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SOUHRN

Tato diplomova prace se zabyva kvantitativnim stanovenim 4 vybranych kova (Mn,
Fe, Cu a Zn) v biologickych tkanich (my$im mozku a ledvinach) pomoci hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem ve spojeni s laserovou ablaci. V teoretické ¢asti
jsou popsany zékladni principy a instrumentace LA-ICP-MS, vletné piipravy vzorki.
Soucasti prace je literarni reSerSe, ktera se zabyva kvantifikacnimi postupy a aplikacemi
laserové ablace ve spojeni s ICP-MS se zaméfenim na biologické vzorky, hlavné tedy

mozkovou tkan.

Experimentalni Cast se zabyvd vyvojem metody LA-ICP-MS a jeji optimalizaci
pro ucely hmotnostn¢ spektrometrického zobrazovani 4 biogennich prvkld v ZivociSnych
tkanich. Experimentalné zjisténé optimalni podminky byly pouzity pro méfeni prostorové
distribuce Mn, Fe, Cu a Zn tfi tkaniovych ezt dvou odlisnych biologickych tkédni pomoci LA-
ICP-MS. Jednalo se o neonatalni mysi mozkovou tkan a tkan mysich ledvin. Pro kvantitativni
analyzu prostorové distribuce byly pouzity tfi rizné kalibraéni postupy — kalibrace pomoci
agar6zovych gell jednobodové kalibrace pomoci tablet z CRM a ,,matrix-matched* kalibraci

standardnim pfidavkem.



SUMMARY

This thesis deals with the quantitative determination of the four selected metals (Mn,
Fe, Cu and Zn) in biological tissues (mouse brain and kidney) by using inductively coupled
plasma mass spectrometry combined with laser ablation. The basic principles and
instrumentation of inductively coupled plasma mass spectrometry with laser ablation and
preparation of samples are described in theoretical part. The thesis includes a literature review
that deals with the quantification procedures and applications of LA-ICP-MS focused

on biological samples, mainly brain tissue.

Experimental part focuses on the development of method LA-ICP-MS and its
optimisation for mass spectrometric imaging of 4 biogenic elements in biological tissues.
Experimentally determined optimal conditions were used to measure the spatial distribution
of Mn, Fe, Cu and Zn in three section of tissues from two biological tissues by LA-ICP-MS.
Following tissues were used: a neonatal mouse brain tissue and mouse kidney tissue. Three
calibration methods were used for quantitative analyses of spatial distribution — calibration

with agarose gels, calibration with CRM and ,,matrix-matched* calibration.
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1. UVOD

Predkladana diplomova se je zaméfena na hmotnostné spektrometrické zobrazovani
prostorové distribuce biogennich prvki (Mn, Fe, Cu a Zn) v zivociSnych tkanich, a to
Vv kontrolnim a hypoxicko-ischemicky poskozeném neonatalnim mys$im mozku a mysi ledviné
pomoci spojeni laserové ablace s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem
(LA-ICP-MS). Vsoucasné dobé patii technika LA-ICP-MS mezi nejrozsifené;si
mikroanalytické techniky umoznujici multi-prvkovou kvantitativni analyzu ¢i analyzu
izotopickych pomérii na stopové az ultra-stopové koncentracni urovni. Mezi Stézejni a
nezastupitelné ¢asti hmotnostné spektrometrického zobrazovani patii vhodna volba a nasledna
analyza kalibra¢nich standardi v odpovidajicim koncentracnim rozsahu slouZici
ke kvantifikaci distribuce prvkt napti¢ analyzovaného biologického ftezu. Bez ohledu
na pokrok a zlepseni kvantifika¢nich postupt ziistava stale nejvétsim problémem kvantitativni
analyzy samotna kalibrace, respektive nedostatek komeréné dostupnych kalibracnich

standardi’.

Experimentalni ¢ast diplomové prace je zaméfena jednak na vyvoj a optimalizaci
podminek spojeni laserové ablace s ICP-MS pro hmotnostné spektrometrické zobrazovani
(Mn, Fe, Cu, a Zn) v biologickych vzorcich. Dale byla vénovana pozornost piipravé
kalibracnich standardl a testovani tii riznych kalibracnich postuptl, a to agarézovych geld,
jednobodovych CRM Kkalibra¢nich standardi a v neposledni fadé ,,matrix-matched* kalibraci
standardnim pfidavkem pro kvantitativni analyzu prvka v biologické tkani. Optimalizované
podminky spojeni LA-ICP-MS byly dale pouzity ke kvantitativnimu hmotnostné
spektrometrickému zobrazovani prostorové distribuce Mn, Fe, Cu a Zn ve vzorcich mysiho
mozku a ledvin. Kazda z tkéani byla analyzovana proménlivou velikosti laserového svazku
(85, 110 a 150 um) a tomu odpovidajici rychlosti posunu laseru v zavislosti na pozadovaném
lateralnim (prostorovém) rozliSeni. VSechny aplikované kalibra¢ni postupy poskytuji velice
podobné vysledky o obsahu biogennich kovii v biologickych tkanich. Obecné lze fici, ze
jednobodové kalibracni zévislosti z CRM 1566b. Naopak nejvyssich hodnot koncentraci bylo
dosazeno dosazenim naméfenych hodnot intenzit do rovnic kalibra¢nich zavislosti ziskanych

proméienim agarézovych gell a ,,matrix-matched* standardi.



2. TEORETICKA CAST

2.1. HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE S INDUKCNE VAZANYM
PLAZMATEM

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) je analyticka
technika, jez nasla uplatnéni zejména pro multielementarni analyzu stopovych a
ultrastopovych koncentraci prvkil. ICP-MS patii k nejuniverzalngj§im metoddm prvkové
analyzy umoznujici stanoveni vétSiny kovovych prvkl periodické soustavy prvkl v Sirokém
koncentraénim rozsahu (jednotky pgkg? az po stovky mgkg™). Charakteristickymi
vlastnostmi ICP-MS jsou jiz zminé€na pouzitelnost pro vétSinu prvkd periodické soustavy
prvki, nizké meze detekce (ng.l™ az pg.l™), rychlost a selektivita analyzy, iroky linearni
dynamicky rozsah, minimum nespektralnich interferenci, schopnost analyzy kapalnych,

pevnych i plynnych vzorkd, a v neposledni fadé informace o izotopovém slozeni latky*>.

Metoda ICP-MS nasla uplatnéni v fad¢ aplikaci, obecné pii analyze stopovych az
ultrastopovych koncentraci kovovych prvkl v Zivotnim prostiedi, potravinaiském pramyslu,
geologii a klinickych vzorcich. Vyznamnou aplikaci ICP-MS je spojeni s chromatografickymi
(HPLC, GC) a elektroforetickymi (CZE, ITP) separacnimi metodami, ¢ehoz se vyuziva
ve speciaéni analyze, kde ICP-MS plni funkei detektoru?®?,

Hlavnimi souc¢éastmi pfistroje ICP-MS jsou systém zavadéni vzorkii do plazmatu,
plazmova hlavice, iontova optika, hmotnostni analyzator a detektor. Tyto soucasti pfistroje lze
rozdelit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou soucdsti pracujici za atmosférického tlaku,
kterymi jsou systém zavadeéni vzorkl (u kapalnych vzorki je to zmlzova¢ a mlzna komora,
pro zavadéni pevnych vzorkt napiiklad laserova ablace ¢i elektrotermické vypafovani) a
plazmové hlavice. Druhou skupinou jsou soucdsti pracujici za vysokého vakua. Jednd se
0 iontovou optiku, hmotnostni analyzator a detektor. Nezbytnou soucasti celého pfistroje je
interface, ktery zajistuje prechod iontl z atmosférické casti pfistroje do hmotnostniho

’ cr oy 2,34
analyzatoru pracujiciho za vakua 34,

Vzorek je veden skrze systém zavadéni vzorku do plazmové hlavice, kde dochazi

k ionizaci a tedy ke vzniku iont. Kladné nabité ionty jsou vedeny skrz interface a iontovou



optiku do hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi k separaci iontd podle poméru m/z.

Nasledné proud rozseparovanych iontl dopadd na detektor a je pfevadén na méfitelny

elektricky signal®>*.
Ovladani detektoru Iontova Expanz;li Plasz\}é hlavice
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETR - PLAZMOVY ZDROJ

Obrazek 1: Obecné schéma hmotnostniho spektrometru s indukéng vazanym plazmatem?

2.1.1. ZAVADENI VZORKU DO PLAZMATU

ICP-MS se vyuziva nej€astgji k analyze kapalnych vzorki, které jsou pievadény
na jemny aerosol zmlzovanim. Méné Casto se analyzuji pevné vzorky, kde se ke generovani
aerosolu vyuziva laserova ablace nebo elektrotermické vyparovéani. Systémy zavadéni obou
téchto typd vzorkl se od sebe vyznamnég lisi. Specidlni technikou, kdy jsou do plazmatu
zavadény plynné vzorky, je generovani tékavych hydrida (HG-ICP-MS), kdy je vzorek piimo

zavadén proudem plynu do indukéné vazaného plazmatuz.

2.1.1.1. ZAVADENI KAPALNYCH VZORKU DO PLAZMATU

Systém zavadéni kapalného vzorku do plazmatu se sklada ze dvou ¢asti, zmlzovace a
mlzné komory. Kapalny vzorek je do zmlZovace piivadén peristaltickym cerpadlem.
Ve zmlzovaci je kapalina nasledné pneumatickym pusobenim plynu (argonu) pievedena
na jemny aerosol. Jemny aerosol je dale veden do mlzné komory, kde dochézi k oddéleni
velkych kapek, u kterych by v ICP nedoslo k uplnému vypaieni a tudiz by mohly vést

k nestabilité plazmatu®®®.



Peristaltické ¢erpadlo

Peristaltické Cerpadlo se skladd ze soustavy malych oto¢nych valeckt v kruhovém
uspofadani, na néz jsou pritisknuty celkem 3 hadicky, a to hadicka s analyzovanou kapalinou,
internim standardem a v neposledni fad¢ hadicka odvadéjici nezmlzeny roztok z mlzné
komory piimo do odpadu. Neménnym pohybem peristaltické pumpy a tlakem valeckl je
zpusoben plynuly pohyb kapalného roztoku uvniti hadicky. Hlavni funkeci peristaltického
Cerpadla je zajisténi konstantniho toku kapalného roztoku bez ohledu na vlastnostech roztoku.

V7 otew row ;e v r 2
Dal3i jiz zmin&nou funkci je odvod nezmlZeného roztoku do odpadu®®.
ZmlZovacd

V pneumatickém zmlzovaci dochazi k pfevodu kapaliny na jemny aerosol, ktery
putuje dale do mlzné komory, a to nejéastéji pneumatickym puasobenim prutoku plynu
(nejCastéji argonu). Mezi nejpouzivanéj§i pneumatické zmlzovale patii zmlZzovac

koncentricky, mikrokoncentricky a thlovy>”.

Koncentricky zmlzovad

Principem koncentrického zmlZovace je rozpraSeni kapalného vzorku proudiciho
tenkou kapilarou, ktery na konci kapilary ptichazi do kontaktu s rychle proudicim plynem,
argonem. Spojeni rychle proudiciho plynu a pomalu proudici kapaliny zpiisobi rozpraSeni
kapaliny v plynu. Jako konstrukéni material se nejcastéji pouziva kiemen, borosilikatové sklo
nebo polymerni materialy, které jsou navic odolné proti korozivnim roztokiim. Prutok vzorku
se pohybuje okolo 1 az 3 ml/min. Koncentrické zmlzovace jsou vhodné pro analyzy Cistych
roztokli. Pfi analyzach vzorki se slozitou matrici, nebo zasolenych vzorkii miize dojit

k ucpani tenké kapilary zmlzovace®®”.

kapalina | |
(vzorek) I |
aeroso

plyn

Obriazek 2: Schéma koncentrického zmlZovage (cit.%)



Mikrokoncentricky zmlzovad

Mikrokoncentricky zmlzova¢ pracuje na principu koncentrického zmlzovace, kdy je
na proud vzorku proudiciho velmi tenkou kapilarou aplikovan vyssi prutok (tlak) nosného
plynu, argonu. Rychlost nasavani vzorku je pod hodnotou 0,1 ml/min. Na vyrobu téchto
zmlzovaCli se nejCastéji  pouzivaji polymerni materidly (polyvinylfluorid nebo
polytetrafluorethylen), ale také borosilikatové sklo a kfemen. Pouzitim velmi malého priméru
kapilary vznika velmi jemny aerosol, a proto je mikrokoncentricky zmlzova¢ u¢inngjsi nez
zmlzovac¢ koncentricky. Nevyhodou tohoto zmlZzovace je vysoka nachylnost kapilar k ucpani.
Proto tento zmlZovac¢ neni vhodny pro vzorky obsahujici vysoké procento rozpusténych latek
a suspenze. Mikrokoncentrické zmlzovace jsou vhodné pro analyzy vzorkl s malym obsahem

rozpu§ténych latek a p¥i analyzach, kdy mame k dispozici jen malé mnozstvi vzorku®®®.

U uhlového zmlzovace je proud argonu veden v kolmém sméru ke kapilate vedouci
vzorek. K tvorbé aerosolu dochazi opét v dasledku kontaktu rychle proudiciho plynu
s proudem vzorku. Existuje i nékolik dalSich typl zmlzovacti. Napiiklad ultrazvukovy
zmlZzovac, kde je jemny aerosol generovan vibracemi piezoelektrického krystalu, nebo V-
groove a Babingtoniv zmlZzovac, které jsou modifikaci thlového zmlzovace a nejcastéji se
pouzivaji pro zmlzovani suspenznich vzorkti v ICP-OES. Zmlzovani je mozné i pomoci
termospreje, respektive pomoci termosprejového zmlZzovace. U tohoto typu zmlZovace je
aerosol vytvaren na konci vyhiivané kapilary jako smés ¢astecné odpafeného rozpoustédla a

jemnych kapicek vzorku®*".

MlZzna komora

Hlavni tkolem mlZzné komory je odstranéni vétSich kapek z aerosolu produkovaného
zmlzovacem, dale pak vykompenzovat zmlzovaci pulzy vyvolané pulzacemi peristaltického
Cerpadla. V dnesni dob€ jsou mlzné komory vybaveny externim chlazenim, které redukuje
mnozstvi rozpoustédel vstupujicich do ICP a zdrovenl zajiStuje tepelnou stabilitu vzorku.
Samotné chlazeni mlzné komory sebou piinasi fadu vyhod, zvySuje stabilitu signalu, redukuje
tvorbu specii oxidi a omezuje zatizeni plazmatu napiiklad pii pouziti t€kavych organickych
rozpoustédel. V dnesni dobé se pouzivaji v podstaté jen dva zakladni typy mlznych komor,

Scottova a cyklonicka mlzn4 komora®*®,



Scottova mlzna komora

Mlzna komora dle Scotta se sklada ze dvou soustiednych trubic, kdy vnitini trubici se
ptivadi aerosol ze zmlZzovace a vnéjsi trubici se velmi jemny aerosol odvadi do plazmatu a
zkondenzované kapky jsou pomoci peristaltického Cerpadla odvadény do odpadu. Na konci
vnitini trubice je pfivadény aerosol nucen zménit smér o 180° a dostava se do vnéjsi trubice,
kde se nachazi vstup do plazmové hlavice. Pii tvorbé jemného aerosolu se kromé interakci
polydisperzniho aerosolu se st¢nou mlzné komory také uplatiuji gravitacni sila a vzajemna

koagulace kapek®>®.

Cyklonickd mlzna komora

Cyklonickd mlzna komora pracuje na principu odstiedivych sil. Tangencialné
zavadeény aerosol vzorku a argonu zpusobuje uvnitt mlzné komory vir, diky kterému dochazi
k separaci/diskriminaci zavadénych kapi¢ek dle jejich velikosti. Jemny aerosol je spolu
s argonem veden do plazmové hlavice, naopak velké kapky jsou po kontaktu s povrchem
mlzné komory odvadény do odpadu. NejcastéjSimi konstrukénimi materialy jsou sklo a
kfemen, pouZzivaji se také polymerni materidly. Cyklonickd mlZzna komora vykazuje obecné
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vy$§i u€innost pro €isté vzorky™™".

2.1.1.2. ZAVADENI PEVNYCH VZORKU DO PLAZMATU

Pevné vzorky lze zavadét do plazmatu ptimo, aniz by musely byt pfedem prevedeny
do roztoku pomoci riznych druhti mineralizaénich procesi. Analyzy pevnych vzorkl se
nejcastéji provadi pomoci laserové ablace, nebo elektrotermického vypatovani. Podrobnému
popisu principu a zejména instrumentace pouzivané v laserové ablaci bude vénovana
samostatna kapitola (kapitola 2.2.). Dale je mozné vyuzit obloukového a jiskrového vyboje,
které se vyuzivaji ve spojeni s ICP-MS jen ziidka, protoze jsou vhodné jen pro homogenni

nebo homogenizované vzorky.
Elektrotermické vypaiovani (ETV)

Elektrotermické vypafovani se pouziva k analyzam pevnych Suspenznich, ale i
kapalnych vzorkd. Tato technika vyuziva elektrotermicky vyhfivanou grafitovou kyvetu.
Po nadavkovani velmi malého mnozstvi vzorku (10 — 50 ul) do kyvety, dochazi postupné

ke zvySovani teploty a tudiz k suseni (80 °C), zihani (300 — 450 °C) a nakonec k odpafovani



vzorku (2800 °C). Odpateny vzorek je pomoci nosného plynu (argonu) transportovan
do plazmové hlavice. Mezi vyhody této techniky patii eliminace slozek matrice, které
dosahneme postupnym zvySovanim teploty, dale pak velmi mala spotfeba vzorku. Nevyhodou
elektrotermického vyparovani oproti klasickym zmlzovacim je vznik prechodnych signalt
s velmi malou dobou trvani, jen nékolik sekund, to umoziuje analyzu pouze malého poctu

pwkﬁ2’3’4.

2.1.2. PLAZMA

Plazma je definovano jako ionizovany plyn, ktery je tvofen neutralnimi atomy
inertniho plynu, nejéastéji argonu, ale i jeho kladné nabitymi ionty a elektrony. Plazma je
elektricky vodivé, ale jako celek je kvazineutralni. Vznik plazmatu a jeho udrzeni je
podminéno dodavanim vnéjsi energie ve formé elektrického pole, jenz musi byt vyssi nez
ionizaéni energie atomil plynu. Podle pouZzitého elektrického pole rozliSujeme mikrovinné
indukované plazma (MIP — microwave induced plasma), stejnosmérné vazané plazma (DCP —

direct current plasma) a indukéné vazané plazma (ICP — inductively coupled plasma)®®*.

2.1.2.1. MIKROVLNNE INDUKOVANE PLAZMA

U mikrovinné indukovaného plazmatu se na plazmovy plyn (argon nebo hélium)
aplikuje mikrovinna energie (100 — 200 W), nasledkem toho vznika uvniti sklenéné vybojové
trubice plazmovy vyboj ve tvaru prstence. Vybojova trubice je vyrobena ze skla nebo
kfemene. Mikrovinné indukované plazma je nachylné k matricnim vliviim, které zpusobuji
nestabilitu a zhaSeni plazmatu. Ke zhaSeni dochézi i pfi analyze kapalnych vzorkd, proto neni
MIP vhodné pro analyzu redlnych kapalnych vzorkl. Héliové mikrovinné indukované plazma

se pouziva v plynové chromatografii jako detektor nekovovych prvka (napi. O, S, P, Cl a
|)2,3,4'

2.1.2.2. STEJNOSMERNE VAZANE PLAZMA

Stejnosmérné vazané plazma vznika ionizaci plynu (argonu) zavadéného mezi 2 — 3
elektrody, mezi kterymi protéka vysoky elektricky proud. Ionizaci plynu vznika plazma
ve tvaru pismene Y. V analytické chemii se stejnosmérné vazané plazma pouziva jen

vyjimecné, protoze nevyhodou tohoto uspotradéani je nestabilita plazmatu a tvorba interferenci.



Obrovskou vyhodou DCP je moznost analyzy vzorkii s velkym obsahem rozpusténych i
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nerozpusténych pevnych latek a suspenzi®™".

2.1.2.3. INDUKCNE VAZANE PLAZMA

Vzhledem k omezenym aplikacim stejnosmérné¢ vazaného plazmatu a mikrovinné
indukovaného plazmatu se v ICP-MS a v ICP-OES pouziva jako vyhradni zdroj indukéné
vazané plazma. Systém pro vznik a udrzeni indukéné vazaného plazmatu je slozen ze tii Casti:
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plazmova hlavice, radiofrekvenc¢ni civka a napajeci zdroj (vysokofrekvencni generator)™™”.

Plazmova hlavice

Plazmova hlavice je slozena ze tfi soustfednych kiemennych trubic (vné&jsi, prosttedni
a vnitini), kterymi je veden plazmovy plyn, nejcastéji argon. Kazdé trubice mé vlastni tok
plazmového plynu plnici svou vlastni charakteristickou funkci. Vnéj§i plazmovy plyn
proudici vn&jsi trubici s priittokem okolo 12 — 20 I.min™ slouZi pro chlazeni plazmové hlavice.
Plyn je zavadén tangencialné a oddéluje plasma od trubice, ¢imz zabranuje jejimu roztaveni a
pfispiva k charakteristickému vzhledu plazmatu ve tvaru kapky. Prostfedni trubici prochazi
sttedni plazmovy plyn s rychlosti pritoku v rozmezi 1 — 2 l.min™. Tomuto plynu se fika
pomocny. Stabilizuje vyboj a oddéluje plazma od wvnitini trubice, ¢imz ji chrani
pied roztavenim. Pritok plynu vnitini trubici byvéa nejnizsi, okolo 1 L.min™. Jeho funkci je

transportovat aerosol vzorku a zarovein vytvaret analyticky kanal uprostfed plazmatu2’3’9.

