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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva metodami spektroskopie laserem buzeného plazmatu
a ramanovské spektroskopie pii analyze fasy Trachydiscus minutus, do jejiz kultivacni
lazn€ byly ptidany roztoky siranu meéd’natého s riznou koncentraci. Prvni cast prace je
veénovana fyzikalnim principim a vysledkim méfeni spektroskopie laserem buzeného

plazmatu, druha ¢ast prace pojednava o metodé ramanovské spektroskopie.
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spektroskopie laserem indukovaného plazmatu, jednopulzni LIBS, dvoupulzni LIBS,

Trachydiscus minutus, Ramanova spektroskopie

Summary

This diploma thesis deals with two spectroscopic methods - laser induced breakdown
spectroscopy and Raman spectroscopy. These methods were used for analysis of alga
Trachydiscus minutus, which was cultivated in copper sulfate solutions of various
concentrations. First part of this thesis is dedicated to physics and measurements of

laser induced breakdown spectroscopy, second part deals with Raman spectroscopy

Keywords
laser induced brakdown spectroscopy, single pulse LIBS, double pulse LIBS,

Trachydiscus minutus, Raman spectroscopy
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1 Uvod

V dnesni dobé se stale vice diskutuje problém znecistovani zivotniho prostfedi vlivem
industrializace. Nechténym vedlejsSim produktem primyslu je kontaminace vodnich
tokd a ptdy t&zkymi kovy, jako je olovo, méd’, chrom apod. Casto dosahuje
koncentrace polutanti neunosnych hodnot. Proto jsou vyvijeny stale nové metody,
pomoci kterych by bylo mozné obsah Skodlivych latek v zivotnim prostfedi kontrolovat,
a postupy, jak situaci vratit do ptivodniho stavu. NejSetrnéjsi metodou je fytoremediace,
pfi niz se vyuziva akumulace skodlivych latek v riiznych castech rostlin.

Pro monitoring tézkych kovi v prostfedi je potieba rychlé, presné analytické
metody, kterd nevyzaduje slozitou pfipravu vzorku a umoziuje detekovat i velmi malé
koncentrace. Je také zadouci, aby tato metoda umoziovala jak analyzu pevnych latek
(napf. tkani rostlin) tak 1 kapalin (odpadni vody). Metoda spektroskopie laserem
buzeného plazmatu (LIBS) tyto naroky spliiuje, a proto je v posledni dobé intenzivné
pro tyto aplikace testovana a pouzivana [1], [2]. VétSinou se vSak jednd o analyzu
zpevné faze. Pii analyze roztokd lze wvyuzit ablaci zobjemu, povrchu [3],
¢i z laminarniho proudu [4], [5]. Byla také zkoumana moznost kapalné vzorky zmrazit
[6] a vyhnout se tak problémim, spojenym s analyzou zkapalné faze, jako je
rozstfikovani ¢i zkraceni doby, vhodné pro pozorovani plazmatu.

Pti pouziti LIBS ziskame informaci o prvkovém slozeni vzorki, po kalibraci Ize
uréovat jejich hmotnostni zastoupeni. Je zadouci tuto informaci doplnit o znalost
chemickych vazeb v analytu. Pro tyto ucely Ize vyuzit Ramanovu spektroskopii, jejiz
instrumentace se LIBS v mnohém podoba. Ramanova spektroskopie jiz byla v minulosti
vvyuzita k detekci mastnych kyselin v roztocich fas [7] a ur€ovani jejich nasycenosti
[8].

Tato prace se zabyva vyuzitim kombinace dvou vySe zminénych
spektroskopickych metod pii analyze fasy 7rachydiscus minutus, jejichz kultivacni
roztoky byly kontaminovany riznou koncentraci siranu médnatého. Na tuto fasu
se v soucasné dobé soustiedi pozornost z hlediska jejiho vyuziti v generaci biopaliv
a ziskdvani nenasycenych mastnych kyselin pro potravinaiské ucely (predevsim
omega 3). Dalsi moznost vyuziti této fasy spociva ve zminéném biologickém cisténi

(bioremediaci) pudy a odpadnich vod.
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Metodou jednopulzni a dvoupulzni LIBS analyzy biofilmt jsem byla uréena
pfitomnost meédi a ostatnich chemickych prvka v fase, zaroven byla optimalizovana
aparaturu pro ablaci z proudu vody. Pomoci ramanovské spektroskopie byly sledovany
zmény v obsahu zivotné dulezitych latek v bunkach fasy pfi zvySovani koncentrace

médi v zivném roztoku.



Laser-Induced Breakdown Spectroscopy 12

2 Laser—Induced Breakdown Spectroscopy
(LIBS)

Spektroskopie laserem indukovaného plasmatu (LIBS) byva v literature taktéz
oznacCovana jako LIPS (laser-induced plasma spectroscopy) nebo LSS (laser-induced
spark spectroscopy). Je to spektroskopicka technika vyuZzivajici k analyze vzorkt pulzni
lasery s nizkou energii (fadové 10°-10* mJ), které po fokusaci pulzi Sogkou na povrch
vzorku ¢ast vzorku odpafi a utvoti plazma.

Toto plazma po dobu svého zZivota emituje elektromagnetické zateni, obsahujici
informaci o slozeni vzorku, teploté plazmatu a jeho elektronové hustoté. Cast
vyzareného svétla je ve vhodny Casovy okamzik pifivedena (naptf. pomoci optického
kabelu) do spektrometru, kde je svétlo rozlozeno na jednotlivé vinové délky a detektor
(CCD c¢ip) tuto informaci o intenzité svétla prevede do digitalni formy. Vysledny signal
je poté zobrazen na monitoru pocitae. Zakladni schéma aparatury pro

LIBS je zobrazeno na obr. 1.

Pocita¢

]

—\

| Fokusaéni optika

Laser :0__ %

Detektor

Sbérn4 optika
Spektrometr ——— Laserovy pulz
Emitovany signal

Obr.1  Schéma aparatury LIBS. Pievzato a upraveno z [9] str. 3
Velkou vyhodou LIBS je znacna S§ife jejiho uplatnéni vyplyvajici z relativni
jednoduchosti této metody, velké flexibility usporadani aparatury a absence potteby
vzorky pfed méfenim specialn€ ptipravovat. V podstaté kterykoliv typ materialu maze
byt pomoci LIBS analyzovan, at uz vnormalni atmosféfe, vakuu, ¢i ponofeny

v kapalin€. Lze analyzovat pevné latky, kapaliny, aerosoly i plyny.



Laser-Induced Breakdown Spectroscopy 13

Diky témto vlastnostem muZeme metodu LIBS pouzit pfi studiu kovovych slitin,
analyze historickych vzorka, pudy, rostlin, plodt, sedimentd, vybusnin apod. Pfi pouziti
dalkové laserové spetroskopie (remote LIBS) muzeme ziskavat informace o vzorcich
z tézko ptistupnych ¢i nebezpecnych mist (jaderné reaktory apod.).

Kompletnéjsi vycet aplikaci metody LIBS nalezneme napi. v [9] str. 3, [10] str.
5, [11], [12]. Metoda LIBS mize byt vhodné zkombinovana s jinymy
spektroskopickymi technikami, které vyuzivaji lasert, naptiklad s LIF (laser-induced

fluorescence) nebo s ramanovskou spektroskopii.
2.1 Fyzikalni zaklady metody LIBS

2.1.1 Tvorba plazmatu

LIBS vyuziva k tvorbé plazmatu pulzni lasery o konstantni frekvenci pulzii. Primeér
laserového svazku v ohnisku je po fokusaci ¢ockou velmi maly (fadové pum), ¢imz je
dosazeno intenzity zafeni v jednotkach az desitkach GW/cm”. Po dopadu laserového
pulzu na vzorek dojde k predana energie, ¢imz dojde na povrchu vzorku ke vzniku
plazmatu, coz byva oznaCovano jako pruraz (breakdown). Plazma potom expanduje
kolmo k povrchu srychlosti cca 10° cm/s s charakteristickym praskavym zvukem.
Teplota a elektronova hustota v mikroplazmatu se pohybuje od 6000 — 20000 K, resp.
10'7 - 10" elektrond/cm’.

Hodnoty energie, potfebné k prarazu, se vyrazné li§i v zavislosti na typu vzorku,
jeho teploté a okolni atmosfére. Vliv ma také vlnova délka pouzitého laseru a délka
trvani pulzu. Empiricky zjisténé energie prarazu jsou tabelovany napi. v [9] str. 38.
Obecné plati, ze materidly v pevném skupenstvi je snadnéjsi pfemeénit na plazma, nez
kapaliny a plyny — hustota materialu je rozhodujicim faktorem. Interakce laserového
pulzu se vzorkem je komplexni proces, ktery je pro pifipad pevnych latek popsany

nasledujicim schématem [13].

LASEROVY PULZ — VZOREK (pevna faze) — ZAHRIVANI (taveni)—
ODPAROVANI (tvorba volnych atomt) — EXCITACE (tvorba excitovanych atomi)
— IONIZACE (tvorba ionta)
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2.1.1.1 Zahrati a nataveni vzorku

Po absorpci fotonu laserového pulzu procesem inverzniho brzdného zafeni (inverse
Bremstrahlung) pfedaji vodivostni elektrony pomoci velkého poctu srazek energii
iontim v mfizce. Tim se zaCne povrch vzorku vysokou rychlosti zahfivat (pfiblizné

kolem 10" Ks™) [13] a dojde k nataveni vzorku.

2.1.1.2 QOdparovani (Ablace)

Teplota povrchu vzorku dale narista, az dojde k piekroceni skupenského tepla varu pro
dany material. Kvuli rychlému nartstu teploty povrchu nemtze byt teplo dostatecné
rychle odvadéno a dojde k odpafeni casti materialu. Material se muze ablatovat
ve formé atomt, molekul nebo shluki castic Proces odpafovani se lisi podle druhu
materialu, pouzité vinové délky laserového zareni a délky pulzu. Pti pouziti laserového
pulzu s vinovou délkou vétsi nez 1um ablace probiha tfemi zptsoby

e (QOdpatovani

e Var (Boiling)

e Fazova exploze (Phase explosion)
Pii procesu odpafovani laserovy pulz postupné latku ohieje, zkapalni a odpari.
Odpafovani je jednoduchy prechod materidlu z pevného a kapalného skupenstvi
do skupenstvi plynného.

Pfi varu se tvofi na povrchu materidlu bubliny, které jsou nasledné zahraty na
vyssi teplotu nez je teplota varu pro danou latku a atomy zacnou difundovat zpét
do materialu nebo smérem od povrchu. Hloubka termalni difuze se pohybuje v fadech
mikrometrt, krater po odpafeni je vétSi a ablatovany material se hromadi podél jeho
okraje.

Fazova exploze je urCitym druhem varu, kdy dojde k zahtfati materialu
nad kritickou teplotu a material je vytlacen ve formé pary nebo kapének.

Procesy odpafovani, varu a fazové exploze vyzaduji delsi dobu interakce
laserového pulzu materidlem a jsou proto dominantni pro delsi laserové pulzy.

Aby k odpafeni materialu vibec doslo, je tfeba, aby dodané teplo piekrocilo
skupenské teplo vypafovani pro dany materidl. Pro minimalni intenzitu laseru,

potfebnou k tomuto procesu, plati rovnice [13], [9] str. 43.
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K
Lo = pLor |~
min pV At

kde p je hustota materialu, L, je jeho mérné skupenské teplo varu, x je koeficient

termodifuze a A4t je délka laserového pulzu. 7, je tedy zavisla na délce laserového
pulzu.

Maximalni hmotnost materialu odpafené¢ho laserovym pulzem o energii E je
dana rovnici [13], [9] str. 44.

_ EQ-R)
B le(Tb _T0)+LVJ’

kde R je odrazivost povrchu pro vlnovou délku laseru, C, je tepelna kapacita, 7} teplota
varu v kelvinech, 7} je teplota okoli v kelvinech a L, je mérné skupenské teplo varu.

Pokud je pouzit laser svelice kratkou délkou pulzu (viadech ps a f5),
dominantnim procesem pii odpafovani se stavd coulombovska exploze (coulomb
explosion), pfi niz elektrony nemaji dostatek Casu odevzdat ziskanou termalni energii
miizce. Nejdfive dojde kuvolnéni elektronii z materialu pomoci multifotonové
ionizace. Pokud nejsou uvolnéné elektrony rychle nahrazeny, vzorek se zacCne
na povrchu kladné nabijet a ionty jsou z mfizky vytla¢eny pomoci coulombickych sil
s kinetickou energii fadové 10 eV. Tento jev je Cast&jsi u dielektrickych materiald,
jelikoz nahrazovani elektronii zde probiha pomaleji kvili niz§imu poctu volnych
elektront.

