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Abstrakt

Tato bakalaiska prace je vénovéana stanoveni vybranych prvkl (vapniku, hotéiku a
fosforu) v kostech riiznych druhli Zivocichi a jejich vzajemného porovnani. Analyzované
vzorky kosti byly vybrany za tucelem porovnani vyzivovych hodnot v souvislosti se
stanovovanymi prvky. Ziskané vzorky kosti byly nejprve mechanicky rozmélnény a navazeny
do rozkladnych patron. Pomoci vysokotlakého mikrovinného rozkladu za ptitomnosti kyseliny
dusi¢né a chlorovodikové byly vzorky pievedeny do roztoku a nasledné¢ vhodnym zplisobem
nafedény. Analyza kapalnych vzorkii byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru
s induk¢éné vazanym plazmatem. Vysledny obsah vsech tfech prvka byl vypocten na zékladné
kalibracnich zavislosti a se zapoCtenim navazky vzorku a ptisluSného faktoru fedéni. VSechny
ziskané vysledky byly nad limitem detekce pfistroje za danych podminek. Tento limit byl pro
vapnik 0,38 mg/l, pro hot¢ik 0,037 mg/1 a pro fosfor 0,078 mg/l. Zakladnim pfinosem této prace

je uceleny prehled o obsahu prvki v kostech riznych druht zivocichd.

Kli¢ova slova
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Abstract

This research focuses on the elemental analysis of selected elements (calcium,
magnesium, and phosphorus) within the bones of various animal species, aiming to make
comparative nutritional assessments. The obtained bone samples were subjected to mechanical
grinding and then quantitatively weighed into collapsible cartridges. Using high-pressure
microwave decomposition with the incorporation of nitric and hydrochloric acid, the samples
were transformed into solution form, which was then appropriately diluted. The analysis of the
liquid samples was carried out using a mass spectrometer with inductively coupled plasma. The
observed composition for each sample was calculated using the calibration curve, accounting
for both sample mass and dilution factors. All results obtained exceeded the detection limit for
calctum 0.38 mg/l, magnesium 0.037 mg/l, and phosphorus 0.078 mg/l. The main finding of
this research is the complete understanding of the elemental makeup present within the bones

of distinct animal species.
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Pouzité zkratky a symboly

ICP-MS hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
MALDI-TOF laserova desorpce/ionizace za ucasti matrice
MS hmotnostni spektrometrie

m/z pomér hmotnost / naboji pro dany iont
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
T teplota [°C]

°C stupen Celsia

K stupent Kelvina

t doba pro dosazeni teploty T

2 doba pro udrZeni teploty 7

m hmotnost [g]

p tlak [bar]

P vykon magnetronu [%]

mg/g miligram na gram pevného vzorku

mg/1 miligram na litr kapalného vzorku

mg miligram

ml mililitr

ATP adenosintrifosfat

DNA deoxyribonukleova kyselina

ALP alkalicka fosfataza

LOD meze detekce

BEC koncentrace ekvivalentniho pozadi



1 Uvod

vvvvvv

nizkych koncentracich muze dochéazet k riznym onemocnénim, poc¢inaje astma, cukrovka,
osteopordza nebo dokonce az k selhdni srde¢niho svalu. Je tedy nutné hlidat hladinu téchto
prvka v téle. Velka ¢ast z celkového mnozstvi téchto prvkl se nachazi v kostech, kde je Ize
snadno detekovat. Jedna z moznosti, jak zjiStovat obsah vybranych prvka, je vyuziti
hmotnostniho spektrometru s indukéné vazanym plazmatem. Tato metoda se vyuziva i
v 1ékartstvi, pii 1écb¢ leukemie, diagnostice mnohocetného myelomu ¢i studium antibiotické

rezistence enterobakterii.

1.1 Cile prace

Cilem této bakalatfské prace bylo stanovit koncentrace vybranych prvkl (vépniku,
hoi¢iku a fosforu) ve vzorcich kosti riiznych druhti zZivocichii a navzajem porovnat ziskané
vysledky. Ziskana data budou v budoucnu publikovana v knize o nutri¢ni vyzivé pst. Druhy
kosti a druhy zivocichl byly pfedem vybrané, aby namétena data mohla byt pouZzita do zminéné
publikace. V ramci studijniho programu medicinalni chemie byl zvolen i druhotny cil, a to
sepsani dulezitosti vybranych prvkl v lidském organismu a pouziti hmotnosti spektrometrie

v 1ékafstvi.



2 Teoreticka cast

2.1 Kostni tkan

Kostra ¢loveka tvoti oporovy systém téla, na néj se upinaji svaly, které spolu s kostrou
tvoifi pohyblivy aparat. Dalsi funkci kostni tkdné¢ je ochrana meékkych organt pied
mechanickym poskozenim. Lidska kostra se sklada z 207 kosti, kosti jsou zdsobarnou vapniku,
fosforu a hoic¢iku. Kost se sklada z kostniho matrixu a mineralu, a to v poméru 1:2. Kostni
matrix se sklada prevazné z kolagenu prvniho typu, minoritnich slozek coz jsou nekolagenni
bilkoviny, mezi n¢ patii osteokalcin, osteonektin a ostepontin. Mineralni ¢ast je tvofena
mensimi krystalky hydroxyapatitu, nejedna se o Cistou formu, ale o formu, jez je doplnéna i
dal$imi slozkami jako jsou uhli¢itany vapenaty, fluoridy vapenaty nebo fosfore¢nany
hotecnaty. Metabolickou aktivitu kosti zajiStuji oteoblasty, osteoklasty a osteocyty souhrnné
kostni buniky. Osteoblasty produkuji osteoid neboli kostni matrix, do n¢hoz se nasledné ukladaji
minerdly. Hlavni funkci osteoklastti je kostni resorpce, osteocyty funguji jako doplikové
buiiky, které za pomoci jemné regulace koriguji kostni resorpci. V pribéhu vyvoje lidského
organismu se v kostni tkdni odehrava staléa piestavba neboli remodelace, tento proces je zalozen
na osteklastické resorpci a ndsledné osteoblastické kostni tvorbé. Pii resorpci kosti se osteklasty
zapojuji do rozpousténi minerdlnich slozek a odbourdvani kostniho matrixu. Osteoblasty
intracelularné syntetizuji prekursory slozek kostniho matrixu. Tyto procesy spole¢né zajist'uji
obnovu kostni tkdné. Metabolismus kosti je svazan s metabolismem iontd, které se v kostech

nachazi predevsim vapnik a fosfor. !

2.1.1 Biochemické ukazatele kostni prestavby

Urc¢ita kostni onemocnéni zpisobuji rizné typy kostni pfestavby, pro jejich identifikaci
pouzivame biochemické ukazatele, které vypovidaji o metabolickém stavu skeletu. Na zakladé
koncentrace fosforu a vapniku v kostech se posuzuje mira piestavby kostni tkan¢. Takovéto
stanoveni mize byt vhodné pro urCeni osteoresorpce a kostni novotvorby, pro sledovani
ucinnosti 1é€by ¢i rozliSeni riznych onemocnéni skeletu. K prokazani téchto stavil je potieba
charakterizovat biochemické ukazatele. Jako biochemicky ukazatele se vyuzivaji degradacni
produkty kostniho matrixu, které se uvoliiuji pfi odbouravani kosti nebo se vyuZivaji proteiny
kostniho matrixu a kostni enzymy, které jsou syntetizované v osteoblastech ¢i osteklastech a

jsou uvoliovany do cirkulace nebo do mogi.'



2.1.2  Ukazatele novotvorby kosti

Mezi biochemické ukazatele novotvorby kosti patii produkty osteblastii v séru, mezi
které patii propeptidy prokolagenu typu I, ostekalcin a alkalicka fosfatdza a také jeji kostni

izoforma. !

Propeptidy prokolagenu typu I

V osteoblastech dochazi k syntéze kolagenu ve formé prokolagenu. Pfed tim, nez je
prokolagen zabudovan do kostniho matrixu se proteolyticky odsStépuji oba konce. Na kazdou
molekulu, kterd je vestavena do kolagennich fibril se uvolni dvé molekuly, prvni je C-
terminalni propeptid a druha je N-termindlni propeptid. V krvi ¢lovéka se nachazi dvé formy
N-terminalniho propeptidu, prvni je inaktivni forma v podob¢ trimeru, kterou zachycuji jadra a

druh4 forma je v podobé& monomert, jeZ je zachycena ledvinami. !