Plazmové hlavice jsou vyrabény ve dvou moznych uspotadanich, jako kompaktni, kdy
jsou vSechny tfi trubice spojeny v jeden pevny celek, nebo mulze byt vnitini trubice
odnimatelna. Tohle uspotfaddani se nazyvd kombinované. Pro analyzu vysoce korozivnich
vzorkll byvaji vnitini trubice, neboli injektory, vyrdbény z jinych materiald, naptiklad oxidu

hlinitého, platiny nebo safiru®®.
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Obrazek 3: Schéma plazmové hlavice (cit.?)

Plazmova hlavice je umisténa v horizontalni poloze ve vzdalenosti asi 10 — 20 mm
od interface a je obklopena indukéni civkou, na kterou je z vysokofrekven¢niho generatoru
dodavana energie. Tato civka musi byt, na rozdil od civek vyuzZivanych v ICP-OES,
uzemnéna. Uzemnénim civky zamezime vzniku mozného sekundarniho vyboje mezi indukéni
civkou a interface. Sekundarni vyboj by mohl negativné ovlivnit plazma, jeho stabilitu a

,  ,2
chovani®®.

Vysokofrekvencni generdtory pro ICP pracuji pfi dvou frekvencich, a to 27,1 a
40,7 MHz. Tyto frekvence neinterferuji s zadnymi jinymi frekvencemi. Existuji dva typy
generatorli, volné¢ kmitajici a krystalové fizeny generator. Nevyhodou krystalové fizeného
generatoru oproti volné kmitajicimu, jenz neobsahuje zadné pohyblivé ¢asti, je, ze nedokaze
okamzit¢ vykompenzovat zménu impedance. Moderni vysokofrekvenéni generatory pracuji
obecné s ucinnosti 70 — 75 %, a tudiz 70 — 75 % dodavané energie se vyuziva k tvorbé

plazmatu?3°.

Princip vyboje

Do vngjsi trubice plazmové hlavice je tangencialné veden proud argonu. Jakmile za¢ne
argon prochdzet vnéjsi trubici, je na civku vlozena radiofrekvencni energie (v zévislosti
na vzorku 750 — 1500 W), ¢imz Vv civce zaéne prochazet stiidavy proud se stejnou frekvenci

jakou ma radiofrekvencni generator. Oscilujici proud vyvola v horni ¢asti plazmové hlavice



vznik silného elektromagnetického pole. Vzniklé elektromagnetické pole je zdrojem energie
pro udrzeni plazmatu, nicméné k zazehnuti plazmatu je potieba impuls. Timto impulsem je
vysokonapétovy pulz z Teslova generatoru, ktery je aplikovan na proud argonu
Vv elektromagnetickém poli. Tento vyboj zplsobi odtrzeni elektronii z nékterych atomu
argonového plynu, které jsou poté v magnetickém poli urychleny a pfi srazce s neutralnimi
atomy plynu jim pfedavaji svou energii a nasledn¢ dojde k uvolnéni novych elektronti. Tato
kolizi indukovana ionizace argonu zplsobi fet€zovou reakci, a tvorbu prstencového plazmatu
sloZzeného z neutralnich a kladn& nabitych iontd argonu a elektront. Plazma je udrzovano
indukovanym vysokofrekvenénim proudem. Nakonec je do plazmatu vnitini trubici plazmové

hlavice zaveden aerosol vzorku?®?®.

Princip ionizace vzorku

Vyboj indukéné vazaného plazmatu se déli na dvé oblasti, na indukéni zénu a
analyticky kanal. Ob¢ oblasti se od sebe lisi. V indukéni zoné je energie civky pfevadéna
na plazma a v analytickém kanale se hromadi vzorek ptivadény proudem argonu. V obou
oblastech se i3 i teplota, pohybuje se v rozmezi 6000 — 10000 K (cit.>*).

Po zavedeni jemného aerosolu do plazmatu dochazi k jeho ionizaci. Vlivem vysoké
teploty v plazmatu je aerosol nejprve desolvatovan a vypafen (kapalny vzorek), pevné
castecky jsou poté atomizovany na volné atomy v plynném stavu, které jsou ionizovany
srazkami s vysokoenergetickymi elektrony. Vzniklé ionty jsou nasledné vedeny pies interface
do hmotnostniho analyzatoru®*°.

V plazmatu jsou piitomny nejen ionty argonu Ar” a elektrony, ale i metastabilni forma
argonu Ar’, ktera miize predat svou energii vzorku a ionizovat ho, pipadné ho excitovat.
Argonovy plyn se pouziva nejen kvuli své chemické inertnosti, ale i pro jeho vysokou
ioniza¢ni energii (15,76 eV). Diky vysoké hodnoté 1. ioniza¢niho potencialu argonu lze
ionizovat a excitovat vétSina prvki periodické tabulka do prvniho stupné (kromé F, He, Ne).

Prvky s nizkou hodnotou 2. ioniza¢niho potencidlu tvofi v plazmatu dvojnasobné nabité ionty
(Baa Ce)**”.
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2.1.3. INTERFACE

Dalsi dilezitou a velmi namahanou casti ICP-MS je interface. Hlavnim ukolem
interface je zajistit stabilni a G¢inny transport iontd z ICP do hmotnostniho analyzatoru, tedy
zajistit prenos ionth z ICP pracujiciho za atmosférického tlaku a vysokych teplot
do hmotnostniho analyzatoru pracujiciho za vysokého vakua a pokojové teploté (300 K).
Interface se sklada ze dvou kovovych konust, v jejichZ vrcholech jsou otvory s velmi malymi
priméry, a mechanické pumpy vytvarejici vakuum. Jako konstrukéni material konust byva

nejcastji pouzity nikl, méné Casto pak platina, méd’ nebo hlinik?>.

Ionty vznikajici v plazmatu nejprve prochazeji velmi malym otvorem (0,8 — 1,2 mm)
ve vrcholu prvniho kénusu, sampleru (vzorkovaciho konusu), kde jsou oddéleny od hlavniho
toku argonu a zaroven pokracuji do prostiedi mezi konusy (expanzni komory). V expanzni
komote je tlak pomoci mechanické pumpy snizen na 2 - 5 mbar a vznikajici podtlak umoznuje
snadny a rychlejsi transport iontl z ICP. Z expanzni komory jsou ionty vedeny skrze druhy
konus (tzv. skimmer) do hmotnostniho analyzatoru. Druhy koénus je mensi a ma i mensi
prumér otvoru, obvykle 0,4 — 0,8 mm. Ionty jsou diky tlakovému spadu a vloZzenému napéti

urychleny a skrze iontovou optiku smétuji do hmotnostniho analyzétoruz’3.

Vakuum Atmosféricky tlak

Sampler Plazmova

hlavice
Skimmer
\ . |
Tontova P ——

Expanzni komora
2-5 mbar

o

Indukéni
civka

Obriazek 4: Schéma interface (cit.%)
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lonty jsou skrze interface transportovany z plazmatu s velmi vysokou teplotou, proto
jsou konusy chlazeny prostiednictvim vodou chlazeného bloku, ktery je chrani
pted roztavenim. Nevyhodou interface jsou velmi malé otvory ve vrcholech koénusu,
na kterych muaze pii analyzach vzorkll s vys$Sim obsahem rozpusSténych pevnych castic

dochazet k depozici méng tékavych latek, coZ nasledng vede az k Giplnému ucpani otvora®®,
2.1.4. IONTOVA OPTIKA

Iontova optika umoznuje transport a vedeni iontl z interface do hmotnostniho
analyzatoru. lontova optika je sloZena z jedné nebo nékolika elektrostaticky ovlddanych cocek
pracujicich za vakua, které vytvaii turbomolekularni pumpa. Tyto Cocky jsou slozeny
z kovovych valeckd nebo desticek, na néz se vklada rtzné napéti. lontova optika dale
zabranuje prachodu slozek matrice, neutralnich ¢astic a fotoni do hmotnostniho analyzatoru.
Tyto Castice musi byt odstranény, protoZe zpisobuji nestabilitu signdlu a zvySuji signal
pozadi®. Principem iontové optiky je fakt, Ze neutrdlni Castice a fotony nejsou ovliviiovany

elektromagnetickym polem.

Prvni moznosti odstranéni je umisténi kovové piekazky hned za skimmer piimo
do drahy iontt. Neutralni ¢astice a fotony se na této prekazce zastavi, ale ionty jsou vychyleny
elektrickym polem ¢ocek a pokracuji dale do hmotnostniho analyzatoru. Druhou moznosti je
tzv. usporadani ,,0ff-axis“, kdy je hmotnostni analyzator umistén mimo osu iontového
paprsku o thel ptriblizn€ 45°. lonty jsou fizeny opét pomoci elektromagnetického pole, kdezto
fotony a neutrdlni Castice a jsou zadrZzeny na kovové bariéfe umisténé v ose iontového
paprsku (obrazek 5). Treti a posledni moznosti je tzv. 90° ion optics design, kdy jsou ionty
vychyleny ,,dutym* iontovym zrcadlem do hmotnostniho analyzatoru umisténého v tthlu 90°

viiéi interface®>.
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Obriazek 5: Nékres iontové optiky s uspofadanim ,,off-axis“ (cit.?)

U nékterych iontovych optik miizeme za poslednim kénusem interface najit extrakéni
cocky, které podporuji extrakei iontl z interface a tim zlepSuji meze detekce leh¢ich prvki.
Ionty leh¢ich prvka jsou z iontového paprsku vytlaCovany ionty prvka s vy$si hmotnosti

(tzv. efekt ,, prostorového naboje*)*>.
2.1.5. HMOTNOSTNI ANALYZATORY

V ICP-MS se k separaci iontli pouzivaji hmotnostni analyzatory. Mezi nejpouzivanéjsi
patii kvadrupdlovy analyzator, dale pak analyzator priletovy a sektorovy. Jejich funkei je
separovat ionty vytvofené v plazmatu dle rozdilné hodnoty poméru hmotnosti ku naboji
(m/z). Hmotnostni analyzator je umistén mezi iontovou optiku a detektor. Pracuje za velmi

nizkého tlaku (10'7 mbar), ktery je udrZovan turbomolekularni pumpou2’3.

Schopnost analyzatoru separovat analyticky signal od signalu interferujiciho je
charakterizovana rozliSovaci schopnosti R. RozlisSovaci schopnost je definovana jako podil
nominalni hmotnosti analyzovaného signalu m a Sitky piku Am, ktera se méii v 10 % nebo

v 50 % vysky maxima piku??,

R=— (1)
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2.1.5.1. KVADRUPOLOVY ANALYZATOR

Kvadrupolovy analyzator je nejpouzivanéjsi analyzator pro ICP-MS. Kvadrupolovy
analyzator neboli kvadrupdl se sklada ze ctvetice stejné dlouhych paralelnich kovovych tyci
valcového, idealn¢ vSak hyperbolického prifezu (pramér asi 1 cm, délka 15 — 25 cm).
Konstrukénim materialem byva nerezova ocel nebo molybden. Ty¢e mohou byt také potazeny

keramickou vrstvou, ktera zvysuje jejich odolnost proti korozi®®.

Zakladnim principem je vkladani stejnosmérného napéti a Casove zavislého sttidavého
proudu na dvojice ty¢i tak, aby vzdy protilehlé ty¢e mély shodnou polaritu. Vhodnou
kombinaci stiidavé a stejnosmérné slozky proudu na protilehlych tycich dosdhneme toho, ze
ionty o zvolené hodnoté poméru m/z prochazi skrz kvadrup6l az k detektoru, kde je proud
iontl preveden na meéfitelny elektricky signdl. Ostatni ionty budou v kvadrupdlu oscilovat,
vychyli se z pfimé drahy letu a po narazu se na tyCich vybiji. Cely tento proces je opakovan
pro dalsi hodnoty m/z, dokud se neprométi vSechny prvky v daném vzorku. Separace iontt je
kromé& aplikované stejnosmérné a stfidavé slozky ovlivnéna vakuem, tvarem, primérem a

délkou tyci a také kinetickou energii vstupujicich jont®*°,

2.1.5.2. PRULETOVY ANALYZATOR

Dalsim ptikladem hmotnostniho analyzatoru je analyzator pruletovy (TOF = time of
flight). Princip pruletového analyzatoru je pomérné jednoduchy. Vychazi z predpokladu, Ze
iontim o rizné hmotnosti dodime pomoci urychlovaciho napéti stejnou kinetickou energii
v fadu jednotek keV. Z rovnice (2) pro vypocet Kinetické energie vyplyva, Ze se ionty budou

pohybovat riznou rychlosti v zavislosti na jejich hmotnosti.
1
Epin = Emv2 (2)

Na tomto principu je zaloZena separace iontil V ase t s konstantni drahou letu d o riznych
hodnotach m/z. Separace je popsana nasledujici rovnici (3), kde V je vkladané urychlovaci
napéti.

m 2Vt?

Z d?

(3)
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Z uvedené rovnice vyplyvd, Ze ionty s riznou hmotnosti dopadnou na detektor v riznych
casech. Na detektor budou nejprve dopadat nejleh¢i ionty, nédsledovany ionty se stfedni

hmotnosti a nakonec dopadnou ty nejtéiéiz’?”s.

Dnesni komer¢ni priletové analyzatory jsou vyhradné ortogondlniho usporadani
akcelerace. To znamena, ze letova trubice je umisténa kolmo k pfivadénému paprsku iontu,
ktery pfichazi z iontové optiky. U ortogonalniho uspotfadani je akceleracni napéti aplikovano
kolmo na paprsek ionti ptichazejici z iontové optiky. Svazek ionti je elektrostaticky vypuzen
do letové trubice a poté je nasmérovan na tzv. blanker, ktery z iontového svazku odstrani
pomoci vychylovaci elektrody nezadouci ionty matrice a nosného plynu. Priletové
analyzatory jsou dostupné ve dvou konstrukénich provedenich, linedrni praletovy analyzator,
nebo priletovy analyzator s reflektronem (obrazek 6). U linearniho priletového analyzatoru
pokracuji ionty z letové trubice piimo na detektor. U priletového analyzatoru s reflektronem
jsou ionty vedeny na reflektron, kde se otoci o 180° a leti na detektor. Reflektron je vlastné
iontové zrcadlo, které zpisobuje, ze ionty o stejné hodnoté m/z dopadnou na detektor
ve stejny Cas (korekce rozptylu kinetické energie iont). Pouzitim reflektronu se zvysi

rozliSeni pfistroj 231

Reflektron
Z
s} o
o o
o o
o o
| Letova trubice
Iontova
Interface optika
ICP
1 | | — o L Detektor
VU= —
e, ——
g‘w L| H rr— ]l — Kolektor
L i Ortogonalni akceleritor

LY
N L AN
Turbomolekulirni
pumpy

Obrazek 6: Schéma ortogonalniho usporadani akcelerace priletového analyzatoru
s reflektronem (cit.*)
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Hlavni vyhodou priiletového analyzatoru je v podstaté¢ neomezeny rozsah m/z, ktery je
pristroj schopen analyzovat. VSechny ionty jsou zméteny prakticky v jednom okamziku a

nedochazi k jejich ztratam, protoze teoreticky vSechny ionty dopadaji na detektor®.

2.1.5.3. SEKTOROVY ANALYZATOR

V dnesni dobé se pouzivaji spektrometry s analyzatory s dvojitou fokusaci iontd,
analyzatory s tzv. Nier-Johnsonovym uspoiadanim. Analyzator s dvoji fokusaci iontd je
sloZzen z magnetického a elektrostatického sektoru. Tyto analyzatory mohou byt dvojiho
usporadani, standardni Nier-Johnosonovo uspofadani, kdy je -elektrostaticky sektor
pred sektorem magnetickym, a reverzni uspotradani, kdy je magneticky sektor

pied elektrostatickym sektorem (obrazek 7)%°,

Detektor

Elektrostaticky
analyzator

Plazmova hlavice

Magneticky
analyzétor

Akceleratni optika \

Fokusatni optika

Obrazek 7: Nier-Johnosonovo uspoiadani hmotnostniho spektrometru (cit.%)

Urychlené ionty vstupuji pfes vstupni Stérbinu do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou
ovlivnény magnetickym polem, jenz zpusobuje charakteristické kruhové zakiiveni jejich
letové drahy. lonty sriznou hodnotou m/z budou pii konstantni hodnoté magnetické
indukce B a urychlovacim napéti V opisovat drahu o rizném poloméru r, coz ukazuje

nasledujici rovnice (4) pro magneticky sektor:
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A 2V

m  B?%r?

= (4)
kde m je hmotnost iontu, znaboj iontu, B magnetickd indukce, r polomér drahy a
V urychlovaci napéti. Ke skenovani iontii dle m/z dochazi bud’ zménou magnetické indukce,
nebo urychlovaciho napéti. Rozseparované ionty jsou dale vedeny do elektrostatického
sektoru analyzatoru, kde dojde k fokusaci iontl dle jejich kinetické energie a zafokusované
ionty jsou vedeny dale pies vystupni Stérbinu na detektor. Na detektor se vystupni Stérbinou
dostanou jen ionty dané hodnoty m/z. Pro fokusaci iontd v elektrostatickém sektoru pak plati
vztah (5):

—— =zE (5)

kde vje rychlost letu iontu a E intenzita elektrického pole. Polomér trajektorie iontu

Vv elektrostatickém sektoru analyzatoru nezdvisi na hmotnosti, nybrz na jeho energiiz’g’lo.

Vyhodou sektorového analyzatoru je vysoka rozliSovaci schopnost (R = 10 000), ktera
umoziuje eliminovat vétSinu spektralnich interferenci, jenz jsou velkym problémem
predevsim u kvadrupdlu. Velikost rozliSeni se nastavuje Sitkou vstupni a vystupni Stérbiny.
Nastavenim malych §itek §térbin dosahneme vysokého rozliseni, ale zaroven dojde k poklesu
prichodu iontli, coz mize vést ke sniZeni citlivosti stanoveni a zhorSeni mezi detekce.

Nevyhodou je viak pomala skenovaci rychlost oproti kvadrupélovému analyzatoru®3*°,

Sektorové analyzatory s vysokym rozliSenim naSly uplatnéni zejména ve stopové
analyze, kde jsou kladeny vysoké ndroky na rozliSeni, nizké meze detekce a hlavné piesnost
stanoveni. Déle se uplatnuji ve spojeni s laserovou ablaci nebo vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii k multielementarnimu stanoveni. Naopak sektorové analyzatory s nizkym
rozlisenim (R = 400) se pouzivaji k pfesnému méfeni izotopovych poméri. Pristroje MC-ICP-
MS vyuzivaji Nier-Johnsonovo usporadani. Ke korekci Sirokého rozlozeni kinetické energie
iontd produkovanych ICP je nutné predradit elektrostaticky sektor nebo hexapolovou kolizni
celu naplnénou koliznim plynem, argonem, héliem nebo vodikem. V elektrostatickém sektoru
jsou ionty fokusovany podle jejich kinetické energie a nasledné pievedeny do magnetického
sektoru, kde jsou rozseparovany podle m/z. Rozseparované ionty dopadaji na detektor, ktery

se sklada ze soustavy elektrondsobicli a Faradayovych kleci (obrazek 8)2’10’11.
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w Multikolektor Turbomolekulirni pumpa

Obrazek 8: Multikolektorové ICP-MS (cit.*!)

2.1.6. DETEKTORY

Poslednim krokem analyzy je detekce rozseparovanych iontd. Na detektor umistény
za hmotnostnim analyzatorem dopadé svazek iontl a jeho jedinym ukolem je ptfevést proud
iontl na méfitelny elektricky signdl. Pro kvantifikaci se pouZiva srovnani signalu iontl se

signalem referen¢niho standardu®®

V dneSni dobé se pouzivaji predevS§im dva typy detektorti, Faradayova klec a
elektronovy nasobi¢ S odd€lenymi dynodami. Dal§im ptikladem je elektronovy ndsobic
s jednou elektrodou, neboli channeltron, ktery funguje na stejném principu jako fotonasobic

pouzivany v ICP-OES. Tento typ detektoru se dnes jiz nepouzwa2 310,

2.1.6.1. FARADAYOVA KLEC

Principem Faradayovy klece je dopad iont na sbérnou elektrodu. Sbérna elektroda je
obklopena ,,kleci* ve tvaru kuzele, na které jsou nasledné zachyceny konvertované elektrony.
Méii se vybijeci proud. Vznikajici proud je nezadvisly na energii, rychlosti a hmotnosti
dopadajiciho iontu. Faradayova klec se pouzivd k analyzdm, kde neni potfeba nizka mez
detekce. Pouziva se pro vysoké signaly ionti. Nevyhodou tohoto detektoru je jiz zmin€na
nizsi citlivost a pomalejSi odezva. Spodni hranice rozsahu Faradayovy klece je tfadove
10% cps. Pouzije-li se jako jediny detektor, dojde k vyraznému sniZeni citlivosti ICP-MS.

Proto se obvykle pouziva ve spojeni s elektronovym nasobi¢em, ¢imz dojde ke zvySeni
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dynamického rozsahu. Vyhodou Faradayovy klece je konstrukéni jednoduchost a robustnost.
Spolecné s elektronasobiCem se vyuzivaji u multikolektoru pro velmi piesné méfeni

izotopovych poméniz'lo.

2.1.6.2. ELEKTRONOVY NASOBIC S ODDELENYMI DYNODAMI

Elektronovy nasobi¢ s odd€lenymi dynodami, zkracené elektronovy nasobic, je
Vv soucasné dob¢ nerozsifenéj$im detektorem. Jedna se o sérii dynod, obvykle 15-20 dynod,
potazenych oxidem kovu, ktery méa schopnost emitovat sekundarni elektrony. lonty
Z hmotnostniho analyzatoru dopadaji na prvni dynodu, kde z ni kazdy vyrazi 1- 2 elektrony.
Vzniklé sekundarni elektrony jsou urychleny a pfitahovany potencidlovym gradientem k dalsi
dynodé¢, kde po dopadu vznika velké mnozstvi dalSich sekundarnich elektroni. Tento proces
je na dalSich dynodach opakovéan. Na konci nasobice je mnohonédsobné zesileny elektronovy

’o* W /4 14 2 l
pulz, ktery je zachycen na anodg, detekovan a zpracovan®*.

