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ANOTACE

Diplomova prace byla vénovana optimalizaci pfipravy vzorkl kosti vyder fi¢nich pro
potfeby multielementarni analyzy metodou oa-TOF-ICP-MS a ICP-OES. Byla provedena
optimalizace lyofilizace, mleti vzorku a mikrovinného rozkladu. Spravnost metody pro
stanoveni 14 elementii byla ovéfena pomoci certifikovaného referenéniho materialu SRM®

Bone Meal 1486.
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TITLE

Multielement analysis of bone samples by oa-TOF-ICP-MS

ANNOTATION

The diploma thesis was focused on the optimization of preparation of samples of bones of river
otter for multielement analysis by o0a-TOF-ICP-MS and ICP-OES. Optimization of
Iyophilization, sample milling and microwave digestion was performed. The accuracy of the
method for determination of 14 elements was verified by analysis of SRM® Bone Meal 1486.

KEYWORDS

Multielement analysis; Analysis of bones; Lyophilization; Microwave digestion; ICP-MS;
AMA 254; FAAS, ICP-OES; River otter



OBSAH

2

UIVOU oo 10
TEOTELICKA CASL....eeuviiitiieieitiet et 11
2.1  Biologické a chemické sloZzeni kosti @ Zubt..........cccevivviiiiiiiiiiiiii e 11
2.1.1  SLOZENT KOS ...t 11
2.1.2  SlOZENT ZUDT ... 12
2.2 Chemicka analyza tkani a Jeji VYZNam .......ccccccvviiiiiiiiiieiiies e 13
2.2.1  Tké&n€ vhodné pro chemickou analyzu...........cccoeoiiiiiiiiiiiiiin 13
2.3 Izotopickd analyza a jeji VYUZItT .......ccovevviiiiiiiiiicc e 15
P T8 0] (0] o)V O PRUPRTRUPROPPRUP 15
2.3.2  Vyuziti izotopickych analyz..........cccovviiiiiiiiiii e 16
2.4 Analytické metody prvkové analyzy kosti @ Zubl...........ccocveviiiiiiiiiicicce, 19
24.1  Atomova absorpni SPEKtrOMEIIIC . ...uveivviiiiiieiiiiieiiie e 19
2.4.2  Rentgenfluorescencni analyza..........ccoceoiiieriiiiiiinieeseee e 20
2.4.3 Laserova ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s ionizaci v indukéné
VAZANEM PLAZIMALU ....veiiiiiiiiiie it b e nbb e e s b b e e s be e e e beeeannes 21
244  Opticka emisni spektrometrie s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu........... 21
2.4.5 Hmotnostni spektrometrie s ionizaci v induk¢né€ vazaném plazmatu ................ 21
2.5 Problematika prvkové analyzy kosti a biologickych materidlii..........cccocceevviiiiennnn 22
2.5.1  Spektralni INtEIfEreNCE .......ooveivieiiiieriieie e 22
2.5.2  Nespektralni interfereNCe .........ccocviiiiiiiiiiiii i 23
2.5.3  Pristupy k odstranéni interferenci ...........ccoceiiiiiiiiiicii 23
2.6 Priprava vzorku K analyze ..........cccocoiiiiiiiiiie e 26
2.6.1  Odstranéni ulpivajicich tkani z povrchu kosti a jejich fezani .............cccvveennn 26
2.6.2  LYOFIIZACE.....c.ecceeee e e 27
2.6.3  Drceni a mletl VZOTKU ......coiiiiiiiiiie e 27
2.6.4  ROZKIAAY VZOTKU ..ottt 28
EXperimentalni CASt.........cciiiiiiiiiiiieiii e 36
3.1 PouZit€ ChemMIKAIIC. .......eeviiiiiiieii e 36
3.2 PHIPIrava TOZEOKI .....oivveieeiiiiieiiiete ettt 36
3.2.1  Ptiprava 2M roztoKu HNO3........ccciiiiiiiiiiiiici e 36
3.2.2  Priprava zasobnich roztokl a standardii............ccocereeiiniiin i 36
3.2.3  Kalibracni rOZEOKY .......civeiviiieiiieiisiee sttt 37
3.3  Kontrola kvality analytickych vysledkl...........cccooiiiiiiiiii, 37
3.4  Seznam, odbér a uchovani vzorka vydiich tkani...........cccoooviiiiiiniiiicie, 38
3.5  Piiprava vzorkll K analyze ..........cccocoiiiiiiiiiiciee e 38

3.5.1  Odstranéni ulpivajicich tkani ..........cccooeiiiiiiiiii 38



6
7

3.5.2  LYOFIHIZACE....ccie et 39

3.5.3  Odstranéni zbytkl tkani a krve po lyofilizaci .........c.ccoovvviiiiiiiiiiiiiec 40
354 MICH .o 40
3.55  MikrovInnd mineraliZace...........ccovveriieiiiiiie e 41
3.6 INSIIUMENTACE. ..ot e 42
3.6.1  Mikrovinné zatfizeni Speedwave XPert........ccccvvviiiiiriiiiiiniiie e 42
3.6.2  Lyofilizator CoolSafe Pro ......ccoccuviiiiiiiiiic e 43
3.6.3  Podvarové destilacni ZafiZeni........cceeiueiiieiiiiiiie e 44
3.6.4  Skenovaci elektronovy mikroskop VEGA3 SBU ........cccocvviiiiiiiiiiiiciice i 44
3.6.5  Analyzator velikosti ¢astic Mastersizer 2000MU ..........ccccovcveiiiiieiiiiieinine e 45
3.6.6  Analyzator rtuti AMA 254 ....ooiiiiiee 45
3.6.7  Atomovy absorp¢ni spektrometr GBC SensAA........cccoooeiiiiieniiniie e 46
3.6.8  ICP-OES spektrometr GBC Integra XL ........ccccoovevieiiieiieiie e 47
3.6.9 0aTOF-ICP-MS spektrometr GBC OptiMass 9500 0aTOF..........c.ccccvvivvvenenn. 48
3.6.10 Ostatni pristroje @ POMUCKY ....ccviiiiiiiiiiiieiii e 50
3.6.11  POUZILY SOTEWATE ...ooieiiiieiiieeiee it 50
VYSIEdKY @ dISKUZE. .....ccveiiiiiiiiiiccee e 51
4.1  Optimalizace IYOfilIZACE .........ccveiieiieiece e 51
4.2 Optimalizace MICH.......c.oiiiiiiiiiiie e e 52
4.3  Optimalizace mikrovinné mineralizace redlnych vzorki ............cccocveviiiiniciiiicnnnn, 53
4.4  Ovéfeni presnosti @ SPravnosti StANOVENT ........eccviiviiiiiiiiiiiiciee e 56
4.5  Detekeni limity a meze stanovitelNOSti.........cccvevviiiiiiiiiiiiiiice e 57
4.6  Stanoveni vybranych prvkl ve vzorcich kosti vydry fini .........ccevviiieiiniiieiinene. 58
4.6.1  Ovéfeni predpokladli 0 datech..........cccccoviiiiiiiiiiii 59
4.6.2  Mocninnd transformMaCEe .........c.eeiuiiiiiiiieiie e 61
4.6.3  Konfirmatorni analyza dat............ccoovriiiieiiiiiiiei e 61
4.7  Casova naro¢nost analytického postupu / Rychlost zpracovani vzorki.................... 63
ZLAVET ettt 64
Seznam PouZite IIEETAUIY .......ccvviiiiiie e 66

PHIORY .. vveeooeeveeeeee oo eeesee e es e ee e e e s e ee e s e eee s e eeee s s eee e s eee s eeeseeee 73



SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

AAS
ET-AAS
F-AAS
F-AES
ICP-AES

ICP-MS

0a-TOF-ICP-MS

LA-ICP-MS

HR-ICP-MS

XRF
TMAH

uv

DV

ETV

MD

GVC

DNA
SF-ICP-MS
MC-ICP-MS
PFA

Atomova absorp¢ni spektrometrie

Atomova absorpcni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
Atomova absorpéni spektrometrie s atomizaci v plameni

Atomova emisni spektrometrie s atomizaci v plameni

Atomova emisni spektrometrie S atomizaci v indukéné vazaném
plazmatu

Hmotnostni spektrometrie a ionizaci v induk¢né€ vazaném plazmatu
Hmotnostni spektrometr s ionizaci v induk¢éné vazaném plazmatu
S prilletovym analyzatorem a ortogonalni akceleraci ionti

Laserova ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s ionizaci
V induk¢né vazaném plazmatu

Hmotnostni spektrometrie a ionizaci v induk¢éné véazaném plazmatu
S vysokym rozliSenim

Rengtenfluorescencni analyza

Tetramethylamonium hydroxid

Ultrazvuk

Deionizovana voda

Elektrotermické vypafovani

Membranové desolvatace

Generovani chemickych vypart

Deoxyribonukleova kyselina

ICP-MS se sekto

Multikolektorovy ICP-MS

Perfluoroalkoxy



1 UVOD

Kosti a zuby mohou byt velmi dilezitym zdrojem informaci asimilace stopovych prvki ze
zivotniho prostiedi [1]. Ze zivotniho prostiedi se do t¢l zvitat, ale i lidi, ukladaji zejména t&€zké
kovy [2] (napt. Hg, Cd, As nebo Pb), jejichz dlouhodoba expozice je nebezpecnd a muze
vyvolat nezadouci ucinky na zdravi jak u zvirat, tak u lidi [3]. Zajimavé informace o historii
uhynulych jedinct, mezi které patii migrace populace [4], stravovani, bioarcheologie nebo
kriminalistika lze ziskat analyzou izotopu stroncia, barya, zinku, véapniku, fosforu, uhliku,
dusiku ¢1 riznymi kombinacemi poméra téchto prvkda.

Analyza kosti je obtizna z divodu komplexni matrice kosti a slozité, ¢asové naroc¢né
ptipravy vzorku [5]. Navrzeny postup pfipravy vzorku byl optimalizovan s ohledem na
soucasné trendy zelené chemie tak, aby byl co nejrychlejsi, nejpiesnéjsi a ekonomicky
pfijatelny pro analyzu omezeného mnozstvi biologickych vzorku [6].

Hlavnim z4jmem této prace je multiprvkova analyza kosti pomoci hmotnostniho
spektrometru sionizaci v indukéné vazaném plazmatu s priletovym analyzatorem a
ortogonalni akceleraci iontd. Prvky, které jsou piedmétem naSeho zajmu, jsou v kostech
obsazeny v ultrastopovych koncentracich, a tak bylo velmi dulezité pracovat ve vysoké Cistote,
aby nedoslo ke kontaminaci. Navrzeny analyticky postup byl ovéfen pomoci certifikovaného
referen¢niho materidlu a analytickych navratnosti.

Pro tuto praci byly k dispozici kosti vydry fi¢ni od spole¢nosti ALKA Wildlife, o.p.s., ktera
organizuje sbér uhynulych tél vyder fiénich na tizemi Ceské republiky jiz od 90. let a zabyva
se jejich ochranou [7]. Zavéry této prace by mohly pomoci prave pii ochrané tohoto zivoc¢isného

a na naSem uzemi stale ohrozeného druhu.

10



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biologické a chemické sloZeni kosti a zubti

2.1.1 SloZeni kosti

Jako jiné pojivové tkané i kostni tkan se sklada z bunék vlozenych v extracelularnim matrix
(ECM). Prestoze je kost povazovana za nezivou, ve skutecnosti se jedna o zivou, dynamickou
tkan, kterd se neustdle obnovuje. Odhaduje se, ze 10—15 % kosti v celém téle je kazdy rok
nahrazeno novou kostni hmotou. Proces remodelace kosti je provadén specializovanymi
buiikami kostni tkané. Jsou tfi typy téchto bunck a to osteoblasty, osteoklasty a osteocyty.
Osteoblasty slouzi k syntéze kosti, osteoklasty k odbouravani kostni tkdn€ a osteocyty jsou
Vv kosti trvale pfitomny [8].

Matrice kosti je sloZena z organické faze na bazi kolagenu a mineralni faze. SuSinu tvofi
piiblizné 70 hm. % mineralni a 30 hm. % organické faze [9]. Mineralni faze poskytuje kosti
zejména tuhost a pevnost. Hlavni slozkou organické faze je kolagen [10], ktery tvoii pfiblizné
85-90 hm. %, zbytek tvofi nekolagenni proteiny, proteoglykany a lipidy [9]. Jedna se o
strukturélni protein, ktery se vyskytuje ve Slachach, vazech, chrupavkach, rohovce, klizi a také
kosti. Kolagen je nejhojnéji zastoupenym proteinem v lidském téle (cca 1 kg kolagenu na 23,3
kg t€lesné hmotnosti) a vyskytuje se ve 20 riznych podobach. Neni tedy divu, Ze kolagen patii
mezi nejvice studované proteiny nachylné k diagenetickym a degradaénim zméndm. Na druhou
stranu je kostni kolagen jednim z nejodolngjSich proteind, které zlstanou nepoSkozené i po
smrti az tisice let. Kolagen je tedy dobrym zdrojem informaci pro rizné zivotni strategie
¢loveka [10].

Hlavnimi slozkami kosti jsou véapnik a fosfor ve form& hydroxyapatitu, jehoz vzorec je
[Cas(PO4)2]3 - Ca(OH)2. V mineralni fazi je obsazeno 39,9 % (m/m) Ca a 18,5 % (m/m) P a
také jsou tam pfitomny stopové a minoritni prvky jako Sr, Ba, Zn, Cu, Mn, Mg a Na [11].
Vzhledem krozdilim mezi chemickym slozenim a krystalickou strukturou téchto
anorganickych mineralti, byl zaveden pojem bioapatit. V bioapatitu, na rozdil od
hydroxyapatitu nahrazuji uhli¢itanové ionty CO3%, hydroxylové ionty OH" a fosfatové ionty
PO.*. Bioapatit je tak popsin jako na uhli¢itan bohaty a na hydroxylové ionty chudy apatit
[10].
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2.1.2 Slozeni zubi

Zuby jsou malé, kalcifikované utvary nachazejici se v Celistech mnoha obratlovcii a jejich
primarni funkci je rozmélnéni potravy. Jsou zakotveny v alveolach, coz jsou dutiny v Celisti.
Na misté jsou zuby drZeny tenkou cementovou mezivrstvou. Cast zubu vystupujici do ust se
nazyva korunka a druha ¢ast, ukryta pod dasnémi, se nazyva koten zubu [12].

Zub je slozen ze tii vrstev — skloviny, dentinu a kostni dfené. Vnéjsi vrstvu korunky tvofi
sklovina, ktera je nejtvrdsi tkani v téle. Sklovina je nejen tvrda, ale také velmi odolna proti
mechanickému poskozeni. Na rozdil od kosti se sklovina béhem zivota neremodeluje, protoze
bunky vytvatejici sklovinu zaniknou poté, co zub vyroste do ustni dutiny. Sklovina se sklada
z mineralniho nestechiometrického hydroxyapatitu vapenatého podobné jako kost. Pomér
vapniku a fosforu je u apatitu skloviny nizsi nez u kosti. Hydroxyapatit skloviny na rozdil od
kosti neobsahuje kolagen a burnky a sklada se z dlouhych vldken tkanych do tkaniny [12].
Hydroxyapatit tvoti ptiblizné 98 hm. % slozeni skloviny. Zbylé 2 hm. % tvofi malé mnozstvi
proteinu podobného kolagenu a zbytky organické matrice mineralizované pii vyvoji zubt [13].
Minimalni obsah vody a bilkovin je to, co drzi vlakna hydroxyapatitu pohromadé [12].
Hydroxyapatit je schopen také iontové vymény. Anionty jako je fluorid F~ nebo uhli¢itan CO3*
mohou nahradit hydroxidovy aniont OH™ a kationty jako zineénaty Zn?*, strontnaty Sr?* a
hote¢naty Mg?* mohou nahradit kation vapenaty Ca®*. Napiiklad nahrada fluoridového aniontu
F" za hydroxidovy anion OH’ chrani sklovinu vii¢i kyselé demineralizaci. Stejné jako vSechny
fosforecnany vapenaté je 1 zubni sklovina rozpustna v kyselin€. Zuby jsou velmi stabilni nad
hodnotou pH 5,5. Pod touto hodnotou, ktera je ozna¢ovana za kritickou, jejich stabilita klesa.
Kdyz pH klesne pod tuto hodnotu, dochézi k demineralizaci [13].

Vrstva pod sklovinou, kterd je od skloviny oddélena cementovou vrstvou, se nazyva dentin.
Dentin je méné tvrdy nez sklovina a jeho slozeni je také podobné slozeni kosti [12]. Obsahuje
piiblizné 70 hm. % hydroxyapatitu a zbytek tvoti kolagen (20 hm. %) a voda (10 hm. % vody)
[12, 13]. Na rozdil od struktury skloviny, kterou tvofi husté zabalené krystaly, matrice dentinu
je perforovana mnozstvim malych kanalkid vyplnénych tekutinou. Dentin je stejné jako sklovina
rozpustny v kyseling. Uvniti dentinu se nachazi tieti vrstva, zubni dfen, kterd obsahuje cévy a

nervy [12].
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2.2 Chemicka analyza tkani a jeji vyznam

Kosti a zuby jsou tvrdé a chemicky velmi stabilni lidské tkané a jsou-li spravné podminky,
mohou ziistat nedotcené po stovky az tisice let [10, 14]. Jsou velmi bohatym zdrojem dikazii,
protoze jsou organizovany do strukturalni hierarchie, ve které je kazda uroven ur¢ena mistnim
prostiedim [14] a maji schopnost akumulovat prvky, zejména tézké kovy, ze Zivotniho prostiedi
[2]. Obsah prvki v kostech se pohybuje od hmotnostnich procent az po ng g. Stopové prvky,
které jsou pro ¢lovéka esencialni, mohou poskytnout informace o jedinci v raném véku nebo
Vv poslednich letech jeho zivota. ZvySend koncentrace Zeleza, hliniku nebo hot¢iku muze byt
zpusobena pisobenim okolniho prostiedi na ostatky [15, 16]. Chemicka analyza kosti a zubt je
tak velmi vyznamna pro zjisténi riznych Zivotnich strategii jednotlivce i celé populace [4]. Lze
zjistit napfiklad stravovaci navyky, vyzivové udaje, klimatické zmény v dob¢ Zivota organismu,
migracni strategii, geografickou polohu nebo piiblizny ¢as smrti [4, 10].

Zivotni strategie jednotlivce Ize sledovat pomoci retrospektivni analyzy ontogenetického
vyvoje. To je mozné diky znalosti mineralizace trvalych a mléénych zubl a zaroven diky
rozdilim mezi mirou piestavby skloviny, dentinu a kosti v zavislosti na véku jednotlivce. Velky

potencial izotopovych analyz je viak velmi omezen diagenezi * [4].

