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UVOD

Ptedlozena habilitacni prace je veénovana metod¢ laserové ablace ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii indukéné vazaného plazmatu znamou pod zkratkou LA-ICP-
MS a ukazuje jeji moznosti a vyuziti a také limitace v analyze pevnych materiali. Za
poslednich vice nez 10 let jsem odkryla Sirokou plisobnost této metody, kterou rozhodné
neni mozné povazovat za rutinni. V zésadé se tato analytickd metoda da pouzit pro
analyzu témeét jakéhokoli materidlu v zdkladnim 1 aplikaénim vyzkumu. Nicméné jeji
vyuziti je pfedevSim v multidisciplindrnim vyzkumu a klade velky dtiraz na pochopeni
mechanisml v nejriznéjSich oborech a osvojeni si pojmi typické pro danou oblast
vyzkumu.

Zakladem této metody je ICP hmotnostni spektrometrie, kterd slouzi k analyze
kapalnych vzorkli a je hojné¢ vyuzivana ke stanoveni primérného slozeni. Indukéné
vazané plazma, vedle dalSich d&ji, zajist'uje ionizaci aerosolu. Nasledné jsou ionty déleny
na zékladé jejich poméru hmotnost / naboj. Hmotnostni spektrometr tedy rozliSuje
izotopy téhoz prvku, a tak vedle analyzy primérného sloZeni umoziuje stanoveni
izotopovych poméra. lonizac¢ni G¢innost ICP je natolik vysoka, ze dokaze ionizovat témer
vSechny prvky periodického systému a vyznacuje se Sirokym linedlnim dynamickym
rozsahem. Je vhodné ke stanoveni kovil 1 nekovill a je vyuzivana predev§im v ultrastopové
analyze diky vysoké citlivosti a nizkym LOD. VSechny tyto vyhody ptedurcuji metodu
pro jeji vyuziti témét ve vSech piirodnich védach.

Jeji spojeni s laserovou ablaci jako vzorkovaciho systému, které nastalo o dva roky
pozdéji, kdy byl uveden prvni komeréné dostupny ICP hmotnostni spektrometr, otevielo
novou éru vyzkumu. Aplikace metody jsou siln€ spjaty s vhodnou volbou ICP-MS
hmotnostnich spektrometrii, pfesnéji analyzatord, které se odliSuji konstrukci a tim
rychlosti analyzy, citlivosti, LOD, rozliSenim, preciznosti a pofizovacimi néklady.
Podobné by bylo mozné definovat rozdily pfi aplikaci riiznych abla¢ni systémt z hlediska
délky pulzu, vinové délky, hustoty zafivé energie, frekvence a velikosti laserového
svazku.

A€ ma LA-ICP-MS nesporné vyhody ve srovnani s jinymi analytickymi technikami,
jeji vyuziti s sebou nese celou fadu negativnich efektl, které museji byt feSeny. Mezi
nejvice diskutované patfi matriéni efekty, frakcionace aerosolu pii samotné laserové
ablaci, transportu nebo v ICP, vyskyt polyatomickych interferenci a hmotnostni

diskriminace.



Pies uvedené¢ nevyhody nasla LA-ICP-MS metoda Siroké uplatnéni ve védnich
oborech jako jsou environmetalni chemie, medicina, biologie, geochemie, forenzni
chemie, aj. a to nejen pro stanoveni obsahti specifickych oblasti vzorku, ale také sledovani

prvkové distribuce v um meéfitku a stanoveni izotopovych poméra.



CILE HABILITACNI PRACE

Cilem je prezentovat mozZnosti a zaroven limity a prekazky pii vyuZiti laserové
ablace hmotnostni spektrometrie indukéné vazaného plazmatu v analyze rtiznorodych
materiali. Metoda byla aplikovana ve studiu slozeni individudlnich bodi a stejné tak i pii
sledovani prvkové distribuce v jednofazovych i vicefdzovych. Materialy pro studium
byly vybirany s ohledem na mozny ptinos do specifickych védnich oborii — archeologie,
paleontologie, medicina, biologie, Zivotni prostfedi, geologie a geochemie.

Habilitacni prace je rozdélena do tii hlavnich ¢asti podle typu studovaného materialu.
Prvni ¢ast prace je vénovana vyuziti LA-ICP-MS v analyze biominerali, nasleduje
vyzkum v oblasti mékkych tkani, a nakonec je prace zakoncena aplikacemi v geologii.

Na prvni pohled by se mohlo zdat, Ze se jedna pouze o aplikaci metody samotné, ale
kazda problematika s sebou nese specifické problémy ohledné /) ptipravy vzorku, 2)
feseni interferenci, 3) kvantifikace, 4) studia interakce laserového svazku se vzorkem —
souvislost mezi matrici a mirou absorpce, souvislosti mezi jednotlivymi abla¢nimi
parametry a spolehlivosti vysledkii a 5) vybéru vhodného ablacniho modu vs. rozliSeni.

Béhem své vice jak desetileté prace s metodou LA-ICP-MS jsem méla moznost
prostudovat vyhody a nevyhody vSech typi hmotnostnich spektrometri —
kvadrupdlového vybaveného kolizni reakéni celou, kvadrupdlového vybaveného
dynamickou reakéni celou i trojitého kvadrup6lu, ICP-MS s analyzatorem doby letu, ICP-
MS s dvoji fokusaci i s multikolektorovou detekci, a ucelove je pouzit pro presné dané
cile vyzkumu. Stejné¢ tak jsem pracovala i s rGznymi nanosekundovymi abla¢nimi
systémy.

Navic diky multidisciplinarit¢ této habilitaéni prace bylo nutné si osvojit
problematiku jiného oboru a metod, které byly vyuzivany pro ovéfovani vysledki
vyzkumu s vyuzitim LA-ICP-MS.

Ke splnéni cile bylo vybrano 19 praci, z nichZz jedna pfedstavuje recenzovanou
kapitolu v knize. Pro uplnost jsou uvadény i bakalarské a diplomové prace studentti, které
byly vypracovany pod mym vedenim, protoze dokresluji fesSenou problematiku, a také
¢ast nepublikovanych vysledkd, které ukazuji smér mého vyzkumu pied nastupem na
matefskou dovolenou. Prace vznikaly v souladu s probihajicim vyzkumem na Ustavu
chemie PiF MU, aby bylo moZné vysvétlit pozorované diskrepance. Vzhledem k jejich
potencialu jsou stejné¢ jako cast nepublikovanych vysledkl stile jest¢ predmétem

vyzkumu a jsou z nich ptipravovany publikace.
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LASEROVA ABLACE S HMOTNOSTNI SPEKTROMETRII
INDUKCNE VAZANEHO PLAZMATU

Samotna hmotnostni spektrometrie je znama vice jak 100 let. Historicky je jeji vyvoj
propojen s rozvojem atomové fyziky, ktera ptispéla k potvrzeni hypotézy o atomové
struktufe hmoty. Je spojena se jmény J. J. Thomson (fyzika, 1906), W. Wien (fyzika,
1911), F. W. Aston (chemie, 1922), L. Paul (chemie, 1954), J. B. Fenn a K. Tanaka
(chemie, 2002), R. F. Curl, H. W. Kroto a R. E. Smalley (chemie, 1996), kteti byli ocenéni
Nobelovou cenou a ve svém vyzkumu vyuzivali metodu hmotnostni spektrometrie nebo
ptispéli k jejimu rozvoji. Pfes objeveni elektronu a vytvoieni modelu atomu, studium
ionizovaného plynu a nasledné¢ konstrukce prvniho hmotnostniho spektrografu a
prokazani existenci izotopt neni tedy pochyb, ze vyvoj MS prosel velmi dlouhou cestou,
nez instrumentace a s ni spojené moznosti aplikace dostaly nynéjsi podobu.

Za otce hmotnostni spektrometrie je povaiovan Thomson, ktery prokazal, Ze
izotopy maji sice stejné chemické chovani, ale lisi se svou hmotnosti a také zavedl pojem
whmotnostni spektrum* (1920). Od konstrukce prvniho parabolického hmotnostniho
spektrografu nasledoval vyvoj prvniho hmotnostniho spektrometru s 180° magnetickym
sektorovym hmotnostnim analyzatorem (Dempster, 1918). Nasledovala konstrukce MS
s délenim ionti v elektrickém a nasledné v magnetickém poli (Thomson a Aston, 1919).
Aston zkonstruoval hmotnostni spektrometr umoziujici elektromagnetické zaostieni
iontového toku a diky tomu se podafilo identifikovat 212 izotopti a byl ocenén Nobelovou
cenou v roce 1922.

Dalsi progres v instrumentaci obecné spocival v teoretickych i praktickych studiich
geometrie elektrického a magnetického analyzatoru, jejich vzajemného upotfadani, a tedy
konstrukce hmotnostniho spektrometru s dvoji fokusaci. Jméno Nier je spojovano
s prvnim komeréné dostupnym (1942) MS s magnetickym analyzatorem, ktery byl
limitovany pozadavkem minimalni energetické divergence ptivodniho iontového toku.
Tento komeréné dostupny MS sehral svou roli v projektu ,,Manhattan* ve 40. letech 20.
stoleti. Diky tomu nezahalel vyvoj MS s dvoji fokusaci (SF), ktery dokaze separovat i
vysoce energetické iontové svazky. Ewald (1946) vychazel z Mattauch-Herzog
geometrie (31,8° B a 90° E) a jeho Gpravou dosahl zvySeni rozliSeni. Dodnes je tato
konfigurace spole¢né s Nier-Johnson (1952, 90° B a 90° E) vyuzivana v modernich
hmotnostnich spektrometrech. Posledni geometrie je v provedeni jak E-B, tak i B-E.

Moderni hmotnostni spektrometry s dvojim zaostienim dosahuji rozliSeni az 20 000.
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Mezi analyzatory dostupné pro anorganickou MS analyzu vedle MS s dvoji fokusaci patii
také kvadrupolovy analyzator (Q) a analyzator doby letu (TOF).

Kvadrupdlovy analyzator (Paul a Stein, 1953) je univerzalnim hmotnostnim
filtrem, vyznaCuje se vysokou stabilitou, vysokou rychlosti analyzy a Sirokym
dynamickém rozsahem. Také diky nizkym pofizovacim ndkladim je nejcastéjSim
vybavenim anorganickych hmotnostnich laboratofi. Jeho nevyhodou je dosazeni
maximalné nizkého rozliSeni (m/Am < 400), které v ptipadé n€kterych aplikaci ¢i analyz
slozitych matric nemusi byt dostacujici a vysledky jsou pak zatizeny spektralnimi
interferencemi. Analyzator doby letu (Cameron a Eggers, 1948) nabizi velmi rychlou
analyzu. Diky principu déleni jsou zdznamy spekter simultannim pro cely hmotnostni
rozsah a dosahuji rozliSeni az 10 000.

V oblasti vyvoje anorganické hmotnostni spektrometrie je kladen dliraz na spojeni
s vhodnou ioniza¢ni technikou zajist'ujici produkei dostateéné intenzivniho konstantniho
toku iontli. Takovyto iontovy zdroj musi zajistit v nejjednoduss$im ptipad¢ atomizaci a
ionizaci u plynnych latek a u kapalnych vzorkli navic desolvataci. Velky progres
zaznamenala anorganicka hmotnostni spektrometrie v dob¢, kdy bylo popséno indukéné
vazané plazma (Fassel a Greenfield, 1964). Prvni komeréné dostupné ICP-MS
s kvadrupolovym analyzatorem je datovano roku 1983. Nasledné byl uveden SF-ICP-MS
(1989). SF-ICP-MS umoziiuje déleni iontll s rozliSenim m/Am = 300-20 000, rychlé
stanoveni prvkld v ultrastopovém mnozstvi a meéfeni izotopovych pomérd. Jeho
nevyhodou jsou vSak vyssi potizovaci ndklady a také pokles citlivosti a tim dosazeni nizsi
preciznosti izotopovych pomért pii praci ve vysSim rozliSeni. Za ucelem minimalizace
interferenci proSel dalSim vyvojem i1 Q-ICP-MS, a to zatfazenim kolizni-reak¢ni cely a
dynamické reak¢ni cely. ZvySeni preciznosti stanoveni izotopovych pomért diky
simultannimu ~ statickému méfeni umoznuje ICP-MS s dvoji fokusaci a
multikolektorovou detekci (MC-ICP-MS). M4 vsak velmi vysoké potizovaci naklady.

Vzorkovéani pevnych materiall vyZaduje jes$té piediazeni laserového abla¢niho
systému k ICP-MS. Prvni spojeni prob¢hlo jiz v roce 1985 a od roku 1990 byly komeréné
dostupné prvni ablac¢ni systémy. Vyvoj ablac¢nich systému je spojen s délkou pulzu
laserového zafeni, jeho vinovou délkou, ale také s moznostmi volby priimeéru laserového
svazku, maximalni hodnoty hustoty zafivé energie a frekvence. Kladen je diraz také na
design a objem ablacnich cel a na dal$i ptidavnd zafizeni, kterd umoziuji dosahnout

stabilniho signalu pfi velmi malém mnozstvi uvolnéného materialu.
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VYZNAM LASEROVE ABLACE ICP HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

Analyticka chemie citd velky pocet metod, které lze vyuzit ke kvalitativni i
kvantitativni analyze. LiSi se zakladnimi principy, instrumentaci, cenou a také
pouzitelnosti v riznych v&dnich oborech. Obecné lze fici, Ze pfedmétem studia byva
stanoveni primérného sloZeni vzorku, ov§em vybér vhodné metody zavisi na skupenstvi
zkoumaného materialu. VétSina metod pracuje standardné v rezimu analyzy kapalnych
roztokl, a tak analyza prvkového slozeni pevnych latek vyzaduje jejich rozklad. Tento
krok zvySuje nédklady na samotnou analyzu prostfednictvim chemikalii a je samoziejmée
casov¢ narocny. Jako dal$i negativni efekt je zvySeni rizika kontaminace, které je zvlaste
kritické u ultrastopové analyzy, a také moznost netplného rozlozeni chemicky odolného
materialu. Pfi splnéni vSech potfebnych podminek v kroku ptipravy vzorku je vybér
metody dan i obsahem prvkii. Neni tfeba volit vysoce citlivou techniku, jestlize
pfedmétem studia jsou procentualni obsahy. Problémem spiSe byva opak, kdy obsahy
prvkii dosahuji hodnot pg kg™ a nize. V takovém piipadé je nutné piihlédnout k limitim
detekce metody.

Standardnim vybaveni analytickych laboratofi zabyvajicich se analyzou
anorganickych latek byva nejcastéji kombinace atomové absorp¢ni spektrometrie (AAS),
optické emisni spektrometrie indukéné€ vazaného plazmatu (ICP-OES) a ICP-MS metoda,
tak aby byl pokryt cely koncentra¢ni rozsah. Vyhodou je i jejich vyuziti v analyze
pevnych latek. V ptipadé AAS ve spojeni s grafitovou kyvetou a v pripad¢ ICP-OES nebo
ICP-MS ve spojeni s laserovou ablaci. Metody anorganické analyzy pevnych latek
muzeme porovnat stejnym zplUsobem jako metody roztokové, a to z hlediska jejich
citlivosti, narokii na pfipravu vzorku, rozsahu méfenych prvkd a v neposledni fad¢ i
z hlediska poftizovacich a provoznich naklada nebo jejich aplikovatelnosti.

Obecné jde vyvoj analyticky metod kupfedu a postupné jsou jednotlivé parametry
metod zlepSovany, coz vede ke zvySovani citlivosti a pouzitelnosti. Tento aspekt je
z pohledu analytického chemika velmi pozitivni, na druhou stranu s sebou nese vyssi
pozadavky na dokonalou znalost pfislusné analytické techniky a také samotné
instrumentace, kterd diky vyvoji vyZaduje opatrny pfistup k aplikacim a ¢asto omezeni
v rutinni analyze a otevira Siroké pole plisobnosti ve vyzkumu.

Hmotnostni spektrometrie indukéné vazaného plazmatu patii mezi velmi citlivé

analytické metody. Prvni vyhody této metody plynou pravé z ICP ionizacniho zdroje,
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ktery umoziuje stanoveni téméi vSech prvkl (kovi i celou fadu nekovi) periodické
soustavy s vyjimkou prvki, které maji ionizacni energii vyssi, nez ma samotny plazmovy
plyn. NejcastéjSim ionizaénim plynem byva argon, a tak znemoZiuje stanoveni
samotného argonu a také He a F. Citlivost plyne z u€innosti ionizace vzorku, kterd
dosahuje témét 100 %, ale tento fakt zavisi na dané matrici. Diky tomu je metoda Casto
aplikovana ve stopové a ultrastopové analyze s LOD v tfadech ppt. Na druhou stranu ma
i velmi $iroky dynamicky rozsah 0,0005-100 pg 1.

