Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Stanoveni Pb v kostech metodou HR-CS-ETAAS za vyuziti pfimého davkovani
suspenzi

Bc. Lucie Ibrahimova

Diplomova prace

2018



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2017/2018

ZADANI DIPLOMOVE PRACE
(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a p¥jmen{: Be. Lucie Ibrahimova

Osobni é&islo: C16625

Studijn{ program: N1407 Chemie

Studijni obor: Analyticka chemie

Nézev tématu; Stanoveni Pb v kostech metodou HR-CS-ETAAS za vyuZiti
pitimého davkovani suspenzi

Zadavajici katedra: Katedra analytické chemie

Zidsady pro vypracovini:

1. Zpracujte literarni rederdi zaméfenou na problematiku prvkové analyzy kosti a zubt me-
todami atomové spekirometrie se zaméfenin na metodu atomové absorpéni spektrometrie
s elektrotermickou atomizaci {(ETAAS). Pozornost vénujte projeviim interference matrice pii
analyze s ETAAS a moZnostem jejfho odstranéni. Dale se zaméite na Jjednotlivé postupy zpra-
covéni a pipravy vzorku k analyze.

2. Navrhngte ekologicky a ekonomicky Setrny postup pifpravy vsorku k analyze a provedte
jeho optimalizaci.

3. § vyuzitim ¢asové a ckonomicky efektivnich nastroji frakeionalnfho faktorového pléno-
vani provedte optimalizaci podminek mi¥eni s cilem maximalntho potladeni vlivu matrice
a dosaZeni spravného a pfesného stanoveni analytu p¥ zachovani nejlepdich analytickjch cha-
rakteristik.

4. Spravnost a presnost navrieného postupu stanoveni na atomovém absorpénim spekiro-
metru s elektrotermickou atomizaci s kontinualnim zdrojem zafeni a vysokym rozlifenim

(HR-CS-ET-AAS) ovéite na zaklad analyzy vhodného referenéniho materidlu.

5. Kriticky zhodnofte dosazené vysledky.



Rozsah grafickych praci:

Rozsah pracovni zprivy:

Forma zpracovani diplomové prace:

Seznam odborné literatury:

Podle pokyni vedouci prace.

Vedouci diplomové price:

Konzultant diplomové prace:

Datum zadéni diplomové préce:

Termin odevzdani diplomové prace:

=

prof. Ing. Petr Kalenda, C'Sc.
dékan

V Pardubicich dne 20. tnora 2018

tisténd

Ing. Lenka Husikov4, Ph.D.
Katedra analytické chemie
Ing. Tereza Sidova

Katedra analytické chemie

20. inora 2018
11. kv8tna 2018

L.S.

prof. Ing. Karel Ventura, CSc.
vedouci katedry



Prohlasuji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatné. Vesker¢ literarni prameny a informace, které jsem v
praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamen s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona
¢. 121/2000 Sb., autorsky zékon, zejména se skutecnosti, ze Univerzita Pardubice mé pravo na
uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského
zékona, a s tim, Ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti
jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat pfiméteny prispévek
na Uhradu nakladq, které na vytvoreni dila vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né

vyse.

Souhlasim s prezen¢nim zptistupnénim své prace v Univerzitni knihovné.

V Pardubicich dne 11.05.2018

Lucie Ibrahimova



Podékovani:

Mnohokrat dékuji Ing. Lence Husakové, Ph.D. a Ing. Tereze Sidové, Ph.D. za cenné rady,
vedeni, trpélivost a pfistup.

Dé&kuji své rodiné a mym nejbliz§im za podporu béhem studia.



ANOTACE

Ptedlozena diplomova prace je zamétena na problematiku stanoveni olova v kostech pomoci
HR-CS-ETAAS za vyuziti ptimého davkovani suspenzi. Pro stanoveni olova v kostech byl
optimalizovan postup piipravy suspenze a podminky meéfeni. Pro tento ucel bylo vyuzito
frakcionovaného faktorového planovani. Pro korekci matrice bylo pouzito matematické

korekce. Spravnost metody byla ovéfena analyzou standardniho referen¢niho materialu.
KLICOVA SLOVA

olovo, analyza kosti, pfimé davkovani suspenzi, korekce pozadi, interference matrice,
HR-CS-ETAAS

TITLE
Determination of Pb in bones by HR-CS-ETAAS using slurry sampling
ANNOTATION

The presented diploma thesis is focused on determination of bone lead by HR-CS-ETAAS with
direct slurry sampling. Conditions for slurry sample preparing and for analysis were optimized.
Fractional factorial plan was used for this purpose. Mathematical corrections were applied to
correct the structured background. The accuracy of the method was checked by analysis of

standard reference material.
KEYWORDS

lead, bones analysis, direct slurry sampling, background correction, matrix interferences,
HR-CS-ETAAS
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1 UVOD

Analyza kosti nepatii v praxi mezi rutinni zalezitosti, ale na poli védy je to pomérn¢
bézna zalezitost. Zvlasté pak v oblasti mediciny, archeologie a forenzni antropologie slouzi
K ur€eni napft. zivocisného druhu, zdravotniho stavu, socidlnich vazeb, migrace lidi a zvifat
atd.[1, 2]. Nejcastéjsi metodou piipravy kosti k analyze je mikrovinna mineralizace, ktera ma
oproti klasickym postupiim samoziejm¢ hodné klada, ale v nékterych ohledech je jeji
nevyhodou ¢asova a finan¢ni naro¢nost a potfeba chemicky Cistych reagencii, coz neni ani
ekologické, ani ekonomické. Levnou a Setrnou alternativou je piima analyza suspenze, kde je
potfeba pouze naprosté minimum reagencii. A navic se zde eliminuje krok rozkladu, takze je

1 Casove usporngjsi. Problém ovSem vyvstava pii samotné analyze.

Pii analyze vzorku dochazi v ETA K termickému rozkladu hydroxyapatitu a vzniku PO
molekul, které jsou odpovédné za vznik tzv. strukturovanych pozadi a které tak komplikuji
jakoukoli snahu o stopovou ¢i ultrastopovou analyzu. Korekce takto vzniklého pozadi
deuteriovou nebo Zeemanovou korekci pozadi bud’ neni v takovychto piipadech dostate¢na,
nebo je velmi komplikovana [3, 4]. Elegantnim feSenim muze byt pouziti HR-CS-ETAAS
instrumentace, ktera diky revolu¢ni technologii umoziujici rozliseni 2 pm nabizi rovnéz zcela
unikatni moznost aplikace matematickych principi pro korekci komplikovanych spekter

pozadi.

Cilem této prace byla snaha vyvinout ¢asoveé nenaro¢nou a ekologicky i ekonomicky
Setrnou metodu pro stanoveni olova v kostech pomoci specialni HR-CS-ETAAS instrumentace

a matematické korekce, coz by zna¢né zjednodusilo stanoveni pro potieby rutinni praxe.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Olovo

Olovo je tézky kov se silné toxickymi ucinky. Jeho slouceniny jsou bézné obsazeny
v pid¢, vodé a ve vzduchu. V minulosti zptisobilo nejvetsi kontaminaci piirody pouzivani
olovnatych benzini do spalovacich motort, pouzivani olovénych trubek pro rozvod vody
a odpadni vody z velkych primyslovych objekt, jako napt. ocelarny, spalovny a slévarny.
Slouceniny olova se respiracnim a gastrointestindlnim traktem dostavaji do organismi

a akumuluji se ve tkanich. ZvySena hladina olova v krvi pak zptsobuje otravu [5, 6].

Zna¢nym problémem je Vv soucasné dobé& pouzivani olovénych brokt v myslivectvi
a lovu a dale rybolov pomoci tzv. olivek (malych olovénych zavazi). Na nasledky otravy
olovem podle odhadl uhyne v Evropé az jeden milion ptaki, nejcastéji po poziti olovénych
brokti nebo olivek a dale z kontaminované potravy nebo vody. Novodob¢ je kontaminace
zivotniho prostiedi zptisobena pravé olovénymi broky. Nejvice ohrozeni jsou tak vodni ptaci
a poté dravci a mrchoZrouti stojici na vrcholu potravniho fetézce, jako jsou orel skalni, orel
moisky, motak pochop atd. Evropsti ornitologové proto poZaduji Uplny zadkaz pouZivani
olovénych broki. V CR plati zékaz lovu vodnich ptakti olovénymi broky na moki-adech od roku

2011 [7, 8].

2.1.1 Toxické ucinky

Otrava olovem miZe byt akutni, nebo chronicka. V dneSnim modernim svété se akutni
otrava olovem uzZ téméf nevyskytuje. Lécba spociva v odstranéni zdroje intoxikace a zahajeni
chelata¢ni terapie — podany 1€k na sebe v krvi navaze atom olova a nasledné je vyloucen
ledvinami a moc¢i ven z téla. Chronické otrava olovem spociva v dlouhodobé expozici malych
davek olova na organismus [5, 6, 9]. Vystaveni toxickym ucinkiim olova souvisi se zvySenym
vyskytem vSech typli rakovin, zejména s rakovinou zaludku, plic a mocového méchyie
[10, 11]. V dnesni dobé jsou nejvice ohrozeni pracovnici tovaren, kde se zpracovava nebo
pracuje s olovem. Pro hodnoceni expozice zamé&stnance olovem je rozhodujicim ukazatelem
biologicky expozi¢ni test pro stanoveni koncentrace olova v krvi (plumbémie). Limitni hodnota
plumbémie je 400 ug L krve [12]. Poruchu krvetvorby a poruchy centralni nervové soustavy
Ize ale odekavat jiz pii obsahu olova nad 200 pg L™ krve u dospélych lidi, u déti uz pti
hodnotach niz§ich nez 100 pg L krve [13].
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2.1.2 Absorpce olova

Intoxikace olovem nastava nejCastéji skrze respiracni a gastrointestinalni trakt, mén¢
pak skrz kuzi. Respira¢nim traktem se absorbuje pfiblizn¢ 30—40 % vdechovaného olova,
a to pfimo do krevniho fecisté. Absorpce travicim traktem zavisi na véku a zdravotnim stavu.
Nejvetsi absorpce je v détstvi — déti mohou absorbovat az 50 % olova obsazeného
V potravinach, vodé nebo v kontaminovaném prachu, zatimco dospéli absorbuji touto cestou
pouze 10-15 %. Anorganické olovo se absorbuje skrz kiizi pouze minimalné, ale tetraethyl
nebo tetramethyl olovo (soucdst olovéného benzinu) se absorbuje skrz klzi vyborné.
Absorbované 0lovo se z 99 % navaze na erytrocyty, a to po dobu piiblizné 30—35 dni. Pouze

1 % absorbovaného olova je volné obsazeno v plasmé a séru [11].

Krevnim obéhem je pak olovo béhem nasledujicich 4-6 tydni rozneseno do vSech tkani
(obr. 1). Pfiblizné 80-95 % zadrzeného olova je u dospélych ulozeno v kostech, zatimco u déti

je to kolem 70 %. Olovo je v kostech ulozeno po desetileti, polo¢as rozpadu je odhadnut

na 20-30 let [11].
gastrointestinalni trakt
PBE*

1,26 dihydroxyvitamin Dy
parathyroidni hormon (
glukokortikoidy

Estrogen

1 111
kostni buriky

</

Kost

Obr. 1 Schématické znazornéni distribuce olova [14]
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Olovo se ve formé Pb?" kationtovymi vyménnymi procesy snadno vymétiuje s Ca?*
v krystalu hydroxyapatitu, a to v pfirodnim i syntetickém [14]. Krystal hydroxyapatitu
ma vzorec Ca1o(POas)s(OH)2 [15]. Z tohoto diivodu se kostra povazuje za jakousi zasobarnu
olova, ze které se olovo priubézné uvoliuje fyziologickymi a patologickymi procesy. Mezi
nejvyznamngj$i procesy patii t€hotenstvi, laktace a osteopordza. Uvolnéné olovo pak miize

pusobit na jiné buniky a tkané toxicky a zptisobovat tak jejich poskozeni a smrt [14].

Méieni na vzorcich mékkych tkani, kosti, vlasu a nehtd vedlo k nékolika dilezitym
poznatkiim, a to: koncentrace olova ve tkdnich se se vriistajicim vékem zvysuje a zavisi na
pohlavi (u dospélych muzi byly koncentrace az o tfetinu vys$si nez u dospélych zen). Kosti
obsahuji n¢kolikanasobné vice olova nezli mékkeé tkané. Navic ale zdlezi na typu kosti — dlouhé
kosti obsahuji i dva a pul krat vice olova neZli ploché kosti (napt. zebro). Nejvyssi koncentrace

olova se pak nachazeji v kostech s nejvyssi hustotou [16, 17].

Distribuce olova v kosternim systému je tedy nejednotna a olovo neni v kostech
rozptyleno rovnomérng. Jednoznaéné zévisi na typu kostni tkdné¢ (kompaktni nebo
trabekularni), véku a pohlavi. Béhem aktivniho ristu se olovo uklada predevsim v trabekularni
kostni tkani, ale v dospélosti se olovo aktivnéji akumuluje v kompaktni kostni tkani. Olovo ma
tendence se ukladat v mistech nejaktivngjsi kalcifikace v dobé, kdy je absorbovano, dale
prevazné ve spongiozni ¢asti kosti bohaté na pfisun krve a také v epifyzach dlouhych kosti, kde

jsou rast a remodelace kosti nejrychlejsi [18, 19].