Elektronovy nasobi¢ je umistén mimo osu a to z divodu minimalizace Sumu, ktery
pochézi z rozptyleného svétla a neutralnich ¢astic vznikajici v iontovém zdroji. Jeho citlivost
je 0 50 — 100 % vyssi nez citlivost channeltronu. Elektronovy nasobi¢ mtiZze pracovat ve dvou
méficich modech, analogovém a pulznim. Analogovy mod se pouZziva ke stanoveni vysokych
koncentraci (vysoké cps), pracuje za snizeného potencidlu vkladaného na detektor. Pfechod
Z analogového do pulzniho médu spociva ve zvySeni napéti na elektronovém ndsobici, ktery
vede ke zvySeni zesileni elektronového pulzu. Pulzni mod poskytuje zesileni elektronového

pulzu, proto se vyuziva ke stanoveni nizkych koncentraci (nizké cps).

U modernich pfistroji se vyuziva dvoustupiového elektronového nasobice, kdy jsou
V jednom skenu sbirany signdly jak z analogového, tak i z pulzniho médu. Principem téchto
pfistrojil je méteni signalu iontu na prostiedni dynodé€ v analogovém modu. Pokud je hodnota
signalu iontu vyssi nez prahova hodnota, tak je zpracovan pies analogovy obvod. Naopak
pokud je signal iontu niZ§i nez prahova hodnota, tak je signal na zbyvajicich dynodach zesilen
a je zpracovan jako pulzni signal klasickym zplsobem. Pouzitim obou médda docilime

roz§iteni dynamického rozsahu detektoru®31°,
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2.1.7 INTERFERENCE

Interference v hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem mizeme
rozdélit do dvou zékladnich skupin. Prvni skupinou jsou interference spektralni, které jsou

wev

rozlisenim. Druhou skupinou jsou interference nespektralni®>.

2.1.7.1. SPEKTRALNI INTERFERENCE

Spektralni interference zavisi na rozliSovaci schopnosti pouzit¢tho hmotnostniho
analyzatoru, siln¢ se projevuji u hmotnostnich analyzatorii s malym rozliSenim. Do skupiny

spektralnich interferenci patii interference polyatomické (molekuldrni) a izobarické.
Izobarické interference

Izobarické interference jsou zpusobeny pfitomnosti izotopt jinych prvki ve vzorku,
které interferuji s analytem pii stejné hodnoté atomové hmotnosti. Ptikladem je nikl s izotopy
*8Ni a ®°Ni, relativni zastoupeni izotopu *®Ni je 67,9 %, aviak s timto izotopem interferuje
zelezo *®Fe (relativni zastoupeni izotopu zeleza 0,31 %). K eliminaci izobarickych interferenci
se pouzivaji matematické korekéni rovnice, nebo se voli jiny izotop, ktery neni zatizen

interferenci jiného prvku, v tomto p¥ipadé izotop ®Ni (cit.?®*%).

Polyatomické interference

Polyatomické interference vznikaji spojenim iontd plazmového plynu s matrici
vzorku, ostatnimi prvky obsazenymi ve vzorku, ale i s plyny z okolniho vzduchu (kyslikem
nebo dusikem). Vyslednd hodnota m/z slouené molekuly je stejnd jako hodnota m/z
analyzovaného prvku. Pouzitim argonového plazmatu jsou spektralni interference zpiisobeny
argonovymi ionty a jejich kombinaci s jinymi atomy. Napfiiklad u analyzy vodnych roztokt
vznika polyatomicky ion *°Ar*®0* interferujici s izotopem Zeleza *°Fe. Dalsim piikladem jsou
polyatomické interference vznikajici kombinaci iontl argonu s atomy z mineralnich kyselin,
které se pouzivaji k rozpousténi vzorku. V kyseliné chlorovodikové vznika polyatomicky ion
Varscelt interferujici stanoveni jediného izotopu arsenu *As. Pouzitim kyseliny sirové mtize
vznikat polyatomicky molekularni ion siry se dvéma ionty kysliku 25100, ktery

interferuje s hlavnim izotopem zinku *Zn (cit.?®).
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DalSim typem spektralnich interferenci vznikajicich v chladngjsich zonach plazmatu je
kombinace prvki s H* (+1 m/z), O" (+16 m/z) a OH" (+17 m/z) ze vzduchu nebo z vody.
Dochazi tedy ke vzniku molekularnich hydrida, oxidd a hydroxidd. Spole¢né s témito
interferencemi mohou Vv plazmovém vyboji vznikat i dvojnasobné nabité ionty (nesouci
dvojnéasobny néaboj oproti klasickym iontim). MnoZzstvi vznikajicich oxidii a dvojnasobné
nabitych iontli zavisi na ioniza¢nich podminkach v plazmatu a lze je minimalizovat

optimalizaci prutoku zmlZzovaciho plynuz‘s.

2.1.7.2. NESPEKTRALNI INTERFERENCE

Nespektralni interference nebo také matricovy efekt 1ze rozdélit podle riznych vliva
na tfi skupiny. Prvni skupinou jsou interference ovlivilujici transport a zmlzovani vzorku,
druhou skupinou interference ovliviiujici ionizaci vzorku v plazmatu a posledni blokovani
interface usazenymi solemi. Nespektralni interference jsou zplsobeny vys$im obsahem
rozpusténych kyselin, pevnych latek a snadno ionizovatelnych prvki vyskytujicich se
Vv analyzovaném vzorku. Tyto latky ovliviiuji transport, tvorbu a naslednou separaci jemného

aerosolu, jeho ionizaci a mohou se usazovat na konusech interface?®,

2.1.7.3. ELIMINACE INTERFERENCI

Nespektralni interference se nejcastéji eliminuji pouZitim vhodného wvnitiniho
standardu, ktery je v nizkych koncentracich (zpravidla ppb) pfidavan do kalibra¢nich
standardd, slepych i redlnych vzorkti. Prvky wvnitiniho standardu nesmi byt pfitomny
v analyzovaném vzorku, musi mit podobny ioniza¢ni potencidl a hmotnost jako prvky
analytu. Dale by nemély interferovat se sloZkami matrice vzorku a nemély by byt
kontaminanty Zivotniho prostfedi. Pfi zméné€ intenzity signalli vnitfnich standardd se
aktualizuji odezvy analyzovanych prvka a vzorek je analyzovan. Mezi nejCastéji pouzivané

vnitini standardy patii *°Sc, 2%V, 1%Rh, *°In a #2Th (cit.2®*9).

K eliminaci spektralnich interferenci existuje cela fada riznych ptistupli. V prvni fadé
volbou vhodného izotopu a odstranénim rozpoustédla z aerosolu analyzovaného vzorku
snizime pravdépodobnost tvorby polyatomickych interferenci. DalS§imi pouZzivanymi piistupy
jsou pouziti matematickych korekénich rovnic, aplikace metody tzv. studeného plazmatu,
vyuziti kolizné-reakénich cel a méfeni na spektrometru s vysokym rozliSenim. Pouzitim

hmotnostniho spektrometru s vysokym rozliSenim je nejlepSim a nejspi$ i nejefektivnéjSim
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pfistupem k eliminaci spektralnich interferenci, avSak vysoka rozliSovaci schopnost vede

T . ,2,8,12
ke snizeni citlivosti stanoveni .

Matematické korekéni rovnice

Matematické korekéni rovnice se pouzivaji k eliminaci hlavné izobarickych
interferenci, ale lze je vyuzit i k eliminaci méné zévaznych polyatomickych interferenci.
Principem je méfeni intenzity interferujiciho izotopu nebo interferujici specie na jiné hmote,
ktera neni zatizena interferencemi. Nasledné korekce se docili znalosti poméri relativniho
zastoupeni interferujiciho iontu na alternativni a analytické hmotnosti. Matematické korekéni
rovnice nejsou vhodné, pokud intenzita signalu interferujiciho iontu je vysokd a intenzita

signalu analytu nizka. V tomto piipadé se pouziva metoda tzv. studeného plazmatu®.
Metoda tzv. studeného plazmatu

Metoda tzv. studené¢ho plazmatu neboli cold plasma vyuziva nizkoteplotniho plazmatu
ke sniZeni vzniku urcitych polyatomickych interferenci iontli s argonem (38ArH+, “Art,
OAre0o* a dalsi) ovliviiujici stanoveni K, Ca, Fe. U této metody se vyuziva snizeného vykonu
RF generatoru a zvySeného pritoku nosného plynu, oproti klasickym podminkam, a to ma
zanasledek potlaceni tvorby polyatomickych interferenci, tedy zlepSeni mezi detekce
analyzovanych prvkl. Tato metoda je vhodna pouze pro nékteré interference a neni vhodna
pro multielementarni stanoveni kovii. Divodem je nizka energie v plazmatu, ktera ma vliv
na ionizaci prvkl s vysokym ioniza¢nim potencialem. Omezeni této metody vedlo k vyvoji

kolizn&-reaké&nich cel>*2,
Kolizné-reakéni cely

Kolizné-reakéni cely se vyuzivaji ve spojeni s kvadrupdlovymi analyzatory
k eliminaci polyatomickych interferenci. Pracuji na principu ion-molekulovych srazek a
reakci, které odstranuji polyatomické a molekularni interference ziontového svazku
pfed samotnym vstupem do hmotnostniho analyzatoru. Kolizné-reakéni cela je umisténa mezi
iontovou optikou a hmotnostnim analyzatorem, tudiz ionty vzniklé¢ v plazmatu jsou vedeny
z interface ptimo do cely (obrazek 9). Cela je naplnéna kolizné-reakénim plynem (hélium,
vodik, kyslik nebo amoniak). Cela se skladd z multipolu (kvadrupolu, hexapdlu nebo

oktapolu) a na tyto pdly je vkladano RF napéti. RF pole neseparuje ionty jako klasicky

22



kvadrupol, nybrz slouzi k transportu a k zafokusovani iontt. lonty se v cele srazeji a reaguji
s molekulami kolizné-reakéniho plynu. Polyatomické interferujici ionty jsou fadou téchto
reakénich mechanismli pfevedeny na neinterferujici cCastice, nebo jiné ionty, které

S prislusnym analytem neinterferujiz‘M.

Vstup plynu

] ses
—— m T N

I lllllllll: - — —
w ET A ssall <

Detektor ~ Kvadrupélovy Kolizni-  Tontova Interface
analyzitor reakéni  optika
cela

Obrazek 9: Schéma usporadani hmotnostniho spektrometru s kolizné-reakéni celou

Kolizné-reakéni cely se déli podle typu pouZitého kolizniho plynu, mechanismu
eliminace polyatomickych interferenci a typu multipdlu na cely kolizni a reak¢ni. Kolizni
celou je nejcastéji hexapol nebo oktapol, ktery je vyplnén inertnim plynem — héliem, neonem,
argonem nebo xenonem. K eliminaci interferenci vyuziva mechanismus diskriminace iontt
kinetickou energii, ktery funguje na principu sraZek analytu a interferentu s nereaktivnim
koliznim plynem, kdy ion pfeda pii kazdé sraZce ¢ast své kinetické energie koliznimu plynu.
U interferyjicich iontd dojde k vétSimu pocétu ion-molekulovych srazek, coz znamena
vyraznéjsi sniZzeni kinetické energie vii¢i iontiim analytu. Tyto ionty nejsou schopny piekonat
potencidlovou bariéru na vystupu z cely a zlistavaji uvnitf. Naopak ionty analytu maji vyssi
kinetickou energii, pfekonaji potencidlovou bariéru a jsou vedeny do hmotnostniho
analyzatoru. Reakéni cela vyuziva kvadrupdl, ktery je vyplnén vysoce reaktivnim plynem,
vodikem, kyslikem, nebo naptiklad amoniakem. Principem eliminace polyatomickych
interferenci jsou chemické reakce interferentd s reakénim plynem za vzniku neinterferujicich
iont s jinym pomérem m/z nebo neutrdlnich castic. Kvadrupol plni funkci hmotnostniho
filtru a je charakterizovan pasmem propustnosti pro hodnotu m/z analyzovaného prvku. Ionty

analytu prochazi reakéni celou a vstupuji do hmotnostniho analyzatoru bez interferujicich
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¢astic. Interferujici ionty se vybijeji na tyCich a sténach reakéni cely, ¢imz se zamezi vzniku

novych interferujicich ionti21214

2.2. LASEROVA ABLACE

Laserova ablace (LA) je jednou z technik umozZiujici pfimou analyzu pevnych
vzorkd. Systém laserové ablace se sklada z laseru, ablacni komory a transportniho systému.
Do abla¢ni komory je umistén vzorek. Abla¢ni komora je vyplnéna nosnym plynem, ktery je
inertni a slouzi pro odvod ablatované¢ho materidlu do ICP-MS spektrometru. Jako nosny plyn
se nejcastéji pouziva hélium nebo argon. Pomoci CCD kamery lze pies okno ablaéni komory
sledovat povrch vzorku, zaméfit laser snadno na vybrané misto a provést jeho vzorkovani.
Okno abla¢ni komory je vyrobeno z taveného kiemene. Na vzorek je namifen pulzni laserovy

; . 11,15,16
paprsek vhodné energie :

kamera

Cocka
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Laserovy paprsek 4
- Dielektrické zrcadlo
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Obrazek 10: Schéma laserové ablace (cit.")
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2.2.1. PRINCIP

Po dopadu laserového paprsku na vzorek dojde k uvolnéni materidlu ve formé castic,
elektronli, atomil a ionti, které spolecné vytvaii nad ablatovanym mistem plazmovy oblak.
Plazmovy oblak vznika jako disledek interakce fotont, povrchu materialu a héliového
(argonového) plazmatu vznikajiciho interakci laseru a nosného plynu. Dopadajici fotony jsou
vzorkem absorbovany, jejich energie je pfevedena na teplo, ¢imz dochazi k rychlému zahiati
vzorku. Zahtati vede k roztaveni a odpateni ¢asteCek vzorku a na povrchu materialu se vytvori

maly krater. Cely proces probihd za atmosférického tlaku'**8*°,

Pfi interakci laserové paprsku se vzorkem nastavaji v podstaté¢ dva mechanismy, a to
termické (odpafovani) a netermické (ablace). Ktery z mechanismt bude dominantnim, zavisi

na hustoté zativého toku a délce jednotlivych laserovych pulza®.

Termické procesy nastdvaji, pokud se doba trvani pulzu pohybuje tadove
v mikrosenkudéach a déle. Dale kdyz maji lasery niz$i hustotu zafivého toku nez 10° W.cm™.
U téchto procesti je dopadajici zafeni pfimo absorbovano vzorkem, energie je dodana
atomové miizce, dochdzi k zahtati vzorku, nasledné difuzi tepla materidlem, coz vede
k roztaveni a odpafeni CasteCek a vytvoii se na povrchu krater. U netermickych procest
dochazi Kk pfimému naruseni atomové miizky a kvytrzeni atomu, pfipadné iontd,
bez pozorovani doprovodnych termickych procesi. Nedochazi v podstaté k diftizi tepla
materidlem, vzorek nepodléhd termodynamickym zméndm a veSkera energie je vyuzita
k ablaci. Vzhledem k velmi kratkému trvani laserového pulzu, fadové ve femtosekundach,
dochazi k samotné ablaci az po jeho odeznéni, tudiz nedochazi k interakci ablatovanych ¢astic
s laserovym paprskem. Netermické procesy nastavaji pokud je hustota zarivého toku laseru

vy$si, okolo 10° W.cm™. Netermické procesy jsou preferovangjsi, neZ procesy termické®**2°,

Interakce mezi fotony a materidlem je slozity proces, ktery je ovlivilovan mnoha
faktory, predevSim pouzitym laserem, jeho vinovou délkou a energii pulzu, dale pak
vodivosti, tepelnou kapacitou a teplotou vypafovani ablatovaného materialu. Dale je nutno

uvazovat fakt, Ze rizné prvky se odpatuji pfi riiznych teplotach.

Vedlejsim a nechténym efektem je odraz laserového paprsku na povrchu
analyzovaného vzorku. Tento efekt klesa se zvysujici se teplotou povrchu. Pti pouziti laseril

s kratkou dobou pulzu je tento efekt téméf potlacen. Dalsi vyhodou pouziti laserd s kratkou
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dobou pulzu je, ze nedochazi k tak silné interakci mezi paprskem a vzniklym plazmovym

oblakem®¢*°,

2.2.2. LASERY

Slovo laser je zkratka pochazejici z anglického Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation. Laser je optické zafizeni, které produkuje svételné zaieni o0 velmi
vysoké intenzit¢. Produkované svételné zareni je koherentni, monochromatické, trva velmi
kratkou dobu a je soustiedéno do velmi malého bodu. Samotny laser je slozen ze tii
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zakladnich c¢asti, ze zdroje buzeni, aktivniho prostiedi a optického rezondtoru™"".

Opticky rezonator se skladd ze soustavy dvou zrcadel, polopropustného a totalné
reflexniho, a cely prostor je vyplnén aktivnim prostiedim. Elektrony aktivniho prostiedi
prejdou do excitovaného stavu na metastabilni hladinu, dostate¢nou energii k pfechodu jim
doda budici zdroj. Dojde k tomu, Ze pocet elektronii na metastabilni hladin€ je vyssi, nez
na zakladni energetické hladiné. Tomuto jevu se fikd inverze populace. Nasledn¢ dojde
ke stimulované emisi. Foton vyzafeny spontanni emisi pfi pfechodu jednoho elektronu
Z metastabilni na zakladni energetickou hladinu dopada na excitovany elektron, ¢imz dojde
ke stimulaci daného elektronu a emisi dal$iho fotonu o stejné vinové délce. Tento proces se
opakuje, vznika lavinovy efekt emise fotond. Na sténdch optického rezonatoru dochazi
K odraziim a dal§im prichodiim zafeni aktivnim prostfedim a tim je podporovana stimulovana

emise. Vzniklé zafeni nakonec prostupuje polopropustnym zrcadlem ven z laseru®?,

2.2.2.1. DRUHY LASERU

V zavislosti na typu laseru je produkovano zafeni o ruznych vlnovych délkach
v rozsahu od ultrafialové oblasti (UV), pfes oblast viditelnou (VIS), az po infracervenou (IR).
Dale se daji lasery délit podle délky pulzu na mikrosekundové (pus), nanosekundové (ns),
pikosekundové (ps), femtosekundové (fs) atd. Obecné je vyhodnéjsi pouzivat lasery s CO
nejkrats$i délkou pulzu, protoze diky krat§imu plsobeni pulz nedochéazi k velkému ptfenosu
tepla skrz atomovou mfiizku, ablace je dana netermalnim mechanismem. Femtosekundové
lasery neinteraguji s ablatovanymi parami vzorku, zajist'uji lepSi ucinnost ablace, dochazi
k mensimu plazmovému stinéni, mensi frakcionaci a laserové kratery maji 1épe definovany

profil a tvar>?#,
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DalSim typem déleni lasert je déleni na zdkladé materidlu aktivniho prostiedi. Tohle
kritérium dé€li lasery na pevnolatkové, polovodiCové, plynové a barvivové. Ve spojeni
laserové ablace s ICP-MS se pouzivaji v podstaté pouze pevnolatkové a plynové lasery, které

budou dale stru¢né popsény3.
Pevnolatkové lasery

Aktivni prosttedi pevnolatkovych lasert je tvoreno pevnou latkou, ktera je opticky
propustnd, v niz jsou umistény atomy nebo ionty aktivatoru. Tyto ionty se chovaji jako
luminiscen¢ni centra. Existuje velké mnozstvi téchto laserd, ve spojeni laserové ablace s ICP-

MS spektrometrii se pouzivaji v podstaté jen dva druhy — rubinovy a neodymovy laser.

Prvni zminény, rubinovy laser, byl pouzit jako prvni laser pro ablaci pevnych latek.
Rubin je krystalicky material, jeho matrice je tvofena oxidem hlinitym a aktivatorem jsou
chromité ionty. Produkované zéafeni ma vinovou délku 694 nm. Diky pulziim o vysoké energii

se dnes pouziva napiiklad v pramyslu k vrtani tvrdych materiala®2".

V soucasné dobé jsou laserové ablacni systémy vybaveny neodymovym laserem,
ktery nahradil diive pouZzivany laser rubinovy. Aktivnim prostfedim neodymového laseru je
krystal yttrium-aluminiového granatu dopovany neodymem — Nd: YAG laser. Vyhodou
tohoto typu laseru je jeho cena, nendro¢nost na udrzbu a fakt, Ze se daji snadno zaclenit
do malych komer¢nich systémi LA. Nd: YAG laser je schopen produkovat zateni o riznych
vlnovych délkach. Zéakladni vinovou délkou je 1064 nm. Pomoci optickych soucastek lze
ziskat a vyuzit laserové paprsky s polovicni, tfetinovou, ¢tvrtinovou a az pétinovou vinovou
délkou (tzn. 532, 355, 266 a 213 nm). Pro ucely laserové ablace se pracuje pii vinovych
délkach 266 a 213 nm*®?,

Plynové lasery

Aktivni prostfedi plynovych laser je tvofeno plynnou fazi. Plyn je mnohem
homogenngjs$i nez pevna latka, proto u plynovych laserti nedochazi pti prichodu zéfeni
aktivnim prostfedim k tak velké deformaci a rozbihavosti vystupniho paprsku. Vystupni
paprsek se vyznacuje velmi stabilni vlnovou délkou. Naopak nevyhodou je nizsi vystupni
vykon, ktery je dany nizs$i objemovou hustotou poctu ¢astic. U plynovych lasert se k buzeni

nejCasteji vyuziva elektricky vyboj. Plynové lasery se d€li na lasery atomérni, iontové a
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molekularni. Zvlastnim a nejvice pouzivanym typem plynového laseru jsou excimerové

lasery”.