Doposud byla tato metoda zmiflovana pouze v souvislosti se stanovenim primérného
slozeni vzorku, ale pravé diky jejimu principu, tzn. analyze na zakladé méfeni intenzity
iontového toku se specifickym pomérem hmota / ndboj (m / z), je vyuzivana také ke
stanoveni izotopovych pomért. Navic 1 aplikace izotopového zifed'ovani, jako
kvantifikaéni metody, predurcuje tuto metodu k certifikaci standardnich referen¢nich
materiald.

Samotna ICP-MS technika je vyuzivéna v analyze kapalnych vzorkd, ale jejim
spojenim s vhodnym vzorkovacim systémem, kterym je prave laserové zaieni, umoziuje
také analyzu pevnych materiali. Pfima analyza pevného materidlu eliminuje jiz zminéna
negativa chemického rozkladu, ale navic poskytuje moznosti analyzy nejen primérného
sloZeni, ale také specifickych oblasti vzorku. Nabizi stanoveni asociace prvki a vyuziti
metody také jako zobrazovaci techniky, studium struktury nebo studium vrstevnatych
materiald a izotopovou analyzu. Ve srovnani s jinymi metodami nevyzaduje, aby material
podrobeny studiu disponoval specifickymi vlastnostmi, jako napt. vodivost povrchu jako
je tomu v pripad¢ elektronové mikrosondy. Diky zaostfeni laserového svazku na velmi
malou plochu vzorku (fadové nékolik um) dosahuje metoda i vysokého lateralniho
rozliSeni s minimalnim mnozstvim vzorku potebného k analyze. Po interakci zanechava
laserovy paprsek na povrchu ablacni stopu, kterd je vSak velmi mal4, a diky tomu je
metoda povazovana za prakticky nedestruktivni.

Samotna ICP-MS technika s sebou nese svoji aplikovatelnost v cel¢ fad¢ analyz a ve
spojeni s in-situ analyzou, moznosti izotopové analyzy s vysokou citlivosti a stanoveni
vétsiny prvklt PSP se dostava na predni misto mezi analytickymi metodami. Stejné tak
jeji vyuziti v nejriiznéjsich védnich disciplinach se znacné rozsituje.

Vyuziti metody roste umérné s vyvojem instrumentace pies kvadrupolové
analyzatory kombinované s dynamickou reakéni celou nebo kolizni reakéni celou, ICP
hmotnostni spektrometry s dvoji fokusaci, analyzatory doby letu nebo multikolektorové

ICP-MS vyznacujici se vys$sim poctem detektord nebo specifickych detektorti umoziujici
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pln¢ simultanni stanoveni nejen obsahu, ale také izotopového poméru skrze celé
hmotnostni spektrum.

LA-ICP-MS je jednou z modernich analytickych metod, ktera za poslednich 30 let
prosla velkym vyvojem a expandovala do zna¢ného poctu védnich obort. Stoupajici
popularitu dokazuje i Obr. 1 sestaveny z dat dostupnych na portalu ,,Web of Science® pti
jednoduchém vyhledavani s klicovym slovem ,,LA-ICP-MS“. Data byla ziskana
v rozmezi let 1991-2019 a cita celkové 6 662 publikaci. Celkovy pocet citaci je 127 984,
respektive 89 815 bez autocitaci. Za poslednich deset let pocet vystupt, jejichz vysledky
a zavéry jsou ziskany praveé pouzitim LA-ICP-MS analytické techniky, stoupl o 25 %.
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Obr. 1: Celkovy pocet zaznamii a citaci na portalu ,, Web of Science ““ s klicovym slovem

, LA-ICP-MS*.

Tyto zdznamy jsou dedikovany celkové 125 rozdilnym oblastem vyzkumu.
Samoziejmé, Ze kazda publikace je pfifazena k vice nez jednomu védnimu oboru, ovsem
nejpocetnéjsi skupinu tvofi geologie, mineralogie, geochemie, geofyzika a jim dalsi
pfidruzené discipliny. Celkové se jednd o 6 000 zdznamu z celkového poctu 9 831.
V prvni desitce se nachéazi pravé analytickd chemie s 893 zaznamy, spektroskopie 633,
archeologie 231, environmentalni védy 136 a antropologie 112. Druhé desitka zdznamu
jiz zasahuje do oblasti s bioaplikacemi a obecné¢ materidlovych véd a tvoii 7,8 %

z celkového poctu zaznamd, coz je v porovnani s prvni desitkou (81,4 %) minoritni ¢ast.
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2D ZOBRAZOVANI POVRCHU POMOCI LA-ICP-MS

LA-ICP-MS metoda umoziuje analyzovat individudlni plochy ve specifickych
oblastech vzorku. U vétsiné aplikaci je vSak vyuzivana k zobrazeni prvkové distribuce
povrchi od meékkych tkani (buiiky, organy, nadorové tkan¢, vlasy) pres kalcifikované
tkané (zuby, kosti, otolity, rybi Supiny, ulity) nebo rizné organické matrice s obsahem
anorganickych prvka (dfevo, jehli¢i). Nabizi mapovéani povrchu prostfednictvim
diskrétnich bodt nebo liniového skenu. Tyto mddy ablace ovliviluji zejména hloubku
ablacni stopy a tim i distribuci velikosti uvolnénych ¢astic a lateralni rozliSeni. Zobrazeni
povrchu pomoci ablace diskrétnich bodl je ovlivnéno primérem laserového svazku a
umisténim bodli v osach x a y. Vyhodou tohoto médu je analyza aerosolu z ptesné
definovaného mista na rozdil od liniového skenu, kdy dochazi k posunu vzorku
simultanné se vzorkovanim povrchu. Pii liniové ablaci je tak dosazeno mensich hloubek
ablacni stopy, uvolnéni vétSich Castic a také horSiho lateralniho rozliSeni. Tim mize
dochazet k mixovani signalu z rGznych matric heterogenniho vzorku nebo smyvani
rozdilu v distribuci sledovaného prvku matricné homogenniho povrchu. To vSak také
zévisi na dal$ich parametrech laserové ablace a ICP hmotnostniho spektrometru (Obr. 2).

Ze zakladnich aspektli mapovani jsou v publikacich feSena nasledujici témata:

e Moznosti vyuziti femtosekundové ablace vs. nanosekundové.

e Vliv vinové délky laserového svazku na distribuci velikosti ¢astic a tim na
kvalitu ICP-MS signalu.

e Vliv designu a velikosti abla¢ni cely na rychlost vymyvani aerosolu a tim i
vliv na lateralni rozlisni.

e Vliv rychlosti analyzatoru ICP hmotnostniho spektrometru na kvalitu ICP-
MS signalu a preciznost vysledkd.

e Kvantifikacni postupy a pfiprava standardnich materiald.

e Vliv matrice a struktury vzorku, obsah vody aj. pfi interakci s laserovym
svazkem.

¢ Citlivost metody vuci zménam chemického slozeni riznych matric.

e Vyuziti porovnavacich prvkii pro normalizaci signalu.

e A vneposledni fadé vyhodnoceni dat a vyvoj softwarti pro 2D zobrazovani.

Vedle téchto zékladnich aspektid musi byt feSeno také praktické vyuziti metody LA-

ICP-MS, a tedy jeji aplikace v riznych odvétvich védy a vyzkumu. Stejné je tomu i v této
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habilita¢ni praci, kde jsou diskutovany vybrané zakladni aspekty spole¢né s moznosti
praktického uplatnéni metody a ziskani informaci dilezitych pro dané odvétvi vyzkumu.

Z tohoto divodu jsou v kazdé z kapitol ivody do problematiky daného oboru.

) Analyza
“\ individualnich bodu
s
& -
> Diskrétnibody ~ gesesessd
— Zobrazovani povrchu
Liniovy sken
Diskrétni body Liniovy sken Vliv parametria LA
Primér laserového svazku Primér laserového
svazku |
Vzdalenost bodd v osach x, y Délka linie
Doba ablace Rychlost posunu Hloubka abla¢ni stopy
Casova prodleva mezi body Casova prodleva mezi | » Distribuce velikosti &astic
vs. rychlost vymyvani liniemi vs. rychlost Lateralni rozliSeni
vymyvani
Energie Energie
Frekvence Frekvence )

Obr. 2: Schéma vyuziti LA-ICP-MS a parametry bodové ablace a liniového skenu a jejich
viliv na ICP-MS signal.
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Laserova ablace ICP hmotnostni spektrometrie v
analyze biominerali

Do pomérné pocetné skupiny biomineralii jsou obecné fazeny anorganické mineralni
latky produkované zivymi organismy. Maji riznorodé chemické slozeni pies karbonaty,
fosfaty, silikaty, oxalalaty, citraty, sulfidy, halidy, oxidy zeleza i manganu a jsou
spojovany také s pusobenim bakterii a hub. I pfes stejné chemické slozeni mohou mit
biomineraly rozli¢né fyzikalné-chemické vlastnosti a tim i rozdilnou roli v organismu.

Obsahem této ¢asti habilitacni prace je aplikace LA-ICP-MS v analyze zobrazovani
povrchu /) jednofazovych systému (fosfatova faze zubii a kosti a karbonatova faze
otolitdl) a 2) vicefazovych systémii — urolitti.

Vzdy se jednd o komplexni pfistup zohlediujici matrici vzorku, pouziti vhodnych
laserovych ablaénich systémt i riznych typi ICP hmotnostnich spektrometrt, vliv
ruznych experimentalnich parametrt tak, aby vysledky vyzkumu byly v souladu s cili
studii v danych oborech, ve kterych jsou pfedmétem badani. Jako Cervena nit se touto
¢asti tahne mapovani povrchu vzorki pies jednofazovy systém apatitu s jeho rozdilnymi
vlastnostmi v riznych ¢astech vzorku a pokracuje pies mapovani vicefazového systému
se zcela odlisSnou matrici. Vysledky jsou soucasti 7 praci (I-VII), jejichz popis je obohacen
o vycet mnou vedenych bakalaiskych a diplomovych praci, které se dané tématice také
vénuji a jejich experimentilné¢ ovéfené¢ vysledky jsou spojeny piimo s nckterymi
publikacemi nebo nepiimo prostfednictvim nabytych zkusSenosti aplikovanych v dal$im
vyzkumu. Cast nepublikovanych vysledkt diplomovych praci je stéle jesté predmétem

vyzkumu a je pfipravovana publikace.

a) Jednofdzova analyza — apatitova faze zubt a kosti

Tato ¢ast habilitaéni prace ukazuje mozZnost aplikace LA-ICP-MS v analyze
kosternich poziistatki, poukazuje na moZné komplikace zpiisobené rozdilnou
stavbou zubu a alteraci bioapatitu, kvantifikaci a navrhuje mozZna FeSeni nebo

naopak pozitivniho vyuziti alterace v zobrazovani struktury.

Neznaméjsimi biomineraly jsou fosfaty a karbonaty vapniku. Fosfat vapniku, pfesnéji

feCeno hydroxyapatit, je hlavni slozkou kosti a zub1l, a pravé jeho proménlivé chemické
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slozeni a stavba predurcuji kalcifikované tkané jako potencialni zdroj rtznorodych
informaci vyuzitelnych v mediciné, materialovych védach, biologii, ale 1 geologii,
archeologii ¢i paleontologii. Zjednodusen¢ slouzi jako archiv chronologického zdznamu
vyZzivy, migrace, zdravotniho stavu, ale také dilezitych environmentalnich ¢i vyvojovych
udélosti.!® Jist& by bylo mozné definovat dalsi védni obory, které se zabyvaji vyzkumem
apatitové faze, nicméné vyzkum prezentovany touto habilitacni praci je zaméfeny na

vyuziti LA-ICP-MS v urceni migrace, vyzivy, stanoveni vhodnych ukazateli alterace

bioapatitu a také pfispéni k objasnéni procesu diageneze kosternich poziistatka.

Jak je velmi dobie znamo, zuby patii mezi nejvice mineralizovanou tkan lidského
téla a jsou povazovany za nejtvrdsi ¢ast lidského organismu. Hlavni slozkou je bioapatit
(Cai0o(PO4)sOH?) lisici se vSak podilem anorganické faze (95-98 % ve skloving, 70 %
dentinu a 50 % cementu), organické faze a vody, strukturou, zplisobem rlstu
v jednotlivych svych &astech a jeho resistence vii¢i chemickym zménam.” Zména
chemického slozeni biogenniho apatitu nastdva u recentnich vzorki prostiednictvim
inkorporace prvk, které jsou soucasti napiiklad ptfijimané stravy a odrazi také na zakladée
izotopového poméru ¥’Sr/*°Sr geograficky piivod. Tohoto faktu se vyuZiva pravé pii
uréovani vyzivy starovéké populace, coz muze slouzit k urceni socialniho postaveni
skupiny, rodiny, jednice nebo samotné oblasti.”!! Ve je také spojeno s migraci/mobilitou
tehde;jsi lidské populace nebo zvifat.!?"!> B&zné jsou pro uréeni stravy pouzivany izotopy
dusiku (8'°N) a uhliku (8'3C). V ptipadé poméru izotopti uhliku je hodnota dana
rozdilnym metabolismem rostlin (C3, C4 a CAM cyklus). Naproti tomu dusik ukazuje na
trofickou troven, dokaze rozlisit rostlinnou, masitou a také motskou stravu. Dale jsou
k tomuto ucelu vyuzivany Sr, Ba, Zn. Soucasti bioapatitu jsou také prvky v minoritnim,

stopovém &i niz§im mnozstvi — Na, Mg, Fe, Al, Pb, Sn, Cu, Hg, Mn.>"#

Moznost vyuziti LA-ICP-MS metody pro mapovani zubni tkdné je popsana

v publikaci 1 Multielemental analysis of prehistoric_animal teeth by Laser-Induced

Breakdown Spectroscopy and Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass

Spectrometry”, ktera kombinuje nejen cilovou metodu LA-ICP-MS, ale také
spektrometrii laserem indukovaného mikroplazmatu (LIBS). Pfi vybéru prvki byl bran
ohled na limity detekce predevsim metody LIBS a na moznost prostudovat vyuziti téchto
metod v archeologii. Byly detekovany prvky Sr, Ba, Zn spole¢né s Na, Mg a také Ca a P.

Byla prokézéna nehomogenni distribuce vétSiny sledovanych prvkll. Vyrazny byl pokles
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v obsahu Na nebo naopak nariist Fe v oblasti kofenového kanalku. Zobrazeni celé plochy
dentinu prostiednictvim prvki a jejich poméra pak vykazovalo pomérné nizkou fluktuaci
v obsazich, pfedev§im v obsahu stroncia. Pfi detailnim pohledu bylo patrné, ze tato
fluktuace koresponduje se strukturou dentinu, ktery vykazuje stfidani tmavych a svétlych

koncentrickych kruhti odpovidajicich zimnimu a letnimu obdobi.

V publikaci I bylo prokazano, ze LA-ICP-MS muze byt aplikovana ke sledovani
distribuce prvkl v kosternich pozustatcich. Byly nastinény prvotni piekazky a zéroven
bylo demonstrovano, ze ma metoda dostatecnou citlivost vii¢i zmén¢ chemického slozeni

s ndslednym pouzitim v archeologii. Publikace ,,Elemental mapping in fossil tooth root

section of Ursus arctos by laser ablation inductively coupled plasma mass spectrometry

(LA-ICP-MS)* (II) je navazujici studii a zabyva se detailné vyuzitim metody v analyze

apatitu stejného vzorku. Vénuje se kvantifikaci pomoci kostni moucky (NIST SRM
1486), kdy pro normalizaci bylo nutné vyuzit vapnik nejen jako normaliza¢niho prvku,
ale také jako prvku porovnavaciho pro korekci rozdilné abla¢ni rychlosti mezi vzorkem
a praSkovym standardem, ktery byl analyzovan ve formé slisované tablety. Diky tomu
mohla byt provedena kvantifikace map métenych izotopli prvki a vypocten primérny
obsah. V této publikaci byly jednoznaéné prokazany sezonni fluktuace Zn a také Sr/Zn,
¢ehoz by mohlo byt pouzito pro uréeni migrace a vyzivy. Nizs§i hodnoty byly detekovany
v zimnim obdobi, kdy dochézi k poklesu piijmu potravy. Podle primérnych hodnot
obsahil Sr, Zn a Ba ziskanych pomoci LA-ICP-MS pouze pro dentin je mozné ziskat také
sloZeni stravy a v pfipad¢ toho vzorku byly vysledky z laserové ablace v souladu s
vysledky geochemické analyzy N a C. Aby analyza byla kompletni, pro ur€eni migrace
medvéda hnédého byla studie doplnéna o vysledky izotopového poméru Sr (8%'Sr), ktery
byl stanoven pomoci metody TIMS (Thermal Ionisation MS) na University of Bergen
(Norsko).

