() pOsterus

Portal pre odborné publikovanie ISSN 1338-0087

Totalna chemicka analyza
Aranyosiova Monika - Prirodné vedy

13.01.2010

Pod pOJmom chemicka analyza sa zvyCajne rozumie kvalitativne a
kvantltatlvne urc¢enie chemického zlozenia vzorky. Standardne pouzivané metody

poskytuju informdcie o elementarnom, pripadne aj molekulovom zlozeni vzorky a mozu
urcit aj zastipenie jednotlivych zloziek.

Ak sa vSak hovori o totdlnej chemickej analyze, mozno oCakavat okrem odpovedi na
otazky o zloZeni a mnozstve eSte dalSie nové informdcie, ktoré dopiiaju kompletni
predstavu o vzorke. A tym je umiestnenie resp. distribticia konkrétneho prvku alebo
molekuly vo vzorke nielen na jej povrchu ale aj vo vnutri, teda trojdimezionalna
rekonstrukcia vzorky z jej chemického hladiska.

Metdda, ktora tieto informacie poskytuje je hmotnostna spektrometria sekundarnych
ionov so skratkou SIMS (Secondary Ion Mass Spectrometry) a najcastejsSie sa
analyzuje chemické zlozenie povrchov roznych materidlov v pevnom skupenstve.
Analyza nie je limitovana povodom ¢i druhom materidlu, ktory méze byt v podstate
akykolvek od nezivej az po ziva prirodu, teda anorganicky, organicky aj biologicky.

TEORIA

Zakladnym principom techniky SIMS je atomarne bombardovanie povrchu vzorky
primarnymi iénmi s vysokou energiou. Primarny ién prenika materidlom a prenasa
svoju kinetickll energiu na zasiahnuté atémy a generuje koliznu kaskadu, ktorej
vysledkom je emisia atomov, molekul a klastrov z povrchu. (Obr. 1) Emitované resp.
odpréasené Castice, ktoré su v ionizovanej forme sa ako sekundarne iény analyzuju v
hmotnostnom spektrometri. Vzhladom na kolizny charakter techniky sa pouziva
extrémne nizka davka primarnych iénov a tak spektralna informéacia pochadza z
neporuseného povrchu a zabezpecuje molekuldrnu informdciu. Ako primarne iény sa v
sucasnosti najcastejSie pouzivaju iony Ga*, Au,*, Bi, * a C,,* kde n = 1 - 7, teda iény
zlata a bizmutu mozu tvorit aj klastre. V zavislosti od druhu pouzitého primarneho
i6nu sa meni aj zastipenie resp. intenzita sekundarnych molekulovych iénov. Cim
vySSia je hmotnost primarneho iénu, tym vyssie hmotnosti mozno detegovat, lebo
generuju iny druh koliznej kaskady. Vzhladom na Coraz rozsirenejSie aplikacie v
biochémii a bioldgii je snaha analyzovat molekuly a fragmenty s vysokymi
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hmotnostami ako su napr. bielkoviny ¢i DNA a preto sa vyvijaju stale nové zdroje
primarnych iénov, s ¢o najlepSou odprasovacou ucinnostou molekul s velkou
hmotnostou.
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Obr.: 1 Simulované bombardovanie povrchu vzorky primdrnym ionmi Ga* a Cg,*
(prevzaté z Literatury 1)

Vacsina odpréasenych cCastic je nabojovo neutralna, len niekolko percent je v
ionizovanej forme ako katiény alebo aniony. Tvorba sekundarnych ionov z neutralnej
molekuly M mé6ze prebehntut tromi hlavnymi procesmi:

- protondciou a deprotondaciou za vzniku [M+H]*, [M-H] + ako aj formovanim
molekulovych radikalov typu M"* a M" vzniknutych stratou alebo ziskanim elektrénu

- stratou malych funk¢nych skupin ako napr. [M-CH3]+, [M-OH]*

- kationizaciou neutralnych molekul lahko ionizovatelnymi atémami alkalickych kovov ako
napr. [M+Na]*, [M+K]* alebo iénmi kovu zo substratu ako napr. [M+Ag]".

EXPERIMENT

Hmotnostna spektrometria sekundarnych ionov s detek¢nym systémom zalozenym na
separdacii hmotnosti podla doby letu iénov (TOF - Time of Flight, doba letu) je
koncepcne jednoduchd a velmi efektivna. TOF-SIMS pracuje v pulznom rezime, kde je
povrch vzorky bombardovany pulznym fokusovanym zvazkom primarnych iénov.
Emitované sekundarne iony sa extrahuju do kolény doby letu danym potencidlom,
ktory im udeluje rovnaku kinetickd energiu. Vzhladom na tento fakt ich potom mozno
separovat podla doby ich letu. Cim niz$ia je hmotnost i6nu, tym rychlejsie leti kolénou
k detektoru a naopak, tie najtazsie iény letia najpomalSie. Vyplyva to zo zdkladnej
rovnice pre kineticku energiu, z ktorej mozno odvodit aj vztah na prepocet medzi
meranou dobou letu a hmotnostou iénu. Plati, ze

