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ANOTACE

Prace se zabyvad problematikou analyzy environmentalnich vzorkd s vyuZitim
metody hmotnostni spektrometrie s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu. Byl pouzit
hmotnostni spektrometr s pruletovym analyzatorem a orthogonalnim urychlovanim iontu.
Toto feSeni nabizi n€které unikatni parametry jako je extrémni rychlost analyzy, simultanni
zdznam plnych hmotnostnich spekter nebo zvysena presnost méteni izotopickych poméra
ptes celé hmotnostni spektrum. Tyto vlastnosti je pak mozné vyuzit napiiklad pro rychlou
analyzu velkého poctu vzorkil, pro multiprvkovou analyzu vzorkl o velmi malém objemu,
nebo pro statistické analyzy vétSich souborti vzorkd, kde se vyuzivd komplexni izotopicka

informace.

Vypracované metody oaTOF-ICP-MS byly pouzity pro analyzu konskych Zini,
rizné péstovanych mrkvi a rovnéz byla vyvinuta nova jednoducha metodika pro analyzu

vzorkti 0 malém objemu.

KLICOVA SLOVA

0aTOF-ICP-MS, multiprvkova analyza, environmentalni vzorky, izotopova

analyza, statistické zpracovani dat, konské Zin¢, mrkev, analyza malych vzorkd.



TITLE

0aTOF-ICP-MS analysis of environmental samples

ANNOTATION

This work deals with an analysis of environmental samples by mass spectrometry
using the ionization in inductively coupled plasma. Mass spectrometer with orthogonal
acceleration of ions and time-of-flight analyzer was used. This spectrometer offers some
unique parameters such as an ultimate fastness of the analysis, simultaneous record of full
mass spectra or increased precision in measuring of isotopic ratios across whole mass
spectrum. These features can be used for fast analysis of high number of samples, for
multielemental analysis of low volume samples or for statistical treatment of large data sets

using fully isotopic information.

Elaborated methods of 0aTOF-ICP-MS were used for analysis of horse hair,
differently grown carrots and new simple method for the analysis of low volume samples

was developed as well.

KEYWORDS

0aTOF-ICP-MS, multielemental analysis, environmental samples, isotopic ratios

determination, statistical data treatment, horse hair, carrot, low volume samples.
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UvoD

Prvkova analyza vzorkl Zivotniho prostiedi patii mezi zakladni ukazatele stavu
zivotniho prostfedi. NejcastéjsSim divodem analyzy je zjiSténi kontaminace a
antropogenniho vlivu na kvalitu prostfedi. Environmentalni vzorky mohou byt dle
skupenstvi rozdéleny na pevné, kapalné a plynné. Tato prace se bude dale zabyvat pouze
pevnymi a kapalnymi vzorky. Pro elementarni analyzu pevnych a kapalnych vzorki je
Casto vyuzivano metod atomové spektrometrie. Mezi hojné vyuzivané metody atomové
spektrometrie patéi napiiklad atomova absorpéni spektrometrie (AAS), optickd emisni
spektrometrie s buzenim vindukéné vazaném plazmatu (ICP-OES), hmotnostni
spektrometrie sionizaci Vv indukéné vazaném plazmatu (ICP-MS), techniky rentgen
fluorescenéni spektrometrie (XRF) a jejich modifikace. Pfedlozend disertacni prace se
vénuje zpracovanim metod a analyze vzorkli Zivotniho prostfedi pomoci techniky
0aTOF-ICP-MS. Jedna se tedy o modifikaci hmotnostni spektrometrie a to 0 hmotnostni
spektrometrii  sionizaci Vv indukéné vazaném plazmatu, Vvybavenou ortogonalnim

urychlenim iontt a priletovym analyzatorem.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Anorganicka hmotnostni spektrometrie

Anorganicka hmotnostni spektrometrie je technika, kterd byla objevena jiz v prvni
polovin¢ dvacatého stoleti. Prvni prace zabyvajici se analyzou pomoci hmotnostni
spektrometrie byla publikovana v roce 1934 Dempsterem. Avsak Sir$i uplatnéni v oblasti
prvkové analyzy dosahla az mnohem pozdé&ji, v osmdesatych letech dvacatého stoleti a to
zejména diky zapojeni indukéné vazaného plazmatu (ICP) jakozto iontového zdroje. [1]
Anorganicka hmotnostni spektrometrie je univerzalné a velice hojné vyuZzivana pro velmi
citlivou, pfesnou, spravnou a rychlou analyzu stopovych a ultrastopovych koncentraci
prvka, piipadné izotopovych poméri, V riznorodych matricich. Tyto matrice mohou byt
jak kapalného, pevného tak i plynného charakteru. [2-4] Technika anorganické hmotnostni
spektrometrie nasla vyznamné uplatnéni v oblasti analyzy vysoce ¢istych materialt (kovi
[5-8], slitin [9], polovodica [10-13], izolatord [14-16], atd.), technickych materialt
(keramiky, nitridt, karbidt [16-19]), environmentalnich vzorkid (rdznych tipt vod [20-22],
biologickych materiala [23-25], geologickych vzorki [26-28] a dalSich), v neposledni fadé
takeé v oblasti analyzy radioaktivnich materiala [29-33]. Zakladni princip anorganické

hmotnostni spektrometrie vychazi z nasledujiciho schématu:

lontovy Transporta Hmotnostni
zdroj fokusace ’ ana|yzét0r > Detektor —_—
iontd

m/z

Obrazek 1.: Zakladni schéma hmotnostniho spektrometru [1]

Jakozto iontového zdroje lze vyuzit né€kolik prostiedkd, které budou blize
specifikovany v nésledujici kapitole (1.1.1). Viontovém zdroji dochédzi k odpateni,
atomizaci a nésledné ionizaci vzorku. Vzniklé ionty jsou dale vzorkovany pomoci
nékolikastupniového interface, které oddéluje ¢ast spektrometru pracujiciho za normalniho
tlaku, od zbyvajici ¢asti pracujici ve vakuu. lontovy paprsek je dale modulovan a
transportovan  smérem  k hmotnostnimu  analyzatoru pomoci iontové  optiky.
V hmotnostnim analyzatoru dochazi k separaci iontd, na zaklad¢ riznych principt, které
budou rozebirany v kapitole (1.1.2), podle jejich efektivnich hmot m/z (kde m je hmotnost

iontu a z,je jeho naboj). Separované ionty pokracuji dale na detektor, kde jsou
14



zaznamenavany. Vznikd tak hmotnostni spektrum, kde dané efektivni hmoté odpovida
ptislusny izotop prvku a intenzité piku jeho koncentrace. Jsme tak schopni urcit nejenom
koncentraci prakticky vSech prvki periodické tabulky, ale i1 jejich pfipadné izotopové

zastoupeni. [1]

1.1.1 lontové zdroje v anorganické hmotnostni spektrometrii

Anorganicka hmotnostni spektrometrie vyuziva fadu iontovych zdroji. NejstarSi
technikou pouZivanou k ionizaci vzorku ve spojeni s MS je SSMS (Spark Source Mass
Spectrometry). Kiionizaci vzorku dochdzi pomoci vysokoteplotni jiskry ve
vakuu. [1,34-37]. Jako dalSi techniky MS vyuzivajici jiné iontové zdroje miizeme jmenovat
SNMS (Sputtered Neutral Mass Spectrometry) [38,39], LIMS (Laser lonization Mass
Spectrometry) [40,41], RIMS (Resonance lonization Mass Spectrometry) [42,43], GDMS
(Glow Discharge Mass Spectrometry) [44,45], SIMS (Secondary lon Mass Spectrometry)
[46,47], TIMS (Thermal lonization Mass Spectrometry) [48,49], AMS (Accelerator Mass
Spectrometry) [50,51] a obecné nejvice vyuzivanou techniku ICP-MS (Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry) [25, 52-54].

1.1.1.1 SSMS (Spark Source Mass Spectrometry)

Jak jiz bylo diive feceno, hmotnostni spektrometrie s ionizaci ve vysokoteplotni
jiskfe je jednou z nejstarSich technik anorganické hmotnostni spektrometrie viibec. Tato
technika slouzi k analyze pevnych vodivych, ale po upravé i nevodivych, materiali.
Vysokofrekven¢ni jiskrové plazma je vytvofeno mezi dvéma elektrodami tyckovitého
tvaru, které jsou piipraveny z analyzovaného materialu. V takto vzniklém plazmatu je
material vzorku odpafen, atomizovan a ionizovan diky ptisobeni dopadajicich elektrond.
Vysokoenergetické ionty vznikajici v plasmé (nékolik KeV) vyzaduji pro svou separaci
zapojeni hmotnostnich spektrometri s dvoji fokusaci (geometrie Mattauch-Herzog,
sektorové hmotnostni spektrometry). Spektrometry stimto typem ionizace se uZ v této
dob¢é nevyrabi a pouze nékolik malo pracovist’ stale vyuziva techniku SSMS. [2,3]

Nésledujici obrdzek uvadi schéma jiskrového iontového zdroje (Obrazek 2):

15



50 - 100 kV
1 MHz T

plazma
L

jiskrove I I
= ® E> da M5

elektrody 10-25 kv

Obréazek 2.: Schéma jiskrového iontového zdroje [3]

1.1.1.2 SIMS (Secondary lon Mass Spectrometry), SNMS (Sputtered Neutral

Mass Spectrometry)

Techniky SIMS a SNMS patii mezi nejvyznamnégjsi techniky hmotnostni
spektrometrie vyuZivané k analyze pevnych materialti, povrchu, vrstev a dalsich. lonizace
je v téchto dvou pripadech docileno bombardovanim povrchu vzorku svazkem primarnich
vysokoenergetickych ionti (Ar®, Cs*, Ga*, 0", O,"). Dopadajici priméarni ionty pronikaji do
rizné hloubky povrchu vzorku (1-10 nm) v zavislosti na vlastnostech analyzovaného
materialu, energii primarnich iontfi a jejich hmotnosti. Cast energie dopadajicich astic se
kaskadové vraci na povrch a indukuje rozptyl pozitivn€ ¢i negativné nabitych atomarnich a
molekularnich iontd a neutralli. Technika SIMS déle vyuziva sekundarné rozptylenych
negativnach nebo pozitivnich iontd k samotné analyze. Oproti tomu v SNMS jsou
sekundarni ionty potlaceny a zbylé neutralni ¢astice podstupuji tzv. postionizaci bud’

dopadem svazku elektronii, nebo v jiném ioniza¢nim zdroji. [2,3].

SIMS primarni iontovy paprsek SNMS primarni iontovy paprsek .
ArT, 044, Cs7, Ga® Art, 0, Cs*, Ga' elektronovy
, | fi aprsek
vzorek e ] ] Ca
5 o > MS e @] > @ »MS
- ¥
= ® | e
[T
U, U, U, U,
U“"_“ 300-4500V th:EEEﬂi . g = thiaEeni
sekundarnich iontd zbytkoveho
j=—— | plynu

Obrazek 3.: Princip ionizace SIMS a SNMS [2]
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1.1.1.3 LIMS (Laser lonization Mass Spectrometry), RIMS (Resonance Mass

Spectrometry)

Lasery jsou ve hmotnostni spektrometrii vyuzivany jakozto nastroje pro odpafeni
analyzovaného materialu a tvorbu iontl jiz od prvopocatku vyvoje pevnych laseri.
Technika LIMS je =zaloZzena na ionizaci odpafeného a atomizované¢ho materidlu
v laserovém mikroplazmatu za vysokého vakua. K separaci takto vzniklého iontového
svazku je zapotiebi hmotnostni spektrometry s rozliSenim m/Am > 1000. V piipadé RIMS
jsou jeden nebo dva lasery nastaveny piesné na urcitou vinovou délku potiebnou k odparu,
atomizaci a ionizaci zvoleného analyzovaného izotopu. Technika RIMS vykazuje vysokou
citlivost a selektivitu. Tiebaze vysoké vakuum vyuzivané v téchto technikach snizuje
tvorbu rusivych molekularnich iontt, jsou tyto techniky celosvétoveé velmi malo vyuzivany
a to hlavné kvili finan¢ni narocnosti. LIMS je v soucasné dob& nahrazena technikou
LA-ICP-MS kde je pisobenim laserového paprsku ablatovan zkoumany material za vzniku
suchého aerosolu, ktery je nasledné ionizovan v argonovém plazmatu, pfipadné jiném
iontovém zdroji. [2,3] Obrazek 4 uvadi schematické zndzornéni ioniza¢niho procesu (a)
laserovych iontovych zdroji a (b) techniku LA-ICP-MS.

I I {a)
@ ® [ > doms
L !

laserovy paprsek

\

expandujici 10 - 25 kV
laserave plazma
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(k)

Obrézek 4.: Tonizaéni proces LIMS + RIMS (a), proces LA-ICP-MS (b) [2,3]

1.1.1.4 GDMS (Glow Discharge Mass Spectrometry)

Pro pfimou stopovou analyzu povrchti a pevnych materialt je s vyhodou vyuZivana
technika hmotnostni spektrometrie s buzenim pomoci doutnavého vyboje GDMS.
Doutnavého vyboje v plynu (Ar) pii tlaku 0,1 — 10 torr se jakoZzto iontového zdroje vyuZiva
jiz vice jak 60 let. [3] lonty Ar™ které vznikaji v nizkotlakém plazmatu, jsou urychlovany
smérem ke katodé tvotfené analyzovanym materialem. Materiél katody je na jejim povrchu
rozptylen a vzniklé neutralni Castice jsou ionizovany V nizkotlakém plazmatu pomoci
Penning ionizace, pfipadné dopadem elektrond. [2,3] Nizka teplota a tlak vzniklého
plazmatu vede K mnohem mensi tvorbé polyatomickych ionti. Polyatomické ionty
obsahujici kyslik se navic mohou tvofit jen s kyslikem uvolnénym ze vzorku. Metoda
umoziuje velmi citlivou analyzu povrchii a pevnych materiald vcetné izotopového
rozliSeni a analyzu hloubkovych profild. VyuZivd se pro studium materidlli, jejich

korozniho chovani a dale také pfti studiu katalytickych procesu. [1]

& |y

-

doutnawy whoj
argon

15 kV

Obréazek 5.: lonizace doutnavym vybojem [3]
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1.1.1.5 TIMS (Thermal lonization Mass Spectrometry)

Hmotnostni spektrometrie s termalni ionizaci je technika pro velmi pfesné méteni
izotopovych poméri. Maly objem vodného vzorku (1-10pL) s obsahem nékolika ng az pg
analytu je umistén na Cisty povrch vlakna (Re vysoké cistoty) a do sucha odpaten.
Nejcastéjsi konstrukéni provedeni techniky TIMS pracuje s dvéma vldkny umisténymi
vedle sebe. Prvni z vlaken zajistuje termicky odpar vzorku, druhé vlakno slouzi k ionizaci
odparenych atomt a molekul. Limitujicim faktorem piesného méteni izotopovych pomera
technikou TIMS je uroven frakcionace a samoziejmé zvoleny typ hmotnostniho
analyzatoru. TIMS ¢asto vyzaduje zdlouhavou pfipravu vzorku (rozklad vzorku, odstranéni

matrice) a proto byva tato technika ¢asto nahrazovana ICP-MS. [2,3]

1.1.1.6 AMS (Accelerator Mass Spectrometry)

Stejné jako RIMS je i AMS vysoce selektivni, ultracitlivou avSak takeé velice
drahou technikou. AMS byla vyvinuta pro detekci extrémné nizkych koncentraci
radionuklidi s dlouhym polo¢asem rozpadu pro vyzkum v geochronologii a archeologii.
V AMS je pro ionizaci podobné jako v SIMS vyuZivano primarniho iontového paprsku
Cs". [3]

1.1.1.7 ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry)

Prvni zapojeni hmotnostniho spektrometru s ICP jakoZto iontovym zdrojem je
pfipisovano anglickému védci Grayovi vroce 1975. [2,3] V roce 1980 vznikd prvni
publikace zabyvajici se ICP-MS [55] a roku 1983 je do ob¢hu vypustén prvni komeréné
dostupny ICP-MS spektrometr kanadské spolec¢nosti Sciex. [1,56] O néco pozdgji se
ptipojuji i dalsi vyrobei s komeréné dostupnymi modely ICP-MS a technika zaujima ve
velice kratké dobé vyznamné postaveni na poli multielementarni stopové a ultrastopove
analyzy vSech druhi matric. Své postaveni a popularitu ziskla metoda ICP-MS hlavné diky
svym vlastnostem jako jsou naptiklad: vysoka citlivost, vysokd reprodukovatelnost a
stabilita vysledkt, schopnost stopové a ultrastopove multielementarni analyzy, Siroky
dynamicky rozsah, vysoka prichodnost vzorki a schopnost analyzy izotopovych poméra.
[56] Dalsi vyhodou vyuZiti ICP jakoZto iontového zdroje je napiiklad jednoduché vnaseni
vzorku do plazmatu za atmosférického tlaku. Ztéto vyhody pak vyplyva moznost

jednoduchého spojeni s technikami prutokové injekéni analyzy (FIA), vysokotlaké
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kapalinove chromatografie (HPLC), elektrotermického odparu (ETV), nebo laserové
ablace (LA) a dalSimi. [3] Induk¢éné vazané plazma vyuzivané jakozto iontovy zdroj
v hmotnostni spektrometrii je prakticky identické s ICP plazmatem vyuZivanym v technice
ICP-OES. JakoZto plazmového plynu je nejcastéji vyuzivano Ar, kde je plazma
generovano pomoci radiofrekven¢niho magnetického pole. Vysokofrekvenéni proud
(zpravidla 27 nebo 40.68 Mhz) je pfivadén na indukéni civku, kterd je umisténa na konci
kifemenného plazmového hotdku. Zazeh plazmy je iniciovan vysokonapétovou jiskrou.
Neustaly pohyb elektrond a iontl je indukovan oscilujicim magnetickym polem. Dochazi
tak ke srazkdm s atomy plazmového plynu Ar a tzv. ohmickému ohfevu plynu, ktery vede
ke vzniku plazmatu a teploté az 10 000 K. Plazma vznika za atmosférického tlaku, typicky
se pouzivd vykon mezi 0,75 az 1,6 kW. Vysokofrekvencni generatory, které vyuzivaji
frekvenci 27,12 MHz, dosahuji vyssich vykont (az kolem 2 kW).[56]

Ackoliv existuje mnoho riznych modifikaci a designii plazmovych hotakd, je
V praxi nejvice vyuzivano kiemennych hotakd Fasselova typu. Tento typ plazmového
hofaku je vyobrazen na obrazku 6. Fasseliv typ se skladd zet#i koncentrickych
ktemennych trubic. Vnéjsi trubice slouzi pro zavadéni plazmového plynu, ten stabilizuje
plazma, slouzi rovnéz k ochlazovani ¢asti hotaku a zabranuje jeho roztaveni pii vysokych
teplotach (pouzivaji se vysoké prutoky od 10 do 20 1/min). V prostiedni trubici proudi
pomocny plyn, ktery ma vliv na pozici plazmatu a rovnéz ochlazuje vnitini ¢asti hotéku.
Vnitini trubice, rovnéz nazyvana injektor, slouzi pro zavadéni nosného plynu, ktery nese
aerosol analyzovaného vzorku. Ten pak vstupuje do centralni ¢asti plazmatu, je odpaten a
obsazené chemické slouceniny jsou atomizovany a ionizovany. Argon slouZzi jako plyn ve
vSech téchto zminiovanych piipadech. [56]

Po zazehu dostava plazma elipsoidni tvar. AZ po zvySeni prutoku nosného plynu
dochézi k formovéani charakteristickeho toroidalni tvaru. V centralnim kanalu plazmatu je
teplota nizsi neZli v indukéni zén&. Ionizace analytu (M —M™+ €7) v plazmatu je dosazeno
nc¢kolika mechanismy, mezi které patii napiiklad ionizace dopadem elektronu, ionizace
pfenosem naboje a tzv. Penningova ionizace. Bylo spocitano, Ze pii teploté T = 7500 K
(hustota elektroni = 1x10%°.cm™) dohazi z > 90% k ionizaci 54 prvki periodické tabulky
do prvniho ionizaéniho stupné. VSechny elementy s prvni ionizacni energii Eion < 10 eV
ionizuji z 2 50%. Pouze 3 prvky (He, F, Ne) maji prvni ioniza¢ni energii natolik vysokou,

Ze nebudou Ar plazmatem ionizovany a neni je proto mozno méfit technikou ICP-MS. [56]
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Dale wvznikd vplazmatu také malé procento dvojnasobné nabitych a
polyatomickych iontii. Dvojnasobné nabité ionty v malém zastoupeni tvoii hlavné prvky
s nizkou druhou ioniza¢ni energii, mezi né patii naptiklad barium a prvky vzacnych zemin.
ICP je tedy velmi efektivni ioniza¢ni zdroj pro naslednou detekci MS. [56]

ProtoZze argonové plazma pracuje za atmosférického tlaku a hmotnostni
spektrometrie vyZaduje vysoké vakuum (10° torrd), musi byt vznikajici ionty z ICP
plazmatu extrahovany do vakuované casti MS. Tento ptechod je zajistén pomoci
nékolikastupniového interface, ve kterém je postupné snizovan tlak az na pozadovanou
uroven. Interface sestava z 2-3 vodou chlazenych konust, které maji uprostied vzorkovaci
otvor zhruba 1mm, kterym prochazi ionty do MS. Koénusy jsou vétSinou vyrobeny z
kombinace Ni, Pt, nebo Cu. Rozdil v teplotach mezi plazmatem a chlazenym interface
vede ke vzniku oblasti, kde dochazi k rekombinaci ionti s kyslikem za vzniku oxidickych
iontli. Dale mtize dochazet k zanaseni konust v pripadech, kdy se nasavaji zna¢n¢ zasolené
matrice. Velky rozdil mezi tlaky na stran¢ ICP a uvniti MS vede k prudkému nartstu
rychlosti vzorkovaného paprsku iontt v oblasti interface a dochazi zde az k piekroceni
rychlosti zvuku. Prosly iontovy paprsek je dale modulovan pomoci iontové optiky a
pokracuje k MS. [56] Indukéné vazané plazma poskytuje v analytické zoné stabilni proud
iontl a jeho stabilita je velice dobra 1 pfi zavadéni aerosolu vzorku, coz zajistuje dobrou
reprodukovatelnost vysledkd. Nasledujici obrazek ukazuje princip ICP iontového zdroje

(Obrazek 6). Obrazek 7. na dalsi strané pak ptiblizuje teplotni profil plazmatu.

. N RF indukEni civka

kremenny horak
RF napéti indukuje
rychlou oscilaci Ar

pomocny plyn ] iontd a elektrond

nosny plyn -
1L

I
1
"
. Er’ H aerosol vzorku je
plazmowy plyn vedeny centralnim

kanalem plazmatu

Obrazek 6.: ICP iontovy zdroj [56]
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Obrazek 7.: Teplotni profil ICP [56]

1.1.2 Hmotnostni analyzatory vyuzivajici ICP iontového zdroje

V soucasné dob¢é se mizeme setkat s nékolika typy anorganickych hmotnostnich
separace ionti piedstavuji quadrupdélové hmotnostni analyzatory (QMS) [10,31,57,58],
sektorové hmotnostni analyzatory (SFMS) [22,59-61] a pruletové hmotnostni analyzatory
spektrometry vyuZzivajici pro separaci iontt iontové pasti (ITMS) [64], pfipadné iontovou
cyklotronovou resonanci s Furierovou transformaci (FTICRMS) [65] Quadrupdlové
hmotnostni analyzatory funguji jako hmotnostni filtry a dovoli pouze urcité efektivni
hmoté m/z projit skrz quadrupdlovy analyzator. Zbylé ionty jsou odpuzeny. Sektorové
hmotnostni analyzatory vyuzivaji magnetické a elektrické pole ktomu aby zaostiily
iontovy paprsek o ur¢ité m/z do presné definované ¢asti analyzatoru, kam je umisténa
Stérbina, za kterou je detektor iontl. Zménou parametri magnetického a elektrického pole
dopadaji na $térbinu ionty o rizném m/z a postupné tak muizeme ziskat celé hmotnostni
spektrum. Hovofime pak o skenujicich pfistrojich, které se opét chovaji jako hmotnostni
filtr. Druhou moznosti, vyuZivajici Kk filtrovani iontt elektrického a magnetického sektoru,
je pouziti série pevné nastavitelnych stérbin a detektort, kdy mizeme simultanné
zaznamenavat vice ionti. Hovorime pak o tzv. multikolektorovych analyzatorech, které se
pouZivaji hlavné pro piesné méfeni izotopickych pomérd. Hmotnostni analyzatory TOF

jsou vybaveny priletovou trubici, kde ionty dosahuji riznych rychlosti na zakladé¢ jejich
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m/z. Leh¢i ionty dosahuji vySSich rychlosti a dopadnout tak na detektor diive, hmotnostni

spektrum se ziska méfenim dopadajicich ionti v ¢ase. [56]

1.1.2.1 Quadrupdlové hmotnostni spektrometry (QMS)

QMS jsou nejlevnéjsim typem hmotnostnich spektrometri. Jsou robustni a Siroce
vyuzitelné. V kombinaci s ICP piedstavuji QMS nejprodavanéjsi a nejcastéji pouzivany
typ hmotnostnich spektrometrii. Mnoho rutinnich laboratoii s vyhodou vyuziva quadrupdla
kviili jejich vysoké prostupnosti vzorkl. Tyto instrumenty jsou relativné jednoduché na
obsluhu, maji dobrou stabilitu a jsou vlastné nejbézné&jsim pfistrojovym vybavenim
stopovych laboratofi. Jejich nevyhodou je, Ze nedosahuji pfili§ velkého rozliSeni a nejsou
tedy schopny rozliSit nékteré spektralni interference, ty se pak musi feSit predfazenim
kolizni nebo reak¢éné kolizni cely. [1,56] Quadrupolovy filtr je tvofen ¢tyfmi symetricky
uspofadanymi kovovymi ty¢emi kruhového, nebo hyperbolického prifezu. Dvé protilehlé
tyCe jsou vzdy vodivé spojeny. Na jeden par je vlozeno zaporné a na druhy kladné
stejnosmérné napéti. Stejnosmérnou slozku jest¢ dale dopliiuje slozka stiidava, kterad
dosahuje vétsi intenzity. Vysledné napéti paru je tedy v ur€itém okamziku souctem obou
napétovych slozek. Pro vétSinu Casu je jeden par vzdy kladn€é a druhy ziporné nabity.
V ose mezi ty¢emi je napéti nulové a timto kandlem také prochazeji analyzované ionty. Pro
uréitou kombinaci stejnosmérné a stfidavé slozky napéti prochdzi hmotnostnim
analyzatorem pouze dany typ iontu o ur¢ité efektivni hmoté m/z. Pii postupné zméné
stejnosmérné a stiidavé slozky od nulové po limitni a pfi zachovani stejného poméru mezi
slozkami propousti quadrupdlovy filtr postupné vSechny ionty o jednotlivych efektivnich
hmotach. [1]. Samostatnou kategorii tvoii vicenasobne quadrupolove filtry, které se nyni
zalinaji vyuzivat i ve spojeni sionizaci v ICP. Ty umoziuji velice efektivni feSeni
polyatomickych interferenci. Nasledujici obrazek uvadi schematické znazornéni
quadrupolového hmotnostniho spektrometru se zafizenim pro dopravu kapalnych vzorka a

ICP ioniza¢nim zdrojem (Obrazek 8)
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Obrazek 8.: Schematicky diagram ICP-QMS [56]
1.1.2.2 Sektorové hmotnostni spektrometry (SFMS)

Dalsi typ hmotnostnich spektrometrit vyuziva sektorovych analyzatord. Jsou
mnohem draZ$i, maji vétsi naroky na vakuovy systém a vyZaduji zkusenéjsiho operatora.
Tyto nevyhody vSak vyvazuje vysoka detekéni schopnost a moznost vyuziti vysokého
rozliSeni, které je s vyhodou vyuZzivano pro piekonani nékterych spektralnich interferenci.
Téchto vlastnosti je docileno kombinaci magnetického a elektrického sektoru tedy
dvojitym zaostfenim iontového paprsku.[56] Parametry magnetického a elektrického
sektoru jsou nastavovany bud’ oddélené¢, ptipadné soucasné a timto zpisobem je pak
docileno stejné jako u QMS filtrovaci schopnosti iontd podle jejich efektivni hmoty m/z,
avsak s daleko vy3Sim rozliSenim nez u QMS. [1] Podle geometrie magnetického a
elektrického sektoru rozliSujeme dale sektorove hmotnostni spektrometry na spektrometry
s geometrii Mattauch-Herzog [60,66] a spektrometry s geometrii Nier-Johnson, pfipadné
pievracenou Nier-Johnson geometrii [22,61,67]. RozliSovaci schopnost u téchto
spektrometrl je nastavitelna ve vice Urovnich. Nizka rozliSovaci schopnost se pohybuje
stejné¢ jako u QMS pfistroji kolem hodnoty 300. Maximalni rozliSovaci schopnost
komeréné dostupnych technik pak dosahuje kolem 10 000. Diky takto vysoké rozliSovaci
schopnosti dokazeme piekonat nékteré velmi problémové izobarické interference, avsak za

cenu ztraty citlivosti. [56]
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Obréazek 9.: Ptiklad konstrukce SFMS spektrometru (pievracena Nier-Johnson geometrie)

[2]

1.1.2.3 Priiletové hmotnostni spektrometry (TOF-MS)

Hmotnostni spektrometry s TOF analyzatory jsou konstrukéné nejjednodusSimi
spektrometry a jsou vlastné nejmladSim pfirGstkem do skupiny anorganickych
hmotnostnich analyzatort.. [56] Mnoho zakladnich konceptt tykajicich se TOF-MS bylo
popsano jiz v padesatych letech dvacéatého stoleti Wileyem a McLarenem [68]. Vyznamny
vyvoj vSak mnohem pozdéji (devadesata 1éta dvacatého stoleti) odstartovaly dvé udalosti.
Tou prvni byl vyvoj techniky MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization), pro
kterou je separace ionti TOF-MS velice vhodna. A druhou bylo ,,znovuobjeveni* techniky
TOF-MS vyuzivajici ortogonalni akceleraci ionta, kterd byla popséana roku 1989
Guilhausem a Dodonovem. [69] lonty vznikajici v ICP jsou vzorkovany pomoci
nckolikandsobného interface, které oddéluje oblast normalniho tlaku a vakuovanou oblast.
Extrahované ionty jsou dale modulovany soustavou elektrod tvofici tzv. iontovou optiku.
Ionty ptichazejici do akceleratorové casti jsou pomoci napétového pulzu vystieleny do
letové trubice. Vzhledem k tomu, Ze vSechny akcelerované ionty obdrzely stejné velky
napétovy puls, dosédhnou tedy i stejné kinetické energie Ex. Z rovnice pro kinetickou

energii: Ex = 0.5 . mv® [70] vyplyva, Ze ionty o riizné m/z budou mit i riznou rychlost a
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doba za kterou dosahnou detektoru je pfimo umérna druhé odmocniné jejich hmotnosti.
priletovou trubici délky zhruba jeden metr, dosdhnou i ty nejtézsi ionty detektoru zhruba
za 50 ps. Coz prenesené znamena Ze TOF-MS je schopny naméfit 20 — 30 tisic plnych
spekter za jednu vtefinu. TOF-MS je tedy o0 2-3 tady rychlejsi, nez bézné quadrupolové
systémy métici v sekvenénim skenovacim modu. Podle zpisobu akcelerace iontl do letové
trubice muZeme rozliSovat dva typy komeréné dostupnych TOF spektrometri,

s ortogonalnim (0aTOF) a axialnim urychlenim iontt (linearni TOF).[56]
¢ Formovani ionti, akcelerace a separace v TOF-MS

Obrdzek 10 ilustruje zakladni principy v TOF-MS. lonty jsou formovany a
vzorkovany v ,,paketech” ve velmi dobfe definovanych casech (t). V pocate¢nim
¢ase tp jsou ionty surcitym nabojem q akcelerovany Vv elektrickém poli E napfi¢
vzdalenosti S,, tak aby dostali uréitou kinetickou energii KE. Idealné vstupuji ionty
do driftové ¢asti analyzatoru o délce D s tou samou kinetickou energii. Tato energie
je vztazena k hmotnosti iontu (m) a jeho rychlosti. (v). [68]

= gEs. = Lmu?
KE =gEs, ==mu [68]
Rychlost iontu se 1i§i umérné k ptevracené hodnoté druhé odmocniny poméru mezi
hmotnosti a nabojem (m/q béZn¢ znamé jako m/z, kde zje naboj iontu). Po
akceleraci vstupuji ionty do driftové zony s délkou D a dale se d¢li na zakladé
rozdilné doby letu tp. Nakonec dopadnou na detektor v potadi dle jejich m/z. [68]

m

o =D/ 25T,
[68]
Rozdilné pocate¢ni vzdalenosti od detektoru, rizna pocateéni rychlost, nebo doba
vzorkovani iontii prispivaji ke vzniku nékolika riznych letovych ¢ast pro ionty
stejnych m/z. Tato nesourodost je nazyvana prostorova, energeticka, pripadné

Casova disperze a je kliCovym faktorem ovlivitujicim tvar spektralni linie. [68]
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e RozliSeni: problém plynnych iontovych zdroji, pocatecni disperze a

doba otodeni tzv.*“ turn-around-time* v TOF-MS

Pocatecni prostorova disperze iontli je obzvlast zdvazny problém v pripad¢ analyzy
TOF-MS ve spojeni s plynnymi iontovymi zdroji jako je ICP. Pohyb iontl je
V plynnych zdrojich ovlivnén nejen akceleracni energii E, ale zaroven tzv.
Boltzmanovym rozdélenim molekularnich rychlosti. Pokud neni toto rozdéleni
korigovano, dochazi kvyznamnému rozptyleni doletovych dob, které ma za
nasledek zasadni zhorSeni rozliSeni. Bez pfislusné korekce je naptiklad velmi
slozité rozlisit 200 od 201 m/z pfi typické elektronové ionizaci o teploté 500K.
V ptipad¢ ICP je tento problém mnohem vyznamnéjsi s ohledem na fadovy rozdil
v teplotach. Zde se také setkavame s fenoménem zvanym ,turn-around-time* —
doba otoceni. Tonty pocate¢né pohybujici se smérem K detektoru pfileti na detektor
diive, neZli ionty stejné m/z pocatecné pohybujici se stejnou rychlosti ale opaénym
smérem. lonty pohybujici se v pocatku smérem od detektoru, jsou nejdiive
akceleraénim impulzem zpomaleny a nasledné akcelerovany spravnym smérem (k
detektoru). Cas, ktery je potieba na tuto ,,otocku” je tzv. ,.turn-around-time* (t..).
[68]

[68]

Kde U, je pocateéni kinetickda energie, ktera je pri¢tena ke slozce pocatecni
rychlosti ve sméru k detektoru. Jediny rozdil mezi dvéma ionty stejné m/z je Cas,
pii kterém se zurcitého pocateéniho mista za¢nou pohybovat danou rychlosti
smérem k detektoru. Casovy rozdil dopadajicich iontll o stejné m/z je tedy dan
jejich pocate¢ni polohou a smérem pohybu. V piipadé horkého plazmového zdroje
vyuZivajiciho konzervativni hodnoty (E = 30000 V.m™, Mizotop = 100, T = 5000K)
je spoéteno Ze t. = 63 ns. Pokud je doba letu iontu piiblizné¢ 20 ps a
nepiedpokladaji se zadné dal$i zdroje rozSifovani piku, je rozliSeni (t/2t.)
limitovano na 158. Tuto situaci je velmi tézké korigovat, ale je znamo, Ze ¢im vétsi
akceleracni potencial E tim kratSi t.+. Bohuzel zvySovani pocatecniho E plisobi
negativné na tzv. fokusaéni bod (space focus) a je tedy nutné udélat kompromis.