Pojmenovani excimerovy laser vychazi z oznaceni molekul, které jsou vytvofeny,
jejich vznik je podminén vzajemnou interakci excitované cCastice s ¢astici v zakladnim
energetickém stavu a mohou existovat jen v excitovaném stavu. Témto molekulam se tika
excimery. Oznaceni excimerovy laser vSak neni zcela pfesné, spravné by se méli nazyvat
exciplexovy laser. Tyto lasery jsou bézné zalozeny na pouziti sloucenin vzacnych plynd,
konkrétné halogenidii nebo oxid (ArO, XeCl, KrF nebo ArF). Existuji vSak i lasery, které
vyuzivaji excitované dimery vzacnych plyna (argonu, kryptonu, xenonu), u kterych je tohle
oznaceni spravné. Aktivni prostfedi excimerovych laseri je tvofeno smeési inertnich a
reaktivnich plynd (Ar, Kr, Xe, Cl, a F;). Kbuzeni se pouziva elektricky vyboj. Vyhodou
téchto lasert je jejich vysoky vykon a Siroky vybér vinovych délek (558, 308, 248, 193 a
157 nm). Hodnota vinové délky zavisi na pouzitém aktivnim prostfedi. Excimerové lasery
pracuji s plyny o vysoké Cistoté, které¢ je nutno pravidelné¢ vymeénovat a S tim souvisi vyssi

provozni néklady3’16’21.

2.2.2.2. PARAMETRY LASERU OVLIVNUJICi ABLACNI PROCES

JiZ vySe bylo zminéno nékolik parametrli, které maji vliv na abla¢ni proces. Hlavnim
parametrem je vinova délka laseru, ktera ovliviiuje tvorbu aerosolu. Zafeni o vinové délce
z infracervené oblasti je absorbovano plazmovym oblakem a tim dochazi ke znacnému stinéni
a vzorek je odpafovan vlivem plazmového oblaku, naopak zafeni z ultrafialové oblasti
vyvolava pfimou ablaci vzorku. PouZzitim laseru s vinovou délkou z UV oblasti ziskame vyssi

i¢innost ablace®?*.

Dal§im parametrem, ktery se podili na tvorbé plazmového oblaku, mnoZstvi tepla
pfenesené¢ho na vzorek a geometrii krateru je délka laserového pulzu. Velikost krateru a
od toho se odvijejici mnozstvi ablatovaného vzorku ovlivituje energie laserového pulzu.
Energie laserového pulzu je nastavovana pomoci optickych filtri a zrcadel v zavislosti
na tvrdosti vzorku. Frekvence laseru je dalsim dilezitym parametrem udavajicim miru
ablace vzorku, kterd ovliviiuje pomér intenzit signdl/pozadi. Urcuje nezbytné nutnou dobu

pro tvorbu krateru specifické velikosti. Jednd se vlastné o pauzu mezi jednotlivymi pulzy.
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Pti vysoké laserové frekvenci muze dochézet k plazmovému stinéni a tim je ovlivnéna

ablace®?+%,

Parametrem podilejicim se na ablacnim dé&ji je také energeticky profil laserového
paprsku, ktery zavisi na pouzitém typu laseru. VétSina pouzivanych lasert maji paprsek
S Gaussovskym profilem rozdéleni energie, vyjimkou jsou excimerové lasery, které maji
rovny profil paprsku. To znamena, ze intenzita dopadajicitho zafeni je nejvysSsi uprostied
paprsku a ¢im dal od stiedu, tim se intenzita snizuje. Pti studiu hloubkovych profilti materialu
je to povazovano za nevyhodu a je lepsi pouzit laser excimerovy. Stejné jako vykon laseru ma
| priamér laserového paprsku vliv na mnozstvi ablatovaného vzorku, ale hlavné na mnozstvi
¢astic, které se dostanou z ablacni cely az do indukéné vdzaného plazmatu. Primér paprsku je
dilezity i1 z hlediska rozliSeni v plose, ¢im mensi je, tim piesnéjsi informaci o rozlozeni prvka

ziskame>?*.

V neposledni fadé je ablacni proces ovlivnén transportem ablatovaného materialu a
nosnym plynem. Transport ¢astic je ovliviiovan pfedevS§im geometrii a velikosti ablacni cely.
Celkové mnozstvi ablatovaného materidlu, které doputuje az do plazmatu, se pohybuje
Vv rozmezi 10 — 20 %. Uginnost transportu je zavisla na velikosti ablaci vzniklych &astic a
pouzitym nosnym plynu. Nejb&Znéji pouZivanym nosnym plynem je dnes hélium, ale nékdy
se jesté pouziva argon3'15'23.

Poslednim zminénym parametrem je matrice vzorku, ktera ovliviiuje velikost

ablatovanych Gastic, mnozZstvi ablatovaného vzorku a geometrii krateru®.
2.2.3. PRIPRAVA VZORKU PRO LASEROVOU ABLACI

Velkou vyhodou laserové ablace je moznost pfimé analyzy pevnych vzorki
bez ptedchozich dalSich operaci. Pfed samotnou analyzou je vhodné zajistit, aby mél vzorek
hladky povrch. Hladkého povrchu docilime tak, Ze povrch vzorku vyleStime. Pokud méme
k dispozici vzorek v praskové podobé, je nezbytné znéj vylisovat tabletku, ktera musi
velikostné odpovidat velikosti drzaku vzorku uvnitt ablacni cely. Tabletky mohou byt
lisovany z ¢istého materialu, nebo se k nému mohou pfidavat riiznd pojiva na bazi pryskytic
nebo tieba alkoholy o vysoké molekulové hmotnosti. K lisovani tabletky se pouzivaji vysoké

tlaky. Takto se mohou zpracovavat rozdrcené horniny, ale 1 rizné biologické vzorky.
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DalS§im moznym zptisobem zpracovani vzorku je jeho taveni. Tavenim zkoumaného
materidlu zvySime jeho homogenitu. Vzorek se miize tavit sam, nebo s piidavkem tavidla
(naptiklad borax), které vétSinou snizuje teplotu taveni a tim snizuje riziko piipadnych ztrat

tékavych analytii. Na druhou stranu pouzitim tavidla vzorek kontaminujeme a natedime.

Kiehké materialy jako jsou napiiklad biologické tkan€, se pred samotnym méfenim
mohou upravit hned nékolika zplisoby. Mohou se zalit do epoxidové pryskyiice, nebo
parafinu ¢i polymeru, tim dojde k zachovani 3D struktury vzorku, ale i jeho zpevnéni, coz
umozni snadné&j$i manipulaci. Zalité vzorky mohou byt analyzovany ptimo, nebo mohou byt
nafezany na tenké platky a pfipevnény na sklenény substrat. DalS$im moznym zpusobem je
zmrazeni vzorku na velmi nizkou teplotu (-80 °C) a jejich nasledné nafezani pomoci
kryotomu na velmi tenké platky (cca 20 pm) pii teploté -20 °C, které jsou nasledné
pfipevnény na mikroskopické sklicko. Zmrazenim vzorku zachovame jeho pfirozeny stav,
snizime riziko kontaminace vzorku a zamezime difiizi iontl. Nafezanim vzorku na tenké fezy
ziskdme navic informace o vnitini struktufe. Pfima analyza zmrazenych vzorkli miize byt
provedena i pomoci cryocely. Cryocela je ablacni cela vybavena ve spodni ¢asti Peltierovymi
¢lanky, které pomoci teplotniho ¢idla, jenZ je v kontaktu se vzorkem, udrzuji stejnou teplotu
vzorku po celou dobu analyzy, ¢imZ je vyloucena tepelna degradace vzorku. Vzorky jsou pred
samotnou analyzou zmrazeny a nafezdny na tenké platky pomoci kryotomu. Méekke
biologické tkané mohou byt také homogenizovany, tedy rozmixovany, a nasledné upraveny
jednim z ptedchozich zpiisobti. Homogenizaci vzorku ztracime informace o rozloZeni prvki
Vv pfirozeném stavu vzorku. Homogenizace se vyuzivd hlavné pii piipravé laboratornich

standardi pro kvantitativni analyzu®.

2.2.4.VYHODY A NEVYHODY LA

Jednou z nejvétsich vyhod laserové ablace je fakt, ze lze analyzovat pevné vzorky
pfimo, aniZ by musely byt pfevedeny do roztoku, nebo jinak ptedpfipraveny. Pravé
ptevedenim vzorku do roztoku, nebo jeho homogenizaci dochazi ke ztratam informaci
0 rozlozeni analyti ve vzorku. Pii laserové ablaci nedochazi k moznym ztratdm tékavych
analytd, nebo k pifipadné kontaminaci vzorku. Velkou vyhodou je i uSetfeny cas, ktery

bychom potiebovali k prevedeni vzorku do roztoku a homogenizaci.
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Pomoci laserové ablace miizeme analyzovat v podstaté jakykoliv materidl véetné
minerald a hornin, keramiky, rostlinnych a biologickych vzorkii, polymernich i praskovych

materialii. Laserova ablace nevyzaduje, aby m¢l vzorek néjaké speciadlni vlastnosti.

Navzdory vSem témto vyhoddm, ma laserova ablace i své nevyhody. Jednad se

predevsim o problematictéjsi kalibraci a elementarni frakcionaci vznikajici pii vzorkovani.
Elementarni frakcionace

Elementarni frakcionace je dynamicky proces, pii kterém dochazi k tomu, Ze zmétené
intenzity jednotlivych prvki, ptipadné izotopli, neodpovidaji skutecnému slozeni daného
vzorku. Tento problém je obecné problémem spojeni LA-ICP-MS. Muze nastat béhem
samotné ablace, béhem transportu Castic z ablacni cely do plazmatu, ale i pfi vypaiovani,
atomizaci a ionizaci ¢astic v plazmatu. Dale béhem termickych procest, kdy nastava taveni a

“ g ..1..3,18,19
odparovani materialu .

Do jaké miry se bude béhem ablace frakcionace vyskytovat, vyjadfuje stupen
frakcionace. Stupen frakcionace je zavisly na velikosti a tvaru krateru, na slozeni vzorku, dale
na distribuci velikosti ¢astic a samotném transportu ¢astic vzorku do plazmatu. Frakcionace je

o / v r r . Iy 171
ovlivitovana pouZitou vlnovou délkou laserového pulzu, jeho energii a dobou trvani™" 8,

Frakcionace zhorSuje presnost a spravnost analyzy. K potlaceni vlivu frakcionace je
nutno peclivé nastavit experimentalni podminky v zavislosti na typu vzorku a sledovanych

analytech. Vhodné je pouZit vnitini standard™3"’.

Kalibrace

Kalibrace vyzaduje vztazeni signalu vzorku na pozadi a na standardni material.
Komplikaci samotné kalibrace je nedostatek vhodnych, homogennich a charakterizovanych

Y - : o : et da 17.
referen¢ni materialii na stopové urovni prvkil. V praxi se pouZzivaji tii kalibraéni postupy™":

e Externi kalibrace za pouziti pevného referencniho materialu, jehoz sloZeni je velmi
podobné, shodné, se slozenim matrice vzorku

e Externi kalibrace na pevny referen¢ni standard ve spojeni s vnitini standardizaci — pro
analyzu pevnych pfirodnich latek je tieba pouZzit pfirozené se vyskytujici vnitini

standardy
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e Kalibrace pomoci roztokii — standardni roztoky jsou zmlzovany, vznika aerosol, ktery

je misen s nosnym plynem pied samotnym vstupem do plazmové hlavice

2.3. KVANTITATIVNI ANALYZA

Laserova ablace v kombinaci s ICP-MS poskytuje informace o zastoupeni kovovych i
nekovovych prvki v jednotlivych bunikach. Touto metodou navic ziskame velmi uzite¢ny
prostorovy model koncentraci a stopovych prvka v tkanich. Pouziti LA-ICP-MS
pro kvantitativni vyhodnoceni biologickych a Iékafskych vzorkli vyzaduje vhodné

kvantifika&ni postupy®.

Existuji tii hlavni kritéria, kterd musi byt splnéna pro absolutni kvantifikaci stopovych prvki

Vv pevnych vzorcich:

e Musime znat pfesné mnozstvi vzorku transportovaného do ICP

e Slozeni laserem indukovaného aerosolu musi reprezentovat stechiometrii plivodniho
vzorku

o (Castice transportované do ICP musi byt uvnité plazmatu plné atomizovany a

ionizovany

Tato kritéria jsou splnéna jen ziidka, proto bylo nutné vytvorit relativni kalibra¢ni techniky

k dosaZeni téch nejlepSich moznych vysledkd.

Certifikované referen¢ni materidly (CRM) jsou nejlepsi volbou pro kvantifikaci vzorku, jako
napiiklad veptova (CRM LGC 7112) a hovézi jatra (NIST SRM 1577b). Pokud slozeni
certifikovaného referen¢niho materidlu odpovida, co nejvice slozenim vzorku, tak je mozné
povazovat ablaci, transport, atomizaci a i ionizaci vzorku a standardu za témét stejné. To
umoznuje spolehlivou a velmi piesnou kvantifikaci. Pro kazdy CRM je k dispozici certifikat
obsahujici informace o koncentracich jednotlivych slozek, a kromé& toho se daji v literatufe
dohledat hodnoty koncentraci necertifikovanych slozek. Pouziti téchto komercnich
referencnich standardil je vSak velmi omezené a pro laserovou ablaci nepraktické. Biologické
matrice realnych vzorkii jsou velmi slozité a jen velmi ziidka se podobaji referenénim
materidliim, kterych je velmi malo. Dal§i nevyhodou téchto materidld je dostupnost

A < VP 1,24,25
Vv praskové formé a v neposledni fad¢ jejich cena .
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Na zékladé toho byly stanoveny alternativni kalibrani postupy pouzitim rtznych
kalibra¢nich pfistupi. Vyvinuté kvantifikacni postupy zahrnuji: pfipravu matrix-matched
standardd, roztokovou Kalibraci, kalibraci certifikovanymi referenénimi materialy (CRM) a
filmového povlaku vzorku. Nicméné, kazdy z téchto zptisobi ma své vyhody a nevyhody,

které jsou shrnuty v tabulce 1*%2*.

Kalibrace certifikovanymi referenénimi materialy

Certifikované referencni materidly jsou dostupné v lyofilizované praskové formé.
CRM je pted pouzitim vysuSen podle doporuc¢eného postupu uvedeného v ptilozeném
certifikdtu. Nasledné¢ je CRM rozetfen V tfeci misce s tlouckem a poté je znéj pomoci
hydraulického lisu vylisovand tabletka/peletka, ktera je pfipevnéna na mikroskopické sklicko.
Referen¢ni material muze byt smichan s pojivem (naptiklad polyethylenem), pro zlepSeni
stability a hlavné pevnosti peletky. Misenim referencniho materidlu s pojivem, dochazi
k fedéni, které je ticba zapoditat. Referen¢ni material mize byt také modifikovan pro zlepSeni
jeho vlastnosti. Lisovaci krok je optimalizovan lisovaci silou a ¢asem. Jedna se o velmi
jednoduchou a nendro¢nou kalibraéni metodu. Problémem této kalibrace je nedostatek
vhodnych referen¢nich materialti, rozhodujici je typ tkané€, stopové prvky a jejich
koncentra¢ni rozsah. Koncentra¢ni rozsah analytu miZe byt snadno upraven vhodnym

pfidavkem analytu a naslednou homogenizaci obohaceného CRMY?,

Vnitini standard (IS = internal standard)

Jako vnitini standardy se pouzivaji prvky, ptirozené se vyskytujici v celé tkani a jejich
zastoupeni musi byt pfirozené¢ homogenni. V idedlnim piipad€ je znama jeho koncentrace
ve vzorku. IS musi interagovat s laserovym paprskem podobné jako analyt, dale musi
dosahovat obdobnych ioniza¢nich potencidli a mit podobné frakciona¢ni Uc€inky. Vnitini
standard kompenzuje vykyvy ve vykonu laseru, rozdily v tlouStce vzorku a hmotnosti
ablatovaného a prepravovaného vzorku, stejné jako nestabilitu v ICP. V biologickych
vzorcich se jako vnitini standard pouzival izotop °C, ktery kompenzuje zmény ve vzorku
zpusobené dlouhym suSenim, ale jeho ioniza¢ni potencial je vyrazné¢ vys$i, neZz bézné
meétfenych prvki. Az 80 % uhliku mizZe byt propusténo jako CO,, coz zplisobuje jiné chovani
uhliku p¥i ablaci, transportu a v ICP hlavici. B&zn& se pouZivaji naptiklad izotopy “°Sc, ®°Y,

|n, 22Th a nebo 28U (cit."**?).
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Vnitini standard jako takovy se nemusi v tkani vyskytovat piirozené¢. Mohou se
ptipravit uméle. Vzorek biologické tkan¢€ se ponoti do epoxidové pryskyfice, ktera obsahuje
vnitini standard. Tento standard se nazyva pseudovnitinim standardem. Epoxidova pryskyftice
spole¢né s pseudovnitinim standardem postupné pronika do tkané. Material vzorku je
ablatovan soucasn¢ se standardem. Pseudovnitini standardy mohou byt nanaseny i jako tenka
vrstva, naptiklad zlata, na povrch tkané. NanéasSeni zlata bylo provaddéno pomoci zlaté

rozprasovaci elektrody25.
Matrix-matched standardy

Za matricové kalibra¢ni standardy, neboli matrix-matched standardy, povazujeme
homogenizované biologické tkdn¢ obohacené o analyzované prvky, které jsou homogenné
rozprostieny ve vhodném koncentraénim rozsahu. Tyto standardy maji tedy uplné stejnou
matrici  jako vzorek. Biologické tkané jsou homogenizovany pomoci mixéru,
ke zhomogenizované tkani se piida standardni roztok kovu, respektive kovii o znamé
koncentraci a smés se opétovné¢ homogenizuje. Zhomogenizovana a obohacena tkan je
zmrazena, Kryotomem nafezana na velmi tenké platky (20— 30 um) a nakonec pfilozena
na mikroskopické sklicko. Koncentrace analytu v pfipraveném matrix-matched standardu
musi byt vSak ovéfena, naptiklad roztokovou analyzou. Vyhodou téchto standardi je, ze
umoziuji pfidani jednoho nebo vice vnitinich standardl, znamého mnozstvi méfeného

analytu/analytii, nebo izotopicky obohaceného ptidavku (izotopové fedéni)?+%,

Roztokova kalibrace

Do indukéné vazaného plazmatu je piiddn rozprasovag, kterym se ptidava aerosol
standardniho roztoku, dojde k miseni aerosolu standardniho roztoku a aerosolu méteného
vzorku. Pfi miseni se pouziva dvoji tok nosného plynu, nosny plyn nesouci aerosol z abla¢ni
komory a nosny plyn nesouci aerosol z pneumatického zmlzovace. Oba aerosoly jsou vedeny
zvIast a jsou nasledné smichany. Postupné jsou rozpraSovany standardni roztoky s rostouci
koncentraci analytu, ¢imZz je v podstaté provedena kalibrace metodou standardniho

e 1,242
piidavku™®*?.
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Izotopové Fedéni (ID = isotope dilution)

Vzorek je obohacen izotopem o zndmém mnozstvim tak, aby nové vznikly izotopicky
pomér ve vzorku byl idedlné v rozmezi 1 az 10. Z naméfené¢ho poméru izotopt je nasledné
vypoctena koncentrace izotopti ve vzorku. Pro tuto metodu potfebujeme dva stabilni izotopy
prvku nepodléhajici interferencim. Izotopy se daji bud’ homogenné vmisit dovniti vzorku,
nebo postaci jejich rovnomérné naneseni na povrch pevného vzorku. Takovym to ptikladem
jsou pripravené pelety z praSkového vzorku obohaceny izotopy, a pro vypocet koncentraci

o < o o 1,42
analyt(, byly zm&Feny poméry izotopi roztokovou analyzou %,

Tabulka 1: Shrnuti omezeni a mozZnosti kvantifikatnich postuptl, pievzato®®

Omezeni kvantifikace Zpusob kvantifikace Moznosti kvantifikace
Dostupnost CRM Dobra homogenita a stabilita
Omezeny koncentracni rozsah Certifikované Flexibilita
o referencni materialy 5 o _
Riizny obsah vody Moznost odpovidajici matrice

Siroky linearni dynamicky
) . rozsah
Odborné znalosti pro pfipravu Matrix-matched

. standardy Piesnost
Vysoka selektivita

Ekvivalence v obsahu vody

Rozdilna citlivost pro roztoky Metoda standardniho piidavku
zavadéné zmlZovanim a pomoci

, Roztokova kalibrace
laserové ablace

Snadnost provedeni

Nepotlaci vliv frakcionace Pouziti vodnych standard

Obtizné michani a ekvilibrace Pouzitelnost v tzv. ,tracer*
o experimentech
Nepouzitelné pro Izotopové Fedéni
monoizotopické prvky Eliminace matri¢nich vlivi

Musi byt homogenné zastoupen

V celém ablatovaném povrchu
Korekce v rozdilech béhem

Jeho koncentrace by méla byt Vnitini standard abla¢niho procesu, transportu
vyznamn¢ odliSna nez aerosolu a stabilité ICP
koncentrace analytu
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Standardni pFidavek

Na tkan pfipevnénou na mikroskopickém sklicku se nadévkuje znamé mnozstvi
standardniho roztoku kovu, ptipadné kovli, o zndmych koncentracich a necha se zaschnout.
Z ptidavanych koncentraci je nasledné vypoctena koncentrace v tkdni. Obohacené tkané
mohou byt také wulozeny do silikagelu, tzv. sol-gel metoda, kdy se pouziva

tetraethylorthosilikat (TEOS). Ziskame velmi stabilni standardy s dlouho trvanlivosti®.