U archeologickych nalezii je nutné diskutovat substituci, a tedy iontovou vyménu
mezi kosternimi pozlstatky s okolnim prostfedim. Nejcastéji dochazi k nahrazeni
hydroxylové skupiny za fluoridové nebo uhli¢itanové ionty. Uhli¢itanova skupina vSak
také substituuje fosfatovou skupinu, a to zejména v procesu fosilizace. V této pozici je
mozné detekovat také pfitomnost chloridovych ionti nebo molekuly vody. Velmi zndmé
jsou i substituce Sr**, Mg?" nebo Na® iontli misto Ca’" aj. Alterace apatitu vede ke

zméndm jeho vlastnosti, jako je naptiklad rozpustnost nebo parametry krystalové miizky,
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a méni se tak jeho citlivost viic¢i dalsim chemickym zménam. Ta roste v fad¢ sklovina —
dentin — cement.'®!” Diageneze (zména chemického slozeni) miize byt mikrobialniho
pluvodu, projevuje se ztratou organické hmoty, rozkladem DNA ¢i mineralnimi zménami.
Proces diageneze ovliviiuji redoxni podminky prostiedi a pH, teplota a okolni voda. Vedle
alterace samotného apatitu se mohou na jeho povrchu sorbovat dalsi latky nebo miize

dojit k vytvoreni sekundarnich mineralt (napt. kalcit, sulfidické mineraly).’

Objasnéni procesu diageneze a nalezeni ukazatele alterace je vénovana celd fada
publikaci, stejné jako publikace I a II.

Z hlediska chemického slozeni a alterace bioapatitu byla v publikaci I korelovana
tvrdost materialu s hloubkou abla¢ni stopy zanechané na povrchu laserovym svazkem.
Korelace mezi hloubkou krateru a chemickym sloZzenim tedy ukézala, Ze apatit v okoli
kofenového kanalku, ktery neni chranény zadnou dalsi vrstvou, je alterovany vice,
nabohaceny o Fe, a naopak zde dochazi i vymyvani prvkl, napt. Na. Z toho divodu je
sledovani signalu prvki, jejichz distribuce by méla byt v dané ploSe ,,homogenni* bez
signifikantnich odchylek, nutnosti. V pfipadé této studie byla usp&$né aplikovana
normalizace na signal Ca. N4hly pokles signalu Ca a P poukazuje na pfitomnost praskliny
¢i faze se zcela odliSnym chemickym slozenim. Zavér, zda obsah minoritnich a stopovych

Podobné i1 publikace II obsahuje ¢ast vénovanou studiu diageneze. Tento krok je
nutné povazovat za nevyhnutelny, pokud maji byt LA-ICP-MS data dale spravné
interpretovana a pouzivana pro zminéné Ucely. Bioapatit ve své neprili§ diageneticky
pozménéné podobé piirozené obsahuje urCité mnozstvi Na, Mg, Sr, Ba, Zn atd. U
fosilniho medvédiho Spic¢dku vSak byl pozorovan pokles v obsahu Na ve specifickych
oblastech dentinu (viz I). Ze se jedna o vliv diageneze, ukazuje i opaéné chovani uranu,
ktery se bézné v apatitu nevyskytuje. Pokud maji byt vysledky interpretovany spravné,
pak je tfeba urcit miru alterace apatitu, kdy pravé sodik a uran mohou slouzit jako
indikétory. V cementu byly také pfi detailni analyze identifikovany ¢astice o velikosti 1
um odpovidajici oxidim-hydroxidim Fe a Mn. V publikaci II je také pojednano o
vhodnosti vyuziti kvadrupélového ICP hmotnostniho spektrometru, ktery mize byt
v jistych ohledech ,,pomaly*, jelikoZ se jedna o sekvencni zdznam. Z toho divodu byla
provedena srovnavaci méfeni s analyzatorem doby letu (TOF-ICP-MS) na California
State University Long Beach vramci projektu ,,Laser ablation inductively coupled

plasma mass spectrometry and laser induced breakdown spectroscopy in archaeology and
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anthropology” v programu KONTAKT. Je diskutovana také korekce driftu ICP

hmotnostniho spektrometru pti dlouhotrvajici analyze

Tomuto tématu byly vénovany uspésné obhdjené 2 bakalarské prace a 2 diplomové
prace vypracované na Ustavu chemie Masarykovy univerzity pod mym vedenim. Jejich

napln je uvedena z diivodu objasnéni vyvoje a sméru vyzkumu, ktery stale pokracuje.

Bakalaiska prace Mgr. Simony Kaupové s nazvem ,Studium diageneze kosti
pomoci LA-ICP-MS*“ (2011) byla vénovéna studiu miry a mechanismu alterace
bioapatitu dlouhé kosti. Samotny experiment spocival v charakterizaci bioapatitu pred a
po deproteinaci a v obou piipadech popisu zmén chemického slozeni vlivem piisobeni

Sr**, Zn** a Ba®" soli o rtiznych koncentracich.

Dalsi uspésné obhdjena bakalaiskad prdace nese nazev , Studium distribuce prvkii ve
vzorcich zubii pomoci LA-ICP-MS* (2011). Prace vypracovana Mgr. Lenkou Tenorovou
byla zaméfena na analyzu zvifecich zubid. I pfes vysoky stupent diageneze byly
diskutovany moznosti vyuziti metody v archeologii pro stanoveni pivodu vzorku.
Pozitivné byla také vyuzita alterace bioapatitu pii vykresleni jemné struktury dentinu
nekterych vzorkl souvisejici s usporadanim dentinovych pérti a chemickym slozenim

v jejich okoli.

Na ptedchozi praci navazovala diplomovd prdce vypracovana stejnou autorkou
Mgr. Lenkou Tenorovou s nazvem ,,Analyza kosternich poziuistatkit pomoci laserové
ablace (2013). Jejim cilem byla specifikace jednotlivych krokii a jejich zhodnoceni
vedouci k GspéSné analyze kosternich pozlstatkli s ohledem na feSeny analyticky i
archeologicky problém. Tato velmi rozsahld prace zahrnuje studium vlivu i) piipravy
vzorku, ii) volby abla¢niho médu (Obr. 3), iii) vybéru plochy k analyze, iv) prostorového
rozliSeni na signaly archeologicky vyznamnych izotopii a v) celkové zhodnoceni Ba/Ca
vs. Sr/Ca za tcelem sledovani slozeni stravy a porovnani s vysledky izotopové analyzy
uhliku (8'*C) a dusiku (8'*N).

Vysledky této diplomové prace jsou déle rozSifovany o analyzu izotopového poméru

8%7Sr pomoci multikolektorového ICP-MS a jsou predmétem dalsiho vyzkumu.
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Obr. 3: Srovnani povrchu vzorku po interakci s laserovym svazkem u a) liniového

skenu i b) bodové analyzy a jejich vliv na vyslednou distribuci matricniho prvku vapniku.

Jelikoz hydroxyapatit jako biomineral pfedstavuje archiv celé¢ fady procest
tykajicich se zivého organismu, ale také zivotniho prostiedi, byla jeho studiu vénovana
jesté dalsi diplomova prdce ,.Laserova ablace v analyze petrifikovanych tkani“ (2013)
vypracovand Mgr. Michaelou Hlozkovou (roz. Vaiikovou).

Prvnim feSenym ukolem byla kvantifikace REE v apatitové fazi, protoze b&ézné
vyuziti kostni moucky nebo kostniho popela (NIST SRM 1400) bylo komplikovano
nepiitomnosti stanovovanych REE a velmi nizkymi obsahy dalSich prvki jako Ti, V atd.
Diky kombinaci s NIST 610 bylo mozné spolehlivé kvantifikovat obsahy REE (suma

REE+Y az 1,9-2,8 hm.%) a stanovit miru alterace.

560 pm 50 um

Obr. 4: a) Tomografické zobrazeni analyzovaného vzorku zubu, b) rez vzorku zality
v epoxidove pryskyrici, ¢) BSE obrazek povrchu, ktery byl analyzovan Sum laserovym

svazkem a d) vysledna distribuce 1*'Ce.
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Distribuce vSak poukazovaly na

1000

pritomnost nékolika fazi odpovidajici
sloZzeni sedimentu nebo ptitomnost faze
s vysokym obsahem Ce (az 50 hm.%), ale o

i Fe a Mn. REE paterny normalizované na

log REE / PAAS

PAAS také poukdzaly na negativni

cerovou anomalii fosfatové faze, a naopak e

10 o

pozitivni v ptipadé¢ Ce faze (Obr.5).

la Ce Pr Nd Sm Eu Gd Dy Ho Er Tm Yb Lu
REE

REE patern fosfatové (cernd) a

stavu Ce a tedy i zménu okolnich podminek cerové faze (cervend) ziskany LA-ICP-MS

analyzou zubu.

Chovani potvrzuje zménu oxidacniho Obr. 5.

v pribéhu fosilizace. Ob¢é faze se také
vyznacovaly malou pozitivni Eu anomadlii. V jednom piipad¢ bylo provedeno také

mapovani povrchu s Ce fazi s primérem laserového svazku 8 pm (Obr. 4).

Jednda se tedy o rozsahlou studii, ktera zachycuje velké mnozstvi dat, jejich statisticke
zpracovani a interpretaci a je prinosem na poli studia fosfatové faze a jejiho vyuziti
k rekonstrukci environmetalnich zmeén a popisu mechanismu diagenetickych procesii.
Prace je v ramci disertacni prace studentky jesté prohloubena a nyni je zpracovavana

publikace popisujici diagenezi apatitu.

Studiu fosfatové faze zubi i kosti se vénuje stale velky pocet publikaci a jsou
v dneSni dobé zaméieny na mapovani sloZeni povrchu s vysokym prostorovym
rozliSenim, studium procesu diageneze a také miry alterace a nalezeni vhodnych

indikatoru. Uvedené prace tedy maji prinos ke studované problematice.

b) Jednofazova analyza — karbonatova faze otoliti

Vedle apatitové faze bylo studovano slozeni otolith v ramci diplomové prdce
Mgr. Barbory SvatoSové s nazvem ,Hmotnostni spektrometrie indukcné viazaného
plazmatu v analyze antarktickych otoliti (2016). Jedna se o komplexni studii
unikatnich vzorkt otoliti (28) odebranych z 5 druhtll ryb chycenych pfi pobiezi ostrova
Jamese Rosse pobliz nejsevernéjsiho vybézku antarktického poloostrova. Prace byla
zamétena na sledovani distribuce vybranych prvki a detekci moznych kontaminantt

zivotniho prostfedi a odkryti chovani riiznych druh@ ryb na zékladé¢ 8%Sr. Kazda
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informace ziskana pro tyto druhy je jedine¢na, jelikoZ jejich Zivot neni zmapovan
v celosvétovém méritku. Imaging povrchu otolitu s matrici uhli¢itanu vapenatého klade
vétsi naroky na nastaveni experimentdlnich parametrii z hlediska LOD a jejich
velikosti.?%

Analyza pevnych vzorkii byla realizovana pomoci hmotnostni spektrometrie
sekundarnich ionti (SIMS)?$, ¢asticemi indukovand rentgenova spektrometrie (PIXE)?’,
rentgenova fluorescence (XRF)?, neutronova aktivaéni analyza (NAA)? a elektronova
mikrosonda (EMPA)*° aj. Vyuziti LA-ICP-MS v analyze otolitti bylo publikovéno jiz
v roce 2002%!, nicméné pocet publikaci ve srovnani s predchozimi lety stoupl pravé od
roku 2016 na téméf dvojnadsobek a stale se tento trend udrzuje.

Prace je wunikatni také diky porovnani nanosekundové (ns) ablace s
femtosekundovou (fs) ablaci za pouziti téméf shodnych hmotnostnich spektrometrti
(Element 2 a Element XR). Prace vznikla na zaklad¢ spoluprace Masarykovy univerzity
s Université de Pau et des Pays de I'Adour (Francie) v ramci pobytu studentky v programu
Erasmus. Dle oc¢ekavani fs ablace poskytla i o dva fady vyssi citlivost a lepsi LOD. Byly
detekovany prvky Sr, Ba, Mg, Ca, Fe a Cu. Spojeni s fs systémem umoznilo detekovat
navic Zn a Mn. Z tézkych kovi byly méfeny Cr, Ag, Cd, Hg a Pb, ale Zadnym systémem
nebyly detekovany. V obou ptipadech byly Gspésné zaznamenany fluktuace jednotlivych
prirtstkt na pomérech Ba/Ca, Sr/Ca a Mn/Ca a identifikovana poloha jadra indikujici
biologické a environmentalni zmény.

Byly tspésné zobrazeny pftirastkové linie pomoci Sr. U stroncia byla ¢ast studia
zaméfena na izotopovy pomér 8%’Sr méfeny u vzorkd vod a také ¢asti otolitl v pevném
stavu. K tomuto ucelu byl pouzity multikolektorovy systém ve Francii (LA-ICP-MS) a
v ptipad¢ roztokové analyzy ICP-MS byly vzorky vod analyzovany Mgr. Jitkou
Mikovou, Ph.D. z Ceské geologické sluzby.

Vramci jednotlivych ptirastki byly zaznamenany jen velmi malé zmény
v pomérech, které poukazuji na pohyb v relativné stabilnim prostiedi bez vyraznych
environmentalnich zmén. V neposledni fad¢ byla vyhodnocena variabilita v prvkovych
obsazich mezi jednotlivymi zkoumanymi druhy ryb. O atraktivité¢ tématu a kvalité
zpracovani vypovidd 1 umisténi studentky na 1.misté v SoutéZi mladych
spektroskopikii v roce 2016 a ziskani 2. mista v posterové sekci 21. Slovensko-eské
spektroskopické konference (Liptovsky Jan, 2016) prezentované predkladatelkou

habilitacni prace. Prace je dale rozSifovana a vysledky jsou podrobovany statistické

analyze dat.
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c) Vicefazova analyza biominerali

Pro studium kosternich pozustatkli a otolithh je charakteristickd analyza pfedev$im
jedné taze. Ve specifickych ptipadech byla detekovana ptitomnost dalsi jiné fdze nebo se
jednalo o stejnou fazi, avsak rozdilného chemického slozeni nejen na urovni minoritnich
a stopovych slozek, ale také s rozdilnymi fyzikalnimi vlastnostmi.

Studium mocovych konkrementii, také patiici mezi biomineraly, ukazalo dal§i mozné
vyuziti laserové ablace ICP-MS spojené s feSenim problémi 2D mapovani vicefazového
systému. Ke vzniku kamenti dochéazi diky vzniku malych krystalkd, pfitomnosti pevnych
¢astic ¢i bakterii. Jednotlivé fyzikalné-chemické procesy vzniku mocovych kament, a
tedy onemocnéni nazyvané ,,urolitidza“, jsou podminény riznymi faktory*> — pH modi,
metabolické faktory, sociologické faktory, vék, pohlavi, klima nebo i ro¢ni obdobi.
Chemické slozeni téchto biomineralt, které se mohou vyskytovat v parenchymu a
dutinach ledvin, ledvinovém kalichu ¢i panvicce, mo¢ovém méchyfti a trubici, je pomérné
rozmanité — pres fosfaty, oxalaty, mocany, uhliitany, sirany, cystinové nebo xantinové
kameny, aj. Ve vétsiné piipadu je sloZeni jednoho konkrementu pravé kombinaci dvou
(50 %) ¢i vice fazi (35 %), kdy nejcastéji vyskytujici se kombinaci je oxalat / apatit.

