktuainim cisle nechybi ani tipy a triky z oblasti spo-
tfebniho materialu, novinky v instrumentaci a nové také ¢ast popisujici oblast pokrocilych laboratornich softwar(. Dalsi novinkou
naseho ¢asopisu jsou pfispévky zamérené na oblast molekularni biologie, ktera tvofi dllezitou ¢ast produkce Agilent Technologies,
a v HPST se ji vénuje kompletni tym specialistl. Druhé cislo pak tradi¢né uzaviraji informace o servisnich sluzbach a jedine¢nych

Skolenich z dilen servisniho a aplika¢niho tymu HPST.
Karel Vranovsky, generalni reditel
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Kde nas najdete

Co: Kdy: Kde: Info:

16. Skola hmotnostni spektrometrie 13.-18.9.2015 Frymburk http://msskola2015.spektroskopie.cz/
LABOREXPO 2015 23.-24.9.2015 Praha http://www.laborexpo.cz/
Celostatni sjezd 1ékafské genetiky a 48. vyro¢ni  23.-24.9.2015 Brno http://www.genetikabrno.cz/
cytogeneticka konference

XXIIl. Ostravské dny forenznich véd 7.-9.10.2015 Ostravice http://www.odfv.cz/

Analyza organickych latek 12.-15.10. 2015 Valtice http://www.2theta.cz/

RAFA 2015 3.-6.11.2015 Praha http://www.rafa2015.eu/

Kurz AAS 23.-26.11.2015 Praha http://www.spektroskopie.cz/
Poradame

Co: Kdy: Kde: Info:

GC 3koleni, uzivatelské dovednosti a diagnostika 13.-14.10. 2015 Praha http://hpst.cz/sluzby/gc-gcms
MS (single-quad/QQQ pro GC) skoleni, uzivatelské  15.-16. 10. 2015 Praha http://hpst.cz/sluzby/gc-gcms
dovednosti a diagnostika

aCGH Microarray Workshop 21.-22.10. 2015 Praha info@hpst.cz

Mass Hunter pro GC/MS 2.-6.11.2015 Drite¢ http://hpst.cz/sluzby/masshunter
Mass Hunter pro LC/MS (QQQ) 2.-6.11.2015 Drite¢ http://hpst.cz/sluzby/masshunter
OpenLab - Chemstation 3.-6.11.2015 Drite¢ http://hpst.cz/sluzby/openlab

LC 3koleni, uzivatelské dovednosti a diagnostika 24.-25.11.2015 Praha http://hpst.cz/sluzby/Ic




Obrazek 1
Jeden z prvnich GC na svété, typ
F&M 17A

Obrazek 2
Plynovy chromatograf F&M 202
(195X)

Obrazek 3
Zleva: Aaron Martin, C. Eugene
Bennett a Frank Martinez Jr.

Obrazek 4

Manfred Donike méfi na plyno-
vém chromatografu HP 7600A HP
na olympijskych hrach v Mnichové
v roce 1972

Agilent slavi 50 let pusobeni
v chemické analytice

Dne 9. srpna 1965 dokoncila firma Hewlett-
-Packard svoji patou akvizici, kterou byla firma
F&M Scientific z Avondale v Pensylvanii (USA),
v té dobé uz jeden z prednich vyrobcl nové
technologie zvané plynova chromatografie.

Firma F&M Scientific zacinala jako ,bokovka”
jednoho ze zaméstnanct amerického chemické-
ho gigantu DuPont. Frank Martinez Jr. byl sklaf,
ktery pracoval na analytickych a procesnich in-
strumentech. V roce 1956 dostal svoleni vyrabét
plynové chromatografy ve svém volném case.
Po Uspésné reklamé v casopise Analytic
Chemistry zacala jeho firma prosperovat a Frank
Martinez v roce 1958 opousti spole¢nost DuPont,
aby se mohl na plny Gvazek vénovat své firmé
F&M (pojmenované podle jeho inicial).

Kdyz mu dalsi dva byvali zaméstnanci firmy
DuPont (Aaron Martin a C. Eugene Bennett) na-
bidli odkoupeni F&M, Martinez jim misto toho
nabidl partnerstvi ve firmé. Vsichni tfi zakla-
datelé byli pozdéji nadaci Chemical Heritage
Foundation uvedeni do ,Pfistrojové siné slavy”
- Instrumentation Hall of Fame.

V roce 1959 chtéla firma F&M vystavovat své
pfistroje na Pittsburghské konferenci analytické
chemie a aplikované spektroskopie (zndmé jako
,Pittcon”), ale nebyla schopna si zajistit stanek,
proto se tym usadil v hotelovém pokoji. Tym
predved| prvni programovatelny vysokoteplotni
chromatograf s teplotné-vodivostnim detek-
torem, ktery mohl pracovat pfi teplotach do
300 °C. Pristroj se stal hitem konference a pfitahl
velké zakazniky jako Pfizer, Dow a Esso. Materialy
jako nafta, polymery nebo léciva bylo mozné
analyzovat v fadu nékolika minut.

Béhem jednoho roku rozsitila firma F&M
teplotni rozsah pristroje na 500 °C. Spole¢nost
zvysila pocet zaméstnancl z plavodnich tfi na
25. Ve vyrobnim procesu zaméstnala vétsinu
absolventt Wilmingtonské technické skoly. Pro-
dej se zdvojnasobil z 250 na 500 tisic dolart
a kazdy nasleduijici rok to byl vzdy dvojnasobek.
Za tfi roky se stala firma F&M Scientific nejvétsim
svétovym vyrobcem plynovych chromatografa.

V roce 1965 (to méla firma jiz 400 zaméstnanc(i
a ro¢ni obrat 7 milion( dolar() byla spole¢nost
prodéana firmé Hewlett-Packard (HP).

Spole¢nost HP provozovala F&M jako oddéle-
nou divizi pod nazvem F&M Scientific Division
a expandovala na nové trhy jako zZivotni pro-
stredi, potraviny a forenzni analytika. Aplikace
zahrnovaly analyzu automobilovych zplodin,

méfeni znecisténi ovzdusi, kvality vody, obsahu
pesticidl aj. Spole¢nost HP také podepsala kon-
trakt s federalni viddou na vyvoj specialni fady
prenosnych piistrojli pro testovani potravinar-
skych produkt jako obili, picnin, mléka a ovoce.

V roce 1967 némecky biochemik Manfred
Donike demonstroval, ze plynovy chromato-
graf HP lze pouzit pro detekci anabolickych
steroid a dalsich zakdzanych latek v moci spor-
tovcy. Vysledkem bylo prvni plosné testovani
vsech sportovcl na letnich olympijskych hrach
v Mnichové v roce 1972, kde bylo pouzito osmi
plynovych chromatograft HP.

Analyticka instrumentace spole¢nosti HP
se nadale rozsifovala. V roce 1970 byla vytvo-
fena samostatnd divize Scientific Instruments
Division pro vyvoj novych technologii z oblasti
hmotnostni spektrometrie. V roce 1973 vstoupila
spole¢nost HP na trh s kapalinovou chromato-
grafii akvizici firmy Hupe & Busch.

Jednim z nejvétsich technologickych prilom
byl v roce 1979 vynalez kiemennych kapilarnich
kolon, coz zjednodusilo analyzu a umoznilo zmé-
fit vice latek ve smési. Plynovy chromatograf
HP 5890 (uvedeny na trh v roce 1984) z(istava
dodnes nejprodavanéjsim plynovym chroma-
tografem vsech dob.

V roce 1999 mél Agilent dvé divize: Life
Sciences a Chemical Analysis. Zatimco divize
Life Sciences byla povazovéna za hnaci motor
a hlavni cil investic spole¢nosti, divize Chemi-
cal Analysis byla brana jako zastaralé odvétvi
s ustrnulym rozvojem, jehoz nejlepsi dny uz jsou
ty tam. Mike McMullen (tehdejsi feditel divize
Chemical Analysis, dnes tieti prezident Agilentu)
presunul nejvétsi investice z USA do Evropy, Ciny,
Indie a dalSich rozvijejicich se trhi. Diky tomu
se chemicka analytika stala nejrychleji rostouci
divizi celé spolecnosti.

Padesat let po akvizici F&M Scientific spolec-
nost Agilent stéle roste, v roce 2014 byl ro¢ni ob-
rat 4 miliardy dolard. Vedouci postaveni na trhu
s chemickou analytikou umoznilo spole¢nosti
investovat do novych oblasti jako genomika
nebo diagnostika.

Daniela Trsova
daniela.trsova@hpst.cz




Vyuziti ICP-QQQ pro primé
stanoveni Pt, Rh a Pd v riznych

typech vzorku

Hmotnostni spektrometr ICP-QQQ 8800
series firmy Agilent Technologies je ele-
gantnim feSenim pro stanoveni ,kompliko-
vanych” prvk(, které za vyuziti klasickych
jednokvadrupdlovych ICP-MS neni mozné
stanovit v nizkych koncentracich, nebo jejich
stanoveni vyzaduje urcitou pfedupravu vzorku.
ICP-QQQ je vhodnym pfistrojem pro vzorky
s komplikovanou matrici a/nebo vzorky obsa-
hujici “komplikované” prvky.

ICP-QQQ obsahuje dva kvadrupély umisté-
né za sebou, mezi nimiz je kolizné-reakéni cela
(Octopole Reaction System - ORS3 ). Tato cela
mUze byt zaplnéna koliznim nebo reakénim
plynem, ktery interaguje s ionty proslymi prv-
nim kvadrupdlem. Vysledné produkty z ORS
jsou selektovany druhym kvadrupdlem. Prv-
ni kvadrupdl propusti jen ionty (i interferenty
- on mass) s vybranym pomérem m/z. Tyto ionty
o vybraném m/z déle interaguiji v kolizné-re-
akéni cele s vybranym plynem. Dochazi tedy
k vice u¢innému odstranéni interferenci, nez
u ICP-MS s jednim kvadrupdlem, kde koliz-
ni nebo reakéni plyn reaguje se viemi ionty.
ICP-QQQ je idealnim feSenim pro dfive proble-
matické vzorky a analyty.

Co jsou problematické vzorky?

+ Vzorky s komplikovanou matrici zplsobu-
jici zaneseni interface, zvyseni interferenci,
pokles signalu.

« Vzorky, které je nutno fedit. Vhodné je redéni
pomoci HMI (high matrix interface) - fedéni
aerosolu pfidavnym argonem zvysi toleranci
matrice az 10krdt, mozno méfit nefedéné
vzorky modi i morské vody.

« Vzorky, kde hledany analyt je v ultrastopo-
vych koncentracich, a naproti tomu interfe-
rent je obsazen ve vysokych koncentracich
(napt. Cd/Mo).

Co jsou problematické analyty?

« VSechny prvky, které jsou slabé ionizovany
v plazmatu (jako napt. P, S).

+ V3echny prvky, které maji hodnoty m/z zati-
zené polyatomickymi interferencemi.

+ Prvky zatizené izobarickymi interferencemi.

Interference v ICP-MS
1) Fyzikalni a chemické interference: tékavost,
viskozita, hustota, povrchové napéti - Ize od-

stranit (eliminovat) vhodnou upravou kalib-
racnich roztokd a Upravou transportu vzork
do plazmatu.

2) Spektroskopické interference: napf. izobarické
interference *®Ca* / *Ti* Ize odstranit vhodnym
reakénim plynem v rekéni cele, dvojité nabité
ionty lze odstranit v reakéni cele nebo vyuzit
vyssiho rozliseni; polyatomické interference Ize
odstranit v kolizné reak¢ni cele pomoci korelac-
nich rovnic, které je mozné vyuzit pfi nastaveni
v metodé, ladénim pfistroje tak, aby byl nizky
pomér oxid(, vyuzit podminky studeného plaz-
matu, alternativni zpUsoby predupravy vzorku
(generovani hydridd, ETV atd.), vyuzit vysoce
rozliSovaci spektrometry atd. Ideadlni feSeni
nabizi ICP-QQQ diky moznosti vyuziti prvniho
kvadrupdlu pro selekci iont(, dale pak kolizné-
-reakéni cely s moznosti vyuziti az ¢tyf plynd
v jedné metodé (H,/O,/NH./He).

Stanoveni PTK

Dalezitymi prvky z hlediska analyzy vzorku zi-
votniho prostredi ve vztahu k dopravé je skupina
platinovych kovu (Rh, Pd a Pt). Tyto prvky jsou
bézné pouzivany v katalyzatorech jako aktivni
slozky pro redukci emisi oxid( dusiku a oxidu
uhelnatého. Jeden katalyzator obsahuje asi 7 g
téchto kov. Ackoliv nejsou tyto kovy pfi vlast-
nich procesech v katalyzatoru spotfebovavany,
dochazi k jejich uvolhovani zejména v podo-
bé pevnych ¢&astic do prostfedi v mnozstvich
6-8 ng/km Pt, 12-16 ng/km Pd a 4-12 ng/km
Rh (Moldovan, 2007). V Ceské republice doslo
k vyznamnému rozsireni katalyzator( v polo-
viné devadesatych let, tedy témér po dvaceti
letech od legislativniho ustanoveni v USA (1975).
Anglie, Belgie a Spanélsko pfijaly legislativné
katalyzatory teprve v roce 1993 v souvislosti
s akceptovanim emisnich norem EURO. V pri-
béhu spalovani jsou katalytické konvertory vy-
fukovych plynt chemicky i fyzikalné zatézovany
rychlym stfidanim oxida¢né reduk¢nich podmi-
nek, vysokymi teplotami a mechanickou abrazi,
coz zpusobuje emise ¢astic obsahujicich PTK
do zZivotniho prostiedi (Konig et al.1992, Fargo
et al. 1996, Fargo et al. 1997, Zereini et al., 1997,
Gomez et al., 2001).