Osteokalcin

Jedna se o nejhojnéjsi nekolagenni polypeptid nachézejici se v kostni tkdni. Mizeme ho
také oznaCovat jako BGP. Syntéza osteokalcinu probiha v osteoblastech a malé procentudlni
zastoupeni se uklada do extracelularniho kostniho matrixu. Stanoveni osteoklacinu se déla na

ukazku celkového kostniho obratu, osteokalcin je stanovovan pii zdravotnich problémech.?

Alkalicka fosfataza a jeji izoformy

ALP neboli alkalicka fosfatdza je enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu monoesteri
kyseliny fosforecné v alkalickém prostiedi. Jedna se o enzym nachazejici se ve vSech bunkach
v téle, kde se vaze na membrany. Tvorba kostni ALP u zdravych dospélych jedincii je zarucena
osteoblasty. Stanoveni ALP a izoenzymi ALP se uplatituje u onemocnéni jater, zlucovych cest

a kostnich onemocnéni. 3

2.1.3  Ukazatele kostni resorpce

Kostni resorpce je spojend s vyplavovanim vapniku, fosforu, enzymut a degradacnich
produkti matrix do krve nebo do moci. Biochemickymi ukazateli kostni resorpce patii
pyridinolin a deoxypyridinolin, ktery se nachazi v moci. Dale jako indikator se vyuzva N-/C-

telepeptidy kolagenu prvniho typu, kostni izoenzymy kyselé fosfatdzy a hydroxyprolin.'

Pyridinolin a deoxypyridinolin



Ob¢ tyto molekuly vznikaji ve zralém kolagenu. Jednd se o tzv. pficné spojky, jsou
tvofeny hydroxylysinovymi zbytky, pyridinolin tfemi a deoxypyridinolin dvéma. V moment¢,
kdy dochézi k degradaci kolagenu, se obé tyto molekuly uvoliuji do krevniho feciste a dale
postupuji do moci. V ob¢hu jsou pfitomny ve formée koncovych usekl kolagenu, piipadné volné
vazané. Koncentrace téchto molekul je nezdvisla na piitomnosti kolagenu v potrave, jez clovek
pfijima. Jejich hodnoty se stanovuji imunochemickymi metodami ¢i za pomoci HPLC neboli

vysokou¢inna kapalinova chromatografie. '

Kysela fosfataza a jeji kostni izoenzym

Kysela fosfataza hydrolyzuje estery fosforecnant v kyselém prostredi. Je to latka, ktera
se nachazi v mnoha tkanich lidského organismu ptredevsim v prostate, kostech, jatrech, slezing,
nebo v krevnich elementech. V ob&hu rozliSujeme nékolik forem kyselé fosfatazy, mezi tyto
formy patii kostni tartarat-rezistetni, prostatickd, trombocytova, erytrocytova. Pro kostni tkan
je specifickéd pouze jedna, a to kostni tartarat-rezistentni. Osteoklasty obsahuji velké mnozstvi
této specifické formy enzymu, ktera je zapojena do behu kostni resorpce. Na rozdil od ostatnich
enzymil se vSak nevylucuje ledvinami, a tak je mozné stanovit koncentraci této formy enzymu.

Stanovuje se pfedevsim u pacientl s poskozenim ledvin.!

Hydroxyprolin

Hydroxyprolin je ve velkém mnozstvi obsaZen v kolagenu. Hydroxyprolin je uvoliiovan
do ob¢hu a je vylu€ovan moci pii degradaci kolagenu. Urcitou Cast, jez neni vylou¢end moci,
metabolizuji jatra. Koncentrace hydroxyprolinu se v mo¢i zvySuje pfi kostni resorpci, takze je
mozné ho identifikovat. Hxdroxyprolin je ovliviiovan pfitomnosti kolagenu v potravé, a tak
jeho stanoveni nemusi byt vZdy pifesné, z toho divodu se pouZzivaji spiSe jiné biochemické

ukazatele. 4

2.2 Kostni onemocnéni

Kostni onemocnéni mize byt zptisobeno onemocnénim organické slozky kostni tkané

nebo postizeni mineralnich slozek kosti ¢i oboji. !

2.2.1 Osteopordza

Jedna se o systémové poskozeni kosterniho skeletu. Hlavni charakteristikou je ubytek
kostni hmoty, ubytek organické i1 anorganické slozky. Dochazi také k porucham mikro

architektury kostni tkand a nasledkem toho se zvySuje mira lamavosti kosti. Ubytek
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jednotlivych slozek je vétsi, nez odpovida ubytek hmoty pii starnuti daného jednice.
Osteopordza postihuje predevSim zeny ve vysSim veéku, vznikd znepoméru mezi
vystupiiovanou kostni resorpci a normalni ¢i snizenou novotvorbou kosti. Toto onemocnéni
postihuje prave starsi zeny, protoze po menopauze dochézi k jevu, kdy osteoresorpce prevliada
nad novotvorbou kosti a v to souvislosti s vyhasindnim ovaridlnich funkci. Diagnostikovat
osteopordzu mizeme na zakladé méfeni hmoty pomoci zobrazovacich technik. VySetfuje se
koncentrace vapniku a fosforu v kosech, kdy mnozstvi prvkil stanovenych v kostech miize byt

stanovovat progndzu a stupeii onemocnéni. >

2.2.2 Osteomalacie a rachitis

Toto onemocnéni je charakterizovano snizenim mineralnich komponent nasledkem
poruSeni mineralizace v nové vytvorené kosti. V kostech se nachazeji osteoidy, které
nekalcifikuji nebo jen malo. U détskych pacientii se tomuto onemocnéni fika lidové kiivice.
Mezi nejcastéjsi pficiny osteomalacie patii nedostatek vitaminu D. Nedostatek vitaminu D
muze nastat v disledku nedostatecného obsahu v potravé nebo pii poruchach traveni c¢i
vstiebavani. Pro diagnostiku pouzivame koncentrace vybranych prvka v téle, nejvice se
vyuzivaji ionty fosforu a vapniku. Jejich nizkd koncentrace v kostech muize byt dobrym

indikatorem pro osteomalacii. !¢

2.2.3 Pagetova kostni choroba

Pagetova kostni choroba postihuje jen urcité ¢asti kostniho skeletu a je zpisobenou
nekontrolovanou kostni resorpci. Nekontrolovanid resorpce je doplnéna nerovnomeérnou
novotvorbou kosti. Jako indikator pro diagnostiku se vyuziva alkalicka fosfatdza a jeji kostni

izoformy. 7%

2.3 Analyza prvku v kostnich tkanich

V priubéhu let se analyzou prvki v kostnich tkani zabyvalo nékolik odbornikii a vzniklo
na toto téma nékolik svétové uznavanych studii. Vzniklé prace maji Siroké spektrum zaméteni
ptes studium nemoci a ovlivilovani mnoZzstvi iontd v kostech po podani 1é¢iv az po studie se
zamé&fenim na nutri€ni vyZivu v prubchu let. V dalsi kapitole jsou zminéné nékteré z téchto

studii.
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Viceprvkova chemicka analyza prvkii v kosti dolni Celisti a zubti mysi

Jednd se o studii, kterd probchla na prvni Iékarské fakult¢ Univerzity Karlovy.
Zakladnim cilem této studie bylo porovnani koncentraci vybranych prvki v jednotlivych
castech vzorku. Jako vzorkovy material bylo pouzito Sest laboratornich krys, zvitata byla zabita
a zjejich cCelistnich kosti a zubli byla pfipravena sada vzorkd na zkoumani. K vysusenym
vzorkiim kosti bylo pfidano 0,5 ml koncentrované HNO3 a vzorky byly rozlozeny pti 100 °C.
Po zchladnuti byly ziedény deionizovanou vodou a bylo provedena prvkova analyza. Méteni
bylo provadéno za pomoci hmotnostniho spektrometru. Celkové bylo analyzovéano 41 prvkda,
ztoho 14 se objevilo ve vSech vzorcich. Byly zaznamenany rozdily v koncentracich
jednotlivych prvka podle umisténi v kosti/zubtll. Ve stolickach se objevovala vyssi koncentrace
Ba, Mn, Mo, Sr a Zn, zatimco v fezakach byly vyssi koncentrace K, Mg a Rb. Kosti dolni ¢elisti
byly rozdéleny na mesialni, centralni a distalni ¢ast. Nejvétsi rozdil mezi zuby a kostni ¢asti byl
statisticky urcen pro prvky Fe, K, Mg, Mn a Na. Nejvétsi koncentrace v measialni a centralni
casti kosti byly naméteny pro prvky Ba, Ca, Mn a Sr. Pro distalni ¢ast pak ptibyl draslik.
Zajimavosti je, ze byly naméteny i rozdilné hodnoty koncentracich K, Ca, Co, Na, Cu, Mo, Sr,
Ba a Rb pro levou a pravou ¢ast dolni Celisti. Z této prace vyplyva, ze koncentrace jednotlivych
iontl v stolicce a fezdku je odliSna, divodem je anatomicky vzhled a funkce daného zubu. Pro
dolni ¢elist rozdélenou na tii ¢asti se koncentrace iontti také meéni, a to je v zké souvislosti

s polohou zubi. NiZe jsou piiloZzeny dva grafy pro prvky Ca (Obr 2.1) a Mg (Obr 2.2).°
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Obr. 2.1: Grafy znazornujici vysledky stanoveni vapniku

Graf A je zaméren na rozdil mezi levou a pravou casti dolni celisti. Graf B je zndzornéni koncentraci v
casti.’