Analyza olova v Kostech tedy pfinasi dulezité informace o kontaminaci zivotniho
prostiedi a jeho vlivu na zivocichy [7, 8] a lidskou populaci [11, 20]. Dale nese informaci o
kumulaci expozice olovem béhem Zzivota [16, 17], ¢ehoz muze byt vyuZito v oblastech
archeologie a ve forenznich disciplinach k ur¢ovani napf. socialnich vztahii v populacich [21],

¢i zivotnich podminek [22].
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2.2 Mozné zpiusoby stanoveni Pb v kostech

Klasické analytické kvantitativni metody vyuZzivajici atomové spektrometrie jsou
zalozeny bud’ na mineralizovanych vzorcich kosti [23], analyze suspenzi [24], nebo na
nedestruktivni analyze [25]. Pokud se vzorek mineralizuje v kyselinach, material je nenavratné
zni¢en. Mineralizovany material pak nemuze byt znovu pouzit v jinych studiich tohoto typu.
To ma zna¢ny negativni dopad pfi analyze zubniho materialu (skloviny, dentinu), protoze
hmotnost vystupniho materialu je pomérné¢ mala [26]. Mezi nedestruktivni analyzy se fadi nize

uvedené XRF a LA-ICP-MS, a dale tfeba PIXE [27], LIBS [28] a NAA [29, 30].

2.2.1 XRF

XRF mé nékolik vyhod. Mezi hlavni vyhody patii schopnost méfit hladinu olova
v kostech ptimo in vivo, dale neinvazivni povaha méfeni a moznost zakoupeni pfistroje
V pfenosné verzi, ¢imz je umoznéna analyza piimo v terénu. Analyza je velmi rychla, novéjsi
verze umoznuji proméfit stovky vzorkli denné bez ohledu na jejich velikost [25, 31, 32]. Diky

témto vyhodam se pfistroj uplatiluje pfedevsim v archeologii a forenznich oborech [25, 33].

Mezi hlavni nevyhody patii zejména fakt, Ze se jedna o povrchovou analyzu. Déle zde
je riziko, ze analyzujeme nereprezentativni ¢ast vzorku. Starsi pfistroje navic jako zdroj zafeni
vyuzivaly radioaktivni materidly. Nov¢jsi verze prenosnych XRF pfistroji jiz obsahuji

miniaturizované excitacni zdroje, které nepouzivaji radioaktivni materialy [31, 32, 33, 34, 35].

Chyby v méfeni zpasobuji a zavisi na: a) vzdalenosti zafizeni od kostniho vzorku,
b) distribuci olova v kosti, ¢) rozmérech kosti a d) na tloustce tkané piekryvajici kost,

e) interferujici prvky v kosti a kizi, f) hustoté kosti a tkani, g) poméru signalu k Sumu [36].

Analyzu olova zna¢né komplikuje Signal vapniku, kterého je oproti olovu v kostech

nadbytek [31, 32] a falesné vysoké hodnoty muize zpisobit i pfitomnost arsenu [37].

2.2.2 ICP-MS a LA-ICP-MS

Nejvétsimi  vyhodami metody ICP-MS jsou: a) vysoka citlivost, b) mozZnost
multielementarniho stanoveni, C) Siroky linearni rozsah a d) moznost ziskat informace o
isotopovém slozeni. Obecné vzato je velkou nevyhodou vyskyt interferenci [38]. VétSina
postupti stanoveni pomoci ICP-MS vsak vyzaduje mineralizaci vzorku [39, 40] . Pro stanoveni
Vv pevném vzorku pak muze byt pouzito spojeni s laserovou ablaci (viz nize) [41] nebo ETV-

ICP-MS [42].

14



Laserova ablace umoznuje skenovani povrchu vzorku, znazornéni rozlozeni prvka ve
skenovaném vzorku (dvourozmérné mapy), analyzu vzorkll témét jakéhokoli slozeni
a typu véetné kapalnych a praskovitych vzorki, ¢i mékkych a tvrdych tkani. Dale minimalizuje
kontaminaci a ztraty t€kavych prvkl béhem rozkladu vzorku a jeji nejvétsi vyhodou je

minimalni pfiprava vzorku [43, 44].

Pti analyze pevnych vzorka se vyskytuji dva velké problémy. Zaprvé je to neshoda
v interakci laserového paprsku s povrchem vzorku rtizného matricového slozeni. Céstice
aerosolu, vytvofené beéhem ablace riiznych matric, se mohou lisit velikosti a geometrii, coz ma
vliv na u¢innost transportu vzorku z mista ablace do plazmy. Zadruhé mnozstvi iontt zjisténych
po separaci m/z ¢asto neni zcela reprezentativni pro slozeni ptivodniho vzorku. Oboji ohrozuje
presnost analyzy a komplikuje kvantifikaci. Citlivost nebo intenzita signalu se tak mohou
vyznamn¢ ménit u vzorka se stejnymi koncentracemi analytu, avSak s riznymi matricemi nebo

fyzikalnimi vlastnostmi [43].

Velkou vyhodou je minimalni invazivni odbér vzorku (obr. 2) [43]. Poskozeni lze jeste
minimalizovat vyvrtanim diry, skrz kterou se vede laserovy paprsek hloubé&ji. Na obr. 3

je patrné, Ze poskozeni zubu po 13 odbérech je naprosto minimalni [45].

Obr. 2 Piiklad jamky vytvoiené v kosti laserem po LA-ICP-MS analyze [46]
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Obr. 3 Zub po kompletni analyze LA-ICP-MS [45]

2.2.3 ETAAS

V rutinni analytické praxi je nejcastéj$i a nejucinnéjsi metodou pro méfeni Pb
Vv klinickych vzorcich ETAAS. Ma vysokou citlivost a nizké detek¢ni limity. Kromé toho
v kroku pyrolyzy dochédzi ke zjednoduSeni matrice, takze je zpravidla potieba pouze

jednoducha piedbézna uprava vzorku [47].

Pti stanoveni hraje nejvétsi roli spravné zvoleni teploty pyrolyzy a atomizace, dale
spravné zvoleny chemicky modifikator a korekce pozadi (viz dale kapitola 2.3) [48, 49].

Analyzu kosti pak jesté komplikuje slozitost kostni matrice [47].

Fosfore¢nany a palladium jsou nejcastéji pouzivané modifikatory pro stanoveni
Pb pomoci ETAAS [50, 51, 52]. Palladium stabilizuje olovo tvorbou PdsPb a PdsPb,
fosforeénany tvoii s olovem stabilni soli Pb3(POas)2, PbgP2013 [53]. Ptidavek fosfatu
napi. NHsH2PO4 nebo H3POs, stabilizuje Pb az na teplotu pyrolyzy 1200 °C [54].

Ale i s pouzitim fosfatu jako modifikatoru se objevuje chyba v korekci na 217,0 nm
a283,3 nm (i za uziti Zeemanovy korekce pozadi). Navic vysoké koncentrace Ca, Mg nebo Na,
coz jsou bézné prvky v kostni matrici, vyvolavaji intenzivni absorpci pozadi [4]. Za interferenci
jsou odpovédné zejména fosfore¢nany, resp. PO molekuly vznikajici pfi termickém Stépeni
hydroxyapatitu. Intenzivné absorbujici PO molekulové absorpéni pasy s jemnou rotacné
vibra¢ni strukturou jsou obtizné korigovany i s pouzitim Zeemanovy korekce. Pokud absorpéni
rotacni linie molekuly vykazujici Zeemanovské Stépeni jsou blizko nebo prekryvaji emisni linii
analytu a okolni linie, dochazi k nadmérné nebo naopak nedostate¢né kompenzaci [3].
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Tyto problémy zplsobuji vSechny molekuly s jemnou rotacné vibra¢ni strukturou.
Stejné chovani vykazuji napt. i molekuly NO [55] a pravdépodobné také dvouatomové

molekuly obsahujici siru [56].

Jelikoz je hydroxyapatit termicky stabilni a vznikajici PO molekuly jsou v ETA
pozorovany od teplot cca 1600 °C, je tuto interferenci velice obtizné eliminovat. ZvySovani
teploty pyrolyzy nema na absorpci pozadi vyrazny Vvliv. S rostouci teplotou atomizace se vliv
interference zpravidla zvysuje [4]. Korigovat ¢i eliminovat takto vznikla spektra lze do jisté
miry s vyuzitim Zeemanovské korekce pozadi, anebo pomoci unikatni a revolu¢ni

HR-CS-AAS, ktera pro tento tcel vyuziva matematické korekce [57].
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2.3 Interference v ETAAS

Interference jsou jevy, které vedou ke zménam intenzity signalu analyzovaného prvku.
Interference v AAS spadaji do dvou zakladnich kategorii, a to nespektralni a spektralni.
Nespektralni interference ovliviiuji samotnou tvorbu analyzovanych polozek, spektralni
interference vedou Kk vyssi absorpci zafeni kvuli piitomnosti jinych absorbujicich polozek a

Kk rozptylu zafeni na nevyparenych ¢asticich [58].
2.3.1 Nespektralni interference

Pokud je vzorek viskozni nebo ma vetsi povrchové napéti nez standard nebo roztok,
muze se vyskytnout chyba v davkovani ¢i v mife absorpce vzorku. Takovéto interference
mohou byt minimalizovany tim, Ze matricové slozeni standardu a vzorku bude co nejpodobné;si
[58]. Dale je kvantitativni analyza nékterych prvki komplikovana chemickymi interferencemi
vyskytujicimi se béhem atomizace, nejcastéji je to tvorba termicky stabilnich slou¢enin analytu
s povrchem atomizatoru (napft. karbidy) [59]. Nékteré prvky jako napi. Ti, W, Zr, Mo a Al
reaguji s kyslikem za vzniku tepelné stabilnich oxidt [58]. Dale mtize dojit ke ztratam analytu
okluzi v mikrokrystalech matrice, nebo vytvofenim tékavého halogenidu stanovovaného

analytu, kdy se analyzovany prvek ztraci uz pred krokem atomizace [60, 61].

2.3.2 Spektralni interference

Spektralni interference jsou zplisobeny ptitomnosti jiné atomové absorpcni linie nebo
pasma molekulové absorbance v blizkosti spektralni ¢ary naseho zkoumaného analytu [58].
Hlavni pficinou absorpce pozadi je pfitomnost nedisociovanych molekul matrice, které maji
Siroky pas absorpcnich spekter, a drobnych pevnych ¢astic, neodpatenych kapicek rozpoustédla
nebo raznych molekul, které mohou rozptylovat svétlo v pozorované spektralni oblasti. Pokud
se tento typ nespecifické adsorpce prekryva s atomovou absorpci analytu, dochazi k absorpci
pozadi [58]. Absorpce se pricita k signalu analytu a zpusobuje pozitivni chybu. Takto vzniklou
interferenci vyfeSime naméfenim a odectenim absorpce pozadi od celkové naméfené absorpce
[58].V nékterych piipadech mohou byt absorpéni pasy natolik komplikované nebo slozené
z velkého poctu car, Ze rozliSeni pomoci béZného monochromatoru neni mozné. Tyto Cary
odpovidaji vibra¢né-rotaénim slozkam elektronovych piechodl a tvoii tzv. strukturovana

pozadi, ktera bylo mozné do nedavné doby korigovat pouze Zeemanovou korekci [60, 61].
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2.3.3 Korekce pozadi

Spektralni interference jsou korigovany pomoci systému korekce pozadi. Mezi nejcastéjsi

techniky korekce pozadi pak patfi:

a) méfeni absorbance V blizkosti analytické ¢ary
b) korekce pozadi pomoci deuteriové lampy
c) korekce pozadi dle Smith-Hieftje
d) Zeemanova korekce pozadi
- aplikovana na zdroj zafeni (p¥ima)

- aplikovana na atomizator (inverzni) [62].

e korekce pozadi pomoci deuteriové lampy

Zakladnim principem deuteriové korekce pozadi je stiidani ¢arového zdroje se zdrojem
kontinualniho zafeni. HCL vybojka produkuje ¢arové spektrum, deuteriova lampa produkuje
kontinuélni zafeni. Vystupni $térbina monochromatoru vymezuje spektralni interval a vybira
tak ze spektra prisluSnou emisni ¢aru a pas. Pfistroj srovnd intenzity na stejnou hodnotu. Snizeni
intenzity ¢arového zdroje odpovida celkové absorpci, snizeni intenzity kontinudlniho zdroje je
V tomto pfipad¢ zanedbatelné. Oproti tomu u absorpce pozadi se sniZuje intenzita u obou zdroji
pfiblizné stejn€. Absorpce ¢arového zdroje tedy bude odpovidat celkové absorpci a absorpce
zmefend kontinualnim zdrojem zéafeni je rovna absorpci pozadi. Odectenim téchto dvou
absorpci ziskame absorpci specifickou, kterd je umérnd koncentraci zkoumaného analytu.
Metoda je rychld, jednoduché a levnda, ale nema schopnost spravné korigovat strukturovana

pozadi a nelze ji pouZit pro celou spektralni oblast (jen pro cca 160-360 nm) [60, 61].
e Zeemanova korekce pozadi

Zeemanova korekce pozadi vyuziva Zeemanova jevu, kdy se energetické hladiny atomu
Stépi v magnetickém poli a vytvateji © a 6 komponenty. Konkrétné bud’ vznikaji jako triplety
(norméalni Zeemaniv jev), nebo jako multiplety (anomalni Zeemantv jev). Komponenta typu nt
je centralni, neposunutd a je polarizovana paraleln¢€ s magnetickym polem. Komponenty ¢ jsou
posunuty a k magnetickému poli jsou polarizovany kolmo. Pokud je magnet aplikovan na zdroj
zateni, S$tépi se emisni cary (pfima Zeemanova korekce). Pokud magnet plisobi na atomizator,
Stépi se absorpcni ¢ary (inversni Zeemanova korekce). Magnetické pole mtize byt k optické ose
kolmo (pti¢ny/transverzalni Zeemanav jev), nebo rovnobézné (podélny/longitudalni Zeemantv
jev). Nejcastéjsim typem piistroje je uspotfadani S pricnym Zeemanovym jevem aplikovanym
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na atomizator. Specifickd absorpce analytu se pak méti pomoci slozky 7 , pozadi pak pomoci
obou slozek. Zeemanovy korekce 1ze pouzit pro celou spektralni oblast, dobte koriguji slozita
spektra, ovSem nevyhodou je zhorSeni citlivosti kvili krat§im kyvetam, nebo kvili pouzivani
polariza¢niho filtru (u pfi¢ného/transverzalniho Zeemanova jevu) [60, 61]. Unikatnim

zplisobem feSeni pak mize byt pouziti HR-CS-ETAAS instrumentace (viz dale).
e HR-CS-ETAAS

Atomovy absorp¢ni spektrometr s kontinudlnim zdrojem zareni a vysokym rozliSenim
uvedenym do praxe spolecnosti Analytik Jena disponuje rozlisenim ptiblizné 1,5 pm na pixel
pfi 200 nm. Jako zdroj kontinudlniho zéfeni je zde pouzita xenonova obloukova lampa, ktera
poskytuje kontinudlni emisni spektrum v celém rozsahu pfisluSnych vinovych délek
pouzivanych v AAS. Mozné interference pii stanoveni lze feSit korekénimi spektry,
¢i eliminovat metodou nejmensich ¢tverct. K dispozici pro analytické ucely je 200 pixeli
detektoru CCD, pti¢emz vSechny pracuji jednotlive, ale zaroven soucasn¢€. Coz znamena, ze
zafizeni pracuje s 200 nezavislymi detektory a pro kazdy vzorek tak vznika vysoce piesné a
Siroké absorpéni spektrum. Pifi rozliSeni vice neZ stokrat vysSi, neZ maji tradicni AAS
monochromatory, jsou atomové absorpcni linie zobrazeny v jejich pfirozeném tvaru a Sifce.
Interference od jinych struktur atomové a molekularni absorpce jsou omezeny na minimum.
Piistroj dale umoZiuje trojrozmérné zobrazeni absorbance v zavislosti na ¢ase a vlnové délce,

coz umoziuje detekci a nasledné zamezeni spektralnich interferenci [63, 64].