Pouziti v automobilech tak zpUsobuje plosné
rozsifovani PTK, zvlasté pak podél silni¢nich ko-
munikaci a v méstskych aglomeracich s vysokou
hustotou dopravy, a to nejenom do ovzdusi, ale

Obrazek 1
Systémy pro automatické odbéry
vzorkd

Obrazek 2
ICP/QQQ systém laboratoi CDV
(Autor fotografie: Stanislav Pechacek)



Vzorek

Mésto, stat (rok odbéru)

Lokalita

Obsahy / koncentrace
platinovych kovi

Ovzdusi PM10

Silniéni prach

Puda

Vegetace

Zivo&ichové

Tabulka |

Priklady nalezenych koncentraci
PTK v rGiznych typech vzorkud a

v riiznych lokalitach (Sikorova,
Li¢binsky, Adamec, 2011)

Brno, Ceska republika (2007)

Madrid, Spanélsko (1999-2000)

Goteborg, Svédsko (1999-2000)

Rim, Italie (1999-2000)

Mnichov, Némecko (1999-2000)
Madrid, Spanélsko (1999-2000)
Gotenburg, Svédsko (1999-2000)
Rim, Italie (1999-2000)

Mnichov, Némecko (1999-2000)
Londyn, Anglie (1999-2000)

Peking, Cina (2007)

Brno, Ceska republika (2006)

Braunschweig, Némecko (2005)

Athény, Recko (2003)

Neapol, Italie (2000)

Guangzou, Cina (2007)

Biatystok, Polsko (2000)

Saarbruecken, Némecko (1999)

Sever Svédska (1992-2000)

Sever Svédska (1997 a 2000)

Sever Svédska (2000, 2001)

Frekventovana ulice v intravilanu
mésta

Hlavni silniéni okruh

Hlavni silni¢ni okruh

Hlavni silniéni okruh

Hlavni silni¢ni okruh

Hlavni silni¢ni okruh a centrum
mésta

Hlavni silniéni okruh a centrum
mésta

Hlavni silniéni okruh a centrum
mésta

Hlavni silni¢ni okruh a centrum
mésta

Hlavni silniéni okruh a centrum
mésta

Hlavni silnice ve mésté

Intravilan mésta Brna

Délnice B248

Dalnice Athény-Thessaloniky

Metropolitni oblast - centrum
mésta a predmésti

Silni¢ni okruh kolem mésta

Silnice E67 s vysokou intenzitou

dopravy

Mésto

Hnizda na severu Svédska

Hnizda na severu Svédska

Hnizda na severu Svédska

Pt: 5,3 pg-m-3
Pd: 32,4 pg-m-3
Rh: 3,62 pg-m-3

Pt: 17,7 pg-m-3
Rh: 4,6 pg-m-3

Pt: 4,1 pg-m-3
Pd: 1,6 pg-m-3
Rh: 0,8 pg-m-3

Pt: 8,1 pg:-m-3
Pd: 54,9 pg-m-3
Rh: 3,0 pg-m-3

Pt: 4,1 pg-m-3
Rh: 0,3 pg-m-3

Pt: 220 ng-g-1
Rh: 74 ng-g-1

Pt: 123 ng-g-1
Rh: 48 ng-g-1

Pt: 34 ng-g-1
Rh: 5 ng-g-1

Pt: 179 ng-g-1
Rh: 31 ng-g-1

Pt: 53 ng-g-1

Pt: 39,8 ng-g-1
Pd: 20,8 ng-g-1
Rh: 10,1 ng-g-1

Pt: 4,52 ng-g-1
Pd: 2,55 ng-g-1
Rh: 0,52 ng-g-1

Pt: 50,4 ng-g-1
Pd: 43,3 ng-g-1
Rh: 10,7 ng-g-1

Pt: 141,1 ng-g-1
Pd: 125,9 ng-g-1

Pt: 4,2 ng-g-1
Pd: 12,7 ng-g-1

Listy rostlin:

Pt: 1,562 ng-g-1
Pd: 0,77 ng-g-1
Rh: 0,41 ng-g-1

Trava:

Pt: 8,98+0,39 ng-g-1
Pd: 3,20+0,23 ng-g-1
Rh: 0,68+0,18 ng-g-1

Pampeliska:
5,4+0,4 ng-g-1
0,83+0,15 ng-g-1
2,2+0,3 ng-g-1

Vejce sokola stéhova-
vého:

Pt: 0,45 ng-g-1

Pd: 0,45 ng-g-1

Rh: 0,48 ng-g-1

Vykaly sokola stého-
vavého:
Pt: 0,28 ng-g-1

Krev ptacat sokola sté-
hovavého:

Pt: 3,44 ng-g-1

Pd: 1,23 ng-g-1

Rh: 0,67 ng-g-1




i dalsich slozek Zivotniho prostredi, jako jsou
napf. podzemni a povrchové vody, plida, biota.
Zvysena mnozstvi platiny byla nalezena v pra-
chu kolem frekventovanych silnic, predevsim
v tunelovém prachu a také v fi¢nich sedimen-
tech. PTK z automobilovych emisi, které tvofi
depozit v prachu a padach kolem silnic, mohou
byt za urcitych podminek vymyvany destém
do okolnich vodnich tokt (kyselé desté, vysoky
obsah chlorid(). Lze predpokladat, ze zminéné
platinové kovy reaguji s dalsimi chemickymi
slou¢eninami za vzniku latek schopnych vazby
do biologicky vyznamnych slouc¢enin, jako jsou
nukleové kyseliny a proteiny. Rada slou¢enin
platiny je vysoce toxickych a pusobi jako silné
alergeny (Lustig, 1997). Stéle se zvysujici obsahy
téchto kovl v zivotnim prostredi tak mohou
predstavovat vyznamné rizikové faktory pro
zdravi ¢lovéka (Barefoot, 1997). Stanoveni kon-
centraci téchto kov( ve vzorcich Zivotniho pro-
stfedi béznymi pfistroji je velmi komplikované a
Casto neni mozné bez predchozi separace, nebot
je zatizeno mnozstvim interferenci (zejména Pd).

Stanoveni PTK v riznych typech vzorki
1) PTK ve vzorcich ovzdusi — pevné castice
(PM)

Odbéry vzorkd ovzdusi (PM) jsou provadény
pristroji Leckel MVS6 (Sven Leckel, Némecko)
po dobu 24 hodin v rliznych lokalitach, napf.
v tunelu Mrazovka v Praze, na frekventovanych
kfizovatkéach v Brné atd. Pred vlastnim odbérem
a nasledné odebrané vzorky jsou uchovény po
dobu 48 hodin v klimatizované mistnosti pfi
teploté 19 - 21 °C a poté zvazeny (pfed i po od-
béru). Po zvéazeni jsou vzorky s PM podrobeny
rozkladu v mikrovinném zafizeni SW-4 (Berghof,
Némecko) v uzavienych teflonovych nadob-
kach. Rozklad je provadén dle normy CSN EN
14902. Filtr je opatrné vlozen do nadobky cely,

14000
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poté je pfiddno 5 ml ultracisté kyseliny dusi¢né
a 0,5 ml ultracisté kyseliny chlorovodikové
(pouziva se pouze pfi stanoveni PTK, jinak je
pouzivan peroxid vodiku). Po uzavfeni jsou na-
dobky vlozeny do rotoru a teplota mineralizace
je postupné zvySovana az na 220 °C a tlak na 30
bar. Po skonceni mineralizace jsou vzorky pre-
vedeny do odmérnych banék o objemu 25 ml
a doplnény ulracistou vodou. Kalibra¢ni roztoky
jsou pfipraveny z jednoprvkovych standardnich
roztokl Astasol (Analytika, Praha) se stejnou
koncentraci kyselin jako pfi mineralizaci.

Spolec¢né se vzorky filtrli je rozlozen i certifiko-
vany referencni material BCR 723 (Road dust) s
certifikovanym obsahem Pt, Rh a Pd. Vzorky jsou
méreny s vyuzitim ICP-QQQ 8800 series (Agilent
Technologies, Japonsko). Prvni kvadrupdl je na-
staven tak, aby propustil pouze vybrané hmoty
("Rh, 95Pd, 1%°Pt, *8Pt). Do kolizné-reakéni cely
je vpoustén amoniak o velkém pritoku. Dochézi
k reakci interferujicich prvka a druhy kvadrupdi
vyselektuje opét pouze vybrané hmoty.

Detekéni limity pro jednotlivé prvky:
4,26 ng.I" "**Pt; 13,8 ng.I" 'Pd; 1,21 ng.I" ®Rh
jsou spocitany jako primér z deseti opakovani
méfeni signalu blanku + trojndsobek smérodat-
né odchylky blanku.

Koncentrace PTK ve vzorcich filtrl s PM se
pohybuje v rozmezi 0-100 pg/g. Pfedseparacni
kroky nejsou mozné z ddivodu velmi malého
mnozstvi vzorku (cca 1 mg).

Pd
¥=11,684x+33,725

600 800 1000 1200

koncentrace (ng/1)

Obrazek 3 Kalibra¢ni kfivka je linearni v $irokém rozsahu koncentraci

Obrazek 4
Vzorkovani pud

Tabulka Il
Obsah vybranych prvki ve filtrech

exponovanych 24 hod na kfizovatce

Kotlafska/Kounicova v Brné - tyden-

ni kampan

Mg/g Rh

F1 0,035
F2 0,013
F3 0,026
F4 0,025
F5 0,016
F6 0,008
F7 0,020

Pd
0,451
0,121
0,240
0,222
0,368
0,118
0,305

Pt
0,132
0,090
0,106
0,081
0,152
0,023
0,073



Obrazek 5

Vysledky srovnani s certifikovanym
materidlem v pfipadé vyuziti klasic-
kého ICP-MS systému a s pouzitim
NH, jako reakéniho plynu

Obrazek 6

Vysledky srovnani s certifikova-
nym materidlem v pfipadé vyuziti
ICP-QQQ a s pouzitim NH, jako
reakéniho plynu

2) PTK ve vzorcich puad

Vzorky pud jsou odebirdny ve vzdalenostech
0, 1,5, 20, 100 m od komunikace do hloubky
15 cm. Lokality jsou vybirdny na zékladé in-
tenzity dopravy a tak, aby pokryly oblast celé
Ceské republiky. Vzorky jsou po odbéru suse-
ny ¢trnact dni pfi laboratornich podminkach,
poté jsou presitovany sitem o velikosti ok
2 mm a homogenizovany na oscila¢nim mly-
nu (Retsch, Némecko). Z homogenizovanych
vzorkl jsou pfipraveny lucavkové vyluhy
v mikrovinném zafizeni. Postup je provadén
dle normy CSN EN 1334. K navazce 1 g vzor-
ku se pfida 2,5 ml kyseliny dusi¢né ultracisté
a 7,5 ml kyseliny chlorovodikové ultracisté. Po
vlozeni do mikrovinného rozkladného zafi-
zeni se teplota zvysuje az na 180 °C a tlak na
30 bar. Po ukonc¢eni rozkladu se vzorek pre-
vede do 100ml odmérné bariky. Soucasné se
vzorky plid se provadi i rozklad certifikované-
ho referen¢niho materidlu BCR 723 (Road dust)

100

s certifikovanym obsahem PTK. Obsah prvki se
pohybuje v rozmezi 0-5 pg/kg, pouze u vzork
odebranych v tésné blizkosti silnice je obsah
cca pétkrat vyssi.

3) Stanoveni PTK v certifikovaném refe-
renénim materialu BCR

Problematické stanoveni koncentraci PTK v en-
vironmentalnich vzorcich je mozné velmi dobfe
demonstrovat ptimo na certifikovaném refe-
ren¢nim materialu BCR 723 (Road dust). Vzorek
BCR byl rozlozen stejnym zpUsobem jako vzorky
pad (viz vyse).

Problém se stanovenim PTK v BCR 723 s
vyuzitim kvadrupoélového ICP-MS bez vyuziti
predseparacnich krokd spocivé zejména v inter-
ferencich Pd se Sr, proto jsou vétsinou stanovené
koncentrace nékolikandsobné vyssi, nez jsou
skute¢né obsahy ve vzorku (viz Obr. 5).
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103 Rh Uncertainty 105 Pd Uncertainty 195 Pt Uncertainty 198 Pt Uncertainty
NH3 Hg/kg NH3 Hg/kg No gass  pg/kg NH3 Hg/kg
mode mode mode

LOD 1.21 ppt 13.8 ppt 4.26 ppt 53.1 ppt

Certif. 12.8 1.3 6.1 1.9 81.3 25 81.3 2.5

value pg/kg

BCR pg/kg 10.41 1.9 7.27 3.5 83.2 1.3 83.9 27

BCR pg/kg 28.75 2.3 64.8 5.9 78.5 3.8

NO GASS

single quad

Zaveér

Pristroj ICP-QQQ pfinadsi nové vyhody pro Literatura

analyzu ultrastopovych koncentraci prvkd, jak
bylo demonstrovano vyse. Ty spocivaji zejména
v pfitomnosti dvou nezavislych kvadrupdla ob-
klopujicich dynamickou reakéni celu, coz umoz-
nuje efektivni odstranéni interferenci pfimo
v pfistroji pfi vyuziti rznych méficich médu bez
nutnosti pouziti separacnich ¢i prekoncentrac-
nich metod pfi pfipravé vzork(. To je velmi dd-
lezité pfi omezeném mnozstvi analyzovaného
vzorku (napt. PM v ovzdusi) nebo pfi stanoveni
prvkd ve velmi rozdilnych koncentracich ve
vzorku. Navic mdze byt vyuZito az ¢ty reakcnich
plynt pro reakce jak sledovanych analytd, tak
pro reakce interferujicich prvkd v rdmci jedné
analyzy. Velmi vyhodné se zdd byt pouziti amo-
niaku jako reakéniho plynu pro stanoveni napf.
koncentraci paladia pro odstranéni vznikajicich
spektralnich interferenci v kombinaci s MS/MS
modem.
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Tabulka Il

Stanovené hodnoty koncentraci PTK
v CRM BCR 723 s vyuzitim ICP-QQQ
a singlequad ICP-MS

Obrazek 7
Nahled technického usporadani
ICP-QQQ 8800 Agilent Technologies

Obrazek 8
Nahled technického usporadani
ICP-QQQ 8800 Agilent Technologies



Obrazek 1

Zavislost vypocteného poméru
signal/Sum na oblasti vybéru Sumu a
sifce okna Sumu. Vsechny tfi obrazky
znazornuji identicky chromatogram.

Obrazek 2

Zavislost vypocteného poméru
signal/Sum na metodé vypoctu
sumu (Peak-to-peak, RMS nebo auto
RMS). Vsechny tii obrazky znazornuji
identicky chromatogram.