Jjednotlivych castech. Graf C zndzornuje rozdilnost koncentraci v jednotlivych castech vzhledem k levé a pravé
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Obr. 2.2: Grafy znazornujici vysledky stanovni horciku

Graf A je zaméren na rozdil mezi levou a pravou casti dolni Celisti. Graf B je zndzornéni koncentraci v
casti.’

Jjednotlivych castech. Graf C zndzornuje rozdilnost koncentraci v jednotlivych castech vzhledem k levé a pravé
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Prvkova analyza stehenni kosti pacientit s frakturou kréku stehenni kosti nebo osteoartrozou

Tato studie se zaméfila na prvkovou analyzu pacientii s frakturou krcku stehenni kosti
¢i osteoartrozou. Stehenni hlavice byly odebrany od pacientli s kompletni ndhradou. Celkovy
pocet pacient byl 41, ztoho 21 pacientl s osteoartrozou a 20 pacienta s frakturou krcku
stehenni kosti. Vzorky byly odebrany od osob star§iho véku, muzl i Zen, nakonec se vSak
ukazalo, ze pohlavi nehraje roli pii vyhodnocovani, a tak vysledky byly prezentovany bez
tohoto parametru. Pfed samotnym méfenim byly kosti namoceny do 10 ml koncentrovaného
peroxidu vodiku na dobu 4 hodin, po vyndani byly suché kosti rozlozeny rozkladnym pfistrojem
ve smesi koncentrovanych kyselin. Pro méfeni byly pouzity dvé metody (ICP-MS a ICP-AES).
Aby bylo méfeni mozno porovnavat, byla udélana ,kontrolni méfeni* trabekularni kosti, se
kterou se pak vysledna méfeni porovnévala. Pfi statistickém vyhodnocovani byl proveden
Mann-Whitney U test, jedna se o korekeni statisticky test, ktery je provadén v momentég, kdy
vysledky méfeni nejevi velké rozdily. Vysledky této studie ukazaly, Ze neni rozdil mezi muzem
a zenou a ze v pripadé fraktury krcku stehenni kosti nejsou viditelné rozdily v mnozstvi
jednotlivych prvka s pfibyvajicim vékem jedince. Dale bylo zjisténo, ze ani koncentrace
vapniku se pfili§ neméni s ptibyvajicim vékem, ale zarovent mensi koncentrace vapniku méli
pacienti s vékem pfes 80 let, coz ale souvisi s pfidavnymi zdravotnimi problémy. Jako dalsi
zaveér z této studie vyplynul, Ze osteoartr6za ma mnohem vétsi vliv na stavbu kostni tkang, néz

fraktura stehenni kosti. °

Obsah chemickych prvkit v archeologickych ndlezech lidskych kosti jako zdroj vyzkumu
vyZivy

Tato studie se zabyva analyzou prvkl v archeologickych nalezech kosti, aby mohla
porovndvat hodnoty vybranych prvka v kostech zpfedeslé doby stémi soucasnymi.
K vyzkumu byly pouzity tfi sady ostatkl, prvni byla sada z 12. a 13. stoleti z hibitova v Padg,
druha sada poziistatkii byla z 14. az 18. stoleti z vesnice Taaksi a posledni vzorkovy material
byl z 16. az 18. stoleti z kostela sv. JonaSe v Parnu. Vzorky byly rozpustény ve smeési
koncentrované HNO3 a H20: a byly rozloZeny rozkladnym zatizenim Microwave MW3000.
Samotné meétfeni bylo provadéno pomoci pfistroje ICP-MS. Méfeni bylo provedeno
v triplikatech a nasledné statisticky zpracovano. Detekéni ptistroj zachytil fadu prvk, ale jen
nékteré z nich byly vyuzity pro zpracovani vysledkll v této studii. Zavérem této studie je
zjisténi, Ze mnozstvi vapniku bylo pfiblizné€ stejné u vSech tii sad ostatkil, nejmensi mnozstvi
bylo zjisténo u Zeny z Taaksi, coz mohl zpUsobit jeji zdravotni stav ¢i geneticka predispozice.

Jako dalsi poznatek z této studie vychazi fakt, ze vSechny tfi sady vzorka se vyZzivovali nutri¢né

14



podobné. Ve vSech tfech vzorcich se nachazelo vyssi mnozstvi Zn a Cu a to z diivodu ¢astého

pojidani masa a moiskych plodi, které jsou typické pro tuto oblast. !

2.4 Vyznam stanovovanych prvku v lidském organismu

Hor¢ik

organismu. Ovliviiuje aktivitu mnoha bunéénych enzymi, podili se na pfenosu signalu na
postsynaptické membran€. Velmi vyznamnou roli hraje v integrité¢ bunky ¢i funkci ve vztahu
k nositelce dédicné informace DNA. Jeho nedostatek se miize projevovat svalovymi kiecemi,
zvySenou aktivitou srdce, nespavosti nervoznim ttesem. Dlouhodoby nedostatek hoic¢iku vede
k onemocnénim jako je astma, cukrovka ¢i osteopordza. ZvysSenou potiebu hoiciku
v organismu je potieba pii vysoké konzumaci zivo€isnych tukt a bilkovin, zvySené konzumaci
sacharidi a alkoholu, zvySené sportovni aktivité, stresu nebo 1 z prostiedi. Potraviny bohaté na

hoi¢ik jsou lusténiny, ofechy, ovesné vlocky nebo tfeba ryby. Hot¢ik je mozno do organismu i

dostat pomoci doplikii stravy. Doporuc¢ené davkovani pro dospélého ¢lovéka je 350 mg na den.
12,13

Vapnik

Vépenaté ionty patii mezi nejvyznamnéjsi extraceluldrni iontiim. Nachézi se jak vné,
tak uvniti buniky, ovSem koncentrace vapniku v buiice je o n¢kolik fadii niZsi nez vné bunky.
Vapnik hraje dtlezitou roli jako druhy posel, ktery zprosttedkovava ucinek hormont, cytokinti
a dalSich mediatori v organismu. Stoji také za moznosti stahu svalstva, podili se na regulaci
neuromuskularni ¢innosti a srdecni aktivity. Zpisobuje pevnost kosti a zubl. V celém
organismu je celkovy podil vapniku 1,5% celkové hmotnosti a v kostech se nachazi az 99 %
toho vapniku. Uvnitt kosti aktivuje troponin a podili se na tvorbé tropomyosinu. Vapnik se
vyskytuje v krevnim feciSti, a to ve tfech formach. V ionizované formé, biologicky
nejaktivnéj§i, je schopny se prenaSet pres biologické membrany a rozhoduje pfii
neuromuskularnim drazdéni. Dalsi formou je vazany na bilkoviny, a nebo ve formé komplexi.
Homeost4za vapniku je udrzovand v organismu pomoci osteoklastt, které dokazou resorbovat
kost a tim zvySovat koncentraci vapniku. Naopak osteoblasty se podileji na novotvorbé kostni
hmoty, ¢imZz sniZzuji koncentraci vapniku. Diky tomuto systému je neustale udrZzovana
rovnovaha vapniku v organismu. Pokud je tato rovnovéha naruSena, mohou nastat dva stavy.
Hypokalcémie ¢i hyperkalcémie. Hypokalcémie je nizkd koncentrace vapniku v téle a projevuje

se dusnosti, zmatenosti, pozitivnim chvostkovym testem a lamani kosti. Pfi¢cinou mohou byt
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deficit vitaminu D, hypoalbuminémie ¢i hypoparatyreoza. Hypeklacemie je stav s vysokou
koncentraci vapniku v organismu, projevuje se slabosti, letargii, inavou a zvracenim. Vysoka

koncentrace zptisobuje az zastavu srde¢ni aktivity. !31413

Fosfor

Fosfor je nedilnou soucasti lidského organismu, vyskytuje se v kazdé buiice. Patii mezi
zakladni jednotky, ze kterych se sklddaji nukleové kyseliny, jenz se vyskytuji jako nedilnd
soucast DNA. Fosfor se také ucastni metabolismu cukrt, tukii a bilkovin. Vyskytuje se ve
organismus, zajiStuji energetickou stabilitu. S vapnikem se vyskytuje v kostech a zubech.
Pohyb fosforu po téle je uzce spojen s pohybem vapnik. Oba tyto ionty jsou regulovany
vitaminem D. Nedostatek fosforu v lidském organismu miize zptsobovat kazivost zubii, ldmani
kosti a ztuhlosti kloubil. DalSimi ptiznaky nedostatku fosforu jsou nechutenstvi a unava. Tim,

ze fosfor ma i velky vyznam ve tvorb¢ krvinek, jeho nedostatek mtize zptisobit chudokrevnost.
13 16 17