Sklada-li se vzorek zvice prvkd, nemusi odpafena cast svym sloZenim
odpovidat slozeni vzorku. Pokud na vzorek ptisobime energii, vétsi nez skupenské teplo
varu vSech obsazenych prvki, mizeme selektivnimu odpafovani zamezit. Bylo
experimentalné zji§téno, Ze pii pouziti nanosekundovych pulzd o intenzité >10° W/cm®
tlak na povrchu substratu zabrani ablaci, dokud nedojde k piekroceni kritické teploty
a tim se selektivnimu odpafovani zamezi.

Na obr. 2 je zachycen vliv délky pulzu laseru na tvar krateru.
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Obr.2  Vliv délky trvani pulzu laseru na tvar krateru. Pievzato a upraveno [9] str. 44
2.1.1.3 Excitace, ionizace a pruraz

Ke tvorbé plazmatu, at’ uz v plynu ¢i v pevné fazi, je poteba volnych elektroni. Tyto
elektrony mohou byt uvolnény napf. kosmickym zafenim, pfirozenou radioaktivitou
zemé nebo n§jCastéji fotony laserového svazku. Dva hlavni mechanismy, podilejici se
na generovani plazmatu, jsou multifotonova a kaskadova (lavinovd) ionizace. Bez
multifotonovych efektd by k pfimé ionizaci napf. plyni nemohlo dojit. Priklad
je uvedeny v [9] str. 36; ionizacni potencial molekuly O, resp. N, je 12,2 eV, resp. 15,6
eV. Vinovym délkam laseru Nd:YAG na hodnotach 1064, 532 a 266 nm odpovida
energie foton 1,25;2.33 a4.7 eV.

Intenzita laserového zafeni v fadech 10" W/cm® je dostatena k multifotonové
ionizaci a to i pfes maly ucinny prufez vhodny pro vyvolani tohoto typu ionizace.
Proces multifotonové ionizace je popsan rovnici

M +nhy > M* +e”,
kde M je atom, M  jednonasobn& ionizovany atom, e elektron, n je pocet fotondi
s frekvenci y, & je Planckova konstanta. Pfi multifotonové ionizaci dojde
k absorbci n fotont, ¢imz se vytvori volné elektrony (tzv. seed electrons). Ur€ity pocet
elektront, dany Maxwellovym rozdélenim, (viz kapitola 2.1.3) bude mit dostatecnou
energii k ionizaci neutralnich atomu ¢i molekul podle rovnice

M+e ->M"+2e”.

Timto procesem dojde k nartstu poctu volnych elektrond, které jsou urychlovany

elektromagnetickym polem laserového svazku, a ionizace nartista.
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Elektrony ziskavaji energii trojnymi srdzkami s neutralnimi atomy a fotony
mechanismem inverzni brzdné absorpce (inverse Bremsstrahlung). Vlivem srazek
se rozdé€leni jejich energii posouva k vys$sim hodnotam a elektrony tak mohou ionizovat
dalsi neutralni atomy; dochazi k lavinové ionizaci a k prurazu (breakdown).

Pfitomnost nehomogenit s niz§im ionizaCnim potencidlem  prispiva
k nastartovani prurazu, protoze v téchto mistech snadnéji dochazi k multifotonové
ionizaci. K vytvoreni plazmatu dochézi jednoduseji u prostedi absorbujicich laserové
zafeni nez u prostiedi pro vinovou délku laseru transparentnich. Stanovit hodnotu
energie prurazu je obtizné, protoze zavisi jak na vlastnostech zkoumané latky tak
laserového pulzu (trvani pulzu, vinova délka laseru). Pro ur€ité materialy jsou pfiblizné
hodnoty znamy a tabelovany. Pokud je ale hodnota energie prirazu v pro experiment
dilezitym faktorem (napf. laserova chirurgie oka [14]), méla by byt urCena empiricky
pro danou laboratorni sestavu a vzorek.

Casto byva hodnota prirazové energie uréena odpovidajici intenzitou
elektrického pole. Vztah mezi intenzitou zafeni a elektrickym polem je dan rovnici [9]

str. 38:
I=ce,<E>>=26-10"E"

kde I je intenzita zafeni ve W/cm?, < E° > je &asova stfedni hodnota kvadratu amplitudy

intenzity elektrického pole ve V/cm, ¢ je rychlost svétla a ¢ je permitivita vakua.

2.1.1.4 Pruraz v kapalinach

Vyzkum jeva spojenych s interaci laserového svazku s kapalinami pokrocil zejména
diky Sirokému pouziti laserd v medicinské praxi. Vysoka intenzita laserového zareni
zapfi¢inuje zménu orientace molekul kapaliny, jeji smr§tovani, filamentaci laseru
a generaci bilého svétla [15]. Pfed dosazenim prahové hodnoty prulomu dochazi
v kapalinach ke koherentnimu rozptylu svétla (ramanovsky a brillouinovsky rozptyl),
samofokusaci svazku, ohfivani kapaliny a produkci elektronii fotolyzou vody. Pfi
pouziti dostateCné vysoké energie laseru pak dochazi k multifotonové a nasledné
kaskadové ionizaci a tvorbé plazmatu, jako v pevnych latkach.

Pokud se jedna o vodu [16], hodnota prahové energie pro pruraz je daleko vyssi
nez teoreticky odvozena hodnota, pokud pouzita vinova délka spada do transparentni
casti spektra vody (napf. druhd harmonické vinova délka Nd:YAG laseru na 532 nm).
V tomto pripadé je velka Cast energie laseru prevedena na nelinearni jevy. Zbytek

energie laseru produkuje mnozstvi elektronti a dochazi k jejich solvataci (atrakce
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elektrond molekulami vody). Pfi hydrataCnim procesu se snizuje kineticka energie
elektrond, ziskana absorpci foton laseru, a tim dojde ke zvySeni prahové energie
prurazu. Energie potfebna k ionizaci molekuly vody a hydrataci nabitych Castic je 5,8
eV. K hydrataci elektron dochazi velice rychle (10 s). Volné elektrony absorbuji
dopadajici fotony v Casech srovnatelnych s délkou fotolytického procesu. Jakmile
k prirazu pomoci srazek elektrond s neutraly dojde, utvoii se plazma s vysokym
stupném ionizace (koncentrace elektront je 10" — 10 cm™).

Tyto komplexni procesy objasiuji velky interval intenzit laseru potfebnych pro
priraz ve vodé a v kapalinach obecng, ktery je v fadech 10° — 10" W/em®. Laserem
indukované volné elektrony zptisobuji silné zvySeni polarizovatelnosti média a pred
zapocetim prilomu dochazi k silnému stimulovanému Ramanovu rozptylu.

Samostatnou kapitolou jsou prurazové jevy v aerosolech [9] str. 40. Zde jsou
parametry ovliviiujicimi praraz slozeni v aerosolu zejména podil vody ve smési, hustota
rozptylenych castic, jejich tvar a dale typ okolni atmosféry. Nékdy se pfii ablaci z pevné
faze mohou objevit jevy spojené sindukci plazmatu v aerosolech pokud Ccastice
ablatované pulzem absorbuji laserové zafeni a zabrani tak tvorbé plazmatu az

na povrchu vzorku.

2.1.2 Plazma po dopadu laserového pulzu
Pfi dostatecné energii laseru predni strana pulzu zahteje, roztavi a odpafi ¢ast povrchu
vzorku a vznikne plazma. Diky nizkému stupni ionizace laserovy svazek prostupuje
plazmatem az jeho povrch. Jesté v prabéhu laserového pulzu se vSak muze stat, pokud
je jeho energie dostateCna, Ze se plazma stane pro laser nepruhlednym — laserové zateni
je absorbovano tenkou, CasteCné ionizovanou vrstvou mezi povrchem a oblakem
odparené latky. Laser tedy pfedava energii pouze vrchni vrstvé a ablace materidlu uz
se déje pouze zprostiedkované pomoci vytvoreného mikroplazmatu.

Tento jev nastane, pokud frekvence plazmatu bude vyssi nez frekvence laseru
w, > wy;, nebo v piipad€, ze elektronova hustota v astecné ionizované vrstvé piekroci

jistou kritickou hodnotu, danou vztahem [13]

N.=1,09-10°2%cm™,
kde 4 je vlnova délka laseru. Tedy pfi pouziti vinové délky 10 um je odpovidajici
kriticka elektronova hustota 10"°/cm’, pro A = 1 pum je to 10*'/cm’ a pro 250 nm je tato

hodnota 1,6 -10%/cm’.
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Kromé& mechanismu inverzniho brzdného zareni pfispiva k fotoionizaci plazmatu také
interakce laserového zafenis povrchem plazmatu. Tento proces je dulezity pired
zaCatkem samotné expanze plazmatu. Jakmile jiz plazma expanduje, dochézi ke snizeni
elektronové hustoty; klesne az pod hodnotu N, a tim se stane plazmovy oblak pro laser
opét transparentnim. Tento proces se pfi expanzi plazmatu stale opakuje. Plazma
vétsinou expanduje nadzvukovou rychlosti (~10° cm/s). Vytvoii se razova vlna ifici
se okolni atmosférou. Razova vlna okolni plyn zahfivava a zpisobuje v ném zmény
tlaku. Muze dojit k ionizaci plynu a nasledné rekombinaci s elektrony a ionty plazmatu.
To ma za nasledek nepfesnosti pfi stanovovani slozeni materialu. Bylo navrzeno
nékolik modeli [17], které berou v uvahu chemické reakce plazmatu s okolnim plynem.
Podle tlaku okolniho plynu mize expanze plazmatu probihat tfemi zptusoby:
o free flow rezim - tlak okolni atmosféry je nizky, expanze plazmatu probiha
adiabaticky a ablatovany material nereaguje s okolnim plynem,
e kolizni rezim - probiha za vyssich tlakd, nez prfedchozi, odparené Castice se srazi
s molekulami plynu a tvofi razovou vinu,
e rezim termalizace - za vysokych tlaki dochazi k silnému stlaceni expandujiciho
plazmatu a ¢astice materialu se misi s molekulami okolniho plynu.
V piipad€é kolizniho rezimu a rezimu termalizace dojde k vytvofeni razové vlny,
na jejimz Cele dochazi k vyméné energie a ¢astic mezi plazmatem a okolnim plynem.
Kromé razové viny vznika tedy i tzv. absorpcni vlna. Parametry této viny zavisi
na intenzit€, prufezu laserového svazku a vlastnostech plynu. Jsou mozné tii typy
absorpc¢nich vin [18]:
e laserem podporované hoteni (Laser Supported Combustion - LSC),
e laserem podporovana detonace (Laser Supported Detonation - LSD),
e laserem podporované zareni (Laser Supported Radiation - LSR).
LSC vlna se utvafi pfi nizké intenzité laseru (~ 10 MW/cm?) a postupuje podobné jako
v ptipadé deflagrace (podzvukové spalovani, kdy se teplo Sifi tepelnou vodivosti).
Ionizace plynu zpusobena plazmatem v pfipadé LSC neni dostateCna k odstinéni
laserového svazku. Absorp¢ni vlna oddé€luje plazma od okolniho plynu a postupuje
pomaleji nez vina razova.
Pro hodnoty intenzity v fadech 10' - 10° MW/cm® jiz zahiaty ionizovany plyn

pohlcuje laserové zareni a vznikd LSD vlna. Tato vina se §ifi stejné rychle, jako razova
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vlna (detonace je nadzvukové spalovani). Pokud je intenzita vétsi nez nékolik GW/cm?,
okolni plyn se zahfeje okamzité a vytvoiena LSR vlna postupuje pred razovou vinou.
Po ukonceni laserového pulzu neni jiz rekombinace vyvazovana fotoionizaci,

plazma slabne a vyhasina. Dynamikou plazmatu se podrobnéji zabyva napt. [19].