2.2.1 Tkané vhodné pro chemickou analyzu

Prvni tkdni pouZivanou pro analyzu stabilnich izotopl byla kost. Konkrétni analyzovanou
slozkou kosti byla bilkovina kolagen. Kolagen je obloZen krystaly fosfore¢nanu véapenatého
prevazné ve form¢ hydroxyapatitu. Diky pevné vazbé mezi kolagenem a hydroxyapatitem mtliZze
kolagen vydrzet az tisice let. Kolagen obsahuje ptfiblizné¢ 35 hm. % uhliku a 11-16 hm. %
dusiku. Ale vzhledem k tomu, ze kolagen ¢asem degraduje, bylo nutno najit jiné reprezentativni
zdroje uhliku. Tim miZe byt karbonat (COz3) vyskytujici se v zubech a kostech a nachazejici se
V jejich anorganické fazi [9].

K vétsin€ pokust vyieSeni zmén izotopové chemie savci byla pouzita sklovina a dentin.
Zubni sklovina a dentin rostou akreci a zanechavaji vrstvy, které se tvofi v riiznych ¢asovych
intervalech (dny az roky). TakZe zub mize obsahovat uplny zaznam rané faze ristu Zivota
zvirete [14]. Kosti a dentin maji i pfes pouziti riznych Cisticich technik tak zdeformované

vvvvvv

pouzivanym pro chemické analyzy je proto sklovina, ktera je fyzikalné i chemicky stabilni [4].

! Diageneze je proces definovany jako soubor pochodt, které méni mineralni sloZeni, strukturu a texturu sedimentu
v obdobi od jeho ulozeni po jeho metamorfoézu nebo zvétravani v povrchovych podminkach. Mezi diagenetické
pochody patii zhutiiovani, rozpousténi, cementovani, vymeéna nebo rekrystalizace. Jedna se o prostredky, diky
kterym se volny sediment pfeméfiuje na sedimentarni horninu, napf. pisek do piskovce, raselina do uhli, atd. [17]
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2.2.1.1 Sklovina

Sklovina je pro chemickou analyzu velmi vhodna, protoze téméi nepodléha
diagenetickym zméndm, pokud neni tedy vystavena neobvykle krutym podminkdm jako je
pohibivani tél v hlubinném hrobu nebo dlouhodobé ponotfeni do moiské vody. V ptipadé
modernich a pomémné neddvnych vzorkl hodnoty stabilniho izotopu kysliku vazaného na
uhlic¢itan v bioapatitu netrpi zadnymi diagenetickymi zménami. Véc, které je tieba vénovat
pozornost, je typ zubu vhodny pro analyzu izotopt [10]. Rizné typy zubti odhaluji totiz rizné
ontogenetické periody [9].

S vyjimkou druhych a tfetich stolicek, které se formuji po narozeni a vylézaji do dutiny
ustni mezi 7. a 16. rokem Zivota, jsou vSechny zuby v dobé& narozeni jiz zformovany. Jejich
izotopovy podpis tak obsahuje casové zprimérovany zaznam o piijmu potravy a vody béhem
tvorby korunky v dobé téhotenstvi, ale také zaznamenava proces odstaveni a zmény ve
fyziologii a metabolismu v raném détstvi. Za ucelem zjisténi informaci o geografickém pivodu

osoby v détstvi a dospivani by mély byt pouzity pozdni stoli¢ky [10].

2.2.1.2 Kost

JestliZe nejsou k dispozici pro analyzu zuby, jedinou dalsi tkani s ,,paméti‘ lidské historie
je lidska kost. U kosti se nastavi rlstovy vzor reabsorpce staré kosti (jak kolagenu, tak
bioapatitu) a za¢ne ukladani nové kostni hmoty, které provadi specializované buriky. Starsi rist
je tim vymazan [14]. Tomuto procesu se fika remodelace, neboli piestavba kosti.

Mira pfestavby kosti je rocné cca 10—-15 %. Jedna se vSak o primérnou hodnotu pro
celou lidskou kostru. Ve skutecnosti se mira piestavby kosti 1i8i kost od kosti a je variabilni
Vv zavislosti na jednotlivci, jeho pohlavi a konkrétni kosti. Trabekuldrni, neboli houbovita kost,
se remoduluje velmi rychle, na rozdil od kompaktni kosti, kterd se remoduleje pomale;ji.
Napftiklad Zeberni kosti jsou sloZzeny témét Gplné€ z houbovité kosti a zcela se prestavi za 4—
5 let, coZ odpovida rocné 25 %. Na rozdil od toho kompaktni kosti, naptiklad kost stehenni, se
uplné ptestavi jednou za 20-25 let, coz odpovida 5 % rocné. Piestavba kosti loketni, vietenni a
pazni se pohybuje nékde mezi témito dvéma hodnotami. Mira pfestavby kosti se lisi také
v kostech s epifyzami (konce dlouhych kosti), které se remodeluji rychleji, a diafyzami (stfedni
¢asti dlouhych kosti) [10].

Pro stabilnéjsi a spolehlivéjsi idaje by se mély vzorky odebirat z centralni ¢asti kosti. Bylo
by zddouci mit znalosti o robustnich rychlostech ptfestavby vSech kosti nebo alespon vybéru

kosti, které poskytuji dobré zobrazeni celé lidské kostry a tim casového zdznamu, ktery je v ni
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obsazen. To by zna¢né pomohlo k rekonstrukci celé zivotni historie obéti nebo geografické
historie kosti. Tento pfirozeny archiv by poskytoval neocenitelné forenzni informace nejen pro
otazky tykajicich se vrazdy, ale také pro identifikaci obéti katastrof, a to zejména pokud se ob¢éti
nachazeji v multietnickém prostiedi, coz je pfipad teroristickych bombovych utokt
Vv oblibenych turistickych destinacich. Pfesto nam ale tyto pfiblizné hodnoty pomahaji ptispet

Kk zavérim o minulosti ¢lovéka pomoci ¢asové zprimérovanych informaci [10].

2.3 lzotopicka analyza a jeji vyuziti

Analyzy stabilnich izotopl zacaly v ranych letech 20. stoleti. Stabilni izotopy byly
objeveny v roce 1913, poté doslo k vylepSeni piistrojové techniky a k jejich intenzivnim
studiim a nejvice jich bylo identifikovano do poloviny 30. let. Prvni komeréni hmotnostni
spektrometr byl pouzit k analyze ropy vroce 1942. Béhem 50. a 60. let se hmotnostni
spektrometry a aplikace stabilni izotopové analyzy rozsitfily do obori chemie, biologie a
geochemie. V té dob¢ usili smé&fovalo na porozuméni zménam vyskytu izotopt riiznych prvkda.
Naptiklad geochemici zkoumali izotopy kysliku a jeho potencidl pro studium klimatickych
podminek v minulosti. Velké pokroky v pochopeni zmén stabilnich izotopl v biosféfe a

geosféte se objevily v padesatych a Sedesatych letech [9].

2.3.1 lzotopy

Izotopy jsou atomy stejného prvku se stejnym poctem protond, ale s rliznymi pocty
neutrontl. Atomova hmotnost je ur¢ena po¢tem protond a neutront, a tak se hmotnosti izotopi
téhoz prvku 1isi [9].

V kostni tkani je obsaZeno velké mnozstvi prvki. Z toho jsou jen nékteré stabilni izotopy
vhodné k analyze. Jsou to naptiklad 3C, °N, 2H, 180, 34S [14] nebo poméry izotopti °B/''B
[18], 8'Sr/®8Sr [19, 20]. V Tabulce 1 jsou uvedeny nejbéznéjsi izotopy pouzivané v analyzach
lidskych tkani a jejich procentualni zastoupeni [9]. Nékteré tyto izotopy se vyskytuji jak
v organické, anorganickeé, ale také v komplexni Casti organického materialu (napt. bilkovinny
kolagen), ktery je rozdélen na aminokyseliny, coz pfispiva k velkému mnozstvi informaci [14].

Na rozdil od nestabilnich (radioaktivnich) izotopt, stabilni izotopy se Casem nerozpadaji.
Naptiklad **C se v mrtvém organismu rozpadne na N, ale mnozstvi ?C a'3C v organismu se
nezméni. Pi1 chemickych reakcich jako je pfeména atmosférického CO2 na glukdzu u rostlin,
se relativni mnozstvi 12C a 3C v rostlinné tkéni li$i na zakladé& atmosférického CO2. To je dano

skutecnosti, ze se izotopy li§i molekulovou hmotnosti, a proto se mirné 1isi i chemické a

Y Vv
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néco pomaleji nez lehéi izotopy jako je 2C. Fyzikalni jevy, které se vyskytuji b&hem
chemickych reakci v disledku rozdilu v hmotnostech izotopti se nazyvaji ,,izotopové efekty**.
Vysledny rozdil poméru izotopti uhliku v rostlinnych tkanich v porovnani s uhlikem
v atmosférickém COz zplGsobeném izotopovymi efekty se nazyva ,frankcionace*‘.
Frankcionace je zéklad pro variaci stabilnich izotopli v biologickych a geochemickych

systémech a ziskani pochopeni chemickych reakci [9].

Tabulka 1: Procentualni zastoupeni stabilnich izotopt pouZivanych v analyze lidskych tkani [9]

Prvek lzotop Zastoupeni (%) | Prvek Izotop Zastoupeni (%)
Vodik 'H 99,985 Sira 323 95,00
2H 0,015 33 0,76
Uhlik  *2C 98,89 S 4,22
3¢ 1,11 363 0,014
Dusik N 99,63 Stroncium 8sr 0,56
\ 0,37 %Sr 9,86
Kyslik 100 99,759 8sr 7,02
170 0,037 8y 82,56
80 0,204

2.3.2 Vyutziti izotopickych analyz

I ptes velké pokroky v rozliSeni, detekci a hmotnostnich spektrometrech, ke kterym doslo
ve dvacatém stoleti, byla analyza stabilnich izotopi velmi narocnou a ndkladnou metodou.
Pfiprava vzorkd, izolace plynti obsahujici specifické prvky a skute¢na analyza byly velmi
naroc¢né procesy vyzadujici neustalou pozornost pracovnikii laboratote. V poslednich 15 letech
doslo k velkému rozvoji izotopickych analyz, protoze je moZzné analyzovat vice vzorkl za
mnohem niZ§i cenu, nez tomu bylo diive [9].

Diky chemickym zméndm ve tkanich a riznému stupni ptestavby kosti Ize studovat
stravovani, migraci a zivotni historii jednotlivce a to az 10 let pfed jeho smrti. Kosti a zuby
poskytuji ptimé informace o stravovani v minulosti, a to véetn¢ stravy kojenct. Znalosti ziskané
z chemie kosti se vztahuji k jinym zdrojim dikazl o stravé a nasledné zahrnuji informace o
vyzivé a nemocech. Pochopeni stravovacich navyki kojencti a doba kojeni se tyka
demografickych proménnych jako je rozmezi mezi narozenim a rastem populace. Chemickeé
rozdily v kostech a zubech mohou byt spojeny také s chemickymi zménami v zivotnim

prostiedi, a tak odhaluji informace o misté pobytu a migraci [4].
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Vyznamnymi oblastmi analyz kosti a zubil jsou pfedevsim stravovaci navyky, migracni
strategie, bioarcheologie a kriminalistika, kterymi se budeme podrobnéji zabyvat

V nasledujicich odstavcich.

2.3.2.1 Stravovaci navyky

V minulosti byly chemické analyzy kostnich materiali vyuzivany piredevSim
k rekonstrukci stravy ¢lovéka [4]. Izotopové slozeni kosti odrazi pifimo to, co zvife pfijima jako
potravu, podléhd zménam zplUsobenym procesy traveni, vylucovani a syntézam tkéni.
Nahlédnutim do izotopového slozeni kosti zjistime izotopové slozeni potravy [14].

Za ucelem rekonstrukce stravy se pouzivaji analyzy stabilnich uhlikovych a dusikatych
izotopl vCetné izolace z konzervovaného kostniho kolagenu (C a N) a kostniho apatitu (C) a
také prvky stroncium, baryum, vapnik nebo fosfor [4]. UziteCnost analyz stroncia a barya
vychazi z toho, Ze tyto prvky spliuji pozadavky potvrzeného teoretického modelu, ktery je
zajiStén experimentdlnimi studiemi. Diky skute¢nosti, Ze jejich koncentrace ve skeletu jsou
umérné koncentraci v potravinach a ze jsou nahromadény v kostnim apatitu, se stroncium a
baryum vyuziva k rekonstrukci stravy lidskych populaci [4]. Nejvétsi obsah Sr v kostech ¢i
zubech byl zjistén u zvifat/lidi konzumujicich motskou stravu [21, 22].

Zjisténim mnozstvi 3C a ®N v lidskych tkanich lze rozeznat pomér suchozemské a
moftské stravy [19]. Rozdily mezi suchozemskou a ptimotskou stravou lze studovat také pomoci
analyz poméru Sr/Ca [4, 21, 22], Sr/Ba a Ba/Ca [4, 23, 24]. A vSech téchto poméru se vyuziva
také k rekonstrukci doby odstaveni mladéte ¢i ditéte od matetského mléka [4].

Zn v kostnich tkanich maji bylozravci, vy$si vSeZravci a nejvyssi masozravei. Vysoky obsah

Zn v zubech mize znadit zanét kostni tkdn¢ anebo muze pochazet z okolniho prostiedi [25].
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2.3.2.2 Migraéni strategie

V poslednich letech analyza stabilnich izotopt nasla uplatnéni také v identifikaci
migrujicich jednotlivei, tedy osob z jinych oblasti, nez v niz byly nalezeny pozistatky, je
vysoce vyznamna pro odhad migra¢nich pohybti, sméSovaciho poméru a dynamiku pohybu
populace pravékého ¢loveéka [4].

Byl zjistén vztah mezi podilem stabilniho izotopu kysliku (5'80) ziskaného z kostnich
fosfati savcu a urovni kysliku ve vodé, ktera byla v dané oblasti konzumovana. To vedlo
k zavéru, Ze izotopova koncentrace kysliku ve tkanich se da ur¢it pomoci izotopové koncentrace
pitné vody v dané oblasti [4]. Pro uréeni migrace jedincii se vyuziva stanoveni poméru izotopt
87Sr/%Sr v zubech nebo kostech. Pomér 8'Sr/8®Sr v t&chto mineralnich tkdnich odrazi izotopické

slozeni stroncia v okolnim prostiedi a muze byt pouzit k uréeni geografické polohy [26].

2.3.2.3 (Bio)archeologie

Soucasnym trendem v bioarcheologickém vyzkumu je pfesné zaznamenani
diagenetickach zmén v historickém kostnim materialu. Chemické testy v bioarcheologii se
zabyvaji predevs§im analyzou lidskych a zvifecich poziistatki, které pochéazeji z rizného mista
a Casu. Analyzuji se hlavné kosti a zuby, ale tfeba 1 mekké tkané€, pokud jsou zachovany a
V misté nalezist¢ objeveny. V poslednich letech je velky rozvoj metod, které jsou zaloZeny na
analyze stabilnich izotopi uhliku, dusiku, kysliku nebo stroncia. [4].

Prvni analyzy stabilnich izotopt uhliku byly provedeny v 70. letech minulého stoleti [9].
Stabilni izotopy uhliku, které se analyzuji a zkoumaji ve vztahu ke stravé, byly ptivodné
1zolovany z konzervovaného kostniho kolagenu. V soucasnosti jsou alternativou k izotopiim
uhliku uhli¢itany spojené s anorganickou slozkou kosti, tzv. kostni apatit. Kostni material musi
byt chemicky nezménén post mortem [4].

Stroncium se nachazi ve &tyfech izotopech — 84Sr, 8Sr, 87Sr, 88Sr, 7 nichz izotopy 2°Sr a
87Sr jsou radiogenni (tvofeny radiaénim zafenim) a pravé ty se vyuZzivaji v archeologii.
Mnozstvi 8/Sr/%Sr je typické pro kazdou oblast a porovnanim vzorkl s referenénimi daty
z ruznych regiont Ize urcit migraci populace. Podminkou tohoto porovnani je predpoklad, ze
se vétSina studované lidské populace v daném regionu narodila a konzumovala mistni
suchozemské potraviny. V opaéném piipadé, kdy se predpoklada mobilita populace ve
sledované oblasti ¢i konzumace moiskych potravin €asti ¢i celé populace, se doporucuje vyuZzit

statistickou analyzu [19].
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2.3.2.4 Kriminalistika a izotopova forenzni analyza

Kosti a zuby mohou byt uziteénym dikazem, jsou-li v misté kriminalniho ptipadu, napft.
vrazdy nebo masového pohiebisté [27]. Izotopova forenzni analyza se od poc¢atku 21. stoleti
velmi rozsifila a poskytla nastroje, které nam umoznu;ji identifikovat ,,neidentifikovatelné*.
Slovem ,,neidentifikovatelny* jsou namysli napf. identifikace obéti vrazd nebo obéti katastrof,
kde diky okolnostem nelze pouzit identifikaci pomoci DNA ¢i databaze otisku prstli. Srovnanim
profilu stabilniho izotopu jednoho vzorku s jinym mtize pomoci pii rekonstrukei historie zivota
obéti ziskanim informaci o jejim Zivotnim stylu a zemépisném ptivodu. Zemépisny ptivod obéti
se uréi porovnanim obsahu stabilniho izotopu kysliku 80 v bioapatitu (ten se nachazi v lidské
kosti ¢i zubni skloving) a regionalnim zdrojem vody. Tato informace mtize byt potom uzitecna
pro zizeni vybéru oblasti vySetfovani. Naptiklad informace o historii zZivota obéti mlze zvysit
Sance k odhaleni dal$iho ptibuzného nebo jeji ptedsmrtné DNA, jelikoz DNA z jiného zdroje

by mohla poskytnout uzite¢né informace pro identifikaci [10].

2.4 Analytické metody prvkové analyzy kosti a zubt

Mezi nejbeznéjsi metody pouzivané pro stopovou analyzu biologickych vzorkil patii
AAS, ICP-OES, ICP-MS, LA-ICP-MS a XRF. AAS, ICP-OES a ICP-MS jsou destruktivni
metody, které se pouzivaji pro stanoveni prvkd obsazenych v kostech po mokrém kyselém
rozkladu a metody XRF a LA-ICP-MS jsou nedestruktivni a pfiprava vzorku k analyze je bud’

minimalni nebo zadna [2].

2.4.1 Atomova absorpéni spektrometrie

Atomova absorp¢ni spektroskopie (déale jen AAS) se pouZziva pro stanoveni stopovych
koncentraci kovii v geochemickych [28] i biologickych vzorcich. Mezi nejpouzivangjsi
techniky pro stanoveni kovil v biologickych vzorcich patii atomova absorpéni spektrometrie
s elektrotermickou atomizaci, ET-AAS [5, 28-30].

ET-AAS je pro biologické vzorky vhodné zejména z dtivodu dobrych detekénich limitd,
vysoké citlivosti [5, 29, 30], pouzitych malych objemt vzorku a nizkych nakladd na analyzu
[30]. Analyza kosti je obtizna z divodu komplexni matrice kosti a slozité ptipravy vzorku [5].