9 b

2.5 Techniky prvkové analyzy vyuzité v této praci

Mikrovinny rozklad

Mikrovinny mineralizacni tlakovy systém se velmi €asto pouziva k prevedeni pevnych
vzorkil na kapalné. Jedna se o velice ucinnou metodou, pii které teplota rozkladné smési
dosahuje az 260 °C a tlaku az 100 barti. Mikrovinny rozklad se provadi v teflonovych patronach
o riznych objemech. Pribéh celého procesu je monitorovan pomoci teploty v jednotlivych
patrondch a monitorovanim tlaku v patroné s obvykle nejvyssi hmotnosti vzorku. Samotny
rozklad se provadi v pfitomnosti kyselin, kombinaci vice kyselin ¢i kombinaci peroxidu vodiku
a kyseliny. Principem je rozklad organickych latek a rozpousténi anorganickych slozek

vzorku.'®

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vaizanym plazmatem

Zakladnim principem této metody je vytvoreni iontll stanovovanych prvkil a jejich
nasledna detekce. Tyto vzniklé ionty jsou rozliSovany na zaklad¢ poméru hmotnosti ku naboji
(m/z). Metody hmotnostni spektrometrie pracuji obvykle v zdkladni rezimu bez piidavku
reak¢niho / kolizniho plynu. Toto uspofddani se bézn¢ nazyva ,,no-gas mod*. Pro odstranéni

N 24

reakéniho / kolizniho plynu, tzv. heliového modu, zkracené ,,He mod* (je evidentni, Ze v tomto
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piipad¢ je pouzitym plynem helium). Vznikly proud iontli je separovani v hmotnostnim
spektrometru nejcastéji pomoci kvadrupdlového analyzatoru a detekovan. Detektor
zaznamenava jednotlivé signdly, které pfevadi na vysledné signaly dle Cetnosti pfi daném
poméru m/z. ¥

Techniku hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem je mozné pouzit
pro vice prvkil najednou a zaroven je mozné provadét rychly sken témet vSech prvki periodické
tabulky. Méteny vzorek se nejprve prevede do formy aerosolu pomoci zmlzovace, tento aerosol
je nasledné transportovan nosnym plynem do plazmové hlavice spolecné s plazmovym plynem.
Jako plazmovy plyn se nejCastéji pouziva argon. Plazmova hlavice je tvofena tfemi
koncentricky umisténymi trubicemi. Teplota plazmatického plynu dosahuje hodnot od 6 000
do cca 10000 K. Jako dulezita soucast pristroje je radiofrekvencni civka, ktera generuje
elektromagnetické pole, jehoZ energie je preddvana argonovému plazmatu. -2

Metoda hmotnostni spektrometrie se da vyuzit v klinické praxi a biomedicinském
vyzkumu. Jeji velkou vyhodnou je vysoky stupen spolehlivosti, Siroky linearni dynamicky
rozsah, nizké detekéni limity pro vétSinu stanovovanych prvkid a diky tomu se muze
v laboratofich vyuzivat jako primarni metoda. Na velkych pracovistich ¢i ve vyzkumnych
centrech je hmotnosti spektrometrie nepostradatelnou soucésti pracovniho postupu, na mensich
pracovistich se vsak tato metoda nepouziva tak ¢asto, a to hlavn¢ kvili finanéni naro¢nosti

(vysoké pofizovaci i provozni néklady). 1!

2.6 Vyuziti hmotnostni spektrometrie v klinické praxi

S rostoucim vyuzivanim hmotnostni spektrometrie ve vyzkumech nartista také mnozstvi
obort, ve kterych se dana metoda pouziva pti diagnostice. Jako u¢inny nastroj diagnostiky se
hmotnostni spektrometr vyuzZiva pifi metabolickych onemocnéni, identifikace alergent,
identifikace bakteridlnich kment, analyza bioaktivnich peptidii a mensich regulacnich molekul,
v toxikologii jako analyza toxickych latek, biomarkerové studie a expresni profilovani nebo
sekvenéni analyza DNA. 2! Je nutné dodat, Ze v nasledujicim textu je pojednano o hmotnostni

spektrometrii s jinymi typy iontovych zdroju a pro organickou analyzu (nikoliv prvkovou).

Metabolicka onemocnéni

V krvi ¢i moci se nachdzi metabolity a malé organické latky jako jsou puriny, kyseliny,
pyrimidiny, oligosacharidy ¢i jiné. V téchto latkdch mizeme zaznamenavat odchylky, které
nasledné mohou zpiisobovat metabolickd onemocnéni. Pii diagnostice metabolického

onemocnéni hmotnostni spektrometr pfispivd k rozpoznani stfddavych lysozomalnich
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onemocnéni. Stfddavé lysozomalni onemocnéni je vzacna dédicna choroba, kdy dochazi
k defektu ~ lysozomdlnich  enzymi  zodpovédnych za  Stépeni  glykoproteint,
glykosaaminoglykant a lipidii. Samotnd diagnostika funguje na principu monitorovani kvantity

piipraveného na syntetizovaného substratu, ktery hodnoti aktivitu enzymd. 21>

Identifikace alergenii

Alergie je patologicka reakce imunitniho systému na alergeny. Alergeny jsou latky,
které se bézné nachazeji v prostiedi, mohou to byt plisn€, zvifata ¢i potraviny. Alergii trpi az
30% populace. Hmotnostni spektrometr se vyuziva pii detekci alergenti v potravinach,

piitomné alergeny dokéze rozlisit na zdkladé ptesné hmoty a fragmentace. 21>

Identifikace bakterialnich kmenu

Tato metoda se hlavné uplatituje v mikrobiologii, kdy se identifikuji bakteridlni kmeny
z jedné bakterialni kolonie ¢i malého mnozstvi média. Malé mnozstvi vzorku je nasledné
naneseno na ter¢ik a pomoci metody MAI-TOF/MS jsou analyzovany. Vysledna spektra se
porovnavaji s jiz analyzovanymi vzorky a je jim pfirazena identita. Tato metoda je velice

¢asové usporna a prokazuje vysokou sp&snost.?!

Analyza bioaktivnich peptidii a malych regula¢nich molekul

MS mize stanovovat analogy steroidnich hormont, ristovych faktorti a dalSich
zakazanych latek ve sportu pro zvySovani vykonnosti.MS miize dané latky stanovit diky
moznosti stanovovat latky s velmi nizkou plazmatickou koncentraci, jako jsou i hormony a
biogenni proteiny. Metoda MS neni totiz zavisld na tercidlni struktufe latek, identifikace
probiha na zakladé pfesné hmoty a fragmentace. Standart s pfesnou tercidlni strukturou, jako
ma studovany vzorek je mozné potom ztotoznit na zdkladé metody kalibracni kiivky, kdy

ziskame informaci o piesné koncentraci. *!

Toxikologie

Hmotnostni spektrometr se pouziva 1 na analyzu toxickych latek, jako jsou pesticidy,
bakterialni toxiny atd. Vyuziti je ale mnohem $ir$i a lze stanovovat i latky v 1é¢ivech, drogach
nebo zivotnim prostfedi. Dne$ni vyzkum se soustfedi na ziskavani dat pomoci neinvazivni

metody, ziskdvani dat z potu nebo pomoci DESI techniky, aplikované na ktizi.?!*

Biomarkerové studie a expresni profilovani
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Biomarkerové studie jsou zalozeny na identifikaci proteoma pomoci MS, coz hraje
klicovou roli v identifikaci biomarkerii. Tato metoda se pouzivda u infekénich,
kardiovaskularnich, a pfedev§im onkologickych onemocnéni. Pti téchto onemocnéni dochazi
v téle jedince k velkym metabolickym a regulatnim zménam, které zptisobuji pokles
koncentraci nékterych vybranych molekul, biomarkerti. Expresni profilovani je proces, pii
kterém dochazi k paralelnimu stanoveni exprese mnoha gent, tato exprese ndm poskytuje
informace o bunécné funkci. Za pomoci MS stanovujeme proteomy a metabolomy, které¢ maji
vyznam pfi vyjasiovani mechanismu ucinku 1é¢iv, a mohou nam poskytnout dilezité informace

o dané chorobég.?!