E. = imv? (1)
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kde m je hmotnost i6nu, v je jeho rychlost, z je naboj, U extrakcny potencidl, t je doba
letu iénu a L je dizka kolény. Vysledkom merania je hmotnostné spektrum, kde su
jednotlivé piky s réznou intenzitou usporiadané podla vzrastajicej hmotnosti, resp.
pomeru m/z. Naboj i6onov je najcastejSie rovny 1, preto hmotnosti na spektre
zodpovedaju realnym atomovym a molekulovym hmotnostiam. Rastrovanim luca
primarnych iénov po povrchu vzorky mozno merat aj dvojrozmerné distribucie prvkov
a molekul, odkial sa ziskava informdcia nielen o chemickom zlozeni povrchu, ale aj o
konkrétnom umiestneni zadefinovanych chemickych c¢astic. Tretou moznostou SIMS
analyzy je meranie hibkového profilu, ktory poskytuje informécie o zloZeni vo vnutri
vzorky. Analyzuju sa jednotlivé vrstvy vzoriek, ktoré sa postupne odstranuju tzv.
odprasovacim delom. Hibkovy profil dotvéra kompletny trojdimenziondlny chemicky
obraz o vzorke, ktory sa da vytvorit z rekonstrukcie jednotlivych merani. Identifikdciou
sekundarnych i6nov na zaklade ich hmotnosti dostdvame kvalitativnu informaciu.
Kvantitativne stanovenie sa robi na zaklade porovnavacich Standardov alebo tzv.
relativnych senzitivitnych faktorov, na zaklade ktorych sa prepocitavaju intenzity
jednotlivych pikov na redlne koncentracie jednotlivych zloziek.

Na Obr. 2 je TOF SIMS IV (ION-TOF, Muenster, Nemecko) inStalovany v
Medzinarodnom laserovom centre v Bratislave. Ako zdroj primarnych iénov sa pouziva
galiové, zlaté alebo bizmutové idnové delo zalozené na principe tekutého kovu, kde sa
generuju iony s energiou 15 - 25 keV vo forme jednoduchych iénov Ga*, Au* a Bi*
alebo klastrovych iénov Au,* a Bi,* (n=2-7). Pre merania hibkového profilu sa pouZiva
odprasovacie delo, ktorym sa odstranuju jednotlivé vrstvy vzorky. Cs* idny sa
pouZivaju pre negativnu polaritu a O,* i6ny pre pozitivnu polaritu. Dal$imi zdkladnymi
castami pristroja s hlavna komora, kde prebieha samotna analyza, vstupna komora,
ktora sa pouziva na vkladanie a vyberanie vzoriek, TOF kolona, detektor, vakuovy
systém a dalSie pridavné zariadenia. Pristroj je permanentne pod vysokym vakuom 10-
' mbarov, ktoré zabezpecuje Cistotu prostredia analyzy. Tento unikdtny pristroj je
univerzalny a pouzitelny pre chemickt analyzu vSetkych druhov materidlov, dokonca
aj pre kvapalné vzorky, ktoré sa mrazia priamo v hlavnej komore tekutym dusikom.
Unikétne st aj jeho parametre, ktoré su nasledovné: vysoka citlivost ppm - ppb,
spektralne hmotnostné rozliSenie m/Am ~ 10 000, lateralne rozliSenie pri meraniach
dvojrozmernych distribtcii 100 nm, hibkové rozlienie 1 nm, paralelné detekcia
vSetkych hmotnosti, hmotnostny rozsah do 10 000, detekcia vSetkych elementov a
izotopov, kvalitativna chemicka informécia cez molekuly a fragmenty.
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Obr.: 2 Pristroj TOF SIMS, Medzindrodné laserové centrum
PRIKLADY VYSLEDKOV

Priklad hmotnostného spektra je demons$trovany na - cyklodextrine, ktory patri
medzi oligosacharidy so Specifickou cyklickou Struktirou s kavitou, do ktorej mozu za
urcitych podmienok vchadzat molekuly a tvorit supramolekulové komplexy. Na Obr. 3
je zndzornené celkové hmotnostné spektrum / - cyklodextrinu az do hmotnosti 2500 a
detailny vyrez zo spektra. /7 - cyklodextrin (7 -CD) so sumarnym vzorcom C,,H,,0,, sa
sklada zo siedmich glukopyrandzovych jednotiek a ma hmotnost 1135 m.u.. Na
celkovom hmotnostnom spektre mozno identifikovat molekulu # - CD pri hmotnostiach
1158 a 1174, ktoré zodpovedaji iénom, ktoré vznikli kationizdciou 7 - CD s lahko
ionizovatelnymi atémami sodika a draslika. Pri hmotnostiach 2293 a 2309 je dimér /7 -
CD, opat v kationizovanej forme. Na a K su necistoty vo vzorke, ktoré st tam pritomné
v nizkej koncentracii a v tomto pripade vSak pomahaju ionizovat molekulu, ktora je
inak po odpraseni zo vzorky neutralna. Takéto necistoty mézu byt aj vo velmi nizkej
koncentracii (10-6), st pritomné v kazdej vzorke a detegované su vdaka vysokej
citlivosti tejto metddy. Na druhom spektre je detail dvoch identifikovanych pikov /7 -
CD, kde nasledujuce mensie piky odstupnované o jednotkovi hmotnost zodpovedaju
izotopovej distribtcii molekuly (izotopova distribucia kopiruje prirodny vyskyt najma
izotopov C a O). Pri nizSich hmotnostiach mozno identifikovat mnozstvo fragmentov
typu C,H,, C.H,0O, a aj rézne iné primesy a necistoty, ktoré mézu byt aj vo velmi
nizkych koncetraciach.