2.3.4 Chemické modifikatory

Efektivni analyza vétSiny materidlll vyZaduje ptidavek reagencii, které modifikuji
chovani analytu b&hem zahiivdni nebo jeho atomiza¢ni mechanizmus, a redukuji tak
interference. Vyber modifikatoru casto zalezi na dostupnosti chemicky ¢istého materidlu. Mezi
nejuzivangjsi patii Pd, HNO3z nebo NH4sNOs, Mg(NO3)2, NH4sH2PO4 nebo (NH4)2HPO4, Ru,
Rh, Pt, W, Ir a cela tada dalsich [62]. Aplikovany mohou byt samostatné nebo i ve smési jako
napt. Pd + Mg, NH4sNO3 + Pd [55], Mg(NOs3). + NH4H2PO4 [65] a mnoho dal$ich kombinaci.

Modifikator mize plsobit pifimo na analyt samotny, bud’ vytvofenim tepeln¢ stabilni
slouceniny, nebo naopak vytvorenim tekavéjsi slou¢eniny. Také se miize podilet na odstranéni
zbytkl analytu v Cistici fazi. Stejné G€inky mize mit modifikator na matrici, tedy vytvaret

s interferentem tékavéjsi, nebo naopak termicky stabilni slouc¢eninu. Piipadné spolu mohou
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vytvaret takové slouceniny, které neinterferuji. V ptipad¢, Ze modifikatorem je napt. H>O2 nebo
HNO3s, mtze v zéavislosti na typu vzorku dochdzet k ¢astecnému nebo Uplnému rozlozeni
matrice. Dalsi ucinky modifikatort uz jsou velmi specifické, napf. kyselina askorbova
V atomizac¢nim prostiedi zvysSuje redukcni podminky, ale pfi jejim pouziti zistava na kyveté
vyznamné mnozstvi zbytkového uhliku. Z tohoto diivodu se jevi jako lepsi pouzit napft. kyselinu
citronovou [66]. Dalsim specifickym tG¢inkem modifikatori je také ovlivnéni povrchu kyvety
[60, 61].

2.3.5 Identifikace a eliminace nespektralnich interferenci

Nespektralni interference lze odhalit a urcit pomoci standardnich ptidavkl, kdy
porovname smeérnici linearni ¢asti kalibracni kiivky se smérnici ptfimky standardnich ptidavk.
Standardni pridavky ptfidavame piimo ke vzorku s redlnou matrici. Je nutné mit na paméti dve
véci. Zaprvé je dulezité pracovat pouze V linedrni ¢asti kalibracni kiivky, zadruhé objem
ptidavku musi byt v poméru s objemem vzorku zanedbatelny. Pokud se smérnice lisi o vice jak
10 %, je zapotiebi identifikovat interferenci a eliminovat ji. Jednodu$si metodou je
vyhodnoceni navratnosti v % po pouziti jednoho standardniho ptidavku, nebo natedéni vzorku

a vyhodnoceni koncentrace [60].

21



2.4 Priprava vzorki k analyze

2.4.1 Vyjmuti kostnich vzorki

Veskeré vzorky kosti je tfeba odebirat nastroji z nerezové oceli, aby nedoslo
ke kontaminaci povrchu kosti, a poté nafezat na mensi vzorky, napf. pomoci pily z nerezové
oceli s diamantovym kotouc¢em [19]. K ziskani vzorku Ize pouzit i vrtacku s diamantovym
hrotem [67]. Pfi praci je nutné pamatovat na bezpec¢nostni opatieni a béhem odebirani vzorka

nosit bezpecnostni bryle a respirator/masku [68].

2.4.2 Odstranéni ulpivajici tkané

Odstranit zbyvajici mékkou tkan a Slachy je mozno odstranit bud’ mechanicky, tieba
kostni $krabkou [34], ¢i nechat kost odmocit v peroxidu vodiku [50]. Ulpivajici bilkovinné

Castice ze zubu Ize odstranit i enzymaticky, napi. papainem [39].

Kosti archeologického pivodu (bez tkan€) lze zbavit neCistot Cistou teplou vodou
(ne horkou) a mékkym kartdCkem. Velké kusy necistot mohou byt odejmuty dfevénymi
pinzetami nebo hillkami. Kosti se ale nesmi celé namocit, voda totiz urychluje rozklad a mokré
kosti pak mohou pfii usychani praskat vlivem kolisani teplot nebo vlivem proudéni vzduchu.
Kosti se proto nechavaji vysusit pfirozené¢ a pomalu pii pokojové teploté, nebo se mohou
ponoftit do alkoholové 1azné (z etanolu) — nejdiive na chvilku v 50% roztoku, poté v 75%
a nakonec v 95% [69].

V archeologii a forenznich védach se tkané a necistoty nejcastéji odstranuji varem. Kosti
se vlozi do hrnce, zaliji vodou tak, aby byly zcela potopené, pfida se odmérka praskového
boraxu a piivede se k varu. Nechaji se vafit 30 minut az 2 hodiny, v zavislosti na velikosti kosti
a jejich stavu, poté se teplota snizi na 75 az 80 °C a vaii se dalSich 6 az 8 hodin. Behem vaieni
se musi z povrchu vody odstranovat vyvaieny tuk. Pokud se na koncich kosti objevi pocatky
eroze, kosti musi byt okamzité vyjmuty z vody. U zubti je dulezité nenechavat vodu opakované

varit a chladnout, protoze maji tendenci pfi kolisani teplot praskat [69].

Dals§i moznosti je vafeni s pfidavkem bélidla. Tato metoda se pouziva, pokud hrozi
néjaké riziko ndkazy. Pfidava se jedna odmérka do galonu vody (cca 3,785 1). Kosti se pak musi
nechat oplachovat pod tekouci vodou minimalné 15 minut, ¢i prevafit v ¢isté nebo mydlové

vodé [69].
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2.4.3 SuSeni

Nejcastéjsim zplsobem ziskavani suSiny je lyofilizace neboli vakuové vymrazovani.
Je to zplisob odstranéni rozpoustédel z materidlu procesem sublimace, odstranéni vazanych
molekul vody procesem desorpce a zaroven je to vynikajici metoda pro uchovani Siroké skaly
tepelné citlivych materiald, jako jsou bilkoviny, mikroby, 1éCiva, tkdn€¢ a plazma. Sestava
ze 4 kroku: 1) zmrazeni za atmosférického tlaku, 2) primarni susSeni ve vakuu, 3) sekundarni
suSeni ve vakuu, 4) ustaleni pfi nizkém tlaku. Dtlezité je, aby byl vzorek dobte promrzly, jinak

hrozi, ze ¢astice vody za¢nou pii nizkych tlacich vfit a dojde k poruseni materialu [70, 71].
2.4.4 Drceni a mleti vzorki

Bez ohledu na to, ktery zptisob mleti nebo drceni pouzijeme, musime mit na paméti
nékolik véci. Zaprvé je nutno minimalizovat jakoukoli kontaminaci naseho vzorku, at’' uz jinymi
vzorky, nebo ¢asticemi kovii z povrchu piistroje. Dale se snazime o maximalizaci po¢tu vzorki,
které 1ze zpracovat najednou. BéZné se pouziva napt. hmozdif, kulovy mlyn, mlynek s nozi,

mixér, kryogenicky mlyn atd. [50].

Mezi star§i, avSak stdle uzivané zplsoby drceni, patii technika kifehkého lomu
(BFT — brittle fracture technique). Instrumentace je jednoducha, nebot’ se zde vyuziva pouze
specidln¢ pripravené teflonové koule s kovovym jadrem a teflonové nadoby s vikem.
Vse vyrobeno podobnym zptuisobem a ze stejného kvalitniho materialu. Vzorek se umisti
do nadoby spolecné s kulickou a pevné se uzavie. Nadoba se potom na nékolik minut ochladi
v tekutém dusiku a vibruje po dobu jedné minuty pii 3000 ot/min. Metoda je primarn¢ uréena

pro drceni tvrdych tkani [72].

Na podobném principu pracuji nové automatické kryogenické mlynky/drti¢e. Zde
kapalny dusik uchovava zatizeni a vzorky v chladu, zaroven kosti zkiehnou, a tim se vyrazné
usnadiiuje mleti/drceni. Navic pomaha uchovat kvalitu a mnozstvi DNA obsazené ve vzorcich.

Metoda je vhodna nejenom pro kosti, ale i pro me¢kké tkan¢ [73].

Mixéry v fadu sekund poskytuji zcela homogenni a reprodukovatelné vzorky, takze
reprezentativni vzorek muze byt odebran z libovolného mista v naddobé. Jsou vhodné pro

stiedné tvrdé a mékké materialy [74].

Pro pocatecni zmensSeni velkych a pevnych kosti (napt. koiiské a hovézi) na mensi
fragmenty vhodné k dalSimu rozemleti na prasek je vyhodné pouzit vysoce odolny mlynek

s nozi/drti¢ [50, 75]. Takto ziskané mensi fragmenty lze pak rozmélnit ve specialnich mlecich
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nadobéch, které provadéji radidlni oscilace ve vodorovné poloze a které obsahuji malé kulicky
pro rozmélnéni vzorku. Pohyb mlecich nadob spolu s pohybem kulicek ma za nasledek
intenzivni michani a rozmé€lnéni vzorku. Stupen michani Ize jesté zvysit prfidavkem nékolika

menSich kuli¢ek [76].

Vysledny proces tedy mize vypadat naptiklad takto: prvni drceni ve vysoce odolném
drti¢i se sitem s propustnosti 10 mm (obr. 4a), druhé drceni ve stejném pfistroji se sitem

s propustnosti 2 mm (obr. 4b) a nakonec mleti v ultracentrifuga¢nim mlyné (obr. 4c) [50].

Obr. 4 Kostni fragmenty. K porovnani velikosti ¢astic je ptilozen americky cent [50]
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2.4.5 Rozklady

Klasicky suchy rozklad muzeme definovat jako rozklad na vzduchu pfi atmosférickém
tlaku a v otevieném systému. Cely postup sestava ze ¢ty zakladnich krokt — suSeni, zuhelnéni,
zpopelnéni a louzeni popela [77]. Suchy rozklad je ovSem velmi ¢asoveé naro¢ny (pro Kosti i

vice nez 48 hodin), hrozi zde nemalé riziko kontaminace a ztrata t€kavych prvku [50, 54, 78].

Pouziti kyselin s sebou pfinasi dvé vyhody: zaprvé nadbytek kyseliny miizeme odstranit
jednoduchym odpatenim do sucha, zadruhé mnoho kyselin Ize zakoupit v ultra vysoké Cistoté,
takze se vyrazné minimalizuje kontaminace vzorkd [79]. V praxi patii k nejpouzivanéjS$im
postupim mikrovlnnd mineralizace. Mezi nejvétsi vyhody patii pfedevSim zkraceni casu
potfebného na rozklad, tipIné rozlozeni matrice vzorku, zamezeni ztrat t€kavych slozek vzorku

a malé mnozstvi potfebnych reagencii [79].