Studie, které se dotykaji tématu mocovych konkrementli, se zabyvaji
mineralizaénimi ¢i inhibiénimi mechanismy vzniku mocovych kament®*23, vlivem
rtiznych faktor® na jejich vznik 68, fragmentaci pii interakci s vysoce energetickym

3940 3 rliznymi 1é&ebnymi procesy*®*!. Podobné je velké mnozstvi

laserovym svazkem
publikaci v medicinskych nebo chemickych Zurnalech vénovano studiu chemického
slozeni, krystalografickym studiim téchto biominerall a jejich klasifikaci.***> Pravé
pochopeni mechanismu vzniku mocovych kament, jejich chemického sloZeni a nalezeni
maximalniho poctu faktord ovliviiyjicich jejich nukleaci a rist piedstavuje dilezity krok
v prevenci a lécebnych procesech. Za timto tcelem byla aplikovana celd fada metod:
infradervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)*, blizka IC reflektanéni
spektroskopie, XRF, rentgenova difrakce (XRD), X-ray fotoelektronova spektroskopie
(XPS), skenovaci elektronovd mikroskopie (SEM), EMPA, polarizaéni opticka
mikroskopie, LIBS*’, SIMS, Ramanova spektroskopie (RS)***7, tomografie (CT)>7#>4,

Aplikace metody LA-ICP-MS v analyze mocovych konkrementli neni Casta, coz

32 32,50

dokazuje minimalni pocet publikaci (Zluové*, prostatické, ledvinové®2, mocové>3,

1ékové, atd.). Analyza ptimo pevného vzorku pomoci LA-ICP-MS je ojedinélou
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zalezitosti a spiSe jsou aplikovany metody analyzy prumérného slozeni — ICP-MS, ICP-

OES a AAS.%°

Obecné plati, Zze analyza vicefazového systému je nejen pii vzorkovani laserovym
svazkem, ale také samotné ICP-MS analyze komplikovanéjsi nez v ptipadé analyzy
jednoho druhu mineralu. Nastaveni experimentalnich parametri laserové ablace a stejné
tak vytvoieni ICP-MS metodiky nemusi byt pro rizné faze shodné a odviji se jak od
chemického slozeni, tak i jejich fyzikalnich vlastnosti. A pravé moznosti 2D mapovani

povrchu vzorku jsou diskutovany v publikaci III s ndzvem ,,2D _elemental mapping of

sections of human kidney stones using laser ablation-inductively coupled plasma-mass

spectrometry: Possibilities and limitations*. Prace vznikla ve spolupraci s prof. Frankem

Vanhaeckem, mezinarodné uznadvanym odbornikem v oblasti ICP-MS, ptlisobicim na
Ustavu analytické chemie, Ghent University (Belgie) v ramci mého 3mési¢niho védecko-
vyzkumného pobytu. Pfedmétem studia bylo 8 vzorkd s rozdilnym pomérem oxalat /
fosfat a jeden konkrement jako zastupce uratovych kamenl (90 % kyseliny mocové).
Ablace byla provedena pomoci dvou instrumentaci: i) 213nm laserovy ablacni systém
spojeny s kvadrupélovym ICP hmotnostnim spektrometrem (Ustav chemie, Masarykovy
univerzity) a ii) 193nm laserovy ablacni systém spojeny sICP hmotnostnim
spektrometrem s dvoji fokusaci (Ustavu analytické chemie, Ghent University). Publikace
ukazuje souhrn vysledki tykajici se propojeni mezi tvrdosti, hustotou, krystalografickou
strukturou materialu, chemickym sloZenim se stabilitou / intenzitou zaznamenavaného
ICP-MS signalu. Diskutuje moznosti prvkové asociace, které jsou také predmétem studia
vyse citovanych publikaci. Rozdilem je vSak urc¢eni akumulace vybranych prvki piimo
ve specifické fazi na rozdil od pfistupu, kdy je konkrement bran jako celek. Publikace
navic ukazuje moznost vyuziti LA-ICP-MS jako metody pro klasifikaci kamenii podle
jejich mineralogického slozeni. Stanoveni priimérného obsahu vybranych prvki v ramci
jednotlivych fazi bylo feSeno pomoci komeréné dostupného standardu kostni moucky
NIST SRM 1486. Vysledky ziskané vyzkumem za pouziti LA-ICP-MS jsou doplnény,
podpoieny a ovéteny pomoci dalSich metod (FTIR, SEM, EMPA, roztokova ICP-MS,
Vickers test tvrdosti). Soucasti publikace je pomérné detailné rozebirana terminologie
lateralniho / prostorového rozliseni v souvislosti s modem ablace a rychlosti nacitani dat

hmotnostnim spektrometrem.
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Achillovou patou LA-ICP-MS metody je kvantifikace, coz pravé v ptipadé zejména
smésnych kament muze vést ke zkresleni ziskanych vysledkli. Podobna situace je i
v piipad¢ ,Cistych® kament, protoze dostupnost standardi pro jednotlivé slozky
konkrementli je dosti omezena z hlediska makroprvkii 1 stopovych prvkii. Obecné
moznosti, které jsou vyuzivany ke kvantifikaci LA-ICP-MS dat, je hned nékolik.
Univerzalni metodou kvantifikace pti vyuziti ICP hmotnostni spektrometrie se nabizi
izotopové zied'ovani. Tato absolutni metoda kvantifikace je vyuzivana i pfi stanoveni
obsahtli prvkil v certifikovanych / standardnich referenénich materidlech.’! Nicméné jeji
vyuziti pravé pti spojeni ICP-MS se vzorkovdnim s laserovym svazkem je dosti
problematické.’>>* Jako dal$i moZnost se nabizi pouziti standardd v kapalném stavu,
tteba 1 v kombinaci s izotopovym zied'ovanim, které jsou zmlZovany simultdnné
se vzorkovanim povrchu.’> Vzhledem k tomu, Ze suchy aerosol vzorku a vlhky aerosol
davaji rozdilnou odezvu pfi samotném méteni, jsou pred vstupem do ICP mixovany.
Standardni roztok miZe byt zmlZovan piimo do ablacni cely®® a vlhky aerosol pied

39-61 " agarosy®? ¢i vysoce viskozniho

smichanim vysusen.’”*® Je mozné vyuziti Zelatiny
media uréeného pro kryotomickou piipravu vzorkii®, polymethylmetakrylatu®®, které
jsou spikované zajmovymi prvky. Tohoto pfistupu se nejcastéji vyuziva pro bioaplikace
pfi analyze mékkych tkani ¢i analyze nanocéstic. Je mozné setkat se i se standardy
vytvoienymi zaschnutim kapalného standardu — tzv. Dried Droplet Calibration Approach
(DDCA) na nosi¢i®>*” nebo piimo na povrchu vzorku®®,

Dal8i moznosti je vyuziti komeréné dostupného standardu, ktery vSak nemusi
obsahovat vSechny stanovované prvky nebo nemuseji byt ve vhodném obsahu.
V takovém piipadé lze vyuzit spikovani pomoci standardnich roztokd.®*’® Ovsem
variabilita z hlediska matric analyzovanych pomoci LA-ICP-MS je velmi vysokd a
moznost kvantifikace s vyuZzitim dostupnych standardi naopak nizka. Je tedy mozné

773 jako jsou riizné praskové

ptistoupit k pfipraveé standardt z matricnich materialii
materidly, které svym chemickym slozenim odpovidaji vzorku, nebo vyuziti piimo
realnych vzorkii™. Ve vétsing piipadt se jedna o pragkové materialy, které jsou lisovany
do tablet at’ uz s pojivem, nebo bez ngj. DalSi moznost piedstavuje vyuziti sol-gel
techniky.”*76

Obecné Ize tvrdit, Ze oblast tykajici se kvantifikacnich postupu p¥i aplikaci LA-ICP-
MS metody v analyze nejriznéjSich vzorki, je stdle jesté ne zcela probddand a stiedem
zajmi celé iFady vyzkumnych projektii. Vyhoddm a nevyhoddm rtznych kalibra¢nich

piistupti z hlediska metrologie je vénovana publikace Sargent et al.”’
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Dalsim krokem bylo pfipravit a otestovat standardy vhodné pro analyzu
mocovych kamenii a vysledky byly zvefejnény v Journal of Analytical Atomic

Spectrometry v publikaci pod nazvem ,,Preparation and testing of phosphate, oxalate

and uric acid matrix-matched standards for accurate quantification of 2D elemental

distribution in kidney stones sections using 213 nm nanosecond laser ablation

inductively coupled plasma mass spectrometry* (IV).

Vzhledem k rozmanitosti chemického slozeni, vyuziti dostupnych standardnich
materiala v praskové podobé nebylo dostacujici. Byla pfipravena sada kalibracnich tablet
— matrix matched — z reélnych konkrementll majici rozdilny podil oxalatu (whewelitu i
wedellitu), fosfatu (amorfni apatit, struvit) a také kyseliny mocové. Publikace dava ptinos
v oblasti samotné pfipravy, testovani laboratorné piipravenych tablet z hlediska
homogenity, hustoty, tvrdosti i soudrZnosti pelety, jejich chovani pii interakci
s laserovym svazkem. Ukazuje dosazenou linearitu (s koeficientem determinace
>0,9955), LOD pro stanoveni P, Na, Sr, Zn, Ba a Pb (>2 mg kg™") a koncentra¢ni rozsahy,
pro které jsou kalibra¢ni standardy vhodné. Hodnoty charakterizujici jednotlivé
kalibra¢ni zavislosti vychézeji ze statistického zpracovani dat berouci v tivahu chyby
stanoveni vSech vstupnich hodnot, testovani odlehlych hodnot a vypocet konfiden¢nich a
predikénich pasti a LOD pro kazdou zavislost. Je také diskutovana problematika vnitiniho
standardu a srovnani ¢tyibodové kalibrace vs. jednobodovy kalibraéni pfistup, ktery je
hojné vyuzivan pii aplikaci LA-ICP-MS. Porovnani je provedeno i prostfednictvim
komer¢né dostupného standardu kostni moucky.

V zavéru publikace je ukdzana aplikace matrix-matched standardd pfimo pfti ablaci
povrchu urolitu, ktery obsahoval jak ¢ast fosfatovou, tak 1 oxalatovou a jsou diskutovany
jednotlivé kroky vedouci ke kvantifikaci naméfené prostorové distribuce.

Diky komplexnimu pristupu k jednotlivym krokim pfipravy matrix-matched
tablet, zpracovani dat, a i vyuZiti standardi k zobrazeni prvkové distribuce
prostiednictvim interakce slaserovym svazkem a detekci ICP-MS technikou,

predstavuje publikace velky prinos v oblasti aplikace LA-ICP-MS.

Na podobné téma byla publikovana prace s nazvem ,,Laser ablation methods for

analysis of urinary calculi: Comparison study based on calibration pellets* (V). Prace

vznikla na zikladé disertaéni prace Mgr. Katefiny Stépankové, Ph.D. (roz. Proksové).
Cilem prace bylo porovnani laserové ablacnich technik (LIBS, LA-LIBS, LA-ICP-OES
a LA-ICP-MS) na tabletach ptipravenych z urolit podobné jako v ptedchozim piipad¢.
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Nejedena se vSak o stejné tablety, protoze vtomto piipadé byly pfipraveny pouze
rozdrcenim a rozetienim konkrementti v achatové tfeci misce. Homogenita ptipravenych
tablet byla nizk4, ale na druhou stranu Iépe odraZela riznorodost mineralogického slozeni
skrze analyzovany povrch vzorkl. Podil na této praci nedosahuje takové hodnoty jako u
ostatnich publikaci pravé diky pouziti dalSich laserové ablacnich technik a odpovida
pouze ¢asti prace vénujici se LA-ICP-MS metod¢.

Na zékladé dlouhodobé spoluprace s Mgr. Katefinou Stépankovou, Ph.D. (roz.
Proksovou), kterd se analyze mocovych kameni vénovala v rdmci své bakalarské prace,
u které jsem byla oficidlné jmenovana ,konzultantem®, diplomové i disertani prace

vznikly jesté 2 dalsi publikace ,,Laser ablation methods for analysis of urinary calculi:

Comparison_study based on_calibration pellets” (V1) a ,Study of distribution of

elements in_urinary stones using laser ablation ICP-MS spectrometry* (VII) vydané

v Chemickych listech. Podobné¢ jako v pfedchozich publikacich je zde zameéteni na
mapovani povrchu vzorkl urolitli, avSak bez jakékoli kvantifikace. Navic je uveden rozdil
mezi bodovou ablaci a liniovym skenem a jednd se spiSe o pilotni studie a prvotni

vysledky ziskané na téchto vzorcich.

Publikace uvadéné v sekci ,,Biomineraly se zabyvaji vyuzitim laserové ablace ICP
hmotnostni spektrometrie v oblasti zobrazeni povrchu a sledovani distribuce prvkt. Vzdy
bylo nutné fesit potencidlni interference, vhodné nastaveni experimentélnich parametrii
laserové ablace i ICP hmotnostniho spektrometru tak, aby byly naplnény cile jednotlivych
praci. Prace byly hojné prezentovany na narodnich i mezinarodnich konferencich formou
posteru 1 pfednasek. Zkusenosti s mapovanim byly také shrnuty v textu s ndzvem ,,LA-
ICP-MS a lateralni mapovani‘, ktery je soucasti sborniku k 8. kurzu ICP-MS/OES 2015
(ISBN 978-80-905704-3-6) v rozsahu 21 stran.
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Dalsi ¢ast vyzkumu probihala v oblasti vyuziti laserové ablace ICP-MS v analyze
mekkych tkdni. Z anatomického hlediska méekka tkan predstavuje nekalcifikované a
nemineralizované ¢asti lidského téla. Je definovana jako tkan, kterd spojuje, podporuje
nebo obklopuje dalsi struktury a orgdny.

Samoziejmé, Zze aplikace metody se nevztahuje pouze na studium vzorki
odpovidajici definici podle Iékarského slovniku, ale zahrnuje také soubory tkéni
vykonavajici stejnou funkci — organy, nebo naopak zékladni stavebni jednotky tkani —
buiiky. Zaroven je tfeba uvazovat také tkan rostlinnou. Uplatnéni metody LA-ICP-MS
v analyze biologickych tkani pro zodpovézeni riznych biomedicinskych otdzek je
nesporné. Hojné je vyuzivana k zobrazeni prvkové distribuce, tzv. 2D imagingu, ktery je
také oznacovan zkratkou MSI (Mass Spectrometry Imaging) a je spojena s patologickou
fyziologii, imunohistochemii, farmakologii, toxikologii, proteomikou, metabolomikou,
forenzni environmentalistikou.

Zacatky bioimagingu jsou spojeny s jednoduchym mapovéanim povrchu zvitecich 1
lidskych tkani (jater’®”, ledvin®®®!, plic®!#2, sleziny®!, lymfatickych uzlin®!, mozkové

tkang’%3), pres lidské tkan& s nadorovymi objekty %8435 tkané po aplikaci 1é¢iv 61-86-88)

:92-94

81.89-91 " jzotopové / prvkové znacenymi latkami®>* nebo

tkdn¢ dopované nanocasticemi

82,90

kvantovymi teCkami slouzicimi ke sledovani rakovinovych markert a diagnostiku,

post-mortem analyzou lidskych tkanich ve forenzni patologii a toxikologii®®, az k analyze
jedné buriky®?67-20.969%8 '\ neposledni fad& jsou mékké tkané testovany také v navaznosti

na zneCiSténi zivotniho prostfedi nebo sledovani proteinti prostfednictvim vazby kov-

100,101

protein.”” Je spojovdna s neurodegenerativnimi nemocemi — Parkinson a

53,59 79,102

Alzheimer>”>”, nebo také spomérné¢ vzacnym Wilsonovym onemocnénim
Nejcastéji jsou vzorky analyzovany ve formé tenkych platkd tkdné¢ (~10-
20 um) uchycené na vhodném nosici (napt. skle). Ve vyjimecnych ptipadech jsou
analyzovany i fezy ten¢i ~2-3 um, coz vSak klade diraz na jemné odprasovani povrchu,
rychlé vyplachovani zablacni cely a dostateCnou citlivost ICP hmotnostniho

spektrometru. 809
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Od samotného pocatku vSak byla snaha ziskat informace také o kvantitativnim
zastoupeni prvkid a byly vyuzivany komeréné dostupné standardy’® nebo se jednalo o
vzajemné porovnani tkani se spikem a bez néj po peclivé homogenizaci, vymrazeni a

56.83.84.103 "postupné pribyvaji také publikace o

naneseni tenkého platku na vhodny nosi¢
vyuziti laboratorné ptipravenych standard@i na bazi spikované Zelatiny®!, agarésy,
celulosové membrany®®, vymrazovaciho média®, polymethylmetakrylatu®, soubézné
zmlZzovani standardnich roztoki s ablaci®®, izotopové ziedovani®® atd., jak je uvedeno
v sekci ,,Vicefazova analyza biominerali“. Diky rostoucimu poctu projektii na téma
bioimagingu se objevuji i clanky, které se zabyvaji spiSe zpracovanim a vizualizaci dat,

a tedy prezentaci softwaru nebo makra vytvoreného kolektivem autori.'%4-106

Vedle LA-ICP-MS jsou vyuzivany i dalsi techniky jako napf. FTIR3107
XFR*1%  SIMS/nanoSIMS®7,  MALDI-MSI®!'%®  fluorescenéni mikroskopie®?,

konfokalni mikroskopie®.