[68] Na obrazku 10 mizeme vidét princip jednoduchého linearniho TOF pfistroje.
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Paket iontt je akcelerovan v akcelera¢ni zoné a nasledné separovan v driftové casti.

Leh¢i ionty (mensi kulicky) putuji rychleji a dopadaji na detektor prvni. E je sila

elektrického pole v akceleratoru, Sp je prumérna pocateCni pozice iontl, S, je

pramérnd vzdalenost po kterou jsou ionty akcelerovany v akcelera¢ni zoné, D je

driftova vzdalenost (vakuovana oblast prosta pole). Va je napétovy akceleracni

pulz. Obrazek 11 ukazuje fokusaéni bod pro jednokrokovou akceleraci v linedrnim

TOF-MS. Fokusacni bod ptedstavuje pravé dvojnasobnou vzdalenost S,.

VH L

£ | miEka |
| driftova zéna
—..
| - detektor
5, » - D——=¥ -
5
. la— 25;—»
akceleraéni 1
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Obréazek 10.: Princip jednoduchého linearniho TOF ptistroje [68]
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Obrazek 11.: Caso-prosotorova trajektorie iontti v linearnim TOF-MS [68]

e Fokusaé¢ni bod ,,space focus*

Rozdilné pocatecni pozice iontd v iontovém paprsku vzhledem k ose akcelerace

mohou byt vyznamnym zdrojem
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spektrometru. Tento efekt je vSak mozné kompenzovat. Jedno, nebo vice
akceleracnich poli se usporada tak, Ze ionty majici stejné m/z, které jsou v pocatku
vzdalengj$i od detektoru, zlstavaji delSi dobu v prvnim akcelera¢nim poli a
dosahnou tak vy3si driftové rychlosti. lonty s rozdilnou pocate¢ni pozici, stejné m/z
se tedy diky tomuto efektu mohou setkat v tzv. fokusa¢nim bod¢ (vzdalenost 2S,).
V tomto bodé mize byt umistén bud’ piimo detektor, nebo zafizeni pro eliminaci
nezadoucich iontl (viz. dale). Princip mlze byt jednoduSe vysvétleny z Caso-
prosotorového diagramu iontového paprsku na obrazku 11. Tak abychom posunuli
fokusa¢ni bod do vzdalenéjsich pozic od akceleratorové zony, je nezbytné pouzit
dvou a vice fazové akceleratory. V prvni fazi akcelerace je vyhodné vyuzit slabé
akceleracni pole, coz je vSak bohuZel v pfimém konfliktu s minimalizaci doby

obratu ,,time-around-time*.

e Simultanni fokusace energii a fokusa¢ni bod siontovym zrcadlem a

reflektronovou optikou

Vyznamny pokrok v TOF-MS iontové optice znamenal vyvoj iontového zrcadla.
Celkové usporadani iontového =zrcadla a piislusné optiky bylo vynélezci
pojmenovano jako reflektron. Kli¢ovy prvek reflektronu je tedy elektrostaticke
iontové zrcadlo, které odrazi pakety iontd zpatky na detektor, obvykle lokalizovany
blizko akceleraéni zony, viz. obrdzek 12a. Diky zminénému zaroven dochazi
k prodlouzeni driftové zony bez vyraznéjsich zmén konstrukénich rozméra
spektrometru. TOF-MS zafizeni vybaveneé reflektronem poskytuje témét konstantni
letové Casy pro ionty stejné m/z (navzdory pocatecni pozice a smeru pohybu ionti).
Tohoto je docileno diky tomu, Ze ionty majici stejné m/z avSak vySSi energii
(rychlejsi), penetruji hloubéji do iontového zrcadla a trva jim pak delsi dobu, nez se
dostanou z reflektronu ven. To dava stejnym (m/z), nicméné méné energetickym
(pomalejs$im) iontim, Sanci dostihnout ionty rychlejsi v druném fokusa¢nim bod¢
(obvykle detektorova rovina). Diky pouziti jednoho reflektronu vznika pravé jeden
novy fokusa¢ni bod, cCasto zaostfeny na detektorovou rovinu. Schematické
usporadani TOF-MS s reflektronem je vyobrazeno na obrazku 12a. Z obrazku je
patrné zapojeni malého vychylujiciho pole tak, aby odrazené ionty dopadaly na
detektor, ktery je na stejné strané jako akcelerator. lonty majici v pocatku urdity

prostorovy a rychlostni rozptyl v bodé¢ A-A jsou zprvu akcelerovany v poli E1.
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Silné akcelerac¢ni pole E1 mize korigovat ¢asovou nestejnorodost vzniklou diky
turn-around-time. K prvnimu zaostieni iontti dochazi v prvni fokusaéni roviné (B-
B). Ionty zaostiujici se zde maji rozdilné energie, ale jsou vyznamnym zptisobem
Caso-prostoroveé sjednocené. Dale ionty pokracuji na dvouuroviiové iontové
zrcadlo, kde jsou pomoci pole E2 a E3 odraZzeny. lontové zrcadlo pak dokaze
korigovat relativn¢ velké rozdily v energiich iontli a poskytnout vysoké rozliSeni.
Odrazené ionty tedy dopadaji jako pakety ur¢ité m/z Vv konkrétnich ¢asech na
koneény fokusacni bod detektorové roviny C-C. Obrdzek 12b uvadi caso-
prosotorovy diagram trajektorie ionti pro TOF-MS s reflektronem.
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1 — iontove zrcadlo

Obréazek 12a.: Schematické uspoiadani TOF-MS s reflektronem [68]
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Obrazek 12b.: Caso-prosotorovy diagram trajektorie iontt v TOF-MS s

reflektronem [68]
e Casovy sled udalosti, detekce a digitalizace v TOF-MS

Hlavni vyzva pro digitalizaci signdlu TOF-MS spoc¢iva z nutnosti digitalizovat
velice rychlé signaly a to v ramci velmi Sirokého dynamického rozsahu intenzit
signalu. TOF-MS pracuje v daleko uz$im casovém intervalu nezli skenovaci
hmotnostni spektrometry. Predstavme si tedy nasledujici modelovou situaci pro
prulet jednou nabitého iontu o energii 3KeV, m/z = 204, napfi¢ 0,6 m vzdalenosti.
Volime akceleracni napéti ES; = 3000V.m'1, skute¢na hmotnost izotopu 204 bude
204 x 1,66.10%" kg, q = 1,6.10™*° C. To nam dava driftovy as 11,2 ps. lont m/z 205
bude mit dobu letu (205/204)%° = 1,002448 krat del3i pii stejné vzdalenosti a bude
tedy oddélen (1,002448 — 1) x 11,2 us = 27,4 ns. V analyze TOF-MS je tedy
naprosto bézné ziskat celé hmotnostni spektrum v prubéhu nékolika desitek
mikrosekund, zatimco jednotlivé m/z pfilétaji na  detektor fadoveé
v nanosekundovych intervalech. Toto tedy piedstavuje velkou vyzvu pro detekéni
elektroniku TOF-MS. Digitalizace signalu musi byt provedena rychlosti 200 — 1000
Mvzorki.s™, tak aby bylo dosaZeno dobrého rozliseni. V porovnani s timto se QMS
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skenujici rychlosti 400 m/z.s*zastavi na jednom jediném piku zhruba na 1/(2x400)
= 1,25 ms. Rychlost digitalizace signalu v tomto ptipads je pouhych 8 Kvzorki.s™,
Jinymi slovy, digitalizace v ptipadé¢ TOF-MS musi byt zhruba 25000 — 125000 kréat
rychlej$i nezli u rychlych skenujicich ptistroji QMS. Schopnost akceleratoru
poskytovat velmi rychlé akcelera¢ni pulzy je rovnéz velmi dulezita, protoze Sitka
napétového pulzu a ptislusné ostré ¢asovani pulzii maji podobny efekt, jako Sitka
kolektorové Stérbiny u skenovacich spektrometrti. Vyvoj vysokorychlostni

elektroniky byl tedy pro rozvoj TOF-MS zasadni. [68]
e Ortogonalni urychlovani ionti v TOF-MS

Linedrni TOF-MS s reflektronem nemusi nutné poskytovat vysoké rozliSeni,
obzvlasté pak v kombinaci s kontinualnimi ioniza¢nimi zdroji (napiiklad kvuli turn-
around-time). Linearni geometrie navic sama o sob& nenabizi piili§ efektivni
vzorkovani iontl z kontinualnich ioniza¢nich zdroji. Ackoliv byl ndpad spojeni
kontinualnich ioniza¢nich zdroji s TOFMS zkouman jiz v 60 letech 19. stoleti,
teprve az Guilhaus a Dawson tento napad rozvinuli do pouZitelné podoby.
Techniku, kterou vyvinuli, nazvali 0aTOF-MS tedy TOF-MS s ortogonalnim
urychlenim iontu. Z&sadnim krokem byla aplikace pulzniho ortogonalniho
akceleratoru  podél relativné pomalu  putujiciho  iontového  paprsku
poskytovaného kontinudlnim  iontovym  zdrojem.  Aplikovand ortogonalni
akcelerace zvySila energii ionti az na keV (dodani obrovské rychlosti
v ortogonalnim sméru). Pdvodni rychlost ionti je zachovana jak ve sméru, tak
velikosti, ale zaroven naprosto odd€lena od rychlosti ortogonalni. TOF data jsou
méfena v ortogonalnim sméru, ackoliv drift iontd je typicky o nékolik malo stupiii
naklonén ve sméru spontanni osy trajektorie paprsku. Uspoiadani 0aTOF
(zahrnujici iontové zrcadlo) je vyobrazeno na obrazku 13. Prvotni pouZitelnou
podobu 0aTOF-ICP-MS piedstavili Myers a kolektiv. [68]
Hlavni vyhody ortogonalniho urychleni jsou:

v lontovy paprsek ze zdroje lze vytvorit s velmi nizkou disperzi rychlosti

V ortogondlnim sméru.
v' Cas potiebny k naplnéni ortogonalniho akceleratoru ionty je pfiblizné

stejny, jako doba letu akcelerovanych ionti smérem k detektoru. Tak mtize
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byt akcelerator plnén, zatimco piedchozi paket iontli je analyzovan. To
ptispiva k vysoké prostupnosti a efektivnimu pracovnimu cyklu.

v" Detektor je optimalné mimo osu iontového paprsku, coZ vyznamné snizuje
mnozstvi dopadajicich interferujicich fotont a neutralnich ¢astic (z ICP).
Toto je vyznamny rozdil od axidlniho TOF-MS uspofadani. Pokud
pouZzijeme axialni zafizeni s iontovym zrcadlem je detektor rovnéZ mimo
osu. Vtomto ptipadé vSak mulze dochazet k odrazu od zadni stény
iontoveho zrcadla.

v' Diky ortogonalni akceleraci nezanaseji neutralni &astice proudici
v iontovém paprsku driftovou zénu, reflektron a dalsi elektroniku.

v' lonty ze vzorkované &asti paprsku jsou rozprostieny podél osy iontového
paprsku, sniZuji tak efekt prostorového naboje, ktery muze zhorsit

rozliSovaci schopnosti pii velmi rychlych proudech ionti.[68]

ortogonalni
akcelerator

vstupujici
iontowy =
paprsek

space forus 1 ————f———

iontove zrcadlo

Obréazek 13.: Schematicky diagram 0aTOF-MS zafizeni [68]
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Na obrazku 13 plni kontinualni iontovy paprsek ortogonalni akcelerator. Cast délky
iontového paprsku |, je poté ortogonalné urychleno do driftové zony pomoci
napétového pulzu Vo). Do akceleratoru zérovenl vstupuje novy iontovy paprsek.
Letici paket iontd z akcelerovaného iontového paprsku je fokusovana ve space
focus 1 s pomérné velkou variabilitou energii. Nasledné¢ jsou ionty odraZzeny
iontovym zrcadlem a prostorové i energeticky fokusovany na detektoru. Pomér
mezi délkou vzorkovaného iontového paprsku I, a celkovou délkou iontoveého

paprsku Ig je mirou efektivity prace ortogonalniho akceleratoru. [68]
o Vyfezavani“ ionti v TOF-MS

Kvuli interferencim z hojné se vyskytujicich iont vyplyvajicich z iontového zdroje
(Ar+) a dalSich, je vice nez vhodné eliminovat ur¢ité ¢asti hmotnostniho spektra.
Skenovaci instrumenty mohou jednoduSe ptfemostit skenovany usek m/z, ale
v ptipadé TOF-MS se musi inkriminovana ¢ast spektra efektivné ,,vyfiznout®.
Bézny piistup vyuzivd modifikovanou Bradbury-Nielsen brénu, ktera byla popséna
jiz velmi davno. Brana sestava z pole velmi tenkych vodic¢u, které jsou vystavené
ptichozim paketim iontd. Vodice jsou stfidavé zapojeny na spinatelné kladné a
zaporné vysoké napéti. Pokud je napéti vypnuto ma brana stejny potencial jako
ptichozi ionty a proto je témét uplné propustna. Jakmile se napéti na vodicich
aktivuje, vSechny ionty vbran¢ a jeji tésné blizkosti jsou siln¢ vychyleny a
nedosdhnou tedy detektoru. V piipadé TOF-MS je pomérné jednoduché urcit
ptesnou dobu, kdy budou ionty o konkrétni m/z prochazet branou. Brana byva
umisténa v prvnim fokusa¢nim bodé. Pulzni vychyleni umoziuje vychylit vybrané
ionty v okné o jednotkové m/z, piipadné vychylit vétsi pocet riznych iontt, nebo
,vyfiznout“ SirSi rozsah m/z. Timto zptsobem je mozné zamezit dopadu
nezadoucich iontd na detektor (ionty Ar+ pifipadné hlavni ionty matrice

analyzovaného vzorku). [68]

Vzhledem k vysoké rychlosti analyzy a ke skute¢nosti, Ze pocet analyzovanych

izotopt nema vliv na celkovou dobu analyzy, citlivost ani na piesnost a spravnost analyzy

je technika 0aTOF-ICP-MS obzvlasté vhodna pro multielementarni analyzu transientnich

signalu. [71,72] V praxi se pak setkdvdme s nasledujicimi technikami, které poskytuji

velmi rychlé transientni signaly: Laserova ablace (LA) [73,74], pratokova injek¢ni analyza
(FIA) [75,76], kapilarni elektroforéza (CE) [77], elektrotermické odpatfovani vzorku (ETV)
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[69,78], hydridova technika (HG) [79] a dalSi. Nasledujici obrazek uvadi schematické
znazornéni priletového hmotnostniho spektrometru s ionizaci v indukéné vazaném
plazmatu a ortogonalnim urychlenim iontt od australské firmy GBC Scientific Equipment.
(Obrézek 14)
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Obrazek 14.: Schéma 0aTOF-ICP-MS, Optimass 8000 (GBC Scientific Equipment) [69]

1.2 Aplikace TOF-ICP-MS pro analyzu environmentalnich vzorku

Diky unik&tnim schopnostem velmi rychlého simultanniho zaznamu celého spektra
dokéze technika TOF-ICP-MS zpracovavat transientni signdly a velmi piesné
zaznamenavat izotopické poméry. TOF-ICP-MS, se mimo béZzného vyuziti pro analyzu
stopovych aZ ultrastopovych koncentraci prvkt v riznych typech matric, pouZiva
v nésledujicich aplikacich. Své uplatnéni nachazi v environmentalni problematice,
geologii, geochronologii, archeometrii a tfteba ve forenzni analyze. Zaroven je ale nutné
dodat, Ze TOF-ICP-MS analyza je stale jesté¢ pomérné nova a pocet publikaci a odbornych

¢lankd je do urcité miry omezen.
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1.2.1 TOF-ICP-MS analyza transientnich signalu

Costa-Fernandez a kolektiv vyuzili TOF-ICP-MS ve spojeni s kapilarni
elektroforézou (CE) pro multielementarni speciaci. Elektroforeticky bylo separovano devét
negativné nabitych specii vykazujicich vysokou elektroforetickou mobilitu. Simultanné
byla provedena separace CE a nasledné TOF-ICP-MS stanoveni tii aniontd arsenu a dvou
kyano-kobaltnatych komplexid. Tato separace byla ztizena pfitomnosti dalSich anionti a
kyano komplext Ni%*, V**, Cu** a Cr®". Cas potfebny pro analyzu nepiesahl 70 s. Prace
potvrdila vhodnost TOF-ICP-MS pro kratké transientni signaly poskytované CE. Technika
vykazovala vysokou citlivost (2 — 20 pg na 20 nL vstfikovaného objemu) a pfesnost méfeni
(2 - 4 % RSD). Ve studii byl vyuZit TOF-ICP-MS spektrometr Renaissance s axialnim
urychlenim iontti firmy Leco Inc. [77]

Schopnost simultanniho zaznamu TOF-ICP-MS byla s vyhodou vyuzita pro méfeni
transientnich signali poskytovanych pratokovou injekéni analyzou (FIA). Benkheda a
kolektiv hodnotili vyuZiti TOF-ICP-MS pro pouZiti v kombinaci s on-line adsorpci a pre-
koncentraci pomoci pratokové analyzy. Sledované analyty (Ag, Cd, Co, Cu, In, Mo, Ni,
Pb, Sb) byly vkyselém  prosttedi  zakomplexovany  samonnou  soli
pyrrolidendithiokarbamatu (APDC) a sorbovany ve specialnim pratokovém reaktoru. Po
dvou minutach pre-koncentrace bylo dosaZzeno obohacovaciho faktoru 5-70. Analyty byly
poté extrahovany malym mnozstvim metanolu a vznikajici kratké pfechodové signaly byly
bez problému zaznamenany TOF-ICP-MS. Spojenim ultrazvukového zmlzovace
s membranovou desolvata¢ni jednotkou bylo dosazeno velmi efektivniho vnaSeni vzorku a
minimalizovan negativni efekt organického rozpoustédla na stabilitu ICP. [75]

Narukawa a kolektiv ve své praci vyuZili laserovou ablaci ve spojeni s TOF-ICP-
MS pro analyzu susSenych preparati biologické tkané¢, které byly piipraveny rozpusténim
Vv kyselin¢ mravenc¢i a naslednym susenim. Pro stopové prvky obsazené ve zkoumanych
tkanich byly stanoveny nasledujici detekéni limity: Mn (I mgkg?), Cu (2 mg.kg™),
Zn (6 mg.kg™), As (1 mg.kg™), Cd (0,2 mg.kg™) a Pb (0,05 mg.kg™). K analyze byl vyuzit
hmotnostni  spektrometr sionizaci Vv indukéné vazaném plazmatu, ortogonalnim
urychlenim iontti a priletovym analyzatorem Optimass 8000 od australské firmy GBC
Scientific Equipment. Samotna pfiprava vzorku rozpou$ténim v kyseliné mravenci
predstavovala znac¢nou vyhodu oproti pifimé ablaci pevného materidlu. Do kyseliny
mraven¢i bylo mozno pfidat vnitini, pfipadné kalibracni standardy, ¢imz byla vyfeSena
problematicka kvantifikace spojena s vyuzitim laseroveé ablace. [80].
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Bings a kolektiv vyvinuli metodu vyuZivajici ETV s wolframovym vlaknem
jakozto vzorkovaciho zatizeni pro analyzu vzorku lidské krve a krevniho séra. Technika
byla vyuzita ve spojeni s TOF-ICP-MS pro simultanni zaznam rychlych transientnich
signalt ETV. Ve vzorcich krve a séra byl sledovan obsah Cu, Cr, Li a Pb. Metodika byla
validovana analyzou certifikovanych referen¢nich materiala. Ve studii byl vyuZit axialni
typ TOF-ICP-MS Renaissance firmy Leco Inc. Prace prokazala vhodnost TOF-ICP-MS

pro analyzu transientnich signald.[81]

1.2.2 TOF-ICP-MS analyza izotopovych poméru

TOF-ICP-MS s axialnim urychlenim ionti (Renaissance, Leco Inc.) byl vyuzit pro
méfeni isotopickych poméru olova ve dvaceti ruznych vzorcich vina z péti rtznych
kontinentd. Ucelem studie bylo zjistit, zda je mozné rozli§it pivod vina na zakladé
porovnani isotopickych poméri olova. Kazdy vzorek vina pochazel z jedné lahve a byl
vzdy rozdélen do tii 50 ml dild, které byly poslany na analyzu do dalSich ICP-MS
laboratofi. Presnost analyzy TOF-ICP-MS pak byla hodnocena na zakladé
mezilaboratorniho testovani. Vysledky z TOF analyzy byly porovnavany s vysledky z ICP-
QMS a MC-ICP-MS (ICP-MS vyuZivajici simultanni zdznam pomoci multikolektorového
detektoru). Metoda TOF-ICP-MS poskytovala spravné a presné vysledky za velice kratky
Gas analyzy. Isotopické poméry Pb?°/Pb®®’, Pb*®/Ph?® Pb?/Pb®*. msfeny TOF
spektrometrem vykazovaly dobrou shodu s vysledky dosazenymi MC-ICP-MS. S ohledem
na maly pocet vzorkl nebylo na zaklad¢ statistické analyzy mozno zhodnotit, zda je mozné
urcit ptvod vina dle rozdilnych isotopickych pomért olova. [82]

Pratokova injekéni analyza (FIA) ve spojeni s TOF-ICP-MS byla uspé$né vyuzita
pro analyzu isotopickych poméra olova a jeho celkového obsahu v povrchovych vodach.
On-line FIA byla vyuzita jako prekoncentra¢ni jednotka, ktera byla schopna poskytnout az
dvacetindsobny obohacovaci faktor. Kombinace TOF-ICP-MS jakoZto on-line
specifického detektoru se zakoncentrovanim pomoci FIA piedstavuje velmi uzite¢nou
techniku pro analyzu stopovych koncentraci Pb a jejich isotopickych poméri
v povrchovych vodach. Selektivita a citlivost dosazena diky prekoncentraci FIA umoziuje
pfesnou a spravnou transientni analyzu velmi nizkych koncentraci i isotopickych poméra
Pb ve vzorcich vod se slozitou matrici (naptiklad motskéd voda) technikou TOF-ICP-MS.
[83]
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Hmotnostni spektrometr s ionizaci v ICP, ortogonalnim urychlenim iontd a
pruletovym analyzatorem Optimass 8000 firmy GBC Scientific Equipment byl vyuZit pro
multielementarni analyzu a analyzu isotopickych poméri. Ve vzorcich népojl a potravin
bylo analyzovano vice jak 50 stopovych a ultrastopovych prvkia. Metoda TOF-ICP-MS
poskytla velice rychlou multiclementarni analyzu se zachovanim ptesnych isotopickych
pomérd. Analyza osmi rtznych referennich materidli reprezentujicich analyzované
vzorky vykazovala velmi dobrou schodu s certifikovanymi hodnotami. Odchylka od
certifikovanych hodnot neptesahla 15% a doba méfeni jednoho vzorku se pohybovala

v rozmezi jedné minuty. [84]

1.2.3 DalSi vyuziti TOF-ICP-MS

TOF-ICP-MS spektrometr s ortogonalnim urychlenim iontd byl vyuzit pro analyzu
riznych vzorki bioty (ryby, hmyz, ndrosty a dalsi) pochazejicich z péti rozdilnych mist na
fece Labi. Ve vzorcich byly zjistovany obsahy vzacnych kovi, kovi vzacnych zemin,
uranu a thoria. Studie prokazala, Ze je TOF-ICP-MS velice citlivou a vhodnou metodou
pro biomonitoringové ucely. Zvlasté pak cenéna je jeji multielementdrnost a celkova
rychlost analyzy. Rychlost analyzy hraje také roli v celkové prostupnosti vzorki
Vv laboratofi, ptipadné v malé spotiebé vzorku pro analyzu. Mala spotieba vzorku je vitana
napiiklad u vzorkti omezeného mnozstvi. [85]

Krej¢ova a kolektiv vypracovali multielementarni metodu pro analyzu makro,
mikro a stopovych prvkt v multivitaminovych a potravinovych doplicich. Pro kontrolu
obsahu mikro a stopovych prvki byl k analyze pouZit hmotnostni spektrometr oaTOF-ICP-
MS, Optimass 8000 firmy GBC Scientific Equipment. 0aTOF-ICP-MS metoda vykazovala
vysokou rychlost analyzy a excelentni detekéni limity. [86]
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2 CILE DISERTACNI PRACE:

Hlavnim cilem piedlozené disertaéni prace byla ptiprava, zpracovani a aplikace

metod prvkové analyzy riznych typl environmentdlnich vzorkG pomoci hmotnostni

spektrometrie s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu, ortogonalnim urychlenim ionti a

pruletovym analyzatorem. Tato technika pfedstavuje ucinny nastroj pro velice rychlé

multiprvkové analyzy se zachovanymi izotopovymi poméry. Tyto vlastnosti jsou obzvlasté

dilezité pti Casoveé ndro¢né multiprvkové analyze velkého mnozstvi vzorki, pii zpracovani

vzorkll s omezenym mnozstvim, nebo pii provincnich a srovnavacich studiich, kde je

nezbytné vychazet z dat s piesné zachovanymi izotopovymi poméry a v mnohych dalSich

piipadech. Dobfe zpracované metody zahrnujici, jak sbér, pfipravu a samotnou analyzu

vzorki jsou zésadni pro ziskédni presnych a spravnych dat. Hlavni cil prace je dale rozdélen

na nékolik dil¢ich cil, které jsou popsany nize.

Dil¢i cil 1.

Dil¢im cilem jedna byl sbér a navrh zpracovani vzorkd kofiskych zini s
naslednym vytvoienim 0aTOF-ICP-MS metody pro jejich analyzu za
ucelem mozného vyuziti pro statistické zpracovani dat a biomonitoringové
studie. Ukolem prace bylo rovnéz ziskané vzorky nasledn& zpracovat dle
optimalizovanych postupu, zanalyzovat piipravenou metodou oaTOF-ICP-
MS a prokazat relevantnost této techniky pro takovyto typ analyz.

Dil¢i cil 2.

Dil¢im cilem dva bylo srovnani riiznym zplisobem péstovanych mrkvi
s ohledem na obsah makro a mikronutrientti, susiny a dusi¢nand. V prvni
fazi bylo nutné ziskat velké mnozstvi konven¢né dostupnych vzorki,
vzork® s ochrannou znamkou ,,bio* a vzorkii od drobnych péstitelti. Ukolem
bylo vytvofit dostate¢n¢ velké soubory vzorkli jednotlivych péstebnich
systému pro naslednou analyzu a statistické zhodnoceni rozdilnosti sloZzeni
mezi systémy. Nutné bylo rovnéz vypracovani metody pro zpracovani
vzorkll a samotnou analyzu ICP-OES a 0aTOF-ICP-MS. Zavérecnym cilem

bylo vzorky analyzovat a vysledna rozsahla data statisticky zpracovat. Na
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zakladé statistické analyzy srovnat péstebni systémy a data rovnéz porovnat

s legislativou a dostupnou literaturou.

e Dildi cil 3.
Tretim dil¢im cilem bylo sestaveni techniky a vyvinuti unikatni metody
davkovani malych objemti vzorkl ve spojeni s 0aTOF-ICP-MS pfistrojem.
Déle bylo nutné tuto techniku odzkouSet, zjistit jeji charakteristické

vlastnosti, optimalizovat ptisluSnou metodu, a validovat na rizné typy

environmentalnich matric.
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3 APLIKACE 0aTOF-ICP-MS

r__r

3.1 Multielementarni analyza koniskych Zini

3.1.1 Uvod

Analyza vlast, zini, chlupt, je Siroce vyuzivana ke zhodnoceni dopadu Zivotniho
prostfedi poptipad¢ stravovacich navyklli na zdravotni stav organismu (biomonitoring
vystaveni polutantti, bioakumulaéni studie). Z historického hlediska se s analyzou vlast
potkdvame jiz v 19tém stoleti. Vlasova tkan reprezentuje velmi specificky nastroj pro
monitoring a zhodnoceni intoxikace organismu raznymi prvky (As, Cd, atd.) Mimo prvky
které mohou byt vtéto tkani sledovany lze dale monitorovat kupfikladu intoxikaci
organickymi latkami, takovymi jako jsou PCDD, PCDF, PCB, PAH, THC, barbituraty a
mnohé dal$i. Béhem Zivota jedince jsou do vlasové struktury zakomponovavany razné
druhy latek, mezi néz patii stopové prvky, minerély, toxiny a jejich metabolity. Tato
matrice pak muze slouzit jako biomonitoringovy material kde se dand intoxikace miize
prokazat i po velice dlouhé dob¢. Vlasovy kotinek odhaluje aktudlni intoxikaci, poptipadé
intoxikaci, ktera nastala pfed velice kratkou dobou. Zména vlasové struktury u kofinkt
tedy probiha pomérné rychle v navaznosti na aktudlni stravovaci navyky, chovani a
expozici jedince. Oproti tomu vlasové koneCky a samotné télo vlasu obvykle
retrospektivné informuji o intoxikaci, ktera nastala pfed nékolika mésici ba dokonce roky.
[87]

Borgese a jeho kolektiv demonstrovali akumulaci olova v lidskych vlasech po
uzivani Ajurvédskych 1é¢iv. [88] Kolacz a kol. ve své praci publikovali desetindsobny
narist tézkych kovi ve viné Merino ovci spasajici znecisténé oblasti pastviny, nez u
kontrolni skupiny pasouci se na nezneéi$ténych pastvinach. [89] Patkowska a kol.
reportovali signifikantni rozdily mezi obsahy prvki v ovéi viné v zavislosti na plemeni a
mistu ptivodu. [90] Chojnacka a kol. ve své praci zjistili Ze Zivotni styl ma daleko vétsi vliv
na prvkové sloZeni lidskych vlast nezli pohlavi ¢i rasa. [91]

Kontaminace vlasové tkané mize byt rozdélena do dvou typd. Kontaminace
exogenni a kontaminace endogenni. Endogenni kontaminace pochazi ze stravy, ptipadné
z prostiedi (vzduch, prach, kouf, kosmetika) Tento typ kontaminace je vysledkem
dlouhodobé expozice. Endogenni kontaminanty se do organizmu dostavaji raznymi

zpusoby, naptiklad respiracné, s vyzivou, skrz kiizi a nasledné se zabudovavaji do vlasové
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tkan¢ v prub¢hu ristu jedince. Naproti tomu exogenni piipadné povrchové kontaminanty
ulpivaji na povrchu kuze/srsti/vlasu a lze je jednoduSe odstranit vhodnym mycim
postupem. [92] Pro monitoring dlouhodobé expozice kontaminace se s vyhodou vyuZiva
cely vlasovy profil, oproti tomu vlasovy kofinek vypovida o pfipadné intoxikaci akutni.
ptiprava vzorku miiZze zdsadnim zplGsobem ovlivnit jakost vysledkl. Pfi analyze vlasové
tkané je doporucovano velice jemné, ale dostate¢né odstranéni exogenni kontaminace pied
samotnou analyzou. Mnoho riznych postupti bylo prakticky vyzkouSeno pro tpravu vlast
pred analyzou. Nejc¢astéjsi bylo vyuziti surfaktantu Triton (1:200), isopropanolu a acetonu.
[94] JakoZto vypiraciho roztoku bylo dale vyuZito alkalického roztoku tetrametylamonium
hydroxidu [95], rtizné koncentrovanych roztoki Tritonu (0,1 — 2%) [96], ptipadné
kombinaci kyseliny dusi¢né a fluorovodikové. [87] Nejvice rozsifenou variantou piipravy
vlasové tkané k analyze je praci postup zahrnujici k. dusi¢nou a Triton, ktery nasledné
doplituje mikrovinna mineralizace s riznymi rozkladnymi ¢inidly: kyselinou dusi¢nou a
peroxidem vodiku, HNO3; a HCI, nebo HNO3; a HF [97, 98]. Volba praciho postupu a
rozkladného zplisobu zavisi na analyzovanych latkdch a volbé analytické techniky.
V soucasné dobé¢ patii mezi nejbéznéji vyuzivané techniky analyzy vlasové tkané napiiklad
ICP-OES [98, 99], ET-AAS (atomova absorpéni spektrometrie s elektrotermickou
atomizaci) [100, 101] a ICP-MS [99, 102]. Dalsi analytickou technikou, ktera byla pro tyto
ucely uzita, je napiiklad technika PIXE (Casticové-indukovana rentgenovd emisni
spektrometrie), ktera nevyzaduje komplikovanou ptipravu vzorku zahrnujici mineralizaci
[92], nebo INAA (instrumentalni neutronova aktiva¢ni analyza) kterd vyzaduje taktéz
minimalni nakladani se vzorkem. [103] LA-ICP-MS muze byt vyuzita pro rychlou
identifikaci a skreening toxickych i nutri¢nich prvka ve vlasech. Vyhodou je, ze technika
rovnéz nevyzaduje zdlouhavou piipravu vzorku. Steely a kol. [104] vyuZzil LA-ICP-MS pro
analyzu As’, Zn® a Pb*® v lidskych vlasech k rozliseni pivodu vzorku. V této studii autor
demonstruje vyuZzitelnost LA-ICP-MS jakoZto rychlé kvalitativni i kvantitativni techniky
pro analyzu arsenu ve vlasovém snopci (vlasy jakoZto bioindikéator).