Spolehlivé a korektni srovnani

citlivosti pristroju:

Instrument

Detection Limit (IDL)

PFi vybéru hmotnostniho spektrometru ve spo-
jeni s chromatografii je citlivost jeden z dilezi-
tych parametru. Nejcastéji je vyjadiovana jako
pomér signélu k Sumu (signal-to-noise, S/N) pfi
nastiiku definovaného mnozstvi vybraného ana-
lytu a pfistroj, ktery dosahne vy3si hodnoty, je
povazovan za citlivéjsi. Nicméné hodnota S/N
zavisi na mnoha proménnych a Ize ji tedy jed-
noduse ovlivnit bud' umélym zvysenim signalu,
nebo snizenim Sumu. Signal Ize napfiklad zvysit
napétim detektoru, pro ziskani nizsiho Sumu
Ize zaznam vyhladit, odecist Sum tam, kde je

nejnizsi (nezavisle na elu¢nim case analytu),
a v neposledni fadé zalezi na zplsobu vypoctu
vysky Sumu (peak-to-peak, RMS apod.).

Uvedené postupy v praxi vedou k navyseni
hodnoty S/N, které vSak neni postaveno na re-
alném zdkladé, a extrapolovana mez detekce
neodpovida skute¢né stanovitelnému mnozstvi
analytu. Obrazky 1 a 2 ilustruji, jak Ize pro iden-
ticky chromatogram ovlivnit hodnotu S/N az
o dva rady. V tomto svétle je porovnani pfistroja
na zakladé S/N minimalné diskutabilni.
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Dalsim z kritickych bodu pfi stanovovani meze
detekce pfistroje je jiz zminéna extrapolace
signdlu k Sumu. Jako pfiklad muaze poslouzit
nejnovéjsi generace LC/MS trojitych kvadrupdld,
kde se pro pozitivni polaritu elektrospreje ve
specifikaci uvadi S/N pro 1 pg reserpinu v hod-
notach pres 100 000:1. Pokud budeme za mez
detekce (LOD) povazovat koncentraci analytu,
pro kterou se dosdhne S/N > 3:1, po extrapo-
laci by LOD téchto pfistroji mélo byt nizsi nez
0,05 fg vnesenych na kolonu. Pfitom ve skutec-
nosti se dosahuji meze detekce o 1 az 2 fady
vyssi. Citlivost analytickych pfistrojii udavana
takovymto zplsobem ve specifikacnich listech je
tedy irelevantni a jednd se o nic nefikajici ,¢islo”
na papire.

Pro korektni porovnani citlivosti je vhod-
né&jsi pouzivat metody, které jsou v praxi cas-
to vyuzivané pro stanoveni meze detekce ¢i
kvantifikace. Tyto postupy jsou zakotveny i v
oficidlnich metodickych pokynech pro labo-
ratofe. Napf. dle EPA - Analytical Detection
Limit Guidance, [1] je limit detekce metody
(Method Detection Limit - MDL) definovan
jako minimalni koncentrace slouceniny, kterd
mUze byt zméfena a reportovana s 99% mi-
rou pravdépodobnosti, Ze koncentrace ana-
lytu je vétsi nez nula. Pro stanoveni MDL je
nutné opakované méreni koncentrace analy-
tu (alespon 7x) v prislusné matrici o koncen-
traci 1-5 néasobku ocekdvané mezi detekce.

Z namérenych dat je MDL vypocteno jako:

MDL:t{n—l,l-a:0.99)X s
kde:
t1 1ac009)€ Kritickd hodnota Studentova roz-

déleni pro hodnotu spolehlivosti 0,99 s n-1
stupnd volnosti (pro 7 opakovani je hodnota
Studentova rozdéleni 3,143)

n je pocet opakovani
s je smérodatna odchylka odezvy z opakova-
nych méreni.

Podle této metodiky MDL zavisi na opakovatel-
nosti méfeni koncentraci na limitu kvantifikace
nebo nizsich.

Pro seriozni porovnani citlivosti pfistrojd
zacala spole¢nost Agilent Technologies uva-
dét i hodnotu Instrumentdlni Mez Detekce
(IDL), kterad je stanovena analogicky jako MDL,
tedy na zakladé nékolika opakovanych mére-
ni standardniho roztoku, jehoz koncentrace
nesmi byt vyssi, nez je pétindsobek odhado-
vané meze detekce. V praxi je vétSinou nut-
né provést opakované méreni pro nékolik
rlznych koncentra¢nich hladin a nasledné
se vybere ta, ktera je ke stanoveni IDL vhod-
na. Vypocet IDL probihd dle vyse uvedené
rovnice. IDL se u firmy Agilent Technologies
stala standardem pro specifikaci citlivosti
GC/MS i LC/MS pfistroji typu trojitého kva-
rupélu.

6495 QQQ IDL Nasttikované Pocet Plocha % RSD t (99 %) IDL
mnozstvi opakovani
Reserpine (+) 1fg n=10 7.2 2.821 0.20 fg
Chloramphenicol (-) 1fg n=10 9.7 2.821 0.27 fg
4 N 7 ~N\

o 1 fg reserpinu pro stanoveni IDL (ESI+)

7381
767
741

721

6.8
667

IDL=0.20fg

36 37 338 39 4 41

42 43
Acquisition Time (min) y

1 fg chloramfenikolu pro stanoveni IDL (ESI-)
x101

78 \Ih\

76
74
72

66 IDL=0.27fg

195 205
\ Acquisition Time (min) )

Prikladem vypoctu IDL v praxi je Tabulka |
a Obrazek 3. IDL bylo stanoveno pro LC/MS tro-
jity kvadrupol Agilent 6495 (Obréazek 4), ktery
je novinkou z roku 2014 a predstavuje soucas-
nou technologickou 3picku. V Tabulce 1 jsou
uvedeny vysledky opakovaného méfeni (n=10)

pfi nastfiku 1 fg absolutniho mnozstvi reserpi-
nu (ESI pozitivni), respektive chloramfenikolu
(ESI negativni), kdy vypoctena opakovatelnost
plochy piku pfi tomto analyzovaném mnozstvi
byla 7,2% pro reseprpin a 9,7% pro chloramfe-
nikol.
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Tabulka |

Vypocet Instrumentalni Meze Detek-
ce (IDL) pro reserpin a chloramfenikol
na trojitém kvadrupoélu Agilent 6495

Obrazek 3

Chromatogramy reserpinu (vlevo)

a chloramfenikolu (vpravo) znazornu-
jici opakované nastriky mnozstvi 1 fg
a mnozstvi odpovidajici vypoctené
mezi detekce



Obrazek 4
Trojity kvadrupdl LC-MS Agient 6495

Dle vy3e uvedené rovnice, v niz je smérodatna
odchylka vypoctena jako RSD x méfené mnoz-
stvi, bylo vypocteno IDL 0,2 fg pro reserpin
a 0,27 fg pro chloramfenikol. Na Obrazku 3
jsou vidét chromatogramy obou analytd z
opakovanych nastfikd mnozstvi 1 fg, preloze-
né s chromatogramem pfi nastfiku mnozstvi
odpovidajicimu vypoctenému IDL. Tento obra-
zek dokladuje nejen vynikajici opakovatelnost
na tak nizké hlading, jako je 1 fg, ale i fakt, Ze
stanovené IDL je stale jesté pohodiné deteko-
vatelnym mnozstvim analytu a signal pfiblizné
odpovida trojndsobku Sumu.

Zaver:

Specifikace citlivosti pfistroje zaloZzena na po-
méru signdlu k Sumu muze poskytovat zkres-
lujici informace, nebot hodnota signdlu k
sumu je snadno ovlivnitelna fadou parametrd.
Naopak parametr IDL pftindsi nékolik vyhod:
(i) s hodnotou IDL v podstaté nelze manipulo-
vat: se Sumem se nepracuje vibec, a zvyseni

|

=

{

napéti detektoru zvysi pouze vysku signalu, ni-
koli mnozstviiontld dopadajicich na detektor, a
tim i opakovatelnost; (ii) pro vypocet se pouzi-
vaji koncentra¢ni hladiny blizko detek¢niho [i-
mitu a neni proto nutné vysledky extrapolovat.

Praktické priklady ukazuji, Ze tento pfistup
poskytuje realistické hodnoty meze detekce
pfistroje, a lze jej tudiz vyuzit jako objektivniho
parametru porovnani.

Jitka Zrostlikova
jitka.zrostlikova@hpst.cz
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Agilent 1290 Infinity II:
c¢as pro maximalni propojeni
hardwaru a softwaru ve 21. stoleti

Nova generace kapalinovych chromatografii
firmy Agilent Technologies predstavuje bu-
doucnost UHPLC systém. Systém Agilent 1290
Infinity Il Vdam nabidne v3e, co od UHPLC sys-
tému ve 21. stoleti o¢ekavate: vyjimecnou spo-
lehlivost, robustnost, flexibilitu a predevsim
také radu pralomovych technologii pro zajisté-
ni maximalni efektivity ve Vasi laboratori.

Stejné jako u predchozi generace se jedna
o systém moduldrni. Velikou devizou tohoto
systému je jeho zpétnd kompatibilita s pred-
chozimi generacemi, a to az do roku 1995, kdy
byl uveden na trh dnes jiz legendarni kapalino-
vy chromatograf HP/Agilent 1100. Uzivatel tak
mUze volit postupnou obménu systému, ktery
ma v laboratofi jiz 20 let, a tak napfiklad jed-
noduchou vyménou DAD detektoru zvysit cit-
livost svych analyz az 10x.

Agilent Technologies Vam v systému 1290 In-
finity Il nenabizi pouze vyssi tlakovy limit, vétsi
kapacitu autosampleru, Uc¢innégjsi ohrev kolon
a vyssi rychlost sbéru dat jako drtiva vétsina vy-
robcl kapalinovych chromatografd, ale mno-
hem vice.

Dokazeme zkombinovat moznosti hardwaru
a softwaru pro ziskani maximalniho uzitku jak
pro uzivatele systém0 Agilent Technologies,
tak pro uzivatele pracujici na jinych systémech.

Re¢ je o technologii ISET (Intelligent System
Emulating Technology), ktera dokaze veli-
ce jednoduchym zplsobem prevést metodu
z jednoho instrumentu na druhy, a to prizpG-
sobenim vnitfniho objemu systému a Upra-
vou gradientového profilu tak, ze se ziskany
chromatograficky zaznam mezi dvéma emu-
lovanymi systémy nijak nelis$i. Emulovat Ize
nejen chromatografické systémy firmy Agilent
Technologies, ale také napfiklad HPLC systémy
jinych vyrobcll. Pfevod metod je v tuto chvili
opravdu jen otadzkou nékolika kliknuti a analy-
zy budou vypadat naprosto stejné se stejnymi
retencnimi casy a rozliSenim jako na Vasem
starém systému. Zaroven mate moznost vyuzit
chromatograficky systém s tlakovym rozsahem
az do 1300 bar a zkrétit tak chromatografické
analyzy pfi zachovani nebo zlepseni rozliseni
a snizit tim celkové néklady na jednotlivé ana-
lyzy.

Dalsi uZite¢nou vlastnosti systémud Agi-
lent 1290 Infinity Il je integrovany software
BlendAssist, ktery Vam automaticky dokéze
pripravit mobilni fazi poZzadovaného slozeni a
koncentrace. Jedna se o velice praktickou funk-
ci, kterd maximalné usnadnuje uzivatelim pra-
ci s mobilnimi fazemi.
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Obrazek 1
UHPLC Agilent 1290 Infinity I

Obrazek 2
ISET — emulovani chromatografic-
kych systém(



Obrazek 3
Multikolonovy termostat kolon

Obrazek 4
Uchyceni kolony pomoci A-line
kontektord

Obrazek 5
Rozsah a citlivost pfi zapojeni
dvou DAD detektor(

Stale vice laboratofti, predevsim ve farmaceu-
tickém pramyslu, vyZzaduje s ohledem na vyraz-
né zkraceni chromatografickych metod stéle
vyssi kapacitu autosampler(l se zajisténim mi-
nimalniho nezadouciho pfenosu analytll mezi
nastriky, tj. dobfe zndmého ,carryover”. Novy
Multisampler diky revolu¢nimu fedeni tyto
vsechnypozadavkysprehledemsplriuje.Jednase
o jediny autosampler svého druhu, ktery do-
kaze bez nutnosti dalsiho pfidavného modulu
zpracovat vice jak 6000 vzorkd. Veskerd poten-
cidlni kapacita je zahrnuta v zdkladnim uspo-
fadani modulu. Minimalni carryover je zajistén
diky moznosti oplachu jehly az tfemi rlznymi
rozpoustédly, vcetné tzv. zpétného oplachu
sedla jehly.

O teplotni stabilitu kolony, kterd je zasadni
pro pfesnou identifikaci latky na zakladé re-
tenc¢niho casu, se stara Multikolonovy ter-
mostat s novou generaci termoblokd, slou-
zici k zajisténi nejucinnéjsiho prechodu tepla
(pfedkolonova temperace mobilni faze). Prin-
cip ohfevu mobilni faze bez nuceného proudé-
ni vzduchu (still-air) zamezuje nezadoucimu
radidlnimu prehfivani kolony, které pfi sepa-
racich za vyssich tlakd prokazatelné zpUso-
buje snizeni separacni Ucinnosti na koloné az
040 %.V termostatovaném prostoru, stejné tak
jako mimo néj, Ize umistit celou fadu ventilg,
které vyrazné rozsifuji aplika¢ni vyuziti celého
pfistroje, at uz jde o pouhé prepinani kolon,

Signal detektoru
[aUem]

10 x vy3Si citlivost

30x nizsi limit detekce (LOD) pro analyzu negistot ’j/

—— 30x nizsi Limit Detekce (LOD)

online SPE, vyvoj metod nebo prechod na
2D-LC.

O zajisténi maximalni citlivosti a rychlosti se
u téchto systém v drtivé vétsiné pfipadl stard
DAD detektor. Nova generace toho detektoru
predci Vase ocekdvani. Samoziejmosti je op-
tofluidni technologie s jednoduchou vyménou
cel (Max-Light Cartridge Cell), programo-
vatelnd optickd Stérbina pro zajisténi vhodné-
ho spektralniho rozliseni, a také nové nejvyssi
rychlost sbéru dat na trhu — az 240 Hz. Uni-
katni uméni zkombinovat moznosti hardwaru
a softwaru je patrné také zde. Kombinaci sig-
nald ze dvou detektort DAD s rozdilnymi pru-
to¢nymi celami ziskate az 30x vétsi linearni
dynamicky rozsah detektoru. Usetfite tak
spoustu ¢asu nutného pro opakovanou ana-
lyzu vzorkd, rekalibraci nebo pfipadné fedéni
vzorkd.