Sekvencni analyza DNA
Pomoci MS Ize stanovit kratké fetézce DNA, tato metoda je casové méné naro¢na nez
standardni sekvencni metody. Metodu sekven¢ni analyzy uplatitujeme v ptipadech, kdy vzorek

je dostate¢nd koncentrovany a je zndmo co za zmény v genomu jsou potteba najit. 212

19



3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pfistroje a pomucky

Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Agilent 7900 ICP-MS s
kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem (Agilent Technologies, USA)

Mikrovinné rozkladné zatizeni Speedwave Xpert vybavené rozkladnymi patronami DAP 60
(Berghoft Products + Instruments, Némecko)

Analytické vahy (Sartorius, Ceska republika)

Zdroj deionizované vody (Milli-Qplus, Millipore, USA)

3.2 Pouzité chemikalie

Kyselina dusiéna (67-69 %, Analpure, Analytika spol. s.r.0., Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova (35-37 %, Analpure, Analytika spol. s.r.o., Ceské republika)
Jednoprvkové certifikované referen¢ni materialy vapniku, hot¢iku a fosforu o koncentraci 1,00
+ 0,05 mg/l (plati pro kazdy zvlast) v kyseling dusi¢né (Analytika spol. s.r.o., Ceska republika)
Roztok internich standardi obsahujici prvky Bi, In, Sc, Tb a Y o koncentraci 10 mg/l
(Astastol®-MIX INT-MIX 1, Analytika spol. s.r.o., Ceské republika)

Deionizovana voda (0,055 uS)

3.3 Vzorky

Pro analyzu byly pouzity vzorky kosti z 8 druhil Zivocichl. Ve vybéru jednotlivych
druhti sehréla hlavni roli jejich dostupnost na trhu. Vybér byl proveden tak, aby vysledna data
mohla byt v budoucnu publikovana v knize o nutriéni vyZivé pst. Vzorky byly oznaceny

pismeny A-K, podle nasledujiciho schématu (Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Prehled analyzovanych vzorkii

Oznacdeni Druh Oznaéeni Druh Oznaéeni Druh
A Hovézi ohanka E Kufeci ktidlo CH Kachni béhak
B Kruta stehno F Kufreci krk I Kachni hlava
Kiepelka Jehnéci 1exs
C stehno G hiebinky J Krali¢i hlava
D Kufte stehno H Vepiova zebra K Kachni krk
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3.4 Pracovni postup

Nejprve byly ptipravovany vzorky. Obdrzené kosti byly ocistény a nadrceny na mensi
kousky. Jednotlivé kousky byly oplachnuty deionizovanou vodou a poté pfemistény na Petriho
misky. Misky byly umisténé do suSarny na 90 min pii teploté 90 °C. Poté byly vzorky
piremistény do mensich zkumavek. V ptipadé nutnosti byly vzorky dale uchovavany v mrazaku
pti -20 °C. Jednotlivé vzorky byly oznaceny A-K.

Nasledné bylo pfistoupeno k mikrovinnym tlakovym rozkladim za pouziti k tomu
ur¢enému piistroji. Bylo pfipraveno 12 rozkladnych teflonovych patron, které byly nejprve
diikladné vy¢istény. Cisténi bylo provedeno postupnym pipetovanim 1 ml 36% HCl a 9 ml 67%
HNO:s. Patrony byly uzaviené té€snicimi vicky, priraznymi disky a uzavieny uzavéry. VSechny
patrony byly umistény do karuselu mikrovinného rozkladného zatizeni a byl spustén Cistici
program. Sled jednotlivych krokil (nastavena teplota, doba udrZovani, nastaveny tlak) je uveden

v Tab. 3.2. Po ukonceni programu byly patrony otevieny, oplachnuty a ponechény k vysuseni.

Tab. 3.2: Cistici program vysokotlakého mikrovinného zaiizeni

Cislo kroku T |°C] p |bar] f©i [min] t2 [min] P [%]
1 170 35 5 5 90
2 200 35 1 15 90
3 50 35 1 10 0
4 50 0 0 0 0
5 50 0 0 0 0

T - pozadovand teplota, p - pozadovany tlak, t; - doba pro dosazeni pozadované teploty a tlaku, t> - doba pro

udrzeni teploty a tlaku, P - maximalni vykon magnetronu

3.4.1 Ptiprava vzorku

Mikrovinny rozklad vzorku

VSechny vzorky byly rozloZzeny pomoci mikrovinného rozkladného zatizeni. Nejprve
byly rozloZeny vzorky A-C (Tab. 3.3). Jednotlivé vzorky byly rozd€leny na tfi ¢asti tak, aby
jedna navazka odpovidala hmotnosti od 0,15 do 0,25 g. Jednotlivé navazky byly vsypany do
rozkladnych patron a poté k nim bylo pomoci pipety piidano 8 ml 67% HNO3 a 2 ml 36% HCI.
Celkové bylo ptipraveno 10 rozkladnych patron. Vzorek C byl rozdélen z diivodu malého
mnozstvi pouze na dvé ¢asti. V osmi patrondch byly ¢asti analyzovanych vzorkl. Dalsi dvé

patrony byly vyuzity pro slepé pokusy (blanky). Do obou patron se slepymi vzorky byly ptfidany
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pouze kyseliny, a to konkrétn€ 8 ml 67% HNOs a 2 ml 36% HCI. Patrony byly ponechény v
klidu po dobu deseti minut. Nasledn¢ byly patrony uzavieny, vlozeny do karuselu rozkladného
zafizeni a byl spusténo program pro rozklad vzorkt kosti (Tab. 3.7). Po ukonc¢eni rozkladného
programu byly vzorky pielity do plastovych centrifugacnich zkumavek a byly doplnény
deionizovanou vodou na objem 45 ml. Rozkladné patrony byly néasledné vyplachnuty pomoci
5% HNOs, patrony s kyselinou byly ponechany po dobu 20 min v digestofi louhovat a poté

byly vyplachnuty deionizovanou vodou a ponechdny na vyschnuti.

Tab. 3.3: Navazky jednotlivych vzorkit A-C

Patrona Vzorek Hmotnost [g]
1B Al 0,23778
2B A2 0,21903
3B A3 0,24090
4B Bl 0,19539
5B B2 0,21330
6B B3 0,15960
7B Cl 0,15348
8B C2 0,14147
9B blank
10B blank

Dale byly rozkladany vzorky D-F (Tab. 3.4), opét se vzorky rozd¢lily na tfetiny a ty
byly postupné vkladany do jednotlivych patron. Vzorek F nemél dostatecnou hmotnost na tfi
navazky, a tak vznikly pouze dv¢ Casti. Dalsi postup byl shodny s piedchozi sérii vzorki.