Chandola a kolektiv poprvé zvefejnili studii zabyvajici se bioakumulaci prvka
v konskych Zinich. Ve své praci vyuzili prvkovou analyzu ICP-OES. [105] Skupina okolo
Asana studovala vztah mezi koncentraci prvki v kofiskych Zini a moznym vyskytem
fibrilace sini. Metodou PIXE sledovali vyznamné vy$si obsah Ca, Zn a pomér Zn/Cu

v Zinich skupiny nemocnych koni v porovnani s kontrolni skupinou. Ve studii taktéz
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poukazali na spojitost mezi zvySenym vyskytem Ca a Zn v Zinich a nemocemi srdce. [92]
V jiné praci byl hodnocen vliv pohlavi, plemene, barvy a véku jezdeckych koni, jakoZto
faktorti ovliviigjicich koncentraci stopovych prvka ve hiivach v porovnani se vzorky
lidskych vlasu. [106,107]

Rodrigues a kol. [95] vyuZili techniku ICP-MS pro monitoring esencialnich prvki a
zhodnoceni expozice toxickymi prvky. Skupina nasla jisty vztah mezi GUrovni stopovych
prvka v lidskych vlasech a v krvi, ptipadné v plazmé. Zaroven publikovali, Ze lidské vlasy
nejsou vhodny biomarker ke zhodnoceni nedostatku Cu, Mn a Sr jedince, pfipadné jeho
expozici Pb. V dalsi praci Dunnet a kol. [108] hodnotili vyuZiti HPLC-MS (vysokotué¢inna
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci) a GC-MS (plynova chromatografie
s hmotnostni detekci) pro analyzu vlasové tkané jakozto potencialni techniky pro
retrospektivni monitoring expozice mnozstvi ptirodnich a jinych toxind.

Analyza koiiskych zini je spojena se zdvodnim jezdectvim, kde mtize byt vyuzita
pro zhodnoceni zdravotniho stavu koné, nebo jako dikaz zneuziti zakézané latky. [109]
Informace o prvkovém slozeni kofiské zin¢ muize byt uzita v riznych smérech. Lze
sledovat souvislosti mezi prvkovym slozenim ziné a zdravim, stafim, ustajenim, vyzivou
kon¢ a mnohé¢ dalsi.

Cilem této dil¢i prace byl sbér, optimalizace zpracovani, zpracovani a samotna
analyza vzorkli koniskych zini. Diraz byl kladen na vypracovani komplexni
multielementarni metody 0aTOF-ICP-MS a vyzdvihnuti vyuZziti této techniky v piipadech,
kdy je tfeba provést multielementarni analyzu velkého mnozstvi environmentalnich
vzorku. Ziskana data mohou byt, vzhledem k simultdnnimu zaznamu celého hmotnostniho

spektra, vyuZita pro statistické zpracovani a izotopové studie.

3.1.2 Experimentalni ¢ast

3.1.2.1 Instrumentace

K upravé vzorka Zini pranim (nutné vzhledem k exogennimu zne¢isténi) bylo
Vv prvni fazi vyuzito ultrazvukové lazné, Powesonic UCC 1 (Ceska republika).

Dale bylo nutné pevny vzorek zini pfevést na kapalny pomoci vhodného rozkladu.
Vzorky byly v pfitomnosti mineraliza¢nich ¢inidel rozkladany v mikrovinném rozkladném
systému, Speedwave MWS-2. Systém Speedwave MWS-2 [110] je vhodny pro chemickou
mineralizaci za vysokého tlaku a teploty az 230 °C. V zavislosti na typu pouZitych
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rozkladnych nadob 1ze kratkodobé rozkladat i za vysSich teplot a tlakta (260 °C/100 bar).
Jako rozkladnych €inidel 1ze vyuzit rizné typy kyselin: HCL, HF, H,SO4, HNO3, pfipadné
jejich smési. MnoZstvi vzorku se voli v zavislosti na pouzité nadobé a obsahu uhliku
v jednotlivych vzorcich. Diky uZiti specidlni technologie vyroby zteflonu (TFM) jsou
nadoby DAK-60K odolng&jsi vi¢i vSem mineralnim kyselinam, véetné HF a zachovavaji si
vysokou mechanickou odolnost i pii uziti vysokych rozkladnych teplot. Rozkladna patrona
se skl&da z vnitini nadoby, hlinikové diskové tlakové pojistky, vicka, plasté a Sroubovaciho
uzavéru. Diskovita hlinikova pojistka se vklada do vicka rozkladné nadoby, kde limituje
vnitini maximalni tlak a pii jeho prekroceni dojde k jejimu protrZzeni. Nadoby jsou
vybaveny tésnicim vyvodem do sbérné nadoby uprostted rotoru, ktera usti pies PFA hadici
do odtahu digestoie. Méfeni teploty (infracerveny senzor) je zaloZzeno na principu snimani
intenzity tepelného zafeni vydavaného vzorkem v Uzkém spektralnim rozmezi, kde je
dostate¢nd propustnost sténou nadoby. Mikrovinné zafizeni je regulovano vestavénou
fidici jednotkou s dotykovym displejem. Vzorek se spolu s rozkladnou smési davkuje do
teflonové nadoby, je utésnén vickem s ochrannou tlakovou pojistkou a poté i s keramickou
vlozkou vlozen do ochranné plastové nadoby, kterd se po zasroubovéani horniho uzavéru
lehce dotdhne. Rotor naplnény rozkladnymi nadobami se vlozi do stfedu mineralizatoru a
upevni se odpadni hadice. Po uzavieni pfistroje se navoli pozadovany teplotni program a
spusti se mineralizace. Mikrovinny mineralizator Speedwave MWS-2 je zobrazen na
obrazku 15.

Obrazek 15.: Mikrovinny mineralizator Speedwave MWS-2 (Berghof, Némecko)
[110]
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Samotnd multielementarni analyza vypranych a nasledné mineralizovanych vzorkt
probihala na zatizeni 0aTOF-ICP-MS, Optimass 8000 (GBC Scientific Equipment Pty.
Ltd., Australie), které bylo vybaveno koncentrickym zamlzova¢em Micro Mist napojenym
na 70 ml termostatovanou (10°C) cyklonickou mlZnou komoru (oboji Glass expansion Pty.
Ltd., Australie). Hmotnostni spektrometr sionizaci v indukéné vazaném plazmatu,
ortogonalnim urychlenim iontd a piletovym analyzatorem ,.time-of-flight“ firmy GBC
sestava z nasledujicich zakladnich ¢asti. Jsou to systém pro vnaseni vzorku a iontovy zdroj
ICP, interface, hmotnostni analyzator a detektor. Ukolem systému pro vnaseni vzorku a
ICP iontového zdroje, jimz je argonové plazma, je piivést, upravit, kompletné zatomizovat
vzorek a co nejucinngji provést ionizaci volnych atomti nejlépe do prvniho ionizacniho
stupné. Kapalny vzorek je do pfistroje nasdvan pomoci peristaltické pumpy a zmlzovan
pomoci koncentrického zmlzovace Micromist (pratok 0,4 ml - min™). Do dvouplastové
cyklonické mlzné komory, chlazené vnéjSim vodnim okruhem na teplotu 10 °C, vstupuje
aerosol vznikajici ve zmlzovaci. Snizovanim tenze vodnich par chlazenim v mlzné komote
jsou minimalizovany interference OH" iontd. Do plazmového hotaku vstupuji pouze kapky
malé velikosti. K oddéleni hrubych kapek dochazi pravé v mlzné komote, diky
tangencialnimu pohybu zmlZzovaného vzorku smérem k plazmovému hofaku. lonty
vznikajici v plazmové hlavici jsou vzorkovany pomoci tiifazového interface do
hmotnostniho analyzatoru. U tohoto spektrometru je tedy uzit tfikbénusovy systém.
Plazmova hlavice s Ar plazmatem pracuje za atmosférického tlaku, zatimco spektrometr za
velmi nizkého tlaku. lonty jsou diky této skute¢nosti urychlovany napti¢ interface az na
rychlost pfesahujici rychlost zvuku. V této ¢asti spektrometru jsou tedy ionty diky soustavé
vakuovanych konusi extrahovany z vysokoteplotniho plazmatu rovnou do iontové optiky
hmotnostniho spektrometru. K vytvorfeni vakua slouZi turbomolekularni pumpy, kterym je
predfazena rota¢ni olejova pumpa. Pro vytvoieni tenkého plochého iontového paprsku
svySkou asi 10 mm je iontovy svazek za interface fokusovan a formovan specialnim
typem iontové optiky. Po modulaci je iontovy paprsek ptiveden do ortogonalniho
akceleratoru, ktery zajiStuje velmi rychlé a piesné urychleni paketii iontl (f = 30 kHz).
Diky ortogonalnimu zptisobu urychleni iontd maji vSechny ionty pied vstupem do
akceleratoru prakticky nulovou rychlost ve sméru urychleni. Pfed vstupem do pruletového
analyzatoru prochazeji urychlené ionty zafizenim umoZiujicim velmi G¢innou extrakci
nezadoucich iontu (,,Smartgate). Diky G¢inné iontové extrakci pak na detektor nedopadaji

nezadouci ionty ptitomné ve vysokych koncentracich (ionty Ar, N, O, jejich agregaty a

45



dalsi) a zaroven se vyrazné snizuje pozadi hmotnostniho spektra a prodluzuje zivotnost
detektoru. Po prichodu Smargate prolétaji ionty siln¢ vakuovanou priletovou zonou, kde
jsou v iontovém reflektronu (téZ iontové zrcadlo) otoceny a dopadaji na detektor (ionto-
nasobi¢). Signdl z detektoru je vyhodnocen elektronicky. Hmotnostni spektrometr
Optimass 8000 je zobrazen na obrazku 16, jeho schéma bylo jiz diive prezentovano
v kapitole 1.1.2.3, Obrazek 14.

Obrazek 16.: 0aTOF-ICP-MS, Optimass 8000 (GBC Scientific Equipment) [111]

Deionizovana voda, ktera byla v praci vyuZzita, byla dale purifikovana pomoci SG
Ultra Clear system (Hamburg, Némecko). Také pouzita kyselina dusi¢na byla v préci
podrobena cCisticimu kroku pomoci zatizeni pro podvarovovou destilaci BSB 939 IR,

Berghof ( Eningen, Némecko).

3.1.2.2 PoufZité chemikélie a standardy

VSechny pouZzité chemikalie a standardy byly v nalezité analytické Cistoté. V préci
bylo vyuzito kyseliny HNO; (65%, Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika). Tato latka
byla dale pfed pouzitim ¢isténa podvarovou destilaci (viz. vyse). Pro praci procesy bylo
vyuzito surfaktantu Triton X-100 (Cistoty pro medicinské ucely, Merck, Darmstadt,
Némecko) a acetonu (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska Republika). Viechny kalibra¢ni
standardy byly pfipraveny z jednoprvkovych a multiprvkovych analytickych standardi
(As, Au, B, Be, Cd, Co, Cr, Ga, Ge, Li, Ni, Pb, Pd, Pt, Rb, Sh, Sc, Ta, Te, U, V, Y))
v koncentraci 1 + 0,002 g.L*, piipadng¢ 100 + 0,02 mg.L™ (Ce, La, Nd, Pr) a
20 + 0,02 mg.L™ (Dy, Er, Eu, Gd, Ho, Lu, Sc, Sm, Th, Tm, Y, Yb) (Analytika Co., Ltd.,

Praha, Ceska Republika; SCP Science, Kanada; Merck, Némecko). K validaci navrhnuté
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metody bylo vyuzito referen¢niho materialu lidské vlasy NCS ZC 8100 (China National
Analysis Centre for Iron & Steel 2005).

3.1.2.3 Pouzité laboratorni nadobi a pomiicky

e Sklenéné kadinky, Petriho misky, keramické nizky

e Plastové odmérné banky, nalevky, kadinky, 1zicky, stiicky

e Polypropylenové uzaviratelné lahvi¢ky o objemu 50 ml a 100 ml
e Polypropylenové uzaviratelné zkumavky o objemu 12 ml

e Automatické davkovace (Biohit Proline)

PouZité plastové nadobi se pted znovu- pouzitim nechalo 24 hodin louZit ve 2M

podvarové kyselin€ dusi¢né, dikladné se oplachlo redestilovanou vodou a vysusilo.

3.1.2.4 Priprava vzorkii koniskych zini a standardii

Zing

Celkovy pocet vzorkovanych koni ¢inil 100 kust. Tyto koné pochdzeli z riznych
staji napii¢ Ceskou Republikou. 32 koni pochazelo z farmy Siglavy (Ceské Budgjovice),
23 zfarmy v Jenikové v podkrkonosi a 45 koni bylo navzorkovano od chovateld
Vv blizkosti Pardubic. Byly vybrany koné rtizného pohlavi, barvy, véku, ustajeni a krmeni.
Vzorky Zini byly odebrany v oblasti kohoutku (tésné€ u ktize sttihany prameny o §ifce cca 5
cm). Zde se o¢ekavala nejmensi akumulace exogenniho znecisténi. Koné byli vzorkovani
Ing. Patkovou, pifipadné jejich majiteli, ktefi byli pfedem proSkoleni o zplsobu odbéru.
Vzorkovani probihalo béhem srpna a fijna 2011. Pfehled vSech vzorkovanych koni a jejich
blizsi popis je uveden v tabulce 4. Zin& byly vzorkovany do polyetylenovych sacki a dale
zpracovavany.

Pied vlastnim pranim byly Zin¢ nastiihany pomoci keramickych ntzek (eliminace
kontaminace kovy) na kousky o velikosti n¢kolika milimetri. Z té€chto nastiihanych
kouskt byl odvazen ptiblizné 1 g do pfipravené plastové lahvicky. Ke vzorku bylo pfidano
50 ml praciho roztoku a lahvi¢ka byla umisténa do ultrazvukové lazné. Optimalizovany

praci postup je popsan v tabulce 1.
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Krok Ultrazvukova lazen
1 10 min. aceton
2 10 min. voda
3 10 min. 0,21M HNOs3, 1%ni Triton
4 10 min. voda

Tabulka 1.: Optimalizovany praci postup Zini

Po vypréani byly vzorky suSeny za laboratorni teploty asi 24 hodin v digestofi, na
Petriho misce prikryté filtra¢nim papirem.

Pro mikrovinny rozklad bylo odebrano a navazeno cca 0,2 g vypraného a ususeného
vzorku. Do rozkladné nadoby bylo dale pfidano 7 ml podvarové HNO; a vzorek byl
ponechan 20 minut v digestofi. Soubézné byly také ptipraveny slepé pokusy obsahujici
pouze 7 ml podvarové HNOs;. Rozkladny program, ktery byl vyuZit pro mineralizaci
vzorku i referen¢niho materialu, je uveden v tabulce 2. Vysledné mineralizaty byly pielity
do 50 ml odmérnych ban€k a doplnény na pfislusny objem. Doplnéné vzorky byly
vpraveny do plastovych lahvi¢ek a zamrazeny pro budouci analyzu 0aTOF-ICP-MS. Pro
samotné meéteni na Optimassu 8000 byly vzorky jesté 5x ziedény a pfidany interni

standardy o koncentracich 5 pug - L™* pro Rhal pg - L™ pro In.

Krok 1 2 3
Teplota [°C] 150 205 20
DrZeni teploty [min] 15 25 10
Vykon [%0] 80 80 40

Tabulka 2.: Rozkladny program mikrovinné mineralizace Zini

Referen¢ni material
Referencni materidl lidskych vlasi NCS ZC 8100 byl vypran a mineralizovan

stejnym zplisobem jako vzorky zini.

Kalibraéni standardy

Z komeréné dostupnych jednoprvkovych a multielementarnich kalibra¢nich
standardi (viz. Kkapitola 3.1.2.2) byl pfipraven do 50ml plastové odmérné banky
multielementarni zasobni roztok obsahujici As, Au, B, Be, Cd, Ce, Co, Cr, Dy, Er, Eu, Ga,
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Gd, Ge, Ho, La, Li, Lu, Nd, Ni, Pb, Pd, Pr, Pt, Rb, Sh, Sc, Sm, Ta, Th, Te, Tm, U, V, Y,
Yb. Ze zasobniho roztoku bylo do 25ml plastovych odmérnych banék piipraveno
13 kalibra¢nich roztokid. Kazdy kalibra¢ni roztok byl stabilizovan 0,6 ml podvarové
kyseliny dusi¢né a obohacen internimi standardy na vyslednou koncentraci 5 pg.L™ pro Rh

a1 pg.L™ pro In. Koncentrace kalibra¢nich standarda uvadi tabulka 3.

Roztok/prvky A B C
Zasobni roztok 100 10 2
SO 0 0 0
S1 0,01 0,001 0,0002
S2 0,05 0,005 0,001
S3 0,1 0,01 0,002
S4 0,25 0,025 0,005
S5 0,5 0,05 0,01
S6 1 0,1 0,02
S7 2 0,2 0,04
S8 3 0,3 0,06
S9 5 0,5 0,1
S10 10 1 0,2
Si11 15 15 0,3
S12 20 2 0,4
A: As, Au, B, Be, Cd, Co, Cr, Ga, Ge, Li, Ni, Pb, Pd, Pt, Rb, Ru, Sh, Se, Ta, Te, U, V
B: Ce, La, Nd, Pr

C: Dy, Er, Eu, Gd, Ho, Lu, Sc, Sm, Th, Tm, Y, Yb

Tabulka 3.: Koncentrace kalibra¢nich standarda v pg.L™

Nasleduje tabulka 4 — Piehled vzorkovanych koni.
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Tabulka 4.:

Prehled vzorkovanych koni

Cislo Datum Zptisob ) )
Vzorku Jméno Carozeni Plemeno Barva Strava ustéjeni Zvlastnosti Lokalita
1 Mac & 18. 6. 2008 PAINT ryzak seno, trava Pastva S
2 Klip & 26. 3. 2009 CT plavak seno, trava Pastva S
3 Black & 16. 5. 2006 STKL dark grey seno, trava Pastva S
4 Morgan & 8. 2. 2009 CT ryzak seno, trava Pastva S
5 Efram & 6. 6. 2005 CT hnédak seno, trava Pastva S
6 Sparky & 28. 6. 2007 QH ryzék seno, trava Pastva S
7 Fanfan 12. 6. 1990 CT hnédak seno, trava Pastva S
8 Barusik & 20. 4. 2010 STKL dark grey seno, trava Pastva S
9 Egous & 20. 5. 2010 STKL vranka seno, trava Pastva S
10 Quentin & 24.6.2008 CT hnédka seno, trava Pastva S
11 Solo Madrina @ 30. 8. 2008 STKL vranka seno, trava Pastva S
12 Aurelie @ 12.5. 1994 STKL bélka seno, trdva Pastva po porodu S
13 Panenka @ 12. 3. 1997 ShA bélka seno, trava Pastva po porodu S
14 Efigia 2.7.1994 STKL bélka seno, trava Pastva po porodu S
15 Eferda @ 21. 4. 2002 STKL bélka seno, trava Pastva po porodu S
16 Euridika ¢ 18. 3. 1989 STKL vranka seno, trava Pastva po porodu S
17 Sanica @ 4. 3. 2001 STKL Vranka seno, trava Pastva po porodu S
18 Trevina 9 24, 2. 2001 Al1l Hnédka seno, trava Pastva po porodu S
19 Seta ¢ 21. 3. 2000 STKL bélka seno, trdva Pastva S
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Cislo Datum Zpiisob ] ]
— Jméno Carozeni Plemeno Barva Strava ustéjen Zvlastnosti Lokalita
20 Eurica @ 23. 6. 2009 STKL vranka seno, trdva Pastva S
21 Aritma @ 20. 5. 2010 CT ryzka seno, trava Pastva S
22 Princezna 9 24. 3. 2004 STKL bélka seno, trava Pastva S
23 Afrodita 9 4. 4. 2002 NORIK bélka seno, trava Pastva S
24 Florentia ¢ 10. 5. 2007 STKL bélka seno, trava Pastva S
25 Alhambra ¢ 19. 5. 2006 STKL bélka seno, trava Pastva S
26 Elvera 9 25.5.2008 STKL vranka seno, trava Pastva S
27 Sixtia @ 17.5. 2007 STKL bélka seno, trdva Pastva S
28 Etapa @ 19. 2. 1996 STKL bélka seno, trdva Pastva po porodu S
29 Estatua Q 23.7.1993 STKL bélka seno, trava Pastva S
30 Elpasa @ 23.6. 1994 STKL bélka seno, trava Pastva S
31 Leny & hné&dka seno, trava Pastva S
32 Zrzka Q ryzka seno, trava Pastva S
33 Samba @ 19. 5. 1995 ShA bélka seno, trava Pastva po porodu J
34 Sara 9 5. 6.1992 ShA bélka seno, trava Pastva po porodu J
35 Svatav @ 27. 3. 1999 ShA bélka seno, trava Pastva po porodu J
36 Diava @ 29. 3. 2004 ShA bélka seno, trdva Pastva po porodu J
37 Dita @ 10. 2.1997 ShA bélka seno, trdva Pastva po porodu J
38 Kavalerie @ 9.3.2001 ShA bélka seno, trava Pastva po porodu J
39 Duna @ 19. 3.2002 ShA hnédka seno, trava Pastva po porodu !
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Cislo Datum Zpiisob ] ]
— Jméno arozeni Plemeno Barva Strava ustéjen Zvlastnosti Lokalita
40 Demonta 9 3.2.2003 ShA bélka seno, trdva Pastva J
41 Dela @ 6.2.1998 ShA bélka seno, trava Pastva J
42 Dalka @ 12. 2.2005 ShA bélka seno, trava Pastva J
43 Samet & 24.2.2003 ShA bélous seno, trava Pastva J
44 Valda & 8. 4.2006 ShA bélous seno, trava Pastva J
45 Kometa 9 25.2.2009 ShA bélka seno, trava Pastva J
46 Varta Q 7.4.2009 ShA bélka seno, trava Pastva J
47 Sagita ¢ 24.4.2010 ShA bélka seno, trdva Pastva J
48 Vodka @ 27.3.2008 ShA bélka seno, trdva Pastva J
49 Sandra @ 28.2.2008 ShA bélka seno, trava Pastva J
50 Néhoda @ 20. 4.2007 ShA bélka seno, trava Pastva J
51 Dafné ¢ 1. 3.2004 ShA bélka seno, trava Pastva J
52 Sazava 9 23.3.2004 ShA bélka seno, trava Pastva J
53 Kesi 9 23.3.2004 ShA bélka seno, trava Pastva J
54 Kala @ 6.5. 1994 ShA bélka seno, trava Pastva J
55 Sazka Q 16. 4. 2005 ShA hnédka seno, trava Pastva J
56 Wilson & 27.3.2001 CT ryzak dokrmovani Staj P
57 Etos J 18.5. 1997 HOLSTYN hn&dak dokrmovéni Stéj cerstve p_o P
kastraci
58 Quicksilver & 15. 4. 2006 CS hnédak dokrmovani Staj P
59 Atlantis & 23. 6. 2002 CS tmavy hnédak dokrmovani St P
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Cislo Datum Zpiisob ] ]
— Jméno arozeni Plemeno Barva Strava ustéjen Zvlastnosti Lokalita
60 Idea @ 24. 3. 2005 CS hnédka dokrmovani Staj P
61 Taktica Q@ 17. 5. 2007 CT hnédka dokrmovani Staj P
62 Simla @ 31. 8. 2002 CS bélka dokrmovani St P
63 Calimba @ 22. 4. 2006 CT bélka dokrmovani Staj P
64 Caesar & 25. 5. 2007 HOLSTYN bélous dokrmovani Staj P
65 Carlin & 22. 4. 2007 HOLSTYN Tmavy hnédak dokrmovani Staj Cerstye po P

kastraci
66 Beny & 11. 3. 1996 HOLSTYN hnédak dokrmovani Staj hiebec P
67 Zarka Q 24.2.1994 CT hnédka dokrmovani Staj P
68 Collaudo & 31. 3. 2005 A1/l tmavy hnédak dokrmovani Staj P
69 Linda @ 3.5.2001 PONY hnédka Seno Pastva po porodu P
70 Dzino & 20. 1. 2009 CT/WPB hnédak dokrmovani Pastva P
71 Rimi ¢ 24.4.1997  FRISKY KUN vranka dokrmovani Staj P
72 Talin & 6.5.1998 HOLSTYN tmavy hnédak dokrmovani St P
73 Hora @ 27. 2. 2005 All hnédka dokrmovani Staj P
74 Stay With Me @ 15. 5. 2008 QH/CT plavka seno Pastva zanedbany P
75 Domének & 7.3.2001 NJP isabela dokrmovani Staj P
76 Sylven & 1.7.2001 HAFLING isabela dokrmovani Staj P
77 Misa & 27.2.1999 HAFLING isabela dokrmovani Staj P
78 Venessa § 2.9.2005 HAFLING isabela dokrmovani Staj i
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Cislo ] Datum Zpiisob ] ]
Jméno i Plemeno Barva Strava o Zvlastnosti Lokalita
vzorku narozeni ustéjeni
79 Cenda & 29. 3. 2006 CS bélous dokrmovani Staj biotin P
OLDENBUR
80 Granna @ 6. 3. 1991 D tmava hnédka dokrmovani Stéj brezi P
SKY KUN
81 Edmond & 28.4.1999 CT hnédak dokrmovani Staj P
82 Violka @ 8.6.1995 NJP ryzka dokrmovani Staj P
83 Klif & 18.9. 1993 CS hnédak dokrmovani Staj bonharen P
84 Inteligent & 17.1. 1999 A1l ryzak dokrmovani Staj P
85 Charlie & 20. 1. 2005 Al/l ryzék Seno Staj P
86 Soderano & 10. 6. 2003 CS hnédak dokrmovani Staj P
87 Sohaj & 20. 4. 1998 CT hn&dak dokrmovani Staj P
Vitaminy(PAV
88 Entik & 20. 5. 2009 KWPN hnédak dokrmovani Pastva
O EXPLOSIV)
89 Costly Friend & 11. 5. 2004 CS hnédak dokrmovani Staj P
90 Vivod & 3.4.1993 CT vranik dokrmovani Staj P
HANNOVER
91 Kairo & 27.2.1997 Ve hnédak dokrmovani Staj P
SKY KUN

92 Briliant & 29. 4. 2000 CT tmavy hnédak dokrmovani Staj P
93 Sany Q 29. 30. 2002 All tmava hnédka dokrmovani Staj P
94 Ivy @ 23.5.2008 PONY vranka dokrmovani Stéj P
95 Verny & 14. 4. 2002 A1/l tmavy hnédak dokrmovani Stéj P
96 Sid & 10. 5. 2008 PONY ryzék dokrmovani Staj P
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Cislo Datum Zpiisob

Jméno Plemeno Barva Strava ) Zvlastnosti Lokalita
vzorku narozeni ustajeni
AMERICKY .
97 Pery & 25.7. 2006 . tmavy hnédéak dokrmovani Staj P
KLUSAK
98 Mia @ 15. 10. 2009 PONY ryzka dokrmovani Staj P
AMERICKY .
99 Kokéa @ 15. 9. 2005 . tmava hnédka dokrmovani Staj P
KLUSAK
100 Celeste ¢ 1.7.2011 CT vranka dokrmovani Staj P

A 1/1-Anglicky pInokrevnik, CS-Slovensky teplokrevnik, CT-Cesky teplokrevnik, KWPN-Holandsky plnokrevnik, QH-Quater horse, NJP-Némecky jezdecky
pony, ShA-Shagya arab, STKL-Starokladrubsky kan, WPB-Welsch part bred, lomitko oznacuje kiizence QH/CT, CT/WPB

Pastva — koné chovani celoroéné na pastvé, Stdj — koné chovani v boxech

J — koné pochazejici z hieb&ina Jenikov, S — koné pochazejici z hieb¢ina Siglavy, P — koné pochazejici ze soukromych staji v okoli Pardubic

pohlavi kong je rozliSeno pomoci znakt: Q - klisna, &' - valach, hiebec

Tabulka 4.: Piehled vzorkovanych koni
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3.1.3 Vysledky a diskuze

Prace byla zaméfena na vyuziti 0aTOF-ICP-MS jakoZto techniky vhodné pro
analyzu velkého mnozstvi vzorkl s velkym mnozstvim sledovanych stopovych prvki. Jak
jiz bylo feceno, technika je velice rychld, simultanni a v disledku toho je mozno sledovat
celé hmotnostni spektrum naraz. Vyznamnym zpisobem se tedy muize zkratit ¢as potiebny
k analyze rozsahlého souboru vzorkt, kde je tieba stanovit velké mnozstvi izotopd.
Zaroven se minimalizuje spotfeba vzorku a navic poskytuje simultanni zaznam zachované
izotopické poméry pro piipadnou statistickou analyzu. V nasi studii jsme se zabyvali
analyzou velkého poctu prvkil ve velké pocateéni matici vzorkl konskych Zini. Ziskané
vysledky, sneovlivnénymi izotopovymi poméry, byly pouZity pro nésledné statisticke
zpracovani dat k vyhodnoceni mozného vlivu pohlavi, véku, barvy, plemene, ustajeni a
dalSich moznych faktorti na prvkové slozeni Zin€. Statistické Setfeni neni soucasti této

préce.

3.1.3.1 Priprava vzorkii

Pied samotnou analyzou vzorkl konskych Zini bylo nezbytné tyto vzorky nalezité
pro analyzu pfipravit. P¥iprava vzorku k analyze je zasadnim krokem jakékoliv analyzy a
muze se vyznamnym zpusobem podilet na fatdlni chybé vysledku. Proces upravy
ziskanych vzorki konskych zini sestaval ze stiihani, prani a mineralizace.