S touto problematikou souvisi publikace s ndzvem ,,Study of metal accumulation

in tapeworm section using laser ablation-inductively coupled plasma-mass

spectrometry (LA-ICP-MS)*“ (VIII), jejimz cilem bylo prozkoumat akumulaci olova

v t¢le tasemnice. Vedle olova byla sledovana distribuce Zn a Fe jako prvkul pfirozen¢ se
vyskytujicich v biologické tkani. Olovo bylo do téla tasemnice pfenasSeno prostfednictvim
krysy jako nosice tasemnice, které bylo po dobu 6 tydni perordlné podavano Pb
(Pb(NO3)2) s celkovou davkou 36 mg Pb. Vzorky byly analyzovany ve formé tenkych
fezl zalitych do parafinu s tloustkou 40 pum. Za Gcelem kvantifikace byly laboratorné
piipraveny standardy spikovanim agardsového gelu. Diskutovana je problematika
ptipravy, vlivu pH a ovéfeni skutecné koncentrace prvki. Detailné je studovéana
homogenita standard, vliv riznych parametrt laserového systému (primér laserového
svazku, hustota zafivé energie) a mody ablace (bodova analyza vs. liniovy sken).
Dilezitou soucasti publikace je charakterizace interferenci a jejich korekce v zavislosti
na hloubce propdleni laserového svazku skrze ptipravené standardy. Pro testovani byly
navic pouzity 2 laserové systémy s rozdilnymi vlnovymi délkami (213 nm vs. 193 nm) a
je tedy porovnavana linearita kalibracnich zavislosti spolu s LOD a rozdil v absorpci
laserového zafeni samotnym vzorkem 1 standardy. V zavéru publikace je ukéazana
vyuZzitelnost standardl pfi imagingu povrchu redlného vzorku a distribuce Zn a Fe a také

lokalizace mist skrze fez s vyssi akumulaci Pb.
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Pfi podrobném studiu publikaci vénujicim se pripravé standardi je jen velmi
mala ¢ast vénovana pripravé agarésovych standardum. Celkové Zadna z publikaci
se nevénuje porovnani riznych abla¢nich systémi, vlivu rozdilné absorpce mezi
vzorkem a standardem. Opét diky komplexnimu pristupu a zaméreni na samotnou

laserovou ablaci je publikace v této oblasti jedine¢na.

Ptikladem pilotni studie analyzy rostlinného materidlu laserovym svazkem je

publikace “Utilization of Laser-Assisted Analytical Methods for Monitoring of Lead

and Nutrition Elements Distribution in Fresh and Dried Capsicum annuum L. Leaves”™

(IX). Porovnava vysledky metody LIBS a LA-ICP-MS stejn¢ jako v pfipadé publikace I.
Sledovanym prvkem bylo olovo, s cilem najit, kde dochazi k jeho akumulaci v listech
papriky. Olovo bylo zvoleno v navaznosti na fytoremediaci. Distribuce olova byla
korelovéna s distribuci manganu a drasliku. Navic v§ak byly porovnavany signaly ziskané
ablaci Cerstvych i suSenych vzorkti. Obé metody poskytovaly stejné vysledky s akumulaci
prevazné v Zilnatém systému a také ukazaly, Ze lepSich vysledkt je dosazeno na susenych
vzorcich, pravdépodobné diky dosazeni nizsich limiti detekce. Distribuce drasliku nebyla
nijak ovlivnéna akumulaci olova. PFinos publikace spociva v prezentaci moZnosti
obou metod a také jejich omezeni v pripadé zpracovani vzorku a nizkych

koncentraci sledovanych prvki.

S publikaci VIII vznikla v rdmci projektu ,,Elemental mapping of plant and animal
accumulators of heavy metals; where are they accumulated?* také publikace ,,Variability

of trace element distribution in Noccaea spp., Arabidopsis spp., and Thlaspi arvense

leaves: the role of plant species and element accumulation ability* (X). V tomto piipade

byla metoda pouzita pro sledovani distribuce Cd a Zn u rostlin, které jsou povaZzovany za
hyperakumulatory — Noccaea caerulescens, N. praecox a Arabidopsis halleri téchto
prvkii. Aby bylo mozné provést srovnani a potvrdit schopnost akumulace vybranych
rostlin, byly analyze podrobeny také Thlaspi arvense a A. thaliana jako zéstupci
neakumulujicich rostlin. Srovnavéana byla akumulace v parenchynu a Zilnatém systému.
Vedle jiz minénych prvki byla sledovana odezva izotopt prvki C, Mg, P, Si, Ca, Mn,
Fe, Cu a Pb. V publikaci je také diskutovano pouziti izotopu C pro normalizaci dat. Data
byla podrobena statistickému zpracovani a byly feSeny vzajemné asociace prvkl a
mnozstvi akumulovanych prvkl rostlinami. Tato témata byvaji ¢asto diskutovana

v publikacich vénujici se analyze rostlinného materiali. Prednosti publikace je
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vyuziti statistickych metod v imagingu a také stanoveni miry akumulace prvki

v rostlinach rostoucich na dlouhodobé kontaminované padé.

At uz se jedna o biomineraly nebo analyzu mekké tkdn€ metodou LA-ICP-MS, jejich

spole¢na tématika je shrnuta v recenzované kapitole ,,Laser Ablation Inductively

Coupled Plasma Mass Spectrometry as a Tool in Biological Science* (XI), ktera je

soucasti knihy Natural Products Analysis: Instrumentation, Methods, and Applications
vydana v roce 2014 John Wiley & Sons. Tato kapitola s rozsahem 36 stran popisuje rizné
abla¢ni systémy, vliv vinové délky na distribuci velikosti ¢astic aerosolu, ICP hmotnostni
spektrometry — druhy analyzatori, jejich pfesnost, rychlost aj., a také ptidavna zafizeni
pro minimalizaci interferenci a jejich uplatnéni, vyhody i1 nevyhody. Diskutovan je také
aspekt ablacniho mddu, kvantifikace LA-ICP-MS dat, normalizace signdlu a pouZiti
porovnéavaciho prvku. Pomérné rozsahle je zpracovana reSerSe zobrazovani povrchi
tvrdych 1 mékkych tkani. Zahrnuta je 1 ¢ast popisujici spojeni separacni techniky na
polyakrylamidovém gelu (PAGE), kterd je hojné vyuzivana ve studiu proteind, a

porovnani LA-ICP-MS s ostatnimi metodami ur¢enych ke studiu pevnych materiala.

Vedle publikaci VIII-XI byl provadén vyzkum v oblasti single cell analyzy pomoci
LA-ICP-MS. Prace spocivala vtestovani bunécné linie SK-OV-3 dopované
potencidlnim 1é¢ivem na bazi organokovovych latek. V ptipadé této studie se jednalo o

latku na bazi ferrocenu (Obr. 6).

SAD RV

Obr. 6: Latka ¢. 10 testovana jako potencialni lécivo.

Bunééné linie byla vystavena piisobeni latky ¢. 10 na pracovisti RECAMO
(Masarykav onkologicky ustav, skupina doc. Mgr. Romana Hrstky, Ph.D.). Nésledné
byly bunky naneseny na sklicko a dale byly analyzovany pomoci LA-ICP-MS metody s
cilem vystopovat, zda se néjaké potencidlni 1é¢ivo v buiikach najde a s jakou distribuci
Fe.

Single cell analyza jednozna¢né nepatii mezi rutinni aplikace LA-ICP-MS metody.

Obecné lze fici, Zze vzdy pii pouziti techniky LA-ICP-MS je nutné feSit i) vybér
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instrumentace — at’ uz abla¢niho systému nebo ICP hmotnostniho spektrometru s ohledem
na analyzovany material a cil analyzy, ii) spravné zvoleny mdd ablace a jeji podminky,
iii) vhodné nastaveni ICP hmotnostniho spektrometru, coZz velmi zavisi na pouZité
instrumentaci, iv) interference, v) samotna ptiprava vzorku, vi) pouziti dal$iho zatizeni
pro zvyseni signalu méfenych izotopt a v neposledni fadé i vii) samotna piiprava vzorku
€1 viii) ptiprava standardt s naslednou kvantifikaci. V ptipad¢ analyzy jedné buiiky byva
vyteSeni vétSiny zminénych bodi stézejni.

Prace ptedstavuje pilotni studii, kterd by méla odhalit moZznosti LA-ICP-MS metody
v analyze jedné bunky. Vzhledem k pfedpokladu velmi nizkého obsahu Fe a navic
v kombinaci s velikosti bunék (jednotky-desitky um) a tedy odprasenim velmi malého
mnozstvi materialu, bylo nutné minimalizovat pocet mérenych izotopii. Z tohoto divodu
bylo méfeni realizovano pouze na jednom prvku — Fe a nebyly sledovany distribuce
matri¢nich (napt. C) nebo potencidlnich interferujicich izotopii. Pfi vybéru vhodného
izotopu je nutné tedy vzit v ivahu zastoupeni izotopu v ptirod€. Z toho hlediska nejvice
vyhovuje *°Fe. Nevyhodou toho izotopu je vSak moznd interference s “’Ar'®O nebo
28Si28Si. Vybér jiného izotopu vSak neni fesenim diky kombinaci jak nizkého zastoupeni,
tak 1 vyskytu interferenci. V tab. 1 je uveden pouze maly vycet zakladnich interferenci,
které je mozné ocekavat at’ uz z matrice vzorku, tak i podkladového materialu. Nicméné,
naptiklad interference pochdzejici z kfemiku je patrnd v ptipad¢ tvrdSich abla¢nich

podminek, kdy laserovy svazek odprasi vzorek i s ¢asti podkladového materialu.

Izotop Fe Zastoupeni (%) Ptiklad potencialnich interferenci
54Fe 5,85 S4Cr, 26Mg(13C13C)ZSSi’ 25Mg(12C13C)298i,
2Mg2Si'H
S6Fe 91,8 WA160), 2881288 1204 Ca, BCHCa
SFe 2,12 PArl70, 288i%8i, 3C*Ca
8Fe 0,28 PAr70, 2°Si®Si, #Ni

Tab. 1: Seznam izotopii zZeleza s jejich zastoupenim a moznymi interferencemi.
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Navic minimalizace interferenci mtize byt provedena i prostfednictvim samotného

ICP-hmotnostniho spektrometru.
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Obr. 7: Fotografie ICP hmotnostniho spektrometru s dvoji fokusaci a dil slouzici pro

vyber rozliseni. (www.thermofisher.com)

Spektrometr ICP-MS s dvoji fokusaci (SF-ICP-MS) s nazvem ELEMENT?2 (Thermo
Scientific) umoziiuje minimalizovat vliv interferenci prostfednictvim vybéru Stérbiny
s rozdilnou tloustkou, a tedy méteni v nizkém (LR), sttednim (MR) a vysokém rozliSeni
(HR) (Obr. 7). Pouziti SF-ICP-MS v nizkém rozliSeni odpovida méfeni na samotném
kvadrupolovém ICP-MS, a navic bez kolizni cely. Nicméné¢ ELEMENT?2 dosahuje
v tomto modu vyssi citlivosti. Prace ve stfednim rozliSeni pfedstavuje zna¢nou redukci
toku iontl a vybér pouze uzké ¢asti piku. Tim je dosazeno az eliminace interferenci, ale
na druhou stranu snizeni intenzity signalu a zhorSeni LOD. Z téchto divodu byl
hmotnostni spektrometr ladény s ohledem na maximalni citlivost a také, aby doslo

k rozdéleni piku *°Fe a “°Ar'%0 pii méfeni ve sttednim rozliSeni (Obr. 8).
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Obr. 8: Separace pikii *°Fe a *°Ar'°0 pri mérent ve stiednim rozlisent.

Stejné€ byly optimalizovany hodnoty §itky hmotnostniho spektra, pocet bodu, kterymi
je pik vykreslen, Sifka integraéniho okna a integracni ¢as izotopu, aby celkovy cas
zaznamenavana intenzita byla maximalni. Nutno podoktnout, Ze optimalizace probihala
pfimo na redlném vzorku a bylo nutné namétené fluktuace korelovat s velikosti shluki
ablatovanych bun¢k, a tim by i variabilita souvisela s rozdilnou tloustkou vzorku,
rozdilnym mnozstvim odpafené¢ho materidlu a rozdilnou akumulaci Fe v rdmci bunck.
Prvotni nastaveni metody bylo provedeno spiSe orientacné s tim, Ze po optimalizaci
vhodnych ablaénich parametriit miize byt metoda dodate¢né upravena. K tcelim studia
interakce laserového svazku s buitkami byla vSak vhodna a davala dostate¢nou odezvu.

Ve spojeni s SF-ICP-MS byl k analyze bunék zvolen abla¢ni systém Analyte G2.
Vyhodou abla¢niho zafizeni je konstrukce ablacni cely. Jedna se o systém 2 cel, z nichz
vétsi cela slouZzi jako prostor pro umisténi drzadku vzorkl (Obr. 9a) a druha cela malého
objemu zajist'ujici odnos uvolnéného aerosolu (Obr. 9b). Obé cely jsou proplachovany
nosnym plynem o rozdilné rychlosti prutoku. Vyhodou usporadani je moznost vlozeni
neékolika vzorkt v podobé tenkych platkt mékké tkané / kvantifikacnich standarda
umisténych na nosici a zdroven vlozeni tablet o priméru 2,5 a 1 cm. Vzorkovaci cela,
kterd je umisténa nad samotnym vzorkem, je napojena na pohyblivé rameno, které
spole¢né s pohybem celé cely umoznuje vzorkovani v kterémkoli misté abla¢ni komory
s konstantni vzdalenosti od vzorku. Konstantni vzdalenost miize byt naruSena

navrstvenim bunék v jednom misté, nicméné rozdily ve vySce vSak dosahuji velmi
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malych hodnot. Druhou velmi duilezitou vyhodou je objem vzorkovaci cely, ktery
ovliviiuje rychlost vyplachovani a tim i kvalitu signalu. Cim rychlejsi je vymyti cely po

ablaci, tim je dosazeno lepSiho prostorového rozliSeni a nedochédzi k mixovani signal

z riznych fazi.

Obr. 9: a) Design ablacni cely laserového ablacniho systému Analyte G2 (Teledyne
Cetac) a b) zobrazeni toku ablacniho plynu s aerosolem vzorku v malé sberné cele.

(http://www.teledynecetac.com/products/laser-ablation/helexii)

Pro studium interakce 193nm laserového svazku s buitkami byl zvolen liniovy sken,
ktery je vuci povrchu vzorku SetrnéjSi nez bodova analyza. Vznikla ablacni stopa
nedosahuje takové hloubky, a navic neni ¢asov¢ a ani finanén€ naro¢nd. Pozornost byla
vénovana rychlosti posunu vzorku pii ablaci a také praméru laserového svazku
dopadajiciho na vzorek. V piipadé velikosti svazku byl pozadavek jednoznaény — ¢im
mensi, tim vetsi pravdépodobnost vykresleni distribuce v ramci jedné buiiky, ale tim
dochazi k ablaci mensiho mnozstvi materidlu a ztraté citlivosti. U rychlosti posunu je
pozadavek velmi podobny, ¢im mensi piekryv, tim je mozné rozeznat i jadro buiiky, ale
opét tento pristup klade naroky na dostatecnou citlivost.

Velikost svazku byla testovdna v rozsahu 8-20 um za konstantnich parametrii —
hustota zafivé energie, frekvence a nastavenim rychlosti posunu tak, aby kazdy bod
nacitaného Casové rozliSeného signdlu odpovidal pii frekvenci 10 Hz danému primeér.
Navic je zajiSté€no stejné procento piekryvu krateri v zavislosti na jejich priméru (87 %).
Vzhledem k tomu, Ze studie byla provedena na redlném vzorku, bylo kazdé¢ méteni
opakovano 3x. Nicméné z vysledkli nebyl jednoznacné prokdzany vliv priméru
laserového svazku (Obr. 10) pravdépodobné diky variabilit¢ signalu izotopu Zeleza

zavislého na poctu ablatovanych bunék.
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Obr. 10: Priimérnd hodnota signdlu “°Fe po ablaci bunék laserovym svazkem rozdilného

prumeru.