Ne viechny latky Ize samoziejmé detekovat
prostfednictvim DAD detektoru. Takové latky,
které ve své molekule neobsahuji Zadny chro-
mofor nebo fluorofor, jsou idedlni k méreni na
ELSD detektoru. Velkou vyhodou proti kla-
sickému detektoru je predeviim moznost vy-
uziti gradientovych profildi mobilni faze. Nové
generace ELSD detektoru nabizi az 90x vétsi
dynamicky rozsah, 9x vétsi citlivost a pre-
devsim vyrazné vyssi odezvu pro tékavé latky.

30 x vétsi linearni rozsah pro vzorky s velmi rozdilnymi koncentracemi latek

-

koncentrace
[ug/mL]

~3x wySSi horni limit

—_—>



Signal
detektoru

90x nizsi limit detekce (LOD) pro analyzu necistot

° .. Zdroj svétla:

Modry Laser

9 x citlivost

UHPLC systém 1290 Infinity Il je také mimo
jiné idedlni tam, kde 1D s ohledem na kapacitu
pikd nestaci. Pfechod nebo rozsiteni systému
na 2D je diky unikatnim ventildm velice jedno-
duchy. Ziskadte moznosti jako je heart-cutting,
multiple heart-cutting nebo naptiklad Com-
prehensive 2D-LC analyzy. K dispozici je také
nova publikace ,Two-dimensional liquid
chromatography, principles, practical im-
plementation and aplications’, ktera Vam
na 162 stranach poskytne vse, co budete po-
tfebovat pro pochopeni této chromatografické
techniky.

Spolu s pfistrojem byla na trh uvedena také
celd fada nového pfislusenstvi pod jednot-
nym oznacenim A-Line. Mezi nejzajimavé;jsi
novinku patfi bezesporu nové spojky Agilent
A-Line Quick Connect Fittings urcené pro

90x niZsi Limit Detekce (LOD)

90x vétsi linearni rozsah pro vzorky s velmi rozdilnymi koncentracemi latek

novy HDR-PMT

koncentrace

~10 x vy5&i horni limit
[bg/mL]

UHPLC, které jsou jako jediné skutecné tésni-
ci spojky dotahovatelné rukou (,finger-tight”).
Funguiji jako jednoducha packa a Ize je pouzi-
vat znovu a znovu bez obav z netésnosti az do
tlakd 1300 bar.

prosim kontaktujte nase produktové specia-
listy Ing. Nadézdu Jefdbkovou nebo Ing. Jana
Kovare.

Jan Kovar
jan.kovar@hpst.cz
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Obrazek 6
Rozsah nového 1290 Infinity Il ELSD
detektoru

Obrazek 7
Agilent A-Line Quick Connect
Fittings



Obrazek 1

Agilent 7010 series s automatickym

davkovacem

Obrazek 2
Agilent 7010 series s CTC
autosamplerem

Agilent 7010 GC/MS/MS trojity
kvadrupél v analyze
environmentalnich kontaminantu

V rdmci uskutecnéného méfeni byla prove-
dena analyza 41 environmentélnich konta-
minantl v rozpoustédlovych standardech na
deseti koncentracnich hladindch a ve vzorku
povrchové vody (pfirozené/uméle kontamino-
vané). Vsechna méreni byla provedena s vyuzi-
tim plynového chromatografu Agilent 7890 ve
spojeni s hmotnostnim spektrometrem typu

Cilové analyty

trojity kvadrupdl Agilent 7010 MS/MS. Cilem
experimentld bylo stanovit limity detekce pro
jednotlivé slouceniny ve standardech rozpou-
stédel a pripravenych extraktech povrchové
vody a urcit opakovatelnost (RSD, %) a linearitu
GC/MS/MS méreni v médu elektronové ioniza-
ce (EI).

1,2,4,5-tetrachlorbenzen heptachlor

bifenyl Parathionmethyl

2,4-DDD

endrin

pentachlorbenzen
trifluralin

a- HCH
hexachlorbenzen
g- HCH

galaxolide
tonalide

b-HCH

PCB kongener ¢. 31
PCB kongener ¢. 28
d-HCH

€-HCH

PCB kongener ¢. 52
aldrin

Parathionethyl
oktachlorstyren
isodrin
Heptachloroepoxid cis
Heptachloroepoxid trans
2,4 DDE

PCB kongener ¢. 101
a-endosulfan

4,4 -DDE

dieldrin

2,4-DDT

PCB kongener ¢. 118
4,4-DDD

b - endosulfan

PCB kongener ¢. 153
4,4 -DDT

PCB kongener ¢. 138
methoxychlor

PCB kongener ¢. 180

PCB kongener ¢. 194

Mérené vzorky

« Smésny standard viech vyse uvedenych latek
o koncentraci 100 ng/ml isooktanu. Standard
o koncentraci 100 ng/ml byl nasledné pou-
Zit pro pfipravu série kalibracnich roztoku
o koncentraci 50, 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01
a 0.005 ng/ml. Kalibra¢ni roztoky byly nare-
dény do ¢istého isooktanu.

+ Vzorek povrchové vody (pfirozené kontami-
novany). Vzorek povrchové vody byl nasled-
né uméle kontaminovédn vyse uvedenym
standardem na tfi koncentra¢ni hladiny 0.05,
0.1a0.5 ng/ml.



Instrumentalni vybaveni - zakladni informace

Agilent 7010 GC/MS/MS predstavuje Ctvr-
tou generaci trojitych kvadrupdld (QQQ) spo-
le¢nost Agilent Technologies, ktery je v kombi-
naci s plynovym chromatografem (GC) Agilent
7890B idedlnim feSenim pro ucely vysoce
selektivni ultra-stopové kvantitativni analyzy
v komplexnich matricich. Velmi nizké limity
detekce dosazitelné pomoci nového QQQ po-
tvrzuje i deklarovany detekéni limit pfistroje
(IDL, Instrument Detection Limit) 0,5 fg OFN,
jehoz dosaZeni je pozadovano pfi instalaci pfi-
stroje a béhem jeho Zivotnosti. Agilent 7010
GC/MS/MS vyuziva efektivni ionizaci neut-
ralnich molekul v iontovém zdroji, které jsou
nasledné filtrovany ve vyhfivaném zlatém
hyperbolickém kvadrupdlu, fragmentovany
v linearni hexapolové kolizni cele a detekovany
v triple-off-axis detektoru.

Plynovy chromatograf 7890B GC pfinasi
vysoce ucinnou chromatografickou separaci.
Inertni cesta od nastfiku po detektor vyuziva
chemicky deaktivované technologie a spotfeb-
ni materidl a napomaha tak dosazeni jesté lepsi
citlivosti vlastni analyzy. Nastfik vzorkd je moz-
ny prostfednictvim rlznych typ( inletu, jako je
split/splitless, PTV ¢i Multi Mode Inlet (MMI),
ktery v sobé kombinuje vyhody obou dvou
predchézejicich typd néstfiku. Turn Top systém
tésnéniinletd umoznuje vyménu linerd béhem
30 s bez nutnosti jakychkoliv nastrojd. Presnd
kontrola tlakd/pratokd plynu je umoznéna diky
pouzité kapilarni fluidni technologii (CFT),
kterd kromé velmi dobré opakovatelnosti vy-
sledkd pfinasi také moznost vyuziti tzv. zpét-
ného toku (backflush), dean switching nebo
déleni toku do nékolika paralelné zapojenych
detektor(l. Zpétny tok (backflush) podpo-
rovany CFT zkracuje dobu analyzy, prodluzuje
zivotnost GC kolony, snizuje riziko carry-over
efektu a vyrazné snizuje potfebu udrzby ionto-
vého zdroje, kterou Ize doplnit také automatic-
kym cisténim pomoci technologie SCIS (aktivni
¢isténi vodikem - vice detailli v prvnim cisle ca-
sopisu). V souvislosti s presnou kontrolou pri-
toku mobilni faze Ize také implementovat tzv.
retention time locking (RTL), ktery umoz-
fuje dosazeni identickych reten¢nich ¢asl ne-
zavisle na operatorovi ¢i udrzbé kolony, coz vy-
razné urychluje vlastni analyzu, a to pfedevsim
v pfipadé multirezidudlnich metod.

lonty vzniklé v iontovém zdroji jsou nasledné
filtrovéany ve vyhfivaném zlatém hyperbo-
lickém kvadrupélu s rozsahem hmot az do
1050 amu. Stabilita monolitického kvadrupélu
umoznuje zahfivani az na 200 °C, ¢imz dochazi
k tepelnému ¢isténi a odstranovani kontamina-
ce bézné u kovovych kvadrupdll.

V rezimu MS/MS jsou ionty vybrané v prvnim
kvadrupélu nasledné fragmentovany v linearni
hexapolové kolizni cele pomoci dusiku jako
kolizniho plynu. Do cely je také pfivadéno malé

mnozstvi tzv. zhaseciho plynu (quenching gas),
ktery snizuje mnozstvi pfitomnych metastabil-
nich ¢astic hélia (v pfipadé, Ze je helium pouzi-
to jako mobilni faze). Tyto metastabilni ¢astice
navysuji neutrdlni Sum detektoru, ktery je pou-
zitim zhaseciho plynu eliminovan.

K detekci vybranych hmotnostnich pfecho-
di ¢iiontl (v pripadé pouziti trojitého kvadru-
polu jako jednoduchého kvadrupdlu) dochazi
v tzv. triple-axis detektoru. Umisténi elektro-
nasobice dvojité mimo osu vzhledem ke vstu-
pu iontl do detektoru vede ke snizeni Sumu a
nasledné i detek¢nich limitl pristroje.

Software

Ovladani pfistroje i nasledné zpracovani dat
je kontrolovano pomoci unikatniho softwaru
MassHunter. MassHunter akvizi¢ni software
umoznuje méreni ve vybranych médech MRM
(multiple reaction monitoring), SIM (selected
ion monitoring), full scan, scan produktovych
jontd atd. V rdmci MRM méreni je mozno sni-
mat az 800 MRM prechodi za sekundu s mini-
malnim dwell time 0,5 ms a nulovym cross talk
efektem. Ladéni a kalibrace pfistroje probiha
plné automaticky. Pro rychlé a efektivni zave-
deni novych MS metod ¢i novych analytd do
stavajicich metod je mozné vyuzit rozsahlou
databazi MRM prechodll pesticidi a environ-
mentalnich kontaminant(.

Mass Hunter Quantitative Analysis pro
kvantitativni zpracovani dat umoZnuje tzv.
,Batch-at-a-Glance” nahled na data. Vyhod-
nocovaci metoda je pak tvorena z velké ¢asti
automaticky na zdkladé informaci zadanych
v akvizi¢ni metodé (MRM prechody pro jednot-
livé slouceniny, nazvy sloucenin, reten¢ni cas,
typ analytu — vnitfni standard, cilovy analyt)
a vlastni sekvenci (typ vzorku — kalibra¢ni roz-
tok, vzorek, blank atd.). Reportovani vysledki
je mozno provadét do Excelu nebo je k dispo-
zici velké mnozstvi predpfipravenych reportt v
rliznych formatech. V pfipadé potieby je moz-
no format reportu upravit na miru.

Kvalitativni  zpracovani  dat  probiha
v MassHunter Qualitative Analysis. V této
¢asti softwaru je mozno vyuzivat pfi méreni
v MRM madu napt. funkci Find Compounds by
MRM pro kontrolu retencnich ¢as, manualni
integraci, porovnavani vzork mezi sebou atd.
V pfipadé méfeni ve full scan médu je mozné
na zakladé namérenych spekter provadét napf.
identifikaci latek ve spojeni s vybranou knihov-
nou spekter (NIST apod.). Z naméfenych dat je
pak mozna i tvorba vlastnich knihoven.

W

Obrazek 3
Multi mode inlet (MMI)

Obrazek 4

Vyhfivany zlaty hyperbolicky
kvadrupol

Obrazek 5
Triple-axis detektor



Obrazek 6

Schématické znazornéni systému
Purge ultimate union (PUU), ktery
umozZnuje zpétny proplach kolony
(backflush) a no-vent aplikaci.

Tabulka |

Prehled testovanych typl nastfiki
vcetné detailniho popisu nastaveni
jednotlivych parametrt

Experimentalni ¢ast

Vdechny GC/MS/MS experimenty byly pro-
vedeny na plynovém chromatografu Agilent
7890 ve spojeni s hmotnostnim spektrome-
trem Agilent 7010 typu trojity kvadrupdl.
Plynovy chromatograf byl vybaven autosam-
plerem Agilent 7693A, multimode inletem
(MMI), purge ultimate jednotkou (PUU), kterd
umoznuje zpétny proplach kolony (backflush)

Aux
EPC
Midpsint I
Inlet Presssure . ]
EPC \
4 e

Pressure

Optimalizace GC/MS/MS metody

Pro stanoveni viech vyse uvedenych kontami-
nantl byla zvolena metoda preddefinovana
v databazi MRM prechodd doddavana firmou
Agilent Technologies. V rdmci této databaze
jsou kromé MRM prechodU a koliznich energii
pro jednotlivé slouceniny také stanoveny pres-
né retencni Casy. Pro zavedeni GC metody byl
nejprve proveden tzv. Retention Time Locking
s vyuzitim chlorpyrifos-methylu jako lockovaci
slouceniny. V dalsim kroku byly z MRM databa-
ze vybrény pro cilové analyty pfislusné MRM
prechody (3 MRM pfechody/1 sloucenina),

a modulem pro pneumatickou kontrolu (pneu-
matics control modul, PCM). Pro separaci byly
vyuzity dvé HP-5 MS Ul kapilarni kolony (15 m x
0.25 mmi.d. X 0.25 um tloustka filmu) zapojené
za sebou v tzv. mid-column backflush uspora-
déni. Schématické zndzornéni celého systému
je uvedeno na Obrazku 6.

Capillary Column MS

které byly nasledné dle zadanych kritérii auto
maticky rozdéleny do jednotlivych casovych
segmentd, a to s vyuzitim ndstroje,, Compound
List Assistent”. Pro slouceniny, které nejsou uve-
deny v MRM databdzi, byly pfechody naladény
s vyuzitim dodaného standardu. Na zavér byla
provedena optimalizace podminek nastrika,
byly otestovdny mody néstiiku cold splitless
(CLS, 1 a 2 pl), hot splitless (HSL, 1 pl) a solvent
vent (SV, 2 ul). V Tabulce | je uveden prehled
testovanych typU néstfikd vcetné detailniho
popisu nastaveni jednotlivych parametr(.