Mezi nevyhody ET-AAS patii to, Ze se jedna o metodu jednoelementarni [2] a také, ze
se jedna o destruktivni metodu [31]. Dalsi nevyhodou je Casty vyskyt interferenci matrice [28,
32, 33] zpisobenych fosfore¢nanem vapenatym [33] a problému s absorpénim pozadim, které
zpusobuji problémy stanoveni vétSiny prvkl [28, 32]. Pro odstranéni problémi se silnym

absorp¢nim pozadi se pouziva metoda AAS se Zeemanovou korekci [34].
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Jednim z feSeni stanoveni stopového mnozstvi prvkla kovl ve slozitych matricich je
spojeni ET-AAS s automatizovanou on-line extrakci [28]. Tento koncept automatizace snizuje
namahavou laboratorni praci, zvySuje pruchodnost vzorkli a zlepSuje kvalitu analytického
vykonu. Postup je zvlasté vhodny pro analyzu vzorkd s vysokym obsahem soli a Fe, coz jsou
vzorky, které normalné€ nelze analyzovat bez piedeslé rozsahlé ptipravy vzorku a pro prvky Cd,
Cu a Pb ve vzorcich pud, sedimentu, rostlinach, zivocisnych tkanich a kostnich materialech
[28]. Dalsi moznosti minimalizace interferenci matrice u ET-AAS je pifidani modifikatoru.
Napftiklad pro stanoveni Pb a Cd v biologickych vzorcich byla doporucena napf. smeés
modifikatord Ni + Pd + NH4H2PO4, Pd/Mg(NO3)2 [29] nebo samotny NH4H2PO4 pro stanoveni
Pb [5, 29, 34].

2.4.2 Rentgenfluorescen¢ni analyza

Rentgenfluorescencni analyza (dale jen XRF) je nedestruktivni [2, 5, 35, 36], neinvazivni
[5, 35] metoda, ktera je univerzalni a pouzitelna téméf pro vSechny typy vzorkd. Analyza je
velmi rychla, trva cca 30 s az n€kolik minut [35, 36] a identifikace mize byt provedena béhem
nékolika hodin. Je také oproti jinym technikam levna [35, 37] a neni k ni potieba nakladné
vybavenych laboratofi a chemikalii [36]. Mezi dalsi vyhody XRF patii rychla a jednoducha
priprava vzorku, simultanni stanoveni prvka od sodiku po uran a rozsah méteni koncentrace od
1 ppm do 100 % [37].

Navic se vyrdbi mobilni spektrometry, které se s oblibou vyuZivaji naptiklad
v archeologii nebo u jinych tézko ptenositelnych vzorki. Jejich nevyhodou jsou horsi detekéni
limity [35, 36]. Mezi dalsi nevyhody XRF patii horsi dostupnost certifikovanych kalibra¢nich
materiali [2, 5]. XRF se ¢asto validuje proti ET-AAS [5, 37-39], ktera je znama svou piesnosti
[37].

XRF umoznuje analyzy provadét in vivo [2, 33, 39] a u neznamych vzorki kosti 1ze
forenzni analyzou identifikovat zivo¢isny druh [35]. Nejcastéji se in vivo ve vzorcich zubi a
kosti stanovuje olovo [33, 40]. Biologicky polo¢as rozpadu olova v kostech je dlouhy a méteni
pomoci XRF odrazi dlouhodobou expozici olova [41].

Vlnové disperzni XRF (WDXRF) je nejvhodné;si pro analyzy téZkych kovii, protoZze ma
dobré rozliSeni. Energiové disperzni XRF (EDPXRF) ma podobné vysledky za nizsi cenu
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analyzy tézkych kovi v padé, potravinach ¢i v lidskych kostech [37].
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2.4.3 Laserova ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s ionizaci v indukéné
vazaném plazmatu

LA-ICP-MS se s oblibou pouziva pro svou rychlost a jednoduchost pouziti. Mezi vyhody
patii nizké detekéni limity (ug gi-ng g?), které jsou dilezité ve stopové, ultrastopové a
multielementalni analyze, vysoka citlivost, minimalizace rizika kontaminace a ztraty t€ékavych
prvku v pribéhu analyzy a minimalni nebo zadna piiprava vzorku [42-44]. Jedna se o metodu
nedestruktivni [2], neni tedy potfeba komplikovanych rozkladt vzorkt, protoze se vzorky
analyzuji v pevném stavu [45, 46]. Tato technika poskytuje relativné vysoké prostorové
rozliSeni ve stupnici mikrometrii, umoziiuje skenovani povrchu vzorku a ziskani
dvoudimenzionalnich map distribuce prvki. [42-44]. Mezi nevyhody patii, podobné jako u
XRF, horsi dostupnost certifikovanych kalibra¢nich vzorkd [2].

Pro laserovou ablaci je tfeba minimdlni mnozstvi vzorku, coz je vhodné zejména pro
vzacné vzorky (napi. fosilie) [19]. LA-ICP-MS se hojné pouziva pro analyzu mékkych tkani
[47, 48] a také pro piimé stanoveni kosti [2].

Odstranit polyatomické/isobarické interference lze pouzitim HR-ICP-MS. Dojde tak ke
zlepseni detekce stopovych prvkil v komplexnich matricich jako jsou kosti a zuby (ve srovnani

s Q spektrometry) [49].

2.4.4 Opticka emisni spektrometrie s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu

Optick4 emisni spektrometrie s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu (déle jen ICP-
OES) patii mezi nejbéZnéjsi techniky pouZivané pro elementarni analyzu, které dopliuji
strukturalni analyzu riznych materiala [50]. Jedna se o metodu destruktivni, vzorky se méfi
nejéastéji v podobé roztokl [51]. Mezi vyhody patii moznost simultanniho méteni prvka [50,
52, 53], dobré detekéni limity [50], piesnost [52], tolerance vysokych obsahti soli ve vzorku,
pruchodnost velkého mnozstvi vzorku a relativné malé mnozstvi interferenci [53].

Schopnost této metody dosdhnout nizkych detekénich limith rozsitila moznosti analyz
stopovych prvka, které predtim s ET-AAS nebyly mozné. Pti analyzach biologickych vzorki
je dostupné vzdy jen omezené mnozstvi [54]. MuZe se proto pouzit napf. metoda

elektrotermického odparovani ETV-ICP-OES [55].

2.4.5 Hmotnostni spektrometrie s ionizaci v induk¢éné vazaném plazmatu
Hmotnostni spektrometrie s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu (dale jen ICP-MS)
se pouziva pro analyzy stabilnich i radioaktivnich izotopt v Siroké skale aplikaci. Tato metoda

je vysoce citliva, ma nizké detekéni limity, dobrou piesnost [56] i spravnost [52, 56].
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Metodou ICP-MS je mozné soucasn¢ kvantifikovat velké mnozstvi prvki najednou
(multielementarni analyza) [52, 57]. Techniky ICP-MS popsané v dostupné literatufe popisuji
stanoveni omezeného poctu prvkl v kosti, a to zejména z diivodu interferenci matrice, které
analyzu komplikuji [2, 33]. Kvantifikace stopovych prvki tkani pomoci ICP-MS musi byt
provedena po rozkladu. Zvolena metoda rozkladu by méla odstraiiovat a minimalizovat ptidani
¢ehokoliv, co zplsobuje tvorbu polyatomickych iontd v plazmé a/nebo nespektralni
interference. Casto se pouziva mikrovinny rozklad [33, 57]. Rozklady a ostatni postupy
piipravy vzorku k analyze budou diskutovany v nasledujici kapitole.

V piipadé, Ze je vzorku malo (napf. forenzni nebo klinické vzorky), je mozno pouzit
davkovani velmi malych mnozstvi vzorku — tzv. mikrodavkovani. Davkovanim malych

hmotnosti vzorku mize dojit ke sniZeni citlivosti a meze detekce [58].

2.5 Problematika prvkové analyzy kosti a biologickych materialua

Béhem ICP-MS analyz se roztok nejprve pfevede na aerosol a dopravi se do plazmy, kde
probihaji nasledujici procesy: desolvatace, odpafovani, atomizace, excitace a ionizace [59]. Od
vzniku aerosolu az po posledni proces, ktery probihd v plazmé muize dojit k matricovému
efektu, ktery zplsobi snizeni pfesnosti méteni, neboli interferenci. Jednim ze zanedbavanych
faktorii je také mnozstvi rozpusténého uhliku ve vzorku [60], coZz mize zpusobovat dalsi
interference, které jsou zptsoby pfenosy nabojii v argonové plasmé. Ty mohou byt kritické pro
prvky jako As, Hg, I, P, Se a Te [61]. Pfitomnost interferenci vede k systematickym chybam a
proto se jim musi vénovat pozornost, pochopit je a eliminovat [62].

Interference v ICP-MS analyze mohou byt obecné rozdéleny na dva typy, a to na

spektralni a nespektralni [63].

2.5.1 Spektralni interference

Mezi spektralni interference patii izobarické a polyatomické prekryvy m/z se signalem
sledovaného analytu. To zpusobuje zvySeni signalu a tim nadhodnoceni oproti skutecné
koncentraci analytu. Izobarické piekryvani je zptisobeno atomy, které maji stejny pomér m/z
jako cilovy analyt (napt. *®Fe* a ®Ni*). Polyatomické interference pochézeji z plazmového
plynu, kyselin nebo rozpoustédel (vznikaji polyatomy oxidu, hydroxidd, C, Cl, S), pufrt ¢i soli
(vznikaji polyatomy obsajujici S a P) obsaZenené v matrici vzorku. Kromé toho mohou byt
interference zptusobeny také kombinaci prvkl pfitomnych v plazmovém plynu, kyselinach a

rozpoustédlech s latkami obsazenymi v matrici vzorku. Naptiklad v biologickych matricich
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vzorki se nachazi vysoky obsah Ca, Cl, K a Na. V Tabulce 2 jsou uvedeny piiklady nékterych

izotopt a k nim jejich odpovidajici formy, které rusi stanoveni [64].

Tabulka 2: Priklady izotopu a interferujicich polyatomickych iontii [64]

Izotop Interference Typické pro vzorky
2Crt BCIOIH*, BCIVOH*OArt2CH, BArO, biologické, potravin a
BArN* vody
=y 0CalbO*/*OAr8O*, “OArNIHY, BAIOIHY biologické a potravin
SAs* S9CoPOArBCI, S ArBArIHY, BArRCI, vody, puady, potravin a
BArPK* biologické
80ge* PBrlH*, 160Gd**, 84Zn1e0*/*0Ar,*t, “Ar*Cat, potravin a biologické
40 A 40 +
ArvK
12cg? 0Cap'%0,", *°RU*O*/*°Ar,0," potravin a biologické

2.5.2 Nespektralni interference

V pribéhu analyzy se mohou vedle spektralnich interferenci uplatiovat i nespektralni
interference neboli matricové efekty. Tyto interference vedou k potladeni nebo k zesileni
signdlu a obecné se vyskytuji, 1isi-li se slozeni vzorku od analytickych kalibra¢nich roztokl
[65, 66]. K nespektralnim interferencim muize dochazet v prubéhu zavadéni vzorku, produkce
iontti v plazmatu a transport z ICP do interface a z iontové optiky do spektrometru [66]. Mohou
souviset 1 se zménami v plazmé (napf. teplota excitace a ionizace, hustota atomt, ionti a
elektront) [63]. Tyto interference je obtizné rozpoznat a korigovat. Pfistupy k odstranéni

interferenci budou diskutovany v dalsi kapitole.

2.5.3 Pristupy k odstranéni interferenci
Ptistupy k odstranéni interferenci se mohou rozd¢lit na neinstrumentélni, alternativni

metody zavadéni vzorku a instrumentalni metody.

2.5.3.1 Neinstrumentalni metody

Kdyz je spektralni interference zptisobena prvkem obsaZzenym v matrici, je prvnim
zpusobem k jejimu odstranéni nafedéni vzorku. Pokud vSak fedéni vyznamné zhorsi intenzitu
signalu sledovaného analytu, je vhodné pouzit volbu alternativniho izotopu a/nebo
matematickou korekci. Pfi volbé alternativniho izotopu je sledovan izotop, ktery neni zatizen
spektralnim prekryvem s interferujicim analytem. Problém ale je, Ze tyto izotopy byvaji

v mnohem mensim zastoupeni (napt. *®Fe — 0,33 %) [64]. Matematické korekce jsou obecné
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ptitomny v softwarovém zatfizeni ICP-MS a slouzi pro korekci izobarickych interferenci [67].
Slouzi k urceni koncentrace cilového analytu. Tato metoda neni pouzitelnd v piipadé, ze je
pozadi ptilis vysoké v porovnani s analytem, napi. vysokd koncentrace Cl a Ar pii stanoveni
As [68, 69].

Jelikoz spektralni interference vznika diky prvkim obsazenym v matrici, mize je
vhodna piiprava vzorku také zna¢né¢ minimalizovat [62, 64]. Dal$im neinstrumentalnim
pristupem je tedy izolace cilového analytu pfed instrumentalni analyzou. Pouzivaji se naptiklad
rozklady, srazeni, separace matrice nebo chromatograficka separace [64]. Pti zavadéni dalSich
kroku pfipravy vzorku je dilezité zvazit riziko chyb a kontaminace a zejména casovou

naroc¢nost [64].

2.5.3.2 Alternativni metody zavadéni vzorku

Nejbéznéjsimi priklady této skupiny jsou elektrotermické vyparovani (ETV),
generovani chemickych vyparit (GVC) a membranové desolvatace (MD). Principem je
zavedeni suchého aerosolu do ICP. Tyto metody maji vyhodu, Ze dokdzi eliminovat
interference zpisobené oxidy a hydroxidy, které ani pfiprava vzorku neovlivni, protoze pfimo
matrice mize produkovat tyto skupiny latek. Soucasné¢ tak probihd detekce prvkl a snizeni
interferenci oxidt a hydroxidu [64].

ETV zahrnuje v teplotnim programu kroky suSeni nebo spalovani, takze vétSina vody
z aerosolu se tak odstrani. To minimalizuje vstup oxidu ¢i hydroxidu do plazmy [70]. GVC je
dal$im zptisobem ptevedeni vzorku na suchy aerosol. Z mnoha metod GVC je nejcastejsi
metodou pouzivanou pro ICP-MS generovani hydridu. Pii této metodé¢ se vyuziva
tetrahydroboritan sodny, kterym se redukuje cilovy prvek za vzniku t€kavého hydridu. Té€kavy
hydrid se zavede do plazmy, coz izoluje analyt od jeho matrice. Tato metoda je omezena na
prvky vytvarejici hydrid, kterymi jsou napf. As nebo Se. Tato metoda zlepSuje detek¢ni limit,
ale mize vyvolat pamétovy efekt anebo vytvofit dalsi interferenty pochazejici z necistot ¢inidel
[71]. Principem MD je zavedeni aerosolu vzorku ze zmlZzovacée do vyhiivané komory. Para je
poté zavedena do membranového odsavaciho modulu. Poté se zavede protiproudy plyn argonu
a rozpousteédlo se odstrani a projde membranou, ¢imz se dostane mén¢ t€kavy analyt piimo do
plazmy. Metoda MD je vice univerzalni, protoze neni omezena pouze na tékavé prvky nebo
prvky vytvarejici hydrid, jako tomu bylo u pfedchozich metod [64].

Vyhodou téchto metod je ve srovnéani s konvenénim zmlzovanim vzorku vyssi u€innost

transportu vzorku. Nevyhodou je vysoka potfizovaci cena [64].
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2.5.3.3 Instrumentalni modifikace ICP-MS

Tyto pfistupy, na rozdil od pfedchozich, kdy se odstranila interference pochdzejici
Z matrice, nam zajisti minimalizaci interferenci pochdzejicich z argonové plazmy. Diky témto
pfidavnym zafizenim dochazi k vyraznému zlepSeni detek¢nich limitd. Jsou vSak velmi
nakladnd a jejich pofizeni je nutno peclivé zvazit. Jde se o modifikace plazmy, kdy je
v nékterych tocich proud argonu nahrazen jinymi plyny, naptiklad methanem nebo dusikem.
Dale studené plazma, kdy se snizi vykon plazmy na 650-800 W a tim se snizi teplota plazmatu

Dal$imi instrumentalnimi modifikacemi jsou kolizné reak¢ni cely. Do cely se zavede
kolizni nebo reakéni plyn. Srazkové (kolizni) plyny jako He, H> nebo Xe se srazi jak
s interferujicimi polyatomy, tak s cilovym analyty, ale protoze interferujici Castice jsou vétsi
nez castice cilového analytu, dojde k tzv. diskriminaci kinetické energie a Céstice nejsou
detekovany, citlivost se zlepsi. V piipadé dynamickych reak¢nich cel se zavadi reakéni plyn,
kterym muze byt Oz, NHs, CH4 nebo Ha. Plyn reaguje s cilovym analytem za vzniku jiného,
ktery neni detekovatelny a nereaguje s interferenty. Vznikly analyt se tak uz nepiekryva
s interferentem [64].

Spektrometry s vysokym rozlisenim (HR-ICP-MS) maji az 30ti nasobn¢ vyssi rozliseni
nez klasické kvadrupolové spektrometry diky ¢emu se vytesi vétSina spektralnich interferenci.
Mezi tyto spektrometry patii naptiklad SF-ICP-MS nebo MC-ICP-MS [73]. Jejich nevyhodou
je, ze kvili vysokym poZadavkim na rozliSovaci schopnost hmoty je ti¢innost pienosu ionti
nizsi, coz ovliviiyje citlivost a sniZzuje presnost ultrastopové analyzy. DalSi nevyhodou je

bezesporu vysoka potizovaci cena [64].
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2.6 Priprava vzorku k analyze
zahrnuje kroky od jednoduchého fedéni az po caste¢né ¢i uplné rozpusténi. Cilem ptipravy
vzorkl je v co nejkratSim case dosdhnout nejlepsiho vysledku s minimalni kontaminaci,
S pouzitim co nejmensiho mnoZzstvi reagentl. Také je Zadouci, aby pii ptipravé vzorku vzniklo
co nejmén¢ odpadu [74].

Ptiprava vzorkil kosti zahrnuje nékolik krokti. Prvnim je odstranéni ulpivajicich tkani
z povrchu, v piipadé fosilnich kosti pouze €isténi povrchu. Druhym krokem je lyofilizace,
nasledovand mletim ¢i drcenim vzorku a vhodnym typem rozkladu. V literatufe jsou popsany i
postupy rozkladi, kdy se mleti kosti upln€ vynechd a ta se rovnou rozpusti v kyseliné dusicné
[5, 33], smési kyseliny dusiéné a peroxidu vodiku [75] nebo ve smési kyseliny dusi¢né a
chlorovodikové v poméru 1:1 [52].

Pfed samotnou analyzou kosti/zubl se vzorky nechaji zmrazeny pii teploté —18 °C [76],
—30 °C [77],-70 °C [5], nebo az —80 °C [78]. Nadobi pouzivané pii ptipravé vzorkl a
naslednych analyzach se pouziva ve vétsin¢ piipadi plastové [76], vyrobené napf.
z polypropylenu [75, 77]. Nadobi je vhodné pied pouzitim louzit s 10% [79] nebo 5M HNO3
[57] po dobu minimalné 24 hod. a poté oplachnout deionizovanou vodou, aby se zamezilo riziku
kontaminace [57, 79].

Tabulka 3 na konci kapitoly zndzornuje piehled metod pouzitych pro analyzu kosti a

podobnych typt biologickych materidlt a jejich piiprava k analyze.