Naopak sledovani zmény signalu pfi konstantnim priiméru, ale rozdilné rychlosti

posunu a klesajicim piekryvem (A — 97 %, B —96 %, C — 96 %, D — 87 % a E — 73 %)

ukazuje, ze snizeni piekryvu vede postupné ke zvysSeni signalu pravdépodobné diky

odpraseni tenké povrchové vrstvy s vétSim podilem cerstvého povrchu (Obr. 11).
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Tento projekt navazoval na studii, kdy soubézn¢ s testovanim moznosti v laboratofi
dostupné instrumentace byly opakované analyzovany bunécné linie SK-OV-3 a A2780
dopované i dalSimi latkami na bazi ferrocenu (Tab. 3) o riznych koncentracich s cilem
zjistit primérnou koncentraci Fe v buiikdch a ovéfit tak vysledky ziskané diferencni
pulsni voltametrii provedené na MOU. Latky byly piipraveny na Ustavu chemickych
procestt AV CR a Ustavu fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR.

Roztokova analyza (SN-ICP-MS) nebyla rozhodné rutinni zalezitosti. Musela byt
vypracovana studie, kterd ukdzala, jaké mnozstvi bun¢k je pottebnych k detekci Fe po
aplikaci latek a jejich proniknuti do samotnych bunck. Ve vétsiné piipadt byly
experimenty zaloZzené na meéfeni Zeleza, které mize byt velmi snadno zatizeno
kontaminaci. Provadéni v nékolika replikatech bylo z hlediska vysokého poctu bunck
neredlné (1 x 107) a bylo opakovano pouze pii spornych vysledcich. Rozklady byly
provadény v PFA kadinkach, do kterych byly buiikky na MOU staceny, za ptidavku HNO3
a H202. Aby byla zajisténa stejnd matrice pii méteni, byly vzdy rozlozené vzorky
odpafeny do sucha a zpétné¢ rozpustény v ifedéné HNOs. Diky predpokladu nizké
koncentrace Fe, které je schopno do bunky proniknout, bylo nutné minimalizovat i

celkovy objem po rozkladu vzorku, ktery ¢inil 2 ml.

Latka ¢. 5 Latka ¢. 9 Latka ¢. 10

RS Coaalrt CERE S 40w

Latka ¢. 17 Latka ¢. 33 Latka ¢. 41
b o < g .
ool ol Qo wg%*

Latka ¢. 45 Latka ¢. 47 Latka ¢. 74

O OCNNCO [

Tab. 3: Seznam latek, které byly predmétem studia SN-ICP-MS a néktere také LA-ICP-
MS
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Souhrnné lze fici, ze ziskani vysledku pfi analyze bun€k v souvislosti s vyzkumem
organokovovych slouCenin jako potencidlnich chemoterapeutickych 1é¢iv zahrnuje
nckolik kroku: i) syntéza latek, ii) jejich interakce s bunkou a iii) testovani riznymi
analytickymi technikami. Je obecné znamo, ze pronikéani organokovovych latek probiha
pouze ve velmi malém procentu, a tudiz chyba kazdého mezikroku muize vést ke
zkreslenym ¢i mylnym vysledktim. Z tohoto divodu byl také ovétfen krok rozkladu za
pomoci latky &. 33 (Tab. 3), ktera byla inkubovéna s 6,15 x 10° bunék. Ty byly nasledné
rozdéleny na 4 dily s rostoucim poctem bunék. Odezva obsahu v zdvislosti na poctu
buné&k byla linealni s koeficientem determinace R? = 0,9914.

Priklad vysledku odezvy ICP hmotnostniho spektrometru s rostouci koncentraci po
aplikaci uvedené latky do celkového mnoZstvi bunék 2 x 10° je uveden na Obr. 12. Tato
latka byla nejcastéjSim predmétem vyzkumu pravé diky jejimu ,relativné snadnému
proniknuti do zkoumané bunééné linie. Aplikace slouceniny byla provedena ve dvou

replikatech a vzdy bylo provedeno 5 méteni.

I T I T I U I ! I e I T
1.6x107 -

1.4x107 .
1.2x107 .

1.0x107 .

H-

8.0x10° _

6.0x10°

H-

4.0x10° .

Fe mass/number of cells (um)

2.0x10° 1 _

0.0

0 ;:M l 0.1||JM ' 0.5lpM i }:M P ;IJM s }:M
Treatment
Obr. 12: Skutecny obsah Fe zjisteny pomoci SN-ICP-MS prepocteny na celkovy pocet

bunék v zavislosti na koncentraci latky ¢. 10, kterou byly bunky dopované.
U vybranych latek byly koncentrace Fe testovany také po ptidavku riznych latek,

které¢ by mohly ptisobit jako inhibitory — chlorazol black, cimetidin a tetraethyl amonium

chlorid (Obr. 13).
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Obr. 13: Srovnani mnozstvi Fe, které proniklo do bunék pri aplikaci latek 5, 10 a 74
spolecné s aplikaci inhibitori chlorazol black (CHB), tetraethyl amonium chlorid
(TEAC) a cimetidin (CTD). Test proveden na dvou bunécnych liniich A2780 a SK-OV-3.

Porovnani odezvy ICP hmotnostniho spektrometru po ablaci liniovym skenem
s primérem laserového svazku 15 pum byl také proveden na bunkiach (A2780) bez
ptidavku jakékoli latky, déale za ptidavku ferrocenu a latky €. 10. Ferrocen se vyznacuje
velmi nizkou aktivitou, coz potvrdila i laserova ablace. Skenovani povrchu s buitkami
dopovanymi latkou ¢. 10 (Tab. 3) vykazuje vyssi odezvu izotopu zeleza déleného
signalem uhliku, ktery by mél charakterizovat piitomnost buiiky. Porovndnim
s roztokovou metodou bylo zji§t€no obohaceni Fe 0 0,02 % u ferrocenu a 6 % u latky €.

10 (Obr. 14).

Prace byla pferusena z divodu téhotenstvi a mateiské dovolené. Byla vSak
prezentovana na konferencich:
1) H. Skoupilova, J. Karban, J. Pinkas, M. Bartosik, M. Vasinova Galiova, R.

Hrstka: Application of new organometallic compounds on ovarian cancer cell

lines, Chemistry and biology of phytohormones and related substances, 2017.

2) M. VaSinova Galiova, R. Hrstka, K. Stalova, K. Koubkova, J. Karban, J.

Pinkas a V.: Tracing of Cancer Cell-Specific Cytotoxic Drugs by Laser
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Ablation ICP-MS, Winter Conference on Plasma Spectrochemistry, 2016.,
Tucson, USA.
3) H. Skoupilova, B. Vojtések, R. Hrstka, M. Bartosik, M. VaSinova Galiova, L.

Kafkova, J. Karban aj. Pinkas: Feroceny a jejich potencionalni protinadorovy

ucinek, XL. Brnénské onkologické dny, 2016. ISSN 0862-495X.

d) . - . .

0,29 + 0,02 pg

0,130 £ 0,006 pg

0,092 + 0,006 pg

CTRL 1 2

Obr. 14: Fotografie povrchii vzorkii bunek a) bez pridavku potencialniho léciva, b) za
pridavku ferrocenu a c) latky ¢. 10, které byly vzorkovany a analyzovany pomoci LA-ICP-
MS, a. d) ukazuje LA-ICP-MS odezvu jednotlivych vzorkii. Hodnoty predstavuji obsah Fe
zjisteny pomoci SN-ICP-MS.
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Spoluprace se skupinou doc. Romana Hrstky, Ph.D. z MOU byla dlouhodobou
spolupraci, v rdmci které jsme se zabyvali 1 organokovovymi latkami na bazi Ru, Ti 1 Pt

(Obr. 15).

LA-ICP-MS imaging — single cell analyza — distribuce Ti

Rostouci intenzita 4’Ti*

Obr. 15. Distribuci Ti v ramci jedné bunky ziskana ablaci 4 yum laserovym svazkem.

Mapovani pomoci LA-ICP-MS bylo také testovano na fezu nadorové tkané, kde
predmétem studia byla distribuce Pt po netispésné aplikaci lé¢iva. Z obrazku je patrné, ze
Pt byla detekovana pievazné v oblasti atrofické tkan¢ vejcovodu, ale nebyl zaznamenan

prunik do samotného nadoru (Obr. 16).

LA-ICP-MS imaging
— analyza nadorové
tkané — distribuce Pt

4

Proliferujici  mezotel
nebo nador

Ziejmé atrofickd tuba
(vejcovod)

N 0 0
Rostouci obsah Pt

tumor

Obr. 16: Distribuce Pt v nadorové tkani po aplikaci a neuspésné lécbé pomoci cis-Pt.
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Velmi zajimavou aplikaci pfedstavuje analyza mozkové tkané pacientl
postizenych Parkinsonovou chorobou. Konkrétné se jednalo o ¢ast sttedniho mozku —
Substantia Nigra (SN) a dale také Locus coeruleus. LA-ICP-MS by v tomto ptipad¢ byla
vyuzivana ke stopovani Fe ulozeného v dopaminergnich neuronech s vazbou na
neuromelanin. Znat pivod Zeleza je dualezité predevsim z hlediska sledovani 1é¢by a
chelatace Fe. Jednim z projevii Parkinsonovy choroby je pravé ztrata bunék v SN

(poskozeni funkce neurontt SN) a pokles vazby nigralniho zeleza na neuromelanin (Obr.
17).

LA-ICP-MS imaging — analyza
mozkové tkané — Parkinson

Rostouci intenzita/obsah

Substantia niera

Obr 17: LA-ICP-MS v analyze mozkové tkané.

V neposledni fad¢ je tieba poukdzat na citlivost LA-ICP-MS metody, a tudiz vysoké
pozadavky na Cistotu pii manipulaci se vzorkem. Ta by méla vzdy probihat v rukavicich
nejen z divodu bezpecnostnich, ale také Cu 2 -f'.; | Fe e %
z davodu zamezeni kontaminace nasledné ‘ : 7
analyzovaného  povrchu.  Obr. 18
demonstruje pouziti metody pro zobrazeni
papilarnich linii prostfednictvim necistot,

kter¢é na povrchu prstu mohou byt

zachyceny.

-

Obr 18: Otisk prstu vykresleny pomoci LA-ICP-MS.
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Laserova ablace ICP hmotnostni spektrometrie a
jeji uplatnéni v geologii

Jak bylo zminéno na samotném zacatku habilitacni prace, nejvétsi pocet publikaci
(~ 60 %) vyuzivajicich LA-ICP-MS metodu k potvrzeni, ovéfeni nebo objeveni riznych
hypotéz tvofi pravé geologie, mineralogie, geochemie a dalsi jim pfidruzené obory. A
vyuziti vzristd pravé s vyvojem samotné instrumentace.

V nejjednodussim pojeti je metoda vyuzivana k in situ analyze obsahu vybranych
prvkil v mineralech jiz od roku 2001, a diky zaostfeni laserového svazku na velmi malou
plochu, také prvkové analyze v ramci zonality vybranych zrn. Neni vyjimkou ani aplikace
metody pro 2D nebo 3D mapovani povrchu v celé fadé mineralt.'!*!!* Dalsi moZnosti
aplikace LA-ICP-MS je v oblasti stanoveni izotopovych pomért, kdy jsou obsahem
publikaci nejen samotné stanovené hodnoty, jejich interpretace a vzajemné srovnani, ale
jsou také zminovany i ndvaznosti na konstrukci raznych typti hmotnostnich spektrometra
a abla¢nich systéml a moznosti jejich vyuziti z hlediska preciznosti a pravdivosti.
Studovény jsou izotopové poméry 8’Li, §''B, §*°Mg, §328, §°’Cl, §*Ca, §°*Cr, §°Fe,
8%Cu, §%Zn, 8%Se, 8%7Sr, §°’Mo, §'*Nd, §'°Hf, §'¥0s, §**°T1, nebo systémy Pb, U-Th-
Pb.

S cilem popsat prubeh geochemickych procesti a chemismus mineralii slouzi metoda
LA-ICP-MS piedevsim jako nastroj ke stanoveni izotopovych pomérii a obsaht prvki,
zejména stopovych, které neni mozné detekovat jinymi metodami, at’ uz z hlediska LOD
nebo zcela nemoznosti dany prvek stanovit. Roli hraje i cena analyzy a nedostupnost
pristroji. Kdybychom méli porovnat aplikaci LA-ICP-MS v geologii ve srovnani
s analyzou biominerali nebo mékkych tkani, je slozitost ddna predevSim vysokou
variabilitou chemického sloZeni a tim 1 riznych fyzikalnich vlastnosti, které se odrazeji
na interakci laserového paprsku se vzorkem, frakcionaci, matricnich efektech, preciznosti
méfeni a v nejhor§im piipade€ i na vyvozeni chybnych zavéra. Je tedy nutné pristupovat
k analyze komplexn¢.

Cesta k preciznimu a pfesnému vysledku zac¢ina jiZz samotnou pfipravou vzorku.
V geologickych studiich jsou hojné¢ vyuzivany vzorky zpracované do formy vybrusii

(tenké platky materidlu ptilepené na vhodném pokladu — nejcastéji sklo) s tloustkou
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v desitkdch um. Divodem je jejich vyuziti u mikroskopickych metod v petrografii nebo
petrologii. Nicméné pro popis geochemickych procesii je Casto studovano chovani
vétsiho mnoZzstvi prvki, coz klade naroky na celkovy ¢as vzorkovani. Je pak velmi Casté
propaleni laserového svazku skrze vzorek i béhem 30 s, coZ ma za nésledek nadhodnoceni
nebo naopak podhodnoceni signalu (Obr. 19) ReSenim je piiprava vybrusu s vétsi
tloustkou (300 um) nebo alternativou k vybrusu je ptiprava vzorku ve formé pelet, kdy

je mozné propaleni zabranit.
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Obr. 19 Priibéh signdlu %5Si a 'Fe béhem bodové ablace (30 s) tenkého vybrusu
cordieritu. NavySeni signdlu 23Si ke konci ablace naznacuje vzorkovani sklenéného

podkladového materialu.

Pokud je to mozné, je vhodné zvazit i pouzity ablacni systém a ICP hmotnostni
spektrometr. Pro vétSinu aplikaci je z hlediska absorpce laserového zareni materidlem,
distribuce velikosti ¢astic a frakcionace vhodné vyuziti kratSich vlnovych délek,
opomeneme-li délku pulzu.!>'"® V ramci vlastnich experimenti bylo zjisténo, Ze vyuziti
excimerového systému Analyte G2 vs. NWR UP213 vede klepsi stabilité
zaznamenavaného signalu ablatovanych minerala. Vedle vinové délky vsak hraje roli i
fakt, ze systémy maji rozdilny design a objem ablacnich cel, které se promitaji do
kontaminacnich efekti a nadhodnocuji zaznamenavané signaly a také zvysuji hodnoty
LOD. Nejcastéji jsou pozorovany na Sn, Si, Ti a Fe. Dulezitym aspektem je také kvalita
optického systému umoznujici presnou lokalizaci analyzované oblasti. Srovnani ICP
hmotnostnich spektrometrit SF-ICP-MS vs. Q-ICP-MS ukézalo lepsi citlivost pii vyuZiti

vysoce rozliSovaciho systému s dvoji fokusaci. Vytvareni ICP-MS metod v analyze
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geologickych materialtl je vSak komplikované z hlediska vyskytu interferenci. U vétSiny
studii byly zkoumany asociace 1 30 prvkl. Mezi nej€astéji métené patiily prvky vzacnych
zemin, které po normalizaci na chondrit a zobrazeni celkovych REE paternti poukazuji
na anomalie zkoumanych systému. Interferencni signaly jsou u téchto prvkl velmi Casté
a vyzaduji sledovani signalu vétsiho poctu izotopti daného prvku. Prvky, jako napft. Be,
Na, Al, P, Sc, Mn, Co, As, Y, Nb, Cs, Pr, Tb, Ho, Tm, Bi, Th, jsou vS§ak monoizotopické
a sledovani interferenci je obtizné. V takovém ptipad¢ vyzaduje jejich stanoveni méteni
ve vyS$$im rozliSeni. SF-ICP-MS umoZziuje zaznam signalu pii riznych rozliSenich, ale je
nutné volbu zvazit, protoze zvyseni rozliSeni s sebou nese i pokles citlivosti diky redukci
iontového svazku, ktery dopada na detektor. Kombinace rozliSeni v rdmci méteni jednoho
bodu je mozna. Prvni z moznosti je métfeni vybranych iontl nejprve v nizkém rozliSeni a
nasledné zbytek ve vy$§im rozliSeni. Druhou moZnosti je méteni podle stoupajiciho m /
z se stfidavymi pohyby $térbiny (neustalé pfepindni mezi rozliSenimi), coz klade naroky
na instrumentaci a také na €as potfebny pro posun $térbiny a celkovy ¢as zaznamu ablace.
Je vSak nutné vzit v iivahu, Ze méteni bez ohledu na rozliSeni probihé sekvencné a body
casové rozliSeného signalu odpovidaji materidlu z rozdilné hloubky abla¢niho krateru.
Kdyz k tomu ptidame skute¢nost, Ze jsou ionty analyzovany separatné v riznych modech
rozliSeni, pak pii dynamickém vzorkovani laserovym svazkem a stalym prohlubovanim
ablacni stopy, a tedy vétsSimi rozdily mezi aerosolem, neni kombinace rozliSeni pfilis
vhodna. Z téchto ditvodi je Zadouci provadét meteni v jednom rozliSeni v rdmcei jednoho
ablatovaného mista. Zvazime-li interference, LOD, obsahy analyzovanych prvki,
kone¢né nastaveni metody je tedy otazkou komplexniho pfistupu s ohledem na cil
stanoveni. Z tohoto pohledu je velmi vyhodné vyuziti ICP hmotnostniho spektrometru
s analyzatorem doby letu, protoze se jedna o simultanni zdznam odpateného materialu od
Li po U, jehoz rychlost zdznamu je pfi porovnani vSech analyzatori nejvyssi. Rychlé
vymyvani ¢astic z ablac¢ni cely pak neni limitovano pomalou a sekvenéni separaci a
detekei.