Cold splitless Hot splitless Solvent vent
Objem nastiku (ul) 1 2 1 2
Splitless time (min) 0,75 0,75 0,75 1
Split flow (ml/min) 40 40 40 60
Teplota nastfiku (°C) 65°C (0,1 min), 65°C (0,1 min), 325°C 65°C (0,1 min),
600°C/min do 600°C/min do 600°C/min do
325°C (5 min) 325°C (5 min) 325°C (5 min)
Solvent vent time (min) --- --- --- 0.08
Solvent vent flow (ml/min) --- --- --- 50
Solvent vent pressure (psi) - -—- -—- 6




Parametry GC/MS/MS metody

Plynovy chromatograf:
Typ néstiiku:

Typ lineru:

Maod nastfiku:

Teplota nasttiku:

Objem nastfiku:

GC kolona:

Mobilni faze:

Teplotni program pece:
Celkova doba analyzy:

Parametry backflush:

Hmotnostni spektrometr:

Typ ionizace:

Teplota iontového zdroje:
Teplota 1. a 2. kvadrupélu:
Akvizi¢ni méd:

MRM ptechody:

Agilent 7890B Series

Multi mode inlet (MMI)

Ultra inert liner, universal, low pressure drop, glass wool (Part No. 5190-2295)
Cold splitless (40 ml/min, 0,75 min)

65 °C (0,1 min), 600 °C/min to 325 °C (5 min)

1ul

2x HP-5ms Ul (15 m x 0,25 mm % 0,25 pm)

Helium (konstantni pratok: 1. kolona 0,975 ml/min, 2. kolona 1,1975 ml/min)
60 °C (1 min), 40 °C/min do 170 °C, 3 °C/min do 310 °C (1 min)

18,75 min

teplota 310 °C
tlak 37 psi
doba 3 min

Agilent 7010 Series

El

280 °C

150 °C

Multiple reaction monitoring (MRM)

viz Tabulku (Kompletni tabulka pfechodt na vyzadani na ivo.novotny@hpst.cz)

Dwell time: Nastaven s ohledem k poc¢tu MRM piechodli v daném
casovém segmentu tak, aby byla zachovéna frekvence
akvizice cca 5 Hz.

Kolizni plyn: Dusik (1.5 ml/min)

Zhaseci plyn: Helium (4 ml/min)

Sekvence

V rdmci experimentu byly zméfeny nize uvede-
né sekvence standardu a vzorku. Pro vypocet

opakovatelnosti byly dané standardy a vzorky pro kontrolu kontaminace pozadi.

zméreny 10x za sebou. Na zacatku kazdé sek-
vence byl proveden nastfik ¢istého isooktanu

18/05/2015 - CLS (1 pl)

19/05/2015 - CLS (2 pl)

20/05/2015 - SV (2 pl)

21/05/2015 - CLS (1 pl)

22/05/2015 - HSL (1 pl)

kalibrace 0,005-100 ng/ml
10x standard 0,1 ng/ml
10x standard 1 ng/ml

10x standard 10 ng/ml

kalibrace 0,005-0,1 ng/ml
10x standard 0,1 ng/ml

kalibrace 0,005-1 ng/ml
10x standard 0,1 ng/ml

10x vzorek 5 (pfirozené kontaminovany)

10x vzorek SP1 (uméle kontaminovany na hladinu 0,05 ng/ml)
10x vzorek SP2 (uméle kontaminovany na hladinu 0,1 ng/ml)
10x vzorek SP3 (uméle kontaminovany na hladinu 0,5 ng/ml)

kalibrace 0,005-1 ng/ml
10x standard 0,1 ng/ml

Obrazek 7
Agilent 7000 series - konstrukce

Obrazek 8
Kapilarni fluidni technologie Agilent
Technologies



Obrazek 9

Srovnani stability signélu
GC/MS/MS méreni (A) bez
a (B) s vyuZitim zpétného
proplachu kolony.

Vysledky a diskuze

GC/MS/MS metoda

Jak bylo zminéno vyse, vétsina parametrd GC
metody byla pfevzata z Agilent MRM databa-
se prechodll pro pesticidy a environmental-
ni kontaminanty. Tato metoda byla jiz dfive
otestovana pro analyzu pesticidt a poskytuje
velmi dobré chromatografické rozliseni i pro
nékteré standardné koeluujici se izomerické
slou¢eniny, které neni mozné rozdélit na zékla-
dé rozdilnych MRM prechod(. Vétsi pozornost
byla vénovéana optimalizaci podminek nasttiku.
V rdmci experimentl byly otestovany rdzné
typy (CSL, HSL, SV) a objemy nastfiku (1 a 2 pl),
a to z hlediska tvaru piku, opakovatelnosti na-
stfiku a dosazenych detek¢nich limitl pristroje
(IDL). Z hlediska tvaru piku byly dosazeny dobré
vysledky pii pouziti véech typl nastrikd. Ukaz-

ky tvaru piku pti pouziti rdznych typl nastrikd
jsou uvedeny na obrazku v Pfiloze 1 (kompletni
zprava jednotlivych vysledk( dostupna na vy-
7adani na ivo.novotny@hpst.cz). Opakovatel-
nost a IDL jsou podrobnéji diskutovany nize.

zpétny proplach kolony, tzv. backflush, ktery
zvysuje robustnost a dlouhodobou stabilitu
celého systému. Zpétny proplach kolony chra-
ni zdroj pfed méné tékavymi slozkami vzor-
ku, které jsou ze systému eliminovény pres
ventovaci kapildru. Na Obrazku 9 je ukazano
srovndani stability signédlu a zdkladni linie pfi
GC/MS/MS méfeni s/bez zapojeni zpétného
proplachu kolony.
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S ohledem na to, ze rlizné matrice obsahu-
ji rozdilné matri¢ni koextrakty, které mohou
nasledné rusit GC/MS/MS analyzu, je v ramci
Agilent MRM databdze pro kazdou slouceninu

dostupnych pét a vice MRM prechodu tak, aby
pro kazdou matrici bylo mozné vybrat MRM
prechody bez pfipadnych interferenci.



Opakovatelnost

Na zakladé dat ziskanych z méreni byla stano-
vena opakovatelnost analyz vyjadfena jako re-
lativni smérodatna odchylka (RSD, %) z deseti
po sobé jdoucich nastfikli daného standardu.
Detailni pfehled vypoctenych hodnot je uve-
den vTabulce Il alll.

V Tabulce Il je vypoctena opakovatel-
nost méreni pfi nastfiku 1 pL standardu
o koncentraci 10, 1 a 0.1 ng/ml v médu cold
splitless (CSL). Z vysledkl je patrné, ze pro vét-

sinu sloucenin byla opakovatelnost na vsech
tfech koncentra¢nich hladinach nizsi nez 15 %.
Na hladiné 10, 1 a 0.1 ng/ml se opakovatelnost
pohybovala v intervalu 2.8-8.3 %, 5.1-18.8 %
a3.3-16.5 % v uvedeném poradi. Vy3si hodnoty
RSD (v Tabulce Il oznageny ¢ervené) byly dosa-
zeny predevsim na nejnizsi testované koncent-
ra¢ni hladiné 0.1 ng/ml. Pro latky, které nebylo
mozné za standardnich podminek na hladiné
0.1 ng/ml detekovat, je v tabulce uvedeno N/A.

RSD (%) 10ng/ml 1 ng/ml 0.1 ng/ml RSD (%) 10ng/ml 1ng/ml 0.1 ng/ml
CSL1pul  CSL1pul  CSL1ul CSL1pul  CSL1pul  CSL1pl
Tetrachlorobenze- 3.3 5.1 2.2 cis-Heptachlore- 4.8 10.3 14.1
ne, 1,2,4,5- poxide
Biphenyl 44 6.4 6.3 trans-Heptachlo- 5.3 9.6 N/A
repoxide
Pentachloroben- 4.0 5.1 3.5 DDE-o,p' 5.7 8.5 12.5
zene
Trifluralin 4.8 12.0 6.0 PCB 101 6.2 8.5 16.5
alpha-HCH 33 73 5.9 alpha-endosulfan 6.6 7.8 N/A
HCB 5.0 7.4 10.0 DDE-p,p' 6.0 9.1 14.0
beta-HCH 2.8 6.1 35 Dieldrin 6.6 1.8 N/A
gamma-HCH 33 7.3 3.9 DDD-o,p' 5.2 8.4 9.5
delta-HCH 4.0 7.6 6.1 Endrin 8.0 18.8 N/A
epsilon-HCH 35 6.7 7.8 PCB 118 6.6 8.5 13.8
Galaxolide 5.0 13.5 12.1 beta-Endosulfan 6.2 12.6 N/A
Tonalide 4.3 11.0 16.1 DDD-p,p' 4.7 11.9 7.3
PCB 31 8.3 9.7 7.1 DDT-o,p' 6.3 8.6 15.8
PCB 28 7.6 7.4 14.4 PCB 153 6.5 9.0 12.0
Parathion-methyl 4.7 12.2 N/A DDT-p,p' 6.2 10.6 N/A
Heptachlor 6.2 9.1 10.1 PCB 138 6.5 9.8 109
PCB 52 6.2 7.8 1.2 Methoxychlor, 6.3 11.5 N/A
p.p*-
Aldrin 5.4 8.1 13.6 PCB 180 5.6 10.9 10.9
Parathion 3.9 9.3 14.6 Bis(2-ethylhexyl) 3.8 9.2 41
phthalate
Isodrin 6.2 9.9 N/A PCB 194 5.8 10.7 33
Octachlorosty- 55 7.5 6.1

rene

20

Tabulka Il

Prehled opakovatelnosti (RSD, %)
dosazenych pro jednotlivé slouceni-
ny pfi nastfiku 1 pl v modu cold split-
less; n = 10. Pozn. N/A - slou¢eninu
nebylo mozné na dané koncentracni
hladiné za standardnich podminek
detekovat.
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2 %RSD vs. Injected Amount

Area RSD [%]

0 20 40 60 80
Amount Injected [fg]

Obrazek 10
Opakovatelnost v zavislosti
na objemu nastriku

Tabulka Il
Prehled opakovatelnosti (RSD, %)

100

dosazenych pro jednotlivé slouceni-

ny pii méfeni standardu

0.1 ng/ml pii pouziti riznych typd

nasttik; n=10. Pozn. N/A - slouceni-
nu nebylo mozné na dané koncent-

ra¢ni hladiné detekovat.

V Tabulce Ill je uvedeno porovnani opakovatel-
nosti méfeni standardu 0.1 ng/ml dosazenych
pfi pouziti riznych typl nastrikd - cold splitless
(CSL, 1 a 2 pl), hot splitless (HSL, 1 pl) a solvent
vent (SV, 2 ul). Opakovatelnost se pohybovala
v intervalu 2.2-16.5 %, 4.9-15.6 %, 5.3-23.0 %
a 2.6-19.8 % pfi pouziti CSL 1 pl, CSL 2 pl, HSL

1 plaSV 2 ulvuvedeném poradi. Vyssi hodnoty
RSD (v Tabulce Il oznaceny cervené) byly do-
sazeny predevsim u sloucenin s vy$sim detek¢-
nim limitem, tj. hladina 0.1 ng/ml byla velmi
blizko jejich detekéniho limitu. Pro latky, které
nebylo mozné na hladiné 0.1 ng/ml detekovat,
je v tabulce uvedeno N/A.

RSD (%) CSL CSL HSL SV RSD (%) CSL CSL HSL NY
1ul 2 ul 1ul 2 ul 1ul 2 ul 1ul 2 ul
Tetrachlorobenze- 2.2 7.3 8.7 5.0 cis-Heptachlore-  14.1 15.6 129 13.0
ne, 1,2,4,5- poxide
Biphenyl 6.3 5.8 15.3 8.4 trans-Heptachlo-  N/A N/A 16.0 19.2
repoxide
Pentachloroben- 3.5 6.3 1.9 6.6 DDE-o,p' 12.5 49 14.7 13.5
zene
Trifluralin 6.0 8.6 1.3 10.1 PCB 101 16.5 6.3 15.2 7.8
alpha-HCH 5.9 6.3 53 2.6 alpha-endosulfan ~ N/A N/A 14.1 N/A
HCB 10.0 8.3 14.6 9.8 DDE-p,p' 14.0 7.8 16.3 10.3
beta-HCH 3.5 6.5 71 2.8 Dieldrin N/A N/A N/A N/A
gamma-HCH 3.9 7.8 10.1 5.3 DDD-o,p' 9.5 6.4 129 7.1
delta-HCH 6.1 8.7 9.2 49 Endrin N/A N/A N/A N/A
epsilon-HCH 7.8 8.5 1.3 5.1 PCB 118 13.8 10.5 16.5 79
Galaxolide 12.1 5.8 12.4 12.4 beta-Endosulfan N/A N/A 23.0 N/A
Tonalide 16.1 N/A 15.4 10.8 DDD-p,p' 7.3 6.3 11.6 9.5
PCB 31 7.1 10.0 1.5 10.5 DDT-o,p' 15.8 11.0 14.9 18.1
PCB 28 14.4 12.2 121 9.6 PCB 153 12.0 9.5 13.8 16.4
Parathion-methyl  N/A N/A 13.7 9.0 DDT-p,p' N/A 12.8 16.1 13.0
Heptachlor 10.1 9.6 9.2 9.2 PCB 138 109 1.7 17.0 10.7
PCB 52 1.2 74 139 10.5 Methoxychlor, N/A 14.4 19.1 129
p.p*-
Aldrin 13.6 121 19.7 13.2 PCB 180 10.9 10.2 14.0 11.8
Parathion 14.6 10.8 13.7 19.8 Bis(2-ethylhexyl) 4.1 6.9 10.7 3.8
phthalate
Isodrin N/A N/A 20.0 17.4 PCB 194 33 8.4 12.7 9.2
Octachlorosty- 6.1 6.8 11.8 10.5
rene

Detekcni limit pristroje (IDL)

Detekéni limit pristroje (IDL) byl pro viechny
analyty vypocten na zakladé osmi opakovani
nastfiku standardu 0.1 ng/ml. Vypocet IDL byl
proveden s vyuzitim softwaru MassHunter na
zakladé standardniho statistického zhodnoce-
ni namérenych dat dle vzorce uvedeného nize.