2.1.2.1 Opticka hustota, stinéni

Pro analyzu emisnich spekter ma zasadni vyznam opticka hustota plazmatu. Plazma
je opticky tenké (a tedy pro analyzu vhodné), pokud se zn¢j zafeni Sifi se zaned-
batelnou absorpci a rozptylem. Intenzita zareni emitovaného plazmatem je dana rovnici
[9] str.30:

I(2) =[&(A) /e (A)]{l —exp[-a(A)L]},
kde ¢ je emisivita, o absorpéni koeficient (cm™) a L je rozmér plazmatu ve sméru
pozorovani. Pokud je o malé, dostaneme podminku pro opticky tenké plazma

1(2) =[e(A)/a(M]la(A) L]~ &(A)L
Existuje né€kolik zpusobu kontroly, zda je plazma opticky tenké. Charakteristické
spektralni ¢ary pro chemické prvky maji teoreticky i experimentalné stanovené hodnoty
relativni intenzity, tabelované napf. v databazi NIST [20]. Pokud k absorpci zafeni
dochazi, budou se naméfené hodnoty od tabelovanych liit. Spektralni ¢ary s vysokou
intenzitou budou mit ploché vrcholy nebo budou mit jejich piky na hodnoté centralni
vlnové délky proléklinu (viz obr. 3).

Vétsinou k selfabsorpci dochazi u vzorkll s vysokym zastoupenim jednoho
prvku. Spektralni emise pfechodu atomu mezi stavy je kvantovana a tudiz ma nejvyssi
pravdépodobnost danou energii absorbovat jiny atom téhoz prvku. Zateni z vnitini ¢asti
plazmatu je tak absorbovano ve vnéjSim obalu (obr. 4). Zde je teplota plazmatu nizsi
nez ve stiedu a tudiz se zde vice atomu ¢i iontd nachazi na zakladni energiové hlading.
Pii analyze spektra dulezité vybirat takové emisni Cary, u kterych je selfabsoprce
minimalni (tedy nikoliv rezonan¢ni ¢ary, které odpovidaji prechodu na zakladni hladinu

energie).
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Obr. 3 Pivod jevu selfabsorpce, pievzato z [9] str.
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Obr. 4 Priklad silné selfabsorpce ve spektru plazmatu vytvoreného stlatenim
praskovém chloridu draselného. Piky odpovidaji silné emisi atomu drasliku pri
ruznych hodnotach tlaku a) 580 b) 7 ¢) 0,0001 Torr. Pievzato z [9] str. 110
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2.1.2.2 Casovy vyvoj plazmatu a emisnich spekter

Plazma pro LIBS indukované laserovym pulzem (trvani fadové 10°-10'ns) je
nestacionarni. Jeho parametry se v zavislosti na Case rychle méni. Po dopadu laserového

pulzu na povrch se v plazmatu za¢ne né€kolik typa procest. Shrnuti téchto procesu je na
obr. 5 [10] str. 169:

I‘I) IE"I'I I'I'lf) E 9 Jr I E + I 4 } 3 { 2 I ..
107 10" 107 10 10 0° 10° 10° 10° 107 10" t[s]
TL |
T '
T | | 4
o | T-ph*SI'T'Id
ff fb-emission
L |
line emissionl
TI"\OCF'
———
Tge
trep

Obr. 5 Casové intervaly jednotlivych procesi pii Sasovém vyvoji plazmatu pro LIBS.
Vysvétlivky: t..délka laserového pulzu, Te..relaxacni doba pii srazkach elektrond,
©\....relaxaéni doba pro interakci elektron-neutral, t'\....relaxa¢ni doba pro interakci elektron-iont,
Teo...Casovy interval pro populaci energiovych hladin podle Boltzmannovy distribuce,
Tplasma---dObA  Zivota plazmatu, ff...free-free interakce elektrond, fb...free-bound interakce
elektronii pii rekombinaci sionty, Tyeqg...Casova konstanta, odpovidajici intervalim mezi
laserovymi pulzy pfi pouziti vice pulzl, line emission...Casovy interval Carové emise atomu a
iontt, T,...Casova konstanta pro reakci plazmatu s plynem (gas exchange time - doba od konce

predchoziho pulzu, kdy se ablatovany materidl rozptyluje v plynu) a Ty,... frekvence laserovych
pulzu. Prevzato z [10] str. 169

Po ionizaci ablatovaného materidlu v plazmatu dominuji elektronové kolize piic¢emz
relaxa¢ni doba elektroni T, se pohybuje viadech pikosekund. Vymeéna kinetické
energie srazkami s neutralnimi atomy 1’k a ionty t'x probiha déle. V &ase T.o mize byt
urcena hustota populace jednotlivych energiovych hladin atomi pomoci Boltzmannovy
distribuce. Doba zivota plazmatu Tylasma j€ fadove 10" ps.

Zpocatku je plazma siln€ ionizovano. V kratkém Casovém intervalu po zazehu
plazmatu v jeho emisnim spektru dominuje kontinualni zafeni. Kontinuum odpovida
bud’ brzdnému zafeni uvolnénému pfi srazkach volnych elektrona (free-free interakce),
nebo fotonim emitovanym pii rekombinaci elektroni sionty (free-bound

interakce). Po Case stuperl ionizace slabne (viz obr. 6), dokud plazma nevyhasne.
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Doba od dopadu pulzu na vzorek ()

Obr. 6 Casovy vyvoj ionizace plazmatu, méfeno pii vzdalenosti 2 a 3 mm od vzorku. Vzorek je
titan, tlak okolni atmosféry 10~ Torr. Délka pulzu je 30 ns a jeho intenzita 5 J/cm®. Pievzato a
upraveno z [21]

Kontinualni ¢ast spektra neni pro kvalitativni (prvkovou) analyzu pouzitelna; je tfeba
zachytit Casovy interval, kdy dostateCné intenzivni zafeni emituji relaxujici atomy
a ionty. Kontinualni zafeni slabne v zavislosti na ¢ase daleko rychleji, nez Carova emise
atomu a iontd. Pfi méfenich je dulezité nastavit vhodny okamzik pro zacatek sbéru
zateni optikou a dobu, po kterou se budou spektra integrovat (¢asové okénko).

Optimalni parametry ¢asovych konstant se li§i podle druhu experimentu. Obecné
plati, ze do Cast v fadech desitek az stovek nanosekund po dopadu svazku na vzorek
se ve spektru atomové emisni Cary neobjevuji. Pii vétSiné meéfeni se proto voli pro
zacatek sbéru signalu doba v rozmezi 0,5 - 2us od dopadu pulzu na povrch. V Casech
nad 10us je jiz intenzita emisnich Car pfilis slaba.

Na dobu zivota plazmatu a Casovy vyvoj vySe popsanych procesi ma vliv jak
okolni atmosféra (pfi nizSich tlacich se zkracuje), tak teplota a elektronova hustota
plazmatu. Samostatnou kapitolou je ¢asovy vyvoj plasmatu v kapalinach za normalniho
tlaku a za zvySenych tlakd. Vliv nastaveni Casovych parametra na ziskané spektrum pfi

pouziti jednoho pulzu ukazuje obr.7:



Laser-Induced Breakdown Spectroscopy 24

Gdinaa

el Laserovy pulz a Casové

okénko pro sbér 1210
signélu se piekryvaji ty=7000ns
[
1.25 10°
6000} 1
= _‘f ¥ i | [
Intenzita 0 ‘ 2
optického i | ik U
signalu
Kiivka intenzity emise
plazmatu
T
——
T4 .
- - Casové okénko pro sbér
signalu detektorem
Laserovy
ulz
. ] ] 1 it 1
I ns 10ns 100 ns I us 10 us 100 s
Doba po dopadu paprsku na vzorek

Obr.7  Vliv nastaveni Casovych konstant na naméfené spektrum; t4...doba mezi dopadem laseru na

vzorek a otevienim clony detektoru, t,...délka ¢asového okénka detektoru pti sbéru signdlu. Pievzato a

upraveno z [9] str. 47

Pti pouziti vice laserovych pulzi (double pulse LIBS, multiple pulse LIBS - viz 2.2.3)

ma vliv nejen energie jednotlivych pulzi, ale i délka Casového intervalu mezi nimi

a proto je vhodné tyto parametry pred méfenim optimalizovat.
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2.1.3 Termodynamicka rovnovaha v plazmatu
Pti popisovani plazmatu, jakozto uskupeni elektronli a kladné nabitych iont, mizeme
urCit jeho parametry (populace jednotlivych energiovych hladin, rozdéleni rychlosti
castic), pokud zname teplotu plazmatu. Pojem teploty vSak piredpoklada termo-
dynamickou rovnovahu mezi jeho jednotlivymi €astmi, kterd neni pro cely v celém
objemu plazmatu dodrzena. Zavadi se tedy pojem lokalni termodynamicka rovnovaha -
LTE (local thermodynamic equilibrium). LTE omezuje pozadavek termodynamické
rovnovahy na urcitou malou oblast.

Stanoveni platnosti LTE je komplexni problém. V praxi se vétSinou pouziva
McWhirterovo kritérium, které je povazovano za dostateCujici k rozhodnuti o splnéni
podminky LTE. Toto kritérium stanovuje prahovou hodnotu pro elektronovou hustotu

N, v plazmatu, pfi jejimz prekroceni je podminka LTE splnéna

N,(em™)>16- 1012T%(AE)3 :
kde 7 je teplota vkelvinech, 4F je maximalni rozdil energie mezi jednotlivymi
hladinami (vétSinou mezi zakladni a prvni excitovanou hladinou) vyjadfeny veV.
O problematice spravnosti tohoto kritéria pojednava [22]. Pokud je tedy toto kritérium
splnéno, muzeme k popisu plazmatu pouzit nasledujici distribu¢ni funkce (ASDF
funkce - atomic state distributon functions). Jedna se o:

o Maxwellovu distribu¢ni funkci pro rychlost Castic

3
m, )2 —myv’
fu:[27ﬂ; j eXp[ 2k€ ],

kde m, je hmotnost elektronu, vjeho rychlost, 7" je teplota v kelvinech a

k Boltzmannova konstanta

e Boltzmannovu distribu¢ni funkci pro populaci jednotlivych energiovych hladin,

vztazenou k zakladnimu energiovému stavu

N, = Ny—2Lexp| -~
7 P\ Tkt )

kde Ny je celkova populace emitujicich atoml/iontd, N, hustota populace

excitovanych atomu/iontd, g; je degenerace (statisticka vaha) hladiny s energii
E,, Z(T) je particni funkce pro danou teplotu v kelvinech. Pro relativni populaci

obecnych hladin i,j plati vztah [9] str. 32:
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Nj gj (Ej_Ei)
—L =L exp| ——L—2 |,
N, g kT

1

1

kde NV;;je populace hladiny s energii £;; se statistickou vahou g; ;.

e Sahovu rovnici pro popis ionizace

3

No,ii 2 (27zmek°Tj2 ZU(T) ( Ei j
= : exp| — ——
N . N h Z,(T) kTl )

0,i e

kde N, je hustota populace iontd v zakladnim energiovém stavu, N,; je hustota
populace atomi v zakladnim energiovém stavu, m, hmotnost elektronu, N,
elektronova hustota plazmatu, Z; resp. Zj pfislu§né parti¢ni funkce pro atomy,

resp. ionty a F; je ionizacni energie v eV.

e Planckovo rozdéleni popisujici interakci mezi zafenim a hmotou [23]

mhe 1
g [ i j |
exp| —— |1
AT

kde 4 je vinova délka emitovaného zafeni a u, je objemova spektralni hustota energie.

w,(A,7) ="

Vsechna tato rozdé€leni jsou charakterizovana stejnou teplotou. Dominantnim jevem
v plazmatu jsou elektronové srazky, jez jsou popsany prvnimi tfemi distribucemi.
Predpokladame, ze vymeéna kinetické energie mezi Casticemi, excitace a deexcitace
atomu a iontl i procesy ionizace a rekombinace jsou v plazmatu navzajem v rovnovaze.
Aby byl tento predpoklad spravny, musi platit dvé véci; a) procesy ionizace
a rekombinace musi probihat mnohem rychleji nez expanze plazmatu a b) Castice
(atomy, ionty, elektrony) musi mit lokaln€ stejnou teplotu. Jelikoz z plazmatu unika
energie ve form¢ zafeni, plazma nemize byt v termodynamické rovnovaze nikdy.
Vyzafena energie je vSak zanedbatelna vié¢i energiim, které se v systému vymeéni
ostatnimi procesy.

Bylo dokazano, jak teoreticky, tak prakticky [24], ze indukované plazma pfi
typickém méfeni LIBS (intenzita zafeni I > 1 GW/cm®) podminky LTE nespliiuje
dokonale, ale nachazi se v kvazi-rovnovazném stavu. Odchylku od rovnovahy zpisobuji
rozdilné cCasy ionizace a rekombinace (tion > trekomp). lento rozdil pfi realném

experimentu zpusobi zmenSeni poméru mezi atomy a ionty v plazmatu oproti
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teoretickym vypoctim, které predpokladaji rovnovazny stav. Dasledkem toho je nizsi
experimentalné urena teplota plazmatu.