Proti témto tvrzenim stoji zastanci pfimych analyz, kteti tvrdi, Ze mokry rozklad je
naro¢ny na praci i ¢as a ze vyzaduje manipulaci a pouzivani korozivnich a toxickych reagencii
[80]. Dale vyzaduje drahé a sofistikované zatfizeni [81] a zahrnuje vyznamnou manipulaci se

vzorkem. Kromé toho rozpousténi pfispiva k fedéni analytu, coZ nemusi byt nezbytné vhodné

v

V tabulce 1 jsou uvedené piiklady diive publikovanych postupt piipravy kosti nebo
zubl k analyze. VétSina autorl pouZzila mikrovinou mineralizaci s pouZitim HNOs. Nékteré
postupy obsahovaly i pfidavky H202 nebo HCI. Postupy rozpusténi bez mikrovinné

mineralizace vyzadovaly zahtati a dlouhy reakéni ¢as (fadoveé hodiny ¢i dny).
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Tabulka 1 Diive publikované postupy pfipravy kosti a zubti k analyze

Vzorek

Analyt

Metoda

Navazka

Postup, nastroje, ¢inidla

LOD

Lit.

kosti koz
domacich

Pb

ET-AAS

>0,5¢

<0,5¢

- odstranéni srsti a vétSiny tkdné (ntiz z nerezové ocele)
- odstranéni zbyvajici ulpivajici tkané (Skrabka na kosti z Ta)
- oddéleni epifyzy od diafyzy a vyjmuti kostni dien¢
- namaceni v éteru, poté¢ v H2O2 a pak oplachnuti 2x deionizovanou vodou
- pted analyzou skladovano pii -70 °C
- nafezani kosti na cca 0,5 g vzorky (pila z nerez. oceli)
- oplachnuti 50% (v/v) H202
- rozlozeni pomoci mikrovinné mineralizace
(@) vzorek kosti + 10 mL konc. HNO3
(b) 8 min, 100% vykon (650 W)
(c) 10 min, 65% vykon (422 W)
(d) zfedéni na objem 50 mL
- rozpusténi pii pokojové teplote
(@) konc. HNOs, 48 h
(b) zfedéni na objem 50 mL

06ugg™

[19]

kosti
hlodavcu

Pb, Cd,
Ni, Fe,
Cu, Zn

ET-AAS

min. 2 ¢

- pted analyzou skladovéno pii -18 °C

- suSeni pii 105 °C

- rozpusténi v konc. HNOs pii 90 °C po dobu 10 h
- zfedéni dest. vodou na objem 25 mL

0,15ugg*

[85]
[86]

lidské
kosti

Mg, Al,
Ca, Mn,
Zn, Sr,

Ba, Pb,

Fe

ICP-MS

cca 20 mg

- mechanické ocisténi povrchu

- odebirani vzorkll vrtanim

- rozpusténi ve smési 2 mL konc. HNO3 + 1 mL konc. H20. + 0,67 mL
konc. HCI

- ttepani po dobu 24 h pti 20 °C

- zfedéni na 10 mL redestilovanou vodou

- prefiltrovani skrz filtr (0,45 um)

- roztok skladovan pii +4 °C

neuvedeno

[67]
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Tabulka 1 Pokracovani

Vzorek Analyt | Metoda Navazka Postup, nastroje, ¢inidla LOD Lit.
kosti krav | Pb ET-AAS - oddéleni epifyzy od diafyzy a vyjmuti kostni diené neuvedeno | [50]
a koz ICP-MS - odstranéni srsti a vétSiny tkané (skalpel z nerezové ocele)

- odstranéni zbyvajici ulpivajici tkdn¢ (Skrabka na kosti z Ta)

- namaceni pies noc v 30% (v/v) H202

- velké kosti — bud’ (a) drceni pomoci BFT a kladiva, nebo (b) roziez. pilou

- namaceni v diethyleteru po dobu 1-2 hodin

- osusSeni na vzduchu

- skladovani pii -80 °C

- lyofilizace

- drceni v mlynech a mixérech
lidské Fe, Cu, | ICP-MS - obrouseni povrchu kosti neuvedeno | [87]
kosti Zn - rozdrceni v achatovém hmozdifi

- louhovani ve zfedéné kyseliné octové (0,1 M), 30 min

- promyti destilovanou vodou, 3x, osuseni

- rozpusténi ve 4,5 M HNO3

- odpafteni a znovu rozpusténi v 1 mL 7 M HCI + 0,001% H20: (2x)
zviteci Zn ICP-MS kosti - mechanické o¢isténi od Castic pudy ppb [88]
kosti a 50-120 mg | - odebirani vzorkd vrtanim
zuby zuby - rozpus$téni v 1 mL dvakrat destilované HCI 7,0 M + 0,001% H20-

10-50 mg
lidské NAA - drceni mezi dvéma titanovymi foliemi v hydraulickém lisu neuvedeno | [29]
kosti a - homogenizace v kulovém achatovém mlynu
zuby - zuby analyzovany vcelku
kosti Ni, Cd, | AAS-HGA |2g - extrakce v 20 mL 7 M HNOs3 na elektrickém ohiivaci, 8 hodin ppm [89]
(nespecif.) | Co, Zn, - zfedéni na 50 mL
Cu, Pb 29 - rozpusténi v 20 mL konc. HNOs, pozdéji piidavek 2 mL HCIO4

- odpateni témét dosucha
- zfedéni na 50 mL 0,1 M HNO3
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Tabulka 1 Pokracovani

Vzorek

Analyt

Metoda

Navazka

Postup, nastroje, ¢inidla

LOD

Lit.

lidské
kosti

Rb, Zn,
Ca, Fe,
Al, Cu,
Pb

ET-AAS,
FAAS

0,05-0,13 g

- vzorky ziskany vrtanim nebo nastroji z nerez. oceli

- vzorky pfed analyzou skladovany pfti -20 °C

- vytemperovani na pokojovou teplotu

- vysuSeni do konstantni hmotnosti pii 60 °C

- mikrovlnna mineralizace

(@) 3 mL 65% HNOs3, ohiati na 150 °C béhem 2 minut

(b) 150 °C, 13 min

(c) 160 °C, 5 min

(d) 20 minut chlazeni

(e) ztedéni na 10 mL dvakrat destilovanou vodou

- vzorek pro porovnani — rozpusténi v isoperibolickém kalorimetru
—3 mL 65% HNOs, 160 °C, 12 hodin

pro olovo
1,0 pg L1

[90]

lidské
kosti

Pb

ET-AAS

stied kosti
cca 1-7g

povrch kosti
cca0,5-2¢g

- odstranéni kostni dfen¢ a ulpivajicich tkani skalpelem a kostni Skrabkou
- omyti metanolem, pak roztokem H>O a pak deionizovanou vodou
- nafezani na mensi vzorky a oddéleni povrchu kosti od jejiho stiedu
- lyofilizace ptes noc
- mikrovlnna mineralizace

(@) 20 mL konc. HNOs, 15 min, 30% vykon

(b) 60 min, 20% vykon

(c) ztedéni na 40 mL dvakrat destilovanou vodou
- mikrovlnna mineralizace

(a) 10 mL konc. HNO3, 15 min, 30% vykon

(b) 60 min, 20% vykon

(c) zfedeéni na 20 mL dvakrat destilovanou vodou

- na povrchu nékterych mineralizatd se po mineralizaci objevila lipidova
vrstva. Ta byla narusena Cistou pipetovaci Spickou a pro analyzu se
odebiral jen ¢iry roztok.

06ugg™

[34]
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Tabulka 1 Pokracovani

Vzorek

Analyt

Metoda

Navazka

Postup, nastroje, ¢inidla

LOD

Lit.

lidské
kosti

Pb, F

AAS

05-1g¢g

- vareni v redestilované vod¢, 30 min

- oCisténi od svalil a Slach

- vysuseni do konstantni hmotnosti pti 90 °C

- spaleni pii 480 °C

- rozpusténi v horké 5% HNOs3 (pH upraveno na 2,0 pomoci NH4OH)
- ptidavek 0,5 mL 2% APDC a 3 mL MIBK

neuvedeno

[20]

lidské
kosti

Pb

ICP-MS

043¢

- rozemleti v mixéru

- mikrovlnna mineralizace

(@) 20 mL HNOz + 1 mL H20.

(b) 200 °C, 10 min

(c) 200 °C, 20 min, 1000 W

(d) zfedéni 1:20 demineralizovanou vodou

0,152 0,10
nggt

[91]

lidské
zuby

Pb, Sr,
Zn, Ca,
Mg, Fe,
Mn, K

ICP-MS
ICP-AES

- maceni v destilované deionizované vode¢, 24 hodin

- oCiSténi zubnim kartackem

- maceni v 1% papainu

- oplachnuti dest. deion. vodou, 3x

- maceni v 3% (v/v) H202, 30 sekund

- oplachnuti dest. deion. vodou, 10 minut

- usuSeni v digestofi pies noc

- rozemleti v hmozditi

- rozpusténi v 2 mL podvar. HNO3 pii pokojové teploté pies noc

- zahtati na horké desce a vysusSeni do sucha

- ptidavek 0,2 mL konc. HCI

- ptidavani 2mL podilt podvar. HNOgz a 0,2mL podilti konc. HCI
HCI

- ptidavek 1 mL 30% (v/v) H202 a vychladnuti na pokojovou teplotu

- zfedéni na celkovy objem 5 az 10 mL

pro olovo a
ICP-MS
0,1 ng mL*

[39]
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Tabulka 1 Pokracovani

Vzorek

Analyt

Metoda

Navazka

Postup, nastroje, ¢inidla

LOD

Lit.

zvifreci
kosti

Pb

ET-AAS

cca0,54¢

cca0,54¢

- odstranéni srsti a vétSiny tkané (niiz z nerezové ocele)
- odstranéni zbyvajici ulpivajici tkdn¢ (Skrabka na kosti z Ta)
- vyjmuti kostni diené a lyofilizace do konstantni hmotnosti
- skladovani pii -70 °C pred analyzou
- nafezani na vzorky (pila z nerez. oceli s diamantovym kotoucem)
- homogenizace vybranych vzorki v kulovém mlynu z karbidu wolframu
- rozloZeni pomoci mikrovinné mineralizace
(@) vzorek kosti + 10 mL konc. HNO3
(b) 8 min, 100% vykon
(c) 10 min, 65% vykon
(d) zfedéni na objem 50 mL
- rozpusténi pii pokojové teplote
(@) 10 mL konc. HNO3, 48 h
(b) zfedéni na objem 50 mL

06ugg™

[54]

lidské
zuby

Cu, Pb,
Mn

ET-AAS

20 mg
100 mg

- maceni v 30% (v/v) H202, 2 hodiny
- oplachnuti Milli-Q vodou a oschnuti v digestofi
- vysuseni v troubg, 105 °C, 1 hodina
- mleti v kryogenickém mlyné
(a) ptedchlazeni, 5 min
(b) mlécné zuby, 2 min
trvaly chrup, 2 min, 3 x
- pro pfipravu suspenze
- pro porovnani vysledki — mikrovlnné mineralizace
(@) 2 mL 20% (v/v) HNOs, 3 min, 160 °C, 1000 W
(b) 2 min, 160 °C,0 W
(c) 5 min, 230 °C, 1000 W
(d) 10 min, 230 °C, 1000 W
(e) ztedéni na objem 10 mL Milli-Q vodou

pro olovo
34,0ng g

[24]
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2.5 Analyza suspenzi

Piimé analyza ma urcité vyhody oproti postuptim, kde se vzorek rozklada v kyselinach,
jako je napt. pouziti mensiho mnozstvi vzorku a minimalni manipulace. Dal$imi vyhodami jsou
zkracena doba ptipravy vzorku, a tim i rychlejsi analyza, vyssi pfesnost a citlivost v disledku

absence fedéni a neptitomnost jakéhokoli korozniho nebo toxického odpadu [41, 56, 83, 92].

Nevyhodou ptimé analyzy v ETA je, Ze se cela matrice zavadi do kyvety, coz ma za
nasledek zvySeni spektralnich ¢i nespektralnich interferenci a také vyssi nepiesnost v dusledku
ptirozené nehomogenity pevnych vzorkii. Aby bylo dosazeno piesnych vysledk, je u analyzy
suspenzi zapotiebi zajistit homogenitu vzorku, vhodnou velikost ¢astic a vybér vhodného

fediciho prostiedku pro stabilizaci suspenze [24, 82].

Velikost ¢astic vyrazné ovlivituje transportni a atomizacni u¢innost. Znalost distribuce
velikosti Castic je zasadni pro zajisténi homogenity a stability suspenze. Je tieba vzit v ivahu

povahu, hustotu i homogenitu vzorku a dalsi parametry [93].

Aby nedochazelo k sedimentaci Castic, je suspenzi nutné stabilizovat vhodnym
kapalnym médiem. Pro lehké ¢astice postaci voda [48], pro téz8i se nejcastéji pouziva glycerol
a jeho vodné roztoky (viz tabulka 2). Dale byly publikovany i méné obvykla stabiliza¢ni
¢inidla, napt. néktefi autofi pouzili KO300G [94] nebo agar [95]. Pro podpofeni extrakce
analytu ze vzorku se pouziva kyselina dusi¢na a jeji roztoky [48]. Dalsi duleZitou soucasti je
povrchové aktivni latka, kterd sniZuje povrchovou ¢i mezifdzovou energii. Nejcastéji
pouzivanou je Triton X-100 (viz tabulka 2). Homogenitu vzorku lze dostatecné zajistit bud’
ultrazvukem, nebo magnetickym michadlem [96], pfipadné postaci i ruéné promichat. Doba
ultrazvukovani, druhy ¢inidel, velikost ¢astic atd. to vSe je velmi variabilni a lisi se studie od

studie [93].

V tabulce 2 jsou uvedené priklady diive publikovanych postupii pfipravy suspenzi

k analyze v riznych typech materialt.
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Tabulka 2 Priklady dfive publikovanych postupt pfipravy suspenzi k analyze

Material

Analyt

Navazka

Postup, nastroje, ¢inidla

Zdroj

horniny

Cd, Tl

5mg

40 mg

- 5% (v/v) HNOs + 10% (v/v) etanol +
0,05% (v/v) Triton X-100

- rozpusténi v 1,5 mL roztoku

- ultrazvuk 30 min, pokojova teplota

- pro analyzu Tl

[83]

jogurt

Pb, Cd

Cu, Cr

40gL*?

40¢gL*?

-0,6 mol L't HNO3
- ultrazvuk 1 min

-0,2 mol Lt HCI
- ultrazvuk 1 min

[92]

med

Pb, Cd,

Cr

70gL?

70gL?