%RSD

X amount measured
100

IDLcemMs =t X SD =t X

IDL je detekéni limit pfistroje
T je“t” hodnota Studentova rozdéleni pro 99%
interval spolehlivosti a n-7 stupna volnosti

% RSD je relativni smérodatna odchylka
z n opakovani

Vypoctené detekeni limity pristroje na zakla-
dé méreni standardu o koncentraci 0.1 ng/ml
pfi pouziti rdznych typu nastrikd jsou uvedeny
v Tabulce IV. Pro latky, které nebylo moz-
né na hladiné 0.1 ng/ml detekovat, je v ta-
bulce uvedeno N/A a jejich vypocet IDL
byl proveden na zdkladé méreni standardu
o koncentraci 1 ng/ml (viz Tabulka IV - sloupec
soznacenim 1 ng/mlCSL 1 pl). Z vysledkd je pa-
dosazen pii pouziti nastfiku 1 pl v médu cold
splitless. Pfi pouZiti tohoto typu nastfiku se IDL
pro viechny detekované slouceniny pohybo-
val v intervalu 0.001-0.109 ng/ml. Nastfik 1 pl
v cold splitless médu byl dale pouzit pro analy-
zu redlného vzorku potocni vody.



IDL (ng/ml) CSL CSL HSL SV 1 ng/ml
1ul 2 ul 1ul 2 ul CSL 1 ul
Tetrachlorobenzene, 0.005 0.022 0.025 0.030 0.145
1,2,4,5-
Biphenyl 0.064 0.019 0.044 0.043 0.180
Pentachlorobenzene 0.007 0.018 0.032 0.036 0.145
Trifluralin 0.002 0.030 0.032 0.023 0.338
alpha-HCH 0.006 0.019 0.015 0.010 0.206
HCB 0.012 0.027 0.041 0.047 0.210
beta-HCH 0.006 0.023 0.024 0.014 0.173
gamma-HCH 0.002 0.021 0.026 0.018 0.205
delta-HCH 0.005 0.020 0.026 0.013 0.214
epsilon-HCH 0.006 0.026 0.029 0.028 0.189
Galaxolide 0.014 0.016 0.036 0.051 0.380
Tonalide 0.005 N/A N/A N/A 0.312
PCB 31 0.023 0.020 0.033 0.060 0.274
PCB 28 0.052 0.025 0.033 0.067 0.207
Parathion-methyl N/A N/A N/A N/A 0.345
Heptachlor 0.005 0.027 0.023 0.034 0.256
PCB52 0.013 0.024 0.038 0.059 0.221
Aldrin 0.004 0.041 0.059 0.031 0.229
Parathion 0.001 N/A 0.040 0.050 0.256
Isodrin N/A N/A N/A 0.079 0.274
Octachlorostyrene 0.005 0.019 0.034 0.036 0.212
cis-Heptachlorepoxide 0.003 0.051 0.046 0.042 0.284
trans-Heptachlorepo- N/A N/A N/A 7.100 0.273
xide
DDE-o,p' 0.021 0.016 0.041 0.053 0.244
PCB 101 0.014 0.025 0.043 0.041 0.243
alpha-endosulfan N/A N/A N/A N/A 0.243
DDE-p,p' 0.015 0.024 0.045 0.060 0.253
Dieldrin N/A N/A N/A N/A 0.329
DDD-o,p' 0.017 0.017 0.036 0.036 0.237
Endrin N/A N/A N/A N/A 0.567
PCB 118 0.012 0.029 0.047 0.046 0.245
beta-Endosulfan N/A N/A N/A N/A 0.362
DDD-p,p' 0.012 0.019 0.034 0.027 0.340
DDT-o,p' 0.004 0.035 0.040 0.036 0.239
PCB 153 0.005 0.025 0.040 0.060 0.264
DDT-p,p' N/A 0.029 0.044 0.026 0.289
PCB 138 0.010 0.033 0.047 0.041 0.278
Methoxychlor, p,p'- N/A 0.040 0.042 0.043 0.320
PCB 180 0.005 0.028 0.044 0.043 0.299
Bis(2-ethylhexyl) ph- 0.109 0.016 0.018 0.018 0.254
thalate
PCB 194 0.001 0.025 0.035 0.032 0.301

Tabulka IV

Prehled vypoctenych IDL (ng/ml) na
zakladé méreni standardu o koncen-
traci 0.1 ng/ml pfi pouziti rznych
typU nasttikd. Pozn. N/A - slouc¢eninu
nebylo mozné na dané koncentra¢ni
hladiné detekovat.
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Obrazek 11

Ukdzka kalibra¢ni kiivky — hexachlor-
benzen, 0.005-100 ng/ml, 10 bodd,
R2 =0.9997

Linearni dynamicky rozsah

Linearita méfeni byla vyjaddrena jako regresni
koeficient (R2) vypocteny pro kalibra¢ni k¥ivku
100 ng/ml. Pro v3echny analyty se regresni ko-
eficient pohyboval v intervalu 0.9965 - 0.9999.
Ukdazka kalibra¢ni kfivky pro hexachlorbenzen

je uvedena na Obrazku 11. Ukézky chro-
matogramu

pro jednotlivé slouceniny jsou uvedeny na
obrazku v Priloze 3 (kompletni zprava jed-
notlivych vysledkd dostupnd na vyzadani

na ivo.novotny@hpst.cz).

Hexachlorobenzene - 10 Levels, 10 Levels Used, 10 Peints, 10 Peints Used, 0 QCs
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Méreni vzorkl potoc¢ni vody — opakovatelnost

Na zakladé predchozich méfeni roztoku stan-
dardu 0.1 ng/ml byl pro zavére¢né méreni re-
alného vzorku potoc¢ni vody vybran nastrik
o objemu 1 pl v médu cold splitless. V rdmci
méfeni redlnych vzorkd byl kazdy vzorek zmé-
fen desetkrat. Nejprve byl zméfen pfirozené
kontaminovany vzorek potocni vody, ktery byl
nasledné uméle kontaminovan na tfi koncent-
ra¢ni hladiny 0.05, 0.1 a 0.5 ng/ml.

U redlné kontaminovaného vzorku 5 se opa-
kovatelnost (RSD, %) u detekovanych sloucenin
pohybovala v intervalu 5.9-23.9%. Relativné vy-
sokych RSD (%) bylo dosazeno z divodu velmi
nizkych koncentrac¢nich hladin, na kterych byl

vzorek kontaminovan, tj. zjisténé koncentra-
ce byly velmi blizko detek¢niho limitu. Stejny
trend Ize pak sledovat i u uméle kontamino-
vanych vzorkd. Vyssi hodnoty RSD (v Tabulce V
oznaceny Cervené) byly dosazeny predevsim u
slouc¢enin s vyssimi detekcnimi limity. Pro latky,
které nebylo mozné v daném vzorku deteko-
vat, je v tabulce uvedeno N/A. Ukéazky chro-
matogramu redlné a uméle kontaminovaného
vzorku potoc¢ni vody jsou uvedeny v Pfiloze 2
(kompletni zprava jednotlivych vysledkd do-
stupna na vyzadani na ivo.novotny@hpst.cz).




RSD (%) Vzorek 5 SP1 SP2 SP3
0.05 ng/ml 0.1 ng/ml 0.5 ng/ml
Tetrachlorobenzene, 1,2,4,5- 5.9 3.3 3.1 1.3
Biphenyl 6.9 29 2.0 1.9
Pentachlorobenzene 7 3.2 2.2 2.6
Trifluralin N/A 9.0 4.0 4.9
alpha-HCH 13.8 3.7 34 47
HCB 9.2 5.6 3.8 2.3
beta-HCH N/A 49 37 2.1
gamma-HCH 22.2 6.1 4.1 2.3
delta-HCH N/A 12.6 5.8 34
epsilon-HCH N/A 10.5 4.2 3.7
Galaxolide 14.9 5.8 33 2.7
Tonalide 15.2 6.8 5.0 3.2
PCB 31 17.3 75 49 34
PCB 28 10.6 8.6 6.9 6.4
Parathion-methyl N/A 12.7 12.5 4.7
Heptachlor N/A 8.4 5.8 3.7
PCB 52 N/A 6.3 2.7 1.8
Aldrin N/A N/A 15.3 2.4
Parathion N/A 13.8 8.5 4.1
Isodrin N/A N/A 14.0 8.4
Octachlorostyrene N/A 5.8 3.2 2.0
cis-Heptachlorepoxide N/A 13.0 89 49
trans-Heptachlorepoxide N/A N/A 29.3 4.3
DDE-o,p' N/A 75 4.7 2.3
PCB 101 N/A 43 6.9 1.3
alpha-endosulfan N/A N/A 289 79
DDE-p,p' 14.2 79 2.8 1.8
Dieldrin N/A N/A 12.3 7.6
DDD-o,p' 17.2 6.7 4.5 3.4
Endrin N/A N/A N/A 74
PCB 118 N/A 6.2 3.0 34
beta-Endosulfan N/A N/A 18.4 8.0
DDD-p,p' 14.5 6.1 4.3 1.8
DDT-o,p' 13.6 13.0 219 1.3
PCB 153 14.5 10.0 39 4.1
DDT-p,p' 11.0 10.9 229 18.1
PCB 138 n.7 7.0 4.1 2.5
Methoxychlor, p,p'- N/A 14.3 21.3 11.5
PCB 180 239 1.5 5.1 2.3
Bis(2-ethylhexyl) phthalate 13.1 5.8 3.6 1.5
PCB 194 N/A 6.6 49 2.2
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Tabulka V

Pfehled opakovatelnosti (RSD, %) do-
sazenych pro jednotlivé slouceniny
pfi méreni redIné (Vzorek 5) a uméle
kontaminovaného vzorku (SP1, SP2,
SP3) potocni vody pfi nastrik 1 pl v
modu cold splitless; n=10. Pozn. N/A
- slou¢eninu nebylo mozné v daném
vzorku detekovat.
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Zaver

Na zékladé vysledkl ziskanych zdkladnim tes-
tovanim vykonu nového GC/MS/MS systému
Agilent Technologies 7010 Series Ize realné
zhodnotit skute¢né detekéni limity pro vybra-
né analyty na zakladé ziskanych % RSD, které
jsou, spolec¢né se skutecnymi chromatografic-
kymi zdznamy, nejvhodnéjsim zplsobem ob-
jektivniho zhodnoceni redlnych moznosti stro-
je. Konfigurace stroje vyuzivajici technologie
pro vysokou robustnost a dlouhodobou stabili-
tu jako napt. CFT - backflush modul ukazuji, ze
tyto prvky patii k neoddélitelnym soucastem
konfiguraci predevsim u instrumentd uréenych
pro ultrastopovou analyzu ve slozZitych matri-
cich.

Multimode/PTV injektor dale umozhuje
v pfipadé potieby jesté vyraznéji posunout de-
tekeni limity nastfikem vétsiho objemu vzorku,
a to bézné 4 - 8 nebo i 25 a vice mikrolitrG
v zavislosti na typu matrice a potfebnych de-
tekénich limitech.

Vyhodou vysoké citlivosti modelu 7010
Series a tedy moznosti nastfikovat mensi obje-
my vzork( (pfedevsim téch s komplikovanou

matrici) pfindsi vyrazné nizsi kontaminaci sys-
tému, delsi Zivotnost spotfebniho materialu
(linery, kolony), coz snizuje celkové provozni
naklady a vyrazné snizuje také potfebu udrzby
a Cisténi pfedevsim iontového zdroje samotné-
ho MS/MS detektoru.

V pfipadé minimalizace manudlni udrzby ce-
Iého systému a potfeby udrzeni maximalniho
vykonu MS/MS detektoru Ize systém vybavit
technologii SCIS (Self Cleaning lon Source),
ktera vyuziva reaktivity vodiku pfiddvaného do
iontového zdroje ve velice malych mnozstvich,
¢imz udrzuje iontovy zdroj kontinudlné Cisty,
nebo aktivné v potfebnych intervalech iontovy
zdroj Cisti nezavisle na samotnych analyzach.

Ivo Novotny
ivo.novotny@hpst.cz

Kamila Kalachova
Agilent Technologies



Tipy a triky pro lepsi spojeni
v plynové chromatografii

Pro spravny chod Vaseho plynového chroma-

tografu je dulezita tésnost celého systému.

Kontrola pfipojeni veSkerych komponent je kli-

¢em k prodlouzeni Zivotnosti nejen kolon, ale

i k prevenci udrzby samotného pfistroje. Zdroje

Uniku mohou zpUsobit:

« zaSumeéni signald,

« ztrata drahého, vysoce kvalitniho nosného
plynu,

« zkraceni zivotnosti kolony i detektoru,

« snizeni citlivosti systému,

+ snizeni vytéznosti signald.

Agilent Technologies publikoval nékolik uzitec-
nych poster( s vécnymi radami a pfipominka-
mi, jak zamezit Unikdm v plynové chromato-
grafii. Pojdme si je pfipomenout.

1. Jak najit spravny typ feruli a matek?

Je dulezité zvolit vhodné matice a ferule pro
Vasi aplikaci. Pokud pracujete s hmotnostnim
detektorem (MSD) nebo s detektorem elektro-
nového zachytu (ECD), doporucujeme pouzit
ferule a matice ze slitiny grafitu/polyimidu. Po-
kud Vase aplikace vyZzaduje inertnost systému,
doporucujeme pouziti spoje UltiMetal Plus.
Tento spoj je doporucen i pro technologii CFT
(Capillary Flow Technology), kdy se eliminuje
Unik nosného plynu a moznost poskozeni ko-
lony béhem instalace. UltiMetal ferule a matice
jsou z nerezové slitiny potazené inertni vrstvou
a snadno se instaluji (Obrazek 1).

2. Jak nejlépe utésnit ale nepretahnout?
Jednou z nejcastéjsich chyb pfi utahovani spoj-
ky je pfetazeni. Pfi instalaci kolony u nastfiku
mUze pretazeni zpUsobit rozdrceni ferule, roz-
Stipnuti lineru, kontaminace cesty nebo vytvo-
feni aktivnich mist. Pfi pfetazeni instalované
kolony u detektoru muze dojit i k poskozeni
rozhrani, a takova chyba m{ze vyjit draho. Agi-
lent tento rok zaved| novy druh samoutaho-
vacich matic, které spolehlivé zamezi unikiim
i pretazeni (Obrazek 2).

Vybér vhodnych sept a linerl pro split/split-
less nastfik jsou dals$imi vyznamnymi kritérii
pro zaruceni tésnosti celé GC cesty.