Dalsi vzorky G-CH (Tab. 3.5) byly rozlozeny az s odstupem nékolika dni. Vzorky byly
opét rozdéleny na tfi navazky, pfi¢emz celkovd hmotnost vzorku G neodpovidala tiem
poZadovanym hmotnostnim podiliim, a tak vznikly pouze dvé casti. Dalsi postup byl opét

shodny s predchozim.
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Tab. 3.4: Navazky jednotlivych vzorkit D-F

Patrona Vzorek Hmotnost [g]
1B D1 0,26307
2B D2 0,23630
3B D3 0,22640
4B El 0,16397
5B E2 0,18710
6B E3 0,21020
7B F1 0,15485
8B F2 0,16983
9B Blank
10B Blank

Tab. 3.5: Navazky jednotlivych vzorkit G-CH

Patrona Vzorek Hmotnost [g]
1B Gl 0,15735
2B G2 0,25213
3B H1 0,24660
4B H2 0,18403
5B H3 0,23092
6B CHI 0,16662
7B CH2 0,19270
8B CH3 0,18862
9B Blank
10B Blank

Na zavér byly rozkladany vzorky I-K (Tab. 3.6). Jednotlivé vzorky byly rozdéleny podle
hmotnosti na tf1 mensi dily, jednotlivé dily byly umisténé do patron a do nich bylo postupné
napipetovano 8 ml 67% HNO3 a 2 ml 36% HCI. Poté byly patrony ponechany stat 10 min v
klidu a nasledné byly uzavieny tésnicimi vicky, priraznymi disky a velkymi vicky. Nasledné

byly vzorky rozloZeny.
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Tab. 3.6: Navazky jednotlivych vzorku I-K

Patrona Vzorek Hmotnost [g]
1B I1 0,16380
2B 2 0,21254
3B J1 0,21100
4B J2 0,17291
5B I3 0,21081
6B K1 0,19500
7B K2 0,15530
8B K3 0,17530
9B blank
10B blank

Tab. 3.7: Program pro rozklad vzorkii kosti

Cislo kroku T [°C] p [bar] #1 [min] #2 [min] P [%]
1 160 30 10 10 70
2 190 30 5 20 80
3 50 25 1 10 0
4 50 0 0 0 0
5 50 0 0 0 0

T - pozadovanda teplota, p - pozadovany tlak, t; - doba pro dosazeni pozadované teploty a tlaku, t; - doba pro

udrzeni teploty a tlaku, P - maximalni vykon magnetronu

3.4.2 Analyza vzork

Po rozlozeni vSech vzorkil kosti byly pfipraveny roztoky k optimalizaci hmotnostniho
spektrometru, smésné kalibracni roztoky byly ptipraveny fedénim koncentrovaného smésného
roztoku, ktery byl vytvoien pomoci tiech jednoprvkovych kalibra¢nich roztoka (Ca, Mg, P).
Koncentrace roztokl, z nichZ byla vytvofena kalibra¢ni fada (jednotlivé roztoky byly oznaceny
10 az I5) €inily: blank; 0,0016; 0,008; 0,04; 0,2 a 1,0 mg/I pro vSechny méfené prvky. VSechny
kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny ve 2% kyseliné¢ dusi¢né.

Vysledné roztoky byly proméfovany na hmotnostnim spektrometru. Pfistroj byl spustén
a byly nastaveny potfebné parametry jak pro no gas mode, tak i pro mode s héliem. Dale byl

pfistroj podroben kalibraci pomoci kalibra¢ni fady 10-I5. VSechny rozloZené vzorky kosti byly
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navic 50x nafedény (bylo pipetovano 300 ul piivodniho vzorku do 15ml zkumavky a doplnény

2% kyselinou dusi¢nou na objem 15ml).

3.5 Charakteristiky analytickych metod

vvvvvv

limit, vyjadieny jako meze detekce (LOD) a jako koncentrace ekvivalentniho pozadi (BEC).

LOD neboli meze detekce je nejmensi mozna detekovatelnd koncentrace analytu ve
vzorku. Podle IUPAC je mezi detekce myslena koncentrace analytu, jejiz signal odpovida
trojnasobku smérodatné odchylky Sumu zakladni linie nebo blanku.

Pomoci meze detekce (LOD) se také posuzuje citlivost dané analytické metody, citlivost

se také d4 posoudit podle smérnice kalibra¢ni pfimky.26,’

BEC neboli koncentrace ekvivalentniho pozadi je parametr, ktery popisuje citlivost
pristroje za danych konkrétnich podminek. Je dan koncentraci prvku ve vzorku, jejiz signal je

roven signalu, ktery produkuje pozadi piistroje.?°

Piesnost u analytickych metod je parametr, ktery ukazuje blizkost méteni ke skutecné

hodnoté& nebo k hodnotg, kterd je vyjadiena s chybou.?®

Spravnost vysledku je charakteristicky parametr, ktery urcuje, jak moc je méfeni

zatizeno chybami.?®
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4 Vysledkova ¢ast a diskuze

V nasledujici casti prace jsou prezentovana ziskana data, kterd jsou nasledné
diskutovana. Jsou zde 1 zahrnuty experimentalni podminky, za kterych byly jednotlivé

experimenty provedeny.

4.1 Provedeni mikrovinnych tlakovych rozklad(

Vysokotlaké mikrovinné zafizeni bylo pouzito pii rozkladu vsSech analyzovanych
vzorkl v této praci. Pouzité navazky vzorki jsou uvedeny v Tab. 3.3 az Tab. 3.6. Teploty a
dalsi nastavené podminky béhem procesu rozkladu jsou uvedeny v tabulkach Tab. 3.2 a Tab.
3.7. Teplotni pribéh béhem celého procesu rozkladu byl sledovan ve vsSech pouzitych
patronach. Tlak byl sledovan pouze v jedné patroné, a to v patron€ s nejvyssi navazkou vzorku,
ktera byla opatfena specidlnim uzavérem umoziujici tlakovd méfeni a byla umisténa do pozice
1 karuselu. Ze ziskanych zaznamt pribéht rozkladu bylo ziejmé, Ze vSechny rozkladné cykly
probéhly standardné bez jakychkoliv vykyvi teplot nebo tlaku. Na zavér tak bylo mozné
konstatovat, Ze vSechny rozklddané vzorky byly rozloZeny uspésné€, coz bylo mozné ovéfit 1

vizualni kontrolou transparentnosti vzorku.

4.2 Zjisténi experimentalnich podminek

Prvkové analyza jednotlivych vzorki byla provadéna na hmotnostnim spektrometru
s indukéné vazanym plazmatem. Na zacatku méfeni bylo provedeno ladéni pfistroje Néasledné
pak byly naméfeny piisluSné kalibracni zavislosti a zjiStény zakladni charakteristiky stanoveni
uvedenych trech prvkl. Cely proces byl fizen pocitatovym programem MassHunter 4.6,

experimentalni podminky jsou uvedeny v niZe pfilozené tabulce (Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Experimentdlni podminky ICP-MS

Rezim méteni General Purpose
Vykon RF generatoru [W] 1550 W
Hloubka vzorkovani [mm)] 10,0

Teplota S/C (mlzné komory) [°C] 2,0

Priitok argonu ve zmlZovaci (nebulizéru) [1/min] 15,0

Pritok pfidavného plynu (helia) [1/min] 1,05

Rychlost otacek peristaltické pumpy u zmlzovace [RPS] 0,1
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4.3 Analyza celkového zastoupeni prvkl v kostech

Praktickou ulohou bylo stanoveni celkového zastoupeni jednotlivych prvki (véapnik,
hoi¢ik a fosfor) v kostech. Méfeni bylo provadéno pfistrojem ICP-MS, namétené hodnoty byly
piepocteny pomoci ptislusného fediciho faktoru. Koncentrace jednotlivych prvki byly méfeny
v triplikatech. Ze ziskanych koncentraci byl nésledné vyjadien median a ten byl doplnén o
konfiden¢ni interval. Finalni vysledky byly vyjadfeny jako obsah daného prvku (v mg) na jeden

gram vzorku. Ziskané hodnoty jsou pfilozené v nize uvedenych tabulkach.

4.3.1 Stanoveni a vyhodnoceni obsahu hofc¢iku

Hot¢ik byl méfen na hmotnostnim spektrometru ve dvou vyse uvedenych médech (no-
gas a He-mod). Hor¢ik ma tii izotopy, které lze sledovat. Izotop **Mg, Mg a ®Mg. Pro
nejvyssi zastoupeni byl sledovén izotop **Mg, jehoZ procentudlni zastoupeni je 78,99 %
v piirodé a nemé 7adné vyznamné interference. Izotop Mg se vyskytuje v 10,00 % a izotop
26Mg v 11,01 %. Jako interni standart bylo pouZito skandium **Sc.

Po zméteni jednotlivych vzorkl poskytl spektrometr informace o koncentraci daného
prvka v kapalném roztoku v jednotkach mg/1 (Tab. 4.2). Ze ziskanych vysledkt byl statisticky
vypocten medidn a koncentrace byla prepoctena na mg/g pomoci navazky vzorku a zapocteného
zfed'ovaciho faktoru.