Pfed analyzou jsou nastavovany stejné experimentdlni parametry jako v ptipadé
jakychkoli jinych vzorkl. Bohuzel diky riznorodosti fyzikalné-chemickych vlastnosti
minerald, a to i v pfipadé stejnych minerald ovSem odebranych z jiného systému, klade
naro¢nost na frakcionaci a matri¢ni efekty. Naptiklad zdanlivé velmi podobné mineraly
jako sodné¢ hlinitokiemicitany (plagioklasy) a draselné hlinitokfemicitany (K-Zivce) se pii
ablaci chovaji rozdiln¢ a nemohou byt analyzovany za stejnych podminek. V piipadé

nékterych minerald maze byt optimalizace abla¢nich parametrti znacné komplikovana a
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nemusi byt vzdy dosazeno stabilniho signalu. Typickymi zastupci jsou fluorit a kiemen
(Obr. 20).

Predposlednim krokem k ziskani vysledku je ablace kvantifika¢nich standardd. Jak
jiz bylo nékolikrat zminéno, Achillovou patou metody je nedostatek standardi, a to prave
na poli geologickych materiali. Komeréné dostupné jsou tablety basaltového skla nebo
NIST SRM. Ty vsak matricné nemohou pokryt analyzované vzorky. Také je mozné
vyuzit realné vzorky po predchozi verifikaci, nicméné jejich pouziti je znaéné omezené.
Komer¢né dostupné jsou i praskové standardy, ale jejich chovani pti interakci je zcela
odli$né. Z tohoto ditvodu jsou pfipravovany standardy tavenim v laboratofich a nasledné
sdileny v komunité analytickych chemiki / geochemiki.

Poslednim krokem je samotné vyhodnoceni signalu. Casto jsou vyuZivany pouze
primérné hodnoty intenzit a je mozné je ziskat téméf automaticky prostfednictvim
vhodného softwaru (Iolite). Nevyhodou je nedokonala filtrace tzv. spiki, které signal
uméle nadhodnocuji. Z tohoto hlediska je uziteCna integrace plochy piku a zaroven
identifikace boda, které by mohly byt zatizeny ablaci inkluzi. Tento pfistup vSak vyzaduje
jiz ur€itou praktickou zkuSenost. V zavislosti na cilech analyzy jsou aplikovéany i rizné

statistické metody k jejich dosazeni.
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Obr. 20: Priibéh signdalu #*Ca pri ablaci fluoritu 213 nm laserovym svazkem a frekvenci

5 Hz.
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Aplikacim LA-ICP-MS v geologii jsem se zaCala vénovat pied vice nez 10 lety
v ramci spoluprace s Ustavem geologickych véd Masarykovy univerzity. Po¢etna skupina
geologickych vyzkumnikl zahrnovala prof. RNDr. Milana Novdka, CSc., doc. Mgr.
Radka Skodu, Ph.D., doc. Mgr. Jana Cempirka, Ph.D., Mgr. Renatu Copjakovou, Ph.D.,
Mgr. Petra Gadase, Ph.D., doc. RNDr. Janu Kotkovou, CSc. a pocetnou skupinu jejich
bakalarskych, diplomovych a doktorskych studentti. Vedle brnénské skupiny probihala
spoluprace s RNDr. Karlem Breiterem, DSc. (Geologicky ustav AV CR,v. v. i.), doc.
Mgr. Jindrichem Kynickym, Ph.D. (CEITEC, VUT), Mgr. Jirim Sejkorou, Ph.D., doc.
RNDr. Mgr. Lukasem Krmickem, Ph.D. a Dr. Adamem Szuszkiewiczem (University of
Wroclaw).

Z dlouholeté spoluprace vznikla cel4 fada publikaci a konferencnich ptispévka, které
vyuzivaji LA-ICP-MS vétSinou ke stopové analyze individudlnich bodd. V mensi mife
byla metoda vyuzita pro 2D mapovani. V ramci této dlouhotrvajici spoluprace byly
podrobeny analyze nejriiznéjsi typy minerali, ovSem nejpocetnéjsi skupinu tvoftily
silikaty turmalin, granat, beryl, cordierit, sekaninait, darrellhenryit, zirkon, plagioklas, K-
zivec, biotit, spodumen, thalenit, cookeit, gadolinit, milarit, fluorit, borosilikaty
s mullitovym typem struktury (vranait, boralsilit, werdingit a grandidierit), slidy
s rozdilnym obsahem Li (jednotky mg kg' az 3.5 wt.%) aj. Byly také analyzovany
mineraly s matrici karbonatovou, fosfitovou nebo nékteré skupiny Nb-Ta minerala
(columbit-tantalit, pyrochlor-mikrolit). Vzhledem k rozmanitosti byly vytvafeny studie
ohledné¢ interakce s laserovym svazkem a jeji vliv na stabilitu ICP-MS signdlu a
vérohodnost vysledkii. Byly pouzity 2 laserové abla¢ni systémy (excimerova Analyte G2
a New Wave Research UP 213) a také dva hmotnostni spektrometry (kvadrupodlovy
Agilent 7500ce a s dvoji fokusaci Element 2, Thermo). Metodiky byly vytvéieny
postupné podle vyse popsané¢ho schématu. Pro ti€ely habilitacni prace byly vybrany pouze
nékteré publikace XII a XVIIL. Podil spociva v ptispévku experimentalnich dat
ziskanych pomoci LA-ICP-MS podle vyse uvedeného postupu.

V ptipad¢ publikaci ,,Diversity of lithium mica compositions in mineralized

granite—greisen system: Cinovec Li-Sn-W deposit, Erzgebirge (XII) a ,,The transition

from granite to banded aplite-pegmatite sheet complexes: An example from Megiliggar

Rocks, Tregonning topaz granite, Cornwall“ (XIII) byla studie zaméfena na analyzu

trioktaedrickych Li-slid s relativné vysokym obsahem Li (1,5 — 2,5 hm.%). Ukolem bylo
sledovani obsahu vybranych prvki Li, Al, Si, Sc, Ga, Ge, Nb, In, Sn, Cs, Ta W a Tl v Li-
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slidach, déle draselnych zivcich a turmalinech pomoci LA-ICP-MS. Dtraz byl kladen na
prumér laserového svazku a také vhodné hustoty zativé energie. Vysledky bylo tieba
korelovat s poZzadavky na dosazené LOD a velikosti zrn redlnych vzorki. V ptipadé In,
Ge, W a Tl byly vSak obsahy velmi nizké. U In dosahovaly hodnot i niz8ich nez 1 mg kg’
I, Kvadrupdlové ICP-MS, které bylo k témto uelli spojeno s laserovym abla¢nim
syst¢tmem New Wave UP213, dovoluje vhodné nastaveni ¢asu zdznamu, nicmén¢ signal
byl rusen interferenci Sn. Ackoli In mize byt méfeno na 2 izotopech, tak pravé vice
zastoupeny izotop ''°In je rusen signdlem ''°Sn. Vyuziti méné zastoupeného izotopu viak
nebylo v piipad¢ nékterych vzorki piijatelné a musely byt provedeny pocetni korekce.
Byl také fesen kontaminacni efekt, ktery mél negativni dopad na obsahy Sn v disledku
vysokého pozadi Si. Dal§Sim problémem pii stanoveni byla samotnd kvantifikace.
Dostupnost standardi pro stanoveni prvkl v Li slidach je nulova. Pouziti komeréné
dostupnych silikatovych skel NIST 610, 612 a 614 nemuselo byt v ptipadé Li dostacujici,
protoZe maximalni obsah Li je ~350 mg kg™!. Z toho diivodu byl testovan redlny vzorek
spodumenu obsahujici ~3,5 hm.% Li jako potencialniho standardu nejen pro stanoveni,
ale také minerdl pro ovéfeni obsahu vypocteného pomoci NIST SRM. V souvislosti
s dlouhou dobou trvani projektu, musela byt kontrolovana reprodukovatelnost méteni. Za
timto t€elem bylo vzdy pii kazdém méteni provedeno kontrolni méteni vzorku testovaci
slidy, které poukazalo na nutnou zménu experimentalnich parametrii souvisejici nejcastéji
s technickych stavem pfiistroji. Vzhledem k zndmé Stépnosti slid, byl také testovan vliv
orientace krystalu na intenzitu a stabilitu zaznamendvaného signalu a nasledn¢ na
kvantifikaci. Tato rozsahla studie umoznila produkci dat na témét 40 vzorcich umoziujici
interpretaci vyvoje granitoidi a prokédzadni moznosti Li-slid akumulovat stopové prvky
v procesu magmatické frakcionace a metasomatické greisenizace na zakladé vzajemného
srovnani obsahti prvki. Studie byla provedena ve spolupraci se studentkou doktorského

studijniho programu, které jsem Skolitelkou.

Publikace ,,Milarite-group minerals from the NYF pegmatite Velka skala, Pisek

district, Czech Republic: sole carriers of Be from the magmatic to hydrothermal

stage” (XIV) je vénovana studiu milariti z oblasti NYF pegmatiti Velkd skala. Na
zakladé minerdlni asociace, texturnich znakiti a chemického slozeni byly rozliSeny
milarity magmatického a hydrotermalniho plivodu a nastinén jejich vyvoj. Role LA-ICP-
MS metody byla ve stanoveni Be a REE v ptipad¢ bodovych analyz. Také byla sledovana

distribuce Be, Sc, Si a Al pomoci 4um laserového svazku. Distribuce Be prokazala
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vyznamny obsah Be v REE bohaté¢ generaci milaritu IV. Chemicky vyvoj milaritu lze
zjednodusen¢ vyjadrit: Al + Ca — Be + Sc — Be + Y,HREE — Be + LREE smérem

k rostoucim obsahum Be a REE.

Publikace ,,Sc- and REE-rich tourmaline replaced by Sc-rich REE-bearing

epidote-group mineral from the mixed (NYF + LCT) Kracovice pegmatite” (XV) se

vénuje analyze turmalini z NYF 1 NYF+LCT pegmatitt tiebi¢ského plutonu. Obecné je
chemické slozeni turmalind hojné vyuzivano k interpretacim geochemickych procest,
podminek a prostfedi jejich vzniku. Turmaliny jsou slozité borosilikdty a vzhledem
k velkému mnozstvi riznych strukturnich pozic jsou schopny inkorporovat do své
struktury celou fadu prvki. Tato studie je typickym piikladem aplikace LA-ICP-MS
v analyze REE. Jeji vyznam spocivd v doposud nedostatecném prozkoumani vstupu
obsahy REE + Y, Sc, a Li. Byla studovana distribuce vybranych prvki v turmalinu a
v produktech jeho rekrystalizace pii pfechodu z magmatického stadia krystalizace do

hydrotermalniho stadia krystalizace.

Dalsi vybranou publikaci je ,,Vrdnaite, ideally AlisB4SisQss, a new mineral related

to boralsilite, Al;sBsSi2037, from the Manjaka pegmatite, Sahatany Valley,

Madagascar® (XVI), kde LA-ICP-MS byla pouZita pro analyzu lehkych prvki (Li, Be a
B), které neni mozné stanovit pomoci EMP. Metody EMPA a Ramanova spektroskopie
a LA-ICP-MS byly vyuzity ke stanoveni slozeni, struktury a urceni pfesného vzorce

nového mineralu vranaitu, ktery je rozpadovym produktem Li-alumosilikatu spodumenu.

Podobnou publikaci jako v ptedchozim ptipad¢ je ,,Gadolinite-(Nd), a new member

of the gadolinite supergroup from Fe-REFE deposits of Bastnas-type, Sweden” (XVII),

kdy LA-ICP-MS spole¢né s EMP, Ramanovou spektroskopii a RTG difrakci byla vyuzita
ke kompletnimu popisu nového mineralu gadolinitu-(Nd) Nd2FeBe2Si2010. Obsahy Be a
B ziskané pomoci LA-ICP-MS vyznamné pfispély k potvrzeni spravnosti uvazovaného
empirického 1 idedlniho vzorce. Jako dopliujici informace byly diskutovany obsahy
stopovych prvki, jako jsou U, Th a Eu a HREE. Tyto informace ptispély k vykresleni
kompletniho REE patternu gadolinitu-(Nd) z typové lokality.
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Rozséahla prace v oblasti aplikace LA-ICP-MS vznikla v rdmci komer¢nich analyz
strategické suroviny — tantalu, tykajici se studia ptvodu Ta-Nb rud pro vyrobce
elektronickych soucastek prostfednictvim stanoveni stopovych prvkld v ,coltanu®
(kolumbit-tantalitu a mikrolitu). Diky ptivodu téchto rud (stfedni Afrika) patfi mineraly
pravé mezi ty konfliktni a jsou oznacovany také jako ,.krvavy coltan* diky ozbrojenym
konfliktlim, nasili a potirani lidskych prav v dané oblasti. Konfliktni mineraly jsou také
uvadény pod zkratkou 3TG — rudy, které obsahuji cin, tantal, wolfram a zlato. Vedle LA-
ICP-MS analyz byl fingerprinting zaloZen také na vyuziti EMP a TIMA (systém pro
automatickou kvantitativni mineralogii) a aplikaci pokrocilych statistickych metod.
Cilem analyz bylo identifikovat mineraly pochazejici z konfliktnich oblasti a tim se
vyhnout nepiimé podpoie ozbrojenym konfliktim. Spoleéné s kolegy z Ustavu
geologickych véd (doc. Mgr. Radek Skoda, Ph.D., Mgr. Renata Copjakova, Ph.D. a Mgr.
Jan Loun, Ph.D.) bylo analyzovano 100 vzorkl. Pfedmétem studia byly nasledujici prvky:
Li, Na, Mg, Al, Si, Al, Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Sr, Y, Zr, Nb, Mo, Sn, Sb, Ba,
REE, Hf, Ta, W, Pb, Th a U. Vzhledem k poctu prvkli, musela byt matrice peclivé
vySetfena na potencialni interference a v pfipad¢ jejich vyskytu, musela byt stanovena
mira jejich vlivu na fingerprinting. K ovéteni spravnosti vysledkt byl pouzit laboratorné
piipraveny standard kolumbitu. Vysledky ziskané na Ustavu chemie byly porovnavany
s databazi vytvofenou v BGR (Bundesanstalt fiir Geowissenschaften und Rohstoffe,
Hannover), ¢imZ byla ovéfena spolehlivost vysledkti. Vedle firmou pozadovanych cilii

vznikla i publikace ,,Geochemistry and secondary alterations of microlite from eluvial

deposits in the Numbi mining area, South Kivu, Democratic Republic of the Congo”

(XVIII) vénujici se studiu alterac¢nich pochodt v U-bohatém a U-chudém mikrolitu, které
prodélaly sekundarni nizkoteplotni alteraci béhem zvétravani pegmatitu, pii které U
zustal ve struktufe mikrolitu. Vzhledem k podobnym podminkdm s ulozisti jadernych
odpadt, by mohl byt mikrolit potencidlné pouzitelny pro imobilizaci U. Zjisténé
zastoupeni stopovych prvkll ve struktuie mikrolitu a jeho neobvyklé alterace jsou
charakteristické pro studované lokality a mohly by tak byt uzitecné pti zjiStovani

provenience tantalovych rud.