2.6.1 Odstranéni ulpivajicich tkani z povrchu kosti a jejich Fezani

Odstranéni zbytkti mékkych tkani a krve z povrchu kosti je dilezité pro dosazeni
homogenizovaného a reprezentativniho vzorku. PouZivaji se k tomu jak rtizné nastroje, tak i
chemické latky, které tyto tkané rozpusti.

K mechanickému odstranéni ulpivajicich tkani z povrchu vzorkl se pouzivaji skalpele,
Skrabky ¢i jiné nastroje vyrobené z titanu [76], plastu [32, 76], tantalu [5, 78] nebo nerezové
oceli [33, 77, 78]. Dale miZe byt pouzit k tomuto ti¢elu zubni vrtak s karbidovym vyvrtem [19].

K chemickému odstranéni tkani a zbytkd krve se nejcastéji pouziva peroxid vodiku [1,
52, 78, 80] nebo 10% roztok chlornanu sodného [33]. K odstranéni lipidii a zbytkt organickych
kontaminantii 1ze pouzit aceton [1]. K ¢iSténi zubi mize byt pouzit kartacek na zuby namoceny
do 1% roztoku papainu [81] a pro LA-ICP-MS postaci jako piiprava vzorku k analyze
oplachnuti v 2% roztoku HNOs, v deionizované vod¢ a nasledné v isopropylalkoholu [82].

K odmasténi lze kosti namocit do diethyletheru na 1-2 hod. [78]. K docisténi se vzorky namoci
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do absolutniho alkoholu (95,57% roztok ethanolu) [52] nebo ponechaji v UV lazni
deionizované vody [32, 83].

Pro fezani a Stipani kosti se pouziva napfiiklad titanovy skalpel [76], rotujici niz
Z nerezové oceli [83] nebo nastroje s diamantovym povrchem, napi. pila Isomet s prstencovou
Cepeli s diamantovym povlakem [52], vrtdk s diamantovym kotou¢em [84], vrtacka
s diamantovym povlakem [1] nebo kotoucova pila s diamantovym povrchem [5].

Nektera dostupna literatura uvadi i odstranéni kostni dfené a to napt. pomoci tantalové
Skrabky [5] nebo pitevni pily [78]. Pro obrouseni zubni skloviny pro izotopickou analyzu byl

pouzit nastroj Dremel [19].

2.6.2 Lyofilizace

Lyofilizace, neboli suSeni vymrazenim, je technika vhodna k uchovani biologickych
vzorkl bez jejich poskozeni [85]. Cilem lyofilizace je uchovani vzorku bez poskozeni pomoci
vymrazeni vnitini vody, ktera se jako led odstrani sublimaci [85, 86]. Vzorek je nejprve
zmrazen a poté vystaven vysokému vakuu, ¢imz dojde k odpateni vody bez tani. Lyofilizace
probiha ve tfech krocich: mrazeni, sublimace ledu a desorpce vlhkosti adsorbované v matrici.
Uvolnéna vodni para kondenzuje na povrchu kondenzatoru pii velmi nizké teploté [86]. Za
kriticky krok se povazuje krok mrazeni, protoze ovliviluje velikost krystali ledu, tedy i

sublimaci a desorpci. Proces lyofilizace nezahrnuje proces sterilizace [85].

2.6.3 Drceni a mleti vzorku

Pro rozmélnéni kosti ¢i zubti na jemny prasek lze pouzit tieci misku s tlouckem [2, 19,
81, 87], kde je vsak obtizné dodrzet potiebnou velikost ¢astic. K mleti se mohou vyuzit mlyny
riznych typt — kulovy [2, 5], mlyn s noZi [78, 79] nebo ultra odstiedivy mlyn. U velkych kosti
je moZno vyuZzit dvojiho mleti. Prvni mleti pomoci mlynu s nozi, diky kterému ziskame ¢astice
0 velikosti 2 mm a druhé mleti pomoci ultra odstfedivého mlynu, ktery rozemele tyto Castice
na jemny homogenni prasek [78]. U drceni a mleti vzorku je téeba pocitat s pfipadnymi ztratami

a pouZit tak vice vzorku, nez k analyze skute¢né potiebujeme.

27



2.6.4 Rozklady vzorku

Biologické materidly, jako jsou kosti, jatra, ledviny mohou byt rozkladany suchym
spalovanim, klasickym rozkladem na plotynce nebo mikrovinnym rozkladem. Bézné se
pouzivaji kyselé mikrovinné rozklady Vv uzavienych systémech, protoze jsou rychlejsi,
ptesnéjsi, pouzivaji malé mnozstvi reagentli a vyhybaji se ztratam t€kavych prvkl, ¢imz snizuji
riziko kontaminace Zivotniho prostredi [74, 88].

Spalovani je nejucinnéjsi a nejstarsi zpusob rozkladu organickych material. Pouziva se
zejména u hiife rozlozitelnych vzorkd. Vzhledem k vysoké teploté¢ dosazené pii spalovani se
odstrani témét uplné organickd matrice a tim se snizi moznost interferenci béhem analyzy.
Tento zplsob rozkladu je vhodny pro piipravu vzorkli pro stanoveni nekovil (napf.
Vv biologickych matricich ¢i polymerech), pro které je rozklad pomoci kyselin zcela nevhodny
[88].

K mokrym rozkladiim se pouzivaji koncentrované kyseliny. Pti vybéru je dulezité vzit
Vv tvahu silu kyseliny, jeji oxida¢ni a komplexni silu, teplotu varu, rozpustnost vyslednych soli,
bezpecnost pii manipulaci a Cistotu [89]. Pro organické vzorky se pouziva nejcastéji kyselina
dusi¢na [5, 29, 33, 77, 79, 90, 91], dale potom chlorovodikova, sirova, fosfore¢na,
fluorovodikova a peroxid vodiku [74]. Nejvhodné&jsimi a zaroven nejpouzivanéjsimi reagenty
je kombinace kyseliny dusi¢né spolecné s peroxidem vodiku [32, 75, 76, 87, 92].

Dalsi moZnosti rozkladu biologickych materiali je alkalicka solubilizace. Ta se pouziva
pro speciacni analyzu nebo pfi malém mnozstvi vzorku. Pro tento ticel se pouziva jako jeden
z moznych reagentit TMAH® (tetramethylamoniumhydroxid) [79, 93]. Ptiklady konkrétnich
rozkladi biologickych vzorkt véetné navazek, pouzitych reagentti, méfenych analytd a pouzité

metody jsou uvedeny v Tabulce 4.
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Tabulka 3: Pfehled metod pouzitych pro analyzu kosti a podobnych typi biologickych materialid a jejich piiprava k analyze

Metoda Analyt Vzorek Priprava vzorku Limit detekce Lit.
ET-AAS Pb stehenni kosti odstranéni mékkych tkani pomoci noze, suseni v peci 4 hod., 1-2 pg gt [31]
prasat spaleni
ET-AAS Cu, Mg, Mo, meziobratlova ocisténi od tkani, lyofilizace 24 hod., mikrovinny rozklad s HNOs;  pg kg [30]
F-AAS Ni, Pb, Zn ploténka a
stehenni lidské
kosti
ET-AAS Pb holenni, stehenni  odstranéni svalil a klize pomoci skrabky z Ta, nafezani pomoci 0,6 uggt [5]
kosti, Zebra a pily s diamantovym povrchem, dale bud’ rozpusténi v HNO3 pii
lebky zasazenych  pokojové teploté 48 hod. nebo mikrovinny rozklad
olovem
ET-AAS Pb vapnikova vyziva mikrovinny rozklad s HNOs b [91]
vyrobena z kosti
ET-AAS Pb, Cd lidské zuby extrakce, ocisténi PE skrabkou a oplachnuti v solném roztoku, a [32]
precisténi v ultrazvukové lazni DV, suseni pii 110 °C 24 hod.,
mleti pomoci tfeci misky a tloucku, mikrovinny rozklad
ET-AAS Pb lidské kosti homogenizace, suseni pii 110 °C, klasicky kysely rozklad, 0,022 pg g* [29]
pridavek modifikatoru NHsH2PO4
ET-AAS Pb (AAS) kosti bélokura ocisténi pomoci skalpele z nerezové oceli, lyofilizace 48 hod., 2 [77]
ICP-MS Izotopy Pb rousného (ptak) klasicky kysely rozklad
204 206 207 208
(ICP-MS)
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Tabulka 3: Pokracovani

Metoda Analyt Vzorek Priprava vzorku Limit detekce Lit.
ET-AAS Pb stehenni kosti, extrakce, suSeni pii 70 °C, 72 hod., mleti pomoci mlynu s nozi, a [79]
jatra, ledviny, mikrovinny rozklad s HNOs nebo alkalicka solubilizace s TMAH
srdce, plice a (malé mnozstvi vzorku — slezina, srdce)
sleziny krys
ICP-MS 40 prvku ? CRM — jatra, suseni pti 105 °C, rozklad a) kysely s HCI, b) kysely s HNOs a a [57]
tkan¢ a bilkovina  H20z, ¢) mikrovinny s HNO3z a H20>, d) rozklad ve vysokotlakém
ryb mikrovinném systému s HNO3 a H203, e) spalovani a nasledny
kysely rozklad s HNOg, f) kysely rozklad s HF
ICP-MS 59 stopovych lidska Zebra odstranéni mékkych tkani a krve pomoci nastroju z titanu a plastu, *# [76]
prvku 2 lyofilizace, nafezéni na priifezy o hmotnosti 50-100 mg titanovym
skalpelem, rozklad v jednokomorovém autoklavu s HNO3 a H20..
ICP-MS Pb rybi obratle a o¢isténi mekkych tkani pomoci nastroje z nerez. oceli a 10% 0,11 ugg? [29]
celisti chlornanu sodného, lyofilizace, mikrovlnny rozklad
ICP-MS Mg, Al, Mn, lidska zubni mikrovinny rozklad b [87]
Fe, Cu, Zn, Ni,  sklovina
Sr, Cd a Pb
ICP-MS Pb lidské zuby 24 hod. louzeni v deionizované vodg, o¢isténi a zbaveni mékkych P [81]
tkani pomoci kartacku namocenym v 1% roztoku papainu (3 kola),
ponofeni do 3% roztoku H202 na 30 s a omyti deionizovanou
vodou, rozemleti pomoci tfeci misky a tloucku, kysely rozklad
(HNOs3 + HCI + H203)
HR-ICP-MS 27 prvka ? lidské kosti mikrovinny rozklad s HNO3s a H202 b [75]

30



Tabulka 3: Pokracovani

Metoda Analyt Vzorek Piiprava vzorku Limit detekce Lit.
ICP-MS Al, As, Ba, Mg, lidské kosti nafezani pomoci vrtaku s diamantovym kotoucem, o¢isténi v UV b [84]
Mn, Pb, Sr, V, lazni deionizované vody, suSeni v peci pii 105 °C, spaleni po dobu
Zn, Zr 7 hod. pti 725 °C, mikrovinny rozklad s HNO3
ICP-MS 42 analyti *v¢. SRM 1400 Bone  rozklady s riznymi kyselinami, porovnani laboratofi, vice viz b [90]
izotopu Pb Ash Tabulka 4
ICP-MS Al, Ba, Pb, Sra lidské stehenni namoceni kosti do absolutniho alkoholu, natfezani pomoci pily a [52]
Sn kosti Isomet s prstencovou ¢epeli s diamantovym povlakem, piidani
H202 na 4 hod. k odstranéni mékkych tkani, umyti DV a
absolutnim alkoholem, rozpusténi ve smési HCI a HNO3
ICP-MS Cu, Zn, Sr, Al,  lidské zuby sterilizace v autoklavu a namoceni do H20> Kk odstranéni mékkych b [80]
Ba, Ph, U, Ce, tkani, ususeni, mleti a rozpusténi v HNO3
La, Pr a vzacné
zeminy
LA-ICP-MS 60 prvku ? v¢.  kosti moiskych kysely rozklad HF + HCIO4 + HNOg; + HCI vzacné zeminy a U [94]
vzacnych plazi 0,1 mg kg%; pro
zemin CeaPb 0,02
mg kg
LA-ICP-MS  vzacné zeminy, fosilni kosti oplachnuti v 2% HNO3, DV a isopropylalkoholu, sueni stlacenym ° [82]
aktinoidy vzduchem
LA-ICP-MS  Hg fosilni kosti umyti vodou, suSeni v susarn¢ pii 60 °C b [95]
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Tabulka 3: Pokracovani

Metoda Analyt Vzorek Piiprava vzorku Limit detekce Lit.
LA-ICP-MS  Sr,Cd, Zn,Pb  lidské zuby umyti v UV lazni DV, suSeni voln¢ na vzduchu a vlozeni do Zn, Sr-pggt [83]
pryskyfice na 10 hod. pii 70 °C, nafezani pomoci rotujiciho noze Cd,Pb-ngg*
Z nerezoveé oceli, vycisténi v UV lazni a suseni v peci 2 hod. pfi
60 °C
HR-ICP-MS 24 prvku ? fosilni kosti ocisténi v H20; k odstranéni tkani, v acetonu K odstranéni lipidia  0,004—4 ng g* [1]
zbytku organickych latek, dale v HNO3 k odstranéni
anorganickych latek, suseni 24 hod. pfi 120 °C, mikrovinny
rozklad s HNO3
ICP-OES B, Ca, Fe, Mg,  lidské stehenni namoceni do absolutniho alkoholu, nafezani pomoci pily Isomet a [52]
P, K, NaaZn kosti S prstencovou ¢epeli a diamantovym povlakem, ponoteni na 4 hod.
do H202, umyti DV a absolutnim alkoholem, rozpusténi kosti ve
smé&si HCl a HNO3z (1:1)
ICP-OES Ca, Mg lidské zuby sterilizace v autoklavu a namoceni do H20 K odstranéni mé&kkych P [80]
tkani, ususeni, mleti a rozpusténi v HNOs3
ICP-OES Pb kosti ryby odstranéni tkani pomoci nastroje z nerezové oceli, umyti v 10% 0,11 ugg* [33]
trematomus roztoku NaClO, lyofilizace, mikrovinny rozklad s HNO3
bernacchii
ICP-OES 19 prvku @ kost kravy o¢isténi tkani, suSeni v peci 1 hod. pti 180 °C, mleti v kulovém b [2]

mlynu nebo v tfeci misce s tlouc¢kem (podle mnozstvi vzorku),
rozpusténi ve smeési HNO3z a H20-
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Tabulka 3: Pokracovani

Metoda Analyt Vzorek Piiprava vzorku Limit detekce Lit.
XRF Pb, Cd, Hg, Zn, lidské stehenni tepelna uprava v peci s fizenou atmosférou pii 600 °C a [37]
Fe, Nia Cu kosti
XRF Fe, Cu, Zn, Br, lidské zuby extrakce, oplachnuti DV, umisténi na 48 hod. do nadoby 0,5pggt [96]
SraPb s trymolovymi krystaly (desinfekce), nefezani na tenké pasky a
vylesténi povrchu
XRF ClL, V, Cr, Zr, zviteci parohy, vzorky byly suché udrzovany pii pokojové teploté a nebyly b [35]
Ag, Cd, Sn, Sb, rohy, kosti a zuby skladovany déle nez 12 let po smrti zvifete
P, K, Ca, Ti,
Mn, Fe, S, Si,
Zn

4 uvedeno Vv literatuie

b neuvedeno
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Tabulka 4: Priklady rozkladi biologickych vzorki véetné navazek, pouzitych ¢inidel, méfeného analytu a pouzité metody

Typ rozkladu Vzorek Navazka vzorku Min. ¢inidlo Informace o rozkladu Analyt Metoda Lit.

mikrovinny stehenni kost 250 mg HNOs3 8 mL 7M HNOs3, PTFE nadoby, Pb ET-AAS [79]
Krysy 30 min. ponechano
alkalicka jatra, ledviny, 25 mg TMAH® 1 mL 25% TMAH, ponechano Pb ET-AAS [79]
solubilizace srdce, plice a pies noc a ziedéno na 25 mL
slezina krysy
klasicky lidské zuby 500 mg HNO3z + H202 10 mL HNOs, 2 mL H20,, PTFE ~ Cd, Pb ET-AAS [32]
kadinky, odpafit do sucha a
rozpustit v 0,1M HCI, doplnit do
50 mL DV
klasicky kosti 19 HNO3 10 mL podvarové HNOs, piidavek Pb ET-AAS [29]
(neuvedeno modifikatoru NH4H2PO4, 80 °C,
jaké) 2 hod., doma vyrobeny piistroj
mikrovinny Celist a obratle  100-300 mg HNOs3 5 mL HNOs, 40 min. pfi max. Pb ICP-AES [33]
ryby tlaku 150 psi a energii, zfedéni na
Trematomus 10 mL, mikrovinny systém MDS-
bernacchii 2000
klasicky kosti bélokura ~ 100-400 mg HNOs 0,5mL HNO3 na 0,1 g susiny Pb ET-AAS, [77]
rousného (ptak) vzorku, PP vialky, nechano ptes F-AAS
noc a poté zahfivani na 100 °C, 3
hod., doplnit na zndmy objem
klasicky lidska Zebra 50-100 mg HNOsz + H202 1,5 mL HNOs, 0,3 mL H202, 160— 59 stop. ICP-MS [76]
200 °C, 3 hod., jednokomorovy Prvka

autoklav Ancon-AT2, Ltd., Russia
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Tabulka 4: Pokrac¢ovani

Typ rozkladu Vzorek Navazka vzorku  Min. ¢inidlo Informace o rozkladu Analyt Metoda  Lit.
mikrovinny lidské kosti 100 mg HNO3z + H2O2 4 mL HNOs3, 1 mL H20o, 27 prvka HR-ICP- [75]
temperovani 15 min. na 200 °C a MS
poté 10 min.
klasicky SRM 1400 Bone 200 mg HF + HCIOs+ 1 mL HF, 1 mL HCIO4, 4 mL 42 analytt ICP-MS  [90]
Ash HNO3 HNOs, PTFE kadinky, 180 °C, 8 v¢. izotopi
hod., odpafeni do sucha a rozp. Pb
v 200 mL HNOs3 obsahujici 0,1 %
HCI
klasicky SRM 1400 Bone 200 mg HNO3 + HCI 4 mL HNOs-HCI (1:1), odpateno 42 analytt ICP-MS  [90]
Ash do sucha, rozp. v 2 mL HNO3-HCI  v¢. izotopu
a doplnéno na 50 mL Pb
reflux SRM 1400 Bone 200 mg HNO3 2 mL HNOz 6 hod. reflux 42 analytd ICP-MS  [90]
Ash Vv uzavienych  nadobach  do V¢. izotopt
odpafeni, ptidani 200 ul HCI, Pb
odpafeni do sucha, rozp. v 1M
HNOs na  800-2000nasobné
ziedéni
mikrovinny lidska zubni 0,009-0,735¢ HNOs + H202  3mL 50% HNOs3, 2 mL 30% H202 Mg, Al, Mn, ICP-MS  [87]
sklovina Fe, Cu, Zn,
Ni, Sr, Cd,
Pb
mikrovinny kosti zvitat 500 mg HNO3 10 mL HNOsg, teplotni program:  Pb ET-AAS [5]
zasazenych 8 min. na 100% vykon, 10 min. na
olovem 65% vykon, tlak 448 kPa, poté
ziedit na 50 mL, Model 81D
mikrovinny vapnikova 500 mg HNO3 10 mL HNOg, teflonové nddoby 55 analyth ET-AAS [91]

vyziva vyrobena

Z kosti
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

e Standardy prvki: Cu, K, Na, Mg, Li, B, Be, Al, Ti, V, Cr, Mn, Ni, Co, Cu, Ga, Ge, As,
Se, Rb, Sr, Zr, Mo, Ru, Pd, Ag, Cd, Sn, Sb, Te, Ba, Ta, W, Re, Pt, Hg, Tl, Pb, Bi, Th,
Cs, Hf a U o koncentraci 1 g L (Analytika spol., s.r.o. CR, nebo SCP Science Ltd.,
Kanada) a Zn o koncentraci 10 g L (Analytika spol., s.r.o. CR)

e HNO3 65% (m/m), p.p. (PENTA s.r.o., Praha)

e H>0230% (m/m), p.p. (Sigma Aldrich, Francie)

e Aceton (PENTA s.r.0., Praha)

3.2 Priprava roztoki

3.2.1 Piiprava 2M roztoku HNO3
Pro louzeni chemického nadobi po dobu 24 hodin byl pfipraven roztok 2M HNOs. Pro

tyto Gcely byla pouZzita podvarové precisténa 65% kyselina dusi¢na.