Na Obr. 4.1 je vizualné zpracovana kalibraéni zavislost pro 2*Mg. Graf ukazuje zavislost
odezvy pfistroje v jednotkich 10° CPS na koncentraci zvoleného izotopu Mg v
jednotkach mg/l. Kalibra¢ni zavislost popsanou regresni pfimkou lze vyjadtit pomoci rovnice
y=3,903-10" x + 1,43-10°%. Hodnota koeficientu korelace R byla v tomto piipadé rovna 1,0000.
Teoreticky detekeni limit (DL) €inil 1,24 ng/l, avSak realné 1ze vyhodnocovat az vysledky leZzici
nad koncentraci ekvivalentniho pozadi (BEC), jejiZ hodnota ¢inila pro stanoveni hoi¢iku 0,037

mg/l.
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Tab. 4.2: Hodnoty koncentraci v mg/l pro **Mg

Vzorek c(Mg) [mg/l] Vzorek c(Mg) [mg/l]
Al 0,548 £ 5,8 El 0,351 £ 18
A2 0,387 +0,5 E2 0,536 +1,2
A3 0,515+3,5 E3 0,602+ 12
Bl 0,480+1,3 F1 0,333 +29
B2 0,634+ 0,6 F2 0,419+0,9
B3 0412+1,5 Gl 0,328+ 1,5
Cl 0,389 £ 25 G2 0,517+0,9
C2 0,370 £ 0,5 H1 0,581 +1,3
D1 0,775+ 0,4 H2 0,480+1,0
D2 0,758 £0,2 H3 0,691 +£ 14
D3 0,672+ 1,4 11 0,296 + 3,2
CH1 0,232 +0,8 12 0,313+1,5
CH2 0,325+ 11 K1 0,362+ 1,3
CH3 0,352 +0,3 K2 0,295+ 1,7
J1 0,414 +0,3 K3 0,353 +0,3
J2 0,432+0,3
J3 0,494 +£ 4,1
2000 | o
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Obr. 4.1: Kalibracni zavislost pro **Mg (podminky méreni uvedeny v Tab. 4.1)

28



Tab. 4.3: Vysledna koncentrace horciku v pitvodnich vzorcich v mg/g

Vzorek c(Mg) [mg/g]
Hovézi ohanka 4,81+0,19
Kruti stehenni kost 5,81 +0,10
KiepelCi stehenni kost 5,88 £0,03
Kufreci stehenni kost 6,68 0,11
Kufeci kiidlo 6,45 + 0,09
Kufteci krk 5,55+ 0,06
Jehnéci hiebinky 4,61 +0,05
Veprova zebra 5,87 +£0,07
Kachni béhak 3,79 +£ 0,49
Kachni hlava 4,07+0,15
Krali¢i hlava 5,62 +0,02
Kachni krk 4,27 £ 0,08

Jak je patrné z Tab. 4.3, ziskané hodnoty koncentraci hoi¢iku jsou ve vSech vzorcich
radové stejné. Nejvyssi naméefend koncentrace hoic¢iku byla zaznamenana ve vzorku D (Kureci
stehenni kost). Koncentrace hot¢iku ¢inila 6,68 + 0,11 mg/g. Naopak nejniz$i byla zjisténa ve

vzorku CH (Kachni béhak) a ¢inila 3,79 £ 0,49 mg/g.

4.3.2 Stanoveni a vyhodnoceni fosforu

Fosfor jako prvek, ktery se nachazi v piirodé ve formé izotopu *'P, byl za pomoci
piistroje ICP-MS detekovén za vyuziti interniho standartu **Sc. Pro méfeni fosforu byly pouzity
dva mody — no gas mode a helium mode. Z vyslednych hodnot byly zpracovany data z no gas
mode.

Jednotlivé koncentrace vzorkil (Tab. 4.4) v mg/l, byla statisticky pfevedena na median
a pfepocitana na koncentraci v mg/g.

Na Obr. 4.2 je vizualné zpracovand kalibraéni zavislost pro 3'P. Graf ukazuje zavislost
odezvy piistroje v jednotkach 10° CPS na koncentraci zvoleného izotopu P v jednotkach mg/I.
Kalibra¢ni zavislost popsanou regresni ptimkou lze vyjadiit pomoci rovnice y = 2,280-10° x +
1,78:10°. Hodnota koeficientu korelace R v tomto ptipadé ¢inila 1,0000. Teoreticky detekéni
limit (DL) ¢inil 2,05 pg/l, redlné vSak lze vyhodnocovat az vysledky leZici nad koncentraci

ekvivalentniho pozadi (BEC), tato hodnota pro stanoveni fosforu byla 0,078 mg/I.

29



Tab. 4.4: Hodnoty koncentraci v mg/Il pro 3'P

Vzorek c(Mg) [mg/l] Vzorek c(Mg) [mg/l]
Al 14,9 £ 4,30 El 8,28 £ 18,7
A2 10,8 = 0,30 E2 11,8 +£0,40
A3 13,6 = 4,50 E3 13,4+12,9
Bl 12,6 2,50 F1 7,58 + 28,0
B2 16,4 + 0,40 F2 9,66 + 0,30
B3 10,6 = 0,70 Gl 7,95 + 0,80
Cl 9,36 £ 25,1 G2 12,8 £ 0,70
C2 8,92 +0,20 H1 14,1 £ 0,30
D1 18,2+ 0,40 H2 11,7+ 1,10
D2 17,9 £ 0,40 H3 16,6 = 14,8
D3 16,0 + 0,80 I1 8,89+ 3,10

CHI1 6,59 + 0,00 12 10,1 £ 1,00
CH2 9,38+ 12,0 K1 10,9 + 0,90
CH3 10,3 +0,80 K2 9,41 +0,40
J1 11,1 +1,20 K3 10,6 £ 0,60
12 11,2+ 0,30
I3 12,7 + 4,40
D 20t
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Obr. 4.2: Zavislost kalibrace pro ' P (podminky méreni uvedeny v Tab.

4.1)



Tab. 4.5: Vysledna koncentrace fosforu ve vzorcich v mg/g

Vzorek c(P) [mg/g]
Hovézi ohanka 127 £ 6,50
Kruti stehenni kost 149 £ 1,19
Kiepelci stehenni kost 142 +0,32
Kufeci stehenni kost 156 £ 0,71
Kureci kiidlo 142 £ 0,65
Kufteci krk 128 +£ 0,44
Jehnéci hiebinky 115+0,91
Vepiova zebra 144 £1,80
Kachni béhak 123 +£1,12
Kachni hlava 122 £4,31
Krali¢i hlava 136 + 6,81
Kachni krk 136 £0,93

Z vyse uvedené Tab. 4.5 je vidét, Ze nejvyssi namétena koncentrace fosforu byla 156 +
0,71 mg/g, tato koncentrace byla namétena u vzorku D (Kureci stehenni kost), nejnizsi
koncentrace fosforu, ktera ¢inila 115 + 0,91 mg/g, byla naméfena u vzorku G (Jehnéci

hrrebinky).

4.3.3 Stanoveni a vyhodnoceni vapniku

Vépnik se vyskytuje v mnoha izotopech v piirodé. Nejvétsi zastoupeni ma izotop *°Ca
vyskytuje se az v 96,941 % pftipadii, bohuzel pro vysokou pravdépodobnost spektralnich
interferenci pfedevs§im s adukty plazmového plynu nebylo mozné tento izotop méfit. Byly tak
zvoleny jiné izotopy, a to izotopy **Ca a **Ca. Oba tyto izotopy byly méfeny ve dvou modech
—no gas mode a helium mode. Izotop **Ca se vyskytuje v 0,135 % a izotop **Ca v 2,09 %. Dale
se vapnik d4a méfit jako izotop **Ca a **Ca. Ty ale vyhodnoceny nebyly. Jako intertni standart
bylo pouzito scandium **Sc.

Vépnik byl sledovan ve dvou izotopech, proto jsou nize ptilozeny dva obrazky. Obr. 4.3
ukazuje zavislost hodnoty 10° CPS na koncentraci v mg/l izotopu **Ca a druhy Obr. 4.4

piedstavuje stejnou zavislost akorat pro izotop **Ca.
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Z jednotlivych dat byl statisticky vypocCten median a hodnoty koncentraci byly

piepodteny z mg/l na mg/g pouze pro izotop **Ca. Koncentrace vapniku ve vzorcich kosti

v mg/l pro *Ca a **Ca uvadi Tab. 4.6 a Tab. 4.7.