Prani a mineralizace vzorku

Nastfihané zin¢ bylo nutné zbavit exogenniho znecisténi (zbytky podestylky, prach,
hlina, vykaly, apod.). K odstranéni tohoto typu zneciSténi je mozno vyuZit vhodného
praciho postupu. Praci proces musi byt efektivni ve smyslu zbaveni se povrchovych
necistot a zaroven by mél byt dostate¢né jemny, aby nebyla naruSena vnitini struktura
vlasu a nedoslo tak k vymyvani endogennich prvka. V naSi praci jsme vyuzili jiz diive
optimalizovanou techniku prani vzorkti konskych zini [112], ktera byla jest¢ dale
upravovana k dosazeni co nejefektivnéjSiho zbaveni se neéistot bez poruSeni vnitini
struktury. Byly testovany 3 rtzné procedury skladajici se z pracich krokt zahrnujici
ultrazvukovou lazen a praci €inidla. JakoZto pracich ¢inidel bylo vyuzito surfactantu Triton
X-100, acetonu, zfedéné kyseliny dusi¢né, demineralizované vody a jejich kombinaci.
Souhrn testovanych pracich postupti naleznete v tabulce 5. Pro optimalizaci tohoto kroku
bylo vyuZito testovaciho vzorku nebarvenych ¢ernych lidskych vlasti. Objem ptidavanych

pracich ¢inidel ¢inil vzdy 50 ml. Vybér vhodné praci metody byl zaloZzen na analyze
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pracich roztokid a mineralizovanych pracovnich vzorkt ¢ernych vlast. V pracich roztocich
bylo sledovdno mnozZstvi vyluhovanych stopovych prvki a nékterych biogennich prvkd,
aby bylo mozné rozpoznat, zda uz nedochdzi k narudeni struktury vlasu a tim k vymyvani
endogenné zakomponovanych elementd. V ndvaznosti na to byl v mineralizatech praného
testovaciho vzorku analyzovan obsah téhoz. Pfi porovnani vysledkd vSech analyz pracich
roztokll a mineralizovanych testovacich vzorka bylo zjiSténo, Ze nejlepSi praci postup
zahrnuje praci krok ve smési 0,1M HNOjz a Tritonu X-100. Vyvoj vhodné vypiraci
strategie téchto vzorkil se ukazal jako velmi problematicky. Ackoliv bylo naméteno
pomérné velké mnozstvi dat, statistické zhodnoceni praciho procesu neukazalo jasné
vysledky. Zvolena zminovana sekvence pro prani vlast / Zini byla nakonec vybrana diky
nejlepsi ndvratnosti pro vSechny analyzované prvky. P&t paralelnich vzorkl tyz vlasové
tkané vykazovalo, pro analyzované prvky, navratnost v rozmezi 93 — 105%. Tento vybrany
zpusob praci predipravy nemusi nutné piinaset stoprocentné piesné vysledky. Vzhledem
vSak k velmi dobré navratnosti, o¢ekavame pii nejhorSim vysledky postizené stejnou
chybou. Pifedpokladdme tedy, Ze zvolena ptedplprava neméla vyznamngj$i vliv na
zachovani izotopovych pomért. Pfed samotnou analyzou vypranych a ususenych vzorki
bylo samoziejmé nutné zaclenit jeSt€ krok mineraliza¢ni. Byla zvolena mikrovinna
mineralizace s kyselinou dusi¢nou. Mineraliza¢ni postup je uveden v kapitole 3.1.2.4,

tabulce 2.

Cas v US lazni a pouzité praci ¢inidla
Krok/Praci procedura
1 2 3

10 min 10 min 10 min
! aceton aceton Aceton

10 min 10 min 10 min
2 voda voda Voda

10 min 10 min 10 min
3 1% Triton 0,1M HNO4 0,1M HNO3in 1% Triton

10 min 10 min 10 min
‘ voda voda Voda

US.... Ultrazvuk, postup €. 3 byl zvolen jako optimalni

Tabulka 5.: Optimalizace praciho postupu
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3.1.3.2 Optimalizace parametrii oaTOF-ICP-MS

Pracovni podminky hmotnostniho spektrometru byly nastaveny tak, aby bylo
dosazeno maximalni citlivosti a dostatecného rozliSeni techniky. Podminky byly ladény na
maximalni intenzitu a rozliseni izotopu U?*®, zaroveii byl sledovan pomér LaO*/La* a
UO*/U", aby bylo docileno co nejmensiho zastoupeni oxidickych iontd. Prtok vzorku
systémem byl 0,4 mL.min™ (v zavislosti na pouzitém zmlZovagi), vykon na plazmovém
hotaku byl nastaven na 1250 W. Pratok plazmového plynu &inil 11 L.min™, pritok
pomocného plynu 0,6 L.min™ a pritok zmlZovaciho plynu 0,98 L.min™. Napé&ti na ionto-
nasobi¢i bylo nastaveno na 2850 V. Pramérné hodnoty nastaveni iontové optiky a
detektorové &asti jsou uvedeny v tabulce 6. Bylo dosaZeno citlivosti 60 000 counts.s™ pro
1 n.L™? U (tato hodnota se tyka integraéni hodnoty piku) a rozliSeni 2100. T¥ bodové
kalibrace hmotnostniho spektra vychazela z nasledujicich izotopii: Li’, In*** a U%%. Pro
samotnou kvantifikaci vzorkG zini byla uzita multiprvkova kalibracni sada tfinécti
kalibra¢nich roztokti obsahujicich navic interni standardy In a Rh. K méfeni bylo uzito
integracniho moédu méteni piktl, akvizicni doba spektra byla3x5s. Zatizeni pro vyiezavani
nechténych iont ,,Smartgate* bylo nastaveno pro nasledujici intervaly hmot: 10 — 44.5, 55
— 57 a 78 — 81. Pro eliminace nespektralnich interferenci byly ke vzorkim pfidany interni

standardy In a Rh.

lontova optika Modulace iontového paprsku
Parametr Hodnota Parametr Hodnota
Skimmer - 1000 V Fill -31V
Extraction -900V Fill bias 050V
Z1 -900V Fill grid ov
Y mean -150V Pushout grid -580 VvV
Y deflection ov Pushout plate 455V
Z lens mean -1150 VvV Blanker 200V
. Spectral
Z lens deflection ov 33 kHz
frequency
Lens body -180V Reflectron 690 V
o ) Measurement Pulse
Multiplier gain 2850 V ]
mode counting/analog
Integration window Auto

Tabulka 6.: Pracovni podminky 0aTOF-ICP-MS
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Diky rozdilnosti vzorkove matrice byla velice dtlezitym krokem této analyzy volba

vhodnych izotopt, které budou vyuzity k métfeni. Pracovni izotopy byly vybrany

s ohledem na mozné isobarické interference. Jejich vybér byl proveden za pomoci

spektralni knihovny hmotnostniho spektrometru a na zakladé analyzy jednotlivych spekter

vzorkl. Vybrané izotopy uvadi tabulka 7.

Prye Izotop Pryek Izotop Pryek Izotop Pryek Izotop
[hmota] [hmota] [hmota] [hmota]
As 75 Er 166 Ni 60 Ta 181
Au 197 Eu 151 Pb 206 + 207 + 208 Th 159
B 11 Ga 71 Pd 106 Te 130
Be 9 Gd 158 Pr 141 Tm 169
Cd 114 Ge 74 Pt 194 U 238

Ce 140 Ho 165 Rb 85 V 51
Co 59 La 139 Sh 123 Yb 174

Cr 52 Lu 175 Sc 45 Y 89
Dy 162 Li 7 Sm 152 Nd 142

Pb —X 206, 207, 208 izotoptu

Tabulka 7.: Vybrané pracovni izotopy

3.1.3.3 Validace metody

Validace navrzené metody byla provedena na zakladé¢ analyzy certifikovaného

referencniho materialu Human Hair NCS ZC 8100 a pomoci metody standardniho

pridavku. Referen¢ni materidl byl pfipraven a méfen stejnym zptisobem jako vzorky Zzini.

Vysledky analyzy certifikovaného referenéniho materialu vykazovaly dobrou shodu

s certifikovanymi hodnotami (viz. tabulka 8.) Metoda standardniho ptidavku byla vyuzZzita

pro prvky, které nebyly certifikovany v referen¢nim materialu. Rozdil mezi smérnicemi

kalibra¢nich ktivek a kiivek sestrojenych pomoci metody standardniho piidavku byl

v rozsahu 10% pro vSechny stanovované prvky vyjma Au.
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Prvek Izotop [hmota] Certifikovano [mg kg] Naméfeno [mg kg™
IS Rh IS In
As 75 0.198 £0.023 0.186 £0.006 0.191 +0.006
Cd 114 0.072 £0.010 0.085 +0.007 0.089 +0.009
Co 59 0.153 £0.015 0.146 +£0.042 0.146 +£0.041
Cr 52 8.74 £0.97 8.700 £3.10 8.974 £3.00
Pb 206+207+208 3.83+0.18 3.684 £0.33 3.790 £0.31
Sh 123 0.12 £0.002 0.118 £0.026 0.123 £0.025

IS Rh, IS In — Rh a In jako interni standardy.

Tabulka 8.: Validace metody (srovnani vysledkt analyzy NCS ZC 8100)

Detekéni limity pouZité techniky (LOD) a vypracované metody (LODm) analyzy

koniskych zini byly stanoveny jako trojnasobek smérodatné odchylky Sumu pozadi pro slepy

vzorek. Detek¢ni limity metody byly spocteny z detekénich limitd techniky a to nasobenim

ptislusného fedéni vzorki a ptepoctem na danou navéazku. Detekéni limity navrzené metody

se pohybovaly v rozsahu 0,13 pg.kg™ (Eu, Gd, Tm) az po 27.9 pg.kg™ (Au), vyjma Ni (48,5

ng.kg™t). Takto vysoky detekéni limit pro Nikl byl s nejvétsi pravddpodobnosti zptisoben

kontaminaci, vychazejici z niklovych konust. Detekéni limity techniky a metody jsou

shrnuty v tabulce 9.

Prvek LOD.l LODT Prvek LOD.l LODT Prvek LOIZ?l LODT Prvek LOI:?l LODr.TI

[Mg.L7] [pg-kg™] [Mg.L7] [pg.kg™] [Mg.L™] [Mg-kg™] [Mg.L™] [mg-kg™]
As 00212 26.6 Eu 00001 0.3 Pd 00137 171 | Te 0.0133 166
Au 00223 279 | Ga 00024 3.02 Pr 0.0008 1.02 | Tm 0.0001 0.13
B 00022 276 | Gd 0.0001 0.13 Pt 0.0015 1.94 U 0.0008 097
Be 00042 525 | Ge 00033 410 [ Rb 00010 1.22 VvV 0.0029 358
Cd 0009 11.3 | Ho 0.0001 016 | Sb 0.0051  6.39 Er 0.0003 0.35
Ce 0.0006 0.74 La 0.0009 1.13 Sc  0.0069  8.62 Y 00095 119
Co 0.0019 240 Lu 0.0003 032 | Sm 00004 050 | Yb 0.0011 1.35
Cr 00038 472 | Nd 00006 075 | Tb 00001 0.7 Li 00045 5.67
Dy 00002 0.1 Ni 00388 485 | Ta 00027 343 Pb  0.0028 355

LOD - detekéni limit techniky 0aTOF-ICP-MS, LODm — detekéni limit celé metody

Tabulka 9.: Detekéni limity techniky a metody
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3.1.3.4 Prostupnost vzorkit a zhodnoceni metody

Jedno sto vzorku konskych zini bylo navzorkovano a pfipraveno pro analyzu
0aTOF-ICP-MS dle vyse zminénych postupl, podminek a parametri. Dilezitym krokem
Vv analyze zini byl vybér vhodného praciho procesu pro Gpravu surovych vzorka zini. Jako
nejlepSi praci procedura byl vybran postup zahrnujici detergent Triton (viz. vy3e). Analyza
péti replik téhoz modelového vzorku nebarvenych cernych vlasi vykazovala nejvyssi
shodu a navratnost (93 — 105%). Na zakladé tohoto zjisténi se da predpokladat, ze
izotopové poméry budou touto Upravou nejméné ovlivnény. Bylo dosaZeno prostupnosti
praciho kroku, 20 vzorkd za hodinu. Vyprané vzorky byly suseny 24 hodin pfi laboratorni
teploté. Prostupnost vzorkl nasledujicim mineralizacnim krokem byla 24 vzorkt za hodinu
(23 vzorku a jeden slepy vzorek). JakoZzto koncove analytické techniky pro analyzu
konskych zini bylo vyuzito hmotnostni spektrometrie s ionizaci v indukéné vazaném
plazmatu, ortogonalnim urychlenim ionti a priletovym analyzatorem. Ve srovnani
s jinymi technikami, 0aTOF-ICP-MS vynika dobrymi detek¢nimi limity a simultannim
zaznamem, ktery poskytuje vysoce piesné izotopové poméry neovlivnéné fluktuaci
signalu. Tyto vlastnosti jsou velmi uzite¢né v piipad¢ analyzy velkého mnozstvi vzork,
vzorkti malého objemu s rozahlym poétem stanovovanych prvka a dalSich. Velmi ptesny
zaznam izotopovych poméra je, jak jiz bylo feeno, rovnéz pomérné cenéna schopnost této
techniky. Pro prvkovou analyzu Zini muze byt dale vyuzita naptiklad technika ICP-OES.
Opticka emisni spektrometrie mtze byt velmi rychlym pomocnikem pro prvkovou analyzu
Zini, jejiz omezenim vSak bude nedostate¢na detekéni schopnost pro stopové prvky a
neschopnost ziskani izotopové informace. Rentgenova fluorescence XRF je technikou,
ktera pfinasi témét nulovou potiebu ptipravy vzorku, bohuzel vSak taktéz nedosahuje pfilis
dobrych detekénich limiti a neni schopna podat informaci o izotopovych pomérech.
Elektrochemické metody ani AAS nejsou rychlé a proto zistdva jedinou moznou volbou
pro tento typ analyzy hmotnostni spektrometrie. Hmotnostni spektrometrie je dobie
znamou metodou s velmi dobrymi detekénimi schopnostmi a schopnosti métit izotopové
pomeéry. Qudrupdlové spektrometry a spektrometry se sektorovym polem jsou velmi citlivé
a dosahuji velmi nizskych detekénich limith, nejsou vSak pfili§ rychlé a toto se pak muize
projevit v nepfilis pfesnych izotopovych pomérech ovlivnénych fluktuaci signalu
Vv prib¢hu analyzy. Dalsi nevyhodou je spotieba vzorku a celkovy ¢as rozsahlych analyz.
Sekvenéni QMS a SFMS spotiebuji daleko vétsi mnozstvi vzorku pro dosazeni plno-

izotopové informace a proto jsou nevhodné pro méfeni malych vzorkd. Zvolena technika
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0aTOF-ICP-MS je velice citlivou a rychlou multielementarni analyzou s moznosti
naméfeni presnych izotopovych pomért. VSechny vzorky byly méteny jako duplikaty a
vysledek byl primérovan. Rozsahy analyzovanych prvkl pro vS§echny méfené vzorky jsou
uvedeny v grafu 1. Relativni smérodatna odchylka pro vSechny vzorky a stanovované
prvky nepiesahla hodnotu 10%. Naméfena extenzivni data byla vyuzita pro naslednou
statistickou analyzu vlivu ruznych faktort (ustajeni, barva, pohlavi, vék,...) [113] na
prvkové sloZeni Zin¢. Tato statisticka analyza neni soucasti této prace. Spotieba vzorku pro
nelimitovany pocet méfenych izotopt neptesahla 0,7 ml. Jedna vzorkova sekvence
sestavala z 30 vzorkt zini (15 duplikatd), kalibrace, rekalibra¢niho standardu po kazdém
desatém vzorku a z kontrolniho vzorku po kazdém dvacatém meéteni. Doba akvizice
spektra byla 3 x 5s. Byla vypracovana velmi rychla metoda pro analyzu konskych zini.
Samotna technika 0aTOF-ICP-MS byla schopna zanalyzovat 100 vzorkl béhem Sesti
hodin méteni (pouze analyza, bez ptipravy). Velka prostupnost je zvlast¢ vhodna pro

rozsahlé sety vzorkd, které jsou soucasti biomonitoringovych a statistickych studii.
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Graf 1.: Rozsahy koncentraci (logaritmické métitko) vSech analyzovanych prvki

ve 100 vzorcich kofiskych zini
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3.1.4 Zavér

Cilem této dil¢i prace bylo vyvinout velice rychlou multiprvkovou analyzu oaTOF-
ICP-MS s vysokou prostupnosti vzorki a zachovanymi izotopovymi poméry. Optimalizace
metody analyzy vzorkil konskych zini zahrnovala taktéZ optimalizaci pfedupravy a
zpracovani. Prakticky bylo vyzkou3eno, Ze technika 0aTOF-ICP-MS je velmi vhodnou pro
takovyto typ analyz, kde je potieba za kratkou dobu zanalyzovat velké mnozZstvi prvki
Vv rozsahlé matici vzorkll a zdrovenl zachovat co mozna nejvice jejich izotopové poméry.
Navrzend multielementdrni metoda byla schopna zanalyzovat 100 (50 duplikéati),
zmineralizovanych vzorkd konskych Zini béhem 6 hodin a to bez ohledu na stanovovany
poCet izotopi. Presnost a sprdvnost metody byla ovéfena na zadkladé analyzy
certifikovaného referen¢niho materialu lidské vlasy NCS ZC 8100 a metodou standardniho
ptidavku. Detekéni limity metody byly v rozsahu 0,13 pg.kg™ (Eu, Gd, Tm) — 27,9 pg.kg™
(Au) vyjma Ni (48,5 ug.kg'l), ktery byl ovlivnén kontaminaci. Opakovatelnost méteni
vzorku vyjadiend relativni smérodatnou odchylkou, neptesahla v zadném ptipadé 10%.
0aTOF-ICP-MS byla potvrzena jako velice rychla a vykonna simultanni technika, ktera
umoznuje velmi pifesné méteni izotopovych pomérti napfi¢ celym hmotnostnim spektrem.
Tyto vlastnosti jsou velmi cenéné pro rychlé screeningové metody, provinéni studie a pro

multikriterialni statistické analyzy.
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3.2 Prvkova analyza riiznym zpisobem péstovanych mrkvi

3.2.1 Uvod

Stale se zvysujici spotfeba organicky péstovanych (oznaceni ,bio”) potravin je
v poslednich letech spojovana s vétsim zajmem spotiebiteli o kvalitu nakupovanych
vyrobki. Obecné jsou organicky péstované ,,bio“ potraviny vnimany jako zdravéjsi a
produkci Setrnéjsi k Zivotnimu prostiedi. Mimo agronomickych benefiti by tedy méla
organicka produkce Setfit piirodnimi zdroji a snizovat jejich zne¢isténi. [114] Obdobné se
uvazuje o vetsim piisunu fenolickych latek a vitamint obsazenych v ,,bio* potravinach a
zaroven o niz§im zatiZzeni organizmu dusi¢nany a pesticidy pfi jejich konzumaci. [115]
Déle jsou organické potraviny prezentovany jako potraviny s vy$§im obsahem nutri¢né
dialezitych stopovych kovii a niz§im obsahem zdravi Skodlivych tézkych kovi. [116]
Kvalita konven¢né a organicky péstovanych produktd vsSak zlstava Casto diskutovana
S nejasnymi zavéry. Otazkou tedy je, zda je organicka produkce, s ohledem na nutri¢ni
hodnoty, lepsi ¢i horSi nez konvencni péstovani. NaneStésti existuje jen malé mnozstvi
studii zabyvajici se porovndvanim mnozstvi nutri¢nich latek konvencné a organicky
pestovanych plodin. [117, 118]

Chemické slozeni organicky péstované zeleniny je ¢asto porovnavano s konvencéné
péstovanou v souvislosti se slozenim pudy [119, 120] Maqueda a kol., se ve sveé praci
zaméfili na nutriéni senzorické a zemédé€lské aspekty v souvislosti s kontaminaci
pochézejici ze zavlaZzovani, nebo z aplikace hnojiv. [121] V jiné praci Warman a kol.
publikovali tvrzeni, ze pesticidy, vapenec a hnojiva typu NPK zadnym zptsobem
neovlivnily obsah minerali a vitamind jak v organicky, tak v konvenéné péstovanych
plodindch testovanych ve studii. Toto tvrzeni vSak neplatilo pro N, S, Mn, a B. [122]
V dalSi préci byl sestaven Sesti lety experiment organického a konvenéniho péstovani
s cyklizaci plodin na testovanych polich. Zavérem studie bylo konstatovano, Ze organicky
péstované mrkve, zeli, cibule, hraSek a brambory dosahovaly nizs§i produkce neZli
kontrolni konvenéné péstované plodiny. V praci nebyla sledovana zadna rezidua pesticidu,
¢i vyrazngj$i zmény v obsazich glykoalkaloidd, chuti, vini, nebo vyznamné zmény
Vv prvkovém slozeni organicky a konven¢né péstovanych plodin. Jediny vyznamnéjsi
pozorovatelny rozdil byl sledovan v obsahu nékterych prvka (Mo, Si, Rb) v obsahu NO3™ a

susiny. Organicky péstované plodiny vykazovaly vétsi podil suSiny avSak paradoxné i
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vy3$si podil NO3. [123] Domagata-Swiatkiewicz a kol. ve své praci publikovali vyssi
akumulaci NOs™ (v mrkvovych dZusech) a vyznamné vy$si mnozstvi NH;', Mg a Na,
v konvenénich nezli v organickych $tavach. Obsah Ca v testovanych organickych dZusech
(mrkev, Cervena fepa a celer) byl naopak vyssi nezli u jejich konvencnich protéjsku.
V praci nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily v obsahu tézkych kovl, Sr, nebo Zn.
[114] Dalsi studie Kelly a kol., odhalila mozné systematické rozdily v koncentracich Mn,
Ca a Zn mezi organicky a konvencné péstovanymi plodinami. Vysvétleni téchto rozdila
muze vychazet z rozdilného zpisobu péstovani organickych plodin, kde se ocekava vyssi
aktivita hub podporujicich arbuskularni mykorhizu. Takovéto systematické rozdily by
mohly byt pouzity jakozto indikator autenti¢nosti ptivodu. [124]

Prvkovy fingerprint (otisk prstu) mize slouZit jakoZto indikator mista ptivodu a ma
nejlepsi predpoklady byt pouZit pro autentifikaci organicky péstovanych plodin. [124]
Tohoto bylo vyuzito pro klasifikaci ozimé pSenice, jarniho je¢mene, bobu a brambor [125],
medu [126], panenského olivového oleje, dynového oleje, vina a ¢inského zeli [127 - 130].
Dale také k autentifikaci kultivara cibule dle obsahu minerala [131, 132], ovoce a zeleniny
[133].

Cilem této dil¢i prace byl sbér, piiprava a analyza vzorku riznym zplisobem
péstovanych mrkvi (organicky, konvenéng, privatné péstovanych). Uéelem analyzy bylo
nasledné statistické zhodnoceni jednotlivych péstebnich systému v zavislosti na obsahu
makro a mikro prvkl, kontaminantd, suSiny a dusi¢nanii. Pro tuto praci bylo rovnéz nutné
vypracovat a nasledné aplikovat metody pro prvkovou analyzu ICP-OES a 0aTOF-ICP-
MS. Vzorky mrkvi byly kolektovany v priabéhu podzimu 2012 a jara 2013.

3.2.2 Experimentalni ¢ast

3.2.2.1 Instrumentace

Obsah suSiny analyzovanych vzorki mrkvi byl zjistén na zakladé poméru
vysuseného a cerstvého vzorku. K suseni vzorku byla pouzita teplota 105°C po dobu 48
hodin v laboratorni susarné¢ (UM 400, Memmert, Schwabach, Némecko). Pro analyzu NO3
bylo 10 g nastrouhané mrkve vylouzeno ve 100 ml demineralizované vody za pomoci
ultrazvukové lazné¢ (UCCI1, Powersonic, Vrable, Slovensko). Samotna analyza NOj pak
probihala na pritokovém injekénim analyzatoru FIA (MLE, Drazd’any, Némecko) dle
normy pro analyzu dusi¢nand DIN EN ISO 13395 (1996, Determination of nitrite-nitrogen,
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nitrate-nitrogen and the total of both through flow analysis and spectrometric detection.).
Analyza vyuziva nasledujiciho chemického procesu. Nejdiive se v kadmiovém reduktoru
dusi¢nany pfevedou na dusitany za pfitomnosti imidazolového pufru (pH = 7,5) a nasledné
jsou vzniklé dusitany diazotovany pomoci 2-sulfanilamidu. Poté je diazoniova sil
kopulovana na N-(1-Naftyl)-etylendiamin a reakci vznikd azo barvivo (546 nm) jehoz

intenzita je pfimo imérna koncentraci dusi¢nani.

Obrazek 17.: Prutokova injek¢ni analyza FIA (MLE, Drazd’any, Némecko) [134]

Analyza rtuti probihala na jednoucelovém termo-oxida¢nim analyzatoru AMA 254
(Altec, Praha, Ceska Republika). Analyza probihala dle TNV 75 7440 (1998, Kvalita vody

— Analyza celkové rtuti pomoci jednotucelového atomového absorpéniho spektrometru)

Obréazek 18.: Termooxidaéni analyzator rtuti AMA 254 (Altec, Praha, CR) [135]
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Pro prvkovou analyzu byly vzorky mrkvi nejdiive nastrouhany pomoci plastového
struhadla a predloZzeny k mikrovinnému rozkladu pomoci jiz dfive zmiilovaného
mineraliza¢niho zafizeni (viz. kapitola 3.1.2.1: Mikrovinny mineralizator Speedwave
MWS-2). Zhruba 0,2 g mrkve, ve tiech replikach pro kazdy vzorek, bylo mineralizovano
s pomoci rozkladnych ¢inidel: 6 ml podvarové k. HNOz a 1 ml 35% H,0,. Rozkladny

program je uveden v nasledujici tabulce (Tabulka 10.: Mineraliza¢ni program — mrkev)

Krok 1 2 3
Teplota [°C] 160 200 20
DrZeni teploty [min] 5 10 10
Vykon [%0] 80 80 40

Tabulka 10.: Mineraliza¢ni program — mrkev

Rozlozené vzorky byly pielity do 50 ml odmérnych ban¢k a doplnény po rysku.
Z odmérnych ban¢k byly prelity do pfedem vylouzenych plastovych vzorkovnic a
zmrazeny pro naslednou analyzu ICP-OES a 0aTOF-ICP-MS.

Analyza ICP-OES byla provedena na zafizeni ICP-OES Integra XL 2 (GBC,
Dandenong, Australie). Piistroj je vybaven radialnim pozorovanim emise, koncentrickym
zmlzovacem a cyklonickou mlznou komorou pro Upravu a vnaSeni vzorku (oboji Glass
Expansion, West Melbourne, Australia). ICP-OES slouZila ke stanoveni nasledujicich
prvki: Na, K, Ca, Mg, P, S, B, Al, Fe, Mn a Zn. Podminky méfeni byly optimalizovany na
zakladé odstupu signdlu od Sumu pro nejméné koncentrované prvky (B, Al a Zn). Vybrané
emisni Cary jsou uvedeny v tabulce 11. Pracovni podminky pfistroje byly zvoleny
nasledujici: vykon plazmatu: 1000 W, pratok vzorku: 1,5 mL.min™, pritok plazmového
plynu: 10 mL.min™, pritok pomocného plynu: 0,6 mL.min™", pritok zmlZovaciho plynu:
0,65 mL.min™. Dale bylo zvoleno napéti na fotonasobi&i: 600 V, pozorovaci vyska 6,5
mm, deset opakovani 3s akvizice na piku a korekce pozadi s fixnim bodem. V piipadé
intenzivnich prvki Mg a Ca bylo napéti na fotondsobi¢i snizeno pro zmirnéni jejich

signalu. Tato Uprava vedla k daleko lepsim detekénim schopnostem metody pro tyto prvky.
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Emisni ¢ara
Prvek A, [m]
Na | 589.592
Kl 769.896
Call 317.933
Mg Il 279.553
Pl 177.495
Sl 180.731
Bl 208.959
Mn 11 247.610
Al ll 167.081
Fe Il 259.940
Zn | 213.856

Tabulka 11.: Vybrané emisni ¢ary ICP-OES

Obrézek 19.: Opticky emisni spektrometr Integra XL 2 (GBC, Dandenong, Austrélie)
[136]
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Pro analyzu prvki As, Cr, Cd, Cu, Ni a Pb byla vyuzita technika 0aTOF-ICP-MS
jiz dtive zminovana v kapitole 3.1.2.1. Operaéni podminky byly nastaveny, tak aby bylo
dosazeno maximalni citlivosti a zaroven bylo zachovdno dobré rozliSeni techniky.
Podminky byly ladény na izotop uranu U?*®. Spole&né s intenzitou a rozlisenim pro tento
izotop byly taktéZ sledovany poméry oxidickych iontd LaO*/La a UO'/U, které byly
drZzeny na minimalnich hodnotach. Pritok plazmového plynu ¢inil 10, pratok pomocného
0,8 a pritok zmlzovaciho plynu 0,75 L.min™, vykon na plazmatu byl nastaven na 1200 W
a nap¢ti na detektoru 2200V. Byla zvolena integrace plochy piku a 5s akvizice signdlu.
Kazda replika vzorku byla prométena desetkrat. Vybrané izotopy pro analyzu 0oaTOF-ICP-
MS uvadi tabulka 12.

Izotop Hmota
As 75
Cd 114
Cr 52
Cu 63
Ni 62

Pb ¥ 206 + 207 + 208

X.... suma izotopl

Tabulka 12.: Vybrané izotopy pro analyzu mrkvi oaTOF-ICP-MS
3.2.2.2 PoufZité chemikalie a standardy

Vsechny pouZzité chemikalie a standardy byly v nalezité analytické Cistoté. V préci
bylo vyuZito kyseliny HNO3 (65%, Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika). Tato latka
byla dale pfed pouzitim ¢isténa podvarovou destilaci (viz. kapitola 3.1.2.1). Mimo HNO3
bylo v praci jakozto rozkladného c¢inidla uzito 30%niho H,0,, (TraceSelectUltra, pro
stopovou analyzu, Sigma Aldrich Chemie Gmb, Mnichov, Némecko). Dusi¢nan sodny
(Cistoty p.a., LachNer, Neratovice, Ceskd Republika) byl pouzit jakozto zékladni latka pro
pfipravu analytickych standardii dusi¢nanového dusiku. Kalibraéni standardy pro
dusi¢nanovy dusik byly piipraveny v nasledujicich koncentracich: 0,2; 0,5; 2; 5 a
10 mg.L™. Pro analyzu dusi¢nanového dusiku byly dale vyuzity nasledujici chemikalie:
Imidazol, N-(1-Naftyl)-etylendiamin (ACS reagent, Sigma Aldrich Chemie Gmb,
Mnichov, Némecko) a 2-sulfanilamid (Cistoty p.a., Penta, Chrudim, Ceska Republika).
Vsechny kalibra¢ni standardy byly pfipraveny z jednoprvkovych analytickych standardii 0
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koncentraci 1, pripadnd 10 g.L™" (Analytika Co., Ltd., Praha, Ceska Republika; SCP
Science, Kanada). Nejvyssi kalibraéni standard pro metodu ICP-OES obsahoval 50 K; 10
Na, Ca, S, P; 2 Mg, Al; 1 B, Fe, Zn a 0,2 mg.L™ Mn. Stejné prvky a ve stejném poméru
obsahoval kalibracni standard 4, ktery byl oproti nejvys$imu standardu 2x ziedén.
Kalibra¢ni standard 3. byl fedén 5x, kal. standard 2. fedén desetkrat a prvni kalibra¢ni
standard byl zfedén 20x oproti nejvysSimu kal. standardu. VSechny kalibracni standardy a
slepy vzorek pro analyzu ICP-OES obsahovaly 12 ml podvarové HNO3z; ve 100 ml
celkového objemu standardu. Pro metodu 0aTOF-ICP-MS byla ptipravena kalibra¢ni fada
obsahujici 0,5 -1 -2 —-5-10 pg.L™ As, Cr, Cd, Cu, Ni a Pb. Vechny kalibra¢ni roztoky
a slepy vzorek pro analyzu 0aTOF-ICP-MS obsahovaly 1 ml podvarové HNO;3 a vnitini
standard In o koncentraci 2 ug.L™. Celkovy objem kalibragnich standardi pro tuto analyzu
&inil 100 ml. Kalibragni fada pro analyzu Hg sestavala z 50 — 100 — 200 — 300 — 400 pg.L™
kalibra¢nich standardt o objemu 100 ml, které byly upraveny piidavkem 1 ml HNO3.

3.2.2.3 Pouzité laboratorni nadobi a pomiicky

e Sklenéné kadinky, Petriho misky, keramické struhadlo, keramicka Skrabka
e Plastové odmérné banky, nalevky, kadinky, 1zi¢ky, stficky

e Polypropylenové uzaviratelné lahvicky o objemu 50 ml a 100 ml

e Polypropylenové uzaviratelné zkumavky o objemu 12 ml

e Automatické davkovace (Biohit Proline)

Pouzité plastové nadobi se pied znovu- pouZitim nechalo 24 hodin louZit ve 2M

podvarové kyseliné dusi¢né, dtiikladné se oplachlo redestilovanou vodou a vysusilo.
3.2.2.4 Realné vzorky mrkvi

Vzorky mrkvi byly shromazd'ovany v pribéhu podzimu 2012 a jara 2013. 76
vzorktl mrkvi pochazelo od drobnych péstitelti napti¢ Ceskou republikou (domaci
produkce). 71 vzork bylo zakoupeno v riznych obchodech a supermarketech. Tato
skupina vzorki byla oznac¢ena jako konvenc¢ni, bézné dostupna. Dale bylo zakoupeno 71
vzorkli mrkvi s ochrannou znamkou ,,bio*. Po kolekci vzorkli nadchazela jejich zakladni
uprava. Mrkve byly nejprve upraveny béznym kuchyiiskym zplisobem (oplach, Skrabani).