Agarozové gely

Agardza se necha rozpustit v roztoku pufru triacetatu-EDTA (TAE) v ultrazvukové
lazni vyhiaté na 80 — 90 °C. Do takto pfipraveného agardézového gelu se nadavkuje piesné
mnozstvi standardniho roztoku, smés se dikladné zhomogenizuje na vortexu. Pfipraveny
agarozovy gel se nakdpne na mikroskopické sklicko a nechd se vysu$it do konstantni
hmotnosti. Pfed samotnym susenim je velmi dulezité odstranit z gelu vSechny vzduchové
bublinky, které mohou zpisobit prasknuti gelu béhem suseni. Agardzové gely se mohou susit
ve vakuu, v digestofi, nebo za zvySené teploty (60 °C). Takto piipravené a vysuSené
agardzoveé gely jsou pfipraveny k méfeni. Obdobnym zplsobem se ptipravuji kalibracni

standardy z epoxidové pryskyfice. Tyto standardy maji velmi dlouho dobu trvanlivosti.
Referen¢ni skla

Referencni skla jsou povazovana za téméf idedlni referencni material pro kalibraci
LA-ICP-MS. Daji se relativné snadno pfipravit ve vhodném koncentra¢nim rozsahu analytu.
Vyhodou téchto referenénich skel je zajisténi homogenni distribuce potfebnych prvka.
Referen¢ni skla jsou i komeréné dostupna a jsou hojné vyuzivana pro externi kalibraci.
Ptikladem jsou CRM 610 — 617 (NIST). Nejvétsi uplatnéni nasla pii méfeni geologickych a

archeologickych vzorkd, proto nebudou dale vice diskutovany'.
2.4. APLIKACE

Laserova ablace ve spojeni s ICP-MS se pouziva, jak jiz bylo zminéno, ke stanoveni
stopovych az ultrastopovych koncentraci kovovych prvka v biologickych vzorcich, vzorcich
zivotniho prosttedi (sledovani vyvoje znecisténi prostfedi analyzou dieva stromti, motskych
musli), u geologickych a archeologickych vzorkd (vyuZzivajici se k datovani staii rtznych

nalezli — zviteci a lidské zuby a kosti, ulomky keramiky), v neposledni fad¢ také v primyslu.
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Biologické vzorky jsou velmi rozsifené, provadi se na nich lékaiské studie, studuje se
anatomie organtl, rdst nadort, rizna patologickd onemocnéni a testuji se farmakologické
ucinky 1ékt. Dale se provadi studie na modelovych tkdnich zvitat, kde se identifikuji prvky

Vv uméle vytvorenych metaloproteinech, nebo piisobeni 1éku na uméle vytvorené nemoci.

Dalsi moznosti vyuziti LA-ICP-MS je zobrazovani prvkt ve vzorku, tzv. bioimaging,
ktery nasel uplatnéni v mnoha oblastech. Prvni studie zabyvajici se zobrazovanim prvku
v biologickych vzorcich pomoci LA-ICP-MS publikoval Wang v roce 1994. Od té doby se
LA-ICP-MS stala nejpouZzivanéjsi metodou pro analyzy distribuce kovii, polokovl a nekovii
v tenkych tkafovych fezech riznych biologickych tkani®®. LA-ICP-MS umoZiiuje stanovit
rozlozeni prvkd stopovych az ultrastopovych koncentraci. Neékteré prvky stopovych
koncentraci jsou povazovany za velmi dulezité, nezbytné pro zivot mnoha organismu (Fe, Cu,
Zn, Mn, Mg, Ca a dal$i). Nicméné, nedostatek nebo nadbytek téchto prvkli mize byt
U patologickych stavii pouze orientacni, zatimco vysoké koncentrace toxickych prvki

(naptiklad Cd, As, Cr, Pb, Hg) mohou vyvolat i zdvazna onemocnéni, nebo dokonce smrt.

Na obrazku 11 je zobrazen cely postup od piipravy vzorku, pfes postupné skenovani
povrchu az po vznik 2D obrazki. Vzorky jsou zamrazeny (-80 °C) a nasledné nafezany
kryotomem pii teplot¢ -20 °C na velmi tenké platky (20 pm), které jsou piipevnény
na mikroskopické sklicko. U takto pfipravenych vzorkli postupnym skenovanim celého
povrchu vzorku, tadek po tadku, ziskame intenzity iontd danych prvkl. Ziskana data
zavislosti intenzity iontdl v Case jsou pomoci vhodného softwaru zpracovany do 2D obrazkad,
kde je intenzita iontl nebo odpovidajici koncentrace daného prvku zobrazena piimo

C g , L 1212627
na analyzované tkani pomoci barevné skaly 627,
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1. Pfiprava vzorku
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2. LA-ICP-MS méreni tloustka 20 pm
hv

skenovani tkané

— __,( zaostfenym laserovym
Ar ~-.___U—F paprskem

ams (linii po linii)

3. Generovani obrazki a kvantifikace
"matrix-matched" | .- oo
Software - L laboratorni : ol —
i standardy =

......
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Obrazek 11: Postup zobrazovani LA-ICP-MS (ptevzato a pfeloien027)

2.4.1. BIOLOGICKE VZORKY

Rostlinné vzorky

V rostlinnych tkanich jako takovych se nejéastéji stanovuji biologicky dulezité prvky,
ale i prvky toxické, a to nejen pro rostliny, ale i pro ¢loveka. Vysoka koncentrace nekterych
prvka muze vést az k jejich umrti. Naptiklad v listech slunecnic byla stanovena sira a selen®,
nebo bylo stanoveno 13 Vybranych prvkﬁ (P, S, Ca, K, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd, La, Ce),
koncentraci vykazoval lanthan a naopak nejvyssi sira?®. Bylo provedeno kvantitativni
zobrazeni toxickych (Cd a Pb) a esencidlnich (Cu a Zn) prvkl v tenkych prifezech kotfentl a
stonkit hrachu. Divodem bylo zkoumdani pfijmu, piepravy a hromadéni vybranych kovi

do nadzemnich &asti rostlin®°.
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Zivoci$né vzorky

Analyzované biologické vzorky zivocisného puvodu by se daly rozdélit do dvou
pomysinych skupin, na biologické vzorky mékké a tvrdé. Do skupiny ,mé&kkych*
biologickych vzorkt patii tkan€. Tkanim jsou vénovany nasledujici dvé podkapitolky (2.4.1.1
a 2.4.1.2). Do druhé skupiny, skupiny tzv. ,tvrdych® biologickych vzorkd patii mocové
kameny, kosti, zuby, vlasy, nehty atd.

Naptiklad u 1écenych lidskych zubii bylo stanoveno zastoupeni vybranych prvka (Al,
Ba, La a Sr). Tyto prvky jsou soucasti zubnich naplni. Ziskané hodnoty byly porovnany
S hodnotami zdravych zubl. Bylo zjisténo, ze tyto prvky migruji ze zubnich néplni

do zdravych &asti zuba™.

V pramenech vlasi zdravych jedinct byly stanoveny zakladni (Zn, Fe a Cu) a toxické
prvky (Cr, Pb a U). Vlasy jako takové maji jedine¢nou schopnost odrazet celkovy piijem téla,

daji se na nich sledovat zmény v ase v zavislosti na délce vlasi®.

2.4.1.1. ZIVOCISNA TKAN

V Zivocisnych tkanich se stanovuji tézké kovy, které jsou poziistatkem 1écby rakoviny
klinickymi 1éCivy, které ve své struktufe obsahuji dany téZky kov. Piikladem takového to
kovu muze byt platina, ruthenium nebo vanad. Cisplatina, jak napovida sam nazev, obsahuje
ve své struktufe platinu. Obecné u klinickych 1é¢iv obsahujici platinu je zndm mechanismus
interakce s bunkou, nikoliv v§ak vychytani a distribuce platiny v nadorovych burikach, stejné
jako neni znam vedlejsi G¢inek na zdravé jedincovy tkané. Pravé zjisténi rozmisténi platiny,
nejen v nadorovych tkanich jedinca 1é¢enych cisplatinou nebo jinymi cytostatiky, mize vést
k lepsimu pochopeni jejich terapeutického uc¢inku. Dale je uvedeno né€kolik piikladt
stanovovani platiny v tkanich, v téchto tkanich se vSak nemusi stanovovat jenom platina,

nybrz i jiné prvky.

e Zkoumani pfi¢in nefrotoxicity V ledvinach mySi léCenych cisplatinou ukdzalo
heterogenni rozmisténi platiny a jeji hromadéni v klfe ledvin, kde poskozuje
proximalni kanélky33.

e Kvantitativni stanoveni platiny ve varlatech, ledvinach a hlemyzdi mysi 1é¢enych

cisplatinou prokazalo, ze platina se hromadi ve vSech tfech zminénych organech,
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nejvyssi koncentrace byla v oblastech dobie zasobenych krvi a kostni casti
hlemyzde®.

e Platina byla také stanovovana v tenké vazivové blané pokryvajici hrudni sténu
pohrudnice. Koncentrace platiny v tenké vazivové blané byla vyssi v oblastech, kde
nebyly zadné nadorové buriky, naopak v mistech nadorovych bunék byla nizsi®.

e Ve vnitinostech mysi 1éCenych cisplatinou a KP-1339 (ledviny, jatra, slezina a svaly)

bylo kvantitativn¢ stanoveno vedle platiny i ruthenium. Nejvyssi koncentrace Ru byla

stanovena V ledvinach a jatrech, koncentrace ve sleziné byla podstatné nizsi a

v

v jatrech, a ve slezing a svalu nebyla stanovovana™.

LA-ICP-MS naSla také uplatnéni v generovani kvantitativnich snimki kontrastnich cinidel
nabazi gadolinia, které se pouzivaji pro zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI),
v tenkych tkanovych fezech, nebo samostatnych bunkach. LA-ICP-MSI je
dopliikovou technikou k magnetické rezonanci, oproti ni vykazuje vyssi citlivost, prostorovy
signal 1 kvantitativni signdl, ale navic podavéa informace o osudu poddvanych kontrastnich
&inidel®”. Mezi vybrané piiklady patii:
e Prostorové rozlozeni nanocastic oxidu Zeleza obohaceného o gadolinium bylo ziskano
Vv nadorovém iezu, ktery byl podroben magnetické fluidni hypertemii. Tato studie
ukazala, Ze distribuce Gd velmi koreluje s atomy zeleza. Krom¢ Gd a Fe byly méfeny
také Cu, Ni, P, S a Zn*®,
e Prostorové rozloZzeni Vv narodu a Vledvinach myS$i po podani liposomalnich
nanocastic gadolinia potvrdilo pfitomnost gadolinia v nadorové tkani a jeho
hromadéni se Vv oblastech vyssiho prokrveni tkané€, a potvrdila 1 pfitomnost gadolinia

v ledvinach. Vedle gadolinia byl stanovovan i zinek*°.

LA-ICP-MS v kombinaci s MALDI-MS nebo DESI-MS naslo uplatnéni v analyze
metaloproteinti, piipadné polokovli vazanych na proteiny k objasnéni jejich struktury,
dynamiky a funkce komplext proteini s kovem, polokovem. Jedna z moznych strategii
stanoveni spoCiva v separaci proteini ze vzorku. Separace muize byt provedena pomoci

kapilarni elektroforézy (CE), kapalinové chromatografie (HPLC) nebo polyakrylamidovou
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gelovou elektroforézou (PAGE). Odseparované proteiny jsou nasledné¢ detekovany

hmotnostni spektrometrii pro objasnéni struktury a molekulové hmotnosti téchto komplext®’.

e Byla stanovena koncentrace platiny vazané na proteiny, médi a zinku Vv ledvinach krys
1é¢enych in vivo cisplatinou. Proteiny byly nejprve separovany PAGE, a ty, na které
byla navazana platina, byly nasledn¢ detekovany LA-ICP-MS. Platina se hromadi
v kife ledvin, kde poskozuje proximalni kanalky, naopak koncentrace médi a zinku

zde byla niz§i*,

V o¢ni Cocce jsou pfitomny antioxidacni enzymy, které vychytdvaji volné radikaly, a
ke spravné funkci potfebuji dany kov. Bylo provedeno kvantitativni stanoveni Fe, Cu a Zn
Vv ¢occe lidského oka a hloubkové profilovani u ¢ocek hovézich. Byl studovan i mozny vliv
nedostatku Fe a Zn na o¢ni onemocnéni, jako je naptiklad Sedy zakal nebo vékem podminénd
degenerace™. Ve zmrazené nativni mysi tkani kréni michy bylo stanoveno nékolik
vybranych kovt (Fe, Cu a Zn) a nekovil (C, P a S). Koncentrace vybranych prvkl byla vzdy

v 7 N ey v v 1.71.242
Vv Sedé hmot¢ vyssi, nez v hmoté bilé™.

2.4.1.2. MOZKOVA TKAN

Kovy jako Cu, Zn, Fe, Na, Ca, K, Mn, Mg jsou velmi dualezité pro zdravy vyvoj a
zivot bun€k obecné. Co, Mn, Cu, Fe a Zn jsou nezbytné jako kofaktory pro enzymy
zékladnich bunéfnych metabolismi jako je dychani, nebo pienos kysliku. Mozek je
poskozeni. Kovy jsou ur¢itym zpusobem orientovany smérem k mozku. Nedostatek nékterych
zékladnich zminénych kovii, at’ uz zptisobeny geneticky nebo vyzivou, miize mit za nasledek

v o e g ¥ 27
opozdény vyvoj jedince, nebo nékteré onemocnéni®’.

V mozkovych tkanich zdravych jedinct byvaji nejcastéji stanovovany tyto prvky - Fe,
Zn, Cu, P, C, Mg a K, Na, Pb, Cl. Zjisténé koncentrace téchto prvkid u zdravého jedince, jsou
nasledné porovnavany s vysledky jedince s nadorovym onemocnénim (glioblastamové
nadory), jedince po mrtvi¢ce, jedince trpiciho Parkinsonovou, Alzheimerovou piipadné
Wilsonovou chorobou. Déle se zjistuje, zda mohou tyto prvky narusit rist a vyvoj nadoru,
nebo modifikovat DNA*,

41



Studium neurodegenerativnich onemocnéni

Do skupiny neurodegenerativnich onemocnéni patii napiiklad Parkinsonova,
Alzheimerova nebo Wilsonova choroba. VSechny uvedené nemoci jsou uzce spjaty
s nerovnovaznou bilanci kovi v mozku. Na zakladé toho bylo provedeno né&kolik
kvantitativnich stanoveni prvkd v mozkové tkani, které jsou shrnuty v tabulce &islo 2.

V tabulce jsou uvedeny i jiné druhy analyz, které byly provedeny na mozkové tkani®’.

Parkinsonova choroba je vyvolana jednostrannou poruchou 6-hydroxydopaminu (6-
OHDA). Studium se provadi na mozcich nemocnych mysi a mysi léCenych L-3,4-
dihydroxyfenylalaninem (L-DOPA). Byly stanoveny tyto prvky — Cu, Fe, Mn a Zn*’. V jiném
ptipadé nebyly studovany lééené mozkové tkané, ale jen mozkové tkané s Parkinsonovou
chorobou vyvolanou 6-OHDA. Divodem této studie bylo porovnani nemocnych hemisfér,
u kterych byla zjisténa zvysSena koncentrace Fe, Mn a Cu v poskozené oblasti (substantia
nigra), naopak hladina mononenasycenych lipidii byla v této oblasti snizena®. Jako model
Parkinsonovy choroby slouzi i mozky mysi infikované 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridinem (MTMP). Na téchto vzorcich byla provedena kvantitativni analyza Cu,
Fe, Zn a Mn. V okoli mozkové komory byla koncentrace médi vyrazné niZz8i, naopak
v mozkové ke byla sniZzena jen mirné. Tato studie potvrdila, jak vyznamnou roli ma meéd’

v Parkinsonové chorob&*.

Wilsonova choroba je zpusobena zavaznou genetickou poruchou metabolismu médi
zpiisobenou nedostatkem méd’ transportujici ATPazou (ATP7B)*. Studie byla provedena
na geneticky upravenych mozcich mysi s vadou ATPazy ve v&kovém rozmezi (11 —24
mésict). Koncentrace zinku byla zvySena v oblastech s vysokou koncentraci médi, a to
konkrétn¢ v parenchymu, ale ne v oblastech pro zinek typickych. Dalo by se fict, ze zinek je
do urcité miry substratem Cu-ATPaz. Koncentrace Zeleza a manganu zlistala po celou dobu
ve vSech oblastech konstantni. Tato studie potvrdila akumulaci mozkové médi v parenchymu

a zjistilo se snizeni koncentrace médi v mozkomisnim moku®.

Alzheimerova choroba narusuje ¢ast mozku a zpasobuje pokles kognitivnich funkci
(mysleni, pamét’ a tsudek), byva nejcastéjsi pri¢inou demence®, Metaloproteomicka studie
byla provedena i na vzorku mozku s Alzheimerovou chorobou. K oddéleni poskozenych

bun¢k mozku byla pouzita 2-D polyakrylamidova gelova elektroforéza. Vybrané separované
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proteiny byly identifikovany MALDI-FTICR-MS, nasledn¢ byly proteinové skvrny
obohaceny o izotopové znacené prvky kovl a analyzovany pomoci LA-ICP-MS. Zjistény
pomér izotopti **Fe / *°Fe, ®*Cu / %Cu a ®Zn / ®*Zn ukaézal, Ze urité bilkoviny maji p¥irozené
zastoupeni izotopt. Tyto proteiny obsahovaly kov jiZz pfed samotnym obohacenim, jednalo se
pfevazné o skvrny obsahujici méd’. Na druhé strané¢ jsou zde skvrny, které maji jiné
izotopické zastoupeni prvki. U téchto proteint doslo k akumulaci izotopové znacenym prvki
uvnitt struktury proteinu. VéEtSinou se jednalo o proteiny obsahujici ve své struktute zelezo.

Nakonec byly tyto proteiny identiﬁkovénySz.
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Tabulka 2: Piehled kvantitativnich stanoveni prvkd v mozkové tkani

Mérené

Divod studie: | VVzorek: . . Piistroj: Shrnuti: Cit.:
Izotopy:
LA (New Wave UP 266,
Leécha 88g, 157G California, USA), ICP-QMS | Byl popsan a ovéfen novy kvantifika¢ni postup
karboplatinou krysi mozek 195Pi ' (HP 4500, Agilent biologickych tenkych fezii, zalozen na [53]
P Technologies, Cheadle, UK) - | pfidavcich obohacené krve nebo krevniho séra.
266 nm
54— 56 LA Ablascop (Bioptic, Byly detekovany proteiny obsahujici kov
. o Fe, *°Fe, Berlin, Germany), ICP-SFMS .
Alzheimerova lidsky 63cy $5Cy (ELEMENT, Thermo metodou LA-ICP-MS a pomoci MALDI- 52]
choroba mozek 67> 64y ’ . FTICR-MS byl proveden pokus o jejich
Zn, >'Zn Electron Corporation, . A
identifikaci.
Bremen, Germany) — 213 nm
Ngnoc?stlce 31P, 348, 56Fe, LA _(Nev_v Wave UP 213, Byla zjisténa vysoka korelace mezi koncentraci
oxidu zeleza s 60n;: 63 California, USA), ICP-QMS . o . v
. mys$i nador Ni, “Cu, . Fe a Gd v tkani, pravdépodobné odrazi [38]
obohacené o 66 . 158 (Agilent 7500a, USA) — .. , ., !
L Zn, ~°Gd vstiiknuti magnetické kapaliny.
gadolinium 213 nm
Li (Ini LA (New Wave Research UP | Po podani liposomalnich nano¢astic Gd byla
tposomaini mysi nador, | 157~ 66 266, Cambridgeshire, UK), rokazana ptitomnost gadolinia v nadorové
nanocastice ysl Gd, *°Zn . p P [39]
adolinia ledviny ' ICP-QMS (Agilent 4500, tkani, pfevazné v oblastech s vyssim
g USA) — 266 nm prokrvenim, a také v ledvinach.
LA (New Wave UP 213, Byly porovnany koncentrace ¢tyt prvka
Parkinsonova 5500 S Fe California, USA), ICP-QMS | v mozcich nemocnych Parkinsonovou
choroba (model | mysi mozek 630y, ’eeZn’ (XSeries 11, Thermo Fischer chorobou a mozcich Ié¢enych L-DOPA. [47]
6-OHDA) ’ Scientific, Bremen, Germany) | V mozkové kiife byli koncentrace prvki
—213nm piiblizné stejné, v jinych Castech se vSak lisili.
LA (New Wave UP 266, Byly studovany mysi mozky a bylo zjisténo, Ze
Parkinsonova 550 n. e Fremont, CA, USA), ICP- Vv poskozenych oblastech je vyssi koncentrace
choroba (model | mysi mozek 630y, 1662n’ QMS (X Series I, Thermo Fe, Mn a Cu, naopak hladina [48]

6-OHDA)

Fisher Scientific, Germany) —
266 nm

mononenasycenych lipida je niZ8i, nez ve
zdravych tkénich.
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Na vzorcich byla provedena kvantitativni

Parkinsonova LA (New Wave UP 266, analyza vybranych prvki. Koncentrace médi
choroba (MPTP | mygi mozek %Mn, *Fe, Fremont, USA), ICP-QMS byla v okoli mozkové komory vyrazné sniZena, [49]
model) Y %3Cu, %zn (Agilent 7500, Tokyo, Japan) | naopak v mozkové kife byla sniZena jen mirng.
— 266 nm Byla potvrzena diilezita role médi
Vv Parkinsonov¢ chorobé.
LA (NWR 213, New Wave Koncentrace zinku byla zvySena v oblastech
Research Frerr;ont CA s vysokou koncentraci médi — v parenchymu,
Wilsonova Krvsi mozek Mn, *°Fe, USA) | CE’-QMS o’( Ser’ies " kde je méd’ akumulovana. Snizeni koncentrace [50]
choroba Y %3Cu, %zn Thermo Scientific. Bremen ' | Cu bylo pozorovano v mozkomisnim moku.
Germany) — 213 n’m ' Naopak koncentrace Fe a Mn ziistala ve vSech
y oblastech konstantni.
Bylo studovano a kvantifikovano prostorové
Alzheimerova a #ﬁ;éﬁ;gg; Lgﬁ:hoa()’l\cl: Ee tac rozlozeni vybranych prvkt v tkdnich zdravych
Parkinsonova | 1dsky a " 83cu, ®zn USA), ICP-SFMS (Element, Je}(lhzcu, lek?ng.hoflmty b}ﬁy poroviiany [54]
choroba krysi moze Thermo Fisher Scientific S hodnotami jedineu trpicie
Bremen, Germany) — 266’ am neurodegenerativnim onemocnénim.
' y Koncentrace prvki se lisily.
Ilzg\ngl\lee:vT\é\é?]\rlli Il; Piii& Kvantitativni analyzou konsekutivnich
Parkinsonova 550 n. PFe Mitcham Victoriag ' tkanovych fezii mysiho mozku (substantia
choroba (model | mysi mozek 63cy, ’eeZn’ Australia') | CP-QMS nigra) bylo zkonstruovano do trojrozmérného [55]
6-OHDA) ’ (Agilent T’echnologies 7500 modelu prvki. Tato metoda miize byt pouzito u
Victoria, Australia) — 213 nm Siroké Skaly raznych tkini.
M¢éd’ hraje dileZitou roli v procesu starnuti.
Byly vybrany a analyzovany mozkové tkané
IEQ#E?[N L\j\é{z’; ' Il(JZIF:’-ZQ6|?/,I S mys$i rizného stafi v rozmezi 2 az 14 mésict.
Starnuti mysi mozek | *Cu ' ’ Se starnutim mysi je méd’ v mozkové tkani [56]

(Agilent 7500ce, USA) —
266 nm

e vy

se hromadi v Sedé hmot¢ koncového mozku, u
mozkové kiliry je tomu opacné.