Tab. 4.6: Hodnoty koncentraci v mg/Il pro **Ca

Vzorek c(Ca) [mg/1] Vzorek ¢(Ca) [mg/l]
Al 33,1 £3,80 El 17,8 £ 18,2
A2 24,1 £1,10 E2 25,24+ 0,20
A3 30,5+3,70 E3 28,9+11,9
Bl 27,3 £2,30 F1 15,9 £27,5
B2 35,8 +0,60 F2 20,2+ 0,40
B3 23,0+ 1,00 Gl 16,5+0,20
C1 19,6 £25,0 G2 27,0 £ 0,80
C2 18,7+ 0,20 HI 31,3+ 0,60
Dl 39,5+0,40 H2 26,3+ 1,60
D2 38,3 +0,20 H3 36,9+ 14,2
D3 34,6 £ 1,40 I1 18,9 £3,70
CHI 14,6 + 0,20 12 21,8+ 1,10
CH2 21,1 £10,7 K1 23,6 £ 0,80
CH3 23,3+ 1,70 K2 20,7 £ 0,60
J1 24,9+ 1,30 K3 22,8+ 0,80
J2 25,2+1,20

I3 28,9 £3,70
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Tab.4.7: Hodnoty koncentraci v mg/l pro *'Ca

Vzorek ¢(Ca) [mg/1] Vzorek c(Ca) [mg/1]
Al 344+154 El 20,2 +9,10
A2 23,1+0,40 E2 26,3 £ 6,80
A3 28,9+ 8,50 E3 29,8 £ 6,30
Bl 25,9 +4,70 F1 16,9 + 6,00
B2 37,4+ 4,02 F2 19,5 + 5,80
B3 22,1 +4,00 Gl 15,5+8,90
Cl 19,9 + 4,40 G2 26,6 £ 6,50
C2 18,1 £7,50 H1 31,3+ 7,50
Dl 36,3 + 6,00 H2 24,4 +£2.80
D2 37,6 3,10 H3 33,1 +£9,20
D3 35,1 £9,90 I1 17,1 £8,10
CHI 14,7 £4,70 12 21,9+2,70
CH2 18,4 +4,90 K1 22,8 +5,90
CH3 20,9 £+ 8,00 K2 19,4 £5,20
J1 22,9 +£4,00 K3 22,0+£5,10
J2 24,8 + 8,30

J3 25,9+ 6,50

Na Obr. 4.3 je graficky zpracovana kalibraéni zavislost pro **Ca. Graf ukazuje zavislost
odezvy piistroje v jednotkach 10° CPS na koncentraci zvoleného izotopu Ca v jednotkach mg/I.
Kalibra¢ni zavislost popsanou regresni pfimkou lze zapsat pomoci rovnice y = 1,172-10° x +
4,19-10*. Hodnota koeficientu korelace R byla v tomto piipadé rovna 0,9999. Teoreticky
detekéni limit (DL) €inil 23,6 pg/l, avSak redlné lze vyhodnocovat az vysledky lezici nad
koncentraci ekvivalentniho pozadi (BEC), jejiz hodnota pro izotop **Ca ¢inila 0,357 mg/1.

Na Obr. 4.4 je vizualné zpracovana kalibra¢ni zavislost pro **Ca. Zavislost ukazuje
odezvy pfistroje v jednotkach 10° CPS na koncentraci zvoleného izotopu Ca v jednotkach mg/1.
Regresni piimka, kterd popisuje kalibra¢ni zavislost se da vyjadit rovnici y = 1,841-10° x +
7,13-10°.  Hodnota pro koeficient korelace R byla 1,0000. Hodnota DL, teoretického
detekéniho limitu ¢ini 9,25 pg/l, vysledky vSak lze vyhodnocovat az nad koncentraci

ekvivalentniho pozadi (BEC), jejiz hodnota pro izotop **Ca ¢inila 0,387 mg/1
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Obr. 4.3: Zavislost kalibrace pro **Ca (podminky méreni uvedeny v Tab. 4.1)

_
o
o
1
1

44, 106CPS
3

60 |- -

m/z

40 -

20 . E

0 10 20 30 40 50
Cca Mg/l

Obr. 4.4: Zavislost kalibrace pro *'Ca (podminky méreni uvedeny v Tab. 4.1)
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Tab. 4.8: Vysledna koncentrace vapniku ve vzorcich v mg/g

Vzorek c(Ca) [mg/g]
Hovézi ohanka 285+ 12,00
Kruti stehenni kost 325+3,70
Kiepelci stehenni kost 297 £ 0,68
Kufeci stehenni kost 344 + 5,48
Kureci kiidlo 304 £ 0,69
Kufteci krk 267 £ 1,22
Jehnéci hiebinky 236 +0,54
Vepiova zebra 321 £5,85
Kachni béhak 278 +£5,38
Kachni hlava 231 +2,90
Krali¢i hlava 329 +4,49
Kachni krk 293 £ 2,67

Vysledna data byla vypoctena pouze pro izotop **Ca. Z vyse uvedené Tab. 4.8 je patrné,

7e nejvyssi naméfend hodnota u vapniku byla zaznamenana u vzorku D (Kureci stehenni kost)

cvwvr

231 +2,9 mg/g.

4.4 Diskuze

Ze ziskanych dat bylo prokazano, Ze kosti tvofi hlavni zdkladnu pro véapnik a fosfor a
jejich koncentrace tedy mnohonasobné prevysuji ostatni prvky v kostech. Tim, ze kosti se vSak
skladaji z dal§ich minerdlnich slozek, je tedy mozné naméfit i koncentrace dal§ich prvkd.
Z vyslednych udajii vSak vypliva, Ze koncentrace méfeného hot¢iku je az 100x mensi nez
fosforu a vapniku, coZ potvrzuje vySe sepsany teoreticky podklad.

Pti vSech tiech stanoveni doSlo k naméfeni nejvyssi koncentrace u vzorku D (Kureci
stehno). Vzorek D ptedstavuje nejdelsi kost v organismu. Obecné v dlouhych kostech dochazi
k nejvétsi preméné a tvorbe kostni dfené. Remodelace dlouhych kosti je velice Casty proces, pii
kterém dochézi k tvorbé€ i novych iontil a jejich ukladani. Ionty jsou béZzné uloZeny v kostnich
tkanich, a to pfevazné v dlouhych nebo plochych kostech. Vzorek s nejmensi koncentraci byl u
vSech tiech méfeni jiny.

Pravé pro mineralni stavbu kosti byly vybrany specificky tyto tii prvky. Vapnik, hoi¢ik
a fosfor jsou hlavni prvky, které se v téchto mineralech nachézeji, a proto se také stavaji hlavni
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slozkou potravy pst, které se kostmi krmi. Zjisténa data byla praveé proto dulezitou informaci
pro dalsi vyzkum souvisejici s problematikou vyzivy pst. Ze zjisténych dat vyplyva dilezity
zavér, ze je v podstaté jedno, jakymi kostmi je pes krmen, nebot’ pfi spravném krmeni vzdy

dostane potfebné mnozstvi minerala ve strave.
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5 Zaver

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo vytvofit prehled koncentraci hlavnich prvka
ve vybranych kostech vybranych druhti zivoc¢ichii. Zvolené prvky (vapnik, hot¢ik a fosfor) byly
stanovovany pomoci hmotnosti spektrometrie sindukéné vazanym plazmatem. ZjiSténé
hodnoty koncentraci vybranych prvkl budou v budoucnu pouzity pro knizni publikaci o vyziveé
psti. Z naméienych hodnot bylo zjisténo, ze vliv druhu zvitete nehraje velkou roli na mnozstvi
prvkl v kostech, pomér prvki se udrzuje ve stale stejné hladin€. Vice nez druh zvifete hraje
roli druh kosti samotné, rozdily mezi dlouhymi, kratkymi a plochymi kostmi byly znat, nejvyssi
naméiend koncentrace byla u vSech tfi vybranych prvka u stejné kosti, nejdelsi kosti v téle,
femur. Dale bylo prokazano, ze kosti tvofi hlavni zdkladnu pro vapnik a fosfor a jejich hodnoty
byly mnohonésobné vyssi néz koncentrace ttetiho sledovaného prvku hoiciku.

Déle bylo ovéfeno, Ze pouzitda metoda hmotnostniho spektrometru byla vhodnou
metodou pro stanoveni vSech nam vybranych prvkd. Tato metoda ma vhodnou citlivost a
umoznuje detekovat soucasné vicero prvkd.

V ramci oborového zaméieni autorky (medicinalni chemie) byl zvolen cil zhodnotit
dilezitost vybranych prvka v lidském organismu a sepsat vyuziti obecné hmotnostni
spektrometrie v Iékatstvi. V této ¢asti byla pozornost zaméfena na vyuziti hmotnostniho
spektrometru v klinické praxi, kdy bylo reser$i dokazano, ze hmotnostni spektrometrie se
pouziva v mnoha ptipadech v lékatstvi, at’ uz pfi metabolickych onemocnéni, alergickych
reakci €1 nebo napft. v toxikologii. I samotna metoda ICP-MS je celkové vyuZivana v mnoha

oblastech klinického pouziti a pfispiva k vyfeseni mnoha diagnostickych problémi.
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