Problematice provenience je vénovéana i1 publikace ,,Laser microsampling and

multivariate methods in provenance studies of obsidian artefacts* (XIX), ktera vznikla

v ramci programu KONTAKT a projektu s nazvem ,,Laser ablation inductively coupled

plasma mass spectrometry and laser induced breakdown spectroscopy in archaeology and
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anthropology®, kdy analyza obsidianti byla provedena jak na Masarykov¢ univerzité a
také na California State University, Long Beach v ramci né¢kolikatydennich pobyti. Prace
je sloZena z vysledkt ziskanych na kvadrupdlovém ICP-MS a hmotnostnim spektrometru
s analyzatorem doby letu. Cilem projektu bylo na zaklad¢ slozeni zdrojovych obsidiant
urcit ptivod artefakt. Pocetna skupina vzorkl byla podrobena LA-ICP-MS analyze a
kvantifikovand data nasledn¢ zpracovana pokroCilymi statistickymi metodami, které
jednoznacné prokazaly odliSeni riznych zdroji na zakladé chemického slozeni stopovych

prvkda.

Studiu geologickych vzorkli byla vénovana uspésné obhdjena (2016) diplomova
prdace ,,Hmotnostni spektrometrie indukcéné vazaného plazmatu v analyze geologickych
materiali‘ vypracovana studentem Mgr. Petrem Chrastem pod mym vedenim. Prace byla
vénovana frakcionaci, matricnim efektlim a volbé& experimentalnich parametri LA 1 ICP-
MS za pouziti 213 i 193nm ablac¢nich systémut studovanych na komeréné dostupnych
NIST SRM a bazaltovém skle BCR-2G, a také sadé laboratorné pfipravenych standard

MPI DING ziskanych z Max Planc Institute a kolumbitu C139 pochézejici z BGR.

L VyuZiti excimerového laseru ve spojeni s ICP-MS s dvoji fokusaci* je nazev
bakalaiské prdace uspesne obhdjené v roce 2014 Mgr. Jifim Palatem opét pod mym
vedenim Jedna se o reSerSi zamétenou na LA-SF-ICP-MS v analyze izotopovych pomért

B, Li, Sr a také datovani zirkonu.

Vyuziti metody LA-ICP-MS geologickych materidlit bylo pfedmétem nckolika

pfednasek vramci 1) Summer course Geology of Lithium (2018, Laser Ablation

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry: principles and applications in geology),

2) workshopu Zobrazovaci a analytické metody pro (nejen) geology v Brné€ (2016, Vyuziti

laserové ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii indukcné vazaného plazmatu

v geologii) a 3) workshopu Vyuziti katodové luminiscence a LA-ICP MS pfii studiu

vnitini stavby minerala (2012, Jak dosahnout spravného vysledku metodou LA-ICP-
MS?).
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ZAVER

Tato habilita¢ni prace je vénovana moderni analytické metod¢ laserové ablaci ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii indukéné vazaného plazmatu a jeji aplikaci v prvkové
analyze a zobrazovani povrchu prostiednictvim mapovani distribuce prvkl. Celkovée ve
trech kapitolach jsou na praktickych ptikladech prezentovany moznosti uplatnéni této

metody v analyze pomérn¢ Siroké Skaly pevnych materiald.

Cilem vsSak neni ukézat pouze aplikaci samotnou, ale rozkryt i negativni vliv riznych
doprovodnych jevli souvisejicich s instrumentaci a také fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi analyzovaného vzorku a ukazat jejich mozna feSeni. Detailni studie
souvislosti pfi interakci laserového paprsku s povrchem materidlu a odezvou ICP
hmotnostniho spektrometru jsou zakladem 1uspésné aplikace metody a spravné
interpretace dat. Habilitacni prace poukazuje na nutnost komplexniho pfistupu v feSeni

riznych analytickych problémt s ptesahem do dalSich védnich oborti.

Souhrnny piehled aplikaci publikovanych, ale i nepublikovanych vysledki
ukazuje na velky potencial LA-ICP-MS metody a smér jejiho budouciho vyvoje at’ uz
instrumentalniho nebo aplika¢niho. Diky jeji Siroké aplikovatelnosti je patrné i jeji

uplatnéni napti¢ v§emi ustavy FCH VUT v ramci vyzkumu nové podavanych projektu.
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Laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) and laser ablation (LLA) inductively coupled plasma (ICP)
mass spectrometry (MS) were utilized for microspatial analyses of a prehistoric bear (Ursus arctos) tooth
dentine. The distribution of selected trace elements (Sr, Ba, Fe) was measured on a 26 mm x 15 mm large
and 3 mm thick transverse cross section of a canine tooth. The Na and Mg content together with the
distribution of matrix elements (Ca, P) was also monitored within this area. The depth of the LIBS
craters was measured with an optical profilometer. As shown, both LIBS and LA-ICP-MS can be success-
fully used for the fast, spatially resolved analysis of prehistoric teeth samples. In addition to micro-
chemical analysis, the sample hardness was calculated using LIBS plasma ionic-to-atomic line intensity
ratios of Mg (or Ca). To validate the sample hardness calculations, the hardness was also measured with a
Vickers microhardness tester. © 2010 Optical Society of America

OCIS codes:  140.3440, 300.6365, 330.6100.

1. Introduction

Teeth and bones consist of an inorganic calcium phos-
phate mineral approximated by hydroxylapatite
Cayy(PO4)s(OH), and matrix proteins. The physical
and chemical properties of these bioapatite crystals

0003-6935/10/13C191-09$15.00/0
© 2010 Optical Society of America

differ from those of geologic hydroxylapatite because
of the way they are formed. These unique properties
are required to fulfill the biological functions of bones
and teeth [1]. The chemical constituents of the tooth
tissue layers (enamel and dentine) are tolerant to
substitution by a range of trace elements. The enam-
el is the hardest and most highly mineralized
substance of the body [2], whereas the dentine
comprises the bulk of a tooth. A high content of trace
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elements, including Zn, Sr, Fe, Al, Ba, and Pb, among
others, in the 21000 ppm range [3] have been found in
tooth tissue.

Permanent tooth enamel and dentine begin calci-
fication around birth and continue to calcify into ado-
lescence. The composition of subsurface enamel is
already fixed before tooth emergence and is therefore
able to provide a retrospective and relatively perma-
nent record of the trace elements absorbed during
the period of enamel formation [4]. Spatially resolved
analysis of trace element concentration has a broad
relevance in disciplines ranging from dentistry and
health care [5] to forensics [6], anthropology [7],
zoology [8], and archaeology [9].

The trace element concentration of dental tissue is
traditionally studied by a bulk sampling approach
[10,11]. Further techniques include the mechanical
(grinding, drilling) or chemical (acid dissolution)
separation of successive enamel layers and their pos-
terior analysis [12,13]. For many years, these layers
have been studied by modern analytical techniques
such as x-ray fluorescence (XRF) [14,15], electron
microprobe x-ray microanalysis (EPXMA) [16,17],
particle (proton)-induced x-ray emission spectro-
scopy (PIXE) [18], or secondary ion mass spectrome-
try (SIMS) [19,20].

The feasibility of LA-based analytical methods for
quantitative and qualitative microspatial analysis of
different samples has been reported by several
authors [10,21-23]. In particular, LIBS and LA-
ICP-MS allow fast multielemental analysis of a broad
variety of matrices. Furthermore, the excellent
spatial resolution of LA-based methods offers the
possibility to study the chemical distribution, namely,
chemical mapping, of the elements constituents
[24-27]. Additionally, LA-ICP-MS provides high
sensitivity and low detection limits.

We achieved a microspatial analyses of a 26 mm x
15 mm large and 3 mm thick transverse cross section
of a permanent canine tooth of a fossil brown bear
(Ursus arctos); see Fig. 1. The investigated sample
consisted of dentine covered by a thin cementum
layer. The distribution of selected trace (Sr, Ba, Fe)
and matrix (Ca, P) elements was monitored. The
spread of further elements (Na, Mg) was also mea-
sured. The intertooth distribution of these elements
derived mainly from LA-ICP-MS measurements was
reported in several earlier publications [26—28]. The
choice of investigated chemical elements was further
motivated by their importance in paleozoology.

Fig. 1. (Color online) Photographs of the studied sample. At left,
the investigated cross section of the Ursus arctos canine tooth
(rectangle). The bars have a length of 1cm.
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It has been observed that the Sr content decreases
in the dentine toward the pulp [29-31]. Some devia-
tions in the Sr/Ca and Sr/Ba ratios indicate popula-
tion mobility [32] or social status in childhood [33].
The metabolism of Sr and Ba is similar to that of
Ca. The Sr/Ca and Ba/Ca ratios generally show
on the character of the nutrition [34-37], especially
the proportion of foodstuff of animal and vegetable
origin in the diet. These ratios can differ in geo-
graphic regions with different Sr, Ba, and Ca content
in the environment. The Sr/Ba ratio in calcified tis-
sues reflect the Sr/Ba ratio in the environment and
then some deviations of these ratios in increments
indicate population mobility [32]. In fossil findings,
the Ba and Sr content can be increased by postdepo-
sition processes [36]. Fe contamination is important
for archaeological materials [14,38—40]; it is prefer-
entially accumulated in cavities or along the rims
of fossilized calcified tissue and can also give evi-
dence of postmortem alterations [41,42]. Both the Na
and the K content decrease in the dentine [16,43,44].
Good indicators of the contamination are also Al and
Mn [37,40].

Mg plays an important role in tooth mineraliza-
tion, mainly in its early phase. It is progressively re-
placed with Ca and behaves similar to Sr, i.e., its
distribution is almost analogical but the metabolism
is slightly different. Its content increases slightly
from the surface through the dentine. The Mg con-
tent in dentine is substantially higher than in enam-
el [17,45]. It was verified for macaque, mastodon, and
human ([16,43,44]), respectively. An increase from
the apical toward the cervical end of the dentine was
also reported [46]. The differences among the outer,
the inner, and the pulpal parts of the dentine were
negligible. In addition to microchemical analysis,
the sample hardness was calculated using LIBS
plasma ionic-to-atomic line intensity ratios of Mg.
To validate the sample hardness calculations, the
hardness was also measured with a Vickers micro-
hardness tester. The ablation crater depths were de-
termined from the cross sections measured with an
optical profilometer.

2. Material and Sample Preparation

Dolni Véstonice II is one of a series of large settle-
ments of mammoth hunters on the loess elevations
at an altitude of approximately 180-240m above
sea level (a.s.l.), rising above the Dyje river and slop-
ing further to the top of Pavlovské Vrchy (550 m a.s.1.).
Archaeological excavations at this site were orga-
nized by Klima [47] and Svoboda [48] between 1985
and 1989, and additional excavations took place in
1991, 1999, and 2005. The site became world famous
for human paleontological finds including the triple
burial (DV 13-15) discovered at the top of the site,
the DV 16 burial on the western slope, and individual
human remains scattered at various places in the cul-
tural layer. In terms of chronology, the site probably
results from repeated occupations extended over
the time span of 28 thousands years before the



present (ka) to 24 ka *C BP (all “C data are uncali-
brated). The first series of radiocarbon dates, around
29-27ka 4C BP, were obtained from charcoal in the
underlying paleosols, with little or no evidence of hu-
man occupation, where only two dates in the lower
part of the site are associated with artifacts. The sec-
ond series of radiocarbon dates, all from clearly
anthropogenic cultural layers and from artificial
structures (settlement units) cluster around 27ka
14C BP (Early Pavlovian). A third series of dates falls
into the time span of 27-25 ka “C BP (Evolved Pav-
lovian). This time span is framed by a series of earlier
and later luminescence dates from paleosols and loess
below and above, which make Dolni Véstonice VII the
best dated Gravettian site in the region.

The bear tooth that we analyzed (Fig. 1) originates
from field II, which is a longitudinal zone on top of
the site, adjacent to the triple burial, and excavated
in 1986. It can be related to the third series of
radiocarbon dates obtained from the same area.
The analyzed tooth (canine-C;) belongs to brown
bear (Ursus arctos). Abrasion of the tooth’s oclusal
area and increments of cementum of the tooth’s root
[49] were studied to determine the age and season-
ality. This bear died at the age of 14 and the term
of death is possible to estimate from unfinished
summer increment and absence of winter increment
between the summer and the autumn season
(August to October). Both LIBS and LA-ICP-MS
analyses were performed on a tooth slice indicated
by the rectangle in Fig. 1.

3. Instrumentation

A. Laser-Induced Breakdown Spectroscopy Device

LIBS analysis was performed in the laser laboratory
at the University of Malaga (Malaga, Spain). In brief,
the second harmonic (532 nm) of a pulsed @-switched
Nd:YAG laser with homogeneous energy along the
beam cross section (Spectron Model SL 284, pulse
width 5 ns, beam diameter 4 mm) was used to gener-
ate microplasma on the sample surface in air at
atmospheric pressure. The beam was expanded 3x
by an optical system consisting of two lenses (a diver-
ging BK7 lens with a 25mm focal length and a
converging BK7 lens with a 75mm focal length)
and then focused onto the sample surface with a
100 mm focal length BK7 lens. Plasma emission was
collected by a (5 m long fiber optic, with a 600 ym di-
ameter and a 0.22 NA) and guided onto the entrance
slit of a 0.5m focal length Czerny—Turner imaging
spectrograph (Chromex Model 500 IS, f-number 8,
fitted with interchangeable gratings of 300, 1200,
and 2400groovesmm™'). Spectral emission was
detected by an intensified charge-coupled device
(Stanford Computer Optics Model 4Quik 05) with
768 x 512 pixels, each 7.8um x 7.8 um. This config-
uration provides a spectral window of ~15nm and
a spectral resolution of 0.02nm pixel~! using an en-
trance slit width of 50 yum and a 2400 grooves mm™!
grating. Operation of the detector was controlled

with 4Spec software. The sample was positioned
on two crossed motorized stages (PI Physik Instru-
mente) for both X and Y displacement. Moreover,
a viewing system to assist with the examination
and sample positioning was also used.

The LIBS spectra were acquired in appropriate
spectral windows from the 253-617 nm region.
The following spectral lines were used for the analy-
sis: P (I) (253.56 and 255.32 nm); Mg (II) (279.55 and
280.27 nm); Mg (I) (285.21nm); Fe (I) (302.40nm);
Ca (II) (315.89, 317.93, 370.60, 373.69, 393.36, and
396.85 nm); Ca (I) (422.67, 518.89, and 616.22
nm); Ba (II) (455.40 nm); Sr (I) (460.73 and 407.77
nm); and Na (I) (689.00 and 589.59 nm).

Typical single-shot LIBS spectra are shown in
Fig. 2. For LIBS line scanning, spectral lines routi-
nely used in LIBS analysis [50] were chosen. To prop-
erly relate the detected emission line intensities with
the species amount, i.e., to avoid self-absorption, the
microplasma emission and the detection temporal
interval were optimized by preliminary measure-
ments. The diameter of LIBS ablation craters was
~200um, and they were placed at a distance of
~500 yum from each other. After three cleaning shots,
the LIBS signal was averaged from seven shots fired
to the same sample position. During data analysis,
the continuum background determined for each shot
from five data points on both sides of the monitored
spectral line by a linear background fit method was
subtracted from the intensity value of each data
point that formed the spectral line.

B. Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry Setup

Instrumentation for LA-ICP-MS consists of a LA UP
213 system (New Wave, USA) and an ICP mass spec-
trometer, Model 7500 CE (Agilent, Japan). A com-
mercial @-switched Nd:YAG LA device works at
the fifth harmonic frequency (213 nm). The ablation
device is equipped with programmable XY stages to
move the sample along a programmed trajectory
during ablation. Target visual inspection is accom-
plished by means of a built-in microscope/CCD cam-
era system. A sample was enclosed in the SuperCell
(New Wave, USA) and was ablated by the laser beam,
which was focused onto the samp