-0,1 mol LY HNOs+ 3% H»0,
- ultrazvuk 10 min

-0,1 mol L't HNOs + 10% H,0>
- ultrazvuk 10 min

[97]

méd’

Pb

0,03g

- 100 mL roztoku 15:85 glycerol:voda
- ultrazvuk 5 min

[49]

lidské
zuby

Pb, Cu,
Mn

20 mg

- 1 mL roztoku 0,2% v/v HNO3 + 0,04% v/v
Triton X-100
- ultrazvuk 20 s

[24]

prachové
Castice

Pb

- 10 mL ultra ¢isté vody

- ultrazvuk 5 min

- pridavky 0%, 0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,5%, 1% a
2% HNO3

[48]

rybi maso

Ca,Mg,
Fe, Cu,
Zn

3-300 mg

- 10-50 mL 0,1-3 mol L* HCI +
0,07-1,5 mol L' HNO3 + 0,05-1 mol L
NaOH + 0,05-3% (m/v) EDTA nebo 1-5%
(m/v) H20; obsahujici 0,1-3% (v/v) glycerol
- michani pomoci magnetického michadla 5 min
- centrifugace 2500 ot/min, 5 min
- k analyze odebran pouze supernatant

pozn.: pokud suspenze obsahovala HNO3 byl pted
centrifugaci kratce aplikovan mikrovinny ohfev o
75-400 W po dobu 5 min a pak byla suspenze
znovu homogenizovana magnetickym michadlem

[96]

pudy a
sediment

Be

100 mg
na 25ml

- 2 kapky Tritonu X-100

- 5, 10, 20% (w/w) glycerol + 0,1%, 5% a 10 %
(w/w) HNO3

- ultrazvuk 1, 3 nebo 5 min

[66]

prach

As, Sb,
Sn

0,250 g
na 25 mi

- 0,2% (v/v) glycerol nebo 4,0 M HNOs

[98]
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Tabulka 2 Pokracovani

Material | Analyt | Navazka | Postup, nastroje, ¢inidla Zdroj
kril Cu,Fe, | 250mg | -2,0 mol L HNO3 [99]
Zn na 25 mL | - ultrazvuk 15 min
Mn 200mg | - 4,0 mol L't HNO3
na 10 mL | - ultrazvuk 15 min
pady \ 10-200 -3mL 0,5a5% HNOs nebo 3 mL 0,6% KO300G | [94]
mg v 0,5a5% HNO3
- ultrazvuk 15's
oxid Si 50-300 - 20 mL roztoku Na2COs (0,95 g) a H3BOs [100]
hlinity mg (0,5509)
- upraveno na pH 11 roztokem 5 mol L NaOH
- ultrazvukova sonda 10 min
pSeni¢nd | Mn 059 -50 mL 2,0 mol Lt HNOs [101]
mouka - ultrazvuk 15 min
ryzovaa | As 059 - 2,5 mL 50% (v/v) HCI + 1,25 mL 20% (m/v) KI | [95]
pSeni¢na na25mL | - var 5-10 min
mouka - po zchlazeni piidavek 0,25 g 8-hydroxychinolinu
+ 0,02 mL n-oktanolu + 7,5 mL 1% (m/v) agaru
- ultrazvuk 30 min
- 0,5 mL 50% (v/v) HCI + 0,02 mL n-oktanolu
+ 0,25 g 8-hydroxychinolinu +7,5mL 1%
(m/v) agaru
- ultrazvuk 30 min
karbid Al, Ca, |20-200 -20 mL 0,1 mol Lt HNO3 [102]
ktemiku Fe mg - ultrazvuk 30 min
nitrid
kiemicity
potraviny | Cd 25-250 - 2% (v/iv) HNOs + 1% (v/v) H20: [103]
mg na 10 | - zahtati na 120 °C po dobu 20 min
mL - 50 uL 10% Triton X-100

- ultrazvuk 2 min
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Vzorky kosti
o SRM 1486

Standardni referencni material 1486 Bone Meal (dale pak jen SRM 1486) je certifikovany
analyticky material/vzorek kostni moucky o presném analytickém slozeni. Spravnost a piesnost
slozeni doklada certifikat z NIST (National Institute of Standards & Technology).

e Kralik
Vzorky kosti z kralika byly doddny od soukromych chovatelii z doméciho chovu. Po pordzce
byla z kralikt k analyze odebrana zebra a piedni behy.

e Vydra

Vzorky vydiich Zeber dodala spole¢nost ALKA Wildlife, 0.p.s. a byly ziskany na tizemi Ceské
republiky v letech 2008-2015. Jednotliva mista nalezii jsou zaznamenana a kazda vydra je
oznacena ¢iselnym koédem. Pod timto kodem je zanesena do tabulky spolu s tdaji o misté a datu

nalezu, pohlavi a pfi¢iné¢ umrti (tabulka 3) [104].

Tabulka 3 Seznam vzorki vydfich kosti

Kod  Misto nalezu Datum nalezu Pohlavi  Pricina umrti
321 Pondédrazka 23.08.2010 M srazka s vozidlem
366 Kolin 20.11.2010 M Stari

367 Jistebnik 26.10.2010 M srazka s vozidlem
406 Dolni Datyné 24.01.2012 M srazka s vozidlem
470 Hofice u Humpolce 21.04.2013 - -

478 Sabina 28.02.2013 M srazka s vozidlem
481 Litvinovice 12.10.2013 M -

482 Rytitsko - M srazka s vozidlem
487 Hury 04.11.2013 - -

489 Pferov 04.12.2013 - -

497 Dolni Be¢va 08.10.2013 - -

498 Frydland nad Ostravici 11.09.2013 - -
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3.2 Uprava vzorki k analyze

3.2.1 Cisténi a lyofilizace

Vzorky kosti byly pted samotnou upravou skladovany pod ¢iselnym kdédem v mraznicce
pii -18 °C. K ocisténi kosti byly pouzity noze s keramickou cepeli (obr. 5a) a jakakoli

manipulace s kosti probihala pomoci plastovych nastroji (napf. pinzeta, prkénko).

Kosti byly po vyjmuti z mrazni¢ky oskrabany nozem tak, aby byly zbaveny veskerych
mékkych tkani véetné §lach, okostice a obou koncovych chrupavek (obr. 6). O¢isténa kost byla
naldména a naStipana na mens$i ¢asti, a pokud to bylo mozné, Spickou noze byla vySkrabnuta

kostni dfer.

Obr. 6 Vzorky vydtich zeber a) pfed prvnim ¢isténim, b) po prvnim ¢isténi
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Takto ociSténé a naStipané kosti byly vlozeny do sklenénych lyofiliza¢nich vialek
(obr. 7). Vialka byla oznafena ¢iselnym kdédem vydry a pred dalSim krokem skladovana

V mraznicce.

Obr. 7 Vzorky vydfich zeber ptipravenych k lyofilizaci v lyofiliza¢nich vialkach

Pfed samotnou lyofilizaci bylo nutné kosti na 24 hodin hluboce zamrazit pti -80 °C.

Nasledna lyofilizace probihala ve tfech krocich:

)i 1 hodina pii 0 Pa
1) 24 hodin pii -111 °C a0 Pa
[11) 4 hodiny pti 0 Pa

Po vyjmuti z lyofilizatoru byly kosti opét umistény do mraznicky, kde byly pred

dal§im postupem skladovany.

Po lyofilizaci byly kosti podrobeny druhému detailngjs$imu ¢isténi, kdy Skrabkou na
zubni kdmen (soucast zubaiského vybaveni) (obr. 5b) byly odstranény vSechny zbytky tkani
z povrchu kosti a vSechna kostni dieni. Je skute¢né nutné odstranit vétSinu tkani a kostni dfen¢,
jinak hrozi, Ze pti mleti se kostni prach slepi a bude vytvaret hrudky. Poté byl povrch kosti
ocistén acetonem, kosti byly vlozeny do zkumavek a mikrozkumavek typu Eppendorf a pied

mletim skladovany v mraznicce -18 °C.
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3.2.2 Mleti

Samotné mleti probihalo pomoci kulového vibra¢niho mlynu Wig-L-Bug 30 (Crescent
Dental). Do patronky bylo navazeno + 200 mg kosti a mleto 5 nebo 7 minut. Pomlety vzorek
(obr. 8) byl poté¢ ptreveden do mikrozkumavek typu Eppendorf a pied samotnou analyzou

skladovan v mraznicce piti -18 °C.

Po pomleti vSech vzorkl od jedné vydry ¢i kralika bylo nutné patronku vy¢istit,
aby nedoslo ke cross-kontaminaci. Patronka byla umisténa do kadinky s redestilovanou vodou
a vlozena na 3 minuty do ultrazvuku. Poté byla fadné omyta v redestilované vodé

a osusena.

Obr. 8 vzorek namleté kosti z kralika (pro porovnani pfilozena pétikoruna)

3.2.3 Presivani

Presné urc¢ena a definovana velikost ¢astic pro piipravu suspenzi byla zajiSténa presetim
vzorkd pres sita s deklarovanou velikosti ok. Pouzila se celkem tii sita. Jedno od firmy
pluriSelect Life Science (Leipzig, DEU) s velikosti ok 54 um, dal$i od firmy Stavebni
strojirenstvi n.p. Brno (zavod Ivan¢ice, Ceskoslovensko) s velikosti ok cca 160 pm a posledni

bylo od firmy Fritsch GmbH (DEU) s velikosti ok 315 pm.
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3.3 Pouzité chemikalie

Vsechny chemikalie pouzité pro praktickou ¢ast této diplomové prace jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tabulka 4 Seznam pouzitych chemikalii

Nazev

Vyrobce

Hydroxyapatit 99,8% synteticky

HNOs p.p., 65 % (m/m)

Standardni roztok Pb — 1,000 + 0,005 g/I
Standardni roztok Pd

Kyselina citronova - monohydrat
Glycerin bezvody p.a.

Triton X-100 100%

Etanol 96%

Aceton 100%

redestilovana voda Milli-Q Reference

SIGMA-ALDRICH, Co. (St. Louis, MO, USA)
Ing. Petr Svec - PENTA, s.r.o. (Praha)
ANALYTIKA, spol. s r.o. (Praha)

SCP Science (Kanada)

SIGMA-ALDRICH GmbH (Sieinheim, DEU)
Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice)
SIGMA-ALDRICH, Co. (St. Louis, MO, USA)
Ing. Petr Svec - PENTA, s.r.0. (Praha)

Ing. Petr Svec - PENTA, s.r.o. (Praha)

Merck KGaA (Darmstadt, DEU)

3.4 Priprava roztoki

3.4.1 Priprava roztoku 2 M HNOs

2 M roztok HNOs byl ptfipraven odmétenim 69 mL podvar. 65% HNO3 do banky a

nasledné doplnén redestilovanou vodou na celkovy objem 500 mL. Takto pfipraveny roztok

byl pouzit na vymyvani a louzeni chemického nadobi, a to jak plastového, tak sklenéného.

Nadobi se nechavalo louzit po dobu 24 hodin.

3.4.2 Priprava zasobnich roztoki Pb%*

Zasobni roztok olova o koncentraci 10 mg L™ byl piipraven pipetovanim 0,5 mL

kalibra¢niho roztoku o koncentraci 1 g L™ do batiky o objemu 50 mL a doplnén redestilovanou

vodou po rysku. Z takto pfipraveného roztoku bylo pipetovano 2,5 mL do banky o objemu

50 mL, pfidano 0,5 mL konc. HNOg pro stabilizaci roztoku a doplnéno redestilovanou vodou

po rysku. Vznikl tak zasobni roztok 0 koncentraci 500 ug L.
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3.4.3 Priprava roztoku kyseliny citronové

Roztok kyseliny citronové o koncentraci 200 g L byl pfipraven navazenim 5,469 g
(resp. 5,4777 g) monohydratu kyseliny citronové, rozpusténim V redestilované vodg,
ptevedenim do banky 0 objemu 25 mL a doplInénim po rysku. Takto pfipraveny roztok byl

skladovan Vv chladnicce pii +4°C.

3.4.4 Piiprava zasobnich roztoka glycerolu

20% (m/m) roztok glycerolu byl pfipraven navazenim 52,072 g (resp. 52,076 g) 100%
(m/m) roztoku glycerolu, rozpusténim v redestilované vodé¢ a ptevedenim do barnky o objemu

250 mL a doplnén redestilovanou vodou po rysku.

10% (m/m) roztok glycerolu byl pfipraven navazenim 25,4814 g (resp. 25,4966 g) 100%
(m/m) roztoku glycerolu, rozpusténim v redestilované vod¢ a ptevedenim do barnky o objemu

250 mL a doplnén redestilovanou vodou po rysku.

3.4.5 Priprava roztoku Tritonu X-100

2% roztok Tritonu X-100 byl pfipraven pipetovanim 1 mL 100% Tritonu X-100 do

odmérné banky o objemu 50 mL a doplnénim po rysku 96% etanolem.

3.4.6 Priprava roztoku hydroxyapatitu

Roztok hydroxyapatitu o koncentraci 10 g L byl pfipraven navazenim 0,25 ¢
(resp. 0,2534 @) syntetického 99,8% hydroxyapatitu, rozpusténim v redestilované vod¢ a

ptevedenim do banky o objemu 25 mL a doplnén redestilovanou vodou po rysku.
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3.5 Priprava vzorki

3.5.1 Priprava suspenze SRM pro optimalizaci stanoveni Pb

Do 10 mL odmérnych ban¢k bylo navazeno = 100 mg SRM 1486 o definované velikosti
¢astic 54, 160 nebo 315 um. K navazce bylo pfidano cca 5 kapek 2% etanolického roztoku
Tritonu X-100 a maly podil glycerolu o koncentraci 0, 10 nebo 20 % (m/m). V této fazi bylo
nutné zkontrolovat, zdali se neutvofily agregaty. Bylo tfeba ru¢né zakrouzit s bankou
a prohlédnout obsah. Pokud se po pridani glycerolu utvorily agregaty nebo nesel SRM
dostatecné rozmichat, ptidaly se dalsi 1 nebo 2 kapky 2% Tritonu a suspenze se vlozila
na 1 ¢i 2 minuty do ultrazvuku za ob¢asného zakrouzeni s banikou. Tento krok byl opakovan
tak dlouho, dokud se nerozrusily vSechny agregaty. Dale byla pipetovana 65% kyselina
dusi¢na, a to 0, 273 nebo 546 plL, banka byla doplnéna po rysku 0, 10 nebo 20% (m/m)
roztokem glycerolu a vlozena do ultrazvuku na 2, 6 nebo 10 minut. Pfed samotnou analyzou

byla suspenze v barice ru¢né promichana.