3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. CHEMIKALIE, POMUCKY A PRiSTROJE

3.1.1. CHEMIKALIE

- disodna sil ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA, > 99 %), Sigma Aldrich

- hydroxid sodny, p.a., Penta

- tris(hydroxymethyl)aminomethan, Merck, spol s.r.o.

- agardzovy standard, Roth (DNA/RNA elektroforéza)

- kyselina octova (ROTIPURAN Supra 100 %), Roth

- kyselina dusicna (67 %), Analpure, pro stopovou analyzu, Analytika, spol. s.r.o.,
Praha

- peroxid vodiku (30 %) PA+, Analytika, spol. s.r.o., Praha

- CRM viceprvkovy vodny kalibra¢ni roztok o hmotnostni koncentraci 100 + 0,2 mg.l'1
(kazdy) MIX 015 (Al, Be, Bi, Cd, Co, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Si, Sr, V, W, Zn,
Zr v 5 % HNOj3 (v/v)), Analytika spol. s.r.o., Praha

- Viceprvkovy kalibra¢ni roztok INT — MIX 1 10 = 0,1 mg.l'1 (Bi, In, Sc, Th, Y v5 %
HNO3 (v/v)), Analytika spol. s.r.o., Praha

- certifikovany referen¢ni material TM-15.2 (LOT 0313), Environment Canada

- certifikovany referen¢ni material TMDA-64.2 (LOT 1010), Environment Canada

- certifikovany referen¢ni material Gstfice (SRM 1566b, NIST Analysts), USA

- certifikovany referen¢ni material humr (CRM TORT-2, NRC-CNRC), Ottawa,
Kanada

- certifikovany referen¢ni material Zralo¢i jatra (CRM DOLT-4, NRC-CNRC), Ottawa,
Kanada

- certifikovany referencni material veptova jatra, (CRM GBWO09551, Food Detection
Science Institute Ministry of Commerce), Beijing, Cina

- ladici roztok pro ICP-MS (7500 Series PA Tuning 1); As, Be, Cd, Zn; ¢ = 20 mg.I™,
Mg, Ni, Pb; ¢ = 10 mg.I™}, Al, Ba, Bi, Co, Cr, Cu, In, Li, Lu, Mn, Na, Sc, Sr, Th, TI, U,
V:c=5mg.I?, Y, Yb; ¢ = 2,5 mg.I", Agilent Technologies
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- ladici roztok pro ICP-MS (7500 Series PA Tuning 2); Ge, Mo, Pd, Ru, Sh, Sn;
c =10 mg.I"}, Ir, Ti; ¢ =5 mg.I"}, Agilent Technologies

- deionizovana voda
3.1.2. POMUCKY

- sklenéné laboratorni nadobi (odmérné banky 25 ml, 50 ml, mikroskopicka sklicka a
ITO sklicka od firmy Bruker Daltonics)

- plastové laboratorni nddobi (jednordzové zkumavky, véazenky, misky, Pasteurovy
pipety, nalevky, Spi¢ky na automatické pipety

- teflonové kelimky na mikrovlnny rozklad

- sada automatickych pipet

- tfeci miska s tlouckem

- sada na lisovani tablet

- keramicky ntz

- pH papirky

Veskeré laboratorni nadobi, sklenéné i plastové, které bylo pouZito k pfipravé
kalibra¢nich vzorkt, bylo ponotfeno do 10 % roztoku kyseliny dusi¢né na 24 hodin. Nasledné
bylo nékolikrat oplachnuto deionizovanou vodou a vysuSeno v suSarné¢ a skladovano

Vv uzaviratelnych plastovych saccich.
3.1.3. PRISTROJE

- ICP-MS spektrometr ORS-ICP-MS 7700x, Agilent, Japan

- excimerovy laserovy abla¢ni systém Analyte G2, Photon Machines Inc., USA
- kryomikrotom Leica CM1950, Leica, Némecko

- mikrovinny rozkladny syst¢ém MLS 1200 mega, Milestone

- elektronické vahy ABJ 220-4M, KERN & SOHN GmbH

- vortex mixér MS 3 basic, IKA

- ultrazvukova lazen Laboratory 3, Ultrazvuk, s.r.o., Ceska republika

- hydraulicky lis do 15 tun, GRASEBY SPECAC

- pristroj na demineralizovanou vodu, Milli-Q Reference System

- suSarna UFE 400, Memmert
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3.1.4. ANALYZOVANE VZORKY

K LA-ICP-MS zobrazovani byly pouzity dvé zivocisné tkan€, a to mysi ledvina, ktera
byla poskytnuta Laboratofi charakterizace molekularni struktury, Mikrobiologického ustavu
AV CR, v.v.i. sidlici v Praze a neonatalni mysi mozkova tkai. Vzorky kontrolni a hypoxicko-
ischemicky poskozené neonatalni mozkové tkané€ pochézejicich z hypoxicko-ischemického
mysiho modelu byly ziskany od RNDr. Iva Juranka, DrCs. a Mgr. Dominiky Luptdkové
z Ustavu experimentélni farmakologie a toxikologie, Slovenské akademie véd sidlici

V Bratislavé.

Priprava tenkych fezii pomoci kryomicrotomu

Vzorky zivociSnych tkani byly nejprve zmrazeny na velmi nizkou teplotu (-80 °C).
Po vytazeni z mrazaku byly vloZzeny do kryomicrotomu nastaveného na teplotu -13 °C a
nechaly se asi 45 minut temperovat na danou teplotu. Po uplynulé dobé byly pomoci
kryomicrotomu nafezany na velmi tenké fezy (30 um), které byly ptilozeny na ITO sklicko
(sklicko potazené vrstvou oxidu india a cinu), které bylo stejné jako zivocisnd tkan
temperovano na teplotu -12 °C. Ptilozeny tkanovy tfez byl pomoci prstu zahtat ze spodni
strany sklicka a tim doslo k jeho nataveni a naslednému pfilepeni k ITO sklicku. Pfipevnéné
fezy tkani byly uloZeny do exsikatory a vysuseny ve vakuu po dobu 45 minut. Takto

ptipravené vzorky byly analyzovany pomoci LA-ICP-MS.

3.2. PRACOVNI POSTUPY

3.2.1. PRIPRAVA KALIBRACNICH AGAROZOVYCH GELU

Piiprava zasobniho roztoku 0,5 mol.I EDTA

4,7 g disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) bylo navazeno do 25 ml
odmérné banky a rozpusténo ve 20 ml deionizované vody. Po rozpusténi bylo upraveno pH
na hodnotu pH=8 roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 0,55 mol.I"*. Nakonec byl

roztok doplnén deionizovanou vodou po rysku a nékolikanasobné promichan.
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Priprava zasobniho roztoku pufru triacetat-EDTA (TAE)

12,1 g tris baze ((trishydroxymethyl)aminomethanu) bylo navazeno do 50 ml odmérné
baiiky a rozpusténo ve 25 ml deionizované vody. Po rozpusténi byla k tomuto roztoku opatrné
pfidéna ledova kyselina octova (2,855 ml) a nasledng 5 ml 0,5 mol.I"* zasobniho roztoku
EDTA. Nakonec byla 50 ml odmérna banika doplnéna po rysku deionizovanou vodou.
Pripraveny roztok TAE byl uchovavan pii pokojové teploté a hodnota pH se pohybovala
okolo 8,5.

Priprava pracovniho pufru TAE

Do 50 ml odmérné banky byl odpipetovan 1 ml zasobniho roztoku pufru TAE a
doplnén po rysku deionizovanou vodou. Pracovni roztok byl piipravovan pro kazdy
experiment novy. Vysledna koncentrace roztoku byla 40 mmol.I* roztok TAE a 1 mmol.I*
roztok EDTA.

Priprava kalibra¢nich agarézovych geli

Do jednorazovych plastovych zkumavek byla navaZena agardza, ke které bylo pridano
X ml pracovniho pufru TAE o koncentraci 40 mmol.I™, Ptesny objem pufru je pro kazdy
kalibra¢ni bod uveden v tabulce 3. Jednorazové zkumavky byly umistény do ultrazvukové
lazné nastavené na teplotu 80 °C pro homogenni rozpusténi agarézy. Po kvantitativhim
rozpusténi agarozy, byl piipipetovan vhodny ptidavek viceprvkového kalibra¢niho vodného
roztoku (MIX 015, ¢ = 100 mg.I™"), uvedené vtabulce 3. Agarozové gely byly
zhomogenizovany pomoci vortex mixéru (1200/min, 2 minuty) a poté ponoieny zpét
do vyhfaté ultrazvukové lazn€, aby nedoSlo k ochlazeni geld a tim k jejich ztuhnuti.
Pasteurovou pipetou byly odebrany ¢asti geli a naneseny na mikroskopicka sklicka, tak aby
neobsahovaly vzduchové bubliny, které by mohly zpisobit prasknuti gelti v pribéhu suseni.
Zbytky gelt byly nadavkovany do plastovych misek. Mikroskopicka sklicka i plastové misky

s gely byly vakuoveé suSeny do konstantni hmotnosti v exsikatoru.

VysuSené agardézové gely v plastovych miskach byly rozlozeny v mikrovinném
mineralizatoru a koncentrace vybranych kova byly nasledn¢ analyzovany pomoci ICP-MS.
Agar6zové gely nanesené na mikroskopickych sklickach byly dale analyzovany pomoci LA-

ICP-MS a jejich vysledky byly pouzity ke kvantifikaci kovii v zivocisnych tkanich.
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Tabulka 3: Popis sloZeni agarozovych gelt spole¢né s vypoc¢tenymi ptidavky CRM

Koncentrace | Navazka agarézy | Pufrovaci roztok | Kalibra¢ni vodny
[ppm] [mg] TAE [pl] roztok [pl]
0 50,1 5000 0
25 50,1 4987,5 12,5
50 50,2 4974,5 25,5
75 50,0 4962,5 37,5
100 49,9 4950 50

2

Obrazek 12: Agar6zovy gel na mikroskopickém sklicku po vysuSeni

Mikrovinny rozklad kalibra¢nich agarézovych geli

Vysusené agarozové gely byly rozdéleny na dvé poloviny a nasledné navazeny
do teflonovych mineraliza¢nich kelimka (m = 25 — 40 mg), do kterych byly pfidany 2 ml
67 % kyseliny dusicné a 1 ml 30 % peroxidu vodiku. Rozklad byl proveden ftizenym
vicekrokovym rozkladnym programem (tabulka 4) v mikrovinném rozkladném systému MLS
1200 mega. Po skonceni rozkladu byly kelimky nechany vychladnout zhruba na laboratorni
teplotu a poté byly obsahy kvantitativné pfevedeny do sklenénych 25 ml odmérnych ban¢k a
doplnény deionizovanou vodou po rysku. Takto ptipravené a dikladné promichané roztoky

byly pfed analyzou pievedeny do 16 ml plastovych zkumavek, které byly kompatibilni se

sloty autosampleru.
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Tabulka 4: Mikrovinny rozkladny program

Cislo kroku Cas trvani [min] Vykon [W]
1 2 250
2 2 0
3 5 400
4 2 0
5 2 500
6 2 0
7 6 600

Po pievedeni vzorkii do odmérnych ban€k byly mineraliza¢ni kelimky nékolikrat
promyty deionizovanou vodou a byl proveden c¢istici rozklad se 3 ml 67 % kyseliny dusi¢né
pro vycisténi kelimkd. Tento Cdistici krok nasleduje po kaZzdém rozkladném kroku
Vv mineraliza¢nich nadobkach. Po disticim kroku byly kelimky nékolikandsobné promyty

deionizovanou vodou a vysuSeny pii laboratorni teploté v digestofi.
Priprava kalibra¢nich roztoki a interniho standardu

Z viceprvkového vodného kalibra¢niho standardu MIX 015 o hmotnostni koncentraci
prvkit 100 mg.I" byl ptipraven zasobni roztok o koncentraci 10 mg.1™, ktery obsahoval Al
Be, Bi, Cd, Co, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Si, Sr, V, W, Zn a Zr. Ze zasobniho roztoku byly
pfipraveny do 25 ml odmérnych ban€k kalibracni standardy tak, aby bylo pouZzito maximalné
stonasobné fedéni v jednom tfedicim kroku. Kalibra¢ni fada obsahovala kromé¢ slepého pokusu
celkem 6 kalibra¢nich roztokil o koncentraci 1; 10; 50; 100; 250 a 500 pg.l™. Ke kazdému
pfipravenému kalibraénimu standardu byla pfidana koncentrovand kyselina dusi¢na (2 ml),

tak aby pridavek kyseliny odpovidal obsahu kyseliny v analyzovanych vzorcich.

Pro potladeni nespektralnich interferenci byl pouZit roztok interniho smésného
standardu Bi, In, Sc, Tb a Y o koncentraci 100 pg.l™. Roztok byl piipraven Fedénim
zasobniho roztoku interniho standardu pro ICP-MS o koncentraci 100 mg.I™ (INT MIX 1).
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3.2.2. CRM LISOVANE TABLETKY - KALIBRACNI STANDARDY

Certifikované referencni materialy byly vysuseny dle navodu uvedené¢ho vyrobcem
na prislusnych certifikatech. Vysusené referencni materialy byly homogenizovany v achatové
tteci misce s tlouckem a nésledné lisovany pomoci hydraulického lisu do formy kruhovych
tabletek s tloustkou cca. 1-2 mm (pouzity tlak 10 tun / 5 min). Vznikl¢ kalibrac¢ni standardy
byly upevnény oboustrannou lepici paskou na mikroskopické sklicko (obr. 13). Takto
pfipravené standardy byly dale analyzovany pomoci LA-ICP-MS a ziskané vysledky byly

vyuzity ke kvantifikaci kovt v Zivo¢isné tkani.

Obrazek 13: Vylisované tabletky z CRM upevnéné na mikroskopickém sklicku

(a—CRM pork liver, b — CRM 1566b, c — CRM DOLT-4,d — CRM TORT-2)

3.2.3. KALIBRACE STANDARDNIM PRIDAVKEM

Na tenky fez (20 — 30 pm) mozkové tkan€ upevnéné na mikroskopickém sklicku bylo
nadavkovano 0,2 pl kalibra¢niho roztokii Srostouci koncentraci analyzovanych prvki a
vzniklé kalibra¢ni body byly ponechany schnout do druhého dne. Ptipravena kalibracni fada
obsahovala celkem 5 kalibra¢nich bodu obsahujicich 0; 25; 50; 75 a 100 mg.l’l. Kalibra¢ni
roztoky byly piipraveny fedénim CRM viceprvkového vodného kalibra¢niho roztoku (MIX
015) o hmotnostni koncentraci 100 £ 0,2 mg.l'1 (Al, Be, Bi, Cd, Co, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni,
Pb, Si, Sr, V, W, Zn a Zr). Takto ptipravena kalibrac¢ni fada byla opét analyzovana pomoci

LA-ICP-MS a ziskané hodnoty byly nasledné pouzity ke kvantifikaci kovi v zivocisné tkani.
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3.3. POUZITE INSTRUMENTALNI TECHNIKY

Veskeré experimenty byly provedeny na hmotnostnim spektrometru s indukéné
vazanym plazmatem vybaveny kvadrupolovym analyzatorem a oktapolovou kolizné-reakéni
celou pracujici v heliovém moédu pro potlaceni moznych spektralnich interferenci (ORS-ICP-
MS 7700x, Agilent Technologies). Pro zavedeni vzorku béhem roztokové analyzy
agardzovych gelu bylo vyuzito peristaltické pumpy, koncentrického zmlzovace (MicroMist

0,4 ml.min™) a Scottovy mlzné komory.

Laserovy ablaéni systém (Analyte G2 laserova ablace, Photon Machines) vybaveny
excimerovym ArF laserem s vinovou délkou 193 nm slouzi k zavadéni pevnych vzorka
do ICP-MS. Pro transport ablatovaného vzorku z abla¢ni komory do ICP bylo vyuzito PTFE
hadicky (1,2 m x 4 mm) a priutoku He jako nosného plynu. Optimalizaéni méfeni i

kvantitativni analyzy byly méteny v héliovém modu.
3.4. OPTIMALIZACE

Pfed samotnym meéfenim byly optimalizovany vybrané parametry LA-ICP-MS, a to
vykon laseru, prutok hélia kolizni celou pro kazdy typ kalibraéniho materialu. Nejprve byl
optimalizovan vykon laseru, a po ziskani optimalni hodnoty pro jednotlivé matrice, bylo
pfistoupeno k optimalizaci prutok kolizniho plynu, hélia, skrze kolizni celu ICP-MS
spektrometru.

3.4.1. OPTIMALIZACE ENERGIE LASERU

Pro kazdy typ matrice kalibra¢nich standardii (agarézovy gel, tableta zCRM (CRM
1566b) a mozkovou tkan) byl testovan optimalni vykon laseru v rozmezi 10 — 100 %, po 10 %
intervalech. Pouzité hodnoty laserového toku (laser energy density) odpovidaly hodnotam
1,06; 2,12; 3,18; 2,24: 5,29: 6,35; 7,41; 8,47; 9,53 a 10,59 J.cm?, Optimaliza¢ni méfeni byla
provedena s velikosti laserového svazku 110 pum, rychlosti posunu 110 um.s’l, frekvenci
10 Hz a priitokem hélia kolizni celou 2 ml.min™. Intenzitni data byla sbirana po dobu
1,5 minuty, kdy prvnich 10 a poslednich 30 sekund byla sbirana data pro signal pozadi.
Pro vSechny tii typy kalibracnich standard byly pro dany vykon laseru naméfeny intenzitni
data ve tfech replikach. Primémé hodnoty signalu izotopa >°Mn, *°Fe, ®*Cu a *zn

pro jednotlivé linie byly korigovany na signal pozadi a z takto korigovanych dat byl vypocten
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aritmeticky pramér a piislusna relativni smérodatna odchylka (rovnice 6). Hodnoty intenzit
signald [cps], nebo hodnoty relativnich smérodatnych odchylek [%] byly vyneseny do grafu

jako zavislost na energii laseru [%].

smérodatna odchylka

RSD =

.100 % (6)

aritmeticky pramér

3.4.2. OPTIMALIZACE PRUTOKU HELIA KOLIZNi CELOU

Pro kazdy typ matrice kalibrac¢nich standardd (agarézovy gel, tableta z CRM (CRM
1566b) a mozkovou tkan) byl testovan optimalni pratok hélia kolizni celou v rozmezi 0,0 az
3,0 ml.min™, vzdy s naristem o 0,5 ml.min™. Optimalizaéni mé&feni byla provedena s velikosti
laserového svazku 110 pm, rychlosti posunu 110 pm.s™, frekvenci 10 Hz a vykonu laseru
v rozmezi 20 — 40 % v zavislosti na typu matrice. Intenzitni data byla sbirana po dobu

1,5 minuty, kdy prvnich 10 a poslednich 30 sekund byla sbirana data pro signal pozadi.

Pro vSechny tii typy kalibracnich standardi byly pro dany prutok plynu naméteny
intenzitni data ve tfech replikdch. Z primérnych hodnot intenzit signalli a pozadi izotopl
>Mn, *°Fe, ®Cu a ®zn pro jednotlivé linie byly vypocteny aritmetické priméry pro kazdou
hodnotu pritoku hélia. Vypoctené aritmetické priméry pro intenzitu signalu a intenzitu
pozadi byly pouZity pro vypocet poméru signalu k Sumu (SNR = signal to noise ratio), ktery
se pocita podle nasledujici rovnice:

SNR = X% (M

Yo
kde y. je pramér intenzity signalu standardu, y, prumér intenzity signalu pozadi a x. je
ovétena koncentrace analytu standardu. Ziskané hodnoty SNR byly vyneseny do grafu jako

zavislost na pritoku nosného plynu [ml.min™].
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. OVERENI KONCENTRACE KALIBRACNICH STANDARDU

Kalibra¢ni fada agar6zovych gelt zahrnovala celkem 5 kalibra¢nich boda — 0, 25, 50,
75 a 100 pg.g’l. Koncentraci kalibra¢nich geli bylo nutné ovéfit pomoci roztokové ICP-MS,
kterému predchazel mikrovinny rozklad v prostfedi kyseliny dusicné a peroxidu vodiku
Vv poméru 2:1. Pro kazdy kalibra¢ni bod byl rozklad provadén ve dvou replikach, jejichz

vysledky byly nasledn¢ zprimérovany.