Nasledovalo strouh&ni pomoci keramického struhadla. Nastrouhané vzorky byly pifimo
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vyuzity pro analyzu rtuti (technika AMA, viz. kapitola 3.2.2.1), pro zjisténi mnozstvi
suSiny a po vylouZzeni pro vyhodnoceni obsahu NOjz; pomoci normalizované
spektrofotometrické metody pritokové analyzy. Pro prvkovou analyzu ICP-OES a 0aTOF-
ICP-MS byly vzorky podrobeny mikrovinnému rozkladu, ktery je uveden v kapitole
(3.2.2.1)

3.2.2.5 Validace a zhodnoceni metod

Analytické charakteristiky vSech pouZzitych technik a metod jsou uvedeny v tabulce
13. Detekéni limit techniky ICP-OES je vztazen Kk trojnasobku smérodatné odchylky
v misté korekce pozadi pro nejnizsi kalibra¢ni standard. Detekéni limity oaTOF-ICP-MS
jsou pocitany z trojnasobné smérodatné odchylky Sumu pozadi pro nejnizsi kalibracni
standard. Detek¢ni limit pro stanoveni NOs prutokovou metodou FIA je dan nejniz§im
kalibra¢nim standardem (0,2 mg.L™ NO3™ -N). Detekéni limit pro rtut’ = 0,02 ng vychazel
z trojnasobné smérodatné odchylky vysky piku pro slepy pokus, coZ odpovidalo 0,0002
mg.kg™ pro navézku vzorku 100 mg. U stopové analyzy oaTOF-ICP-MS byly koncentrace
prvki ve slepych pokusech vyssi, nezli detekéni limity techniky, proto byly tyto detekéni
limity nahrazeny detekénimi limity vztahujicimi se ke slepému pokusu. Prezentované
detekéni limity metody piedstavuji detekéni limity celého analytického procesu zahrnujici
ptipravu vzorkli a nasledné fedéni. Validace metody byla docilena pomoci navratnosti
analyzy pro 3 vzorky s piidavkem ur¢itého mnozstvi konkrétnich analyta aplikovanym dle
dané metody. V ramci analyzy rtuti termooxida¢ni metodou byl ptidavek znamého
mnozstvi Hg aplikovan ve formé roztoku jedno-prvkového standardu do ¢erstvého vzorku
tésné pred samotnou analyzou. Dale byly o¢kovany Cerstvé vzorky pied extrakei NO3'. Pro
analyzu ICP-OES a 0aTOF-ICP-MS byly nastrouhané vzorky mrkve obohaceny
pfislusnymi prvky ptfed mikrovinnym rozkladem. Jeden konvencni vzorek mrkve byl
obohacen roztokem analytli v koncentracni trovni nejnizsiho kalibra¢niho standardu. Jeden
vzorek organického hospodaistvi byl obohacen roztokem analyti v koncentra¢ni urovni
sttedniho kalibracniho standardu. A jeden vzorek ziskany od domacich péstiteli byl
obohacen roztokem analytll o koncentraci odpovidajici druhé nejvyssi kalibraéni arovni.
Navratnosti reprezentujici relativni smérodatné odchylky pro deset obohacenych vzorku
uvadi tabulka 13. Metoda ICP-MS dosahovala navratnosti v rozsahu 89 +5,0 az 109 +5,7
%, metoda ICP-OES v rozsahu 91+7,9 az 106+8,1%, FIA: 92+3,8 az 99+4,8 % a metoda

pro analyzu rtuti dosahovala navratnosti v rozsahu 92+3,6 az 102+3,4%. Vliv matrice na
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vysledek stanoveni byl hodnocen metodou standardniho pifidavku. Smérnice piimky
vytvoifené metodou standardniho piidavku se neliSily o vice jak 9,5% od smérnic
kalibra¢nich tad. Pro kontrolu kvality ziskanych dat byl vZdy mezi skupinu deseti vzorkt

zatazen 1 kontrolni vzorek odpovidajici stfedni koncentraci kalibra¢nich standardu.

ICP OES A[nm] DL[pgL"] DLg[ugL™] DLy [mgkg”] Ria[%]  Rog[%]  Rsc[%]

Nal 589,592 21 * 53 10548 9530 9734

Kl 769,896 320 * 80 103459 93+53 9560
Call 317,933 3,3 * 0,83 99+79 102#4,0 9250
Mg Il 279,553 4,2 * 11 95+6,2 101+45 94159
Pl 177,495 23 * 58 97+7,2 95+81 106 8,1

Sl 180,731 22 * 55 104 +6,5 10153 9350

Bl 208,959 9,2 * 2,3 92+6,1 9455 1026,0

Mn Il 247,610 2,1 * 0,53 93459 102+3,7 104 +4,7
Alll 167,081 22 * 55 97+6,6 98+46 10339

Fe Il 259,940 2,3 * 0,58 91479 100+6,0 95438
Znl 213,856 1,7 * 0,43 10146,2 9957 93472

ICP MS AMU

As 75 0,019 0,032 0,080 90+10 92+11 9389

Cd 114 0,028 0,052 0,13 90+9,9 95+95 103 45,3

Cr 52 0,030 0,035 0,088 91+6,3 8950 97163

Cu 63 0,020 0,030 0,075 105+7,9 103+4,9 9350

Ni 62 0,029 0,035 0,088 108 6,2 109+5,7 99152

Pb z° 0,014 0,025 0,063 95+8,1 9873 10443

FIA NO3-N 20 * 2 99+4,8 98+34 92+38
AMA254 Hg 0,02° * 0,0002° 95452 102+3,4 9236

DL, detek¢ni limit; DLg, detekéni limit vypodéteny z dat pro procesni slepé vzorky; DLy, detekéni limit celé metody

R, navratnosti pro obohacené vzorky (10 replik); Ryia, konvenéni vzorek mrkve s piidavkem sledovanych prvka na

koncentracéni Girovni stfedniho kalibra¢niho standardu; Rsc, vzorek mrkve domacich péstitel dopovany prvky na
koncentra¢ni urovni druhého nejvyssiho kalibraéniho standardu.

* procesni slepé pokusy o vyssi koncentraci nezli DL

# napéti na fotonasobici bylo 360 V pro Ca a 420 V pro Mg

® ¥ méteno spole¢né na izotopech 206ppy 207pp 208pp,

¢ minimalni detekovatelné mnozstvi Hg, mé&feno na piistroji AMA254 v ng

4 minimalni detekovatelné mnozstvi Hg, méfeno ve 100 mg vzorku

Tabulka 13.: Hodnoceni pouZitych technik a metod
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3.2.3 Vysledky a diskuze

Vysledky nasledujicich parametrti byly podrobeny statistickému hodnoceni: Na, K,
Mg, Ca, P, S, B, Al, Mn, Zn, Fe, Cu, Cr, Ni, Pb, Cd, As, Hg, dusi¢nany a suSina.
Nedetekované koncentrace byly nahrazeny hodnotou detek¢niho limitu metody DLy. Byl
proveden Shapiro-Wilkav test normality (hladina vyznamnosti a = 0,05). Tento test
odhalil, ze vétsina dat zahrnujici DLy nespliuje predpoklad normality. Soubor vykazoval
vyznamny posun smérem k niZ§im hodnotam. Pro sledované parametry a jednotlivé
péstebni systémy byl vypocitan primér, median, smérodatnd odchylka a minimalni a
maximalni hodnoty (viz. Tabulka 14, Statistika 10, Statsoft CR, Praha, Ceské republika).
Vysledky analyz byly porovnany s hodnotami dostupnymi vV literatufe, s limity pro
kontaminanty v potravindch a s doporu¢enou denni ddvkou nutrientt.
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A —konvenéni/n=71 B-bio/n=71 C — doméci produkce /n =76
DDD Limit A/B/IC DLy Min. Max. X X S Min.  Max. X X s Min.  Max. X X+s
Na 200 5.3 573 1150 355 413+ 250 98.5 651 261 280+130 58.1 1950 266 4174380
K 375 80 1460 6780 2710 2970+1100 2020 7610 3230 3460+1000 1500 11400 5880 6150+2000
Mg 800 0.83 491 213 104 114+37 52.4 195 106 110+32 58.7 306 182 179+49
Ca 700 11 220 870 406 425+150 220 687 456 450498 248 970 581 590+160
P 5.8 156 701 304 315496 219 915 320 347+130 205 1230 666 679+190
S 55 235 327 182 189+68 74.0 255 153 157+42 732 405 218 228+79
B 2.3 Nd 476 250 2.86+0.61 Nd 6.66 251 2.84+0.79 Nd 5.73 2.50 3.18+1.0
Al 14 55 Nd 384  8.69 12.3+7.0 Nd 201 133 18.5+24 Nd 93.7 16.9 20.3+14
Fe 2 50 0/0/1 058 125 158 3.95 5.24+3.4 Nd 31.0 4.20 4.96+4.2 254 712 10.1 13.1+11
Mn 10 0.53 Nd 939 0.774 1.69+1.8 Nd 245 0529  0.835+0.47 Nd 8.38 1.04 1.26+1.1
Zn 4 25 0/0/0  0.43 Nd 189 5.69 6.10+3.5 Nd 22.3 6.79 6.74+3.7 Nd 19.8 6.36 6.91+4.3
Cu 10 0/0/0  0.075 Nd 535 0.443 0.858+1.1 Nd 352 0376  0.568+0.69 Nd 531 0721 1.01+1.1
Ni 25 3/2/3 008 Nd 686 144 1.58+0.90 Nd 2.69 0598  0.786+0.64 Nd 46.0  0.369 1.2345.3
Cr 0.2 2/1/3 0.088 Nd 0.355 0.0459 0.0591+0.053 Nd 0.219 0.0441 0.0463+0.26 Nd 39.8 0.0100 0.548+4.6
Pb 01  3/0/4 0.0063 Nd 101 0.0452 0.0641+0.12 Nd 0.0990 0.0431 0.0429+0.016 Nd 1.61 0.0152 0.0693+0.26
As 05 2/1/3 0.080 Nd 1.68 0.0837 0.160+0.27 Nd 0.777 0.0638 0.0774+0.11  Nd 1.72  0.0270 0.163+0.26
Cd 0.1 1/1/2 0013 Nd 0.126 0.0682 0.0661+0.025 Nd  0.104 0.0562 0.0600+0.022 Nd 0.388 0.0244 0.0403+0.053
NO3 700  1/2/3 8.9 Nd 4110 8.00 97.8+490 Nd 2180 1.0000 52.74£270 Nd 6030 99.2 243+710
Susina 715 136 959 9.88+1.5 6.74 15.6 10.1 10.2+1.6 6.60 20.3 11.3 11.7+2.4

DDD, doporu¢ena denni davka, (CR 2008), Limit, limity kontaminantii v potravinach (CR 2004)
A/B/C, pocet vzorki piekracujici limit pro dany parametr a péstebni systém (A — konvenéni, B — bio, C — doméci produkce)
DL, detekéni limit metody, Nd, nedetekovano, Min, Max, minimalni a maximalni hodnoty koncentrace

X, median, x s, stfedni hodnota se smérodatnou odchylkou

Tabulka 14.: Souhrnné vysledky analyz a srovnani s legislativou (susina %, ostatni mg.kg™)
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3.2.3.1 Vysledky jednotlivych parametru

Nami zpracované vysledky stanovovanych parametri byly porovnavany s daty
dostupnymi v literatufe. Hodnoty koncentraci nutrientd/ kontaminant byly v odbornych
¢lancich misty hodnoceny sohledem na péstebni zpisoby, avSak ziidkakdy byly
hodnoceny s ohledem na skladbu pidy, nebo mistni zne¢isténi.

Obsah suSiny je pomémé vyznamny parametr (zavisi na odrud€, zavlazovani,
zpusobu a délce uskladnéni, atd.), ktery mtze pii Spatné interpretaci dat znacné prekroutit
analytické vysledky a jejich ndvaznost na nutri¢ni hodnoty a bezpe€nost potraviny. Proto je
také velmi dulezité jasné naznacit, zda jsou vysledky vztaZzeny k susing, nebo Kk éerstvému
vzorku. V nékterych publikacich toto neni pfili§ zfetelné, ¢i neni feCeno vibec [122]
VSechny naSe vysledky uvedené v této praci jsou vztazeny na Cerstvy vzorek. Obsah susiny
se pohyboval v rozmezi 7,15 — 13,6 % pro vzorky konven¢niho péstovani, 6,74 — 15,6 %
pro bio a 6,6 — 20,3 % pro vzorky mrkvi od domacich péstitelii. Nase vysledky pro obsah
susiny jsou v souladu s daty uvefejnénymi ve védeckych publikacich. Silva a kol. 12,17 —
13,63 % pro rizné odrudy mrkvi [137]. Masamba a Nguyen 10,7 — 11,0% suSiny [138].

Dusi¢nany (NOj3) Vvurodé byvaji Casto spojovany s hnojenim a rozdilnymi
podminkami teplo/svétlo. Pro konvenéni vzorky se dusi¢nany pohybovaly v rozmezi od
nedetekovatelného po 4110 mg.kg™, od nedetekovatelného aZ po 2180 mg.kg™ pro bio a od
nedetekovatelného a7z po 6030 mg.kg™ pro domaci pé&stitele. Dle meta-analyzy provedené
Hoefkensem bylo zjisténo, ze dusi¢nany se vyskytuji ve vyznamné nizsich koncentracich u
vzorkll mrkvi péstovanych organickym zptisobem nezli u vzorkl péstovanych konvenéné
[117]

Mrkev je brana jako potravina s nizkym obsahem sodiku (Na). V naSem piipadé
jsme zjistili nasledujici rozpéti koncentraci pro jednotlivé péstebni systémy: 57,3 — 1150
mg.kg™ pro konvenéng péstované, 98,5 — 651 mg.kg™ pro bio a 58,1 — 1950 mg.kg™ pro
domaci péstitele. V praci Warmana byly publikovany nésledujici vysledky: 1170 — 4640
mg.kg™; sodiku pro konven&né péstované a 1170 — 4980 mg.kg™ pro mrkve organického
pivodu. [122]. ,,Databaze slozeni potravin CR“ uvadi 80 mg Na na 100g jedlého podilu
[139].

Ve vzorcich mrkve jsme dale zjistili nasledujici obsahy drasliku (K),
(vie v mg.kg™): 1460 — 6780 pro konvenéni, 2020 — 7610 pro bio a 1500 — 11400 pro

domaci péstitele. Hoefkens a kol. (ve své publikaci uvédi, vée v mg.kg™): 2070 pro bio a
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2730 pro konvenéné péstované mrkve. [117] Masamba uvadi nésledujici: 3027 pro
konvenéng& péstované a 3268 mg.kg™ K pro bio mrkve [138]. Pomé&rné pak velké obsahy
udava Warman: 22900 — 24700 pro konvenéni a 24600 — 41700 mg.kg™ K pro bio mrkve.
[122] ,.Databaze slozeni potravin CR“ uvadi 276 mg K ve 100g jedlého podilu mrkve
(2016) [139].

Vépnik byl vnaSich vzorcich piitomen v nasledujicich koncentracich
(vée vmg.kg™): 220 — 870 pro konvenéni, 220 — 678 pro bio a 248 — 970 pro doméci
péstitele. Literatura uvadi: 230 pro bio a 260 mgkg” pro konvenéng péstované mrkve
[117], Masamba ve své praci uvadi 363 pro bio a 317 mg.kg™" pro konvenéni [138].
Koncentrace o fad vy$si (v mg.kg™): 3250 — 3790 pro bio a 3110 — 3890 pro konven&nd
péstované mrkve prezentuje Warman [122]. ,,Databéze slozeni potravin CR“ uvadi 41 mg
Ca ve 100 g jedlého podilu (2016) [139].

Koncentrace hoi¢iku byla nasledujici (vée v mg. kg™): 49,1 — 213 pro konven&ni
péstovani, 52,4 — 195 pro organické a 58,7 — 306 pro domaci péstitele. Oproti tomu
Warman [122] uvadi nésledujici koncentrace 1000 — 1470 pro konven¢ni a 1050 — 1570
pro organické. Databéze sloZeni potravin CR deklaruje 18 mg Mg na 100 g jedlého podilu
[139]

V nasi studii byl dale sledovan fosfor, jehoZz koncentrace jsou pro jednotlivé typy
pé&stovani nasledujici (vie v mg. kg™): 156 — 701 pro konvenéni, 219 — 915 pro organické a
205 — 1230 pro domaci pésténi. Warman a kol. [122] uvadi 2230 — 3280 pro organické a
2330 — 3260 pro konvenéni. Databaze slozeni potravin CR uvadi 35 mg P na 100 g jedlého
podilu (2016) [139].

Obsah siry uvadi literatura nasledovné (vie v mg. kg™*). Pro organické p&stovani:
2960 — 5200, pro konven¢ni: 2340 — 4100, Warman [122]. V naSi préaci jsme nasli
nasledujici rozsahy koncentraci (mg. kg™). Konvenéni mrkve: 23,5 — 701, organické: 74,0
— 255 a pro mrkve z domaciho péstovani: 73,2 — 405. Coz je fadovi rozdil oproti udajum,
které uvadi Warman [122].

V piipadé boru, se koncentrace citované v literatuie pohybovaly takto (mg. kg™).
Konvenéni mrkve: 16,8 — 19,4 a 18,6 — 219 pro organické, Warman [122]. NaSe studie
vykazovala koncentrace o néco niz§i (mg. kg™). Konvenéni mrkve: od nedetekovatelného
(2,3) az po 4,76, pro organické az po 6,66 a pro doméci péstovani po 5,73.

Z nasi préace déle vyplivaji koncentrace pro mangan (vie v mg. kg™). Konvenéni

mrkve: od nedetekovatelného (0,53) aZ po 9,39, pro organické: (0,53) — 2,45 a pro doméci
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péstitele: (0,53) — 8,38. Warman [122] ve své studii publikoval nasledujici koncentrace.
Konven¢ni: 14,8 — 24,6 a 12,0 — 22,2 pro organické mrkve.

Nésledujici prvky jsou vV literatufe zminovany, jak jakozto dulezité nutriety, tak
potencialni kontaminanty (Fe, Zn, Cu).

Zelezo bylo v nasi studii pozorovano v nasledujicich koncentracich (mg. kg™). 1,25
— 15,8 pro konvenéné péstované, od nedetekovatelného (0,58) az po 31,0 pro organické a
2,54 — 71,2 pro domaci péstitele. Literatura udava tyto udaje (mg. kg™). 20,0 — 36,0 pro
konvenc¢ni a 24,0 — 29,2 pro organické mrkve, Warman [122]. Databaze sloZeni potravin
CR uvadi 1,1 mg Fe na 100 g jedlého podilu (2016) [139].

Zinek jsme vnasi praci prezentovali v tschto koncentracich (mg. kg™t). Od
nedetekovatelného (0,43) az po 18,9 pro konvencné péstované mrkve, (0,43) — 22,3 pro
organicky péstované a (0,43) — 19,8 pro doméci péstitele. Warman a kolektiv [122]
prezentoval néasledujici Udaje. 24,0 — 26,0 pro konven¢ni a 21,0 — 24,8 pro organické
mrkve. Kawada [120] prezentoval rozsah koncentraci 2,4 — 4,0 pro mrkve z Japonska.

Z nasi préace déle vyplyvaji nasledujici rozsahy koncentraci pro méd® (mg. kg™).
Konvenéni mrkve: od nedetekovatelného (0,075) az po 5,35, pro organické: (0,075) — 3,52
a (0,075) — 5,31 pro domaci péstitele. Literatura uvadi 7,4 — 8,4 pro konvené¢ni a 6,2 — 7,0
pro organické mrkve, Warman [122] a 0,7 — 1,0 v mrkvich péstovanych v Japonsku,
Kawada [120].

Dalsi prvky, které jsme v nasi studii méfily, jsou toxické tézké kovy. Vysledky pro
kadmium jsou tyto (mg. kg?). Rozsah od nedetekovatelného (0,013) aZ po 0,126
vykazovaly konvenéni vzorky mrkvi, (0,013) — 0,104 organicke a (0,013) — 0,388
péstitelské mrkve. Hoefkens [117] ve své praci uvadi 0,022 pro konvenéni a 0,026
(mg. kg™) pro organické mrkve. Kawada [120] publikuje nasledujici Gdaje pro japonské
mrkve: 0,002 — 0,2 mg. kg™

Olovo vychazelo v nasi studii nasledovn& (vie v mg. kg™): od nedetekovatelného
(0,0063) az po 1,01 pro konvenéni vzorky, (0,0063) — 0,0990 pro organicke a (0,0063) —
0,388 pro domaci péstitele. Dle meta-analyzy, kterou zpracoval Hoefkens [117] vychazely
primémé koncentrace Pb pro konvenéni vzorky mrkvi 0,105 mg. kg™ a pro organické
0,263 mg. kg™.

Koncentrace arsenu vychdzely vnasi praci nasledovné (mg. kg?): od

nedetekovatelného (0,080) po 1,68 pro konven¢ni vzorky, (0,080) — 0,777 pro organické a
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(0,080) — 1,72 pro domaci péstitele. Ve vzorcich Span€lskych mrkvi byla publikovana
koncentrace 0,241 mg. kg™, Matos-Reyes, [140].

Pro nésledujici prvky nebyly v literatufe nalezeny relevantni udaje.

Nikl se vnaSich vzorcich vyskytoval v nasledujicich rozsazich koncentraci
(mg. kg™). Od nedetekovatelného (0,088) az po 6,86 pro konvenéni, (0,088) — 2,69 pro
organickeé a (0,088) — 46,0 pro domaci péstitele.

Obsah chromu vychazel nasledovné. Konven¢ni vzorky mrkvi: nedetekovano
(0,088) — 0,355, organické: (0,088) — 0,219 a domaci pésténi: (0,088) — 39,8.

Pro hlinik jsme nali tyto koncentrace (mg. kg™): nedetekovéano (5,5) — 38,4 pro
konvenéni, (5,5) — 201 organické, (5,5) — 93,7 pro domaci péstitele.

Rtut’ byla v naSich vzorcich zaznamenana ve velmi nizkych koncentracich a ve
vétsing pripadl nebyla detekovana vibec. Proto byla ze statistického hodnoceni vytazena
uplné.

3.2.3.2 Zhodnoceni prispévku mrkve do doporuceného denniho prisunu

nutrietu

Zelenina je velmi dilezitym zdrojem minerdli obecné. V piipadé Zze zname
prumérnou denni spotfebu mrkve na osobu, mize byt piisun nutrienti z tohoto zdroje
jednoduse spocitan. Soltoft a kol. [118] odhaduji pfiblizny pfisun mrkve na 173 g za den.
Doporuéena denni davka drasliku dle vyhlasky 225/2008 [141] Ceské republiky byla
testovanych vzorcich (hodnota kolem 1500 mg. kg™t) a prim&my denni piisun mrkve
zhruba 170 g, tak se dostaneme na hodnotu 130% doporucené denni davky DDD. Tato
hodnota piedstavuje mrkev jakoZto perfektni zdroj drasliku. Pro dalsi nutriéni prvky byly
rozsahy hodnot procentudlniho dosazeni DDD spocitany takto (vSe v % DDD). Mg: 2 — 14,
Ca:5-20,P:4-30, Mn: 4-76, Zn: 0,9 — 30 a Cu: 0,3 — 20% DDD. V ptipadé Zeleza
byla vynechéna extrémni hodnota, ktera piesahovala limit pro kontaminanty v potravinach.
S druhou nejvyssi hodnotou Fe v naSich vzorcich jsme obdrZeli nasledujici procentické
rozpéti DDD pfi konzumaci 170 g mrkve: 0,6 — 12%. Z tohoto Uhlu pohledu je mrkev

vniména jako vyznamny a nenahraditelny zdroj nutri¢nich prvku.
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3.2.3.3 Extrémné kontaminované vzorky

Pii prochazeni dat byly zaznamenany extrémni hodnoty nékterych sledovanych
parametrt, které ptevySovaly limity pro kontaminanty v potravindch stanovenych
vyhlagkou Ceské republiky 306/2004 [142]. 12 konvenénd, 7 organickym zpisobem
pestovanych a 18 vzorkll péstovanych zahradkaii prekrocilo limitni hodnoty pro obsah
kontaminantu v jednom ¢i vice piipadech. Tabulka 14 uvadi pocet vzorkt a piehled
konkrétnich kontaminantd pro jednotlivé péstebni systémy. Limit pro obsah dusi¢nanu
700 mg. kg™ byl piekrocen celkové v 6ti piipadech. Jedenkrat pro konvenéné péstované,
dvakrat pro organicky-péstované a tiikrat pro vzorky poskytnuté od domacich péstitelt.
Limit pro obsah Zeleza 50 mg. kg™byl piekroden pouze v jednom pripads a to pro vzorek
z doméciho péstebniho systému. Limit pro zinek 50 mg. kg™ nebyl ptekrogen v 7adném
piipadé. Zadny ze vzorkd taktéZ nepiekroéil hranici 10 mg. kg™ pro limitni obsah médi
v potravinach. Limit kadmia 0,1 mg. kg™ byl piekrogen jedenkrat v piipadé konven&nich
vzorkid, jedenkrat v ptipadé vzorkli organickych a dvakrat u vzorkd péstovanych
soukromymi zahradkafi. Limitni obsah olova 0,1 mg. kg' byl piekroden u tfech
konven¢nich a ¢tyfech zahradkarskych vzorki mrkvi. Limitni hodnota pro chrom
0,2 mg. kg™ byla piekrotena celkem 3estkrat. Dvakrat byla tato hodnota piekrocena u
konven¢nich vzorkd, jedenkrat u organickych vzorkd a tfikrat u vzorkl Vv systému
domaciho péstovani. Obsah arsenu, jehoZ limitni koncentrace pro potraviny cini
0,5 mg. kg™, byl prekrocen ve dvou piipadech u konvenénich vzorki, v jednom piipadé u
organickych a ve tfech pifipadech u vzorkd z domaciho pésténi. Limitni obsah niklu
2,5 mg. kg byl prekrogen ve tiech konvenénich, dvou organickych a tfech vzorcich
domaciho pé&sténi. Limit pro obsah rtuti v potravinach 0,03 mg. kg™ nebyl piekrocen ani
Vv jediném ptipade¢.

Z tohoto uhlu pohledu se zda byt nejlepsi organicky systém pésténi, protoze
vykazuje nejmensi pocet prekroc¢eni limitnich hodnot pro koncentraci nutrientl
V potravinach. Navzdory tomuto tvrzni byly nalezeny hodnoty piekracujici limitni
koncentrace ve vSech tfech typech péstebniho systému. Alarmujici hodnoty koncentraci
tézkych kovi pak byly zjistény v jednom pfipadé domaciho pésténi ze severo-Moravské
oblasti. Bylo zjisténo, ze policko domaciho péstitele bylo provozovano na remediované
n&kdejsi skladce. Toto jsou vysledky nékterych kovil (vie v mg. kg™). Fe: 71,2; Zn: 19,8;
Ni: 46,0; Cr: 39,8 a As: 1,72. Z tohoto by se mohlo zdat, ze nékteii drobni péstitelé mohou

podcenovat kvalitu ptdy, ve které péstuji svoji tirodu.
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3.2.3.4 Rozdily v jednotlivych péstebnich systémech

Nejvétsich koncentracnich rozpéti bylo sledovano u systému doméciho pésténi,
které prekryva 1 zbyvajici dva péstebni systémy. Tato skute¢nost mize skryt rozdily mezi
konvenénim a organickym systémem. Proto bylo pro potfeby nasi studie rozhodnuto
statisticky zhodnotit za prvé (i) vSechny tii systémy pésténi dohromady, za druhé (ii)
vyjmout z hodnoceni drobné zahradkaie a posuzovat jen konven¢ni a organicky péstebni
systém. Pro zjisténi rozdili mezi riznymi péstebnimi systémy bylo vyuzito neparametrické
Kruskal-Wallis analyzy variance (Tabulka:15.). Néasledujici prvky vykazovaly statisticky
vyznamné rozdily v ptipadé¢ srovnani pouze konvencéniho a organického systému
péstovani: Na, K, S, Al, Mn, Ni, As a Cd. Pokud se vSak posuzovaly vSechny tfi péstebni
systémy dohromady, byly nalezeny dalSi statisticky vyznamné rozdily pro konkrétni
parametry: Na, K, Mg, Ca, P, S, B, Al, Fe, Mn, Cu, As, Cd, a suSina. Ze statistického
zhodnoceni obsahu susiny pro vSechny nase testované systémy péstovani vychazi, ze se
systémy statisticky vyznamné li§i. Pokud jsme vSak posuzovali pouze konvenéni a
organicky systém, nebyl statisticky vyznamny rozdil zjistén. Ve studii Herencia a kol.
[143], zjistili vys$si obsah suSiny u vzorkl z organického systému péstovani nezli u vzorkt
konvenc¢nich. Asociace z Velké Britanie zabyvajici se pudou uvadi 19 studii zabyvajicich
se susinou Vv konven¢né a organicky péstovaném ovoci a zeleniné [144]. Deset pfipada
vykazovalo vétsi mnozstvi suSiny v organicky-péstovanych produktech, osm studii zjistilo
nekonzistentni, nebo statisticky nevyznamné rozdily mezi konvenénimi a organickymi
produkty a pouze jediny piipad uvadi vyssi obsah suSiny u konvencné péstovanych
produkti. Dle meta-analyzy vedené Hoefkensem [117] byl zjistén vyznamné niz§i obsah
dusi¢nantit u organickych, nezli konvencné péstovanych vzorkit mrkvi (45 oproti
171 mg. kg™), salatu a brambor. U $penatu tomu bylo naopak. Vy$$i obsah dusi¢nant u
konvenc¢ni zeleniny byl taktéZ reportovan ve studii Lima a kol [115]. V naSi studii nebyly
pozorovany Zadné statisticky vyznamneé rozdily v obsazich dusi¢nant pro jednotlivé
péstebni systémy. Herencia a kol., [143] publikovali vyssi obsah fosforu v organicky
péstovanych produktech nezli v konvencnich, a¢koliv nékteré kultivaéni cykly vykazovaly
rozdilné trendy. V nasem piipadé se vSechny nase testované systémy statisticky vyznamné
liSi v obsazich fosforu a siry. Déle Herencia uvadi, Ze nenalezli Zadny jasny trend v obsahu
drasliku v testovanych kultivarech v zavislosti na péstebnim systému. Nase studie vSak
uvadi vyznamné rozdily mezi jednotlivymi systémy péstovani. Kelly a kolektiv [124] ve
své studii diskutuji systematické rozdily v koncentracich manganu, vapniku, médi a zinku
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mezi skliznémi kultivovanymi organickym a konvencnim zpisobem. Vysvétleni téchto
rozdil mize vychdzet z rozdilného zpisobu péstovani organickych plodin, kde se ocekava
vysSi aktivita hub podporujicich arbuskularni mykorhizu. Takovéto systematické rozdily
by mohly byt pouzity jakozto indikator autenti¢nosti ptivodu. Studie poukazuje na vyssi
hodnoty koncentraci pro konven¢ni produkty u Ca, Zn a Cu a vyss§i hodnotu koncentrace
Mn u vzorku organického péstovani. V naSem ptipadé vychazel obsah vapniku o néco
mélo nizsi pro konvenéni mrkve (425 mg. kg™), nezli pro organické (450 mg. kg™), stejny
trend byl zji§tén i pro zinek (6,10 pro konvenéni a 6,74 mg. kg™ pro organické produkty).