3.5.2 Priprava suspenzi realnych vzorku

Do 10 mL odmérnych ban¢k bylo navaZeno + 100 mg vzorku, k navazce bylo ptidano
cca 5 kapek 2% roztoku Tritonu X-100 a maly podil 10% (m/m) glycerolu. Opét bylo nutné
zkontrolovat tvorbu agregatti (postup popsan vyse). Dale bylo pipetovano 546 uL 65% kyseliny

dusicné, banka byla doplnéna po rysku 10% glycerolem a vloZena do ultrazvuku na 2 minuty.

3.5.3 Mikrovinna mineralizace

Mikrovinny rozklad kosti byl proveden v zatizeni MWS Xpert s pouzitim systému
Multi-tubes . Do kazdé nadoby byly vlozeny tii inserty a do kazdého insertu bylo navazeno
+ 100 mg vzorku. K navazce bylo pipetovano 1 mL H202 + 1 mL HNOs3 a do vngjsi rozkladné
nadoby bylo pipetovano 7,5 mL H202 + 7,5 mL HNO:s.

Tabulka 5 Teplotni program pro mikrovinny rozklad kosti systtmem MWS Xpert

Krok T (°C) p (bar) Ramp Hold Vykon (%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 Lyofilizator

K lyofilizaci kosti byl pouzit lyofilizator CoolSafe Pro (LaboGene, Dansko). Sklada se
Z komory, kondenzatoru a z vakuového cerpadla. Dale je v pristroji zabudovan vestavény
ventil, ktery umoznuje snadné vypousténi vody po skonceni lyofilizace [105]. Postup

lyofilizace je popsan v kapitole 2.4.3 na str. 23.

3.6.2 Vibrac¢ni kulovy mlyn

Optimalizace ¢asu mleti kosti byla provedena pomoci vibra¢niho kulového mlynku
Wig-L-Bug 30 (Crescent Dental, USA). Vzorky kosti kralika byly mlety po dobu 5 minut,
vzorky kosti vyder byly mlety po dobu 7 minut. Mlyn a mleci patronka jsou na obr. 9
aobr. 10.

Obr. 10 Mleci patronka s kuli¢kou
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3.6.3 Rentgenovy difraktometr

Pro zjisténi formy kostniho minerdlu ve vzorcich a jeho procentualniho zastoupeni
ve vzorku byl pouzit rentgenovy difraktometr D8 Advance (Bruker AXS, DEU)
s detektorem LynxEye. Praskova rentgenova difrakce patii mezi zakladni identifikacni
a charakteriza¢ni metody. Difraktometr nedestruktivné prométuje témet jakékoli praskové
vzorky bezpecné a jednoduse s minimalnim nebo zddnym zésahem ze strany uzivatele. Vyhoda
je i minimalni mnoZstvi potiebného vzorku, typicky sta¢i 0,1 cm?, Ize vSak zkoumat i mensi
objemy. Hlavni ucel pftistroje je identifikace krystalovych fazi ve vicefazovych vzorcich.
Identifikaci napomaha databaze krystalovych struktur [106, 107]. Méfeni bylo opakovano
200x, difraktogramy secteny, Sum byl potlacen pomoci Fourierovy transformace. Podminky

meéfeni: pokojova teplota, scanovani 5-70°, velikost kroku 0,01° za 2 s.

3.6.4 Zarizeni pro méieni velikosti ¢astic Mastersizer 2000MU

Megfeni velikosti ¢astic v pomletych vzorcich kosti se provadélo na ptistroji Mastersizer
2000 MU (Malvern Instruments, Velkd Britanie), ktery vyhodnotil velikost ¢astic a jejich
procentudlni obsah ve vzorku. Pfistroj pracuje na principu laserové difrakce a je pouZitelny
pouze pro praskové materialy. Vzorek v praskové formé se smisi s dispergujici kapalinou,
nafedi na spravnou koncentraci a vlozi do optické ¢asti pfistroje. Vzorek musi byt
reprezentativni a dobfe dispergovany, jinak bude meétfeni chybné. Detektory zachycuji
rozptylené zateni v urcitém rozsahu Uhli. Typicky je pro kazdé métfeni udélano pres 2000
snimki. Rychlost snimkovani je 1 snimek/ms. Rozsah pfistroje je 0,02 — 2000 um [108]. Méteni
bylo pritoéné, dispergace vzorku probéhla ve vodé pomoci ultrazvuku. Vyhodnoceni probéhlo

pomoci Fraunhoferovy aproximace. Rozsah méteni ptistroje je 0,02 — 2000 pum.

3.6.5 SEM VEGAS SBU

Elektronovy mikroskop VEGA3 SBU (Tescan, Brno) byl pouzit pro snimky fragmentt
kosti. Mikroskop VEGA3 disponuje vylepSenou vysoce vykonnou elektronikou pro rychlejsi
pofizovani snimku a ultrarychlym skenovacim systémem s kompenzaci obrazovych odchylek
[109]. Mikroskop byl pouzit ve spojeni s analyzatorem Quantax (Bruker Nano XFlash®
Detektor 410-M, software Quantax Esprit 1.9, Bruker Nano GmbH, Berlin, DEU). Urychlovaci
napéti bylo 20 kV. Jako detektory byly pouzity detektor zpétné odrazenych elektronti (BSE) a
detektor sekundarnich elektronti (SE).
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3.6.6 Zarizeni pro mikrovinny rozklad MWS Xpert

Pro mineralizaci vzorki SRM a kosti vyder bylo pouzito mikrovinné rozkladné zatizeni
MWS Xpert (Berghof, DEU). Zatizeni je tvofeno uzaviratelnou kruhovou peci z masivni
nerezové konstrukce. Kruhovy tvar pece ma za nasledek vysokou homogenitu mikrovinného
pole (nehomogenita mensi nez 1 %). Tento typ tlakového mikrovinného rozkladného zatizeni
ma pomoci dvou magnetronil navySeny maximalni vykon na 2000 W, umoznuje bezkontaktni
spektralni méfeni teploty reakéni smeési ve vSech nadobach pomoci IR spektrometrického ¢idla
a soucasné bezkontaktni méfeni tlaku ve vSech nddobach. Rozkladné nadoby vydrzi tlak az 150

bar a teplotu 300 °C [110, 111].

Vzorek je spolu s ¢inidlem nadavkovan do uzaviratelné teflonové nadoby, ktera se
vklada do teflonového obalu s keramickym tlakovym obalem, ktery se po uzavieni vklada do
zatizeni. VSechny rozkladné naddoby jsou vybaveny kovovym diskem, ktery poskytuje ochranu

proti pietlaku [112]. Pro rozklad vétsiho poctu vzorkd miiZzeme pouzit systém Multi Tube [113].

3.6.7 TOF-ICP-MS GBC OptiMass 9500

Ptistroj se skladd z hmotnostniho spektrometru s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu
a priletového analyzatoru. Vzorek je do ptistroje zavadén pomoci peristaltické pumpy a zmlZen
Vv koncentrickém zmlZovaci. Vznikly aerosol je veden do plazmatu, kde je za atmosférického
tlaku atomizovan a nésledn€ ionizovan. Vzniklé ionty jsou vedeny a fokusovany iontovou
optikou k ortogonalnimu akceleratoru, kde jsou urychleny. V posledni fazi ionty vstupuji do

pruletové zony, kde jsou otoCeny iontovym reflektronem a dopadaji na detektor.

Soucasna povaha piistroje OptiMass 9500 umozZiuje nejen semikvantitativni, ale i
retrospektivni semikvantitativni analyzu. Vysoka skenovaci rychlost (30 000 skenii/s) a
vysokorychlostni sbér dat umoziuji analyzu pfechodovych signali generovanych napt. z
jednorazové laserové ablace, elektrotermického odpafovani nebo priatokovou injekéni
analyzou. Kazdou sekundu se pak tvoii 50 integrovanych hmotnostnich spekter. Tim umoziuje
fadu aplikaci, které predtim kvili pomalé sekvencni povaze hmotnostnich spektrometrt nebyly

mozné [114].

Dalsi pfednosti je novy software Fingerprinting, ktery vyuziva porovnavani skend, za
ucelem zjistit, jak uzce se shoduji. Tento typ analyzy zahrnuje statistické porovnani testovaciho
spektra se spektrem znamého materidlu. Miize to byt napiiklad srovndni SRM se vzorkem

[114].
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Tabulka 6 Parametry nastaveni TOF-ICP-MS GBC OptiMass 9500

ICP Source

Rf power 1200 W
Plasma gas flow rate 13 Lmin*
Auxilary gas flow rate 0,550 Lmin*
Nebuliser gas flow rate 0,870 Lmin*
Mass Spectrometr

lon optics

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

Fill -38 V
Fill bias -0,38V
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 threshold 30,35 mV
Integration Windows Auto

Measurement mode

Pulse counting/analog
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3.6.8 HR-CS-ETAAS 600 contrAA

Atomovy absorp¢ni spektrometr s elektrotermickou atomizaci s kontinualnim zdrojem
zateni a vysokym rozliSenim HR-CS-ETAAS 600 contrAA (Analytik Jena AG, DEU) se sklada
z xenonové kratké obloukové lampy jako zdroje kontinualniho zafeni, Echelle
monochromatoru s kiemennym hranolem a CCD pole. Intenzita zafeni z xenonové lampy je
znacn¢ vyssi, nezli je tomu u tradi¢nich zdroju zatreni, coz poskytuje excelentni pomér signalu
k Sumu, zlepSuje detek¢ni limity a piesnost. Integrovana kamera umoznuje detailni pozorovani
vSech procest v grafitové peci — davkovani, suseni i pyrolyzu. Pfistroj umoznuje simultanni
nebo multiprvkovou analyzu V rozsahu vinovych délek 185 az 900 nm a pracuje s presnosti 2
pm. Pfi¢ny ohiev grafitové pece spolu s piesné programovatelnou teplotou poskytuje optimalni

atomizacni podminky, vysokou ptesnost a dlouhou Zivotnost grafitové pece [63, 64].

Tabulka 7 Teplotni program pro stanoveni Pb?

. Priitok plynu
Krok T (°C) Nardst (°C-s?) DrZeni (s) Cas (s) )
Ar (L min'?)
Suseni 95 20 40 43,3 3,0
Suseni 120 5 5 10 3,0
Pyrolyza 1100 100 1 9,5 3,0
Pyrolyza 1100 0 10 10 0,0
Atomizace 1600 3000 2 2,2 0,0
Cisténi 2450 500 4 55 3,0

v pritomnosti 1 pg Pd + 50 ug kyseliny citronové

3.6.9 Dalsi pouzivané pristroje, pomiicky a softwary

e Podvarové destilacni zatizeni BSB 939IR (Berghof GmbH, DEU)

e Zafizeni pro ptipravu redestilované vody Merck KGaA (Darmstadt, DEU)
e Ultrazvuk Bandelin Sonorex (Berlin, DEU)

e Analytické vahy KERN 870 (Kern, DEU)

e Laboratorni nadobi SIMAX (CR)

e Sada automatickych pipet (Biohit, DEU)

e Origin Pro 2017 64Bit (OriginLab, USA)

e Programy STATISTICA (StatSoft, USA) a QC Expert (TriloByte, CR)
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace piipravy suspenze

Z tabulky 2 v kapitole 2.5 je patrné, Ze pro analyzu suspenzi muze byt vyuzita cela fada
materidlti — od vzorka potravin, pres biologicky material, az k pidam a sedimenttim. Autofi pii
ptipravé téchto materidlti méli jednu obrovskou vyhodu — jejich materidly jsou nezivé, v Case
neménné véci. Naproti tomu kost je jejich pravy opak. Kost je zivy dynamicky systém, ktery
ma obrovskou proménlivost nejen v zavislosti na Zivo¢isném druhu, ale dale i na véku, pohlavi,
fyzické a zdravotni kondici aj. Bohuzel nebylo v moznostech této diplomové prace ovéfit
univerzalnost metody napfi¢ zivo¢iSnym spektrem, a dale napfi¢ vékem a zdravotnim stavem.
Pro optimalizaci postuptl a metody pfipravy suspenze a naslednou analyzu bylo vyuzito pouze
uzkého spektra dostupnych vzorki. Pro optimalizaci postupu ptipravy suspenze byly vyuzity
kosti vyder a kralikd, které jsou malé, praktické a dobte se s nimi manipuluje. Pro optimalizaci
samotné analyzy byl pouzit SRM 1486, ktery se sklada z kostni moucky koz doméacich a krav
domacich. Otazka univerzalnosti metody tedy prozatim zlstane neobjasnéna a muze byt

tématem jiné prace.

Jak jiz bylo zminéno dfive, kosti kraliki i vyder byly o€iStény, lyofilizovany, pak znovu
ocistény, namlety a az poté podrobeny testliim a analyzam. Jako prvni byly vzorky prométfeny
na rentgenovém difraktometru D8 Advance (Bruker AXS, DEU) s detektorem LynxEye, za
ucelem zjistit variabilitu obsahu hydroxyapatitu v kostech a jeho pfiblizné procentualni
zastoupeni. Analyzou bylo zjisténo, Ze obsazeny mineral je hydroxyapatit a pfiblizny obsah ve
vzorcich ¢ini v SRM 85 %, v krali¢ich kostech 84 % a ve vydfich kostech 94 % (obr. 11). Vyssi
obsah hydroxyapatitu v kostech vydry lze vysvétlit odliSnym staiim jedince. Od chovatele
kralikt zaruc¢ené vime, ze porazeny jedinec nebyl starSi nez jeden rok. U vydry v€k neni znam.
Ale ¢im je kost star$i, tim vice se amorfni hydroxyapatit méni na svou krystalickou formu
zabudovavanim kationtd vapniku do své struktury (napiiklad u clovéka je kostra plné
osifikovana az kolem 20. roku vé&ku). Jakdkoli analyza kosti tedy zavisi a bude zaviset na
obsahu hydroxyapatitu, coz dale ovlivituje 1 dobu mleti a pti vlastni analyze i korekci pozadi

(viz déle).
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Obr. 11 Difraktogramy apatitu ve vzorcich SRM 1486 a v pomletych vzorcich kralika a
vydry

Jak jiz bylo zminéno v textu, pti vytvareni suspenzi je dilezité zajistit vhodnou velikost
¢astic, a ta souvisi s dobou mleti. Z diivodu odli§ného procentudlniho obsahu hydroxyapatitu
V kostech vydry a kralika bylo nutné dobu mleti optimalizovat pro kazdy druh.. Proto byly
vzorky kosti kralika a vydry podrobeny mleti po 4 rtizné dlouhé ¢asy — 1 minuty, 3 minuty, 5
minut a 10 minut. Tyto 4 vzniklé prasky se pak nechaly proméfit na ptistroji Mastersizer
2000MU (Malvern Instruments, Velka Britanie), ktery vyhodnotil velikost ¢astic a jejich

procentudlni obsah ve vzorku.