V atomovych distribu¢nich funkcich vystupuje kromé teploty také elektronova
hustota plazmatu. O metodach urCovani parametri plazmatu pojednava nasledujici

kapitola.
2.1.4 Urcovani elektronové hustoty a teploty plazmatu

2.1.4.1 Elektronova hustota plazmatu

Pfi vhodné zvoleném nastaveni parametri méfeni (viz kapitola ¢asovy vyvoj plazmatu)
se ve spektru objevi atomové emisni Cary atomu a iontd odpovidajici prvkim
obsazenym ve zkoumaném vzorku. Kromé slozeni vzorku lze z ploch jednotlivych pika
urcit teplotu plazmatu. Z tloustky pikt a relativniho posunuti jejich stfedi vzhledem
k tabelovanym hodnotam Ize stanovit elektronovou hustotu.

Mimo urcovani elektronové hustoty plazmatu ze spektralnich ¢ar se jesté v praxi
pouzivaji napf. Langmuirova sonda a Thompsoniv rozptyl. Piehled téchto metod
najdeme v [9] str. 45. Zde se omezime pouze na vypocet elektronové hustoty ze §irky
charakteristickych emisnich ¢ar. Tento vypocet je mozné provadét, je li dodrzen
predpoklad pro lokélni termodynamickou rovnovahu (viz piedchozi kapitola).
Na rozsifovani emisnich Car se podili nékolik mechanismu, které méni zarover i profil
pikd. Vysledna sifka pikt a jejich tvar pak zavisi na souctu prispévki jednotlivych
mechanismu rozsifovani. Mezi tyto patfi

e piirozené rozSifeni (natural broadening) - je dané konecnou dobou zivota
jednotlivych excitovanych stavi. Ta zpusobuje vznik rozptylu v energiich
prechodll mezi stavy podle Heisenbergova principu neurcitosti,

e rezonan¢ni rozSifeni - objevuje se, pokud je jedna z hladin dipdlové sprazena
se zakladnim stavem,

e van der Waalsovo roz§ifeni - vznika pfi interakci excitovaného atomu s atomem

v zékladnim stavu, na kterém je indukovany dipol.

Vliv téchto mechanismi na rozSifeni Car muzeme vétSinou zanedbat [9] str. 47.

Nasledujici tfi mechanismy jsou v praxi dominantni
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Dopplerovo rozifeni

Toto rozsifeni je zplsobeno relativnim pohybem emitujicich cCastic vzhledem

k detektoru. Jeho velikost zavisi na hmotnosti Castice a jeji teploté podle rovnice

AA, = 7,2-10‘71/%/10,

kde T je teplota emitujici Castice v kelvinech, M jeji hmotnost a 4y centralni vlnova
délka emisni Cary. Pro Castice s vétSi hmotnosti je tedy dopplerovsky efekt mensi. Pri
teplotach plazmatu v fadech 10" K a centralnich vinovych délkach ve viditelném nebo
blizkém UV spektru je velikost Dopplerova rozsifeni v fadech tisicin nm a proto jej
muzeme zanedbat. V pripadé plazmatu s vicenasobnou ionizaci a nizkou hustotou vsak

jeho prispévek k Sifce Car zanedbat nemuizeme [25].

Starkovo (kolizni) rozsifeni

Pro plazma s vysokou elektronovou hustotou je nejdominantnéj$im jevem Starkovo
s lonty. Tyto srazky maji za nasledek rozsifeni emisnich Car a posun centralni vinové
délky pikd. Oba jevy jsou zavislé siln€ na elektronové hustoté a slabé na elektronové
teploté. Podle typu emitujici Castice se uplatiiuji dva druhy Starkova jevu. Pro systémy
s jednim elektronem (napf. atomy vodiku) mluvime o linearnim Starkové jevu, kdy

posuny ve vinové délce (energii) fotont zavisi na sile elektrického pole linearné [13]

3
N,=C(N,,T)A2,
kde N, je elektronova hustota, hodnoty koeficientu C jsou tabelovany a 44 je rozsifeni
spektralni ¢ary zpusobené Starkovym jevem. V pfipadé atomu a ionta s vice elektrony
se uplatiuje kvadraticky Starktv jev, kdy posun energie zavisi na druhé mocniné

intenzity elektrického pole a rozsifeni spektralnich ¢ar je dano rovnici

1

1 1 =
AL~2[1+1,75-10" N, s0(1-0,068N, 6T (2)) W,

1016 Cm{% >

kde 44 je rozsifeni spektralni Cary, zpusobené Starkovym jevem, N, je elektronova

hustota, w a a jsou tabelované koeficienty.
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Druhy ¢len v hranaté zavorce, ktery odpovida prispévku iontd k rozsifeni, muzeme
zanedbat. Pfedchozi rovnice se redukuje do tvaru

M=
10°cm

ze které mizeme pii znalosti Sitky spektralnich ¢ar vypocitat elektronovou hustotu.

Starkiv jev meéni profil emisnich Car na lorentzovsky, zatimco Dopplerovo
rozsifeni zpusobuje u pika profil gausssovsky. Konvoluci téchto dvou tvart dostaneme
tzv. Voigtav profil (obr. 8), jehoz tvar se méni podle miry pfispévku Starkova
a Dopplerova jevu. Ktery ztéchto jevi je pro dané meéfeni dominantni, zjistime
z tabelovanych hodnot parametri méfeni [9] str. 28. Ve vétsin¢ pripadd se méné
intenzivné projevuje Doppleriv jev, a proto mizeme gaussovsky prispévek ke tvaru

emisnich ¢ar zanedbat a prohlasit piky za lorentzovské.

0.5

v, SE8
N
..\
T
2

0(} - — I -"I‘ I I I

------- Gauss —--—- Lorentz

Obr.8  Typy profili emisnich Car, ptevzato z [26]

Instrumentalni rozsifeni

Mechanismem, ktery nemutzeme nikdy zanedbat, je rozsifeni spektralnich Car vlivem
aparatury (spektrometru). Prispévek tohoto jevu muzeme urCit pokud zaznamename
referen¢ni spektrum napf. halogenové vybojky nebo neonové lampy. Instrumentalni

roz§ifeni pfispiva ke gaussovskému tvaru piku.



Laser-Induced Breakdown Spectroscopy 30

Po nafitovani pikid ve spektrech méfeného vzorku vhodnou funkci dostaneme jejich
Sitku v poloviné vysky (FWHM - full width at half maximum). Tato hodnota je souctem

prispévku od Dopplerova, Starkova a instrumentalniho rozsifeni

wF WHM — wDoppler + wSlark + wl’nslrumenlal .

Pfi urCovani elektronové hustoty je tifeba od celkového rozsifeni tedy nejprve
Dopplerovo a instrumentalni rozsifeni odecist a pocitat jen s prispévkem vlivem

Starkova jevu, ktery je dan elektronovou hustotou plazmatu.

2.1.4.2 Teplota plazmatu

Metoda Boltzmannova grafu

K urceni elektronové teploty plazmatu je mozné pouzit nékolik metod. Nejrozsifené;si
je metoda Boltzmannova grafu, ktera vychazi ze znalosti intenzit alespont dvou emisnich

car pro stejny prvek. Intenzita spektralnich Car je dana rovnici

[=— anon

A7 7
kde A je Einsteiniv koeficient spontanni emise, # je Planckova konstanta,
ffrekvence emitovaného zafeni, N; je hustota populace excitovaného stavu a G je
instrumentalni faktor. V instrumentalnim faktoru je zahrnuta efektivita sbéru zareni

optikou a optické vlastnosti sestavy jako celku.

Intenzitu piku ur¢ime zjeho maximalni hodnoty, popfipadé plochy. Hustota
populace excitovanych castic je dana Boltzmannovou distribuci (viz kapitola

termodynamicka rovnovaha v plazmatu). Po dosazeni rovnice pro intenzitu piku

do Boltzmannovy distribuce a zlogaritmovani celého vyrazu dostaneme vztah

Idr | L, In GN,

n—— |= +
Anfe ) KT\ (1))

Pfi znalosti intenzit alesponi dvou pikt, kterym nalezi hodnoty energie excitovaného
stavu E;, muzeme do grafu vynést zavislost levé strany rovnice na teploté. Dostaneme
tak body, které prolozime kiivkou linearni zavislosti. Sklon této kiivky odpovida

prevracené hodnoté elektronové teploty plazmatu (obr. 9).
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Obr.9 Boltzmanuv graf pro vypocet teploty. Jednotlivé body v grafu odpovidaji
pikiim téhoz prvku se stejnou ionizaci. Teplota je urcena pievracenou hodnotou
sklonu kiivky linearni zavislosti a ma hodnotu 8806 + 675 K. Vzorek je slitina
Zeleza pii atmosférickém tlaku. Méfeno v rdmci projektu Erasmus na fakulté chemie
univerzity v Bari, Italie

Linearita fitu je také jednim ze zpisobu kontroly splnéni podminky lokalni
termodynamické rovnovahy (viz kapitola termodynamicka rovnovaha v plazmatu).
Hodnoty koeficientu spontanni emise 4 jsou tabelovany, parti¢ni funkci Z(7) pro urceni
teploty znat nemusime. Pro vypocet teploty je vhodné volit spektralni Cary, které maji
co nejvice rozdilné hodnoty £, Tim budou mit jednotlivé body v Boltzmannové grafu
vetsi rozestupy, ¢imz dojde ke zmensSeni chyby pii urceni teploty. Pfi volbé piki
je tfeba, aby odpovidaly emisi ¢astic stejného prvku se stejnym stupném ionizace (napft.
vSechny piky musi odpovidat emisi atomt Zeleza v zakladnim stavu Fe I).

Iontovou teplotu lze urcit pomoci Sahovy-Boltzmannovy rovnice, ktera vyuziva
znalosti dvou spektralnich ¢ar téhoz prvku, kazda pro riznou ionizaci. Byly vytvoreny
i metody, které k urCeni teploty pouzivaji vice prvki s rozdilnymi stupni ionizace [27],

ale témi se zde zabyvat nebudeme.
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2.2 Analyza spektra

Ke kvalitativni analyze vyuzijeme charakteristickych spektralnich Car jednotlivych
chemickych prvkia. Pokud chceme ur€it procentualni zastoupeni jednotlivych prvka

ve vzorku, musime provést kvantitativni analyzu.

2.2.1 Kvalitativni analyza

Je vhodné ptiblizn€é odhadnout slozeni vzorku, nebot pfi pouziti spektrometru
s vysokym rozlisenim se ve spektrech objevi velké mnozstvi emisnich ¢ar (obr. 10). Pro
urceni, o ktery prvek se jedna, vyuzijeme tabulek (napt. [20], [28]), kde jsou relativni
intenzity a polohy jednotlivych spektralnich ¢ar uvedeny. Dalsi urcujici charakteristikou
je koeficient spontanni emise; ¢im vys$S$i ma hodnotu, tim pravdépodobnéji se dana
spektralni ¢ara ve spektru objevi. Stejné tak musime zvazit stupenl ionizace plazmatu.
Pfi atmosférickych podminkach a pouziti laseru s typickou hodnotou energii pro LIBS
se vy§$i ionizacni stupn€ neutvori.

Pokud se ve spektru objevi vyrazna spektralni cara prvku, muzeme
predpokladat, ze pro dany prvek se objevi i ostatni spektralni ¢ary s podobnou relativni
intenzitou a koeficientem spontanni emise (napf. pro vapnik se pfi vyskytu silné
spektralni cary na hodnoté 393,3 nm vzdy vyskytne i ¢ara na hodnoté 396,9 nm).
Kvalitativni analyza neni exaktni proces a roli zde hraji zkuSenosti a podminky pfi

experimentu.
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Obr. 10 Kvalitativni analyza spektra Zelezného
meteoritu, vystup programu Origin. Méfeno v ramci
programu Erasmus na fakult¢ chemie univerzity v Bari,
Italie
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Kvalitativni analyza je definovana jako urCeni koncentraci jednotlivych prvkad ve
studovaném vzorku. Zaméfime se na analyzu vyuzivajici kalibrani kiivky. Byly
vyvinuty i bezkalibraéni metody uréovani koncentrace prvku (CF LIBS — calibration
free LIBS), jejich piesnost je vSak hor$i, nez pfi pouziti kalibracnich kiivek [10] str.

214.

Metoda kalibra¢nich kiivek

Pfi vyuziti této metody sestrojujeme kiivku vyjadiujici zavislost mezi naméfenou
intenzitou emisnich ¢ar daného prvku a jeho hmotnostnim zastoupenim ve vzorku. Cely

proces urceni koncentrace prvku je popsan na obr. 11.