Uplné opaény trend nezli demonstrovala studie [124] byl zjitén pro obsah manganu

v nagich vzorcich (Mn: 1,69 konvenéni a 0,835 mg. kg™ organické mrkve).

systém A-B A-B-C systém A-B A-B-C
parametr p-hodnota rozdilnost p-hodnota rozdilnost parameter p-hodnota rozdilnost p-hodnota rozdilnost
Na 0,000136 ANO 0,004347 ANO Zn 0,287726 NE 0,413659 NE
K 0,007477  ANO  2,0110%  ANO Cu 0,062848 NE 0,02457 ANO
Mg 0,53391 NE 595102  ANO Ni 1,25.10° ANO 0,329222 NE
Ca 0,248083 NE 2,04.10% ANO Cr 0,076377 NE 0,434588 NE
P 0,100064 NE 7,46.10% ANO Pb 0,139915 NE 0,597023 NE
S 0,000985 ANO 2,88.10° ANO As 0,019414 ANO 0,038883 ANO
B 0,874702 NE 0,021866 ANO Cd 0,11877 ANO 9,22.10° ANO
Al 0,040846 ANO 0,010945 ANO NO3 0,497644 NE 0,072758 NE
Fe 0,659979 NE 2,63.10°  ANO susina  0,254267 NE 6,91.10°  ANO

Mn 0,000232 ANO 0,000345 ANO

A- konvenéné péstovano; B — organicky péstovano; C — domaci péstitelé

Tabulka 15.: Statistické zhodnoceni rozdilnosti ve sloZzeni mrkvi v zavislosti na pouZity

péstebni systém s vyuZitim neparametrické Kruskal-Wallis analyzy variance
3.2.3.5 Multivarietni statisticka analyza — klasifikacni metoda

Jiny zptsob jak potvrdit nebo vyvratit hypotézu o rozdilnosti v péstebnich
systémech poskytuje vyuZziti metody hlavnich komponent (PCA - Statistika 10; Statsoft
CR, Praha, Ceska republika). Pro potieby tohoto statistického zpracovani byly
nedetekované hodnoty koncentraci nahrazeny DLy. S ohledem na deformaci rozdéleni
pravdépodobnosti byla veskera data transformovana pomoci exponencialni transformace
(QC Expert 3.2, Trilobyte, Pardubice, Ceska republika). Takto transformovana data (218
vzorkl, 19 parametrti vyjma Hg) byla statisticky zhodnocena a byla zvazena vyznamnost
jednotlivych proménnych. Z grafu vahy jednotlivych komponent (obrazek 20a.) byly

postupné odebrany nadbyte¢né proménné, tzn. nevyznamné proménné s kratkym vektorem
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leZzicimi blizko centra grafu (NO3, B, Na, atd.) Taktéz byly odebrany korelujici proménné
(S, Ca, P a K). Byly vytvoteny smysluplné skupiny parametrii: t€zké kovy, kontaminanty,
nutriety. Zadny ze zmifiovanych krokii nevedl k vyznamnému zlepSeni vysvétlujicimu
variabilitu a zavislosti v datech. Ze ziskanych dat bylo mozno vy¢lenit skupinu mrkvi
domacich péstiteld, ktera vykazovala extrémni variabilitu. Na konci procesu zpracovani dat
vyplynulo, Ze 76% variability téchto dat miZe byt vysvétleno tfemi faktory hlavnich
komponent, které¢ tvoii sedm proménnych (Ca, K, Zn, Cu, Pb, Cd a Cr). Po redukci dat
pouze na konvencni a organické mrkve ziistal v projekci ptipadii do faktorové roviny opét
jeden nerozdéleny klastr (obrazek 20b.). Tato situace vede nutné k zavéru, ze mezi
sledovanymi skupinami, neni zadna vyznamna diference. Nelze tedy fici, ze by nékteré
parametry jasné definovaly rozhranni mezi organickym a konvenénim pésténim mrkvi.
Krom systému péstovani mrkvi se v analyze mohl projevit néktery dal$i vyznamny faktor,
ktery nebyl zvazen a diky némuz nemohla byt zavislost prvkového slozeni na zpiisobu
péstovani mrkvi dokazana. Dle Laursena a jeho spolupracovnikt [125] mohla byt Groda
péstovana ve dvou systémech (konvencni a organické zemédélstvi) jasné rozdélena na

zékladé obsaht 14ti prvki.
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Obrazek 20a.: Vysledky metody hlavnich komponent: graf vahy komponent pro

jednotliveé testované parametry
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Obrazek 20b.: Vysledky metody hlavnich komponent: projekce piipadi do

faktorové roviny pro konvenéni a organické vzorky
3.2.4 Zavér

Tato prace prezentuje chemickou analyzu unikatniho setu mrkvi pochazejicich
Z riiznych péstitelskych systémli (konvencéni, organicky a systém doméciho péstovani).
Vzorky pro tuto praci byly ziskany na ¢eském trhu v roce 2013 — 2014 a od soukromych
drobnych péstitelti. Vzorky mrkvi byly podrobeny analyze makro a mikro-nutri¢nich
prvki, toxickych kova (18 prvki), suSiny a dusi¢nani. Ziskana data byla statisticky
zpracovana, tak aby bylo moZno popsat jednotlivé testované skupiny. Dale byly ziskané
vysledky porovnany sdaty dostupnymi v literatufe, s hodnotami DDD a limitnimi
hodnotami koncentraci kontaminantt v potravindch. Hodnoty pro koncentrace niklu,
chromu, arsenu a rtuti nebyly v literatuie pro podobné vzorky nalezeny a u téchto prvka
tedy nebylo provedeno porovnani s literarnimi vysledky. Pro zbylé testované parametry
bylo provedeno srovnani s dostupnou literaturou. Vysledky se v nékterych piipadech
shodovaly s literarnimi a v nékterych naopak. Takovato komplexni analyza rozsahlého
souboru dat hodnotici limitni hodnoty koncentraci a nutri¢ni hodnoty ve smyslu pouzitého
péstebniho systému nebyla doposud publikovana. Bez ohledu na pouZity péstebni systém

se mrkev jakoZto potravina jevi velmi dobrym nutriénim zdrojem hoic¢iku, vapniku,
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fosforu, médi, manganu a zinku. Pfi porovnani s DDD bylo u téchto nutrientl zjisténo, ze
pfi konzumaci prumérného denniho mnozstvi mrkve dosahuji desitky procent DDD.
Vyjma zminovanych prvka je mrkev excelentnim zdrojem drasliku. Nejvyssi koncentrace
toxickych tézkych kovu, prekracujicich limitni koncentrace, byly nalezeny ve skupiné
vzorkti z domaciho péstovani. Vzorky organického systému tyto hodnoty piekracovaly
V nejnizsi mitfe. Z tohoto thlu pohledu se zd4 byt skupina organického péstovani nejlepsi
moznou volbou. Musime mit v§ak na paméti, ze 1 v této skupiné byly nalezeny nadlimitni
hodnoty koncentraci nékterych ukazatelll. Ze ziskanych dat je mozné indikovat, Ze nejvétsi
nebezpeci mize plynout drobnym zahradkaiim. Domaci péstitelé mohou lehce podcenit
kvalitu obdé¢lavané pudy, kterd mize byt zna¢n€ kontaminovana a to se poté projevi i na
kvalité vysledné urody. VSechny sledované parametry byly porovnany jak individualng,
tak vSechny najednou (PCA analyza), tak aby bylo mozné rozkryt meziprvkové interakce
s ohledem na vyuzity péstebni systém. Rozdily v obsazich Na, K, Mg, Ca, S, B, Al, Fe,
Mn, Cu, As, Cd a suSiny byly nalezeny pii porovnani vSech tiech péstebnich systému
dohromady. Nasledujici parametry byly vyhodnoceny jakoZto statisticky vyznamné
Vv pfipadé, Ze byly porovnavany pouze dva ze tii systémil (konvencni a organické
péstovani): Na, K, S, Al, Mn, Ni, As a Cd. Z naSich dat dale vyplyva, Ze vyuzity péstebni
systém nebyl vyhodnocen jakoZto statisticky vyznamny faktor pro obsah suSiny a fosforu.
Nejednoznacénost ziskanych vysledki, i v porovnani s literaturou, poukazuje na dalsi velmi
dulezité faktory, které nebyly v praci hodnoceny a mohou zasadnim zpsobem ovlivnit
sloZeni péstovanych mrkvi. Mezi tyto faktory patii riizna lokalni kvalita pady, zavlazovaci
systtm a kvalita zavlazované vody, lokdlni klimatick¢ podminky, mistni znecisténi,
sezonni zmény, zpusob hnojeni, zpusob skladovani a zpracovani finalniho produktu.
Pouzitad PCA analyza hodnotici veSkera data nevedla k jasnému rozdéleni do skupin podle
péstebniho systému. Multielementarni sloZeni mrkvi nebylo vyhodnoceno jako vhodny
indikator ptvodu. Ackoliv nebyly v naSem piipadé nalezeny vyznamné rozdily mezi
konvenéné¢ a organicky péstovanymi mrkvemi, vedla tato studie k ziskani wvelmi
hodnotnych informaci ohledné slozeni mrkvi na ¢eském trhu. Cilem prace bylo potvrdit,
nebo vyvratit tvrzeni, Ze organické rovna se lepsi. V naSem piipadé tedy nemizeme tuto
otazku zodpovédét. Miizeme vSak komentovat jinou velice zajimavou skuteCnost, ktera
vyplynula z analyzy vyslednych dat slozeni mrkvi. Touto skute¢nosti je zjisténi velmi
vysokych koncentraci tézkych kovi v produktech nékterych malych zahradkati. Tento jev

muze byt spojen s nekvalitni ptdou, ktera je obhospodafovana. Na vybér lokality pro

84



péstovani ovoce/zeleniny by tedy mél byt bran vyznamny daraz. Dale lze také fici, Ze
mrkev na ¢eském trhu je vice méné v souladu s ¢eskou legislativou a neptekracuje limitni
hodnoty pro testované parametry. Otazku co koupit na vas stil tedy zlistdva na osobnich
preferencich. Na zavér je ale nutné zdaraznit, ze velkym benefitem organického
hospodafrstvi je Setrny pristup k zivotnimu prostiedi sméfujici k trvale udrzitelnému

rozvoiji.
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3.3 Analyza malych vzorki s vyuzitim 0aTOF-ICP-MS

3.3.1 Uvod

Prvkova analyza malych vzork je velice komplexni problematikou zahrnujici
peclivé odebrani vzorku, jeho zpracovani, prediupravu a naslednou citlivou analyzu. Préce
s omezenym mnozstvim vzorku je nedilnou soucasti mnoha oblasti a je predmétem
neustalého vyzkumu, mezi tyto oblasti patii napiiklad klinicka, biologicka environmentalni
a forenzni analyza [145 - 147].

Samotna preduprava malych vzorkl pfed naslednou analyzou je velmi zésadni bod
celého procesu a muze byt znaénou vyzvou. Malé mnozZstvi testovaného materialu zvySuje
riziko ztraty a kontaminace v prubéhu jednotlivych analytickych operaci. Ze zé&kladnich
skupenstvi testovanych vzorkil, se nejcastéji setkdvame se vzorky kapalnymi, pfipadné
pevnymi, které se mohou pievadét na kapalné rtiznymi laboratornimi postupy. Vzorky
malych objemt pak kladou zasadni naroky na ¢istotu prostiedi, laboratorniho nadobi,
pouzitych chemikalii a peclivost analytického postupu obecné [148].

Objem vzorku a velikost koncentraci analyzovanych prvki ma zasadni vliv na
vybér analytické koncovky. Vybrana analytickd technika musi vétSinou vykazovat
schopnost adaptace zavadéciho systému na vzorky malych objemi. Nezbytnosti téchto
technik je také jejich wvysoka citlivost a vyhodou pak muze byt rychlost,
multielementarnost piipadné simultanni analyza izotopt pro ziskani izotopického ,,0tisku
prstu“ (vyznamné napiiklad ve forenzni analyze).

Mezi vysoce citlivé techniky, které Ize vyuzit pro analyzu malych vzorkt fadime
naptiklad atomovou absorpéni spektrometrii s elektrotermickou atomizaci ETA-AAS, nebo
hmotnostni spektrometrii s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu ICP-MS. Témito
technikami se bézné analyzuji vzorky kapalného skupenstvi. V této praci se budeme dale
zabyvat analyzou malych vzorkt pomoci ICP-MS

V zéavislosti na poctu analyzovanych prvki a zvoleném systému MS detekce se
doba analyzy pohybuje mezi 1 — 5 minutami (plati pro klasické uspofadani peristaltika —
zmlzova¢ — mlzna komora — ICP). Objem spotiebovaného vzorku se tak mize pohybovat
v rozmezi 1 — 10 ml na analyzu [146,147].

Jednim z moznych a nejjednodusSich zpisobt, kterym lze snizit mnozstvi vzorku

potiebného k analyze (ml — pL), je sniZeni pritoku vzorku davkovacim systémem. Pii
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pritocich vzorku niz$ich nez 100 pL.min™ je viak tieba, sohledem na mnoZstvi
vstupujiciho vzorku, pouzit efektivnéjsi davkovaci systém. Zde je nékolik hybatelu, ktere

prispély k vyvoji takovychto davkovacich systému [145,146,148].

e Kanalyze je k dispozici vzorek o objemu mensim nez 1ml

e VyuZiti kapilarni elektroforézy CE ve spojeni s ICP

e SniZeni interferenci plynoucich z velkého mnozstvi vnaseného rozpoustédla
e Velmi malé biologicke, environmentalni, klinické a forenzni vzorky

e Snizeni vznikajiciho odpadu, specialné u radioaktivnich materialt

Pokud vSak vyuZijeme néktery ze systému, ktery sniZzuje mnozstvi davkovaného
vzorku, vstupuje do hry n€kolik dalSich faktort, na které je nutné brat ohled a které u

klasického ,,velkoobjemového* davkovani nejsou tak patrné [146].

e Pii vyuziti technik ICP, souvisi analyticky signdl s mnozstvim analytu
ptimo vstupujiciho do plazmové hlavice. Z tohoto vyplyvé, Ze se sniZzenim
mnozstvi ddvkovaného vzorku musi nutné dojit ke snizeni citlivosti metody.

e Se snizenim rychlosti pritoku vzorku systémem, je nutno pocitat s daleko
delsimi promyvacimi ¢asy. Toto je obzvlast zavazny problém pro stiidani
vzorku s rozdilnymi matricemi.

e Pii prutocich vzorku pod 100 pL.min™, se vyznamn& snizuje G&innost

piepravy analytu do plazmatu.

Z té&chto bodu tedy vyplyva, ze pokud budu snizovat mnozstvi vzorku proudiciho
systémem je naprosto nezbytné, pro zachovani dostate¢né kvality vysledkd, vyuzit néjaky
pokrodilejsi systém adaptovany pro praci s malymi objemy. Vyhodou takového systému
pak muze byt vysSi stabilita signalu, zlepSeni citlivosti metody, vysSi rychlost analyzy,
sniZzeni pamétovych efektii a zmenSeni mrtvych objemil a ptedevsim tedy snizeni celkové

spotieby vzorku.

Tato dil¢i prace je zaméfena na techniky ICP-MS adaptované pro préci s malymi
objemy vzorku. Cilem této pasaZze bylo sestavit techniku pro analyzu malych vzorka
pomoci 0aTOF-ICP-MS. Dale bylo nezbytné dany systém charakterizovat, vyvinout
metodu pro analyzu malych objemt, optimalizovat a validovat pro vzorky Zivotniho

prostiedi.

87



3.3.1.1 Zavadeni kapalnych vzorkii do ICP

Kapalné vzorky jsou nejcastéji zavadény do ICP v nepfetrzitém, tzv. kontinualnim
modu. Nejcastéji jsou v kontinudlnim modu zavadéni vyuzivany nasledujici tfi pfistupy,
vyuzivajici rizné technické prostfedky. Nejbéznéjsi a nejjednodussi postup zavadéni
vzorku je na obrazku 21a. Toto uspotadani bylo jiz principielné zminéno diive, jednotlivé
¢asti systému budou blize popsany pozd¢ji. Na obrazku 21b. se miizeme setkat s pristupem
zapojujicim desolvata¢ni jednotku, ktera snizuje mnozstvi vstupujiciho rozpoustédla do
ICP. A konecné na obrazku 21c. je naznaen systém, ktery kompletné¢ opomiji mlznou

komoru a primarni aerosol je tedy na tolik jemny, Ze muze byt vstiikovan ptimo do ICP.

A diovai primarmi aerosol mbma tercialni aerosol plannovy
g komora horak
h y . e odstranéni | tercialni aerosol plazmovy
: anliovaié | — topné téleso - .1
ps horak
. nBiova primaini aerosel = terciaimi aevosol | plazmnovy
F w -
hoial:

Obrazek 21.: Systémy kontinualniho vna3eni kapalneho vzorku do ICP

Pro standardni objemy vzorku se tedy nejcastéji vyuzije peristaltickd pumpa,
kterd uvadi, za pomoci peristaltickych pohybi hadic¢ek, vzorek do pohybu. Vyhodou tohoto
hnaciho prostfedku je absolutni oddé€leni vzorku od pumpy a tudiz zamezeni jakékoliv
kontaminace pumpa x vzorek. Pokud se vSak pracuje s malymi objemy v kontinualnim
moédu vnaseni, dochazi pii snizeni rychlosti prutoku vzorku systémem k fluktuacim

signalu, které jsou zptisobeny pravé peristaltickym pohybem.

Dalsi ¢asti klasického uspofadani jsou zmlZovade, které slouzi pro Upravu
kapalného vzorku do formy priméarniho aerosolu. Mezi nejbéznéjsi patii tzv. pneumatické
zmlzovace, které pomoci pfisdvaného zmlzovaciho plynu vytvafi primarni aerosol.
Nevyhodou téchto zmlZovacii je pomérné vysoka spotieba vzorku a velmi nizka ucinnost
(1 - 2%) [149]. U pneumatickych zmlzovacu se tedy vyuziva kineticka energie proudiciho
zmlzovaciho plynu, u hydraulickych zmlzovact se vyuzivd energie samotné proudici
kapaliny. Mechanicka energie, kterd je zevné aplikovana rota¢nim nebo vibra¢nim
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pohybem je zadkladem funkce rotacnich ¢i vibracnich zmlzovaci. Elektrostatické
zmlzovace zas ktvorbé primarniho aerosolu vyuZzivaji nahromadéni elektrostatického
ndboje. [150,151]. Existuje velké mnozstvi zmlzovaéu z riznych materiali pracujicich na

zéklad¢ uvedenych principti. Nasledujici obrazky znazornuji nékteré vybrané exemplare.

vzorel:

=

T

argon

Obrazek 22.: Schéma pneumatického-koncentrického zmlzovace [150]

I
vzorek —p ;|N_

argor

Obrézek 23.: Schéma pneumatického zmlzovace, cross-flow uspofadani [150]

'Y

R|

Jcapalina

plyn plym

Obrézek 24.: Schéma oscila¢niho kapilarniho zmlzovace [152]
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Posledni ¢asti davkovaciho systému, pted vstupem vzorku do plazmové hlavice,
jsou mlzné komory. Mlzné komory byvaji umistény tésné za zmlzovacem a jejich ukolem
je z primarniho aerosolu odloudit hrubé ¢astice a vytvofrit tak jemny tzv. terciarni aerosol.
Mohou byt termostatovany aZ na teplotu 10°C, coZ vede k vétsi termické stabilité aerosolu,
vetsi kondenzaci rozpoustédla a tim padem i redukci vzniku oxidickych a hydroxidickych
interferujicich iontd. Mlzné komory lze rozdélit do tii skupin: nejjednodussi,
jednoprichodové komory ,,single-pass®, mlzné komory Scottova typu s dvojim prichodem
»double-pass” a cyklonicke mlzné komory. Komory typu ,single pass* maji nizkou
odlu¢ovaci schopnost (prosty prichod valcovym profilem, kondenzace a gravitaéni
odlou¢eni) a proto vyznamna &ast aerosolu postupuje dale do ICP. Velké mnoZstvi
rozpoustédla, které by zvySovalo pozadi signalu a zptisobovalo rtizné interference, je velmi
Casto nutné odpafit v nasledné desolvataéni jednotce. Double-pass mlzna komora je v praxi
jednou z nejvyuzivanéjSich. Odlouceni hrubych kapicek aerosolu je, krom gravita¢ni
sedimentace a kondenzace na sténach komory, docileno prudkou 180° zménou sméru
proudéni. Nevyhodou této komory je vSak vznik vétSich mrtvych objemil nez u single-pass,
coz vede k delsim promyvacim ¢asum. Do cyklonické mlzné komory vstupuje separovany
aerosol v tangencialni sméru. K odlouceni vétsich kapek dochazi inerénim zachytem (vliv
odstfedivé sily) na sténach vlastni mlzné komory. Tyto komory poskytuji vysokou
ucinnost, pfi malém objemu komory. Zaroveil se povrch komory aktivné Cisti a je zajistén
rychly a G¢iny proplach mezi analyzovanymi vzorky. Na nasledujicich obrézcich jsou
zobrazeny vsechny tfi typy mlZnych komor [1,150].

Obrazek 25.: Single-pass mlZzna komora [153]
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Obrazek 26.: Schéma double-pass mlZzné komory Scottova typu [154]
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-

Obréazek 27.: Cyklonicka mlzna komora A — princip proudéni aerosolu, B — pohled
z boku [155]

3.3.1.2 Zavadeni malych objemii vzorkii do ICP

Systémy, které nejcastéji pracuji s malymi objemy a tedy s malymi pritoky (pod

100 pL.min™) vzorkd, jsou nasledujici.

e Systémy s mikrozmlzova¢i a vysoceuCinnymi zmlZzovaéi v tandemu
s mikronizovanymi mlznymi komorami
e Systémy s desolvata¢nimi jednotkami

e Systémy umoznujici ptimé vstiikovani vzorku do ICP
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Prvni jmenované systémy jsou V podstaté konstrukénimi obdobami klasickych
davkovacich sestav, pouze s drobnymi konstrukénimi upravami a zdsadni miniaturizaci
vnitinich ¢asti. Tato miniaturizace na jedné stran¢ vede k vétsi efektivité zmlzovani,
mensim mrtvym objemtiim a krat§im promyvacim ¢astim a na strané druhé k vétsi kiehkosti
a nachylnosti k ucpavani systému. Nasledujici obrazky uvadi piiklady c¢asti téchto

davkovacich sestav.

kapilara vzorku
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i adaptér
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Obrazek 28.: Mikrokoncentricky zmlzova¢ a detail precnivajici polyamidové kapilary
[147]

Obrazek 29.: Multi micro-spray zmlzovac [147]
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Obréazek 30.: Schéma vysoce-u¢inného cross-flow mikrozmlzovace (HECFMN)
[149]

Obrazek 31.: Miniaturizovana cyklonickd mlzna komora ,,cinnabar* (V = 20 ml)
[156]

Zasadnim problémem pfi vysoce-u¢inném zmlzovani je mnozstvi rozpoustédla,
které se dostava do ICP a zvySuje tak pozadi a mnozstvi interferentli. Této skutecnosti 1ze
predejit vyuzitim desolvatacnich jednotek zakomponovanych v systému vnaseni.
V desolvata¢nich jednotkach je primarni aerosol zahiivan, ¢imZ dochédzi k odparu
rozpoustédla. Rozpoustédlo je dale odvadeéno pry¢ poréznimi membranami, za kterymi je
situovan prostor s kontinualnim tokem susiciho plynu. Pii rychlostech pritoku vzorku pod

100 pL.min *vykazovaly desolvataéni systémy vynikajici G&innost [147].
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Obréazek 32.: Schéma systému s desolvataéni jednotkou Aridus™ [147]

Posledni jmenované systémy, pro praci s malymi objemy vzorku, jsou zaloZeny na
pfimém vstiikovani aerosolu do ICP. Greenfield a kolektiv jako prvni popsali v roce 1960
zpusob piimého vstiikovani vzorku do plazmatu [147]. Tyto systémy jsou spojeny s témet
100%ni uc¢innosti prenosu materialu do ICP. Je tedy mozno dosahnout daleko vétsich
citlivosti nez u diive jmenovanych. Tento zplisob zavadéni vyzaduje vysoce-sofistikovanée
zatizeni pro tvorbu velmi jemného aerosolu. Nejznaméjsi je tzv. zmlzova¢ s pfimym
vstiikem (direct injection nebulizer, DIN) a vysoce-u¢inny zmlzova¢ s ptimym vstiikem
(direct injection high efficiency nebulizer, DIHEN). Oba zminované vynikaji rychlou
odezvou, malymi mrtvymi objemy, nizkymi pamétovymi efekty a samoziejmé nizkou
spotfebou vzorku pii rychlostech pritoku kapaliny od 1 do 100 pL.min™. Mezi dalsi
piednosti patii nulova tvorba odpadt. Ve srovnani s klasickymi systémy, vykazuji lepsi

nebo srovnatelné detekéni limity, citlivost i presnost. [147,157,158].

odjimatelna styéna
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Obrazek 33.: Schéma zapojeni DIHEN [147]

94



3.3.1.3 Zavadeéni pevnych vzorkit do ICP

Pokud mluvime o analyze vzorkli v omezeném mnoZstvi, je potiecba se taktéz
zminit o systémech umoziujicich davkovani pevnych materidlii pfimo do indukéné
vazaného plazmatu.

Asi nejdulezitéjSimi technikami v této oblasti jsou ICP-MS v kombinaci
s elektrotermickym odparem (ETV), piipadné laserovou ablaci (LA). Princip
elektrotermickeho vnaseni je v podstaté obdobnou elektrotermické atomizace v ETA AAS.
Pevny ¢i kapalny vzorek ve velmi malém mnozstvi (ug, ul) je elektrotermicky odpaten a
vznika tak suchy aerosol, ten je spojovacimi hadi¢kami veden do plazmové hlavice, kde
dochazi k jeho ionizaci. Vyhodou je, Ze neni vyZadovana Uplna atomizace, jako u AAS, ale
pouze dokonalé odpateni vzorku. Nevyhodou je zisk velice rychlych, transientnich signali,
které musi byt rychle zpracovany a velmi naro¢na optimalizace podminek méteni [1,159].
ETV-ICP-MS bylo vyuZito pro analyzu oleju, télnich tekutin, suspenzi, roztokt s vysokym
obsahem rozpusténych soli, zrn minerald a dalSich [160]. Dalsi ze zminovanych technik
vnaseni pevnych materiali je laserova ablace. LA se zaCala objevovat kolem roku 1985,
diky potiebé charakterizovat pevné odpady, geochemické materialy, polovodice a dalsi.
[161]. Podstatou laserové ablace je vyslani vysoce-energetickych laserovych pulzi o
vlnové délce od IC az po UV oblast (A = 1064, 532, 355, 266, 213, 193 nm), které pfi
dopadu na pevny vzorek zptsobi odprdSeni materialu vzorku. Takto vytvofeny suchy
aerosol je pomoci inertniho plynu transportovan do plazmové hlavice k samotné ionizaci.
ETV i LA umoznuji velice rychlé zavadéni pevnych vzorkd do ICP a nevyZadujici
komplikovanou piipravu. Pfiprava vzorki a obzvlasté téch malych je spojovana s velkym
rizikem kontaminace a ztrat. Tyto ptistupy piedstavuji moznost, jak se rozkladu pevného
vzorku a dalSim analytickym proceduram stim spojenym vyhnout. Na druhou stranu

kalibrace a optimalizace takovychto metod byvéa velmi sloZitym ukolem.

3.3.1.4 Prakticke aplikace analyzy malych vzorku

Systém TISIS (Torch Integrated Sample Introduction System) ve spojeni s ICP-MS
ve své praci popsali Marco Grotti a kol. [162]. Specialné upraveny vnaseci systém byl
pouZti k davkovani mikrovzorkti do plazmatu (méné nez 200 pL). Prace se zabyvala
stanovenim ultrastopovych koncentraci Cd, Cr, Co, Fe, Mn, Pb, V a Zn ve sn¢hu

z Antarktidy. Sestava TISIS se skladala z nasledujicich ¢asti. MikrozmlZzova¢ byl upevnén
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do teflonového adaptéru, ktery byl piimo spojen se single-pass odpatfovaci mlznou

komorou s boénim vstupem pro davkovani plynu.
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Obrazek 34.: Systém TISIS [162]

Byly optimalizovany nasledujici parametry. Tepota oplasténi, teplota uvniti komory
a rychlost pratoku vzorku. Déale se sledovaly vykonnostni charakteristiky metody, jako
jsou citlivost, mez detekce, stabilita a pamétové efekty. Pro srovnani byla pouzita
referenéni cinnabar mlZznd komora o vnitinim objemu 20 ml. Validace metody byla
provedena za pouziti nasledujicich certifikovanych referencnich materiala CRM: SRM
1486 (kostni moucka), SRM 1570a (Spenat) a BCR 635 (lidska krev). CRM o hmotnosti
50 mg pro pevné vzorky a 250 mg pro pivodni nefedénou krev byly mineralizovany a
ptipraveny k analyze (vysledny objem po fedéni = 5 ml) ICP-DRC-MS (ICP-MS
s dynamickou reakéni celou; reak¢éni plyny: amoniak a methan). Za optimalizovanych
podminek bylo dosaZzeno pritoku vzorku kolem 20 pL.min™. Citlivost metody se
systtmem TISIS byla, v porovnani s klasickymi metodami vyuZivajicimi davkovaci
systémy - mikrozmlzovac¢ / cinnabar komora, 2 — 8krat vy3si. RSD byly v kradtkodobeém i
dlouhodobém ¢asovém tseku mensi nez 5 %. S vyuzitim TISIS bylo dosaZeno nizSich
limitt detekce nezli u konvenéniho uspofadani a to u nasledujicich izotopt (ng.L™): "Li —
2,0; %2Cr — 2,1; ®%Cu - 4,6; ™°In - 0,3; ®Pb - 2.,5. Vys§i detekéni limity (ng.L™), byly
zvySenim pozadi a zhorSenim stability signdlu. Systém TISIS ve spojeni s ICP-MS
prokézal velmi dobré charakteristiky pro praci se vzorky v omezeném mnoZstvi. Ve studii

byly pouzity mikro vzorky environmentalniho, klinického a biologického ptivodu.
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Mikrovzorky lidskych tkani byly analyzovay v praci Bjorna a kol. [163]. Vzorky
izolované DNA, exosomy z vajeénikli a melanom byly testovany na piitomnost platiny
pomoci ICP-MS. Rakovinové buriky vaje¢nikd a melanomu byly péstovany v rastovém
médiu a nasledné vystaveny hodinovému kontaktu s cisplatinou. Po inkubaci byly bunky
zpracovany dle standardnich postupti a pfipraveny k analyze ICP-MS. Pro davkovani
vzorku byla pouZzita peristaltickd pumpa RS 422 a prutokovy injekéni davkovaci systém ve
spojeni s parallel-path zmlzova¢em a cyklonickou mlznou komorou (spotieba vzorku
kolem 10 pL). Systém se ukazal jako vhodny pro rutinni analyzu vétsich sérii mikrovzorka
tohoto charakteru.

V jiné praci se Becker a kol. zabyvali pouZitim ICP-MS a LA-ICP-MS pro
stanoveni stopovych a ultrastopovych koncentraci radionuklidi s dlouhou dobou Zivota
(°Se; P1; #*Ra; #°Th; #®'Np; #8U; *Pu; **'Am) [164]. Stopova a ultrastopova
radionuklidova analyza je naprostou sou¢asti jaderného, environmentélniho,
geologického, biologického a lékaiského vyzkumu. ICP-MS a LA-ICP-MS umozZiuje
velmi citlivé mefeni (pg.g’) radionuklidéi sdlouhou dobou Zivota. Ve spojeni
s mikrozmlZzova¢i a miniaturizovanymi mlZznymi komorami bylo zapotiebi velmi malé

mnozstvi vzorku v fadech pL.

Kapilarni elektroforéza poskytuje vysokou separacni ucinnost pii pouziti velmi
malého mnozstvi vzorku (nanolitry). Vzhledem k malému objemu vzorku vyZaduje spojeni
kapilarni elektroforézy a hmotnostni spektrometrie sionizaci v indukéné vazaném
plazmatu CE-ICP-MS vysokou efektivitu transportu aerosolu. Janes a kol. se ve své praci
zaméfili na charakterizaci mikrozmlZovacu a jejich budouci vyuZiti v CE-ICP-MS [165].
Zmlzova¢ uzpusobeny k pfimému vstiiku do plazmatu (DIN), se ukézal v niZSich
rychlostech (< 15 pL.min™) jako nevyhovuijici. Detekéni limity pti pouziti CE-DIN-ICP-
MS byly az 600 krat hor$i, nez pii zapojeni klasického davkovaciho systému. Tato studie
se tedy zabyvala charakterizaci tfi MicroMist zmlzovac¢u stejneho modelu (AR30-01-
FMO1). Pii rychlosti priitoku zmlZovaciho plynu 1 I.min™ je specifick4 rychlost priitoku
vzorku témito zmlZova&i 100 pL.min™. Sériova &isla mikrozmlZovadi byla nasledujici:
48274, 64016 a 64041. Samonasavaci schopnost mikrozmlzovact se ménila v zavislosti na
jejich geometrii a rychlosti pritoku zmlZovaciho plynu. Cely systém sestaval ze zasobni
nadobky testovaneho vzorku, spojovaci hadi¢ky o vnitinim pruméru 250 um a délce 22 cm

spojujici vzorek a zmlZzova¢, zmlzovaée a cinnabar mlzné komory (V = 20ml). Kriticky
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bod testovani bylo zaplnéni hadicky pfed samotnym meétfenim (eliminace mrtvych objemt)
Samonasavaci schopnost zmlzovaci, vlivem proudiciho nosného plynu, byla méfena
nasatim vody zptedem zvazené nadobky. Byly zjistény Ssamonasavaci schopnosti
testovanych zmlzovadt v pL.min™. Tyto hodnoty se pro sledované mikrozmlZovade
podstatné liSily. Studie uzavird konstatovanim, Ze samonasavaci schopnost je silné zavisla
na rychlosti pritoku nosného plynu, na geometrii zmlZzovace a na rozmérech (prameér,
délka) hadicky spojujici nasdvany vzorek a zmlzovac.

Ve studii Maestre a kol. [166] bylo testovano pét odliSnych pneumatickych
zmlZzovac¢u ve spojeni s ICP-OES a ICP-MS. Jako porovnavaci byly vyuZity nasledujici
zmlzovace: HEN (high efficiency nebulizer) — Meinhard Glass Products, Santa Ana, CA,
USA a MMN (MicroMist nebulizer) — Glass Expansion, Australia, model
AR30-1- FMO0O05. Vlastnosti téchto zmlzova¢t byly srovnany s komeréné dostupnym
teflonovym (PFA) zmlzovacem (CPI International, Nizozemsko), dvéma prototypy HSN
(high solid nebulizer) - Microglass of Colorado Quality Scientific Glassware a PMN
(polymernim mikrokoncentrickym zmlzovacem) - Sci-Tek Instruments, UK. V3echny
jmenované zmlZovace jsou schopny generovat stabilni aerosol i pfi nizkych rychlostech
prittoku kapaliny (uL.min™). Oproti klasickym zmlzovaim maji podstatnd mensi mrtvé
objemy, coz pfispivd ke snizeni pamétovych efekti. Zmlzovace byly testovany
v uspofadani s cyklonickou (50 ml) a jednoprichodovou (30 ml) mlznou komorou. U
kazdého zmlZovace byl ocharakterizovan terciarni aerosol, ktery vychazel z mlzné komory.
Byla métena velikost a distribuce generovanych ¢éstic aerosolu a dale naptiklad rychlost
dopravy analytu. Studie prokazala, ze HEN vytvari mnohem jemngjsi primarni aerosoly
nez MMN a konvenéni zmlzovace. Tento zavér miiZze byt podpoien skuteénosti, Ze plocha
pri¢ného fezu na vystupu plynu tohoto zmlzovace je mensi, a tim je vyssi protitlak nosného
plynu. Na tvorbé aerosolu vystupujiciho z HEN se tedy podili daleko vétsi mnozstvi
Kinetické energie. Déle ze studie vyplyva, Ze oproti MMN poskytuje PFA zmlzovac
jemngéjsi aerosoly a to diky ucinnéj§imu ptenosu energie z plynu do proudiciho kapalného
vzorku. Vzhledem ke své konstrukci se PFAN také osvédéil k analyze roztoku s vy$Sim
obsahem soli. Zminovany zmlzova¢ HSN byl navrZzen pro analyzu roztokd s vySSim
obsahem soli nebo kalii. HSN poskytuje pomérné nizkou citlivost a vysoké limity detekce,
ale mezi testovanymi zmlzovaci vynika pravé pii analyzach vzorka s vy$S§im obsahem soli.