3.2.2 Priprava zasobnich roztoki a standardii

3.2.2.1 Multiprvkové zasobni roztoky

Byly ptipraveny tii multiprvkové standardy ,, A", ,,B*“a,,C*".

Multiprvkovy standard ,,A°* 0 koncentraci 10 mg L™ obsahoval prvky Ag, Al, As, B,
Ba, Be, Bi, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Ga, Ge, Hf, Hg, Li, Mn, Mo, Ni,, Pb, Pd, Pt, Rb, Re, Ru, Sb,
Se, Sn, Sr, Ta, Te, Ti, Th, Tl, V, W, Zr. Pro piipravu kalibrace byl tento roztok nafedén na
koncentraci 500 pg L. Za gelem stabilizace iontii bylo do 50 mL odmérné baiiky k tomuto
roztoku pfidano 0,5 mL podvarové piecisténé HNOs.

Multiprvkovy standard ,,B** obsahoval 500 pug L Ce, La, Nd, Pr, U (,B1“)a 100 ug L
! Dy, Er, Eu, Gd, Ho, Lu, Sc, Sm, Tb, Tm, Y, Yb (,,B2%). Red&nim byl pfipraven roztok o
koncentraci 50 (,,B1*) + 10 (,,B2°“) ug L. Za tielem stabilizace iontli bylo do 50 mL odmérné
baiiky k tomuto roztoku pfidano 0,5 mL podvarové precisténé HNOs.

Multiprvkovy roztok ,,C** 0 koncentraci 50 mg L Zn a Fe. Tento roztok byl nafedén na
koncentraci 5 mg L a z n&j byly piipraveny kalibra¢ni roztoky.
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3.2.2.2 Zasobni roztok porovnavaciho prvku Rh

Tento roztok byl pfipraven fedénim standardu o koncentraci 1 g L™* Rh. Nejprve byl
tento standard nafedén na koncentraci 10 mg L, poté na 500 pg L™ a nasledné na 50 pg L™
Do vsech kalibracnich roztokti, modelovych roztokii, slepych vzorkli a vzorkil roztoki
méfenych na ICP-MS bylo ptidano rhodium tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 1 pg L™
Za ucelem stabilizace iontt bylo do 50 mL odmérnych banék ptidano 0,5 mL podvarové

precisténé HNO:s.

3.2.3 Kalibracni roztoky

3.2.3.1 Kalibrace pro ICP-MS

Z multiprvkovych standardd ,,A*(500 pg L), ,,B (50+10 ng LY a ,.C* (5 pg LY
byla pfipravena kalibra¢ni fada.

Prvky multiprvkového standardu ,,A‘* mély v kalibra¢ni fad€ koncentrace 0, 1, 2, 5, 10
a 20 ug L, prvky multiprvkového standardu ,,B‘‘ mély koncentrace 0; 0,1+0,02; 0,2+0,04;
0,5+0,1; 1+0,2 a 2+0,4 pg Lt a prvky multiprvkového standardu ,,C** mély koncentrace 0, 50,
75, 100, 150 a 200 pg L™,

3.2.3.2 Kalibrace pro ICP-OES
Pro stanoveni Ca, P a Na pomoci metody ICP-OES byla pfipravena ze zasobniho roztoku

o koncentraci 50 pg L™ kalibra¢ni fada 1; 5; 10 a 20 ug L™.

3.2.3.3 Kalibrace pro F-AAS/F-AES
Pro stanoveni Mg byla pfipravena kalibra¢ni fada 0,05; 0,1; 0,2 a 0,4 pugL™ a pro

stanoveni K kalibra¢ni fada o koncentracich 2; 5; 10 a 20 ug L™

3.3 Kontrola kvality analytickych vysledkii

Pro ovéfeni presnosti a spravnosti metody byl pouzit certifikovany referencni materiél

SRM® 1486 Bone Meal (NIST, USA).
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3.4 Seznam, odbér a uchovani vzorki vydrich tkani

Vzorky kosti (n = 73) vyder ficnich byly dodany spolecnosti ALK A Wildlife, o.p.s., ktera
organizuje sbér uhynulych tél vyder fi¢nich na izemi Ceské republiky jiz od 90. let. Sbér vyder
je zaloZen na spolupraci s vefejnosti a celou fadou instituci [7]. Vzorky vyder pouzité v této
diplomové praci byly posbirany v letech 2007-2015. Jednotliva mista nalez( jsou zobrazeny
na Obr. 1. O vSech uhynulych jedincich byl sepsan protokol obsahujici data o pohlavi, stafi,
pricin¢ umrti, misté nalezu, ktery je uveden jako Ptiloha 1. Tkan¢ odebrané pitvou (Zebro, tuk

a jatra) byly ulozeny do PE pytliku a uchovany v mraznicce pii teploté —18 °C.
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Obr. 1: Mista nalezii uhynulych jedinci vydry Fiéni

3.5 Priprava vzorkii k analyze

3.5.1 Odstranéni ulpivajicich tkani
Jelikoz na vzorcich zeber byly zbytky tkani, jak ukazuje Obr. 2a, bylo potieba je ocistit,
aby byla zajiSténa homogenita vzorku. Na ¢iSténi byl pouzit keramicky nliz, viz Obr. 3a. Na

Obr. 2b je pak zebro po ocisténi zbytku tkani.
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Obr. 2: a) Vzorek Zebra se zbytky ulpivajicich tkani, b) Vzorek Zebra po o¢isténi keramickym nozem

a)

b) e ———

Obr. 3: Nastroje k odstranéni ulpivajicich tkani, zbytki krve a kostni di‘ené a) keramicky nuz, b) Skrabka
na zubni kimen

3.5.2 Lyofilizace

Vzorky zeber (1000+1 mg) byly navdzeny do sterilnich lyofiliza¢nich zkumavek
opatfenych sterilnim gumovym vitkem, viz Obr. 4. Zebra byly nastipany, aby z nich bylo
pozd€ji mozné vyskrabnout kostni dfeil. Pfed samotnou lyofilizaci byly vzorky hluboce
zmrazeny pii —80 °C po dobu 24 hod. Poté byly vzorky lyofilizovany podle programu:
() 1 hodina, tlak 0 hPa; (11) 24 hodin, tlak 1 hPa; (111) 4 hodiny, tlak 0 hPa.
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Obr. 4: Sterilni lyofiliza¢ni zkumavky se sterilnim gumovym vi¢kem

3.5.3 Odstranéni zbytku tkani a krve po lyofilizaci

Po lyofilizaci byly vzorky znovu ¢istény pomoci keramického noze, Obr. 3a. Kostni dfeil byla
vyskrabnuta pomoci $krabky na zubni kamen vyrobené z chirurgické oceli, Obr. 3b. Vzorek
zebra po lyofilizaci je na Obr. 5a a po ocisténi keramickym nozem a Skrabkou na zubni kamen

na Obr. 5b.

Obr. 5: a) Vzorek Zebra po lyofilizaci, b) Vzorek Zebra po lyofilizaci po o¢i§téni keramickym noZem,
Skrabkou na zubni kimen a acetonem

3.5.4 Mleti
Vzorky zeber byly mlety ve vibracnim kulovém mlynu. Mleti probihalo v kovové
patronce s kuli¢kou, do které bylo navazeno vzdy < 200+5 mg. Doba mleti byla 7 minut.

Pomlety vzorek v porovnani s kovovou minci je uveden na Obr. 6.
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Obr. 6: Pomlety realny vzorek - mnoZstvi z kovové patronky (200 <5 mg) v porovnani s kovovou minci

3.5.5 Mikrovinna mineralizace

Mikrovinna mineralizace byla provedena v rozkladnych nadobach typu DAC-100S se
systémem Multi-Tubes. Do jednotlivych insertii bylo navazeno 100+5 mg vzorku, pfiddn 1 mL
podvarové HNOs (65%) a 1 mL H202 (30%). Do teflonovych nadob DAC-100S bylo ptidano
7,5 mL podvarové HNO3 (65%) a 7,5 mL H202 (30%) a do nich byly vlozeny tii nadobky o
objemu 10 mL se vzorkem a reakénimi Cinidly. Nadoby byly zakryty teflonovym vickem a
vloZzeny do teflonového pouzdra s keramickym tlakovym obalem. Mineraliza¢ni rozklad
probihal podle programu, ktery je uveden v Tabulce 5. Tento teplotni program byl jiz dfive
pouzit k rozkladu podobnych biologickych vzorki. Ciry a ochlazeny mineralizat byl poté
preveden do odmérné banky o objemu 10 mL. Vzorky byly uchovany v polyethylenovych

nadobach a byly zamraZeny.

Tabulka 5: Teplotni program mikrovinné mineralizace

Krok T [°C] p [bar] Ramp Hold P [%0]

1 130 35 5 10 20
2 160 35 5 10 40
3 200 35 5 15 60
4 50 35 1 5 0
5 50 40 0 0 0
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3.6 Instrumentace

3.6.1 Mikrovinné zarizeni Speedwave Xpert

Pro mineralizaci vzorkd kosti bylo pouzito mikrovinné zafizeni Speedwave Xpert
Berghof (Némecko), které je na Obr. 7. Jednd se o uzaviratelné¢ zafizeni s fokusovanym
mikrovinnym polem.

V kruhové peci potazené kvalitnim teflonem PFA je umistén karusel, do kterého se
jednotlivé umisti az 8 rozkladnych nadob. Neni tfeba rozkladat vzdy ve vSech nadobach.
K mikrovinnému zatizeni nalezi externi fidici jednotka, ktera je dotykova a jeji ovladani je
intuitivni podobné jako na chytrém telefonu ¢i tabletu. Diky tomu, Ze je jednotka umisténa
externé je zamezeno riziku koroze. Patentovand technologie optickych senzort zajist'uje plnou
kontrolu teploty (50-300 °C) a tlaku (0—150 bar) v prubéhu reakce v kazdé rozkladné nadobé.
Rozkladné teflonové nadoby o objemu 100 mL jsou odolné tlaku az 130 barti a teploté 260 °C
[97].

Pfi malych mnozstvich vzorkl 1ze nadoby typu DAC-100S ¢i DAK-100X doplnit o
systém Multi-Tubes, viz Obr. 8, kdy se do kazdé teflonové nadoby vlozi az 3 PFA nadobky,
tzv. inserty, o objemu 10 mL a tim se zvys$i vykon mineralizace vzorkd, a to az na 24 vzorka
soucasn¢. Rozkladné ¢inidlo, v nasem ptipadé€ to byla smés HNOz + H202 (1:1), se ptida pfimo
ke vzorku do insertu a také do vnéjsi teflonové nadoby a to tak, aby hladina ve vnéjsi teflonové

nadob¢ byla vys nez hladina ¢inidel v insertech.

speedwave

&
]

Obr. 7: Mikrovinné zatizeni Speedwave Xpert [97]
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Obr. 8: Schéma systému Multi-Tubes pro nadoby DAC-100S, a) vzorek, b) rozkladné ¢inidlo v insertu,
¢) rozkladné ¢inidlo nadobé DAC-100S [98]

3.6.2 Lyofilizator CoolSafe Pro

Lyofilizace je proces, pii kterém se vyuziva vakuové sublimace. Lyofilizator je slozen
z komory, ve které¢ dochazi k sublimaci. Komora je napojena na kondenzator ledu, kam se
odvadi vznikajici para a na vyvévu. V prvnim kroku se vzorek zmrazi na teplotu —15 az —80 °C
za atmosférického tlaku. Vzniknou malé krystalky ledu, které pfi postupném snizovani tlaku
nad vzorkem sublimuji. Vznikajici para je odvadéna do kondenzatoru, aby nedochazelo ke
sniZzeni vakua. Odstranéni zbytkové vlhkosti probiha za postupného zvySovani teploty nad 0 °C
pfi nizkém tlaku. Poté dochazi k pozvolnému vyrovnani tlakli pomoci filtrovaného a inertniho
vzduchu. Lyofilizované vzorky si zachovaji pivodni objem a jsou stabilni pfi pokojové teploté
i n€kolik let [99]. Pro nase ucely byl pouzit lyofilizator Labogene CoolSafe Pro, ktery je

vyobrazen na Obr. 9.

Obr. 9: Lyofilizator Labogene CoolSafe Pro [100]
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3.6.3 Podvarové destila¢ni zarizeni

Pro ultrastopovou analyzu a louzeni chemického nadobi je potteba velmi Cista kyselina
dusic¢na. Ta se pfipravuje pomoci podvarové destilace v systému BSB 931R (Berghof GmbH,
Némecko), viz Obr. 10. Toto zafizeni je slozeno z IR lampy, PTFE nadoby s odpatfovaci
komorou a s PFA chladi¢em. Kondenzat je odvadén pomoci PFA trubice a shromazd’ovan
Vv pruhledné 1ahvi vyrobené také z PFA. Vznikajici kondenzat piichazi do styku jenom s PFA.

Ohfev je bezkontaktni pomoci IR zafice. Dosahuje se tak opravdu nizkych kontaminaci [101].

Obr. 10: Podvarové destila¢ni zatizeni BSB 939IR [101]

3.6.4 Skenovaci elektronovy mikroskop VEGA3 SBU

Pomoci kompaktniho skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) VEGA3 SBU
(Tescan, Brno, CR) ve spojeni s rentgenovym systémem Quantax (Bruker Nano XFlash®,
detektor 410 — M, software Quantax Esprit 1.9, Bruker Nano GmbH, Berlin, Némecko) byly
méfeny velikosti ¢astic mleté kosti vydry fi¢ni a kralika domaciho. VEGA3 SBU, viz Obr. 11
je pln¢ integrovany energiové disperznim rentgenovym mikroanalyzatorem (EDX) [102]. Byly
pouzity detektory BSE — detektor zpétné odrazenych elektroni a SE — detektor sekundarnich
elektront. Urychlovaci napéti mélo hodnotu 20 kV a méfeni probihalo v reZimu vysokého

vakua.
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Obr. 11: Skenovaci elektronovy mikroskop VEGA3 - SBU [102]

3.6.5 Analyzator velikosti ¢astic Mastersizer 2000MU

Velikost Castic v pomletych vzorcich byla provedena pomoci analyzatoru velikosti
Castic Mastersizer 2000MU (Malvern Instruments, Velka Britanie), ktery je na Obr. 12. Byla
provedena analyza vzorki vyder a pro porovnani i kralika a SRM 1486. Tento piistroj pracuje
na principu laserové difrakce a je mozné s nim analyzovat pouze praSkové materialy. Prasek se
smisi s dispergujici kapalinou, nafedi na pozadovanou koncentraci a vlozi se do optické casti
ptistroje. Vzorky musi byt reprezentativni a dobfe dispergované, jinak nebude méteni spravné.
Detektory zachyti rozptylené zatfeni v ur¢itém rozsahu thll. Pro kazdé méfeni je udélano 2000
snimki. Rychlost tvofeni snimkd je 1 snimek/ms. Rozsah pfistroje je 0,02—2000 pm [103].
Dispergace vzorku byla provedena ve vodé pomoci ultrazvuku, méfeni bylo pritocné a

vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Fraunhoferovy aproximace.

Obr. 12: Analyzator velikosti ¢astic Mastersizer 2000MU [104]

3.6.6 Analyzator rtuti AMA 254

Stanoveni rtuti bylo provedeno na jednoucelovém atomovém absorpénim spektrometru
AMA 254 (Altec, spol. s.r.o., CR), viz Obr. 13. Stanoveni rtuti se provadi v pevnych nebo
kapalnych vzorcich a je bez nutnosti ptfedchozi Upravy vzorku, coz zamezuje riziku

kontaminace nebo ztratdm rtuti béhem piipravy vzorku. Principem je generovani par kovové
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rtuti. Dochazi k zachyceni, zakoncentrovani na zlatém amalgamatoru a nésledné detekci. Poté
jsou pary rtuti zdhfevem uvolnény z amalgamatoru do dvou sériové usporadanych kyvet
umoziujicich stanoveni rtuti, a to v Sirokém rozsahu koncentraci. Detekce spo¢ivd v méteni
absorbance uvolnénych par pii vinové délce 253,65 nm. Zdrojem zareni je nizkotlaka rtutova
vybojka. Tato metoda md mimotadné vysokou citlivost pohybujici se okolo 0,1 ng Hg a neni

zavisla na matrici vzorku [105].

- AMA254 Mercury Analyzer I
o —

Obr. 13: Analyzator rtuti AMA 254 [106]

3.6.7 Atomovy absorpéni spektrometr GBC SensAA

Pro stanoveni prvkil Mg a K byla pouzita metoda atomové absorpéni spektrometrie
s atomizaci v plameni. Byl pouzit spektrometr GBC SensAA (GBC Scientific Equipment Pty.
Ltd., Australie) [107], viz Obr. 14. Tento dvoupaprskovy spektrometr vyuziva deuteriuovou
korekci a zdrojem zafeni jsou vybojky s dutou katodou. Parametry nastaveni pro Mg a K jsou

uvedeny v Tabulce 6.