Optimalni doba mleti byla urcena na zaklad¢ stiedni velikost ¢astic. Z obr. 12 a 13 je
zjevné, ze po 5 minutach mleti se stfedni velikost ¢astic u obou vzorkt spolehlivé pohybovala
pod 100 pum, coz je pro analytické ucely dostacujici. Proto pro krali¢i vzorky byla optimalni
doba mleti vyhodnocena na 5 minut. Kratsi ¢asy (1 a 3 minuty) nestaci, ¢astice jsou jesté piilis
veliké. Cas mleti 10 minut je naopak pfili§ dlouhy a zbytedny, nebot’ z grafu je patrné, Ze
velikost ¢astic vznikla po 5 a 10 minutach mleti se zase tolik neli§i. Pro vydii vzorky byla
optimalni doba mleti vyhodnocena na 7 minut, z divodu vétsi tvrdosti kosti, kterd je spojena s

vysS8im obsahem krystalického hydroxyapatitu.
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Obr. 12 Velikost kostnich fragmentt kralika po uvedenych ¢asech mleti
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Obr. 13 Velikost kostnich fragmentti vydry po uvedenych ¢asech mleti
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Vysledky laserové difrakce dopliuji snimky z elektronového mikroskopu. Mikroskop
VEGA3 proméiil vzorek SRM 1486 (obr. 14) a pomleté vzorky kralika (obr. 15) a vydry
(obr. 16) po optimalizovanych ¢asech mleti. Pro optimalizaci pfimé analyzy suspenze, kde byl
vyuzit frakcionovany faktorovy plan (viz kap. 4.3), byla jako horni hranice velikosti ¢astic
stanovena hodnota 315 pm. Snimky pomletych vzorki kralika i vydry potvrzuji, ze velikost
¢astic neptesahuje 100 um. Pro SRM 1486 vyrobce deklaruje, ze nejveétsi velikost ¢astic je 355

pm.

Dale byly kosti prométeny pomoci EDX pro zjisténi prvkového slozeni a piiblizného
urceni jejich hmotnostnich procent. Spektra jsou na obr. 17, 18 a 19. Tabulka 8 pak obsahuje

hmotnostni procenta pro jednotlivé prvky zjisténé ve vzorcich.

SEM MAG: 731 x Det: BSE VEGA3 TESCAN
SEM HV: 15.0 kV WD: 16.91 mm 100 pm
LowVac, 10 Pa, N:

Obr. 14 Snimek z elektronového mikroskopu pro SRM 1486
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SEM MAG: 756 x
SEM HV: 15.0 kV WD: 16.82 mm 100 pm
LowVac, 12 Pa, N:

Frat d -

"SEM MAG: 527 x Det: BSE
SEM HV: 15.0 kV WD: 17.01 mm | 100 pm
LowVac, 13 Pa, N:

Obr. 16 Snimek z elektronového mikroskopu pro vydii vzorek
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Obr. 18 Spektrum z EDX pro krali¢i vzorek
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Obr.19 Spektrum z EDX pro vydii vzorek

Tabulka 8 Vysledky EDX (%, m/m)

PVek | qoarovino | nelezeno | Kk | vydra

Ca 26,58 + 0,24 22+ 14 247+1,5 26,6+ 1,7
O - 24,4459 332+7,9 34,7+ 8.4

P 12,30+ 0,19 9,8+0,8 9,9+0,8 9,1+0,8
Na |05 0,54+ 0,13 0,52+ 0,12 0,67 +0,15
Mg | 0.466+0,017 0,36 + 0,09 0,45 + 0,104 0,25 + 0,09
S - 0,21+ 0,07 0,18 + 0,07 )

K 0,0412 + 0,0004 - 0,15+ 0,07 -

10
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4.2 Aplikace matematické korekce pro eliminaci spektralnich

interferenci

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozim textu, pfitomnost PO molekul z krystalt
hydroxyapatitu po termickém rozkladu v ETA komplikuje stanoveni Pb vytvofenim
komplikovanych molekulovych absorpénich spekter. Na obr. 20 1ze pozorovat slozitost tohoto
spektra. Cervend vertikalni linie zobrazuje analytickou &aru olova 217,0 nm. Je ziejmé, Ze

zZ tohoto spektra nelze spravné odecist absorbanci olova.

0.04 |

215.8775 217|005 2171222
0.03 Jwavelength [nm] m sznr

CRM1-1109-1600 13
0.02 |

Absorbance

0.01 | \

-0.02 |
0 25 50 75 100 125 150 175 200
pixel

Obr. 20 HR-CS-ETAAS spektrum SRM 1486 bez aplikace korekce s ptidavkem Pd + CA,
TP =1100 °C, TA = 1600 °C

Pro potvrzeni myslenky, ze utvorené molekulové spektrum pochazi z PO molekul
vzniklych termickym rozkladem hydroxyapatitu, bylo zapotiebi proméfit roztok c¢istého
hydroxyapatitu. Pro tento ucel byl pfipraven roztok syntetického hydroxyapatitu o koncentraci
10 gL Rozsah méfeni vychazi zpredpokladu, Ze pokud v celém objemu roztoku
davkovaného do kyvety (25 pL) bude obsazen pouze hydroxyapatit, pak obsah hydroxyapatitu
v tomto objemu bude 250 pg. Uginnost matematické korekce pak byla proméfena v celém
tomto rozsahu. Na obr. 21 je vidét, ze integrovana absorbance bez aplikace matematické
korekce klesa s mnozstvim obsazeného hydroxyapatitu (Cerna linie). Je to zplisobeno predevsim
prekorigovanim analytického signalu, kdy poté systém integruje absorbanci do zapornych

hodnot. Po aplikaci matematické korekce (Cervenad linie) je tento problém dostatecné potlacen.

53



0,00

-0,04 S

-0,08

-0,12 S

Integrovana absorbance (s)

-0, 1 6 I v I T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
mnozstvi hydroxyapatitu (ug)

Obr. 21 Zavislost integrované absorbance na mnozstvi hydroxyapatitu

Tato matematicka korekce byla poté aplikovana na spektrum SRM 1486 z obr. 20.
Po upravé a odecteni korekéniho spektra 1ze signal Pb bez problému identifikovat a spravné
vyhodnotit. HR-CS-ETAAS spektrum s aplikovanou matematickou korekci je uvedeno
na obr. 22.

0.025 | 2152775 217Jo005 217.1222
0.020 Wavelength [nm] PB217
CRMA-1100-1600 1/3
o 0015
L]
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S 0.010 |
[=]
i
2 0.005 |
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Obr. 22 HR-CS-ETAAS spektrum SRM 1486 s korekci a s pridavkem Pd + CA,
TP =1100 °C, TA = 1600 °C
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HR-CS-ETAAS také umoziuje zobrazeni spektra ve 3D, ¢imz bylo mozné potvrdit
ucinnost matematické korekce a zobrazeni okoli analytické ¢ary olova. 3D spektra bez aplikace

matematické korekce a s jeji aplikaci jsou na obr. 23 a obr. 24.

Pb217 CRM1-1100-1600 2/3

£

Spec

Obr. 23 3D HR-CS-ETAAS spektrum SRM 1486 bez korekce s ptidavkem Pd + CA,
TP =1100 °C, TA = 1600 °C

Pb217 CRM1-1100-1600 3/3

Spec

Obr. 24 3D HR-CS-ETAAS spektrum SRM 1486 s korekci a s pridavkem Pd + CA,
TP =1100 °C, TA = 1600 °C
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4.3 Optimalizace primé analyzy suspenzi pro stanoveni Pb

Vv kostech za vyuziti frakcionovaného faktorového planovani

Bylo vytipovano sedm faktord, na kterych zavisi analyza Pb v suspenzich kosti:
koncentrace glycerolu, mnozstvi HNOs, velikost ¢astic, doba ultrazvukovani, teplota pyrolyzy
a atomizace a mnozstvi modifikidtoru. Vyznam téchto faktorti a divod jejich pouziti byl
diskutovan v teoretické ¢asti této diplomové prace. Smes modifikatorti Pd + CA byla vybrana

na zaklad¢ ptedchozich dobrych zkusenosti [115, 116].

Faktorovy plan byl vytvofen v programu Statistica 12 pomoci Box Hunter-Hunterova
frakcionovaného faktorového planovani. Tento systém pldnovani slouzi ke zkraceni poctu
experimentt s cilem urcit hlavni faktory, jejich vliv a nastaveni jednotlivych urovni. Nicméné
toto zkraceni ma za nésledek ztratu informaci, které se oznacuji jako interakce vyssiho fadu,
avsak tyto interakce Casto postradaji fyzikalné-chemicky smysl, zpravidla nejsou statisticky
vyznamné, a je proto mozné je zanedbat. Plny faktorovy plan by vyzadoval 128 experimentt
(sedm faktordl na dvou trovnich = 27 = 128), pfi opakovéni (n = 3) by to bylo celkem 384
pokusti. Frakcionovanym faktorovym planovanim 27* se zafazenim centralniho bodu a
s opakovanim (n = 3) byl tento pocet snizen na 33 pokust. Sledovana byla intenzita

analytického signalu Pb, tj. v tomto piipadé absorbance. Schéma planu je v tabulce 9.

Pro urceni statisticky vyznamnych faktort byl po ukon¢eni planu sestrojen Paretv graf
(obr. 25), ktery sestupné sefadil faktory dle jejich vyznamnosti a uréil jejich vliv. Cervena
vertikalni linie pak zndzorfiuje hladinu vyznamnosti, ktera je dana jako p = 5 %. Dle Paretova
grafu ma nejvétsi vliv centrdlni bod a dale teplota pyrolyzy. Velky vliv centrdlniho bodu
poukazuje na nelinearni zavislost. Vliv teploty pyrolyzy ma dle o¢ekavani zaporny efekt, tj. se
zvySujici se teplotou pyrolyzy klesa absorbance. DalSim vyznamnym faktorem je ptidavek
HNOs3, jejiz vliv ma kladny efekt. Tedy se zvySujicim se pfidavkem HNOs3, roste odezva
signalu, protoze jak jiz bylo zminéno v textu, ptidavek HNO3z mize podporovat extrakci ionta.
O néco mensi vliv méa potom koncentrace modifikatoru a koncentrace glycerolu. Ta je dilezita
pro vznos castic a stabilizaci suspenze. Jeji vliv je kladny, tedy ¢im vyssi koncentrace, tim lepsi

odezva signalu.

Teplota atomizace, doba ultrazvukovani a velikost Castic byly oznaceny jako

nevyznamné faktory. JelikoZ byla velikost ¢astic oznacena jako nevyznamna, odpada dalsi krok
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ptipravy vzorku, a to je piesivani pfes sita o definované velikosti Castic, coz opét piispiva
Kk urychleni analyzy, nebot’ ptesivani kostni moucky pies sita byl nejvice ¢asoveé narocny krok

piipravy suspenze.

Tabulka 9 Frakcionovany faktorovy plan pro optimalizaci pfimé analyzy suspenze kosti

Pokus & | Replika | Centr.b. G'Eﬁ;j)m' '12}0?3 (gﬁ) Viﬂgﬂ (Ig) (Ié) rr(]:ii')f Absorb.
2 1 1 20.0 0.0 2.0 54 900 2100 10| 0.0409
11 (C) 1 0 10.0 2.5 6.0 160 1150 1800 6| 0.1297
23 3 1 0.0 0.0 2.0 315 1400 2100 2| 0.004
26 3 1 20.0 5.0 2.0 315 900 1500 2| 0.1476
13 2 1 20.0 0.0 2.0 54 900 2100 10] 0.0367
16 2 1 0.0 0.0 10.0 315 900 1500 10| 0.0158
17 2 1 20.0 0.0 10.0 54 1400 1500 2| 0.004
22 (C) 2 0 10.0 2.5 6.0 160 1150 1800 6| 0.134
1 1 1 0.0 0.0 2.0 315 1400 2100 2| 0.0055
12 2 1 0.0 0.0 2.0 315 1400 2100 2| 0.004
28 3 1 20.0 0.0 10.0 54 1400 1500 2| 0.003
32 (C) 3 0 10.0 2.5 6.0 160 1150 1800 6| 0.1316
20 (C) 2 0 10.0 2.5 6.0 160 1150 1800 6| 0.1325
8 1 1 20.0 50 10.0 315 1400 2100 10] 0.0584
33 (C) 3 0 10.0 2.5 6.0 160 1150 1800 6| 0.1203
14 2 1 0.0 5.0 2.0 54 1400 1500 10| 0.0305
19 2 1 20.0 50 10.0 315 1400 2100 10] 0.0466
30 3 1 20.0 50 10.0 315 1400 2100 10] 0.0472
27 3 1 0.0 0.0 10.0 315 900 1500 10| 0.0457
4 1 1 20.0 50 2.0 315 900 1500 2| 0.1303
21 (C) 2 0 10.0 2.5 6.0 160 1150 1800 6| 0.1065
9(C) 1 0 10.0 2.5 6.0 160 1150 1800 6] 0.1191
25 3 1 0.0 50 2.0 54 1400 1500 10] 0.0225
31 (C) 3 0 10.0 2.5 6.0 160 1150 1800 6| 0.1237
6 1 1 20.0 0.0 10.0 54 1400 1500 2| 0.0017
3 1 1 0.0 50 2.0 54 1400 1500 10 0.03
7 1 1 0.0 50 10.0 54 900 2100 2| 0.1388
15 2 1 20.0 5.0 2.0 315 900 1500 2| 0.1233
29 3 1 0.0 50 10.0 54 900 2100 2| 0.1262
24 3 1 20.0 0.0 2.0 54 900 2100 10] 0.1407
18 2 1 0.0 5.0 10.0 54 900 2100 2| 0.1217
5 1 1 0.0 0.0 10.0 315 900 1500 10] 0.0261
10 (C) 1 0 10.0 2.5 6.0 160 1150 1800 6| 0.1271
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Ef.cent. }

S)TP |

(2)HNO3 |

(T)MODIFIER ¢

(1)Glycerole (%)

(6)TA t

GBS |

(4)SIZE

9.186968

7.492849

-871111

-.454961

-2.90011

2.259714

2.050561

-9.01729

p=.