Prace poukazuje na pomérné malou rozdilnost mezi testovanymi zmlzovaci a zaroven
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vyznamné ovlivnén volbou mlzné komory.

Takasaki a kol. ve své praci sestavili vysoceucinny davkovaci Systémem pro
zavadéni malych objemt vzorka biologického pivodu [145]. Typicky davkovaci systém
sestavajici z bézného pneumatického zmlzovace a mlZzné komory neni pro analyzu malych
biologickych vzorkii vhodny. Nevhodnost klasického systému je opodstatnéna velkou
spotfebou vzorku, nizkou efektivitou (pouze 1 - 10% aerosolu do plazmatu) a
neschopnosti prace pfi velmi malych pritocich. Pro analyzu téchto vzorka bylo vyuzito i
ptimého zavadéni aerosolu do ICP pomoci DIN a DIHEN. Vzhledem k intoleranci DIN a
DIHEN K pfitomnosti pevnych nerozpusténych ¢asteek, dochazelo k jejich ucpavani a
byly tedy oznadeny jako nevhodné. Pro dané potieby byl tedy vyvinut vysoce vykonny
koncentricky zmlzova¢ (high performance concentric nebulizer, HPCN), ktery bez
problémii pracoval ve velmi nizkych rychlostech pritoku vzorku (< 10 pL.min™),
disponoval toleranci k nerozpusténym pevnym casteckdm a generoval velmi jemné
aerosoli. Nizka uc¢innost transportu analytu do plazmatu byla zpisobovana narazem
aerosolu na vnitini sténu mlzné komory a proto byla klasickd mlzna komora nahrazena
mlZnou komorou s regulovatelnou teplotou. Teplota plasté mlzné komory byla nastavitelna
v rozsahu teplot 20 - 60 °C. Pted samotny HPCN zmlzovac byla vélenéna smycka, do které
se injekéni stiikackou davkoval vzorek. Smycka pied zmlzovadem snizovala mnozstvi
spotfebovaného vzorku a zajistovala vysokou prostupnost analyzy. Bylo zjisténo, Zze mlzna
komora s regulovatelnou teplotou vyrazné piispéla ke zvyseni efektivity piepravy aerosolu
do ICP. Navrzeny davkovaci system byl testovan na zaklad¢ prvkove analyzy referen¢niho
materialu obsahujiciho bakterii Escherichia Coli. Detekéni limity pro analyzované prvky
(Na, Mg, P, S, Ca, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Y, Mo, Cd, Ba a Pb) byly v nasledujicim
intervalu hodnot: 0,004 - 0,3 pg.L’. Navrzeny vysocetdinny davkovaci systém v
kombinaci s ICP-MS piedstavuje univerzalni a citlivou techniku pro multielementarni

analyzu malych biologickych vzorkt (spotfeba vzorku cca 20 pL).
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Obrazek 35.: Analytickd sestava s upravenym davkovacim systémem pro malé

biologické vzorky [145]

3.3.2 Experimentalni ¢ast

3.3.2.1 Instrumentace

Prace se zabyvala navrhem spojeni a ocharakterizovanim linearni pumpy a
0aTOF-ICP-MS. Linearni pumpa je alternativou pumpy peristaltické a umozZnuje praci
sdaleko menSimi objemy vzorkl a disponuje vétsi kontrolou nad dévkovacim
mechanismem. Pevne certifikované referen¢ni materialy (CRM), které slouZily k validaci
navrzeného spojeni, byly pfedem zpracovany pomoci mikrovinného rozkladu na zafizeni
Speedway MWS-2 (Berghof, Némecko) jiz dfive zminovaném v kapitole (3.1.2.1). Jako
linearni pumpa byla vyuZita NE-1002X Programable microfluidics Syringe pump (Toledo,
USA).

Linearni pumpa NE-1002X (Obrazek: 36.) [167] je uréena pro plynulé davkovani
kapalnych vzorkl s moznosti velmi jemné regulace vstiikovani. Ve vrchni ¢asti pfistroje je
pevné uchycena stiikacka, (rizné materidly, nejcastéji sklo, ocel) jejiz pist je pohdnén
pohybem mikrometrického Sroubu. Rychlost otacek Sroubu zavisi na zvolené rychlosti
pritoku. Stiikacka je zakonéena tizkou jehlou, na kterou se da nasadit kapilara spojujici ji
se zbytkem déavkovaciho systému (zmlzova¢ — MicroMist, 400 pL.min™; temperovana
(10°C) cyklonicka mlZzn& komora). Nétésnost v tomto spojeni muiize zpusobit nestabilitu
davkovani vzorku. Aby byla spotieba vzorku co nejmensi, zvolila se délka spojovaci

kapilary tak, aby vysledny vnitini objem kapilary ¢inil zhruba 100 pL. Pro co nejvétsi
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komfort a stabilitu byla linedrni pumpa umisténa na nerezovy stojanek pevné spojeny

s hmotnostnim spektrometrem v blizkosti konven¢ni peristaltické pumpy.

Obrazek 37.: Konkrétni adjustace pumpy v laboratofi

Davkovaci systém byl napojen na simultanni hmotnostni spektrometr s ionizaci v
indukéné vazaném plazmatu, ortogonalnim urychlenim iontt a priletovym analyzatorem,
0aTOF-ICP-MS Optimass 8000 (GBC Scientific Equipment, Australia), jiz dfive
zminovany v kapitole (3.1.2.1). Podminky analyzy oaTOF-ICP-MS byly optimalizovany
pro dosaZeni maximalni citlivosti a uspokojivého rozlieni pro jednoprvkovy standard
uranu o koncentraci 1pg.L™. Tabulka 16 uvadi optimalizované nastaveni hmotnostniho

spektrometru.
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lontova optika Modulace iontového paprsku

Parametr Hodnota Parametr Hodnota
Skimmer - 1200 V Fill -3V
Extraction - 1300 V Fill bias 0.1V
Z1 -450 vV Fill grid 2V
Y mean -490V Pushout grid -470V
Y deflection 2V Pushout plate 569 V
Z lens mean -940V Blanker 200V
) Spectral
Z lens deflection -50V 33 kHz
frequency
Lens body -145V Reflectron 600 V
o . Measurement Pulse
Multiplier gain 2660 V ]
mode counting/analog
Integration window Auto

Tabulka 16.: Optimalizované podminky oaTOF-ICP-MS spektrometru

3.3.2.2 PoufZité chemikalie a standardy

Kyselina dusi¢na 65% p.p. (PENTA, Ceska republika)

Jednoprvkovy standard In, (1,000 0,002 g.I"); SCP Science, Kanada

Jednoprvkove standardy U, Bi, Pb, Pt, Ta, Nd, In, Mo, Y, Sr, Cu, Co, Cr, La, Li, B, Ba,
(1,000 + 0,002 g.I™"); Analytika, Ceské republika)

Multielementarni kalibraéni standard M008 (Analytika, Ceska republika): La, Ce, Pr,
Nd o koncentraci 100 0,2 mg.I"; Dy, Er, Eu, Gd, Ho, Lu, Se, Sm, Tb, Tm, Y, Yb
o koncentraci 20 0,04 mg.I™ (Analytika, Ceska republika)

Pouzité Certifikované referen¢ni materialy

CRM EnviroMat — Drinking Water (EP-L-2) (SCP Science, Kanada)

CRM GBWO07601 — Human hair (National Analysis Centre for Iron and Steel, Cina)
CRM IAEA-413 - Algae (IAEA Terrestrial Environment Laboratory, Rakousko)

3.3.2.3 Pouzité laboratorni nadobi a pomiicky

V préci bylo pouZito plastového laboratorniho nadobi. Plastovych odmérnych

ban¢k, nalevek a odm. vélci. Dale byly pouzity automatické pipety riznych objemi. Pro
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davkovani vzorki linearni pumpou byla pouzita 1 ml sklenéna stiikacka s ocelovou jehlou

napojenou na teflonovou kapilaru.
3.3.2.4 Priprava kalibracnich roztokit a certifikovanych referencnich

materialu

Pro testovani navrzené¢ho davkovani pomoci linedrni pumpy byly pfipraveny rizné
kalibra¢ni roztoky o ruznych koncentracich ptitomnych prvka. Souhrna tabulka 17 uvadi
jaké prvky a jaké koncentra¢ni urovné obsahovaly jednotlivé kalibra¢ni roztoky. JakoZzto
interniho standardu bylo vyuZito india o vysledné koncentraci 5 pg.L™ v kalibranich
fadach. Na ptipravu kazdého kalibra¢niho standardu byla vyuzita demineralizovand voda a
podvarova kyselina dusi¢na (0,2 ml). Dale bylo potieba pfipravit referencni materialy.
Referencni materidly slouzily pro validaci metody pro rtuzné typy matric. Referencni
material Environmat je predstavitelem matrice pitné vody a byl pfipraven tisici-
nasobnym fedénim pivodniho zasobniho roztoku. Dalsi referencni materidly byly pevného
charakteru a ptedstavovaly nésledujici matrice: GBWO07601 — lidské vlasy a IAEA-413 —
rasa. Kazdy vzorek referen¢niho materidlu byl pfipraven ve tfech replikdch. Pro pfipravu
pevnych materialt bylo odvazeno vzdy kolem 0,2 g, ke kterym bylo v rozkladné nadobé
ptidano 6 ml podvarové kyseliny dusi¢né. Tato smés byla nechana 20 minut zreagovat a po
této dobé byla piedlozena k mikrovinné mineralizaci. Mineraliza¢ni program sestaval ze tii
krok.

Mineralizace GBWO07601, lidské vlasy: V prvnim kroku byla teplota nastavena na
150 °C. Krok 1 trval 15 minut, pfi 80% vykonu. Ve druhém kroku byla teplota 205 °C
drZena po dobu 25 minut na 80 % vykonu. Tteti krok byl ponechan opét volnému chladnuti
rozkladanych vzorkli v mineralizatoru po dobu cca 10 minut. Po skon¢eni mineralizace a
po vychladnuti rozkladnych nadob byly roztoky kvantitativné pfevedeny do odmérnych
ban¢k o objemu 50 ml. Ty byly doplnény demineralizovanou vodou po rysku. Z takto
ptipravenych roztokti bylo odpipetovano 5 ml do 10ml odmérnych banék. K takto
pfipravenym vzorklim jiZz nebylo tfeba ptfidavat 65 % kyselinu dusicnou. Ke vSem tfem
replikdm bylo ptidano takové mnozstvi vnitiniho standardu, aby jeho vysledna koncentrace
ve vzoku ¢inila 5 pg.L™. Stejnym zptisobem byl pripraven slepy pokus, ktery misto CRM

obsahoval pouze demineralizovanou vodu.
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Mineralizace 1AEA-413, fasy: Mineralizaéni program pro rozklad tohoto
materialu byl totozny srozkladnym programem pro CRM lidské vlasy. Po skonceni
mineralizace a po vychladnuti rozkladnych nadob byly roztoky kvantitativné ptrevedeny do
odmérnych ban¢k o objemu 50 ml a doplnény demineralizovanou vodou po rysku. Z takto
pripravenych roztoki bylo odpipetovano 0,1 ml do 10ml odmérnych banc¢k. K
pfipravenym vzorkim se dale ptidavalo 0,5 ml 65 % kyseliny dusi¢né. Ke vSem tfem
replikam bylo opét ptidano takové mnozstvi vnitfniho standardu, aby jeho vysledna
koncentrace ve vzoku byla 5 pug.L™. Stejnym zptisobem byl p¥ipraven slepy pokus, ktery
misto CRM obsahoval pouze demineralizovanou vodu.

Kalibra¢ni standard / skupina prvki A B C
SO 0 0 0
S1 0,5 0,1 0,5
S2 1 0,2 1
S3 2,5 0,5 2,5
sS4 5 1 5
S5 10 2 10
Kalibra¢ni standard / skupina prvkii D E F
SO 0 0
S1 0,1 1 0,1
S2 0,3 03
S3 0,5 0,5
sS4 1 1
S5 3 3
S6 5 5
S7 10 10
Kalibrac¢ni standard / skupina prvki G H
SO 0 0
s1 | 0,1 0,1
S2 0,3 0,3
S3 0,5 0,5
S4 1 1
S5 3 3
S6 5 5
S7 10 10

A (Lanthanoidy I): La, Ce, Pr, Nd

B (Lanthanoidy Il): Dy, Er, Eu, Gd, Ho, Lu, Se, Sm, Th, Tm, Y, Yb

C (multiprvkovy standard - 17 prvki): U, Bi, Pb, Pt, Ta, Nd, In, Mo, Y, Sr, Cu, Co, Cr, La, Li, B, Ba

D (multiprvkovy standard — 39 prvki): Ag, Al, As, Au, B, Be, Bi, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Ga, Ge, Hf, Hg, Li,
Mn, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rb, Re, Ru, Sbh, Se, Sn, Sr, Ta, Te, Th, Ti, Tl, V, W, Zn, Zr

E (testovaci standard uranu): U

F (standard pro CRM EnviroMat): As, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Sh, Se, Sr, Tl, V, Zn

G (standard pro CRM GBWO07601): Ag, As, Be, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Sh, Se, Sr, Ti

H (standard pro CRM IAEA-413): As, Cd, Co, Cr, Mn, Ni, Ph, Zn

Tabulka 17.: Urovné koncentraci jednotlivych kalibratnich fad (vie v ugL™) pro

testovani zapojeni linearni pumpy s 0aTOF-ICP-MS
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3.3.3 Vysledky a diskuze

V této praci jsme se zabyvali navrzenim vhodného uspofddani hmotnostniho
spektrometru 0aTOF-ICP-MS a linearni davkovaci pumpy pro analyzu malych vzorku.
Nésledné bylo toto uspofadani charakterizovano s ohledem na rizné zplsoby vnaseni,
spotfebu vzorku a dal§i parametry. Davkovaci systém sestaval z programovatelné linearni
pumpy jiz diive popsané v Kkapitole 3.3.2.1, sklenéné mililitrové stiikacky, zakoncené
teflonovou kapilarou o objemu 100 pL, zmlrovade Micromist (400 upL.min™) a
dvouplastové, termostatované, cyklonické mlzné komory. Cely davkovaci systém byl
napojen na konvenéni plazmovy hotak a 0aTOF-ICP-MS hmotnostni spektrometr. Toto
usporddani bylo testovano jak v kontinudlnim médu pratoku vzorku, tak v
modu diskrétnim, kdy bylo do systému razem vpraveno malé mnozstvi vzorku. S ohledem
na vysledky testovani obou méda bylo zjiSténo, Ze diskrétni mod vnaseni vzorku pomoci
zpusob vnadeni. Validace diskrétni metody vna3eni vzorku do plazmatu pomoci linearni

pumpy byla provedena na zakladé analyzy riznych typti CRM.
3.3.3.1 Kontinudlni vnaseni vzorku do plazmatu

Prvnim z experimentli provedenych v této praci bylo zjisténi charakteristik spojeni
linearni pumpy s 0aTOF-ICP-MS v kontinualnim médu davkovani vzorku. Pro tyto ucely
byl pfipraven standard uranu o koncentraci 1 pgL™. Standard uranu byl postupng
davkovan do hmotnostniho spektrometru pfi rtizné¢ zvolenych rychlostech pritoku (5, 10,
25, 50, 75, 100, 200 a 300 pL.min™). Mé&feni bylo provedeno ve tiech opakovénich, kdy
celkova doba integrace signalu ¢inila 5s. Doba, kterd byla nutnd pro ustéleni intenzity
signalu, byla zjisténa za pouziti softwarového nastroje ,,Time Scan‘. Celkova doba nutna
k analyze se skladala z dopravniho ¢asu a ¢asu potiebného na ustaleni a integraci signalu.
Pro jednotlivé rychlosti pritoku byly zaznamenany intenzity signalu, rozliSeni, doby
ustéleni signélu a celkové doby analyzy, celkovy objem spotiebovaného vzorku, RSD a

byly spocitany detekcni limity dle konceptu 3 o pro prvni kalibracni standard.
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Doba Celkova Objem

Rychlost o Intenzita Detekéni
ustaleni doba spoti‘ebovaného L o RSD o
pritoku L i signalu Rozliseni limit
- signalu  analyzy vzorku [%6] 1
[pL.min™] [counts] [ng.L™]
[s] [s] [mL]
5 10 25 2 750 930 11,8 205
10 10 25 4 1750 1000 0,79 86,7
25 8 23 11 4500 1200 0,76 32,6
50 6 21 20 9000 1300 3,41 16,3
75 6 21 30 15000 1500 1,37 10,6
100 5 20 47 22500 1800 1,57 9,1
200 5 20 78 37500 1750 1,34 4,55
300 5 20 119 55350 2050 3,82 3,83

Tabulka 18.: Charakteristiky kontinualniho davkovani pomoci linearni pumpy (izotop
U238)

Z naméfenych hodnot a z nésledujicich graft je zcela ziejmé, Ze rychlost prutoku je

zasadnim parametrem ovlivitujicim analyticky vykon techniky.

12 4
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Doba ustaleni signalu [s]
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Rychlost pratoku [uL.min ]

Graf 2.: Zavislost doby ustaleni signalu na rychlosti priitoku (1pg.L™?, U%®)

Doba ustaleni signalu je velice dilezitym parametrem, ktery miZze vyznamnym
zpisobem prodlouzit dobu analyzy a tim navyS$it minimalni mnozstvi vzorku pottebného
k analyze. Do doby ustaleni signalu se zapocitava doba, za kterou testovany vzorek projde

celym systémem a zpusobi stabilni odezvu pfistroje. Pfi vnaseni vzorku do ICP dochazi
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obecné k fluktuacim signalu, coz je samoziejmé vysledkem ndhlé zmény koncentrace
analytu a podminek v plazmatu. V piipadé spojeni linearni pumpy v kontinualnim modu
davkovani a MS byla fluktuace zpocatku vysoka, ale pomérné zahy se ustalovala
v zavislosti na mnoZstvi a koncentraci vnaSeného vzorku. Z grafu je patrné, ze pfi velmi
nizskych rychlostech davkovéani (pod 50 pL.min™) dochézelo k velmi pomalé stabilizaci
signalu. Déle je moZné zaznamenat, Ze se zvysujici se rychlosti prutoku testovaného
standardu uranu se sniZzovala i doba nutnd pro stabilizaci signalu. Tento jev byl
nejmarkantn&j§i v rozsahu rychlosti pritoku od 5 do 100 pL.min™. Dal$im zvy$ovanim
rychlosti pritoku po 100 p.L.min™ jiZz nebylo dosaZeno rychlejsi stabilizace. Celkové doba
nutna pro analyzu byla souctem doby ustaleni signalu (flexibilni ¢ast dle rychlosti pratoku)
a doby nutné pro integraci signdlu (3x5s — konstantni ¢ast). Doba analyzy pro prutok
5 uL.min™ byla 25s, pro pritok 100 pL.min™ uZ jen 20s. V ramci uspory &asu a v&tsi
citlivosti, spiSe nez v ramci Uspory zkoumaného vzroku by tedy v tomto Setieni dopadl

nejlépe pritok 100 uL.min™,

Abychom mohli kriticky zhodnotit ktery pritok je ten nejvhodnéjsi pro kontinudlni
mod vnaSeni vzorklt pomoci linearni pumpy, je zde nutné uvést jesté né€kolik dalsich
parametrii v zavislosti na rychlosti pritoku vzorku. Nasledujici graf 3. uvadi zavislost

celkového mnozstvi spotfebovaného vzorku na rychlosti pratoku.

140 -

120

100

80

60

40

20

Objem spotfebovaného vzorku [puL]

0 T T T T T T 1
0] 50 100 150 200 250 300 350

Rychlost pratoku [uL.min ]

Graf 3.: Zavislost objemu spotfebované¢ho vzorku na rychlosti priitoku

Vyobrazend zavislost vykazuje linearni prab¢h, tedy se vzristajici rychlosti pritoku

cv v
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vzorku z divodi omezeného mnozstvi, nebo snizeni vznikajiciho odpadu (napf. analyza
radioaktivnich a toxickych vzorkl), volili bychom tedy nizké pratoky vzorkl i za cenu
delsiho casu celkové analyzy. Velice dilezitym pohledem pak bude zavislost intenzity

analytického signalu a detek¢niho limitu na rychlosti pratoku vzorku.
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Graf 4.: Zavislost intenzity signalu (5s integrace, 1pg.L™, U?*®) na rychlosti priitoku

Zde se opét jedna o linearni zavislost, tedy se vzristajici rychlosti pritoku roste i
intenzita analytického signalu. VVzhledem k tomu Ze pomér signal/Sum se taktéZz neustale
zvysoval v zavislosti na rychlosti pritoku, zvySovala se tak i citlivost metody. Pro vzorky o
velmi nizkych koncentracich by tedy bylo nutné volit co nejvyssi rychlost pratoku.
Citlivost metody je tedy piimo zavisla na mnozstvi vzorku, které ionizuje v ICP. DalSim

grafem, ktery tato tvrzeni podporuje, je zavislost detek¢niho limitu na rychlosti pritoku.

108



250 -+
200 -
oL
&
= 150 A
£
G 100 -
[
[
a
50 A
0 T T T T _’ 1
0] 50 100 150 200 250 300 350
Rychlost pratoku [uL.min]

Graf 5.: Zavislost detekéniho limitu na rychlosti pritoku (5s integrace, 1ug.L™?, U%%)

Tato zavislost jiz neni linedrni, a ackoliv detek¢ni limit neustale klesa se vzriistajici
rychlosti priitoku, neni tento pokles, obzvla§té pak v oblasti od 75 pL.min™ prilis strmy.
Vysoky nariist detekéniho limitu v oblasti priitoku pod 25 puL.min™ je zpiisoben nizkou
uc¢innosti transportu vzorku do plazmatu. Z tohoto grafu tedy vyplyva, Ze ideélni rychlost
pritoku bude n&kde v rozmezi mezi 25 - 75 uL.min™.

Po zhodnoceni vSech vysledkti pro kontinualni zpusob davkovani pomoci linearni
pumpy bylo zjisténo, ze nejidealnéjsi rychlost pritoku pro dosazeni minimalni spotieby
vzorku a relativng vysoké citlivosti metody se bude pohybovat v rozmezi 50 — 75 pL.min™.
Oblast téchto davkovacich rychlosti vykazovala kratkou dobu stabilizace signalu (6 s),
nizkou spotfebu vzorku (18 pL pro rychlost 50 uL.min™ a 30 uL pro rychlost 75 pL.min™)
a nizké detekéni limity (16,3 ng.1™ pro rychlost 50 uL.min™ a 10,6 ng.I" pro rychost 75
uL.min), (5s integrace, 1pg.L™t, U%9).

Pro srovnani chrakteristik spojeni linearni davkovaci pumpy a hmotnostniho
spektrometru byla v praci dale testovana klasicka metoda davkovani vzorku pomoci
peristaltické pumpy. Peristaltickd pumpa byla napojena do totoZného systému jako pumpa
linearni. Na hadi¢ky peristaltické pumpy navazovala teflonova kapilara, ktera byla
zapojena do Micromist zmlZovace (400 puL.min™) a nasledovala jiz zmifiovana cyklonicka
mlZzna komora a ICP. Minimalni objem vzorku, kterého se pomoci této sestavy dalo
dosahnout byl 314 uL (rychlost pumpy = 10 ot.min™, optimalizace nasavacich casi,

zkraceni dopravnich vzdalenosti). Na grafu ¢islo 6. je sestavena zavislost intenzity signalu
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(1 pg.Lh, U?®) na rychlosti davkovani vzorku (2, 4, 6, 8 a 10 otadek za minutu). Deset

ota&ek peristaltické pumpy za minutu piedstavovalo prittok vzorku 550 uL.min™.
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Graf 6.: Zavislost Intenzity signalu (1 pg.L™, U?®, 5s akvizice) na rychlosti davkovani

peristaltickou pumpou

Z grafu je patrné, Ze se vzrustajici rychlosti priitoku linearné€ roste i ptislusna odezva
signalu. V tomto bod¢ je nutno podotknout, ze pouzity zmlzovac je od vyrobce testovan
pro rychlost pritoku 400 pL.min™ a rychlost otadek peristaltické pumpy 10 ot.min™
odpovidala spotieb& 550 pL.min™. Dlouhodobé zat&7ovani zmlovade velkymi pritoky
muze vést k ucpavani a naslednému defektu zmlzovace. Pokud bychom ptepocetli rychlost
pritoku v ot.min™ na pL.min™ a porovnali nasledng stejnou zavislost intenzity signélu na
rychlost prutoku pro systém s peristaltickou a linedrni pumpou dosli bychom k pomérné
podobnym zévislostem. Citlivost metod s peristaltickou pumpou a pumpou linearni bude
tedy velmi podobna. Kli¢ovym faktorem v tomto ptipad¢ je tedy spotieba vzorku a stabilita
signalu. Spotieba vzorku se pro peristaltiku pohybovala fadové ve stovkach mikrolitr,
kdeZto v piipad¢ davkovani s linearni pumpou se pohybujeme v fadech desitek mikrolitra.
Navic pifi nizkych otackach peristaltické pumpy dochazi k pulzaci signalu, ktera je
zpisobena peristaltickym pohybem davkovaciho systému. Tato skutec¢nost vede ke znacné

nestabilité signalu a nartstu RSD.
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3.3.3.2 Testovani pamétového efektu

Pamétovy neboli memory efekt, mize vyznamnym zpisobem negativné ovlivnit
analyzu. Vznika ulpyvanim davkovaného vzorku v riznych ¢astech davkovaciho systému
a je Gzce spjat s tzv. mrtvymi objemy. Cim vétsi a rozméréjsi davkovaci systém je, tim
vetsi mrtvé objemy vétSinou piedstavuje. Velikost téchto velmi Spatné vymyvatelnych mist
je samoziejmeé rovnéz odvisla od celkového designu zafizeni. Pokud je memory efekt silny,
dochazi v prubéhu analyzy k postupnému spoluvymyvani mrtvych objemti a koneény
vysledek je pomérné vyznamné zkreslen. Abychom piedesli takové situaci, je tieba
Vv pribéhu analyzy zaélenit dostaten¢ dlouhy promyvaci ¢as a piipadné i specialni
promyvaci médium. V této Casti prace jsme se zaméfili na sledovani promyvacich ¢ast a
charakterizaci davkovaciho systému z pohledu mrtvych objemu. Dilezitou informaci,
kterou bylo tieba zjistit, byla informace za jak dlouho a jakym objemem je systém tieba
proplachnout po nadavkovani urcitého objemu modeloveho vzorku s jednoprvkovym
standardem uranu (1, 100 pg.L™), pfipadng multiclementarnim standardem (100 pg.L™).
Testovany modelovy vzorek byl davkovan pomoci linearni davkovaci pumpy, ktera tla¢ila
pistek sklenéné stiikacky a vzorek dale putoval ptes teflonovou kapilaru do Micromist
zmlZovage (400 pL.min™) a cyklonické mlzné komory. Jako prvni byla testovéna odezva
na modelovy vzorek uranu o koncentraci 1 pg.L™. Na grafu ¢islo 7 je moZno vidst

zavislost intenzity signalu ménici se v Case davkovani.
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Graf 7.: Zavislost intenzity signalu na &ase analyzy (1 pg.L™, U®® 75 pL.min™)
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Cely systtm byl vzdy pied davkovanim standardu dikladné proplachnut
demineralizovanou vodou. Doba stabilizace signalu pted samotnym méfenim byla
experimentalné urcena na 6s. Bylo méfeno 30 replik po Ss akvizici signalu. Z grafu je
patrné Ze celkova doba na stabilizaci signalu lezi mezi 20 — 30s. Pokud budeme pocitat 5s
akvizici signalu ve tfech opakovanich plus 25s na stabilizaci, dostdvame se na celkovou
dobu analyzy 40s. Pfi rychlosti davkovani 75 pL.min™ se tak pohybujeme na spotieb& 50
pL pro analyzu. Obdobnym zpisobem byl davkovan modelovy vzorek o koncentraci U
100 pg.L™.
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Graf 8.: Zavislost intenzity signalu na Gase analyzy (100 pg.L™, U?®, 75 pL.min™)

K ustéleni signalu dochazi v tomto pfipadé asi o 20 vtefin pozdé&ji. Tento narust je
zpisoben vétsi koncentraci vzorku. Celkovéa doba analyzy tedy byla pro 3 x S5s akvizici
60s, coz odpovidalo spotifebé 75 uL. Po nadavkovani standardu uranu byl systém
proplachovéan demineralizovanou vodou. Uroven signalu uranu byla sledovana i v pribéhu
proplachu. Proplach sestdval ze tfi po sobé jdoucich, avSak oddé€lenych,
150s fazi. V kazdé fazi bylo provedeno 30 méfeni po 5s akvizici signélu, nasledné bylo

meéieni 1 ddvkovani zastaveno, vymeénén promyvaci roztok a proces se takto opakoval.
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Graf 9.: Zavislost intenzity signalu na Case analyzy (proplach po koncentra¢ni urovni
100 pg.L*, UZ 75 pL.min™)

Z grafu je patrné, Ze na zacatku kazdé poplachové faze dochazi k prudké zméné
intenzity signalu, kterd se zhruba po 40 vtefinach ustaluje. Tento jev je pravdépodobné
spojen s nahlou zménou podminek uvnité davkovaciho systému, ktera vede k proplachu i
méné dostupnych mrtvych objemt. V prvni poplachové fazi je vidét nejvysSsi narist
intenzity signalu, coz je samoziejmé spojeno s vymyvanim tésné¢ po davkovani vysoké
koncentrace uranu 100 pg.L™. Za proplachovy &as lze tedy ur¢it dobu 40s. S ohledem na to
7e se memory efekt muze pro rizné prvky projevovat rizné, byl v naSi praci dale pouZit
modelovy roztok obsahujici 17 réiznych prvki o koncentraci 100 pg.L™ (U, Bi, Pb, Pt, Ta,
Nd, In, Mo, Y, Sr, Co, Cu, Cr, La, Li, B a Ba). | vtomto pfipadé byla zvolena doba
stabilizace signalu 6s pfi rychlosti prittoku vzorku 75 pL.min™. Opét bylo méfeno 30 replik
po 5s akvizici signalu.
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Graf 10.: Zavislost intenzity signalu na Case analyzy (multiclementarni standard

100 pg.L?, 75 uL.min™, 5s akvizice)

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit rozdilné zpusoby chovani signalu pro
jednotlivé prvky obsazené v multielementarnim standardu. Doba stabilizace signalu pro
vSechny testované prvky byla 40s, coz odpovidd pii dané rychlosti pritoku vzorku
spotfebé 50 pL. Po nadavkovani takto koncentrovaného multielementarniho standardu a
zjisténi Casu pro stabilizaci signalu byl veden dal$i experiment, ktery mél za tkol odhalit
chovani systému pii proplachu po tomto standardu. V nasledujicim grafu je mozno vidét
prubéh zavislosti intenzity signalu (17 prvkl) na ¢ase promyvani systému

demineralizovanou vodou pii rychlosti pritoku 75 uL.min™ a 5s akvizici signélu.
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Graf 11.: Zavislost intenzity signalu na ¢ase proplachu (demineralizovana voda po

multielementarnim standardu 100 pg.L™, 75 uL.min™, 5s akvizice)

Na zakladé¢ rozboru grafu mizeme vysledovat, ze nejhiie se ze systému vymyvalo
Sr. P¥i dané rychlosti prittoku demineralizované vody systémem (75 uL.min™) se uroven
signalu pro Sr stabilizovala (na plivodni nulovou uroven) az po 60s. Tato doba ptedstavuje
75 pL poplachové vody. Zbylé prvky, véetné problematicky vymyvatelného boru, byly ze

systému vymyty na ptivodni aroven signalu do 50s (63 uL poplachové vody).
3.3.3.3 Diskrétni vnaseni vzorku do plazmatu

Mimo kontinualniho médu nasavani vzorku pomoci linearni pumpy byl dale v této
praci vyuzit mdd jednordzového vstiiknuti vzorku do zmlZzovaciho systému tzv. diskrétni
maod. Principem tohoto davkovani bylo v prvni fazi nasati ur¢itého mnozstvi vzduchu do
teflonové kapilary, pomoci zpétného chodu linearni pumpy. Dale byl za tuto vzduchovou
,»Zatku“ nasan vzorek o pozadovaném objemu a nakonec byla opét vytvoiena vzduchova
»Zatka“. V pfedem dobie ocharakterizované teflonové kapilafe (s ohledem na vnitini
objem) vznikla dobfe oddélend zéna o piesné¢ definovaném objemu vzorku. Takto
pfipravena zoéna zamezila, aby byl davkovany vzorek pfili§ brzy nasan diky
samonasavacimu efektu zmlzovae. Objem obou vzduchovych ,zétek se obycejné

pohyboval kolem 100 pL. Pro davkovani bylo opét vyuzito linearni davkovaci pumpy,

115



teflonove kapilary, zmlzova¢e Micromist a cyklonické mlzné komory. Vyhodou tohoto
davkovani je velmi pfesné definovany objem, ktery je v kratké dobé jednorazoveé
nastiiknut do systému. Dal§i vyhodou je, V pfipad¢ dobré tésnosti systému a nasati
vzduchovych ,zatek“, zamezeni samonasati vzorku. Jako nevyhoda tohoto zplsobu
davkovani muze byt brana nutnost velice kratkého a velmi dobie nacasovaného zdznamu
spektra.