Obr. 14: Atomovy absorpéni spektrometr GBC SensAA [107]

Tabulka 6: Parametry pro nastaveni GBC SensAA spektrometru pro stanoveni prvki Mg a K

Analyt Vinova Mod Siika spektralni Zhaveni Pritok plynu v plameni
délka S$térbiny [nm] vybojky [L min?]
[nm] [mA]
Mg 285,2 Absorpce 0,2 50 C2H2 (1,5) #/vzduch (10)
K 766,5 Emise 0,5 6,0 C2H2 (1,5) #/vzduch (10)

2 C2H2 (99,6 %, Linde Gas a.s., CR).

46



3.6.8 ICP-OES spektrometr GBC Integra XL

Stanoveni matri¢cnich prvki Ca, Na a P bylo provddéno na optickém emisnim
spektrometru s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu GBC Integra XL (GBC Sciencelife
Equipment Pty. Ltd., Australie), viz Obr. 15. Tento pfistroj umoznuje analyzu vzorkl se
slozitou matrici (napf. taveniny, vzorky s vysokym obsahem soli,...). Atomizace a ionizace
vzorkll probihd za vysoké teploty indukéné vazaného plazmatu, které je generovano volné
bézicim robustnim vysokofrekvencnim generatorem o frekvenci 40,69 MHz a s maximalnim
vykonem 1500 W. Pfenos vysokofrekven¢niho proudu do proudu argonu je zajistén pomoci
médéné civky se tfemi zavity chlazené vodou. Optickou jednotku zde tvoii monochromator
Czerny-Turner, ktery je pouzitelny Vv rozsahu vinovych délek 160-800 nm a dva fotonasobice
[108]. Systém vnaseni vzorku se sklada z peristaltické pumpy, cyklonické sklenéné mlzné

komory a zmlzovace. Parametry nastaveni pfistroje jsou uvedeny v Tabulce 7.

Obr. 15: Opticky emisni spektrometr Integra XL[109]

Tabulka 7: Parametry nastaveni ICP-OES spektrometru GBC Integra XL

Parametr Parametr
RF frequency 40,68 MHz Photomultiplier 600 V
voltage

RF power 1100 W Read On-peak, 1s
View height 6 mm Background correction  Fixed point
Gas Argon 99,999 % Number of replicates 3
Plasma Gas 11 L min? View Radial
Aucxilliary gas 0,6 L min*t Emission lines P (213,618 nm)
Nebulizer gas 0,6 L mint Na (588,995 nm)

Ca (422,673 nm)
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3.6.9 0aTOF-ICP-MS spektrometr GBC OptiMass 9500 oaTOF

Hmotnostni spektrometr sionizaci v indukéné vazaném plazmatu s pruletovym
analyzatorem a ortogonalni akceleraci ionta (0aTOF-ICP-MS) GBC OptiMass 9500 (GBC
Scientific Equipment Pty. Ltd., Australie) pouzity pro analyzu kosti je vyobrazen na Obr. 16.

Tento pfistroj je slozen ze systému vnaseni vzorkt, ICP zdroje, interface a hmotnostniho
spektrometru. Vzorek je nasavan peristaltickou pumpou a zmlZzovan v koncentrickém
zmlzovaci. Mlzna komora tvorend dvéma plasti, kterd je chlazend vodou slouzi k odstranéni
velkych kapek aerosolu. Interface slouzi k extrakci ionti z vysokoteplotniho plazmatu do
spektrometru. Plazma pracuje za atmosférického tlaku a hmotnostni spektrometr za velmi
nizkého tlaku. Tento rozdil tlakh urychluje ionty az na rychlost vétsi, nez je rychlost zvuku.
Prostiedi mezi atmosférickym tlakem (plazma) a oblasti nizkého tlaku (spektrometr) zajistuje
tiikonusovy systém, ktery snizuje tlak za pomoci rotaéni pumpy a tii vykonnych
turbomolekularnich pump. V prvni fokusac¢ni zon€ spektrometru je instalovana brana ,,Smart
Gate*‘, kterd vyfezava vSechny nezadouci izotopy z analyzovaného spektra. Tim je vyrazné
snizeno pozadi hmotnostniho spektra a proudlouzena doba zivotnosti detektoru. Po priichodu
filtrem prolétaji ionty pruletovou zénou, kde jsou otoCeny iontovym reflektronem a dopadaji
na detektor [99, 110]. Parametry nastaveni brany Smart Gate jsou uvedeny v Tabulce 8. a

parametry nastaveni pfistroje jsou uvedeny v Tabulce 9.

Obr. 16: Hmotnostni spektrometr GBC OptiMass 9500 0aTOF [111]
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Tabulka 8: Nastaveni brany Smart Gate pro analyzu lyofilizovanych vydiich Kkosti

Rozsah m/z Interferujici ionty

1115 —48,2 12C2+, 14N+, 160+, 1601H+, 1H2160+, 24_26Mg+,
28N2+ 14N16o+ 32-348 35-37cl

55,5-57,5 SSArO*, SeFe?

79,4 — 88,5 DA

Tabulka 9: Parametry nastaveni spektrometru ICP-oa-TOF-MS GBC OptiMass 9500

ICP Source

Rf power 1200 W

Plasma gas flow rate 13,00 L mint

Auxilary gas flow rate 0,550 L min'?

Nebuliser gas flow rate 0,870 L min't

Mass spectrometer

lon optics Skimmer -1200 V
Extraction -1250 V
Z1 gain -950 V
Y mean -200 vV
Y deflection ov
Z lens mean -1100 V
Z lens deflection -2V
Lens body -160 V

Pulse shaping Fill -38V
Fill bias -0,38 V
Fill grid -35V
Pushout plate 645V
Pushout grid -480 V
Blanker 150 V
Blanker spectral frequency 33 kHz
Reflectron 670 V

Detection Multiplier gain 2650 V
lon thershold 30,35 mV
Integration Windows Auto

Measurement mode Pulse counting/analog
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3.6.10 Ostatni pristroje a pomiicky
e Plastové laboratorni nadobi (Vitrum spol., s.r.o., CR)
e Laboratorni nadobi SIMAX (CR)
e Sada automatickych pipet (Biohit Inc., Némecko)
e Pipeta Distriman (Gilson, USA)
e Analytické vahy (A&D Instruments, Japonsko)
e Zafizeni pro pfipravu redestilované vody Milli-Q® Reference (Merc Millipore,
Némecko)
e Injekeni stiikacky, plastové vialky a zkumavky, PTFE patronky
e Vibra¢ni kulovy mlyn Wig-L-Bug 30 (Crescent Dental)

3.6.11 Pouzity software
e ADSTAT 1.25 (TriloByte Statistical Software, CR)
e QC Expert 2.5 (TriloByte Statistical Software, CR)
e QGraficky editor Origin (OriginLab corporation, USA)
e Kancelafsky balik Microsoft Office 2016 (Microsoft corporation, USA)
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Postup pftinavrhu a optimalizaci metody byl volen s ohledem na nutnost uchovani
unikatniho biologického vzorku ale také pro potteby budouciho stanoveni elementli v susing.
Pozornost byla soustiedéna krom¢ doby lyofilizace na volbu optimalniho mnozstvi navazky
lyofilizovan¢ho vzorku, optimalizace mikrovinného rozkladu a také na vliv dalsi Gpravy

(homogenizace) vzorku na vysledky stanoveni.

4.1 Optimalizace lyofilizace

Parametry nastaveni lyofilizatoru jsou uvedeny v kapitole 3.5.2. Pro optimalizaci doby
lyofilizace vzorkl vydtich Zeber byly testovany ¢asy 12, 24 a 48 h, viz Tabulka 10. Vysledky
stanoveni suSiny byly podrobeny statistické analyze. Pomoci parového t-testu na hladiné
vyznamnosti 0.05 nebyly pozorovany rozdily mezi vysledky stanoveni susiny pro interval 12 a
24 h (p = 0.0768), coz doklada, Ze pro vzorky vydtich kosti je dostacujici interval 12 h. Pfesto
byla z divodu zajisténi robustnosti metody pouZita pro lyofilizaci realnych vzorku doba 24 h.
Pro tuto dobu lyofilizace a pro 24 h byly vytvoreny krabicové grafy, viz Obr. 17 a 18. Navazka
1g vzorku byla zvolena sohledem na potiecbné mnozstvi pro naslednou analyzu. Pro
mineralizaci bylo potieba 3 x 100 mg a pocitalo se i s pfipadnymi ztratami béhem kroku mleti,

béhem vazeni ¢i s pfipadnou pottebou opakovani analyzy.

Tabulka 10: Vysledky stanoveni susiny (%) pro vzorky vydiich kosti v zavislosti na dobé lyofilizace

12h 24h 48h
58.1 68.8 65.8
59.6 57.8 58.1
67.7 71.6 59.2
66.6 73.6 59.9
67.4 71.9 57.2
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Obr. 17: Krabicovy graf pro 12 h lyofilizace Obr. 18: Krabicovy graf pro 24 h lyofilizace

4.2 Optimalizace mleti

K zajisténi dostatecné homogenity bylo potfeba vzorky pomlit. Sledovan byl vliv doby
mleti (1, 3, 5 a 10 min.) na velikosti ¢astic, viz Obr. 22. Bylo pozorovano, ze doba mleti 5 min.
zajistuje dosazeni stiedni velikosti ¢astic 25 um. Pro tuto dobu je 90 % objemu vzorku pod
74 um. Pro SRM je deklarovéana velikost 355 pum, tudiz zvolena doba mleti by méla byt
postacujici. SRM nebyl pomlety, ale jelikoz je velikost ¢astic 355 um a vysledky analyzy SRM
dosahuji dobré reprodukovatelnosti, Ize predpokladat, ze tak bude i pro realné vzorky, jejichz
vysledky jsou uvedeny v Piilohach 3 a 4. JelikoZ byly vzorky variabilni, byla zvolena o néco
delsi doba mleti — 7 min. O dobré homogenité svéd¢i hodnoty RSD analyzy SRM 1486, viz
Tabulka 13 (jedna se o RSD pro tfi nezavisla stanoveni, tj. 3 nezavislé navazky vzorku). Na

Obr. 19,20 a 21 lze vidét snimky z elektronového mikroskopu pro pomleté vzorky vyder,

kralika a SRM 1486.

- N
SEM MAG: 756 x
SEM HV: 15.0 kV.
LowVac, 12 Pa, N»

SEM HV: 15.0 kV WD: 17.01 mm
LowVac, 13 Pa, N»

Obr. 19 a 20: Snimek z elektronového mikroskopu pro vzorek pomleté vydii kosti (vlevo)

a pro vzorek pomleté krali¢i kosti (vpravo)
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SEM MAG: 731 x Det: BSE
SEM HV: 15.0 kV WD: 16.91 mm
LowVac, 10 Pa, N:

—— 1 minutal
64 — 3 minuty|
—— 5 minut

—— 10 minut

ocbsah (%)

L | ML | UL | T T U |
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
velikost ¢astic (um)

Obr. 22: Velikost ¢astic mletych kosti vydry fi¢ni

4.3 Optimalizace mikrovinné mineralizace realnych vzorki

K optimalizaci mikrovinné mineralizace realnych vzorkd bylo pouzito frakcionalni
faktorové planovani. Byly optimalizovany nasledujici proménné: navazka vzorku, rozkladna
¢inidla, typ materidlu, teplota mikrovinného rozkladu a doba, po kterou ma byt tato teplota drzena.
Pro kazdou studovanou proménnou byly vybrany dvé trovné, které jsou uvedeny v Tabulce 11.
Horni hranice pro navazku a teplotu byly ureny parametry systému Multi-Tubes, ktery byl
pouzit pro mikrovlnny rozklad. Maximalni mnoZstvi vzorku organického ptivodu v jedné
nadobce muize byt 250 mg anejvyssi deklarovand teplota, které lze tyto nadoby vystavit
je 230 °C.

Optimalizace byla provedena pro vzorky jater a tuku, protoze obsahovaly vyssi procento

wewr
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byly analyzovany v ptedchozi diplomové praci [112]. Cilem bylo vytvofit univerzalni program
pouzitelny pro vSechny typy analyzovanych tkani. Mineralizace kosti se v tomto ohledu jevi
jako bezproblémova. V ptedchozi praci bylo pro rozklad pouzito mikrovinné zatizeni MWS3+

a Vv této praci byl program testovan na novéjSim typu zatizeni Xpert.

Tabulka 11: Proménné a jejich urovné vyuZité p¥i optimalizaci MW mineralizace za vyuZiti 252 planu

Proménna -1 1

Navazka (mg) 50 200

Material Jatra Tuk

Cinidla HNOs3: H202 (1 mL+0.4mL) HNOz:H202 (1 mL+1mL)
Teplota (°C) 180 220

Doba (min) 5 20

Diky vyuziti frakciondlniho faktorového pldnu bylo mozné snizit pocet provedenych
experimentll z 64, které by bylo jinak nutné provést pii vyuziti plného planu (2°) a dvou
opakovénich az na 16 (2°2, n = 2), ¢imz doslo k velké ¢asové i finanéni uspote. Finalni plan
(v€etné dvou replik pro kazdé stanoveni), ktery byl navrzen v programu Statistica, je uveden
v Tabulce 12. V této tabulce jsou uvedeny také vysledky stanoveni zbytkového
uhliku v mineralizatech pomoci ICP-OES. Na zaklad¢ téchto dat byla hodnocena ucinnost

mikrovilnného rozkladu.
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Tabulka 12: Finalni 252 (n =2) plan pro optimalizaci mikrovinné mineralizace a vysledky stanoveni uhliku

Pokus Replika Navazka Material Cinidla Teplota Cas C (g kg?)

10 2 1.00 -1.00 -1.00 -1.00 -1.00 73.60
1 1 -1.00 -1.00 -1.00 1.00 1.00 60.03
6 1 1.00 -1.00 1.00 -1.00 1.00 42.33
13 2 -1.00 -1.00 1.00 1.00 -1.00 50.11
3 1 -1.00 1.00 -1.00 -1.00 1.00 266.2
7 1 -1.00 1.00 1.00 -1.00 -1.00 144.0
15 2 -1.00 1.00 1.00 -1.00 -1.00 147.4
9 2 -1.00 -1.00 -1.00 1.00 1.00 65.25
12 2 1.00 1.00 -1.00 1.00 -1.00 182.9
4 1 1.00 1.00 -1.00 1.00 -1.00 149.8
5 1 -1.00 -1.00 1.00 1.00 -1.00 47.08
2 1 1.00 -1.00 -1.00 -1.00 -1.00 73.8

8 1 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 165.0
11 2 -1.00 1.00 -1.00 -1.00 1.00 275.0
14 2 1.00 -1.00 1.00 -1.00 1.00 27.49
16 2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 157.1

Vliv jednotlivych proménnych, viz Tabulka 11, na u¢innost mikrovinného rozkladu byl
vyhodnocen pomoci Paretova diagramu, ktery je uveden jako Obr. 23. Cervena svisla ¢ara
na hladiné vyznamnosti o = 0.05 pfedstavuje hranici, nad kterou je faktor kvalifikovan jako
vyznamny. Jak je z Obr. 23 patrné, mezi statisticky vyznamné faktory patfi typ vzorku
a mnozstvi pouzitych ¢inidel. Z hlediska typu materidlu bylo vys§i mnozstvi zbytkového C
naméfeno pro vzorky tuku. Niz$i uc¢innost mikrovinného rozkladu pro tento typ vzorku byla
dana tim, ze tuk ma vétsi obsah uhliku v pdvodnim vzorku ve srovnani s jatry [113, 114].
Zaporna hodnota u parametru Cinidel znaci, Ze s vétSim mnozstvim rozkladnych ¢inidel byla
nameéfena niz$i hodnota zbytkového C. Ostatni parametry jako doba rozkladu, teplota a navazka
vzorku nebyly statisticky vyznamné. Za ucelem zvoleni nejrobustnéjSich podminek byly jako
finalni podminky zvoleny navazka 100 mg vzorku a jako rozkladna ¢inidla 1 mL HNO3 (65%)
a1l mL H202 (30%). Pro mikrovinny rozklad byla zvolena teplota 200 °C a doba rozkladu
15 min. Findlni teplotni program mikrovinného rozkladu je wuveden Vv Tabulce5

V experimentalni ¢asti 3.5.5.
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(@)material -9,591601

(3)Cinidla -3,35106

(5)cas 1,7p6912

(1)navazka -1,67558

(4)teplota -1,51945

p=,05
Standardizovany odhad efektu (absolut. hodn.)

Obr. 23: Paretiv graf standardizovanych efekti stanoveni zbytkového uhliku v mineralizatech v zavislosti
na vybranych faktorech

4.4 Ovéreni presnosti a spravnosti stanoveni

Pted analyzou realnych vzorki bylo tfeba ovéfit spravnost a pfesnost nami vybranych
metod. Jednalo se 0 metody: (I) termooxidacni stanoveni rtuti, (IT) atomové absorp¢ni ¢i emisni
spektrometrie s atomizaci v plameni, (III) optické emisni spektrometric a (IV) hmotnostni
spektrometrie sionizaci v induk¢éné vazaném plazmatu se spektrometrem s priletovym
analyzatorem s ortogondlni akceleraci iontd. Pomoci (I) termooxida¢ni metody byla stanovena
Hg, pomoci (II) FAAS ¢i FAES prvky K a Mg, pomoci (III) ICP-OES prkvy Ca, Na a P a
pomoci (IV) 0aTOF-ICP-MS prvky Mn, Cu, Zn, Sr a Pb.

Pro ovéfeni piesnosti a spravnosti téchto metod byl analyzovan certifikovany referen¢ni
material kosti NIST SRM 1486 Bone Meal. V Tabulce 13 jsou uvedeny vysledky stanoveni a
deklarované hodnoty koncentraci véetné intervall nejistot, které pochazi z certifikacniho listu
pouzitého certifikovaného referen¢niho materialu, ktery je uveden také v Ptiloze 2. Pro prvky,
které nejsou certifikovany v referencnim materialu, v nasem piipadé se jednd o V, Co, Ba a Ce
byla spravnost vyhodnocena na zakladé¢ analytickych navratnosti. Pro tyto prvky se pohybovala
vrozmezi 95-111%. Vzorky byly pro tento ucel obohaceny o prvky V, Co a Ba
v koncentracich 5ugkg? a Ce o koncentraci 0,5 ug kg?. Nejvyssi hodnoty analytické
navratnosti R bylo dosazeno pfi stanoveni Hg. Hodnota se nachazi akceptovatelném intervalu,

ktery je v tomto dokumentu uveden.
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Tabulka 13: Vysledky stanoveni koncentraci vybranych prvka v SRM Bone Meal 1486

ICP-TOF-MS  Koncentrace ® [mg kg]

Deklarovano Nalezeno RP[%] RSD°[%]
®Mn* 19 1,06 + 0,47 106 6,5
S3Cu* 0,81 0,8094 + 0,08 101 5
$4Zn* 147 £ 16 140 £ 27 95 9,7
8+ 264 £7 2595 98 1
208ppy* 1,335+ 0,014 1,326 + 0,202 99 7,6
ICP-OES Koncentrace ® [mg kg]

Deklarovano Nalezeno RP[%] RSD°[%]
Ca 26,58 +£ 0,24 % 27,69+ 1,5 104 2,7
P 12,3 +0,19% 12,42 £ 0,32 101 1,3
Na 0,5 9% 0,507 + 0,06 101 1,04
FAAS/FAES Koncentrace ® [mg kg!]

Deklaroviano Nalezeno RP[%] RSD°®[%]
K 412 + 4 mg/kg 412+ 8,7 100 1,05
Mg 0,466 +0,017% 0,467 + 0,023 100 2,4
Termooxidaéni Koncentrace? [ug kg]
metoda
stanoveni rtuti  Deklarovano Nalezeno RP[%] RSD°[%]
Hg 23+14 2,55+ 0,46 111 8,4

2 Stiedni hodnota + 2 SD (n = 3).

b Navratnost R (%) vyjadiena jako (pomér naméfené hodnoty ku certifikované) x 100.
¢Relativni smérodatna odchylka (%) ze tii nezavislych stanoveni.

dIndikovana hodnota.