Nastaveni aparatury

Optimalizace parametri pro

dané méfeni
Méfeni spektralni emise Meéfeni spektralni emise
referenénich vzorkd analyzovaného vzorku

]
A

Zpracovani dat
Korekéni procedury

Vnitini standardizace

f
Y

Sestrojeni kalibratnich kiivek Stanoveni prvkove
Uréeni detekéniho limitu a koncentrace v analyzovaném
odchylky méfeni vzorku

Obr. 11  Blokovy diagram postupu ur¢ovani prvkoveé koncentrace pomoci
kalibracnich kiivek. Pfevzato a upraveno z [10] str. 208

Na zacatku méfeni je tfeba vhodné urCit parametry nastaveni aparatury s ohledem na

druh méfeni (délka pulzu laseru, doba mezi pulzy, jejich energie, ¢asové okénko sbéru

signalu apod.).
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Nasledné vybereme vhodné referencni vzorky a zméfeni intenzity jejich signalu.
Kalibra¢ni standardy by mély mit koncentrace zkoumaného prvku v rozmezi podobném
jako analyzovany vzorek a mély by vzorku co nejvice odpovidat svym typem (napf. pii
méfeni obsahu tézkych kovi v pidé vytvorime kalibracni standarty pridanim presné
odméfeného mnozstvi kovu do ¢isté pudy). Tim minimalizujeme vliv matricnich efektt
na méteni [9] str. 113.

Nasleduje méfeni analyzovaného vzorku pfi zachovani stejnych podminek jako
pfi méfeni kalibracnich vzorkd. Minimalizujeme tak rozdil v instrumentalnich faktorech
u obou méfeni.

Pfi procesu vnitini standardizace odstraiiujeme neptesnosti vzniklé fluktuaci
energie laseru, rozdilnosti tvaru povrchu atd. Absolutni hodnotu naméfené intenzity
zkoumaného prvku vztahneme k intenzit€¢ dominantniho prvku ve vzorku:

I

Qa,d :Ea

kde /, je intenzita analyzovaného prvku a /; intenzita dominantniho prvku. Vnitini
standardizaci provedeme pro spektra referen¢nich vzorkl i pro spektra analyzovaného
vzorku a dale pracujeme misto absolutnich intenzit s hodnotami (J,,. Dominantni prvek
musi byt tedy obsazen v referencnich i1 zkoumanych vzorcich. Emisni ¢ary s intenzitou
Iy musi byt vhodné zvoleny (bez selfabsorpce a prekryvu).

V grafu zavislosti intenzity signalu na koncentraci prvku dostaneme pro kazdy
referen¢ni vzorek jeden bod. Takto ziskanymi body prolozime kalibra¢ni kiivku.
Videalnim pfipadé bude kiivka linearni a zdvojnasobeni koncentrace prvku bude
odpovidat dvojnasobnému signalu. V praxi jsou Casto kalibracni kfivky urCeny riznymi
funkcemi (odmocninna, obecné mocninna zavislost apod.). Nelinearitou kiivek
se zabyva napt. [29], [30].

Pro zvoleni vhodné fitovaci funkce se pouziva Mandeliv test [10] str. 219.
Typicka kalibra¢ni kiivka s odmocninnou zévislosti je na obr. 12. Smeérnice pfimky
v bod¢ odpovidajicimu stfedni koncentraci se nazyva citlivost kalibra¢ni kiivky
m = Acy/Ax;. Detekéni limit je definovany [9] str. 115 jako nejmensi koncentrace cy,
jejiz intenzitu signalu xi jsme schopni detekovat s rozumnou piesnosti. Hodnota x;
je dana vztahem x; = x»; + ksp;, kde X, je stfedni hodnota intenzity pii métfeni materialu
s nulovou koncentraci, s5; je standardni odchylka tohoto méfeni a & je faktor presnosti,

ktery zvolime.
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Obr. 12  Kalibratni kiivka s odmocninnou zavislosti pro obsah kiemiku v
hliniku. Pfevzato a upraveno z [10] str. 214

2.2.2 Pouziti vice pulzu

Nejcastejsi variantou metody LIBS je dvoupulzni (DP LIBS - double pulse LIBS)
usporadani. Pokud k tvorbé plazmatu pouzijeme dva laserové pulzy, odpafovani
materialu a jeho nasledna excitace mohou byt optimalizovany zvlast.

Po dopadu prvniho pulzu dochézi k ablaci materialu a expanzi plazmatu, jak
je popsano v kapitole 2.1.1 a 2.1.2. Nasledné dopadne na povrch druhy pulz a plazma
je reexcitovano. Tim se doba vyzafovani ¢arovych spekter prodlouzi a kontinuum
ve odstrani. Pfi pouziti dvou pulzii tak dojde k narGstu intenzity signalu, a tim
ke zlepSeni detek¢éniho limitu.

Oba pulzy maji délku v rozmezi 5 - 30 ns a jejich vzajemna prodleva je 10 ps -
10%us. Prvni (abla¢ni) pulz miva energii v fadech jednotek az desitek mJ. Druhy pulz
(excitacni) pak energii dvoj az pétinasobné vétsi. Oproti technice jednoho pulzu (SP
LIBS - single pulse LIBS) pii pouziti stejné energie dojde k odpateni mensiho mnozstvi
materialu ze vzorku; tvofi se mensi kratery a metoda neni tolik destruktivni [31]. Diky
tomu muzeme vytvafet mapy procentualniho zastoupeni prvkd ve vzorku s vy$Sim
rozliSenim. Technika dvoupulzniho LIBSu se zacala pouzivat a stale pouziva pri
analyze vzorki pod vodou, popisem metody DP a SP LIBS pfii pouziti v kapalinach
se zabyva napt. [15].

Pro techniku DP LIBS se pouziva né€kolika typad usporadani, které ilustruje

obr. 13.
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oba pulzy jsou generované stejnym laserem,
pulzy jsou generované dvéma lasery, optické drahy laserovych paprska jsou
vzajemné kolinearni,
paprsky jsou vzijemné kolmé, jeden dopadda kolmo na povrch a druhy
rovnobézné s povrchem, pricemz:

o rovnobézny paprsek dopada na vzorek jako prvni a ablatuje material,

o rovnobézny paprsek dopadd na povrch jako druhy a reexcituje

ablatovany material,

pulz prvniho laseru je rozdélen na dva paprsky, které dopadaji na vzorek pod

uhlem 45°, a druhy pulz nasleduje stejnou trajektorii (dual pulse crossed beam).

Sl kolmy paprsek
lE reexcituje plazma

l1
]

|-

kolmy paprsek dual pulse crossed
ablatuje material beam technika
Ik ’d\ / 2
2

S

[ ]

Obr. 13 Ilustrace vzdjemné orientace paprski.
Cisla znaci poradi, v jakém paprsky dopadaji na
vzorek. Pievzato a upraveno z [10] str. 84

K

Vzajemné naCasovani jednotlivych pulzi a detek¢niho okénka priblizuje obr. 14:
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P casoveé
okénko ;
pulz detektoru
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¢as od dopadu prvniho pulzu na vzorek

Obr. 14  Nacasovani laserovych pulzii a pozorovaciho
okénka detektoru pii experimentu s DP LIBS. Casova
prodleva mezi pulzy je At, doba od zacatku druhého pulzu je
tq a délka pozorovaciho okénka je t,. Pfevzato a upraveno z
[9] str. 48
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2.3 Popis aparatury

V ramci prace byly provadény dva druhy experimentu; analyza biofilmu, ktery vznikl
zaschnutim roztoku s fasou na papire (tedy ablace z pevné faze) a ablace fasy z proudu

vody.

2.3.1 Analyza z pevné fize

Usporadani aparatury pro ablaci z pevné faze je znadzornéna na obr. 15. Byla pouzita
technika jednoho pulzu (SP LIBS) i dvou pulzti (DP LIBS). V ptipadé SP i DP méfeni
byl ablatujicim laserem LQ 529a (SOLAR, BY). Jedna se o pevnolatkovy pulzni laser,
ktery jako aktivni prostiedi pouziva izotropni krystal yttrium aluminium granatu, ktery
je dopovany ionty neodymu (Nd:YAF laser). Jako budici element je pouzita xenonova
vybojka. Svazek laseru ma tzv. flat top profil.

Laser Solar je vybaven Q-spinaCem, coz znamena, ze vyuziva elektroopticky
modulator, ktery laserové zareni polarizuje. Polarizacni destiCka zabratiuje zafeni
proniknout zpét do aktivniho prostfedi a zpusobit lavinovou deexcitaci. Aktivni
prostiedi je stale buzeno vybojkou, ¢imz dochazi k narGstu inverzni populace az
do urCité kritické hodnoty. Potom je Q-spina¢ vypnut a dojde k vyslani pulzu. Jeho
intenzita je nékolikanasobné vétsi, nez kdyby laser fungoval vrezimu kontinualniho
vyzatfovani.

Laser pracuje s frekvenci buzeni 5 Hz nebo 10 Hz. Délka pulzu je v intervalu
10 - 13 ns. Svazek z primarniho (abla¢niho) laseru byl pfiveden kolmo na povrch
vzorku pres triplet s ohniskovou délkou 30 mm. Maximalni energie laseru Solar
j& 500/280 mJ pro vinové délky 1064/532 nm, pro experiment byla pouzita druha
harmonické vinova délka 532 nm.

Pti DP LIBS byl jako reexcitacni laser pouzit taktéz Nd:YAG laser typu Brilliant
B (QUANTEL, FR) s Q-spinacem. Svazek laseru byl pfivedeny na povrch soustavou
zrcadel a ¢ockou s ohniskovou vzdalenosti 40 mm. Laser Brilliant pracoval na zakladni
vinové délce 1064 nm sdobou trvani pulzu 6 ns afrekvenci flashlampy 10Hz.
Maximalni energie laseru Brilliant je 850/400 mJ pro vlnové délky 1064/532 nm.
Kromé fundamentalni vinové délky 1064 nm jsou k dispozici také moduly pro generaci

druhé (532 nm), tfeti (355 nm) a Etvrté (266 nm) harmonické frekvence.
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Svazky ablatujiciho a excita¢niho laseru byly pii dopadu na povrch vzorku vzajemné
kolmé. Energie obou lasert je dana jak zpozdénim Q-spinace, tak vinovou délkou lasera
a frekvenci buzeni. Byla provedena meéfeni pro rizné energie primarniho
a sekundarniho svazku.
Vzorek byl umistén ve specialné upravené ablacni komore. Jedna se o vakuovou
komoru LM firmy TESCAN, ktera se pouziva u rastrovacich elektronovych mikroskopt
typu VEGA. Proces ablace byl sledovan CCD kamerou umisténou vné komory.
Manipulator umoziiuje posuv v osach x, y, z (minimalni délka kroku 2 pm) v rozsahu
80x60x47 mm (obr. 16). Ke komofte je pripojena diftizni a turbomolekularni pumpa,
umoznujici vzorek méfit ve vakuu Ci v atmosféfe plynd (argon, helium, dusik) pfi
raznych tlacich.

Horni vstup do komory (viz obr. 15) je vybaven objektivem se zoomem a CCD
kamerou, kterd ma s primarnim laserovym svazkem (Solar) spolecnou fokusacni optiku.
Pfi zaostieni kamery na povrch se tak zaroven zaostiuje i samotny laserovy svazek.

Ostfeni je ovladano automaticky softwarem.

Obr. 15 Aparatura pro méfeni z pevné faze (biofilm). 1 - Abla¢ni laser Nd:YAG LQ 529a
(SOLAR, BY), 532 nm, frekvence pulzit 10Hz, délka pulzu 8 ns, 2 - Excitacni laser Nd: Y AG Brilliant
B (QUANTEL, FR), 1064 nm, frekcence pulzu 10Hz, délka pulzu 6 ns, 3 - ICCD de detektor Andor
iStar 734, 4 - Spektrometr Andor Mechelle 5000, 5 - Abla¢ni komora (Tescan a.s. CZ)
s mikroposuvem, 6 - CCD kamera pro pozorovani povrchu vzorku pii ablaci
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Obr. 16 a) komora pro ablaci z pevné faze b) detail mechanického stolku s vyznacenymi osami.
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2.3.2 Analyza z proudu vody

Pfi analyze z proudu vody je ablacni komora nahrazena sklenénym akvariem, v némz
je umisténa kadinka sroztokem (viz obr. 17). Proudéni vody zajiStuje peristalticka
pumpa (PCD 81, Kouril, CZ) se stfedni hodnotou vykonu ¢erpani 500 ml/min. Tenky
proud vody vhodny pro méteni byl tvoren upravenou tryskou (viz kapitola 4.6), ktera
byla pfipevnéna k mikroposuvu (ThorLabs, US) s osami X, y v roviné stolu. Laserové
svazky abla¢niho a excitaCniho laseru byly pfivedeny do proudu vody optickym
systémem (ThorLabs, US/Newport, UK). Jejich trajektorie byly vzajemné kolinearni a

oba svazky byly fokusovany do proudu vody ¢ockou s ohniskovou délkou 75 mm.