Pfi prvnim testovani diskrétniho davkovani jsme simulovali pfiblizné stejnou
rychlost priitoku, jaké by bylo dosazeno pii rychlosti peristaltické pumpy 10 ot.min™, tedy
zhruba 500 pL.min™. Tato rychlost odpovidd b&n& zvolenému pritoku vzorku pro
klasické uspofadani s peristaltickou pumpou. PH rychlosti pritoku 500 pL.min™ byly

U?*® o koncentraci

postupné vnaseny objemy 20, 30 a 50 pL (jednoprvkovy standard
1 pg.L'™Y). Byla sledovana zavislost objemu vzorku na maximalni intenzité signalu pii fixné

zvolené rychlosti pratoku 500 pL.min™.
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Graf 12.: Zavislost intenzity signalu na objemu vnaseného vzorku (500 uL.min®, 1 pg.L™
U?® diskrétni davkovani)

Z grafu je patrné, Ze se vzrlstajicim objemem vzorku davkovanym do systému

roste 1 ptislusna odezva signalu. Tato odezva jiz ve vétSich objemech neni linearni a signal
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dale stoupa pomaleji. Déle bylo diskrétni davkovani testovano pti riznych rychlostech
nastiiku pfi konstantnim davkovaném objemu. Objem vzorku ¢inil 50 pL, davkovaci
rychlosti byly 200, 400, 600 a 800 pL.min™. Vznikl4 zavislost intenzity signalu na ménici

se rychlosti pritoku je zndzornéna na nasledujicim grafu.
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Graf 13.: Zavislost intenzity signalu na rychlosti pratoku vzorku (objem vzorku = 50 pL,
1 pg.L™ U diskrétni davkovani)

Z grafu je opét patrné, Ze se vzrustajicim pritokem roste i intenzita signalu. Nartst
intenzity vSak ve vysSich rychlostech prutoku jiz neni piilis strmy. Ackoliv je pfi vysokych
rychlostech vnaSeni vzorku jen velmi maly nardst v intenzit¢ signalu a navic pii
dlouhodobéjsim davkovani pii téchto rychlostech muze dojit k poSkozeni systému
(zmlzova& Micromist s optimélni rychlosti pritoku 400 pL.min™), byla nejvy3si rychlost
zvolena i vdal$im testovani (800 pL.min™). Tato volba byla uéindna sohledem na
maximalni detekéni schopnosti metody. Protoze byl touto rychlosti systém zatizen jen
velice kratkou dobu byla zanedbana i moznost poSkozeni zmlZzovaée pii tomto pratoku.
Nasledujici graf znazorfiuje zavislost maximalni intenzity signalu U®® pii rychlosti
davkovani 800 pL.min™ na ménicim se objemu davkovaného vzorku U?®, 1 pg. L™ (1, 5,
10, 20, 50, 75, 100 uL) .
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Graf 14.: Zavislost intenzity signalu (1 pg.L™) pii rychlosti davkovani 800 pL.min™

na davkovaném objemu vzorku

Na zaklad¢ tohoto pozorovani bylo zjisténo, Ze se vzristajicim dévkovanym
objemem roste i pfislusna intenzita signalu. V oblasti nad 50 pL ale dochazi ke stabilizaci a
dalSi zvySeni objemu davkovaného vzorku nevede k velkému navy3eni intenzity a tim
detek¢nim schopnostem metody.

Z celkového pozorovani chovani systému v diskrétnim moédu davkovani bylo
zjisténo, ze nejlepSich vysledki je dosazeno pii davkovani 50 pL vzorku pfi maximalni

rychlosti pratoku 800 pL.min™.

3.3.3.4 Porovnani analytickych charakteristik linearni x peristaltickd pumpa

V predeslé casti prace jsme se zabyvali srovnanim klasického uspotradani
davkovaciho systému a systému davkovani s linearni pumpou co do rychlosti, intenzity
signalu, spotfeby vzorku a dalSich parametrii. Z naméfenych dat rovnéz vyplynulo, ze
nejvhodnéjsi systém davkovani vzorku z pohledu spotieby je systém s linedrni pumpou
Vv diskrétnim modu méfeni. Pro tento davkovaci postup byly tedy nalezeny a spocteny
detekéni limity a ndvratnosti pro standardni roztoky.

Detek¢ni limity byly spocteny dle konceptu 36 pro nejméné koncentrovany
kalibra¢ni standard pro vSechny prvky v multielementarnim standardu obsahujicim 39
prvka (dal jen ME 39) Detekéni limity byly vyhodnoceny jak pro systém s linedrni

pumpou V diskrétnim modu, tak pro klasické uspofadani s pumpou peristaltickou.
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Vysledky detekénich limiti a navratnosti (%) na dvé rizné koncentra¢ni urovné (1 a 10

ng.L™h) jsou uvedeny v nasledujici tabulce 19.

PP LP Navratnost na standardy PP Navratnost na standardy LP
Izotop
DL [ng.I"] c=1pgL'[%] c=10pgL'[%] c= 1pgL'[%] c=10 pg.L"[%)]

1%Ag 3,70 6,95 157,1 71,93 0,00 0,00
"As 5,33 13,2 108,9 101,8 38,17 100,2
°Be 5,22 13,9 108,9 104,2 41,10 105,9
209Bj 2,14 3,80 79,44 102,2 87,80 99,89
ed 5,61 7,55 99,98 101,1 55,00 99,89
%Co 0,09 1,53 92,21 103,6 83,37 104,7
2Cr 0,19 0,26 97,77 102,7 83,37 104,7
3Bcs 1,64 1,62 87,37 102,1 94,90 101,0
%Cu 1,90 2,46 97,38 104,4 0,00 97,53
%Ga 0,10 0,21 92,10 102,4 0,00 101,8
"Ge 0,36 0,49 99,62 101,3 47,52 103,1
180Hf 0,11 0,25 85,32 102,3 82,23 103,2
202Hg 0,05 1,36 16,06 104,3 126,9 94,41
“Li 0,09 0,30 104,9 104,0 78,48 105,2
*Mn 53,6 67,8 94,61 102,5 78,48 105,2
%Mo 0,06 0,22 97,98 101,1 49,52 102,2
&N 0,43 0,43 110,6 101,7 0,00 112,4
206,207, 208py, 0,07 0,40 87,91 102,1 80,19 100,1
1%pg 0,33 0,53 87,91 102,1 3,30 104,5
194pt 0,06 0,38 92,96 100,3 67,13 97,38
% Re 0,15 0,16 87,62 102,2 91,64 99,98
B1lTa 0,09 0,14 76,15 103,9 113,5 104,7
22Th 0,13 0,10 95,74 99,77 52,58 99,73
BT 29,3 37,9 95,74 99,77 52,58 99,73
203T] 0,16 0,35 90,15 101,2 86,07 99,26
Sy 0,13 0,15 95,03 103,3 85,04 104,9
%Zn 0,16 0,59 89,17 101,0 73,62 100,3
0zr 0,17 0,25 91,33 102,2 81,97 107,4
%2Ru 0,10 0,21 97,00 101,5 93,08 101,8
1215h 0,27 0,48 1141 104,2 75,28 98,83
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PP LP Navratnost na standardy PP Navratnost na standardy LP
Izotop L L L L L
DL [ng.I"] ¢ =1pngL™ [%] c=10pg.L" [%] c= 1pgL"[%] c=10pgL" [%]
83 37,7 41,7 179,2 103,2 398,3 92,60
8sr 0,10 0,16 94,88 103,7 100,6 101,9

PP..... klasické uspotadani s peristaltickou pumpou
LP.... uspotfadani s linedrni pumpou
DL.... detek¢ni limit

Tabulka 19.: Detekéni limity a navratnosti na roztokové standardy pro klasicke
uspofadani a usporadani s linedrni pumpou v diskrétnim modu (50 pL vzorku,
800 puL.min™)

3.3.3.5 Validace metody 0aTOF-ICP-MS ve spojeni s linearni davkovaci

pumpou v diskrétnim médu davkovani

Validace navrzené metody probihala na rizné biologické a environmentalni
certifikované referen¢ni materialy (CRM). EnviroMAT - pitn4 voda (EP-L-2), tento
CRM obsahoval 27 prvku s certifikovanou hodnotou obsahu: Al, As, B, Ba, Be, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mo, Mn, Na Ni, P, Pb, Sb, Se, Sr, Tl, U, V, Zn. Dale byl pouZzit
CRM GBWO07601 - lidské vlasy, 18 prvku s certifikovanym obsahem: Ag, As, Be, Cd,
Co, Cr, Cu, Hg, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Sh, Se, Sr, a Ti. Jako posledni byl pro validaci vyuZzit
CRM IAEA-413 - fasy, 8 prvku s certifikovanym obsahem: As, Cd, Co, Cr, Mn, Ni, Pb,
Zn.

CRM byly vzdy vhodné ptipraveny k analyze a v podobé tfedéného roztoku
davkovany v objemu 50 pL do teflonové kapilary. Za vzorek v teflonové kapilafe byla
vzdy nasata 100 pL zo6na vzduchu pro eliminaci samonasavaciho efektu a vzorek byl
diskrétnim zpiisobem vstiiknut do zmlZovaciho systému rychlosti 800 pL.min™. Mgfeni
kazdého vzorku bylo provedeno vzdy ve tiech opakovanich pro jednu repliku a 15s dobu
integrace signalu. Signal byl zaznamenavan ve specialnim modu pro transientni méteni.
Pro maximalni eliminaci nespektréalnich interferenci bylo vyuzito vnitiniho standardu india
(5 pgLY). Vysledné koncentrace prvki byly primérovany, byl spoften median,
smérodatnad odchylka a interval spolehlivosti. V ptipadé GBWO07601 - lidské vlasy a
IAEA-413 - Fasy byla dale spoc¢tena hodnota zeta skore. ,,Zeta score je podil, kde Citatel
udava absolutni rozdil mezi naméfenym vysledkem a konkrétni hodnotou. Smérodatné

odchylky ve jmenovateli piedstavuji kombinovanou standardni nejistotu rozdilu Citatele.
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To znamend, Ze skuteény rozdil mezi naméfenou a konkrétni vztaznou hodnotou je
porovndvan s ohledem pfijatelného rozptylu vysledki. Pokud je hodnota zeta score
vintervalu od 0 do 2, lze vyslednou hodnotu koncentrace analytu povazovat za
uspokojivou sohledem na certifikované hodnoty. Vyhodnoceni valida¢nich vysledka

pomoci zeta score obvykle vychazi oproti certifikovanému intervalu ptiznivéji.
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Nasledujici tabulky 20, 21 a 22 shrnuji veskera valida¢ni data.
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Naméieno Certifikovano
Izotop Priamér Median sD Interval Hodnota Spolehlivost Tolerance
ug.L’1 pg.L'1
"As 8,955 8,996 0,835 6,339 11,65 10,00 9—10 6—13
‘Be 2,135 1,908 0,464 0,523 3,293 2,000 1,6 —2 1—3
Hicd 1,951 1,945 0,113 1,585 2,304 2,000 1,9—2 1,7—22
*Co 9,528 9,437 0,202 8,829 10,05 10,00 9—10 8§—12
2Cr 13,88 13,63 0,644 11,65 15,60 13,00 13— 14 11—16
8Cu 15,70 15,64 0,568 13,83 17,44 16,00 16—17 14—19
*Mn 5,425 5,394 0,092 5,110 5,678 6,000 58—062 5—7
%Mo 22,81 22,58 0,533 20,96 24,19 23,00 22—24 17—30
206, 207, 208py 3,501 3,478 0,050 3,327 3,629 4,000 3,5—54 0—10
121gp 11,29 11,61 0,713 9,448 13,76 12,00 11—13 7—17
2057 5,215 5,223 0,013 5,187 5,260 6,000 57—62 4—7
v 13,30 13,13 0,232 12,49 13,78 14,00 13— 14 10—17

SD — Smérodatna odchylka,

Nameérené hodnoty ve shodé s toleran¢nim intervalem CRM,

Naméiené hodnoty ve shodé se spolehlivostnim intervalem CRM.

Tabulka 20.: Valida¢ni data pro vybrané prvky - EnviroMAT — pitné voda (EP-L-2)
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Naméieno

Certifikovano

1zotop Priamér Median SD Interval Zeta score Hodnota Interval
pg. Lt pg. Lt

TAS 0,230 0,229 0,009 0,199 0,259 0,976 0,280 0,230 0,330
*Be 0,037 0,040 0,004 0,029 0,052 1,253 0,063 0,043 0,083
cd 0,100 0,100 0,003 0,091 0,109 0,326 0,110 0,080 0,140
%Co 0,059 0,058 0,001 0,055 0,061 1,034 0,071 0,059 0,083
Scr 0,388 0,372 0,065 0,170 0,574 0,210 0,370 0,310 0,430
8Cu 10,43 10,44 0,021 10,37 10,51 0,139 10,60 9,400 11,80
Li 1,938 1,945 0,016 1,932 1,957 0,612 2,000 1,900 2,100
*Mn 5,302 5,297 0,018 5,240 5,353 1,247 6,300 5,500 7,100
%Mo 0,075 0,072 0,014 0,028 0,116 0,108 0,073 0,059 0,087
206,207, 208py, 7,919 7,942 0,091 7,655 8,228 0,799 8,800 7,700 9,900
1215p 0,071 0,065 0,010 0,035 0,095 1,268 0,095 0,079 0,111
8gr 25,02 24,99 0,177 24,43 25,55 1,006 24,00 23,00 25,00

SD - Smérodatna odchylka,

Hodnota Zeta score v rozsahu 0 — 2 (uspokojivy vysledek validace)

Tabulka 21.: Valida¢ni data pro vybrané prvky - GBWO07601 - lidské vlasy
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Naméfeno Certifikovano
Izotop Priamér Median SD Interval Zeta score Hodnota Interval
ug.L'1 ug.L’1

As 106,4 105,7 1,249 1020 1094 3,073 120,4 133,6 127,0
Wied 175,3 175,5 1,039 1723 1788 3,354 195,5 2125 204,0
%Co 4,165 4,146 0,121 3,764 4,528 0,269 3,990 4,490 4,240
2Cr 382,9 387,8 12,22 3505 4251 0,315 363,0 391,0 377,0
*Mn 157,1 160,2 4525 1475 1728 0,155 154,6 161,4 158,0
SONj 108,6 111,8 37,94 -882 2324 0,115 108,1 117,9 113,0
206, 207, 208py 203,9 206,4 5587 1895 2232 4,259 235,0 249,0 242,0
%Zn 108,8 104,9 12,24 66,94 1429 4,752 165,7 172,3 169,0

SD - Smérodatna odchylka,
Hodnota Zeta score v rozsahu 0 — 2 (uspokojivy vysledek validace)
Hodnota Zeta score vyssi nez 2 — (neuspokojivy vysledek validace)

Tabulka 22.: Validaé¢ni data pro vybrané prvky - IAEA-413 - fasy
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Analyza certifikovanych referencnich materialti byla provedena metodou rychlého
vstiiknuti (800 puL.min™") 50 pL vzorku pomoci linearni davkovaci pumpy v diskrétnim

rezimu davkovani.

Validace navrZzené metody pomoci CRM EnviroMAT - pitna voda (EP-L-2)
piinesla velmi dobré vysledky. Bylo vybrano 12 elementl relevantnich pro analyzu MS.
Koncentrace Cd, Co, Cr, Mo, Pb, Sb, V, naméfené navrzenou metodou byly ve shodé¢ se
spolehlivostnim intervalem pro dany referencni material. Namétené koncentrace dalSich 5
prvku, As, Be, Cu, Mn, Tl se pohybovala v rozmezi intervalu tolerance. Takto pozitivnich
validaénich vysledkd bylo dosazeno hlavné diky velmi jednoduché matrici referenéniho
materidlu (pitna voda). Pitna voda je jednoduchou matrici bez nutnosti slozité ptipravy pro

analyzu.

DalSim materialem vyuZitym pro validaci metody byl GBWO07601 - lidské vlasy.
Zde bylo vybrano taktéz 12 elementt, As, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Li, Mn, Mo, Pb, Sb, Sr.
Ackoliv je tato matrice o mnoho slozitéjsi a problemati¢téjsi na pfipravu (mineralizace),
nezli CRM pitné vody, bylo dosaZeno velmi dobrych vysledki. Je tfeba podotknout, Ze pro
zhodnoceni validacnich dat bylo vyuZzito ukazatele Zeta score. Ukazatel Zeta score je
mirnéjsi ptistup zhodnoceni validaénich dat nezli intervalové porovnani vysledka. Pokud
se Zeta score pohybuje v rozmezi hodnot 0 — 2, je dosaZzeno uspokojivého vysledku
validace. V8ech 12 prvki analyzovanych MS dosdhlo Zeta score niZ§iho nezli 2. Metoda

byla tedy validovana pro biologické materidly typu vlasy, chlupy, zin¢ a podobné.

Poslednim materidlem pouZitym pro validaci analyzy 0aTOF-ICP-MS ve spojeni
s linearni davkovaci pumpou v diskrétnim mddu davkovani vzorku byl CRM
JAAEA-413 - Fasy. U osmi analyzovanych prvki (As, Cd, Co, Cr, Mn, Ni, Pb, Zn) byl opé&t
vyuZit ukazatel Zeta score. Pro Co, Cr, Mn, Ni byla metoda validovéana s ohledem na Zeta
score niZsi nezli 2. Pro As, Cd, Pb, Zn v3ak nebyla metoda validovéna (Zeta score > 2).
Nepftili§ ptiznivé validaéni vysledky CRM fasy muzou byt vysledkem unifikace
mineralizaéniho postupu spoleéné s CRM vlasy. Optimalizovany rozkladny program a
mineraliza¢ni ¢inidla pro ptipravu CRM vlasy byly vyuzity pro rozklad fas. Tento krok by

bylo vhodné optimalizovat na miru danému materialu.
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3.3.4 Zavér

Cilem této prace bylo sestavit a otestovat systém pro vnaseni malych objemu
vzorkid ve spojeni s 0aTOF-ICP-MS. Dale bylo nutné vypracovat a validovat metody pro
analyzu malych environmentalnich vzorkl. V prvni ¢asti prace jsme se zabyvali riznymi
moZnostmi spojeni specialniho davkovaciho systému a ICP-MS. Existuje cela fada postupti
a laboratorniho vybaveni pro prvkovou analyzu malych vzorkt. Nase navrhované feSeni je
svym zpusobem ojedin€lé a vzhledem k dosazenym vysledkiim je zarovenn vhodné pro
zpracovani malych vzorki. Podafilo se ndm propojit linearni davkovaci pumpu (Castéji
pouZivanou V separa¢nich technikach jako je naptiklad kapilarni elektroforéza) s oaTOF-
ICP-MS spektrometrem. Toto spojeni nahradilo klasické usporadani s peristaltickou
pumpou. V préaci byly porovnany analytické charakteristiky klasického uspofadani
s peristaltickou pumpou a usporadani s linearni pumpou v kontinualnim a diskrétnim médu
vnaseni vzorku. I kdyZz ze studie vyplyva, Ze klasické uspofadani dosahlo obdobnych
vysledkt, neni mozné téchto hodnot dosahnout i pro vzorky o maximélnim objemu 50 pL.
Objem nutny pro multiprvkovou analyzu pomoci klasického uspoifadani s peristaltickou
pumpou a analytickou koncovkou 0aTOF-ICP-MS se pohyboval az kolem hodnoty 0,5
mL. S ohledem na praci s velice malymi vzorky je tedy klasickd metoda nevhodna. Spojeni
linedrni pumpy s ICP-MS bylo testovano pro rizné opera¢ni mody (kontinualni a diskrétni
davkovani), rizné davkované objemy, davkovaci rychlosti a pfipadné memory efekty.
Z nasich testl vysel nejlépe systém vyuzivajici velice rychlé, kratké a intenzivni vstiiknuti
malého objemu vzorku pomoci linearni pumpy v diskrétnim modu davkovani.
K optimalizované analyze bylo vzdy pifedlozeno 50 pL vzorku a ten byl rychlosti 800
pL/min vstiiknut do mlzné komory a ICP-MS. Pro méfeni takovychto kratkych, rychlych
signalit byl vyuzit software pfistroje, ktery diky své simultdnnosti umoznuje méieni
transientnich signali. Navrzend metoda analyzy malych vzorkl byla Gspésné validovana
analyzou certifikovanych referen¢nich materialt rtiznych environmentalnich matric.
Nejlépe vychdzela validace metody na pitnou vodu, coz je samoziejmé disledkem
pomérné jednoduché matrice. Vzorky pitné vody neni nutné ve vétSing pripadi zdlouhave
piipravovat a diky tomu minimalizujeme mozneé chyby, vnesené do analyzy pravé upravou
vzorku. Navrzené a optimalizované spojeni linearni davkovaci pumpy a 0aTOF-ICP-MS

pro zpracovani malych vzorka je moznym fesenim pravé pro praci se vzorky v omezeném

vvvvvv
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kvalitni vysledky analyzy malych objemt vzork1, je pravé optimalizace jejich predupravy

a zpracovani pred samotnou analyzou.
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4 ZAVER

Ptedlozena disertatni prace se zabyvd analyzou environmentdlnich vzorki
s vyuzitim hmotnostniho spektrometru sionizaci v indukéné vazaném plazmatu,
ortogonalnim urychlenim iontd a priletovym analyzatorem 0aTOF-ICP-MS. V Gvodu
prace je podan piehled technik hmotnostni spektrometrie vyuZzivanych pro prvkovou
analyzu vzorkud se specialnim zaméfenim na techniky vyuZivajici induk¢éné vazané plazma,
jakoZto iontového zdroje. Technika 0aTOF-ICP-MS je specifickym typem hmotnostni
spektrometrie, kdy je pro samotnou separaci jednotlivych izotopi o rozdilném poméru m/z
vyuZito jejich rozdilné rychlosti letu v driftovém regionu hmotnostniho analyzatoru. Po
udéleni ortogondlniho napétového pulsu putuji leh¢i ionty rychleji, nezli ionty tézsi a
dosahnout tak detektoru diive. Pouzity hmotnostni spektrometr firmy GBC dosahuje
rychlosti 30 000 zméfenych plnych spekter za 1s. Vysoké rychlosti méfeni se da s vyhodou
vyuZit naptiklad v ptipad¢, kdy je nutno analyzovat velké mnoZstvi izotop ve vzorcich
s malym objemem. Celé hmotnostni spektrum je velmi rychle naskenovano bez ztraty
citlivosti a bez ohledu na pocet stanovovanych prvki a jejich izotopii. Spotfeba vzorku je
tedy velice nizka jak pro jeden, tak pro libovolny pocet stanovovanych izotopi. Mala
spotfeba vzorku je rovnéZz vyhodou v piipadech, kdy je nutno eliminovat vznikajici odpad
(analyza radioaktivnich a toxickych latek). Diky vysoké rychlosti méfeni umoziiuje
technika také fadoveé vySsi rychlost nacitani spekter neZ je rychlost fluktuace signalu ICP
iontového zdroje, tim je mozZné zajistit vysokou pifesnost méfeni izotopovych poméru.
V ptipadé, kdy jsou pro méfeni izotopovych pomérii vyuzity hmotnostni spektrometry typu
QMS, muze v prubéhu méfeni dochazet Kk fluktuacim signalu, které jsou spojeny
s nestabilitou plazmatu, vnaSeciho systému ¢i dal$imi nestabilitami systému (nespektralni
Piesné méfeni Sirokého spektra izotopovych poméri (izotopovy otisk prstu) je nezbytné
pro provin¢ni a biomonitoringové analyzy, kde se dale vyuziva statistického zpracovani
dat. Vysoké rychlosti zdznamu plnych hmotnostnich spekter se rovnéz s velkou vyhodou
VYUZiV4 v ptipadé transientnich signalti (LA, ETV, atd.). V neposledni fad¢ se samoziejmé
rychlost analyzy projevi v tspoie ¢asu. V této praci jsou diskutovany tii piipady vyuziti

0aTOF-ICP-MS pro analyzu vzorki Zivotniho prostiedi.
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V prvni aplika¢ni ¢asti se prace zabyva vyuzitim priletového hmotnostniho
spektrometru pro multiprvkovou analyzu konskych zini. V tomto oddilu byla tspésné
navrzena metoda pro sbér, zpracovani a analyzu téchto vzorkt. Mnoho autord se zabyvalo
prvkovym sloZenim Zini v zavisloti na barvé, chorobach a dalsich vlastnostech koni.
Rozsahlé mnoZstvi vzorki kotiskych Zini pochazejicich napii¢ Ceskou Republikou bylo
analyzovdno a vysledky multiprvkové analyzy byly pifedlozeny ke statistickému
zpracovani dat, které neni soucasti této prace. Zpusob ustajeni, barva koné, pohlavi a dalsi
byly vyuZity jakoZzto faktory, které by mohly ovlivnit prvkové slozeni Zini. Korelace téchto
faktorti s prvkovym slozenim vzorkl vSak nebyla prokadzana. Navrhnutd metoda oaTOF-
ICP-MS dosahovala vynikajicich analytickych charakteristik a poskytovala velmi kvalitni
a rychlou multiprvkovou analyzu se zachovanymi izotopovymi poméry pro statistické
Setfeni. Velkou vyzvou se vSak ukéazal zpusob predupravy vzorkl zini. Tak aby byla
ziskana analytickd informace tykajici se skutecného slozeni zinové tkan¢ bylo nezbytné
odd¢lit endogenni a exogenni kontaminaci. Exogenni kontaminaci, zptisobenou ulpivanim
podestylky, prachovych ¢astic atd. na povrchu zin€, bylo nutno odstranit vhodnym pracim
postupem. Tento praci postup vSak nesmi naruSit vnitini strukturu Zziné, aby tak
nedochazelo k vymyvani a znehodnocovani informace o skuteéném sloZeni. | samotné
prokazani vhodnosti daného praciho postupu se ukazalo jako problematické. Nejlepsi praci
postup byl nakonec vybran na zakladé analyzy vypiracich roztokli a vypranych
modelovych vzorkl. Vybrany praci postup vykazoval nejvyssi ndvratnost na pét replik
modelového vzorku. Toto zjisténi vedlo k hypotéze o zachovani izotopovych poméri.
Takto vyprané vzorky zini poskytuji zachované izotopové poméry a tak jsou i nadale
Vhodné pro statistické zpracovani a zjiSténi, zda nckteré ze sledovanych proménnych
koreluji s prvkovym sloZenim zing.

Druhou problematikou rozebiranou v této disertaéni praci byla analyza mrkvi
péstovanych riznym zptusobem. Cilem této dil¢i prace bylo srovnat tii rizné péstebni
systémy s ohledem na chemické slozeni mrkvi (konven¢ni produkce, ,,bio“ produkce a
produkce domacich péstiteltr). V prvni fazi bylo postupné ziskano velké mnozstvi vzorkt
mrkvi. 76 vzorkd mrkvi pochazelo od drobnych péstitelti napii¢ Ceskou republikou
(domaci produkce). 71 vzorkl bylo zakoupeno v riznych obchodech a supermarketech.
Tato skupina vzorki byla oznacena jako konvencni, bézn€ dostupna. Déle bylo zakoupeno
71 vzorkd mrkvi sochrannou znamkou ,bio“. Téchto 218 vzorkd bylo podrobeno

vypracované a optimalizované analyze ICP-OES a 0aTOF-ICP-MS. Ziskané vysledky byly
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porovnany s dostupnou literaturou, platnou legislativou a vyuzity pro multikriterialni
statistické zhodnoceni kvality jednotlivych péstebnich systému s ohledem na prvkove
sloZzeni (18 prvki), obsah dusi¢nant a suSinu. Priletova hmotnostni spektrometric se
potvrdila jako velmi cenny pomocnik s ohledem na usporu ¢asu, rychlost multielementéarni
analyzy, citlivost a zachovani izotopovych pomért. V ramci statistického zhodnoceni dat
se bohuzel nepodafilo jasn€ rozdélit jednotlivé péstebni systémy na zékladé prvkového
sloZzeni a obsahu dusi¢nant, pfipadné suSiny. Z tohoto thlu pohledu se neda fici, zda je
,»Di0" produkce lepsi nez ostatni zplsoby péstovani. Ziskané vysledky byly porovnany s
platnou legislativou. Ve vSech typech péstebnich systémiti bylo nalezeno nékolik vzorkd
s ptekro¢enymi limitnimi hodnotami pro rtizné kontaminanty. Nejhtuife v tomto srovnani
dopadli domaci péstitelé. Vice jak zpusob péstovani, hrdlo v tomto ptipadé roli umisténi
policka s péstovanymi mrkvemi. U vzorku s nejvyssi kontaminaci bylo zjisténo, ze
pochazel z pole, jehoz umisténi bylo na byvalé remediované skladce. Domaci péstitelé
mohou lehce podcenit kvalitu obdélavané pudy, kterd miize byt znacné kontaminovéna a to
se poté projevi i na kvalité vysledné urody. Bez ohledu na pouzity péstebni systém se
mrkev, jakoZto potravina, jevi velmi dobrym nutri¢nim zdrojem drasliku, hoi¢iku, vapniku,
fosforu, médi, manganu a zinku. Pfi porovnani s DDD bylo u téchto nutrientl zjisténo, ze
pii konzumaci primérného denniho mnozstvi mrkve dosahuji desitky procent DDD.
Posledni ¢ast této disertacni prace se zabyva systémy pro vnasSeni malych vzorki do
ICP technik a naslednym navrhem a optimalizaci takovéhoto systému ve spojeni s
hmotnostnim spektrometrem 0aTOF-ICP-MS. Vysoka efektivita pfevodu vzorku do ICP,
nizka spotfeba vzorku a eliminace odpadu jsou tfi hlavni vyhody systémi pro vnaseni
malych vzorkid. Spotieba vzorku miiZze byt zasadni problém, pokud je tfeba zajistit
multiprvkovou analyzu vzorku o omezeném mnoZzstvi. Spojeni efektivniho davkovaciho
zatizeni a velmi rychlého simultanniho spektrometru déla z 0aTOF-ICP-MS unikatni
nastroj pro praci se vzorky v omezeném mnozstvi. Peristaltickd pumpa davkovaciho
systému byla v naSem piipadé nahrazena programovatelnou linearni davkovaci pumpou,
kterd i pfi malych rychlostech piedstavuje kontinualni pritok, na rozdil od peristaltické
pumpy, kde se objevuji vyraznéjsi fluktuace davkovaného vzorku. Navrhnuty systém
s linearni pumpou byl porovnan s klasickym zptusobem davkovani peristaltickou pumpou.
Linarni pumpa byla testovana jak v kontinualnim médu davkovani, tak v modu diskrétnim,
kdy bylo do ICP nastifiknuto vzdy definované mnozstvi vzorku. Byly sledovany detekéni

limity, pamétové efekty, spotfeba vzorku a dalsi. Jako nejvhodnéjsi se jevilo usporadani
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s linearni davkovaci pumpou v diskrétnim médu davkovani. NejlepsSich vysledka bylo
dosazeno pro kratkou rychlou injektaz zkoumaného vzorku o objemu 50 pL, rychlosti 800
pL/min do davkovaciho systému klasicky navazaného standardnim Micromist zmlZovacem
a koncentrickou mlZznou komorou ve spojeni s plazmovym hofdkem. P#i porovnani
s klasickym uspotadanim s peristaltickou pumpou byla navrzend technika daleko
podminek objem vzorku kolem 0,5 ml. Uspofadani s linearni pumpou dokazalo pomérné
efektivné pracovat se vzorky v objemu nékolika desitek mikrolitri. Navrzeny unikatni
systém spojeni linearni davkovaci pumpy a 0aTOF-ICP-MS byl validovan analyzou
environmentélnich  referen¢nich materiald  vody, ftas a vlasi. Nadstandardni
multiclementarni detekéni schopnosti prilletové hmotnostni spektrometrie v kombinaci
s linedrni davkovaci pumpou se prokazaly jako velice silny nastroj pro analyzu vzorkd o
malém, omezeném mnoZstvi. 0aTOF-ICP-MS je velmi dobrou technikou pro svoji
multielmentarnost, rychlost a simultannost. U vzorka Zivotniho prostiedi jsou tyto
vlastnosti velkou devizou. Velice piesné izotopové poméry ziskané touto analyzou mohou
slouzit pro rozsahlé statistické studie. Pocet stanovovanych prvku a jejich izotopti nehraje
roli v piesnosti, citlivosti ani v dobé& potfebné k analyze. Rozsahlé soubory vzorku, kde je
tieba urcit veétsi mnozstvi izotopt, mohou byt velice rychle zpracovany. S upravenou
technikou praletové hmotnostni spektrometrie lze analyzovat vzorky o mikrolitrovych

mnoZstvych bez ohledu na pocet stanovovanych prvk a jejich izotopi.
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