4.5 Detekcni limity a meze stanovitelnosti

Hodnoty detek¢nich limith (LOD) a mezi stanovitelnosti (LOQ) byly vypocitany podle
doporuceni komise [IUPAC. LOD a LOQ podle IUPAC odpovidaji trojndsobku a desetinasobku
smérodatné odchylky spocitané¢ na zadklad¢ opakovaného méfeni (n = 10) slepého vzorku.

Hodnoty pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tabulce 14.
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Tabulka 14: LOD a LOQ vybranych prvki pro oa-TOF-ICP-MS, FAAS/FAES a pro termooxida¢ni metodu

ICP-0a-TOF-MS
Analyt LOD? LOQ? LODP LOQP
[mg L] [mg L] [mg kg™l [ngkg']
Sy 0,0073 0,024 7,32 24.4
55Mn* 0,0018 0,006 1,79 5,97
59Co* 0,0082 0,027 8,19 27,3
S3cu* 0,0011 0,004 1,12 3,73
64zn* 0,0068 0,023 6,77 22,6
88gy* 0,0093 0,031 9,28 30,9
138Bg* 0,0025 0,0082 2,46 8,20
10Ce* 0,0012 0,004 1,21 4,03
208ppy+ 0,0018 0,006 1,79 5,97
Termooxida¢ni metoda
Analyt LOD? LOQ? LODP LOQP
[ng L' [ng L] [ngkg'l  [ngkg']
Hg 0,0003 0,003 0,065 0,218
FAAS/FAES
Analyt LOD? LOQ? LODP LOQP
[mgL?] [mgL™] [mgkg']  [mgkg']
Mg 0,0082 0,027 0,82 2,73
K 0,198 0,66 19,8 66
ICP-OES
Analyt LOD LOQ LOD LOQ
[mg kgl [mgkg'] [mgkg']l  [mgkg™]
Ca 0,0077 0,026 0,77 2,56
Na 0,0067 0,022 0,67 2,24
P 0,024 0,080 2.4 8,04

4LOD, LOQ techniky.
L OD, LOQ metody.

4.6 Stanoveni vybranych prvki ve vzorcich kosti vydry ri¢ni

Byly zanalyzovany vzorky kosti vydry fi¢ni. Ve vzorcich byly stanoveny analyty, pro které

byla potvrzena spravnost na zdkladé¢ srovnani s analyzou CRM. Pozornost byla soustfed’ovana

vyhradné na stanoveni prvk, pro které byly zajistény zvolenymi metodami dostatecné detekcni

limity, tzn. prvky byly ve vSech ptipadech kvantifikovatelné.

Vysledky stanoveni, které jsou vypocitany jako primér tfi nezavislych analyz, jsou shrnuty

v Prilohach 3 a 4.
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4.6.1 Ovéreni predpokladii o datech

Pro zajisténi spravnych a nevychylenych odhadua klasickych vybérovych parametrt je
potieba, aby data spliiovala pozadované vlastnosti. K zakladnim pfedpokladiim o datech patii

nezavislost, normalita a homogenita, tj. nepfitomnost vybocujicich méfeni, odlehlych dat a
hrubych chyb [115, 116].

Krabicovy graf (viz Obr. 24) — vétsi obdélnik ohraniCuje vnitinich 50 % dat, horni okraj
obdélniku odpovidd 75% kvantilu, spodni okraj obdélniku odpovidd 25% kvantilu. Stred
obdélniku (¢ara) odpovida medianu, Sitka pruhu odpovida intervalu spolehlivosti medianu a
body mimo horni a spodni hradbu se oznacuji jako odlehlé. Vyssi koncentrace oproti medianu

byly nalezeny u 7 vzorki. V§e nazorné shrnuje Tabulka 15.

Tabulka 15: Nalezené odlehlé body a jejich hodnoty pro jednotlivé vzorky.

Prvek Poc¢. Median | 367 482 497 509 526 542 559
odlehlych
bodii

\ 1 0,31 0,613

Mn 2 2,04 4,67 3,91

Cu 2 0,97 2,42 2,43

Ce 1 0,054 0,114

Pb 3 0,6 53 345 242

Pozn. V Tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty koncentraci

Tkonovy graf (viz Obr. 25) — kazdy sloupec piedstavuje jiny prvek. Pomoci ikonového grafu lze
identifikovat ptipady stejného chovani a také nalézt pfipady s vyrazné odliSnym chovanim od
ostatnich. Dle ikonového grafu lze fici, Ze 367 a 542 maji podobné hodnoty koncentraci.
Podobné si jsou 1 vzorky 470, 478, 489 a 498. Odlisné slozeni vzorkli od ostatnich mé vzorek

528 a takeé 604.
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Q0
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Qo

Obr. 24: Krabicovy graf koncentraci prvka Mg, K, P, Na, Ca, V, Mn, Co, Cu, Zn, Sr, Ba, Ce a Pb pro
naméiena data po standardizaci
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Obr. 25: TIkonovy graf koncentraci prvka Mg, K, P, Na, Ca, V, Mn, Co, Cu, Zn, Sr, Ba, Ce a Pb pro
naméiena data
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4.6.2 Mocninna transformace

Na zakladé prazkumové analyzy dat bylo zjiSténo, ze se rozd€leni nékterych ze
studovanych vybéra odlisuji od normalniho rozdéleni, a tak neni vhodné pro jejich popis volit
robustni odhady. Konkrétné se jednalo o data prvkia Cu a Pb. Prestoze robustni odhady do
znaéné miry eliminuji problémy, které jsou spojené s ptitomnosti odlehlych bodii a asymetrii
Vv datech, nemusi byt tento postup vzdycky spravny, protoze robustnost spociva v piiblizeni se
K pfijatému modelu méfeni bez ohledu na jeho platnost. Kdyz se v datech objevi asymetrie,
neni mozné ji eliminovat odstranénim odlehlych bodt z divodu charakteru experimentu. Data
pfedstavuji cenné informace a jejich ztrata by mohla v koneéném disledku vést k chybné
interpretaci vysledki. V takovém ptipadé je vhodné provést transformaci [115, 116] dat

vedouci k zesymetricténi rozd€leni a ke stabilizaci dat.

4.6.3 Konfirmatorni analyza dat

Na zédkladé¢ vyse uvedenych udaji byly zvoleny statistické parametry, které
charakterizuji jednotliva vybérova rozdéleni. Statistické charakteristiky stanoveni vybranych
prvklt ve vzorcich kosti vydry fi€ni vypoclitané programem QCExpert jsou shrnuty
v Tabulce 16. Tyto parametry by mély dostate¢né slouzit pro charakterizaci vybéru a celkovou

interpretaci vysledkd.
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Tabulka 16: Statistické charakteristiky stanoveni obsahu Mg, K, P, Na, Ca, V, Mn, Co, Cu, Zn, Sr, Ba, Ce a Pb [mg kg]

Mg K P Na Ca \% Mn Co Cu Zn Sr Ba Ce Pb
Pocet vzorki 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22
Pocet odlehlych 0 0 0 0 0 1 2 0 2 0 0 0 1 3
bodi
Minimum 3472,0 2386,8 99346,0 6776,1 200366,6 0,29 1,71 4,33 0,79 105,9 37,7 6,57 0,047 0,56
Maximum 3755,7 2680,3 103520,7 7578,7 211682,1 0,38 2,52 5,15 1,34 123,0 47,6 9,45 0,066 1,64
Pramér 3613,9 2533,5 101433,4 7177.4 206024,3 0,33 2,16 4,74 1,06 114,5 42,6 8,01 0,06 1,10
Priamér? 0,95 0,66
Spodni mez IS? 0,74 0,50
Horni mez IS? 1,20 0,89
Rozptyl 102383,8 | 109496,0 | 22163618,2 | 819156,5 | 162833293,9 | 0,01 0,85 0,86 0,39 368,0 122,9 10,54 0,00044 | 1,50
Smérodatna 319,97 330,9 4707,8 905,1 12760,6 0,1 0,92 0,92 0,62 19,2 11,1 3,25 0,021 1,23
odchylka
Median 3676,5 2498,5 102134,5 73825 205498,5 0,31 2,04 4.8 0,97 111,1 455 8,18 0,054 0,60
Spodni mez IS 3392,1 2278,3 99085,1 6702,9 197233,5 0,25 1,60 4,24 0,72 101,0 35,6 6,57 0,039 0,20
medianu
Horni mez IS 3960,9 2718,7 105184 8062,1 213763,5 0,37 2,48 5,36 1,23 121,1 55,3 9,85 0,069 0,99
medianu
Sikmost 0,018 0,24 -1,04 -0,64 -1,05 0,85 1,18 -0,49 1,51 0,84 -0,84 0,29 0,93 2,28
§piéatost 1,77 2,37 3,70 2,99 4,56 4,47 4,23 2,84 5,47 2,98 3,04 3,28 3,92 7,71
p (test normality)® | 0,972 0,78 0,104 0,32 0,1 0,175 0,07 0,467 0,028 0,182 0,179 0,738 0,14 0,004

2 Hodnota opraveného primeéru po exponencialni transformaci dat.

b Kombinovany test normality — jestlize je p vétsi nez 0,05, rozdéleni se povazuje za normalni. Je-li hodnota p mensi nez 0,05, data nevykazuji normalni rozdélen.
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4.7 Casova naro¢nost analytického postupu / Rychlost zpracovani vzorki

Simultanni analyza vSech prvkd pomoci oa-TOF-ICP-MS trvala pro jeden vzorek cca
1 minutu a to v¢etné 10 replik s nasledujicim promytim davkovaciho systému. Za 1 hodinu bylo
tedy mozné zméfit ptiblizné 60 vzork.

PIné zaplnény 8mistny karusel mikrovinného zatizeni Speedwave Xpert v kombinaci se
systémem Multi-Tubes umoznil rozklad 24 vzorku soucasné. Celkovy ¢as pro rozklad 24
vzorkl je 60 minut (rozklad véetné s chlazenim rozkladnych nadob).

Ptiprava 24 vzorkl, ktera zahrnovala vazeni, pipetovani rozkladnych c¢inidel, chlazeni,
doplnéni vzorkl na pozadovany objem a ptipravy vzorkl k analyze (fedéni a obohaceni vzorkl
porovnavacim prvkem) trvala pfiblizné 90 minut. V jednoho 8hodinového pracovniho dne bylo

tedy mozné analyzovat 64 vzorkd.
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5 ZAVER

Cilem prace bylo provést multielementarni analyzu kosti uhynulych vyder fic¢nich
dodanych neziskovou organizaci ALKA Wildlife, o.p.s., CR pomoci metody oa-TOF-ICP-MS,
optimalizovat proces lyofilizace, mikrovinné mineralizace a ovéfit spravnost a piesnost
navrzeného postupu. Teoreticka Cast se zabyva slozenim kosti, vyznamem chemické analyzy
kosti, izotopickymi analyzami, analytickymi metodami prvkové analyzy kosti, interferencemi
a jejich odstranénim a ptipravou vzorku kosti k analyze.

Pro zajisténi suSiny a konzervaci vzorku bylo nutné vzorky lyofilizovat a tento krok
optimalizovat. Velikost navazky byla zvolena tak, aby vzorku bylo dostate¢né mnozstvi. Doba
lyofilizace byla volena z hlediska mnozstvi susiny pro jednotlivé intervaly. Mezi jednotlivymi
¢asy byl pro srovnani pouzit parovy t-test.

Mikrovlnna mineralizace byla optimalizovdna pro mikrovlnné zatizeni MWS3+ a ovéfena
na Xpert. zafizeni Speedwave Xpert se systémem Multi-Tubes, kterd diky zvySeni kapacity
rozkladnych nadob umoziuje vyraznou usporu casu, energii a reak¢nich cinidel oproti
standardnimu postupu mikrovinného rozkladu v nadobach DAC-100S a je tak v souladu
s trendy zelené chemie [117]. Velkou vyhodou je pfi pouZiti systému Multi-Tubes také snizeni
mnozstvi vzorku, coz je u biologickych vzorkt, které jsou Casto unikéatni a dostupné v malém
mnozstvi velmi dilezité. Optimalni parametry mikrovinného rozkladu vydfich kosti byly: 100
mg vzorku, 1 mL 65% HNOs a 1 mL H20,, 200 °C a teplotni program nasledujici: (i) 10 min.
pfi teploté€ 160 °C s nariistem 5 min., (ii) 10 min. pfi teploté 160 °C s narGstem 5 min., (ii1) 15
min. pfi teploté 200 °C s nartistem 5 min. a (iv) 5 min. pii teploté 50 °C s poklesem 1 min. Bylo
zjisténo, Ze k lepSimu rozkladu uz v insertu dochazi, kdyz se jako prvni ¢inidlo ke vzorku ptida
peroxid vodiku a poté kyselina dusicna.

Spravnost a presnost analytického postupu pro analyzu 11 prvki (Ca, P, Na, K, Mg, Hg,
Mn, Cu, Zn, Sr a Pb) byla ovéfena pomoci certifikovaného referenéniho materialu SRM® 1486
Bone Meal (NIST, USA). Byla nalezena dobréa shoda a vynikajici hodnoty RSD, proto bylo
mozné metodu pouZit pro analyzu redlnych vzorkd. Jelikoz neni mozné s dostatecnou piesnosti
a spravnosti a pfiméfenou ¢asovou naro¢nosti vSechny prvky dobie detekovat pomoci oa-TOF-
ICP-MS, byly pouzity i dal§i metody atomové spektrometrie, a to sice FAAS/FAES,
termooxidacni stanoveni rtuti na pfistroji AMA 254 a ICP-OES.

Diky poruse ICP-MS instrumentace bylo ze 73 lyofilizovanych vzorkil analyzovano
celkem 22. V realnych vzorcich bylo stanoveno celkem 14 prvkt (kromé prvkt analyzovanych

v CRM se jednalo o prvky Ce, Ba a V). Vysledky stanoveni prvkl v téchto vzorcich byly
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zpracovany za vyuZziti exploratorni analyzy jednorozmérnych dat. Z ni vyplyva, Ze pro Cu a Pb
nebyla splnéna normalita, a proto bylo nutné pro tyto prvky provést exponencialni transformaci
dat.

Z vysledki je ziejmé, Ze nejvyssi koncentrace olova (primérna hodnota 5,3 mg kg?) a
jedna z nejvyssich koncentraci kobaltu (primérna hodnota 5,94 mg kg™) byla naméfena ve
vzorku €. 481, jednalo se o samce nalezeného v Litvinovicich, pfi¢ina smrti neni znama.
Nejvyssi koncentrace kobaltu byla nalezena u vzorku ¢. 525 (praméra hodnota 6,22 mg kg™?).
U tohoto vzorku byla nalezena také druha nejvyssi hodnota koncentrace barya (12,7 mg kg™2).
O tomto zvifeti vime jen misto nalezu — Prestice (Plzen — jih). Nejvyssi koncentrace stroncia,
byla nalezena u vzorku &. 542 (primérna hodnota 54,7 mg kg?). Tento jedinec byl nalezen
nedaleko Jindfichova Hradce. NejvySsi hodnoty koncentraci vanadu (primérnéd hodnota 0,613
mg kgl) a manganu (primérna hodnota 4,67 mg kg?) byly nalezeny u jedince s ¢islem 367,
ktery byl nalezen v Jistebniku blizko Nového Ji¢ina. Jednalo se o samce, ktery zemfiel po srazce
s vozidlem. Ciselné znadeni vzorki odpovida kodiim, které jsou uvedeny v databézi spole¢nosti

ALKA Wildlife, o.p.s., CR [118].
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Pfiloha 1

Seznam pomletych vzorki kosti vydry fi¢ni

¢. vzorku Lokalita Okres Kraj Datum nialezu Pohlavi P¥#icina smrti Analyza
A05 Novomlynska nadrz Breclav Jihomoravsky 31.05.2009 a a NE
AQ7 Trebic¢ Trebic¢ Vysocina 03.04.2011 8 a NE
25 Kamenicky Senov Ceska Lipa Liberecky 04.08.2006 M srazka s vozidlem NE
291 Stépanovice Ceské Budgjovice Jiho&esky 25.02.2010 F srazka s vozidlem NE
294 Nova Olesna Jindtichtiv Hradec Jihoc¢esky 18.06.2009 M srazka s vozidlem NE
305 Hosov Jihlava Vysocina 27.05.2010 M srazka s vozidlem NE
321 Pondé&drazka Jindfichtiv Hradec Jihocesky 23.08.2010 M srazka s vozidlem ANO
341 Ceské Budgjovice Ceské Budgjovice Jihocesky 28.10.2010 M srazka s vozidlem NE
343 Davle Praha - Zapad Hlavni mésto Praha  20.09.2008 F a NE
351 Stépanovice Ceské Budgjovice Jihocesky 02.11.2010 M srazka s vozidlem NE
354 Holicky u Staré Hliny Jindtichtiv Hradec JihocCesky 21.02.2011 M srazka s vozidlem NE
355 Veseli nad LuZnici Tabor JihocCesky 24.02.2011 M zastrel NE
358 Ceské Budgjovice Ceské Budgjovice Jihogesky 18.05.2011 M srazka s vozidlem NE
360 Kiizanov Zd4r nad Sazavou Vysoc¢ina 18.10.2008 F opusténé mlade NE
362 Odry Novy Ji¢in Severomoravsky 06.05.2011 F srazka s vozidlem NE
364 Ttebon Jindfichtiv Hradec Jihocesky 08.06.2011 M srazka s vozidlem NE
366 Kolin Kolin Stfedocesky 20.11.2010 M stari ANO
367 Jistebnik Novy Ji¢in Severomoravsky 26.10.2010 M srazka s vozidlem ANO
378 Mladec Olomouc Olomoucky 03.05.2011 M srazka s vozidlem NE
382 Potec Zlin Zlinsky 11.09.2011 M srazka s vozidlem NE
388 Novy Rychnov Pelhfimov Vysoc¢ina 25.04.2011 a a NE
396 Vikantice Sumperk Olomoucky 18.11.2011 M srazka s vozidlem NE
400 Pisek Pisek Jihocesky 21.10.2011 M srazka s vozidlem NE
406 Dolni Datyné Karvina Severomoravsky 24.01.2012 M srazka s vozidlem ANO
411 Lukavice Chrudim Pardubicky 19.02.2012 a otrava NE
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Ptiloha 1 Pokracovani