Obr.17  Aparatura pro méfeni z proudu vody. 1 - Excitatni laser Nd:YAG Brilliant B
(QUANTEL, FR), 1064 nm, frekcence pulzii 10Hz, délka pulzu 6 ns, 2 - Abla¢ni laser Nd:YAG LQ
529a (SOLAR, BY), 532 nm, frekvence pulzit 10Hz, délka pulzu 8 ns, 3 - Spektrometr Andor
Mechelle 50005, 4 - ICCD de detektor Andor iStar 734, - Akvarium

Zateni vychazejici z plazmatu je pii ablaci z vodniho proudu 1 z pevné faze sbirano
UV-NIR achromatickym kolimatorem CC52 (ANDOR, UK), odkud je vedeno ptes
opticky kabel (prumér 25 pum) na vstup spektrometru. Jedna se spektrometr v echelle
konfiguraci (Mechelle ME5S000, ANDOR, UK), ktery k rozkladu svétla vyuziva dvojity
hranol a difrak¢ni mfizku. Pracuje v rozsahu vinovych délek 200 - 975 nm s presnosti
lep§i nez 0,05 nm.

Rozlozené svétlo je zaznamenano ICCD kamerou iStar 7341 (ANDOR, UK).
Tato kamera je schopna pracovat s Gasovanim v jednotkach ns. Cip kamery je chlazen
kvili snizeni Sumu az na teplotu -30°C. Oba lasery vcetné ICCD kamery byly ovladany
externim spinaCem (DG 535 Delay Generator, Stanford Research Systems, US)
se Ctyfmi nezavislymi kanaly a Casovym rozliSenim 5 ps. Méfeni je z velké Casti

ovladano softwaroveé.
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2.3.3 Softwarové vybaveni

Program LIBS3D

V prostredi programu LIBS3D lze ménit nésledujici parametry méfeni:

zpozdéni Q-spinace, Cimz se méni energie jednotlivych pulza laseru,

Casovy interval mezi obéma pulzy,

casovou prodlevu mezi jednotlivymi méfenimi,

parametry rastrovani pii méfeni v komote (pocet pulzi na krater, pocet kratert,
v osach x,y),

fokusaci CCD kamery na povrch vzorku,

pfepinani mezi single pulse/double pulse LIBS.

Pomoci CCD kamery a programu LIBS3D lze pifi ablaci vkomoie kontrolovat

analyzovanou ¢ast vzorku, velikost kraterd apod. Program zajistuje fokusaci laserového

svazku na povrch vzorku pred kazdym vystielem laseru.

Program Solis

Program Solis slouzi k ovladani spektrometru a je dodavan spolecné s nim. V tomto

programu se nastavuje zejména:

Cas zacatku sbéru signalu detektorem,

délka casového okénka sbéru,

typ zpracovani signalu (akumulace signalu po nékolika vystielech, kineticka
série, korekce pozadi atd.),

pocet akumulaci k vykresleni jenoho spektra,

zesileni signalu ICCD kamery (Gain level).

Vystupem programu Solis je naméfené spektrum, které se dale zpracovava pomoci

vhodného analytického programu (Origin, Excel...).
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3 Priprava vzorkii pro LIBS a ramanovskou
spektroskopii

Rasy byly ziskany ze sbirky autotrofnich organismi (CCALA- Culture Collection of
Autotrophic Organisms) Botanického ustavu akademie véd CR. Trachydiscus minutus
(Bourrelly) byl péstovan v 300 ml kadinkach pti pokojové teploté (22°C) v kultivacnim
roztoku, jehoz slozeni je uvedeno v tabulce 1. Intenzita osvétleni se pohybovala
v rozmezi 100 - 300 pmol-m™s™. Kultivagni aparatura se skladala z konickych 1000 ml
Pyrex nadob utésnénych vatovou zatkou. Osvétleni zajistovaly dvé standartni bilé 40W
zafivky. O optimalizaci podminek pro péstovani ftasy Trachydiscus minutus
je pojednano v [32], [33], o jejim biologickém zafazeni, struktufe a kompozici potom
v [34].

Do kadinek s fasami byly pridany roztoky CuSOy o rizné koncentraci (5; 10; 50;
100; 200 mg.ml™) v poméru 1:1000, &emuz odpovida koncentrace médi 3, 7, 34, 67
a 133 ppm. Takto vzniklé roztoky byly inkubovany po dobu 24 hodin za obcasného
protiepani. Usazené fasy byly poté promity destilovanou vodou a oddéleny pomoci
centrifugy a nasledné rozmichany v odméfeném mnozstvi destilované vody. Pfi méfeni
LIBS z proudu vody se pracovalo pfimo sroztokem, pro analyzu z pevné faze byly
roztoky naneseny kapatkem na tvrdy kartonovy papir a ponechany pii pokojovych
podminkach po dobu 48 hodin, ¢imz doslo k odpafeni vody a na povrchu papiru vznikla

vrstva biofilmu.

komponent koncentrace
(mg/l)

N 150
P,0s 50
K,O 300
MgO 30
SO; 75
B 0,3
Cu 0,1
Fe 0,7
Mn 0.4

Mo 0,04
Zn 0,3

Tabulka 1 Slozeni kultivacniho
roztoku
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4 Méreni LIBS

Meéfeni vzorku fas bylo provadéno v laboratofi laserové spektroskopie na VUT v Brné.
Pii méfeni z pevné faze byly analyzovany biofilmy, a to pomoci jednoho a dvou pulzi.
Pii analyze fas v proudu vody byla pouzita pouze dvoupulzni technika. Ukolem t&chto
méfeni bylo stanovit chemické slozeni fasy, pokusit se urcit zastoupeni médi v fase pfi
pouziti metody kalibranich kfivek a dale optimalizovat aparaturu pro meéfeni tas

v proudu vody.

4.1 Optimalizace energie laseru a nastaveni spektrometru

Jako primarni (abla¢ni) laser byl pfi vSech meéfenich pouzit laser Solar operujici
na vlnové délce 532 nm s frekvenci buzeni 10 Hz. Zavislost mezi zpozdénim Q-spinace
a energii svazku je znazornéna v grafu na obr. 18. Délka ¢asového okénka pro sbér
signalu byla u vSech méteni stejna - 16 pus a ¢asovy okamzik pro zahajeni sbéru signalu
byl nastaven jak u SP tak u DP na 1,5 us po dopadu abla¢niho (SP) nebo excitaéniho
(DP) pulzu na vzorek. Zesileni CCD kamery (Gain Level) bylo nastaveno na hodnotu
100 u ablace z pevné faze a 150 pti analyze z proudu vody. VSechna spektra byla
ziskana metodou akumulace signalu. Pocet akumulaci k vykresleni jednoho spektra ¢inil
30 u analyzy z pevné faze a 100 u analyzy z kapaliny. Cip ICCD kamery bych chlazen
na teplotu -20°C.

E (mJ) Energie laseru v zavislosti na zpozdéni Q-switche
260
240 e « Solar
*
220 - * e
200 - 0’.‘ m Brilliant
180 -
*®
160 - .0
140 - 144 -
*
120 - . " "a,
100 - =
80 - ** * "
*
[}
60 - e .
40 - LY -
20 *ee, .
7 | |
0 _Meeeee, 0 "aa
150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490 510 530
At (us)

Obr. 18  Energie svazku laseru jako funkce zpozdéni Q-spinace
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Na zacatku méfeni bylo nutné stanovit optimalni energii laseru pro ablaci materialu. Pti
pouziti ptili§ malych energii se snizuje intenzita spektra, a tim 1 detek¢ni limit metody.
Taktéz klesa teplota a elektronova hustota plazmatu, a po prekroCeni urcité hranice
prestava byt splnéna podminka lokalni termodynamické rovnovahy - LTE (viz kapitola
2.1.3). Pti nizSich energiich (< 30 mJ) dosahuje fluktuace mezi energiemi jednotlivych
pulzi az 10 %, ¢imz vnasi dalsi chybu do méfeni. ZvySenim energie nad 150 mJ se
fluktuace snizi pod 2 %. Pfi méfeni je dobré vyvarovat se pouziti pfili§ vysokych energii
laseru, jelikoz pfi nich v plazmatu dochazi ke stinéni laserového svazku a zamezeni jeho
dopadu na vzorek. Také hrozi riziko ablatovani cofek a znehodnoceni spektra jeho
saturaci.

Intenzitu spektra pro rizné energie abla¢niho pulzu znazorriuje obr. 19. Pro
méfeni je (pii splnéni podminky LTE a zachovani vysoké intenzity) dostacujici energie
95,2 mJ. Ta odpovida spozdéni Q-spinace 300 ps u laseru Solar. Tato energie byla

pouzita pro vSechna zbyvajici méteni s jednim pulzem.

u.)

140000 - — 159 mJ

— 144 mJ

120000 -

intenzita (a.

100000 -

80000

60000

40000

20000

T T T
315,0 316,5 317,0

vinova délka (nm)

Obr. 19  Intenzita spektra pro rizné energie ablacniho pulzu

energie druhého laseru a vzajemné prodlevy laserti. Nase nastaveni proto vychazelo

z jiz diive provedené optimalizace [35]. U dvoupulzni techniky slouzil jako sekundarni

(excitacni) laser Brilliant na vinové délce 1064 nm s frekvenci buzeni 10 Hz.
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Po provedeni nékolika zkuSebnich méteni byla optimalni Casova prodleva mezi obéma
lasery stanovena na 1,5 us, energie abla¢niho pulzu na 19,1 mJ (Q-spina¢ Solar 360 us),
excitacniho pulzu na 126 mJ (Q-spinac Solar 370 ps) pro méfeni biofilma. Pro analyzu
z proudu vody byla energie prvniho pulzu zvySena na 95,2 mJ (Q-spinac Solar 300 ps),

energie druhého pulzu se neménila.
4.2 Charakteristika plazmatu

4.2.1 Vypocet teploty

Po zvoleni vhodné energie laserového pulzu je tfeba urcit teplotu a elektronovou
hustotu plazmatu, ktera této energii odpovida. Popis urCovani téchto parametru
je popsan v kapitole 2.1.4. Pro urCeni elektronové teploty jsme pouzili metody

Boltzmannova grafu, kterd vychazi z rovnice:

Zy, E, GN,
Infl —— |=——=+In ,
Ahfg kT Z(T)

kde 7 je intenzita spektralni cary, 4 je Einsteiniv koeficient spontanni emise, / je

Planckova konstanta, f frekvence emitovaného zareni, G je instrumentalni faktor, Ny je
celkova populace emitujicich atomi/iontll, g; je degenerace (statisticka vaha) hladiny

s energii £, Z(T) je parti¢ni funkce pro danou teplotu 7'v kelvinech a k je Boltzmannova

konstanta.
e am Ei(em?) g AGY  EQ
Cal

430,25 38551 5 1,36E+08  7,66E-19
430,774 38417 1 1,99E+08  7,63E-19
504,162 41679 3 3,30E+07  8,28E-19
518,885 42919 5 4 00E+07  8,52E-19
610,272 31539 3 9,60E+06  6,26E-19
612,222 31539 3 2.87E+07  6,26E-19
487,813 42343 7 1,88E+07  8,41E-19
558,197 38259 7 6,00E+06  7,60E-19
559,447 38219 5 3,80E+07  7,59E-19
559,849 38192 3 4 30E+07  7,58E-19

Tabulka 2  Parametry spektrdlnich ¢ar pro vypocet teploty SP a DP
LIBS. Ziskano z [20]
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Jako intenzita spektralnich Car byla vzata plocha piku. Piky byly fitovany bez vyjimky
Lorentzovou funkci, ktera je dana formuli

24 w
T Mx—x) +w

Y=Yt

kde yy je hodnota pozadi, 4 je plocha piku, w je jeho polositka a x. centralni vinova
délka. Spektralni cary pouzité k vykresleni Boltzmannova grafu a jejich parametry jsou

v tabulce 2. Tyto emisni cary byly pouzity k urCeni teploty u SP i DP méfeni.
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SP LIBS teplota
a_‘ Equation y=a+ b
E Weight No Weighting
<L Residual Sum 0.13697
= 37 4 of Squares
= Pearson's r -0,98203
3 Adj. R-Square 0,95725
< value Standard Error
a 4235757 0,57095
b -1,22485E-4 1,05277ES
36
35 4
0
| |
34 T I T I T I T I
50000 55000 60000 65000
Ejl'k

Obr. 20 Vypocet teploty Boltzmannovym grafem u SP LIBS. Cervené hodnoty byly pfi
fitovani linearni funkce vynechany. Hodnota koeficientu spolehlivosti je R° = 0,96. Smérnice

linearni zavislosti odpovida teploté 8200 + 700 K.