3. Spravna instalace kolony

Pfiinstalaci kolony je nutné dodrzet par zéklad-
nich zdsad; pracujeme v ¢istych gumovych ru-
kavicich, dle vnitfniho rozméru kolony musime

zvolit i rozmér ferule. Pii sefezdvéni kolony je
nutné pouzit spravné zvoleny fezak. Rez musi
byt rovny, Cisty, je dobré jej zkontrolovat pres
lupu, aby neunikly Zddné ottepy. Také je dobré
zkontrolovat délku konce kolony vkladané do
nastfiku i detektoru pomoci pravitka z opacné
strany keramického fezaku.

4. Udrzujte Cistotu

Pomouci filtrl Agilent Gas Clean mUZete nosny
plyn vycistit od kysliku, vihkosti a jinych necis-
tot. Pfi instalaci kolony zabranite kontaminaci
necistotami jako jsou pot, mastnota, soli a dal-
$i, kdyz si oblecete rukavice. Podobné prede-
jdete kontaminaci kolony a detektoru pfi na-
instalovani filtracnich patron nosného plynu.
A mUzete i usetfit za pofizeni nosného plynu,
kdyz misto helia o Cistoté 99,9999 % (6,0) nebo
99,999 % (5,0) zakoupite helium 99,996 % (4,6).
To Vam usetii az 30 % nakladl a stale dosdhne-
te kvalitnich analytickych vysledkd. P¥i pouziti
detektoru Uniku se zase mzZete ujistit o tés-
nosti systému a predejit ztrdtdm plynu. UltiMe-
tal Plus nerezové potrubi a fitinky pro vedeni
nosného plynu zabezpeci optimalni Cistotu GC
systému.

5. SniZzeni netésnosti a redukovani Sumu
pozadi u hmotnostni detekce

Agilent vyvinul i samoutahovaci matice pro
uchyceni kolony u hmotnostniho detektoru
nebo u detektoru s elektronovym zachytem.
Nepotrebujete dalsi ndklady na pofizeni pfislu-
Senstvi nebo adaptérd. Matice se utahuje pou-
ze rukou, zadnym kli¢em. Inovativni pruzinovy
pist uvnitf matice zabrani pfetazeni. Matice
se pouziva s kratkymi ferulemi ze slitiny grafit/
polyimid, odolné do 350 °C. Tésnost matic za-
rucuje kvalitni analyzu i po stovkach nastrikd
bez jediného dotahovani. Usetfite Cas i penize
a ziskate kvanta kvalitnich analytickych vysled-
k. Lepsi spojeni vede k lepsim GC vysledkdm.

Pro ziskani vice informaci prosim navstivte
webové stranky www.labicom.cz nebo se ob-
ratte na nas tym specialistd pro spotfebni ma-
teridl.

Jana Havelkova
info@labicom.cz

26

B

Obrazek 1
Agilent Flexible metal ferule

Obrazek 2
Agilent samoutahovaci matice

Obrazek 3
Agilent Gas Clean filtry
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Obrazek 1
Integrace SDMS a LIMS

Obrazek 2
Webové rozhrani OpenLAB Data
Store

LIMS a SDMS v moderni laboratori

Za posledni dekadu dosahly moznosti elektro-
nického zpracovani vysledkl opét velkych kro-
kl kupredu. Diky milovym krok(im ve vypocet-
ni technice a novym softwarovym platformam
se stavaji tyto technologie dostupné i pro men-
Si laboratore a firmy. Radi bychom Vas v tomto
kratkém clanku seznédmili s novymi moznostmi
elektronickych systém, se kterymi se mizete
v laboratofich setkat.

Pod zkratkou LIMS neboli ,Laboratory In-
formation Management System” je ozna-
Covan, vétiiné z Vas jiz zndmy, elektronicky
systém slouzici zejména pro zpracovani a re-
portovani vysledkdl a informaci z laboratore az
po skladovy systém ve firmé. Prikladem muze
byt vygenerovani ID Sarze, naméfeni dat ozna-
Cenych dle této 3arze a automatické zpracova-
ni a report vysledkd. Na druhou stranu LIMS
ve vétsiné pfipadl neni urcen pro ukladani
namérenych dat a uz vlbec ne v raznych for-
matech generovanych rlznymi vyrobci analy-
tickych systémd.

Novéjsi technologie SDMS neboli ,Scien-
tific Data Management System” je urcena
predevsim k ukladani velkych objema dat po-
chézejicich z rGznych zdrojl v laboratofich od
vah, pH metrl az po chromatografické a spekt-
roskopické instrumenty. Je mozné ukladat také
béZnou dokumentaci od kanceldiskych balikd
po multimédia.

Vyhody jsou zfejmé - umisténi dat na jedno

misto a v prehledné struktufe. Na tomto misté
probiha i nezbytna zéloha, takze data z jednot-
livych stanic, odkud sbér probihg, jiz neni nut-
né zalohovat. Integrace téchto dvou systémd je
pak pfinosem pro:

« rychly pfenos zdrojovych pozadavku k poza-
dovanému instrumentu,

« zajisténi ulozeni dat dle pozadavk( 21 CFR
Part 11,

+ zvySeni produktivity — data ze vsech strojl
jsou ke ¢teni na jednom misté,

+ zvySena kapacita - uzivatelé neztraceji cas
s pfenasenim dat z jednoho systému na druhy.

Agilent Technologies investoval v poslednich
letech do vyvoje téchto systéml nemalé pro-
stfedky. OpenLAB Data Store je SDMS ulo-
7isté, postavené na open source ECM systému
Alfresco. Diky modifikaci robustniho a otevre-
ného systému je pofizovaci cena takového
feSeni vice nez pfizniva, navic ulozisté splnu-
je pozadavky 21 CFR Part 11. Diky ukladani
verzi dokumentl a dat mize slouzit jako do-
kumentacni systém pro celou firmu, a neni tak
omezen jenom pro laboratof. Vice informaci
0 nasich fesenich naleznete na nasich webo-
vych strankach v sekci Software.

Michal Novotny
michal.novotny@hpst.cz

OpenLAB Data Store

Location: [ Openl AB Daa Store > [ Pr

SeqSummary_EXAWPLE_DATA_FOR_|$TD_2012-11-30_15-12-35.PDF

=] =—— | #| =% |v| [4]Page = of 10 b || Fullscreen
| -]

Data fie CCHENEZBATAEX ISTD-01241D:28, 001 ISTOAV-000001.0
ISTDsuel 1A

420065 B:d8cke A
ISTON

e

W

1001 12427 P
W

258

R

ISTD report based on Area
Rfjmia]  Signd  Typs Ama  Heighi  Amount Name
[

4150 DADIA BV SMesmn (18208 0.03006 Niediph
SES4 DADIA BB 7ESAES  EBAI6 050000 ISTD Meendiph)
G701 DADIA BB 4eT4Sd2 0000 003787 Misodpin

v_EXAWFLE_DATA FOR_JSTD_2012-

jov 30, 2012 3:32:44 PU
UTCH0100

: version History
J v N

Document Actions

# Do




Odstrante tuky, najdete analyty

Lipidy jsou problém viude tam, kde se méfi
stopova rezidua latek (typicky pesticidd v po-
travindch nebo IéCiv v tkanich). Lipidy se rady
usazuji na koloné, zkracuji jeji zivotnost a snizu-
ji citlivost analyzy kvali iontové supresi. Usazuji
se také na MS zdroji a zvysuji naroky na jeho
udrzbu.

Soucasné metody odstranéni lipidi ze vzor-
ku jsou zatizeny nizkou vytéZznosti analytq, pro-
toze Cast analytl se odstrani spolu s tuky. To uz
nyni neplati!

Agilent pfinasi novy produkt z fady QuE-
ChERS: Enhanced Matrix Removal (EMR)
- Lipid, obsahujici unikatni sorbent, ktery se-
lektivné odstranuje lipidy z komplexnich mat-
ric i ze vzorkU s velmi vysokym obsahem tuku,
jako je napfiklad avokado.

Inovativni sorbent v produktu EMR-Lipid ve
formé QUEChERS vyznamnym zpUsobem redu-
kuje matri¢ni efekty a zlepsuje vytéznost ana-
lytG. Mze byt pouZit pro stanoveni polarnich,
sttedné poldrnich i nepoldrnich analytd ve
vzorcich s vysokym obsahem tuku.

Vyhody EMR-Lipid QUEChERS jsou nasleduijici:

Vyssi produktivita:

« vysSi citlivost a lepsi odstup signdlu od Sumu
umozni rychlejsi zpracovani dat a vy3si pro-
stupnost vzork(l zpracovavanych laboratofi.

Nizsi naklady:

« Cist8i vzorky znamenaji mensi potfebu udrz-
by MS zdroje; zbyde vice ¢asu na vlastni
analyzu vzork(l a odpadnou casové ztraty
zpUsobené fesenim problém( a opravami
pfistroje.

Zjednoduseny pracovni postup:

- standardizovand jednoduchd procedura
s jednim sorbentem, kterd maximalizuje vy-
tézky analytl z rliznych typu vzorkd, Setfi ¢as
a penize diky nizSim nakladim na material,
vybaveni, zaskoleni pracovnik(i a dokumen-
taci.

Kvalitnéjsi vysledky:

« Cistsi vzorky vedou k lepsi opakovatelnosti
a reprodukovatelnosti vysledkd, vyssi spo-
lehlivosti vystupnich dat, rychlejsimu zpra-
covani dat a nizSimu poctu opakovanych
analyz.

Jitka Berkova
jitka.berkova@labicom.cz

Agilent 4200 TapeStation: pilné
automatizovana kontrola kvality

Vasich vzorku

Kvantita a kvalita DNA nebo RNA je pro vétsinu
metod z oblasti molekuldrni biologie hlavnim
faktorem, ktery ovliviiuje pfesnost a spravnost
ziskanych vysledk(. Potfeba stanoveni obou
téchto parametrd vzrostla s rozvojem metod
jako je gPCR, microarrays a predevsim NGS
(next-generation sequencing).

Agilent Technologies je jiz fadu let prednim
vyrobcem pfistrojd, které svym uzivatelim
poskytuji informace nejen o mnozstvi nukleo-
vé kyseliny obsazené v jejich vzorku, ale také
v jaké kondici” se jejich vzorek nachazi. P¥istroj
2100 Bioanalyzer se tak davno stal zlatym stan-
dardem QC (quality control) v mnoha laborato-
fich vyuzivajicich metodu NGS.

A pravé postupné zaclernovani NGS do ob-

lasti klinického vyzkumu a kliniky jako takové
vedlo k potiebé uspokojit zakaznikliv pozada-
vek na rychlou a snadnou analyzu vétsich sou-
borG vzorkd. Vsechny tyto pozadavky splniuje
nejnovéjsi analyzator 4200 TapeStation. PIné
automatizovany pfistroj umoznuje analyzu
kvantity a kvality nukleovych kyselin v az 96
vzorcich za méné nez 90 minut. Diky Sirokému
portfoliu predplnénych gelovych ,ScreenTa-
pes” opatfenych barkddem se pfistroj flexibil-
né pfizplGsobi Vasim aktualnim pozadavkdm
a stane se nedilnou soucasti Vasi laboratore a
analyz.

Iva Senitkova
iva.senitkova@hpst.cz

0 WREC<70%
REC in 70-120%
MIREC>120

EMR—Lipid cleanup C18/PSA cleanup Zirconia sorbent cleanup

Obrazek 1

Pocet analytl s vytéznosti 70-120
% (modré sloupce) pfi stanoveni
veterinarnich lé¢iv v hovézich jatrech
za pouziti sorbentl Agilent EMR,
C18/PSA a zirkonového sorbentu.

A o

Obrazek 1
Agilent 4200 TapeStation
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Barcode Consensus

Family Read

MBC [l Random Errors Ml True Variant [l Sample Index

Obrazek 1
Princip molekuldrniho barkédovani

Obrazek 2
systému pro detekci variant o nizké
frekvenci — HaloPlex HS

Systém pro detekci somatickych

mutaci s nizkou frekvenci za pouziti

v d

molekularniho barkédovani

HaloPlex HS

Detekce somatickych variant i heterogen-
ni bunécné populace je klicovym prvkem
v fadé aplikaci jako jsou: evolu¢ni studie, stu-
die imunologické diverzity a hlavné nddorovy
vyzkum a diagnostika v oblasti heterogenity
nadorl a jejich iniciace a progrese. Ve vsech
téchto pripadech se muize jednat o detekci
somatickych variant o nizké frekvenci vyskytu
napfiklad pod 0,5 % ve studované bunééné
populaci. Teoreticky metody sekvenovani nové
generace (NGS) umoznuji detekovat pfi dosta-
te¢né hlubokém sekvenovani mutaci o jakéko-
liv frekvenci, ale prakticky tyto metody narazeji
na chybovost pfipravy vzorku a hlavné samot-
né sekvenace.

Princip

Systém vyvinuty v Agilent Technologies ne-
pfesnost stavajicich sekvenacnich technologii
obchazi pouzitim molekuldrniho barkédovani.
Princip je ukdzan na Obrazku. Spociva v pfipo-
jeni unikatniho identifikatoru (MBC, moleku-
larni barkéd) ke kazdému amplikonu, ¢imZ do-
jde k identifikaci duplicitnich ¢teni. V systému
HaloPlex HS je k dispozici takovych MBC vice
jak 106. Zjednodusené se systém da popsat ve
4 krocich: 1. aligment ¢teni, 2. seskupeni ¢teni
do skupin podle sekvence, 3. seskupeni c¢teni
do skupin podle ptitomného MBC, 4. nalezeni
konsenzualni sekvence ¢teni (odstranéni PCR
duplikata).

Prikaz pouziti
HaloPlex HS je ukadzadn v jednoduchém poku-
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su, kdy byly pouzity bunécné linie projektu
HapMap se znamymi mutacemi (NA18507 a
NA10831) a smichany v odpovidajicich pomé-
rech.