¢. vzorku Lokalita Okres Kraj Datum nialezu Pohlavi P#icina smrti Analyza
416 Rybnisté Décin Ustecky 29.02.2012 M kondice NE
417 Bickova Lhota Piibram Stiedocesky 24.01.2012 M kondice NE
420 Vistiova u Kardasovy Reéice Jindfichiv Hradec JihocCesky 01.02.2012 M kondice NE
421 Ttebon Jindfichtiv Hradec Jihocesky 12.02.2012 F a NE
422 Otin Jindfichtiv Hradec Jihocesky 12.01.2012 M srazka s vozidlem NE
430 Moravské Bud¢&jovice Trebi¢ Vysoc¢ina 04.04.2012 F a NE
431 Vraténin Znojmo Jihomoravsky 31.03.2012 F kondice NE
436 Nova ves u Ostravy Ostrava - mésto Severomoravsky @ M srazka s vozidlem NE
440 Ujezd Plzen - mésto Plzensky 17.04.2012 a zastrel NE
444 Holohlavy Hradec Kralové Kralovehradecky 30.07.2012 M srazka s vozidlem NE
445 Nova Viska u Ostrova Karlovy Vary Karlovarsky 13.08.2012 a a NE
446 Ptacov - Vladislav Trebi¢ Vysoc¢ina 19.09.2013 M srazka s vozidlem NE
447 Musov Brno - venkov Jihomoravsky 10.11.2012 a a NE
464 Roudna nad LuZnici Tabor JihocCesky 22.02.2013 a a NE
465 Valtice Bieclav Jihomoravsky 09.02.2013 M srazka s vozidlem NE
466 Stitov u Blovice Plzen - jih Plzensky 28.12.2012 F srazka s vozidlem NE
470 Hoftice u Humpolce Pelhfimov Vysoc¢ina 21.04.2013 a a ANO
477 Dolni Radikov Jindfichtiv Hradec Jihocesky 18.04.2013 F a NE
478 Sabina Sokolov Karlovarsky 28.02.2013 M srazka s vozidlem ANO
481 Litvinovice Ceské Budgjovice JihoCesky 12.10.2013 M a ANO
482 Rytitsko Jihlava Vysocina a M srazka s vozidlem ANO
487 Hiry Ceské Budgjovice JihoCesky 04.11.2013 a a ANO
489 Pierov Pierov Olomoucky 04.12.2013 a a ANO
497 Dolni Becva Vsetin Zlinsky 08.10.2013 a a ANO
498 Frydland nad Ostravici Frydek Mistek Severomoravsky 11.09.2013 a a ANO
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Ptiloha 1 Pokracovani

¢. vzorku Lokalita Okres Kraj Datum nalezu Pohlavi Pficina smrti Analyza
500 Bitov u Bilovce Novy Ji¢in Severomoravsky 02.03.2013 a a NE
509 Beroun Beroun StredocCesky 13.12.2013 a a ANO
520 Lipno nad Vlitavou Cesky Krumlov JihocGesky 03.04.2014 a a NE
523 Holicky u Staré Hliny Jindtichtiv Hradec JihocCesky 11.02.2014 a a ANO
525 Prestice Plzen - jih Plzensky a a a ANO
526 Ptimétice Znojmo Jihomoravsky 28.01.2013 a a ANO
528 Charvatska Nova Ves Bteclav Jihomoravsky 02.08.2014 a a ANO
541 Domanin u Tfeboné Jindfichtiv Hradec Jihocesky 02.06.2014 a a NE
542 Cep Jindfichtiv Hradec Jihocesky 26.06.2014 a a ANO
543 Sobéslav Téabor Jihocesky 17.05.2014 a a NE
550 Vodnany Strakonice Jihocesky 26.08.2014 a a NE
554 Opavské Predmésti Krnov Moravskoslezsky 16.08.2014 a a NE
557 Lhota u Dynina Jindfichliv Hradec Jihocesky 12.02.2015 a a NE
559 Bukovice u Jesenika Jesenik Olomoucky 24.02.2015 a a ANO
563 NP Sumava NP Sumava JihocCesky a a a NE
564 NP Sumava NP Sumava JihocCesky a a a NE
570 Branna Jindfichtiv Hradec Jihocesky 27.11.2014 a a NE
572 Lomnice nad LuZnici Jindfichtiv Hradec Jihocesky 27.03.2015 a a NE
S77 MusSov Brno - venkov Jihomoravsky 17.04.2015 a a ANO
597 Petrovice u Tiebice Trebi¢ Vysoc¢ina 20.10.2015 a 2 NE
604 Borohradek Rychnov nad Knéznou Kralovehradecky 22.05.2015 a a ANO
605 Horusice Jindtichtiv Hradec JihocCesky 30.10.2015 a a NE
610 Rodvinov Jindfichiv Hradec Jihocesky 19.11.2015 a a ANO

Celkem vzorki: 73, zanalyzovano: 22

4 neuveden
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Piiloha 2 Certifikat standardniho referenéniho materialu 1486 Bone Meal

National Institute of Standards & Technology

Certificate of Analysis

Standard Reference Material® 1486

Bone Meal

This Standard Reference Material (SRM) is intended primarily for use in evaluating analytical methods used for the
determination of selected major, minor, and trace elements in bone and in material of a similar matrix. It consists of steamed
bone meal that was sieved and blended to a high degree of homogeneity. A unit of SRM 1486 consists of approximately 50 g
of bone meal.

Certified Mass Fraction Values: Certified mass fraction values for constituent elements on a dry-mass basis, are provided in
Table 1. A NIST certified value is a value for which NIST has the highest confidence in its accuracy in that all known or
suspected sources of bias have been investigated or taken into account [1]. The measurands are the total concentrations of the
elements reported in Table 1. Metrological traceability is to the SI unit of mass expressed as derived unit of mass fraction.

Reference Mass Fraction Value: A reference mass fraction value for mercury is provided in Table 2. Reference values are
non-certified values that are the best estimate of the true value; however, the values do not meet NIST criteria for certification
and are provided with associated uncertainties that may reflect only measurement precision, may not include all sources of
uncertainty, or may reflect a lack of sufficient statistical agreement among multiple analytical methods [1]. The measurand is
the concentration of mercury, as determined by the methods indicated in the text. Metrological traceability is to the SI unit of
mass expressed as derived unit of mass fraction.

Information Values: Information values for additional constituents are provided in Table 3. An information value is
considered to be a value that will be of interest and use to the SRM user, but for which insufficient information is available to
assess adequately the uncertainty associated with the value, or only a limited number of analyses were performed [1].
Information values cannot be used to establish metrological traceability.

Expiration of Certification: The certification of SRM 1486 is valid, within the measurement uncertainty specified, until 01
October 2025, provided the SRM is handled and stored in accordance with the instructions given in this certificate (see
“Instructions for Storage and Use”). The certification is nullified if the SRM is damaged, contaminated or otherwise modified.

Maintenance of SRM Certification: NIST will monitor this SRM over the period of its certification. If substantive technical
changes occur that affect the certification before the expiration of this certificate, NIST will notify the purchaser. Registration
(see attached sheet or register online) will facilitate notification.

Coordination of the technical measurements leading to the certification of SRM 1486 were provided by S.E. Long of the NIST
Chemical Sciences Division and W.F. Koch formerly of the NIST Inorganic Analytical Research Division.

Analytical measurements at NIST were made by C.E. Bryan, B.L. Catron, S.E. Long, T.W. Vetter, R.D. Vocke, and L.J. Wood
of the NIST Chemical Sciences Division, and by D.S. Braverman, R. Demilrap, J.D. Fassett,
K.M. Garrity, R.R. Greenberg, J.R. Moody, P.J. Paulsen, P.A. Pella, T.A. Rush, J.M. Smeller, and S.F. Stone formerly of NIST.

Carlos A. Gonzalez, Chief
Chemical Sciences Division

Gaithersburg, MD 20899 Steven J. Choquette, Director
Certificate Issue Date: 17 February 2017 Office of Reference Materials

Certificate Revision History on Last Page
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Pfiloha 2 Pokra¢ovani

Statistical consultation was provided by S.B. Schiller, L.M. Oakley, and J.H. Yen of the NIST Statistical Engineering Division.

Additional collaborating laboratory measurements were made by A.R. Byrne (Josef Stefan Institute, Ljubljana, Slovenia); N.
Miller-1hli (Nutrient Composition Laboratory, U.S. Department of Agriculture, Beltsville, MD); J.B. Bodkin (College of Earth
and Mineral Sciences, Mineral Characterization Laboratory, The Pennsylvania State University, University Park, PA); and B.
Dainowski (University of Alaska Fairbanks, Fairbanks, AK).

Support aspects involved in the issuance of this SRM were coordinated through the NIST Office of Reference Materials.

INSTRUCTIONS FOR STORAGE AND USE
Storage: SRM 1486 must be stored in its original bottle, tightly capped and away from sunlight or ultraviolet radiation.

Use: Prior to use, the contents of the bottle should be thoroughly mixed by gently rotating the bottle by hand and inverting
several times. The mass fractions of constituents in SRM 1486 are reported on a dry-mass basis. A separate sub-sample should
be removed from the bottle at the time of analysis and dried (see “Instructions for Drying”) to determine a moisture correction
factor. Correction for moisture is to be made to the data before comparison with the certified values.

Instructions for Drying: Samples should be dried under vacuum for 24 h, or for 2 h at 105 °C in a conventional drying
oven to obtain a correction factor for moisture. The mass loss determined at NIST using this method was approximately 2.4
%. The mass loss determined by the user may be different, depending on ambient conditions when the bottle is sampled.

SOURCE, PREPARATION AND ANALYSIS®

Source and Preparation of Material: The material for SRM 1486 was obtained from the Espoma Company (Millville,
NJ). The entire material lot was sieved through a nominal 355 pum sieve (45 mesh), blended in a cone blender, and radiation
sterilized.

Homogeneity: Samples from randomly selected bottles of SRM 1486 were tested for homogeneity using X-ray fluorescence
spectrometry. No evidence of material heterogeneity was observed in any of the elements measured, which included strontium,
zinc, copper, iron, phosphorus, calcium and potassium.

Certification Analyses: The certified mass fraction values are the weighted means of method results from a primary
analytical method, or the weighted means of results from at least two independent analytical methods or laboratories. The
uncertainty of the certified values is a two-sided 95 % confidence interval for the mean (coverage factor k = 2).

The reference mass fraction value for mercury is the mean of results from a single primary method [2,3]. The uncertainty
provided is an expanded uncertainty about the mean to cover the measurand with approximately 95 % confidence, consistent
with the ISO/JCGM Guide [4]. The expanded uncertainty is calculated as U = kuc, where uc is the combined uncertainty and k
is the coverage factor (k = 2.36) corresponding to approximately 95 % confidence.

Elements other than those certified are present in this material. Those that were determined, but not certified, are provided as
additional information values on the composition.

@ Certain commercial equipment, instruments, or materials are identified in this certificate to adequately specify the
experimental procedure. Such identification does not imply recommendation or endorsement by the National Institute of
Standards and Technology, nor does it imply that the materials or equipment identified are necessarily the best available for
the purpose.
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Table 1. Certified Mass Fraction Values (Dry-Mass Basis) for SRM 1486

Constituent Element Mass Fraction (%) Constituent Element Mass Fraction
(mg/kg)
Calcium (Ca)2Pe Iron (Fe)de
26.58 + 024 99 + 8
Magnesium (Mg)>f Lead (Pb)®
0.466 + 0.017 1.335 + 0.014
Phosphorus (P)¢ Potassium (K)®9
12.30 + 019 412 + 4
Strontium (Sr)®9
264 £ 7
Zinc (Zn)%e
147 + 16

@ Gravimetry

® Instrumental neutron activation analysis (INAA)

© Titrimetry

@ Inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES)

@ sotope dilution thermal ionization mass spectrometry (ID TIMS)

M Isotope dilution inductively coupled plasma mass spectrometry (ID ICPMS) ©@ Flame atomic emission spectrometry (FAES)

Table 2. Reference Mass Fraction Value (Dry-Mass Basis) for SRM 1486

Constituent Element Mass Fraction
(mg/kg)
Mercury (Hg)? 0.0023 + 0.0014

@ |sotope dilution cold vapor inductively coupled plasma mass spectrometry (ID CVICPMS) [2,3]

Table 3. Information Values (Dry-Mass Basis) for SRM 1486

Constituent Element Mass Fraction (%) Constituent Element Mass Fraction
(mg/kg)

Carbon, Total (C) 18.6 Aluminum (Al) <1

Silicon (Si) <0.02 Arsenic (As) 0.006

Sodium (Na) 0.5 Cadmium (Cd) 0.003
Copper (Cu) 0.8

Loss on Ignition at 315 Fluorine (F) 800

1000 °C Manganese (Mn) 1
Selenium (Se) 0.13

SRM 1486 Page 3 of 4
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Ptiloha 3 Vysledky stanoveni koncentraci Ca, Na, P, Mg, K, V, Mn ve vzorcich kosti vydry fi¢ni [mg kg™]?

Vzorek Ca Na P Mg K \Y Mn

321 168621 + 24592 8381 + 251 102131 £26522 3188 + 154 2506 + 38 0,289 + 0,049 2,04 +0,76
366 223551 £ 5128 7720 + 867 101913 + 5872 3855 + 40 2527 + 203 0,267 + 0,029 2,15+0,48
367 205228 + 2046 7482 + 567 104613 + 2238 3797 + 626 2619 + 590 0,613 + 0,050 4,67 +1,60
406 200289 + 24369 8357 + 765 90028 + 12842 3694 + 631 2333+ 194 0,255 + 0,031 1,98 + 0,30
470 211934 £ 4571 7683 + 77 102939 + 1846 3527 + 26 2578 + 42 0,496 + 0,143 2,23+0,49
478 216016 + 11365 7834 + 470 105109 £ 618 3138 + 315 2741+ 190 0,287 += 0,040 2,48 £ 0,20
481 214467 + 3749 8427 + 168 104714 + 604 3418 + 167 2070 £ 177 0,326 + 0,092 1,44 +0,27
482 197394 + 8597 7514 £ 334 98697 + 4988 3765+ 318 3122 +199 0,348 + 0,022 3,20+0,72
487 205400 + 4691 7337 + 447 104112 £ 670 4153 + 156 2364 + 279 0,288 + 0,089 2,04 + 0,69
489 198700 + 2221 7310 £ 211 100462 + 4065 3659 + 81 2840 + 237 0,390 + 0,054 1,68 + 0,21
497 222923 + 10406 6396 + 649 108223 + 3422 3942 + 494 2470+ 70 0,132 + 0,039 1,48 +0,12
498 201978 + 5062 6942 + 322 98966 + 4670 3978 + 167 2693 + 219 0,427 + 0,066 1,79+0,25
509 186111 +33106 6949 + 1491 90493 + 20148 3286 + 159 2326 + 153 0,334+ 0,044 2,18+ 0,34
523 204169 + 11331 6367 £ 1204 100023 + 6465 3286 + 115 2077 + 185 0,407 + 0,047 2,26 0,15
525 210054 + 1592 7659 + 387 105233 + 5024 3428 +131 1935+ 185 0,401 + 0,095 1,44 +0,30
526 205597 + 9932 6439 + 738 96238 + 3684 3319+ 126 2321 + 148 0,285 + 0,051 1,35+ 0,44
528 216619 + 7551 5781 + 481 107234 + 1738 3332+ 172 3086 + 111 0,208 + 0,036 0,87+0,18
542 202275+ 11163 8191 + 442 105529 + 4537 3832 + 95 2883 + 186 0,329 + 0,035 3,91+0,40
559 194472 £ 1932 7428 £311 100573 + 3708 4132 +103 2378 + 144 0,352 + 0,085 2,99 + 0,68
577 215868 + 4472 6484 + 605 98328 £ 1918 3143+ 191 3099 + 261 0,252 + 0,042 2,18 + 0,06
604 208611 + 1233 4908 + 57 103838 £ 4174 3759 + 237 2491 + 336 0,294 + 0,041 0,95+0,21
610 222258 + 3230 6313 +397 102138 +4330 3874 +231 2279 + 40 0,289 + 0,047 1,24 +0,28
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Ptiloha 4 Vysledky stanoveni koncentraci Co, Cu, Zn, Sr, Ba, Ce, Pb ve vzorcich kosti vydry #i¢ni [mg kg™]?

Vzorek Co Cu Zn Sr Ba Ce Pb

321 3,45+0,38 0,91+0,12 96,0+ 1,4 39,3+55 1,46 +£0,20 0,101+0,019 0,55+ 0,09
366 5,52 + 0,08 0,98 £ 0,15 113+£5 46,3 + 17,6 10,11+ 0,51 0,047 + 0,007 0,55 + 0,04
367 5,74+0,41 2,42 +£0,51 117+£2 54,8+ 0,6 8,08+ 1,76 0,032 + 0,006 0,48 £ 0,08
406 4,79+ 0,49 1,01 £0,19 104 £+ 13 446 +9,2 72+13 0,052 + 0,008 0,78 +£0,08
470 5,10+ 0,25 1,55+ 0,50 105+7 545+2,1 7,49+0,72 0,064 +0,015 0,74 £ 0,03
478 5,25+0,18 1,09 +£0,39 110£8 52,2+0,9 6,21+0,58 0,036 = 0,002 1,12 +£0,01
481 5,94 + 0,20 0,75+0,21 100,0 + 2,4 46,5+1,5 8,38+0,48 0,043 £0,004 0,49 £ 0,07
482 5,34 £ 0,27 1,23+0,34 112 + 24 485+1,5 8,36 £0,90 0,053 + 0,009 5,30+ 0,39
487 4,88 £ 0,27 0,64 +0,11 89 +7 33,7+0,1 7,27+0,24 0,054 + 0,004 0,275 + 0,002
489 4,87 +0,18 0,81 +£0,11 115+£15 51,7+ 0,4 9,36 +1,02 0,075+0,013 1,31+£0,19
497 3,43+0,19 0,36 £ 0,05 99+ 19 499+0,5 15,7+ 0,32 0,034 + 0,003 3,45+0,08
498 4,81 +0,02 0,83+0,21 108 + 13 538+1,1 8,9+0,58 0,071 +£ 0,013 0,62 £ 0,02
509 3,93+0,17 0,61 + 0,06 87+5 358+2,6 11,4+0,75 0,062 +0,018 2,42 +0,62
523 4,79+ 0,23 1,28 +£0,38 104 +13 31,6+0,8 8,27+ 0,43 0,069 + 0,001 0,76 £0,19
525 6,22 + 0,03 1,177 £ 0,039 143 £ 15 13,9+ 0,4 12,7+1,02 0,041 +0,006 1,95+0,09
526 4,01 +0,44 0,97 +£0,28 92+ 14 416+0,9 6,3 +0,47 0,114 + 0,008 0,38 + 0,04
528 2,54 £ 0,59 0,326 + 0,046 156,0 £ 0,4 52,9+ 13,7 3,07+0,78 0,04 +0,009 0,14+ 0,05
542 5,98 + 0,38 1,45+ 0,46 134 +£3 54,7 + 3,4 10,5+1,84 0,047 + 0,006 0,65+0,11
559 4,65+ 0,34 2,43 +£0,62 123 + 32 26,8 +0,2 564+0,38 0,07+0,01 1,23 + 0,06
577 4,66 + 0,09 0,99 +0,17 109 + 3 30,6 +£8,8 456+045 0,063 + 0,009 0,38 +£0,05
604 3,63+0,69 0,162 + 0,049 93+ 10 30,8+0,6 490+0,39 0,026 + 0,001 0,42 £0,01
610 4,29 + 0,66 0,77 £0,10 104 + 13 43,7 +6,1 8,97+0,43 0,058 + 0,004 0,49 £ 0,04

4 vysledky jsou uvedeny ve formé: stfedni hodnota +2 SD
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