Obr.: 3 Hmotnostné spektrum [3 cyklodextrinu (A) a Hetail hmotnostného spektra (B)
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Na Obr. 4 je priklad z dvojrozmernych distribucii vybranych prvkov a molekulovych
fragmentov na vzorke tkaniva ludského mozgu postihnutého zriedkavou chorobou
Behcet. Vo vzorke sa predpokladal vyskyt tazkych kovov, na ktoré bola analyza
zamerana. Na obrazkoch su zndzornené distribucie prvkov Na, K, Ca, Fe, Cua Zn a
vybraného zastupcu organickych molekidl C,H,NO, ktory je pravdepodobne
fragmentom z aminokyseliny na ploche 105x105 # m?. Cim intenzivnejsia je ?1ta farba
na obrazkoch, tym vyssia bola emisia sekundarnych iénov daného druhu z toho miesta
a naopak, cierna farba znamend nizku alebo Ziadnu emisiu, teda koncentraciu.
Kontury kovov a atdmov Na, K a Ca sa kopiruju a si komplementarne s kontirami
organickej molekuly, ¢o je farebne zndzornené na poslednych troch obrazkoch. Z
tychto dvojrozmernych distribtcii mozno ziskat ndzornu predstavu o chemickom
zlozeni povrchu vzorky, kde sa pravdepodobne striedaju organické a anorganickeé
oblasti.
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Obr. 4: 2D distribtcie prvkov a molekul na vzorke tkaniva l'udského mozgu

Na Obr. 5 je hibkovy profil komeréného substratu, ktory je zloZeny z troch vrstiev a
pouziva sa ako podklad pre analyzu roznych vzoriek. Spodnd, najhrubsia vrstva je zo
skla, nasleduje chrémova vrstva so Sirkou 2.5 + 1.5 nm a vrchnu vrstvu tvori Au so
$irkou 250 + 50 nm. Hibkovy profil sa robil na ploche 87.9x87.9 # m? a sledovali sa
zmeny intenzit Au, Cr a Si. Intenzita Au bola zo zaciatku konsStantna a najvyssia z troch
hlavnych komponentov vzorky. Pritomnost Si a Cr uz na zaciatku merania je dané
pripravou vzorky, vzhladom na vysoku N citlivost metddy sa detekuje aj pritomnost ich
stopovych mnozstiev. Po Case asi 2400 s zacala intenzita Au prudko klesat, ¢o
zodpoveda odpraseniu celej vrstvy Au a dosiahnutiu chrémovej vrstvy. Intenzita Cr
prudko vzrastla a po kratkom Case opéat klesla, co zodpovedda deklarovanej velmi
tenkej, cca 3 nm vrstve. Intenzita Si prudko rastla po odpraseni zlatej vrstvy a ostala
uz kons$tantnd, ked sa dosiahla vrstva skla. Casové mierka na x-ovej osi sa moze
prepocitat na nm Skalu potom, Co je ur¢ena odprasovacia rychlost jednotlivych
meranych vrstiev.

Na Obr. 6 su rezy a trojrozmerné rekonstrukcie vzorky zlatého substratu. V prvom
riadku st dvojrozmerné obrazky z vybranej plochy na povrchu vzorky, kde bola
rovnomerna vrstva Au porusena. V druhom riadku je trojrozmerna rekonstrukcia
chemického zloZenia vzorky, ktora je kombindciou dvojrozmernych obrazkov a
hibkového profilu. Necistoty Na a Si, ktoré boli na povrchu vzorky zasahovali aZ na
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samotnu sklenent podlozku. V tretom riadku je rez kockou v smere YZ, ktory je kolmy
na povrch a v poslednom riadku je farebne zndzornena komplementarita jednotlivych
casti vzorky.
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Obr. 5: Hibkovy profil substrdtu Au-Cr-SiO,
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Obr. 6: 3D rekonstrukcia vzorky Au-Cr-SiO,
ZAVER

Uvedené priklady demonstruju moznosti SIMS analyzy, ktorda vedie k totdlnej
chemickej analyze réznorodych materidlov. Kombinacia vysokej hmotnostnej a
laterdlnej rozliSovacej schopnosti spolu s ppb citlivostou pristroja udava jeho
univerzalnost a zdroven aj unikatnost nameranych vysledkov.
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