Do namétenych hodnot bylo nutné zapocitat zied’'ovaci faktor a vysledna koncentrace
byla nasledné jesté prepoctena na hmotnost Cisté agardzy. Vysledné hodnoty koncentraci
kalibraéni fady pro *°Mn, *°Fe, “Cu a ®°Zn jsou uvedeny v tabulce 5 a jsou vyjadieny jako
naméfena koncentrace + smérodatna odchylka [ug.g™]. Pro viechny ostatni prvky >’Al, >V,
*Co, *Ni, *Mo, ™'Ccd a ?®Pb vysly hodnoty velmi podobng, ale pro piehlednost jsou
Vv tabulce uvedeny jen prvky, které byly vybrany pro kvantitativni analyzu LA-ICP-MS.
Piesné urcend koncentrace je velmi dilezitd pro vyhodnocovani dat naméfenych pomoci LA-

ICP-MS, nedochazi ke zkresleni vysledk.

Tabulka 5: Koncentrace pfipravenych kalibra¢nich standarda

Kalibra¢ni Ové&iena koncentrace agarézovych geli [pg.g”]
radi >Mn *oFe %Cu %7n
[ng.g”]
25 21,0+0,8 23,7+0,8 23,8+10 24,6+ 4.1
50 502+2,3 57,1+ 4,4 52,7+3,1 51,8+62
75 70,2 +0,2 72,3+6,1 71,0+ 3,2 72,0 £ 14,1
100 97,6 + 11,8 100,5+11,2 101,1 £11,0 94,5+11,3
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4.1.1. ANALYZA KALIBRACNI RADY STANDARDNICH ROZTOKU

Kalibracni rada obsahovala celkem 6 kalibra¢nich roztokt o koncentracich 1; 10; 50;
100; 250 a 500 ug.l’l, piipravenych z viceprvkového vodného kalibracniho standardu
MIX 015 o hmotnostni koncentraci 100 mg.I" tak, aby bylo pouzito maximaln& stonasobné
fedéni v jednom fedicim kroku. Analyzovano bylo téchto 11 vybranych prvkl: Al, V, Mn, Fe,
Co, Ni, Cu, Zn, Mo, Cd a Pb.

Tabulka 6: Piehled rovnic linearnich kalibra¢nich zavislosti méfenych izotopt prvki véetné
jejich korelaénich koeficientii

Izotop prvku Rovnice linearni kalibra¢ni Hodnota korela¢niho
zavislosti koeficientu R?

Al y = 966,52 + 4487 4 1,0000
>y y = 24074x + 3090,4 1,0000
>Mn y = 17748x + 1676,8 1,0000
ke y = 25165x — 25453 0,9986
*Co y = 43973x — 102220 0,9986
*ONj y = 11519x — 19114 0,9985
**cu y = 29858x — 20060 0,9986
%Zn y = 5344,9x + 10351 0,9986
Mo y = 15998x + 36860 0,9986
led y = 7747,6x — 16684 0,9983
“%®pp y = 59124x — 121151 0,9983

Pro vSechny métené izotopy bylo dosazeno linearni kalibracni zavislosti s korelacnim
koeficientem v rozsahu od 0,9983 do 1,0000. Rovnice kalibra¢nich zavislosti jsou uvedeny
v tabulce 6 vcetné jejich korelacnich koeficientti. Nejnizs$i hodnoty korelacniho koeficientu
byly naméfeny u "Cd a 2®Pb, naopak nejvyssich bylo dosazeno u #Al, *V a *Mn.
Pro vybrané prvky >Mn, *°Fe, %Cu a ®Zn jsou linearni kalibra¢ni zavislosti vyobrazeny

na obrazku 14, v¢etné rovnice ptimky a korelacniho koeficientu.

56



— 10000000 -
Z Mn
= 8000000 -
=
=
§ 6000000 -
w
s 4000000 -
'S -
= y =17748x + 1676,8
g 2000000 R 1,000
= 0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Koncentrace [ug.|]
14000000 -
=z 6Fe
£ 12000000 -
= 10000000 -
gn 8000000 -
5 2000000 Y = 25165x - 25453
& 2000000
=
b 0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Koncentrace [ng.I"%]
—. 20000000 - 63CY
By
= 15000000 -
=
=
2P 10000000 -
8 y = 29858x - 20060
-
=
- 0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Koncentrace [ug.I"t]
T 3000000 - 6671
22500000 -
:E' 2000000 -
-0 1500000 -
< 1000000 y = 5344,9x + 10351
N 2 _
£ 500000 R*=0,9986
=
0 T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Koncentrace [ug.I]

Obrazek 14: Grafy zavislosti intenzity signalu izotopti *>Mn, *°Fe, ®3Cu a ®®Zn [cps]

na koncentraci [ug.l'l], vcetn€ rovnice linearni kalibra¢ni zavislosti a korela¢niho koeficientu
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4.1.2. ANALYZA REFERENCNICH MATERIALU

Pti ovéfovani koncentraci analyzovanych prvkl v pfipravenych agar6zovych gelech
pomoci roztokové ICP-MS byly analyzovany také certifikované referencni materialy TM-15.2
(LOT 0313) a TMDA-64.2 (LOT 1010) pro zajisténi kontroly kvality vysledkd v prub&hu
jednotlivych méfeni. V obou piipadech se jedna o vody z Ontarijského jezera, které byly

zfiltrovany, zfedény a uchovavany v chladu v prostredi 0,2 % kyseliny dusi¢né.

V tabulce 7 jsou prezentovany vysledky jednotlivych méfeni [pgl™] a zaroven jejich
porovnani s uvedenymi certifikovanymi hodnotami referen¢nich materiali. Z porovnani
naméfenych hodnot koncentraci a certifikovanych hodnot lze fict, Ze izotopy 51V, 55Mn, 56Fe,
*Co, ®Ni, Bcu, ®zn, *Mo, ™cd a *®Pb vykazuji v priibdhu kazdého méfeni stabilni
koncentrace, které jsou Vrozmezi daném certifikovanymi hodnotami. U izotopu 2’Al lze
pozorovat mirné zvysené koncentrace u CRM TM-15.2, avsak u CRM TMDA-64.2 jsou jeho
koncentrace Vrozmezi daném certifikovanymi hodnotami. Hlinik patii mezi bézné

kontaminanty, a to je zfejmée diivod jeho zvySenych koncentraci.
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Tabulka 7: Piehled hodnot certifikovanych koncentraci vybranych izotopt a jejich stanovena
koncentrace v danych certifikovanych referenénich materialech v rtiznych dnech méteni,
viechny uvedené koncentrace jsou v jednotkéach [ug.1™]

CRM TM-15.2
Izotop Pied Po Pied Po Pied Po
prvku ct20 mérenim | méfeni | méfenim | méreni | méfrenim | méreni
25.11. 25.11. 3.12. 3.12. 19.1. 19.1.
Al 33,9+ 4.6 38,8 37,9 37,8 38,6 38,9 39,5
Sy 132+ 1,4 13,1 13,4 13,6 14,4 13,5 13,9
“Mn | 18,1+1,4 17,5 18,6 18,4 19,0 18,1 18,7
YFe | 26,0+4,7 24,5 25,3 27,4 28,1 26,6 27,5
¥Co | 151+1,4 15,7 16,0 15,7 16,1 15,7 15,6
ONj 17,6 + 1,6 17,3 17,9 17,8 18,3 17,0 17,4
BCu | 173+16 17,3 17,4 18,5 18,9 15,9 17,0
%®zZn | 354+42 34,6 37,2 36,4 36,8 37,0 38,2
Mo | 143+1,8 14,6 15,0 12,8 15,5 13,6 14,9
Wed |o12,9+1,1 13,4 12,8 13,5 14,0 13,8 13,2
®pp | 11,7+1,1 11,8 12,2 11,6 11,9 12,1 11,8
CRM TMDA-64.2
2IAl | 290 25,0 277,2 285,4 277,8 288,9 276,4 287,9
Sy | 290 +20,5 287,8 301,8 293,6 301,1 290,3 298,5
SMn | 295+22,3 289,9 287,6 291,3 299,1 288,4 296,2
®Fe | 306+27,1 303,3 310,1 302,8 309,3 304,9 303,4
¥Co | 254+184 257,2 260,7 257,2 259,7 260,3 259,4
ONi | 263+18,9 259,8 271,8 269,8 273,2 272,0 269,5
8cu | 274+241 275,0 279,3 276,5 280,1 277,3 278,8
%®zZn | 310+26,5 321,2 330,7 334,0 324,1 334,2 334,1
BMo | 290+24,6 270,6 279,6 268,8 278,0 258,9 280,3
Med | 266 +22,1 277,8 276,3 283,6 286,7 251,6 251,6
28pp | 288 + 26,4 283,1 279,8 287,7 290,5 265,0 271,9
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4.2. OPTIMALIZACE

4.2.1. OPTIMALIZACE ENERGIE LASERU

Pfed samotnym méfenim realnych vzorkll byl testovan optimalni vykon laseru
v rozmezi 10 — 100 %, po 10 %. Pouzité hodnoty laserového toku (laser energy density)
odpovidaly hodnotam 1,06; 2,12; 3,18; 4,24; 5.29; 6,35; 7,41; 8,47; 9,53 a 10,59 J.cm™
Optimaliza¢ni méfeni byla provedena s velikosti laserového svazku 110 pm, rychlosti posunu

110 um.s'l, frekvenci 10 Hz a pritokem hélia kolizni celou 2 ml.min?.

Primérné hodnoty intenzity signalu [cps] korigované na pozadi jsou uvedeny
v tabulce 8 vcetné vypoctené relativni smérodatné odchylky pro kazdy prvek a matrici.
Obecné by se dalo fici, ze s rostouci energii laseru pozvolné roste intenzita signalu izotopu
prvku, az do bodu, kde dosdhne prvniho maxima a nasledné signdl mirn¢ poklesne a dale
roste, nez dosahne dal§iho maxima. Optimalni energii laseru pro danou matrici odpovida
pravé prvni maximum. Vyjimkou jsou Mn a Fe u mozkové tkdn¢, kdy intenzita signalu
neustéle roste a v zadném bod& nedochazi k jeho poklesu. Naristu intenzit pro *°Mn a *°Fe byl
zpusoben pfili§ vysokou energii laseru, kdy doSlo k uplné ablaci zivocisné tkané a nasledné
ablaci podkladového mikroskopického sklicka, které svym chemickym slozenim pfispivalo

ke vzniku spektralnich interferenci “°Ar'®0* a *K*0* zat&ujici stanoveni *>Mn a *°Fe.

Relativni smérodatné odchylky se pohybovaly v rozmezi od 3,5 do 19,3 %. Nejnizsi
relativni smérodatna odchylka 3,5 % byla vypoctena pro Cu Vv tablet¢ z CRM pro energii
laseru 80 %. Nejvyssi relativni smérodatna odchylka 19,3 % byla vypocétena pro Fe
hodnotu RSD. Pro agar6zovy gel jsou nejnizsi relativni smérodatné odchylky pro energii
laseru 30 a 40 %, pro tablety z CRM 80 a 90 %, mezitim vSak intenzita signalu nékolikrat
klesla. Pro mozkovou tkan jsou to energie laseru 90 a 20 %, a pravé 20 % byla vybrana jako
optimalni, pfi vyssich energiich laseru dochazi k jiz zminénému propaleni mozkové tkané a

nasledné ablaci podkladového mikroskopického sklicka.
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Tabulka 8: Piehled hodnot intenzit signalu a RSD pro vybrané prvky a vSechny druhy

matrice
Analyzované prvky
53 13 55 %
Matrice Energie Intenzitgu Intenzit:;l:e Intenzitlt;/In Intenzitfn

laseru signalu RSD signalu RSD signalu RSD signalu R(?D

lps] | | peps | PO1) peps) | PO | pepsy | I

10 % 6574,4 | 10,3 | 5733,1 8,0 4225,6 9,3 524,6 8,3

20 % 9593,4 7,4 8088,3 6,5 6163,1 7.4 819,5 10,1

30% | 10856,4 | 7,4 9510,6 7,8 7068,8 7,2 960,6 7,3

IS 409% | 116275 | 7,1 | 100724 | 6,2 7543,1 7.4 1020,9 7,9
E = 50% | 11310,8 | 10,4 | 9686,8 9,8 72455 9,8 979,5 11,4
;«T‘) o 60% | 117814 | 9,2 | 101834 | 8,1 7641,0 8,9 1056,3 | 10,5
< 70% | 114935 | 8,8 9778,8 8,2 7398,6 8,3 1032,7 8,6
80% | 12872,8 | 10,9 | 10770,9 | 105 | 8177,3 | 11,3 | 1110,7 9,1

90% | 12971,7 | 13,0 | 112755 | 10,4 | 8340,8 | 10,9 | 10478 | 12,1

100% | 13583,6 | 10,9 | 12230,7 | 10,3 | 8564,5 | 10,3 | 1046,0 | 10,6

10% | 11582,8 | 5,7 | 23404,2 | 8,3 1891,8 7,3 | 18687,8 | 6,4

20% | 138244 | 5,6 | 26469,7 | 5,7 2256,8 6,6 | 22504,3 | 4,7

30% | 14903,8 | 6,9 | 30368,6 | 8,6 2418,3 6,5 | 23564,0 | 4,6

- 409% | 14122,2 | 58 | 29235,7 | 6,7 2356,2 6,6 | 23019,6 | 6,7
@ 509% | 145014 | 6,8 | 299354 | 7,6 2359,7 7,2 | 23179,0 | 5,9
3 60% | 149444 | 7,6 | 30933,3 | 8,2 24476 8,0 | 22650,1 | 5,5
= 70% | 13852,8 | 7,7 | 30383,0 | 10,1 | 2298,8 56 | 208139 | 7,7
809% | 15042,0 | 3,5 | 30268,4 | 5,4 2513,7 55 | 20797,8 | 6,0

90% | 172183 | 5,6 | 35687,2 | 6,8 2846,8 6,0 | 242640 | 4,4

100% | 179525 | 7,1 | 364715 | 8,2 2995,9 7,2 | 26793,0 | 8,0

10 % 886,0 7,2 4681,1 | 19,3 1749 9,0 499,3 8,1

20 % 1024,0 8,4 6754,2 | 115 391,0 6,5 510,6 6,7

= 30 % 986,0 8,3 7421,7 6,8 510,6 7,6 472,5 9,5
}ﬂf 40 % 1038,3 7,0 8390,8 8,3 616,8 6,5 428,8 7,8
‘s 50 % 1020,3 6,7 9642,4 | 10,2 712,5 6,4 436,7 9,2
S 60 % 1015,3 1,7 9990,5 7,8 823,1 7,4 441,4 8,2
S 70 % 980,7 53 | 10976,2 | 6,8 938,1 7,2 421,3 1,7
= 80 % 1020,1 7,2 | 120734 | 7,3 1082,4 6,0 489,9 11,7
90 % 1006,5 50 | 14767,8 | 8,1 1397,7 54 504,8 7,5

100% 1046,5 59 | 15768,1 | 4,5 1537,3 4,7 498,1 7,9
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Obrazek 15: Graf zavislost intenzity signalu >>Mn, *°Fe, ®Cu a ®°Zn na pouzité energii laseru
pro agarozovy gel (c =50 ug. g'l)

V grafu (obrazek 15) je vidét, ze s rostouci energii laseru dochéazi k narGstu intenzity signalu
pro vSechny c¢tyfi vybrané prvky. Prvni pokles hodnoty intenzity signalu je pfi 50 % energii
laseru. S ohledem i na hodnotu intenzity signalu a hodnotu RSD byl pro kalibra¢ni agardézové

gely zvolen jako optimalni vykon laseru 40 %, a to odpovida laserovému toku 4,24 J cm’,
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Obrazek 16: Graf zavislosti intenzity signalu °>Mn, *°Fe, ®Cu a ®®Zn na pouzité energii
laseru pro tabletu z CRM (CRM 1566b)
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V grafu (obrazek 16) je vidét, Ze s rostouci energii laseru dochazi k narlstu intenzity signalu
pro vSechny ¢tyfi vybrané prvky. Prvni pokles hodnoty intenzity signalu je pii 40 % energii
laseru. S ohledem i na hodnotu intenzity signalu a hodnotu RSD byl pro tabletky z CRM

zvolen jako optimalni vykon laseru 30 %, a to odpovida laserovému toku 3,18 Jem?,
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Obrazek 17: Graf zavislosti intenzity signalu >>Mn, *°Fe, ®*Cu a ®Zn na pouzité energii
laseru pro mozkovou tkan

V grafu (obrazek 17) je vidét, Ze pro Cu a Zn hodnota intenzity signdlu po 20 % energii laseru
roste, dale dochazi k propadu a nésledné stagnaci intenzity signalu. Naopak u Mn a Fe
hodnota intenzity signalu S rostouci energii laseru prudce stoupa. Pti pouziti laseru s energii
vy$si nez 20 % dochazi ke kvantitativni ablaci mozkové tkané az na podkladové sklicko, které
je poté rovn&z ablatovano. NérGst intenzit pro >>Mn a *Fe je zpusoben spektralnimi
interferencemi  *K*0* a “°Ar'®0" vznikajici kombinaci prvké podkladniho materialu
(mikroskopického sklicka) a nosného plynu. S ohledem na tyto faktory, hodnoty intenzity
signalu a hodnoty RSD byla pro mozkové tkané zvolena jako optimalni energie laseru 20 %, a

to odpovida laserovému toku 2,12 Jem®.
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4.2.2. OPTIMALIZACE PRUTOKU HELIA KOLIZNi CELOU

Pted samotnym meéfenim byl testovan optimalni pritok hélia kolizni celou v rozmezi
0,0 az 3,0 ml.min™, po 0,5 ml.min™. Optimaliza¢ni m&feni byla provedena s velikosti
laserového svazku 110 pm, rychlosti posunu 110 pm.s™, frekvenci 10 Hz a vykonu laseru
v rozmezi 20 — 40 % v zavislosti na typu matrice. Pro agar6zovy gel byla pouzita energie
laseru 40 % (4,24 J.cm™), pro tabletu z CRM 30 % (3,18 J.cm™) a pro Zivo&isnou tkai 20 %
(2,12 J.cm™). Intenzitni data byla sbirdna po dobu 1,5 minuty, kdy prvnich 10 a poslednich
30 sekund byly sbirany data pro signal pozadi.

Primémné hodnoty signaléi pozadi izotopi *°>Mn, *°Fe, ®Cu a ®°Zn byly vyneseny
do grafu jako zavislost logaritmu intenzity pozadi [cps] na pratoku hélia kolizni celou

[ml.min™] (obrazek 18).
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Obriazek 18: Grafy zavislosti logyo intenzit signalu pozadi *°Mn, *°Fe, ®3Cu a *®Zn [cps] na

rostoucim pritoku hélia kolizni celou [ml.min™]
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V grafech pro izotopy >>Mn, *°Fe a ®Cu je pozorovan trend, Ze s rostoucim pritokem
hélia kolizni celou od 0,0 do 3,0 ml.min™ klesa signal pozadi. Rostouci priitok hélia kolizni
celou zvysuje tlak uvnitt kolizni cely, a tim roste pocet ion-molekulovych koliznich reakci,
coz vede k ¢inn&jd eliminaci polyatomickych interferenci “°Ar**N*H* pro **Mn*, “°Ar'®0*
pro *°Fe* a “*Ar®Na* pro ®Cu*. Zavislost intenzity signalu izotopu ®Zn na pritoku hélia
nevykazuje tento trend. Pokles signalu pozadi je velmi pozvolny, jelikoz izotop ®*Zn neni

vyznamné zatizen polyatomickymi interferencemi pochézejicich z argonu.

Z vypoctenych prumérnych hodnot intenzity signalll a intenzit pozadi byly vypocteny
poméry signalu k sumu (SNR) pro kazdy prvek a kazdou matrici zvlast’ (rovnice 7). Dosazené
hodnoty koncentraci jsou uvedeny v tabulce 9. Koncentrace prvku v agarézovém gelu byly
zjistény pomoci roztokové ICP-MS, pro tabletu byly opsany z pfilozeného certifikatu a

pro mozkovou tkaf byly Gerpany z literatury®’.

Tabulka 9: Piehled koncentraci prvkid v optimalizovanych matricich

Koncentrace izotopu prvki [ug.g’l]
Matrice >>Mn *°Fe *cu *%Zn
Agarozovy gel 54,85 57,67 59,19 66,13
Tabletaz CRM 18,5 205,8 71,6 1424
Mozkova tkan 0,23 31,0 10,3 10,7

Klesajici signal pozadi vede ke zvySeni poméru signal k Sumu pro izotopy >Mn, *°Fe
a ®3Cu (obréazek 19). Izotop zinku ®®Zn nema polyatomické interference, nedochazi k poklesu
signalu pozadi a tim nedochazi ke zlepSeni poméru signalu k Sumu. Z tohoto diivodu nejsou
vlozeny grafy zavislosti SNR zinku na pritoku hélia kolizni celou [ml.min™]. V grafech lze
pozorovat trend, hodnota SNR nartistd az do bodu, kde dosdhne maximalni hodnoty a
nasledn¢ pozvolna klesd. Pravé hodnota maximalniho bodu je optimalni hodnota pritoku
pro dany prvek, poskytl nejvy$Si hodnotu signalu. U nékterych prvkd se jevil pritok
1,5 ml.min™ lepsi, ale sohledem na fakt, Ze se jednd o multielementirni analyzu, tak
s ohledem na ostatni prvky byl zvolen jako optimalni priitok 2 ml.min™. Kalibraéni méfeni
stejné jako hmotnostné¢ zobrazovaci experimenty byly méteny pfi pritoku hélia kolizni celou

2 ml.min™.
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Obrazek 19: Zavislost SNR [pg.g™] *>Mn, %Fe a %Cu na rostoucim pratoku hélia kolizni

celou




4.3. KALIBRACE

4.3.1. KALIBRACE AGAROZOVYMI GELY

Kalibra¢ni standardy byly méteny pomoci LA-ICP-MS s frekvenci 10 Hz, vykonem
laseru 40 %, pritokem hélia kolizni celou 2 ml.min™. Mé&feni byla provedena vzdy ve dvou
replikach pro tfi razné velikosti laserového svazku 85, 110 a 150 um a tomu odpovidajici
rychlosti posunu 85, 110 a 150 um.s™. Intenzitni data byla sbirana po dobu 1,5 minuty, kdy
prvnich 10 a poslednich 30 sekund byla sbirana data pro signal pozadi. Naméfend data byla
zprimérovéana a vynesena do grafu jako zavislost intenzity signalu *°Mn, *°Fe, ®Cu a *Zn

[cps] na jejich koncentraci [pg.g™] ziskané z roztokové analyzy (kapitola 4.1.).
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0 20 40 60 80 100 120
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Obrazek 20: Kalibraéni kiivky pro *°Mn
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Obrazek 21: Kalibra¢ni kiivky pro =
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Obrazek 22: Kalibracni kiivky pro %3Cu

68




800 1 Zinek
700 -

y =7,4525x - 3,3933
600 1 R =09973

500 -

y =4,9906x - 13,904
R?*=10,9951

400 - © 150 um

300 - E110um

200 - 85 um

Intenzita signalu [cps]

y =2,6774x - 0,4111
R?>=0,9896

0 ' | T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Koncentrace [pg.g?]