05

Standardizovany odhad efektu (absolut. hodn.)

Tabulka 10 Tabulka ANOVA

Obr. 25 Paretiiv graf standardizovanych efektt

ANOVA, prom. absorbance Pb, R? = 90,984 %, 7 faktorti na 2 urovnich, navrh 2"

Faktor SS df MS F p
Centr. bod 0,030256 1 0,030256 84,40038 0,000000
Glycerol (%) 0,001831 1 0,001831 5,10631 0,033194
HNO3 0,020126 1 0,020126 56,14279 0,000000
Ultrazvuk 0,000272 1 0,000272 0,75883 0,392324
Velikost ¢astic 0,000074 1 0,000074 0,20699 0,653226
TP 0,029149 1 0,029149 81,31159 0,000000
TA 0,001507 1 0,001507 4,20480 0,051383
Modifikator 0,003015 1 0,003015 8,41064 0,007858
Chyba 0,008604 24 0,000358

Celk. SS 0,095420 32
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Tabulka 10 pak numericky vyjadfuje to, co je patrné z Paretova grafu. Tucné jsou
oznaceny faktory, které ve FFP vysly jako statisticky vyznamné, dle nastavené hladiny
vyznamnosti p = 0,05% (posledni sloupec tabulky). Z Paretova grafu neni zcela jasné, zdali
teplota atomizace je statisticky vyznamnéa nebo neni. Potvrzeni o jeji nevyznamnosti nam

doklada az tato tabulka.

Diagramy profilti, odezev a vhodnosti (obr. 26) pro vysledky FFP uvedeného v tabulce
9 zobrazuji vliv sledovanych parametra v definovaném rozmezi na hodnotu absorbance analytu.
Vhodnost nastaveni daného parametru se uréuje na zaklad¢ priority sledované veli¢iny, v naSem
pripad¢ absorbance. Nejmensi stanovené absorbanci byla pfifazena nulova vhodnost, té nejvetsi
pak byla ptitazena vhodnost o velikosti jedné. Diagramy byly sestaveny jen pro faktory, které
byly na zékladé vysledkti z Paretova grafu uréené jako vyznamné. Cervené vertikalni linie

ukazuji optimalni hodnotu dané proménné.

Na obr. 27 jsou pak vhodnosti zobrazeny v podobé 3D ploch. Zaktiveni plochy ukazuje

vzdy hodnotu, kde bylo dosazeno optimalnich podminek.

Na zaklad¢ téchto vhodnostnich profilti byly stanoveny optimalni podminky ptipravy a
analyzy suspenzi: 10% glycerol, 5% HNOs, teplota pyrolyzy 1150 °C, mnozstvi modifikatoru

L4

59



25000

18511

-.0500

1.0000

Ghycerole (%)

HMC2

TR

MODIFIER

- - e - - -

R

Wihodnost

10

Faln

200, 1150. 14D0.

Obr. 26 Diagramy vhodnosti, profili a odezev pro vysledky FFP
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4.4 Ovéreni preciznosti stanoveni

Ov¢éfteni spravnosti stanoveni probéhlo na zékladé porovnani vysledkii ptimé analyzy
SRM 1486 pomoci navrzené metody avysledki ziskanych po mikrovinné mineralizaci
metodou TOF-ICP-MS (tabulka 11). Nalezené hodnoty jsou udany jako pramér ze 4
nezavislych stanoveni s uvedenou rozsitenou nejistotou odhadu vysledku. Nalezena hodnota
uréena pomoci optimalizované metody HR-CS-ETAAS je v dobré shodé¢ s hodnotou
deklarovanou vyrobcem SRM, coz doklada spravnost navrzené metody. Opakovatelnost

metody vyjadiena hodnotou relativni smérodatné odchylky ¢ini 3,4 %.

Tabulka 11 Porovnani vysledki z jednotlivych analyz SRM 1486

Certifikovano Nalezeno Nalezeno
(mg kgl HR-CS-ETAAS? TOF-ICP-MS®
SRM 1486 1,335 +0,0142 1,31+ 0,09 1,326 + 0,202
RSD (%) - 3.4 7,6

& pouzita metoda ID-TIMS

b priimér + 2 SD, n = 4

¢ pramér +2 SD, n =10
4.4.1 Kalibrace

Kalibrace byla provedena v intervalu 0-40 ug L (tabulka 12), avsak nebyla v

uvedeném intervalu linearni. Je to patrné z vystupt programu QC Expert (tabulka 13).

Tabulka 12 Kalibrace

Koncentrace RSD
Absorbance

(ug L) (%)

0 0,00092 158,5

10 0,11018 4

20 0,17182 5

30 0,22254 0,9

40 0,2597 1,2
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Hledani vhodného kalibra¢niho modelu bylo provedeno pomoci programu QC Expert.
Vysledky jsou prezentovany pro model bez transformace (obr. 28), polynom druhého (obr. 29)
a tfetiho stupné (obr. 30). Piestoze vysledky koeficientu determinace R? a AIC jsou pro tieti
vysledek MEP a ten byl dosazen u polynomu druhého stupné. Jako nejlepsi kalibra¢ni model
byl proto zvolen polynom druhého stupné. Jeho statistické charakteristiky a testovani
regresniho tripletu jsou uvedené v tabulce 14. Vystup programu QC Expert v modulu kalibrace
pak dokumentuje citlivost a detekéni schopnost navrzené metody, LOD pro stanoveni Pb
navrzenou metodou byl stanoven na 1,5 pgL™? coz odpovidd 0,15 mgkg?. Smérmice
standardnich pfidavkl se vyznamné neliSila od hodnoty smérnice linedrni ¢asti kalibrace a pro
stanoveni Pb v redlnych vzorcich tak miize byt pouzita Casoveé uspornéjsi metoda piimé

kalibrace.

Tabulka 13 Porovnani statistickych charakteristik pro sledované regresni modely

Bez Polynom Polynom
Statistické charakteristiky
transformace 2. stupné 3. stupné
Korela¢ni koeficient R 0,9774 0,9983 0,9997
Koeficient determinace R? 0,9553 0,9967 0,9995
Stiedni kvadraticka chyba
predikce MEP 0,0016 0,0004 0,0007
Akaikeho informaéni Kritérium -35,49 -46,48 -53,64
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Obr. 28 Model kalibrace bez transformace
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Obr. 29 Model kalibrace pro polynom druhého stupné
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Obr. 30 Model kalibrace pro polynom tfetiho stupné
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Tabulka 14 Statistické charakteristiky regrese a testovani regresniho tripletu pro polynom

druhého stupné

Statistické charakteristiky regrese

Vicenasobny korela¢ni koeficient R : 0,9983
Koeficient determinace R"2 : 0,9967
Predikovany korela¢ni koeficient Rp : 0,9002
Stedni kvdraticka chyba predikce MEP : 0,0004
Akaikeho informacni kritérium : -46,48
Testovani regresniho tripletu

Fisher-Snedecoruyv test vyznamnosti modelu

Hodnota kritéria F : 299,74
Kvantil F (1-alfa, m-1, n-m) : 19
Pravdépodobnost : 0,0033
Zaver : Model je vyznamny

Scottovo kritérium multikolinearity
Hodnota kritéria SC :
ZAver :

Cook-Weisbergiiv test heteroskedasticity
Hodnota kritéria CW :

Kvantil Chi*2(1-alfa,1) :

Pravdépodobnost :

Zaver :

Jarque-Berriiv test normality
Hodnota kritéria JB :

Kvantil Chi*2(1-alfa,2) :
Pravdépodobnost :

Zaver :

Waldiv test autokorelace
Hodnota kritéria WA :
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) :
Pravdépodobnost :

ZAaver :

Durbin-Watsoniv test autokorelace
Hodnota kritéria DW :
Kritické hodnoty DW

Zaver :

Znaménkovy test rezidui
Hodnota kritéria Sg :
Kvantil N(1-alfa/2) :
Pravdépodobnost :

Zaver :

0,6988
Model vykazuje multikolinearitu!

0,0397

3,84

0,8421

Rezidua vykazuji homoskedasticitu.

0,7254

5,99

0,6958

Rezidua maji normalni rozdéleni.

0,2845

3,84

0,5938

Autokorelace je nevyznamna

-1

0

Negativni autokorelace rezidui neni
prokazana.

1,20

1,96

0,2301

V reziduich neni trend.
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ZAVER

Predlozena diplomova prace se zabyva stanovenim olova v kostech pomoci
HR-CS-ETAAS instrumentace za vyuziti ptimé analyzy suspenzi. Analyza suspenzi se
projevila jako rychlejsi a snadnéjsi zpusob analyzy neZli mikrovinna mineralizace. Také je
ekologictéjsi (vyrazné mensi spotieba HNO3) a ekonomictéjsi (nevyzaduje zafizeni pro

mikrovinny rozklad).

Jako prvni byla urCena variabilita hydroxyapatitu a jeho procentudlni zastoupeni
v kostech rentgenovou difraktometrii. Vysledky podle ocekavani odhalily variabilitu
V procentudlnim zastoupeni hydroxyapatitu v kostech. Na zdkladé téchto vysledka
z rentgenové difraktometrie bylo nutné optimalizovat dobu mleti proméfenim velikosti ¢astic
laserovou difrakci a ptibliznym stanovenim jejich stiedni velikosti ¢astic. Stfedni velikost ¢astic
byla také potvrzena snimky z elektronového mikroskopu. Optimélni doba mleti pak byla

stanovena na 5 minut pro kralika a 7 minut pro vydru.

Samotna analyza SRM 1486 odhalila ptitomnost molekulovych absorpénich pési, které
znesnadnuji stanoveni Pb na ¢afe 217,0 nm. Tento vyskyt molekulovych absorpénich pasti maji
na svédomi termicky stabilni PO molekuly, které vznikaji v kroku pyrolyzy termickym
rozkladem hydroxyapatitu. Tato skute¢nost byla potvrzena proméfenim modelového roztoku
¢istého hydroxyapatitu. Modelova spektra hydroxyapatitu pak byla pouZita pro eliminaci
spektralni interference PO molekul. Uéinnost korekce byla potvrzena Vv rozsahu 0-250 ug
hydroxyapatitu.

Pro optimalizaci analyzy suspenze bylo pfedem vytipovano sedm faktord, na kterych
muze zaviset analyza Pb v kostech. Pro optimalizaci téchto parametri pak byl vyuzit
frakcionalni faktorovy plan. Koncentrace glycerolu, zahrnuti centralniho bodu, koncentrace
HNO3, mnozstvi modifikatoru a teplota pyrolyzy byly uréeny jako statisticky vyznamné
faktory. Teplota atomizace, doba ultrazvukovéni a velikost ¢astic vysly jako nevyznamné
faktory. Diagramy vhodnosti, profili a odezev a plochy vhodnosti pak dokazuji, ze optimalni
podminky pro vSechny faktory byly zahrnuty v mezich frakcionalniho faktorového planu.
Finalni podminky analyzy pak jsou: 10% glycerol, 5% HNOs3, teplota pyrolyzy 1150 °C,
mnozstvi modifikatoru 2 pL smésného modifikatoru 0,5 g L Pd + 25 g L kyseliny citronové.

Doba ultrazvukovani byla ponechana na nejnizsi hodnoté, a to 2 minuty.
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Spravnost a ptesnost metody byla ovéiena analyzou SRM 1486. Ve studovaném rozsahu
0-40 pg L nebyla kalibrace linearni. Jako vhodny model vyhodnotil QC Expert polynom
druhého stupné. Hodnota LOD uréend z parametri nalezeného modelu byla 1,5 pg L, coz
odpovida 0,15 mgkg?®. LOD této metody je ve shodé s dfive publikovanymi pracemi
[1, 86, 117]. Vzhledem k obsahu Pb v kostech (kolem 1 mg kg™?) je navrzend metoda vice nez

dostacujici pro analyzu redlnych vzorkd.

Spravnost metody byla ovéfena porovnanim ziskanych vysledkl analyzy s vysledky
deklarovanymi vyrobcem a s vysledky po mikrovinné mineralizaci a analyze na TOF-ICP-MS.
Nalezena hodnota Pb analyzou suspenzi (1,31 + 0,09 mg kg?) je v dobré shodé s hodnotou
deklarovanou vyrobcem SRM (1,335 + 0,014 mgkg?), coz dokladd spravnost navrzené
metody.

Navrzena metoda je vhodna pro béznou rutinni praxi diky své jednoduchosti ptipravy.
Oproti mikrovinné mineralizaci je metoda n€kolikrat rychlejsi — pro piipravu jednoho vzorku

jsou zapotiebi pouze cca 4 minuty pfipravy.
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