Po analyze dalSich dvou spekter, odpovidajicich stejné energii laseru (95,2 mJ) byly

urceny teploty 8500 + 700 K a 8400 = 900 K. Pomérné velka chyba pfi uréovani teploty

touto metodou (10-15%) je v praxi bézna. Byva zpusobena piedev§im nejistotou u

Einsteinova koeficientu spontanni emise A, ktera mize nabyvat az 50%.

Pro spektra z obrazku 19 se elektronova teplota plazmatu pohybuje v rozmezi

8700 + 900 K (pfi energii 159 mJ) a 7900 + 800 K (pfi energii 38,3 mJ). Pomérné maly

rozdil v teplotach je zpisoben matrici - jedna se o ablaci z kartonového papiru. Pfi

méfeni kovovych vzorkl stejnou metodou na téze sestavé se pohybuji rozdily teplot pro

stejny interval energii laseru kolem hodnoty 2000 K [31].
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DP LIBS teplota
38 Equation y=a-+b¥%
_—= Weight No Weighting
2 Residual Sum 0,15558
S:._ 1 of Squares
= Pearson's r -0,98054
= - Ad. R-Square 0,95376
c 37 - Value Standard Error
u a 42 84659 0,60851
b -1,25319E-4 1,12202E-5
36
35 4 .
1 | |
34 , . : : : , | , |
45000 50000 55000 60000 65000
EJ/k

Obr. 21 Vypocet teploty Boltzmannovym grafem u DP LIBS. Cervené hodnoty byly pfi
fitovani linearni funkce vynechany. Hodnota koeficientu spolehlivosti je R* = 0,95. Smérnice
linedrni zavislosti odpovida teplot€¢ 8000 + 700 K. Dal$imi méfenimi se stejnou hodnotou
energie obou pulzt (19,1 mJ a 126 mJ) byly zjistény teploty 8100 + 750 K a 8500 + 900 K.

Elektronovou teplotu plazmatu pfii ablaci z proudu vody nelze pro nedostatek piku
ve spektru urCit metodou Boltzmannova grafu. Z tohoto divodu se pro urceni iontové
teploty pouziva vypocet ze Sahovy - Boltzmannovy rovnice [36] pomoci vodikovych
car Hp 486,13 nm a Hy 434,04 nm. Tyto piky vSak nejsou ve spektru dostatecné
rozliSeny (obr. 34 a 35) a proto se teplotu plazmatu pfi ablaci z proudu vody nepodafilo

urcit.
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4.2.2 Stanoveni elektronové hustoty

Dal$im dulezitym parametrem plazmatu je jeho eletronova hustota. Metoda jejiho
urCovani je popsana v kapitole viz kapitola 2.1.4. Nejdiive jsme urcili rozsifeni Car
vlivem aparatury pomoci Hg - Ar vybojky, viz obr. 22. Instrumentélni rozsifeni bylo

stanoveno pramérem ze tii spekter vybojky, Wing = (50,7 + 0,4)-10” nm.

8000

intenzita (a.u.)

6000

W.

mst
4000 -

2000 A

T ! T
2535 254,0
vinova délka (nm)

Obr. 22  UrCeni instrumentalniho rozSifovani Car wy,g zc
spektra Hg - Ar vybojky, Wing = (50,7 £0,4)-10”" nm

Pti praci s tabulkami parametrti w je elektronova hustota je dana vztahem:

wSmrk “N, eRe [
N, =Sk _erel
wref

kde Wi je rozsiteni Cary vlivem Starkova jevu, Nererje referencni elektronova hustota
pfi referencnim rozsireni spektralni Cary wger [37].
Pro stanoveni Starkova rozSifeni jsme volili atomové spektralni ¢ary médi
v ptipadé ablace z pevné faze, pro kapaliny navic atomové cary dusiku a iontovou
emisni ¢aru vapniku. Hodnotu rozsifovani spektralnich Car vlivem starkova jevu jsme
urcili jako:
w

w w

stark — "iotal — Winst

kde Wi, je celkové rozsifeni Cary a wi,y rozsifeni ¢ary vlivem instrumentace.
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SP LIBS ablace z pevné faze

B om Wsak(@m)  Wag@m)  Ne(em®) N em”)
Cul
324.7 0,01883 0,0095  6,60E+16 131E+17
0,01488 0,0095  6,60E+16 131E+17
0,0193 0,0095  6,60E+16 1,03E+17
0,01614 0,0095  6,60E+16 1,34F+17

Tabulka3 Razné hodnoty Starkova rozSifeni v tabulce odpovidaji
jednotlivym méfenim. Vypocitana elektronova hustota pro hodnotu energie
ablaéniho pulzu 95,2 mJ je (1,2 +0,2)-10"cm™

DP LIBS ablace z pevné faze

spektralni
¢ara (nm)

Cul
3247 0,02245 0,0095  6,.60E+16 1,56E+17

0,01893 0,0095  6,60E+16 1,32E+17
0,01947 0,0095  6,60E+16 1.35E+17
0,01852 0,0095  6,60E+16 1,29E+17

Wstark (nm) WRef (nm) NeRef (cm'3) Ne (cm'3)

Tabulka 4 Razné hodnoty Starkova rozSifeni v tabulce odpovidaji
jednotlivym méfenim. Vypocitana elektronova hustota pro hodnotu energie
abla¢niho pulzu 19.1 mJ a excita¢niho pulzu 126 mJ je (1,3 £ 0,1)-10"" cm™

DP LIBS ablace z proudu vody

spektralni

tira. (o) Wsrk (M) Wrer(@m)  Neger (em™)  Ne(em™)
Cul 324,7 0,03971 0,0095  6,60E+16 2,76E+17
Call 3933 0,03673 0,0286  1,76E+17 2,26E+17
NI 742,44 0,19122 0,149  1,61E+17 2,07E+17
74422 0,19935 0,149  1,61E+17 2,15E+17
746,83  0,22631 0,152  1,61E+17 2,40E+17

Tabulka 5  Vypocitand elektronova hustota pro hodnotu energie ablacniho pulzu 95,2
mJ a excita¢niho pulzu 126 mJ je (2.3 £ 0,3)-10" cm™
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4.2.3 Urceni platnosti LTE

Po ziskani teploty a elektronové hustoty plazmatu Ize urcit, zda plati pfedpoklad lokalni

termodynamické rovnovahy (2.1.3). Ten je dan rovnici:

1
N, (em™)>1,6-102T2(AE) ,
kde 7 je teplota v kelvinech, 4E je rozdil energii zdkladni a prvni excitované hladiny,
vyjadieny veV. Ve spektru je nejvice zastoupen vapnik, hodnota AE tedy odpovida

prechodu vapnikového atomu ze zakladniho do excitovaného stavu (spektralni ¢ara Ca I

422,673 nm).

SP LIBS ablace z pevné faze
Pro ptipad (4E = 2,93 eV, T=8400K, N, = 1,2 107 cm'3) plati nerovnice:

1,2-10"7 >3,7-10",

predpoklad lokalni termodynamické rovnovahy je splnén.

DP LIBS ablace z pevné faze
Pro ptipad (4E = 2,93 eV, T=8000K, N, = 1,3 107 cm'3) plati nerovnice:

1,3-107 >3,6-10",

predpoklad lokalni termodynamické rovnovahy je splnén.

4.3 Stanoveni kalibracnich kiivek pomoci CuSQO, - SH,0

Kvantitativni analyzu vzorkd lze provadét nékolika zpusoby. Nejuzivanéjsi a
nejpresnéjsi je metoda kalibracnich kiivek (viz kapitola 2.2.2). Pti ur€ovani kalibra¢nich
kiivek je tfeba, aby kalibra¢ni vzorky mély stejnou matrici jako zkoumané vzorky.
Proto pro analyzu biofilmu z povrchu papiru byly homogenni roztoky se znamou
koncentraci Cu (viz tabulka 6) naneseny na povrch papiru ve formé kapek a ponechany,
dokud sevoda neodpafila. Pfi analyze zproudu vody jsme pracovali piimo

s kalibra¢nimi roztoky.
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kalibra¢ni
roztok

koncentrace
Cu (ppm)

1

2
3
4
5
6
7

5
10
50

100

200

500
1000

Tabulka 6 Pichled kalibracnich roztoku pro
kvantitativni analyzu

normovani.

normovanych intenzit z 3-5 naméfenych spekter.

Pro sestaveni kalibracnich kfivek pro méd’ byly pouzity atomové spektralni ¢ary Cu I
3247 a Cu I 327,4. Pro normovani jejich intenzit byly pouzity spektralni Cary
v tabulce 7. Timto postupem jsme ziskali nékolik kalibra¢nich ktivek. Spektralni Cary
pro kalibraci byly zamérné voleny tak, aby obsahovaly jak atomovou rezonanc¢ni Caru,
tak iontové cary. Pro konstrukci nékterych kalibracnich kiivek lze téz uzit normalizaci

absolutni intenzity k primérné hodnoté pozadi ¢i pouzit pfimo absolutni intenzity bez

Jednotlivé body v grafech kalibracnich kfivek jsou vzdy dany primérem

spektralni
¢ara (nm) Ei(cm™)  E;(cm™) A
blaces  Cal  422.673 0 23652 2.18E+08
pevnéfize o5y 315887 25191 56839  3,10E+08
373,69 25414 52166 1,70E+08
396,84 0 25191 1,40E+08
ablace z Hl 656,277 82259 97492 2,24E+07
proudu
vody Ol 844676 76794 88630  322E+07
N Il 635,76 187437 203162  2,68E+07

Tabulka 7 Pichled spektralnich Car pouzitych k normovani absolutni intenzity
Car médi pii analyze z pevné faze a z proudu vody
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4.3.1 Kalibracni krivky pro ablaci z pevné fiaze

SP LIBS
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Obr.23  Kalibracni kiivka médi pro spektrdlni ¢aru Cu I 324,7 nm, jejiz

intenzita je normovand k rezonan¢ni ¢are vapniku Ca I 422,673 nm. Hodnota
koeficientu spolehlivosti je R’ = 0,99. Kalibra¢ni kiivka ma pro tento piipad
tvar piimky. Cervené body byly pfi fitu vynechany
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Obr.24  Kalibraéni kiivka médi pro spektrdlni ¢aru Cu I 324,7 nm

normovanou k ¢are vapniku Ca II 373,69 nm. Koeficient spolehlivosti je R’ =
0,99. Cervené body byly pfi fitu vynechany
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Obr.25  Kalibraéni kiivka médi pro spektrdlni ¢aru Cu I 327,4 nm

normovanou k ¢are vapniku Ca II 315,887 nm. Koeficient spolehlivosti je

R’ = 0,94. Cervené body byly pii fitu vynechany

Zbyvajici kalibra¢ni kiivky maji podobny prubéh jako vySe uvedené. V pfipadé

vykresleni grafu pomoci absolutnich intenzit ¢ar médi jsou hodnoty zatizeny vétsi

chybou (neeliminuje se fluktuace energie laseru a ostatni faktory jako v pripadé

normovani), a tudiz je lep$i intenzity normovat.