100 -

Obrazek 23: Kalibra¢ni kiivky pro %Zn

Na obrazcich 20 — 23 jsou zobrazeny grafy zavislosti intenzity signalu na koncentraci
pro >>Mn, e, ©3Cu a ®®zn. Pro kazdou linearni kalibradni zavislost je uvedena jeji rovnice,
véetné korelaéniho koeficientu, které byly pouzity pro vypodet koncentrace *°Mn, *°Fe, BCua
%7n v zivogisnych tkanich. Hodnoty koreladniho koeficientu se pohybovaly v rozsahu 0,981
az 0,9973.

4.3.2. JEDNOBODOVA KALIBRACE (TABLETY Z CRM)

Vylisované tablety z CRM byly analyzovany pomoci LA-ICP-MS s frekvenci 10 Hz,
vykonem laseru 30 %, pritokem hélia kolizni celou 2 ml.min™ a pii tfech riiznych velikostech
laserového svazku 85, 110 a 150 um a tomu odpovidajici rychlosti posunu 85, 110 a
150 pm.s™. Intenzitni data byla sbirana po dobu 1,5 minuty, kdy prvnich 10 a poslednich 30
sekund byla sbirdna data pro signal pozadi. Naméfena data byla zprimérovana a jejich
hodnoty jsou uvedeny v tabulce 10, vcetné¢ smérodatné odchylky. Ziskané hodnoty byly
pouzity jako jednobodova kalibrace pro kvantitativni stanoveni >Mn, *°Fe, ®Cu a ®zn

Vv ZivociSnych tkanich.
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Tabulka 10: Koncentrace >>Mn, *°Fe, ®Cu a ®Zn v CRM a jim odpovidajicich intenzity
signalu pro tii rizné velikosti laserového svazku 85, 110 a 150 um

CRM Intenzita signalu + smérodatna odchylka [cps]
Koncentrace
Nazev | lzotop | prvku + jeho 85 um 110 um 150 pm
prvku nejistota
[ngg’]
>Mn 8,3+0,4 310,7 + 31,8 464.4 + 48,0 833,1 £ 57,1
Pork | *°Fe 1050 + 80 | 44221,7+3431,9 | 65564,2 +5518,7 | 117584,6 + 6282,9
liver | ®cCu 172+1 8941 + 98,4 1283,4+119,9 2309.5 + 1348
%Zn 172 £8 381,6 + 45,8 648,6 £ 56,0 1845,7 + 96,0
“Mn | 18,5+02 1355,2 + 68,0 17333+ 117,1 22459 +122,6
1566b | *°Fe | 205,8+6,8 | 164283 +1208,5 | 20787,5 + 1656,8 | 26779,2 + 13822
8cu | 71,6+1,6 7850,7 + 3534 9914,5 + 592.2 13242.9 + 696,8
%Zn 1424 + 46 11952,9 £ 579.8 | 15560,5+793,1 | 22835,0 + 1034,1
“Mn | 13,6+12 600,0 + 44.5 804,4 + 64,4 1182,4 + 89,5
TORT- | *°Fe 105+ 13 6047,1 + 443,7 8062,6 + 611,7 122935 + 799,4
2 %cu 106 + 10 7875,1 £ 531,1 10415,0 + 667,2 15208,0 + 987,2
%Zn 180 £ 6 704,1 + 48,6 991,0 + 51,4 1994,2 + 983
n=3

Namétené hodnoty uvedené v tabulce byly pro zajimavost vyneseny do grafti jako

zavislost intenzity signalu [cps] na koncentraci [pg.g”]. Vysledkem byly linearni kalibragni
zavislosti popsany rovnici s korelacnim koeficientem v rozmezi od 0,8546 do 0,9998. Grafy a
rovnice linearni regrese zde nejsou uvedeny, a ani nebyly pouZity pro vypocet koncentrace
prvkl v zivocisnych tkanich. Divodem je fakt, Zze kazdy z CRM materiali ma jiné slozeni

matrice.

4.3.3. KALIBRACE STANDARDNIM PRIDAVKEM

Obohacena mozkova tkan byla analyzovdna pomoci LA-ICP-MS s frekvenci 10 Hz,
priitokem hélia kolizni celou 2 ml.min™, vykonem laseru 20 % a pfi tiech riiznych velikostech
laserového svazku 85, 110 a 150 um a tomu odpovidajicich rychlostech posunu 85, 110 a
150 um.s’l. Intenzitni data byla sbirana po dobu 1,5 minuty, z toho prvnich 10 a poslednich
30 sekund byla sbirana data pro signal pozadi. Naméfena data byla zprimérovana a vynesena
do grafu jako zavislost intenzity signalu >>Mn, *°Fe, ®Cu a %Zn [cps] na jejich

koncentraci [pg.g™].
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Obrazek 25: Kalibraéni kiivky pro *oFe
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Intenzita signalu [cps]
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Obrazek 26: Kalibracni kiivky pro %3Cu
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Obrazek 27: Kalibraéni kiivky pro %Zn

Na obrazcich 24 — 27 jsou zobrazeny grafy zavislosti intenzity signalu na koncentraci

pro >*Mn, *°Fe, ®Cu a ®®Zn. Pro kazdou linearni kalibragni zavislost je uvedena jeji rovnice,
vcetné korelacniho koeficientu, které byly pouzity pro vypocet koncentrace *Mn, *°Fe, ®Cu a
%Zn v zivotisnych tkanich. Hodnoty koreladniho koeficientu se pohybovaly v rozsahu
od 0,9806 do 0,9996.
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4.4, IMAGING ZIVOCISNYCH TKANI

Zivodisné tkané upevnéné na mikroskopickém sklicku byly piipravené dle vyse
uvedeného postupu (kapitola 3.1.4.) a analyzovany pomoci LA-ICP-MS s frekvenci 10 Hz,
prittokem hélia kolizni celou 2 ml.min™ a vykonem laseru 20 %. Analyzovany byly tkafové
fezy dvou odlisnych zivocisnych tkani, a to neonatalniho mysiho mozku a mysi ledviny.
Kazda ztkani byla analyzovana s jinou velikosti laserového svazku a tomu odpovidajici
rychlosti posunu laseru v zavislosti na pozadovaném laterdlnim (prostorovém) rozliSeni. Data

byla sbirana linie po linii napti¢ celou analyzovanou tkani.

Pouzitim rtizné velikosti laserového svazku jsem chtéla docilit lepsiho prostorového
rozliSeni, respektive ziskat lepsi informaci o distribuci kovl. S lep$im rozliSenim ziskame 1

lepsi obrazky, kde se odrazi i struktura analyzované tkané€.
1. Mozkova tkan

Neonatalni mysi mozkova tkan byla analyzovana pomoci LA-ICP-MS s rozlisenim 110 pm a
rychlosti posunu laseru 110 um/s. Méfena byla prostorova distribuce celkem 4 izotopu a to:
>Mn, *°Fe, ®Cu a ®Zzn. Pro kvantifikaci byly pouzity celkem 3 druhy kalibraci, pomoci
agardzového gelu, tablet vylisovanych z CRM (celkem 3) a obohacené mozkové tkané.
Vysledky méfeni jsou shrnuty a porovnany na obrazku 28, spole¢né s optickym obrazkem

(skenem s rozliSenim 4 800 dpi) analyzované tkan¢.

Distribuce kovi siln¢ zavisi na struktufe dané tkan¢, napiiklad v mozkové kuie je koncentrace
prvkii niZsi, neZ je tomu v jinych &astech. Distribuce ®Cu a ®°Zn v mozkové tkani je relativng
homogenni a z jejich prostorové distribuce je ziejma struktura mozkové tkané. Naopak
u>Mn a *Fe se vyskytuje vice oblasti 0 vyssi koncentraci a neni tak znatelnd struktura
mozku jako u médi a zinku. Naméfené intenzity signalu pro >>Mn a *Cu byly v mé&feném
kalibracnim rozsahu (0 — 100 ug.g'l), nejvyssi hodnoty se pohybovaly Vrozmezi 11,2 —
23,9 ug.g'1 pro mangan a 9,4 — 19,8 ug.g'1 pro méd’. Naopak naméfené intenzity signalu pro
*®Fe byly mimo rozsah, jeho nejvyssi hodnoty odpovidaly koncentracim 396,0 — 700,2 pg.g™.
Nékolika nasobné kalibra¢ni rozsah piesahovaly. Nejvyssi ziskané hodnoty koncentraci

pro ®Zn byly nizsi neZ pro *°Fe a pohybovaly se v rozsahu 100,7 — 291,7 ug.g™.
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Obrizek 28: Prostorové distribuce izotop *>Mn, *°Fe, ®*Cu a ®*°Zn v mozkové tkani, vietné
koncentra¢nich stupnic [pg.g™'] z riiznych druhii kalibra¢nich postupt

(A —agarézovy gel, B— CRM pork liver, C— CRM 15566b, D — CRM TORT-2, E —
mozkova tkan se standardnim ptidavkem)



2. Mozkova tkan

Hypoxicko-ischemicky poskozena neonatalni mysi mozkova tkan byla analyzovana pomoci
LA-ICP-MS s rozlisenim 150 um a rychlosti posunu laseru 150 um/s. Métena byla prostorova
distribuce celkem 4 izotopt a to: >°>Mn, *°Fe, %Cu a ®®zn. Pro kvantifikaci byly pouzity
celkem 3 druhy kalibraci, pomoci agar6zového gelu, tablet vylisovanych z CRM (celkem 3) a
obohacené mozkové tkané. Vysledky méfeni jsou shrnuty a porovnany na obrazku 29,

spole¢né s optickym obrazkem (skenem s rozlisenim 4 800 dpi) analyzované tkané.

Prostorova distribuce °°Zn v poskozené mozkové tkani je homogenni, nepodava Zadné
informace o struktufe. Prostorova distribuce ostatnich mé&fenych kovi >>Mn, *°Fe a ®3Cu
v mozkové tkani je relativné homogenni, az na nékolik oblasti, kde je koncentrace téchto
izotopt kovl vyssi. Z prostorové distribuce téchto kovl je jasné zfetelnd struktura mozkové
tkang. Ziskané hodnoty koncentraci pro >>Mn a ®*Cu byly v mé&feném kalibra¢nim rozsahu
(0— 100 pg.g™), pro mangan 7,8 — 25,5 pug.g™ a pro méd’ 13,5 — 26,3 pg.g™. Naméfené

intenzity signalu pro *°Fe a ®zn byly mimo kalibra¢ni rozsah, ale jejich hodnoty byly

podstatné nizsi, nez u kontrolni mozkové tkané. Hodnoty koncentraci pro = byly v rozmezi

2152 -318,6 pg.gtapro®zn81,1-174,9 pg.g™.

25,5
95

. 78
10,9

13,6
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Obrazek 29: Prostorové distribuce izotopti Mn, *°Fe, ©Cu a ®Zzn v mozkové tkani, v¢etné
koncentraénich stupnic [pg.g™] z riiznych druht kalibragnich postupi

(A —agardzovy gel, B— CRM pork liver, C — CRM 15566b, D — CRM TORT-2, E -

mozkova tkan se standardnim ptidavkem)

3. Ledvinova tkan

Ledvinova tkan byla analyzovana pomoci LA-ICP-MS s rozliSenim 85 pm a rychlosti posunu

laseru 85 um/s. Méfena byla prostorova distribuce celkem 4 izotopt a to: >Mn, *°Fe, *Cu a

%7n. Pro kvantifikaci byly pouZity celkem 3 druhy kalibraci, pomoci agar6zového gelu, tablet

vylisovanych z CRM (celkem 3) a obohacené mozkové tkang€. Vysledky méfeni jsou shrnuty

a porovnany na obrazku 30, spole¢né s optickym obrazkem (skenem s rozlisenim 4 800 dpi)

analyzované tkan¢.
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Prostorova distribuce kovl v ledvinové tkani neni tak homogenni, jako tomu bylo u tkané
mozkové. Z prostorové distribuce *°Fe je jasné zfetelnd struktura ledvinové tkang. U ostatnich
kovili tyto informace o struktufe chybi. U ledvinové tkan€ bylo pozorovano hromadéni kovi
Vv urcitych oblastech. Pro %3Cu a %zn byly naméfeny podstatné¢ vyssi koncentrace na pravé
strang tkafiového fezu, a pro *>Mn uprostied. Ziskané hodnoty koncentraci pro >>Mn, *°Fe i
%3Cu byly v méfeném kalibraténim rozsahu (0 — 100 pg.g™), pro mangan byly ziskany hodnoty
8,2 — 22,3 pg.g?, pro zelezo 50,1 — 112,1 pg.g™ a pro méd’ 18,2 — 46,3 pg.g™. Hodnoty
koncentraci pro *°Zn byly podstatné vyssi, 89,4 — 338,1 pg.g™, znaén& piesahuji kalibratni

rozsah koncentraci.
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Obrazek 30: Prostorové distribuce izotopti 55Mn, 56Fe, 3cu a%zn v ledvinové tkani, vCetné
koncentraénich stupnic [pg.g™'] z riiznych druhii kalibraénich postupt

(A —agardzovy gel, B— CRM pork liver, C — CRM 15566b, D — CRM TORT-2, E —
mozkova tkan se standardnim pfidavkem)

Ziskané kalibratni zavislosti 4 izotopt “°Mn, *°Fe, %Cu a *°Zn byly aplikovany na 3 tkanové
fezy ze dvou odlisnych zivocisnych tkani (obrazky 28 — 30). VSechny ziskané koncentra¢ni
stupnice pro dany izotop jsou uvedeny na pravé strané¢ obrazku zobrazujici prostorovou
vybrané izotopy bylo dosazeno aplikovanim jednobodové kalibrac¢ni zavislosti z CRM 1566b.
Naopak nejvyssich hodnot koncentraci bylo dosazeno dosazenim namétenych hodnot intenzit
do rovnic kalibracnich zavislosti ziskanych prométenim agar6zovych geli. Zavérem lze fici,
ze aplikované kalibra¢ni postupy poskytuji velice podobné vysledky o obsahu biogennich
kovi v biologickych tkanich.

Prostorova distribuce kovi siln€ zavisi na struktuie zivoc¢isné tkang, naptiklad v mozkové
kife je koncentrace kovi niz$i, nez je tomu v jinych ¢astech mozku. Prostorové distribuce
55Mn, 56Fe, 3Cu a %zn jsou v mozkové tkani relativné homogenni, naopak v ledvinové tkani

je viditelné hromadéni manganu, médi a zinku v urcitych oblastech.
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V kontrolni neonatalni mozkové tkani byl nejvice zastoupen izotop *°Fe, nejvyssi hodnoty
koncentraci odpovidaly rozsahu 396,0 — 700,2 pg.g” a naopak nejméné zastoupen byl izotop
3Cu. Nejvyssi dosazena koncentrace izotopu %3Cu odpovidala rozsahu 9,4 — 19,8 ug.g‘l.
Stejné jako u kontrolni mozkové tkan€ 1 v poskozené mozkové tkani byl nejvice zastoupen
izotop *°Fe, jeho nejvyssi koncentrace viak byla podstatnd nizsi (2152 — 318,6 pg.g™).
Naopak koncentrace izotopu ®Zn byla vyssi v poskozené neonatalni mozkové tkani. Nejvyssi
hodnoty koncentraci pro *Mn a ®cu byly v obou mozkovych fezech v podstaté stejné, a
vzajemné se jejich hodnoty navzajem neliSily. V ledvinové tkani byl nejhojngji zastoupen
izotop *°Zn (89,4 — 338,1 pg.g™). Jeho nejvyssi koncentrace byla podstatnd vyssi, neZ
koncentrace ostatnich mé&fenych izotopii kovi (*°Fe 50,1 — 112,1 pgg™, ®Cu 182 —
46,3 ng.gta>>Mn 8,2 -22.3 pg.g™).
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5. ZAVER

V teoretické Casti této diplomové prace je podrobné popsana instrumentace ICP-MS,
interference s moznostmi jejich eliminace, ale i instrumentace a princip laserové ablace. Dale
byly popsany a diskutovany riizné kvantifika¢ni postupy vhodné pro LA-ICP-MS. V posledni
kapitole teoretické ¢asti jsou podrobnéji diskutovany aplikace spojeni LA-ICP-MS
pro hmotnostné spektrometrické zobrazovani prostorové distribuce vybranych kovl zejména
se zaméfenim na analyzu rdznych biologickych vzorkti (mozek, ledviny, jatra, slezina,

vazivova blana pohrudnice, varlata, kréni micha, o¢ni cocka a nadory).

Cilem experimentalni ¢asti bylo jednak vyvinuti a optimalizace spojeni laserové
ablace s ICP-MS pro ucely hmotnostné spektrometrického zobrazovani biogennich prvku
v zivo¢isnych tkanich. K optimalizaci spojeni laserové ablace (Analyte G2, Photon Machines
Inc., USA) s ORS-ICP-MS (7700x, Agilent, Japonsko) byly pouzity agar6zové gely se
znamou koncentraci analyzovanych prvkl. Experimentdlné zjisténé optimalni podminky
pro LA-ICP-MS jsou energie laseru 20 % (tj. 2,12 J.cm™) a pritok hélia kolizni celou
2 ml.min™. Optimalni podminky byly pouzity pro hmotnostn& spektrometrické zobrazovéani
prostorové distribuce *°Mn, *°Fe, ®Cu a ®zn za pouziti celkem tii tkanovych fezli ze dvou
odliSnych Zivoc¢isnych tkani. Konkrétné se jednalo o neonatdlni mySi mozkovou tkan a tkan
mysich ledvin. Kazdy z tkanovych fezti byl analyzovan s jinou velikosti laserového svazku a
tomu odpovidajici rychlosti posunu laseru, V zavislosti na pozadovaném laterdlnim

(prostorovém) rozliSeni.

Pro kvantitativni analyzu prostorové distribuce vybranych 4 izotopi *>Mn, Fe, BCua
%7n byly aplikovéany tii riizné kalibraéni postupy, a to kalibrace pomoci agarézovych geld,
jednobodové kalibrace pomoci tabletek zCRM a v neposledni fadé ,,matrix-matched*
pro vSechny vybrané izotopy bylo dosaZeno aplikovanim jednobodové kalibrac¢ni zéavislosti
z CRM 1566b. Naopak nejvysSich hodnot koncentraci bylo dosazeno namétenych hodnot
intenzit do rovnic kalibracnich zavislosti ziskanych proméfenim agarézovych gell a ,,matrix-
matched standardd. VsSechny aplikované kalibra¢ni postupy poskytuji velice podobné

vysledky o obsahu biogennich kovil v biologickych tkanich.
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Na zavér lze fici, ze cile kladené na tuto diplomovou praci byly splnény. Byla
vypracovana literarni reSerSe, dale bylo vyvinuto a optimalizovdno spojeni laserové ablace
SICP-MS pro ucely hmotnostné spektrometrického zobrazovani biogennich kovl
v zivocisnych tkéanich, které bylo aplikovano na tfi tkanové fezy dvou odliSnych zivocisnych

tkani.
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CE

cps

CRM
CZE

DCP
DESI-MS
EDTA
ETV
FTICR
GC
HG-ICP-MS
HPLC
ICP
ICP-MS

ICP-OES

ITP
LA
MALDI-MS
MC

MIP

6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

kapilarni elektroforéza

counts per second (pocet impulzu za sekundu)
certifikovany referen¢ni material

kapilarni zonova elektroforéza

stejnosmérné vazané plazma

hmotnostni spektrometrie s desorpénim elektrosprejem
kyselina ethylendiamintetraoctova

electrothermal vaporization (elektrotermické odpatovani)
cyklotronova rezonance s vyuzitim Fourierovy transformace
plynova chromatografie

ICP-MS ve spojeni s generovanim t€kavych hydrida
vysoce u¢inna kapalinova chromatografie

induk¢né vazané plazma

hmotnostni spektrometrie s indukén€ vazanym plazmatem

opticka emisni spektrometrie s buzenim indukéné vazanym plazmatem

isotope dilution (izotopové fedéni)

infrared (infracervené zareni)

internal standard (vnitini standard)

izotachoforéza

laser ablation (laserové ablace)

hmotnostni spektrometr s ionizaci laserem za Gi€asti matrice
multi-collector (multikolektor)

mikrovinné indukované plazma
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MRI

MSI

Nd: YAG
PAGE
RF

SRM
TAE
TEOS
TOF

uv

VIS

zobrazovani magnetickou rezonanci

zobrazovaci hmotnostni spektrometrie
yttrium-aluminiovy granat dopovany neodymem
polyakrylamidova gelova elektroforéza

radio frequency (radiofrekven¢ni)

standardni referen¢ni material = CRM od firmy NIST
tris-acetat-ethylendiamintetraoctové kyseliny
tetraethylorthosilikat

praletovy analyzator

ultraviolet (ultrafialové zateni)

visible (viditelné zareni)
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