Polyclonal tumour
Subclone-
specific - Common

mutation i
Sequencing mutaton

error JJ Q
ATCGGGCTCGTGCTCGCTTATCG
s \\\ ATCGGGCTCGTGCTCGCTTATCG
Generation > ATCGG
Sequencing T ~TCG TATCG

Red cells:
Subclone 2

Blue cells:
Subclone 1

ATCGGGCTCGAGCTCGCTTATCG

Subc!one\z —specific
ATCGGGCTCGAGCTAGCTTATCG

somatic mutations
Corrimon somatic (low-allelic frequency)
mutations

(high-allelic
frequency)

Z téchto bunécnych mixt byly pripraveny
knihovny systémem HaloPlex HS a osekveno-
vany pii hloubce sekvenovani 2000 — 4000X.
Vysledky jsou v perfektni shodé s teoreticky
ocekavanymi frekvencemi. Navic tento systém
je velmi vhodny i pro vzorky s degradovanou
DNA (napf. FFPE), kdy opét vysokd citlivost
a presnost umoznuje rozlisit pravé varianty
od artefaktl pochazejicich z ptipravy vzorku
nebo pfipravy knihovny. Cely systém je, jak je
u Agilentu zvykem, doplnén zdarma dostup-
nou webovou aplikaci pro prohlizeni katalogo-
vych a tvorbu vlastnich designi — SureDesign
a téz zdarma dostupnym nastrojem pro analy-
zu dat a interpretaci SureCall.

Zbynék Halbhuber
zbynek.halbhuber@hpst.cz

Detection down to 0.5% allele frequency
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Uzivatelska skoleni poradana

spole€nosti HPST

Kazdoroc¢né pro Vas pfipravujeme celou fadu
skoleni tykajicich se analytickych principd, se-
paracnich metod, instrumentace a fidicich a vy-
hodnocovacich softward Agilent Technologies.
Mezi jedno z nejoblibengjsich Skoleni patfi
bezesporu skoleni zamérené na software.
V tomto ¢isle ¢asopisu bychom Vdm o tomto
typu Skoleni radi povédéli néco vice.

Velky dliraz klademe na to, aby byla vyuka
maximalné efektivni a uzivatelé si odvezli
co nejvice poznatkli a dovednosti, které jim
usnadni praci s nastavenim metod, vyhodno-
covanim naméfenych dat i reportovanim vy-
sledkd. | proto je kapacita nasich skoleni velice
omezena.

Skolitel méa diky tomu prostor se G¢astnikiim
individudlné vénovat u pridéleného pocitace
s nainstalovanym softwarem. Béhem skoleni
se dopodrobna sezndmite s logikou softwaru,
moznymi pfistupy prace vcetné toho, Ze na-
hlédnete do vsech moznych zakouti softwaru.
Diky tomuto Skoleni objevite spoustu uzitec¢-
nych funkci, o kterych jste doposud mozna
neméli ani ponéti. VeSkerd teorie je obratem
pfenesena do praxe za pfimé pomoci Skolitele.

Vysledkem bude, Ze zpracovani a vyhodno-
covani dat Vam jiz nebude zabirat tolik ¢asu
a Vy jej budete moci vyuzit k dulezitéjsim cin-
nostem.

Ze Skoleni si kazdy ucastnik odveze komplet-
ni materidly, které mu v budoucnu pomdzou
si jednotliva témata pfipomenout.

Skoleni pofadame ve ¢tyFhvézdickovém hotelu
Golf & Spa Resort Kunéticka Hora v Pardubic-
kém kraji. V hotelu a jeho okoli je k dispozici $i-
roké zazemi pro relaxaci. Pro ucastniky je k dis-
pozici krasné saunové centrum s pfirodnim
rybnickem. Okolo pfilehlého golfového hfisté
je 4 km dlouha in-line stezka, kterou Ize vyuzit
i k rannimu béhu nebo podvecernim prochaz-
kam. Nezapomente si tedy privést brusle, boty
na béhani nebo tfeba kolo, na kterém muzete
prozkoumat i irsi okoli.

Pokud radi hrajete na jakykoliv hudebni na-
stroj, budeme moc radi, pokud si ho vezmete
s sebou. Veclery si obvykle zpfijemniujeme po
dobré vecefi u sklenky vina pravé hranim a zpi-
vanim.

Nejblizsi softwarova Skoleni budou zamére-
na na OpenLab, MassHunter pro GC/MS a Mass
Hunter pro LC/MS/QQQ a budou probihat ve
dnech 2.-6. listopadu 2015, dalsi potom v biez-
nu a listopadu nasledujiciho roku. Pokud mate
zajem, podrobné informace ke viem porada-
nym $kolenim najdete na nasich webovych
strankach www.hpst.cz/sluzby.

RuzZena Penizkova
ruzena.penizkova@hpst.cz
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Obrazek 1
Konfiguracni okno SW OpenLAB

ted in just minutes with the OpenLAB CDS intelligent reporting

Obrazek 2
Ukdazka “Custom Intelligent Report”
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Obrazek 3
Nahled okna softwaru MassHunter

Obrazek 3
Hotel Golf & Spa Resort Kunéticka
Hora
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Servisni smlouvy

...nejen pro akreditované laboratore

V minulém C¢isle naseho casopisu ChromAto-
Mol jsme Vas seznamili se servisnim tymem
HPST a s tim, jaké sluzby zédkaznikim poskytu-
jeme. V tomto cisle Vam podrobnéji predstavi-
me sluzbu, kterou vyuziva velka ¢ast zakaznika
provozujici laboratofe v rezimu SLP/SVP (GLP/
GMP), a to se servisnimi smlouvami. V soucas-
né dobé nabizime dva typy servisnich smluv:
ramcovou servisni smlouvu a pausalni servisni
smlouvu.

1. Ramcova servisni smlouva

Tato smlouva je vhodna pro zakazniky, ktefi
chtéji mit servisni spolupraci z jakychkoli du-
vodU definovanou smluvné. Vhodna je i pro za-
kazniky, ktefi maji své instrumenty v zaruce. Ve
smlouvé se definuji odezvy, zplsob objednani,
pravidelné preventivni zasahy, slevy, podminky
splatnosti aj.

Zakladni charakteristiky ramcové servisni
smlouvy:

+ HPST hlida terminy pravidelnych sluzeb
Smlouva obsahuje ujednani o provedeni pra-
videlnych preventivnich udrzeb a pfipadné
validaci. Servisni koordinator zakaznika vcas
kontaktuje a domluvi s nim vhodny termin. Za-
kaznik podléhajici auditlim se z tohoto dlivodu
nemusi obdvat nesplnéni pozadavku terminu
preventivnich zasahu.

+ Sleva

Zpravidla byva soucasti smlouvy dojednana
sleva na provedeni pravidelnych preventivnich
udrzeb a validaci.

+ Rychlost odezvy

Zakaznik se smlouvou ma definovanou odezvu
v pripadé zavady instrumentu. Smluvni zakaz-
nici maji zajistén prednostni nastup servisniho
technika na opravu.

+ Flexibilita

Zadkaznik ve smlouvé definuje odpovédnou
osobu pro objednavani servisu. Pisemna zadost
této odpovédné osoby je pro HPST dostacujici
k zahdjeni opravy - tim odpada ¢asova prodle-
va vznikajici vystavenim oficidlni objednavky.

+ Fakturace

Fakturace se provadi vzdy az po dodani sluzeb,
tzn. fakturuji se vzdy pouze provedené sluzby,
opravy, dodany material.

2. Pausalni servisni smlouva

Tato smlouva je vhodna predevsim pro labo-
ratore, kde je preferovan pevny financni rdmec
(budget) a je potfeba co nejvice zredukovat
administrativni zatéz. Zpravidla se také jedna
o laboratore, které jsou maximalné vytizeny.

Zakladni charakteristiky pausalni servisni
smliouvy:

+ Pokryti a cena

Ve smlouvé se definuje, co vse bude smlouvou
pokryto — ve vétsiné piipadu se jednd o preven-
tivni udrzbu vcetné definovaného spotiebniho
materidlu, opravy vcetné potfebnych nahrad-
nich dilG a ptipadné i o validace. Na zakladé to-
hoto se stanovi cena, ktera je pro dané obdobi
fixni a neménna. V prabéhu platnosti smlouvy
se minimalizuje administrativni zatizeni.

+ Rychlost odezvy

Z3kaznik s pausalni smlouvou ma nejvyssi prio-
ritu v rdmci viech servisnich ¢innosti.

+ HPST hlida terminy pravidelnych sluzeb
Hlidani termin( pravidelnych sluzeb je samo-
zfejmosti a probihd podle stejnych pravidel
jako u rdmcovych smluv.

+ Flexibilita

Se zakazniky dojedndvdme a upravujeme pod-
minky tak, aby vysledna smlouva splfovala po-
tfeby a pozadavky zakaznika.

+ Fakturace

Fakturace se provadi v rovnomérnych splat-
kach v pravidelnych intervalech dle pozadavku
zdkaznika (Ctvrtletné, pololetné, ro¢né).

Pokud byste se chtéli dozvédét vice o tom, jak
smlouvy funguji v praxi, kontaktujte prosim
nase servisni oddéleni nebo ptimo Ing. RliZzenu
Penizkovou. Pokud budete mit zajem, je mozné
se domluvit i na osobni schizce.

RaGzena Penizkova
ruzena.penizkova@hpst.cz
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Karel Vranovsky
generalni feditel

Tel.: +420 244 001 238
Mob.: +420 725 924 019

Nadézda Jerabkova
manazer obchodu
(HPLC, CE, disoluce)
Tel.: +420 244 001 242
Mob.: +420 724 252 914

Daniela TrSova
manazer marketingu

Tel.: +420 244 001 232
Mob.: +420 602 158 401

Obchodni oddéleni

Zbynék Halbhuber
manazer pro skupinu
genomiky a diagnostiky
Tel.: +420 244 001 245
Mob.: +420 607 081 918

Alexandr Skala
manazer servisu,

(servis GC/MS, LC/MS)
Tel.: +420 244 001 243
Mob.: +420 724 803 434

Michaela Kopalova
manazer administrativy
(objednavky pfistroju)
Tel.: +420 244 001 234
Mob.: +420 602 330 264

Jan Kovar

produktovy specialista
(HPLC, CE)

Tel.: +420 244 001 231
Mob.: +420 607 081 917

Jitka Zrostlikova
produktovy specialista
(LC/MS)

Tel.: +420 244 001 249
Mob.: +420 606 047 034

Ondrej Lacina
aplikacni specialista
(LC/MS)

Tel.: +420 244 001 249
Mob.: +420 602 600 235

Ivo Novotny
produktovy specialista
(GC/MS, ICP-MS, XRD)
Tel.: +420 244 001 240
Mob.: +420 724 309 027

Jan Marek

produktovy specialista
(GC,MP-AES, ICP-OES, AAS)
Tel.: +420 244 001 231
Mob.: +420 606 050 908

Iva Senitkova
produktovy specialista
(genomika a diagnostika)
Tel.: +420 244 001 245
Mob.: +420 702 281 171

Veronika Dubova
finan¢ni analytik

Tel.: +420 244 001 239
Mob.: +420 724 299 522

Michaela Vranova
marketingovy specialista

Tel.: +420 244 001 232
Mob.: +420 731 157 661

Irena Findejsova
spotfebni material
(genomika a diagnostika)
Tel.: +420 244 001 245
Mob.: +420 731 538 641

Michaela Pluskalova
odb. asistent obch. tymu
(genomika a diagnostika)
Tel.: +420 244 001 231
Mob.: +420 736 606 878



Servisni oddéleni

Jan Adamiec

Servis LC, CE, UV/Vis,
LC/MS, FTIR

Tel.: +420 244 001 244
Mob.: +420 602 261 365

Zbynék Bohacek
Aplika¢ni podpora,
servis GC, GC/MS, LC
Tel.: +420 244 001 237
Mob.: +420 724 805 278

Petr Dusek

Servis LC/MS, GC, GC/MS,
gen. plynt

Tel.: +420 244 001 246
Mob.: +420 724 807 189

Tomas Fojtik

Servis ICP-OES, ICP-MS,
AAS

Tel.: +420 244 001 237
Mob.: +420 702 287 862

Martin Juficek

Servis ICP-MS, OES, AAS,
MP-AES, gen. plynud

Tel.: +420 244 001 246
Mob.: +420 724 703 774

Radek Kolacny

Servis LC, CE, UV-Vis,
disoluce

Tel.: +420 244 001 237
Mob.: +420 724 891 356

Vladimir Navara

Servis GC, GC/MS,
headspace, desorpce
Tel.: +420 244 001 247
Mob.: +420 724 805 769

Michal Novotny
Softwarovy specialista,
IT specialista

Tel.: +420 244 001 244
Mob.: +420 724 309 037

Rostislav Panttcek
Servis LC, automatizace

Tel.: +420 244 001 237
Mob.: +420 725 341 292

Hana Liskova
Servis GC, GC/MS

Tel.: +420 244 001 237
Mob.: +420 602 319 689

Administrativa

Rdzena Penizkova
Servisni smlouvy, servis
pfistroju pro genomiku
Tel.: +420 244 001 230
Mob.: +420 724 305 436

Vit Peterka

Servis pristroj(

pro genomiku

Tel.: +420 244 001 244
Mob.: +420 605 205 892

Milan Soucek
Servis GC, GC/MS

Tel.: +420 244 001 243
Mob.: +420 602 651 576

Ludmila Freyova
logistika, objednavky
spotiebniho materialu
Tel.: +420 244 001 236
Mob.: +420 724 105 611

Labicom s.r.o.

Dagmar Lehka

pfijem oprav,
koordinace servisu

Tel.: +420 244 001 237
Mob.: +420 724 004 993

Lenka Hejna

pfijem oprav,
koordinace servisu

Tel.: +420 244 001 247
Mob.: +420 727 812 449

Katerina DousSova
asistentka

Tel.: +420 244 001 231
Mob.: +420 724 804 643

Robert Kukula

kolony a spott. mat.,
oblast Cechy-severozapad
Mob.: +420 724 807 092

Jitka Berkova

kolony a spotf. mat.,
oblast Cechy-jih

Mob.: +420 602 777 356

Markéta Donthova
kolony a spotf. mat.,

obl. - vychod Cech a Moravy
Mob.: +420 731 479 740

Jaroslav Andrle

kolony a spotf. mat.,

oblast Cechy-severovychod
Mob.: +420 725 586 483

Jana Havelkova
kolony a spotf. mat.,
oblast Morava-sever
Mob.: +420 607 006 300

Inka Suskova

kolony a spotf. mat.,
oblast Morava-jih
Mob.: +420 725 586 483



HPST, s.r.o.
Pisnicka 372/20
142 00 Praha 4
Ceska republika

Tel.: +420 244 001 231
Fax: +420 244 001 235
E-mail: info@hpst.cz
Web: www.hpst.cz
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