U vsech tfi uvedenych kalibracnich kiivek byly vynechany body odpovidajici

koncentraci 5 a 10 ppm Cu v roztoku. Pii takto nizkych koncentracich prestava byt

kalibra¢ni kfivka linearni z davodu chyby pfi urCovani intenzity [9] str. 108, proto

nejsou hodnoty linearniho fitu pfes celou oblast koncentraci pro velmi nizké

koncentrace pouzitelné. Pokud bychom chtéli stanovit parametry fitu pro tuto oblast,

museli bychom v grafu vyloucit zbylé body odpovidajici koncentracim vétSim nez

10 ppm Cu. Nelinearita kalibracnich kiivek médi i ostatnich prvka byva v praxi béznym

jevem [38] a ne vzdy se ji 1ze zbavit vhodnym normovanim.
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Obr.26  Kalibracni kfivka médi pro spektrdlni ¢aru Cu I 324,7 nm
normovanou k Cafe vapniku Ca II 315,887 nm. Koeficient spolehlivosti je R’
= 0,99. Cervené body byly pfi fitu vynechany

™ 0,054
I~
©
o™~
o™
~
@ 0,04 H
O
I
S 003
(a2}
8 Equation y=a+b*
e Weight Instrumental
@ 0,02 Residual Sum =~ 3,92022
€ of Squares
= 3
a Pearson's r 0,97805
Adj. R-Square 0,93487
0,01 Value Standard Error
B a 0,0202 0,00229
= b 2,87313E-5 4,32842E-6
0,00 T T T T T T T T T T T ,
0 200 400 600 800 1000
koncentrace Cu (ppm)

Obr. 27  Kalibraéni kfivka médi pro spektrdlni ¢aru Cu I 324,7 nm
normovanou krezonaném’v Cafe vapniku Ca 1 422,673 nm. Koeficient
spolehlivosti je R = 0,93. Cervené body byly pii fitu vynechény
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Obr. 28  Kalibracni kiivka médi pro spektrdlni ¢aru Cu I 327,4 nm normovanou
k rezonancni ¢afe vapniku Ca I 422,673 nm. Koeficient spolehlivosti je R’ =0,98.
Cervené body byly pfi fitu vynechany
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Obr.29  Kalibracni kitvka medi pro spektralni ¢aru Cu I 324,7 nm pfi pouZiti
absolutnich hodnot intenzity. Koeficient spolehlivosti je R° = 0,95. Cervené body
byly pfi fitu vynechany
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Pti DP LIBSu dochazi ke zmen3eni chyby pfi ur€ovani intenzit (viz obr. 26 — obr. 29).
Hodnoty intenzity, odpovidajici koncentraci 50 ppm Cu jsou urceny piesnéji. Pti pouziti
absolutnich hodnot intenzity Cu I 324,7 nm jsou hodnoty intenzit zejména pro vyssi
koncentrace zatizeny velkou chybou (viz obr. 29), proto je lepsi pouzit metody

normovani intenzit.

4.3.2 Kalibracni krivky pro ablaci z proudu vody

DP LIBS

Pti ablaci z proudu vody byla pouzita vyssi energie nez pii ablaci biofilmu z papiru (viz
tabulka 8). LiSily se 1 parametry spektrometru (viz kapitola 4.1). Kvili nedostatku pikt
ve spektru vhodnych k normovani intenzity médi byla pouzita metoda normovani vuci
pozadi (obr. 30). Po zprimérovani vice spekter bylo pouzito k vykresleni kalibracni
pfimky i absolutni intenzity pik médi Cu I 324,7 nm (obr. 32). Pik médi na hodnoté
Cul 327,4 nm byl ve spektru Casto nepfitomen Ci Spatné rozliSen, proto pro tuto
spektralni Caru kalibracni kfivky stanoveny nebyly. Z méfeni byl kvili slabé intenzité

pikd meédi vytazen i kalibracni roztok s koncentraci 5 ppm Cu.

energie
laseru (mJ)
laser
ablace z ablace z
pevné litky proudu vody
SP DP DP
Solar (532 nm) 95,2 19,1 95,2
Brilliant (1064 nm) X 126 126

Tabulka 8 Hodnoty energie lasera pro ablaci z pevné faze a proudu vody
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Obr. 30  Kalibracni kiivka médi pro spektrlni ¢aru Cu I 327,4 nm normovanou

k praimérné hodnoté pozadi. Cervené body byly pii fitu vynechany. Koeficient
spolehlivosti je R = 0,97.
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Obr. 31  Kalibracni kiivka médi pro spektrdlni ¢aru Cu I 327.4 nm normovanou

k &ate O I 844,676 nm. Koeficient spolehlivosti je R* = 0,97.
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Obr. 32  Kalibracni kiivka médi pro spektralni ¢aru Cu I 3247 nm pii pouziti

absolutnich hodnot intenzity. Koeficient spolehlivosti je R = 0,97.
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4.4 Chemicka analyza metodou emisni spektroskopie s

indukéné vazanym plazmatem (ICP - OES)

Pro kvalitativni analyzu roztokt fas s CuSQO; bylo provedeno kontrolni méfeni metodou
emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) na Prirodovédecké
fakulté Masarykovy univerzity v Brng.

Jedna se o spektroskopickou metodu, ktera k detekci a stanoveni koncentrace
prvka ve vzorku vyuziva emisni spektra odpovidajici deexcitaci atomu a iont. Pracuje
tedy na podobném principu jako LIBS. Pomoci ICP-OES lze analyzovat vzorky
v pevné, kapalné 1 plynné fazi. Mezi vyhody této metody patii nizsi detekcni limit nez
u LIBS (fadové az 10° ppb) a moznost pracovat s velkym rozsahem koncentraci (stovky
ppm).

Analyza tas byla provedena z kapalné faze. Zastoupeni jednotlivych prvka
v fase pro ruzné koncentrace pridaného roztoku siranu méd'natého do kultivacni lazné

je uvedeno v tabulce 9.

koncentrace CuSO4 v kultiva¢nim roztoku s rasou (ppm)
vinova 0 5 10 50 100 200
délka
(nm) koncentrace jednotlivych prvki v irase (ppm)
Ca 396,8 82,1 82,6 83,7 37,0 45,1 27,6
4226 100,8 98,0 101,2 43,9 53,9 31,6
Cu 3247 0,1 1,8 3,6 14,9 25,8 47,5
3274 0,1 1,8 3,5 14,3 249 45,9
K 766,4 128,2 126,8 128,1 117,5 148.,9 108,8
769,8 146,8 145,5 150,1 136,2 180,7 126,6
Mg 280,2 11,5 11,3 12,0 9,5 11,7 8,6
285,2 11,7 11,5 12,0 9,5 12,0 8,4
Na 588,9 51,4 51,4 52,7 40,1 50,0 29,1
589,5 53,7 53,1 55,7 40,3 51,8 28,5
Zn 3345 0,7 0,7 0,8 0,5 0,7 0,7
481,0 0,8 0,7 0,8 0,5 0,7 0,6

Tabulka 9 Koncentrace jednotlivych prvka v fase pii pfidani riznych koncentraci CuSO4 do kultivacni
lazn¢. Stanoveno metodou ICP-OES
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Zavislost koncentrace jednotlivych prvka v fase na koncentraci CuSO4 v kultivacnim
roztoku je pro data ztabulky zobrazena v grafu na obr. 33. Z grafu vidime, ze pfi
zvySovani koncentrace CuSOy v kultivaénim roztoku obsah médi v fase linearné roste

(Cervené body).
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Obr. 33 Zavislost koncentrace jednotlivych prvki v fase na koncentraci
CuSO;, v kultiva¢ni 14zni pro data z tabulky 9

4.5 Kbvalitativni chemicka analyza metodou LIBS

Pti kvalitativni analyze roztoku s fasami pomoci LIBS bylo méfeni provedeno v proudu
vody pomoci DP. Ve spektrech (obr. 34 a 35) se objevily vSechny prvky z tabulky 9,
kromé zinku, ktery je zastoupen pouze v nepatrném mnozstvi, které je vyrazné pod
detekénim limitem metody LIBS. Neurcené spektralni ¢ary na obr. 34 a 35 odpovidaji

vodiku, kysliku a dusiku.
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Obr. 34  Kvalitativni analyza roztoku pomoci metody LIBS. Spektrum odpovida
fase, jejiz kultivacni roztok (tabulka 1) byl kontaminovan 200 ppm CuSO,. Ve
spektru jsou patrné piky hotciku, médi a vapniku. Intenzita spektra se pohybovala
v fadech 10° - 10° a.u.
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Obr. 35  Kvalitativni analyza roztoku pomoci metody LIBS. Spektrum odpovida
fase, v jejimz kultivatnim roztoku (tabulka 1) bylo piiddno 200 ppm CuSO4. Ve
spektru jsou patrné piky sodiku a drasliku. Intenzita spektra se pohybovala v fadech
10° - 10° a.u.
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4.6 Urceni obsahu médi v rase pomoci LIBS

Pro urCeni obsahu médi v fase byly sestaveny kalibracni kiivky pro ablaci
z pevné faze pomoci jednoho a dvou pulzi. Pro ablaci z proudu vody byly pouzity dva
pulzy. Jako referencni vzorky byly pouzity homogenni roztoky CuSO; (tabulka 6).

Roztoky stasami, u nichz chceme obsah médi zjiStovat, ovS§em homogenni
nejsou. Jednotlivé buriky fasy obsahujici méd maji rozmér cca 10 - 20 um, a navic
tendenci se shlukovat. DalSim problémem je fakt, ze pro kalibracni roztoky
se koncentrace Cu pohybovala od 5 - 1000 ppm, kdezto skute¢ny obsah médi v fase
v rozmezi 2 - 45 ppm (tabulka 9).

Pro méd’ dochazi kolem hodnoty 100 ppm pfi ablaci z pevné faze u kalibra¢nich
kiivek ke zméné prubéhu. Pro nizsi hodnoty koncentrace kiivka zfejmé neni linearni
(obr. 23 — obr. 29). U roztokt s médi se prubéh kalibracni funkce také kolem hodnoty
100 ppm prudce méni (obr. 30 — obr. 32). Pfi ur€ovani obsahu meédi v fase proto musela
byt vétsina bodu v grafech (koncentrace nad 10 ppm) pfi stanoveni kalibracni kfivky
vynechana. Pfi ablaci biofilmt s nizkou koncentraci médi (5-15 ppm) jednim pulzem
nebyly piky médi (324,7 nm a 3274 nm) v ziskanych spektrech dobfe rozliSeny. Pfi
pouziti dvou pulzii dojde k vyraznému zlepSeni v poméru signal/Sum. Pro stejnou
koncentraci médi namétime vyrazné kvalitn€jsi spektrum (obr. 36). Spektrani c¢ara Cu I

327,4 nm neni dobfe rozliSena ani u DP, proto nebyla pro kvantitativni analyzu pouzita.
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Obr.36  Srovndni Casti spekter pti SP a DP analyze biofilmu s
fasou pti koncentraci 2 ppm médi v fase (5 ppm médi v kultivatnim
roztoku)
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Vysledky vypoctu koncentrace médi v fase pti pouziti DP LIBS a spektralni cary médi
Cu I 324,7 nm jsou uvedeny v tabulce 10. Pfi urovani nejistot byla vzata v uvahu
pouze nepiesnost pii méfeni intenzity, jelikoz kalibra¢ni pfimky byly uréeny pouze
pomoci dvou bodi (odpovidajici koncentraci 5 a 10 ppm Cu v kalibra¢nim roztoku) a

tudiz nebyly zatizeny chybou.

Cuv Cu v Fase
zivném pomoci ICP urceni koncentrace Cu v iase pomoci DP LIBS (ppm)
roztoku (ppm)
(ppm) spektralni ¢ara Cu I kalibrovana k ¢are vapniku na
Call315nm | Call 373 nm | Ca II 396 nm | Ca II 422 nm
3 1,8 1* 1* 2% 2%
7 3,6 3* 3* 4% 4%
33 14,9 11+1 11+1 11+£1%* 9+1
67 25,8 25£6 24 £6 23 £4 19+4
133 47,5 37+£2 35+£2 34+1 302

Tabulka 10 Vypocet koncentrace médi v fase pomoci ablace biofilmu technikou DP LIBS pfi uziti
spektralni ¢ary Cu I 324,7 nm. Hodnoty oznacené * jsou pod limitem kvantifikace, a tudiZ pouze
piiblizné.
Pro urceni zastoupeni médi v fase pii ablaci z vody byly pouzity kalibraéni kiivky pro
absolutni intenzity Cu I 324,7 nm (obr. 32) a intenzity téze spektralni ary, normované
hodnotou pozadi. U ¢ar H 1 656,277 a O 1 844,676 dochazi zieymé k selfabsorpci,
a proto nebyly k vypoctu pouzity. Vysledky vypoctu pro ablaci z produ vody jsou
zaneseny do tabulky 11. Niz§i koncentrace nez 15 ppm se nepodafilo pfi ablaci z vody

rozumné detekovat.

Cuv absolutni
zivném Cu v rase kalibrace hodnoty
roztoku pomoci ICP | k pozadi intenzit

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

133 47,5 55+12 43 £ 18

Tabulka 11  Vypocet koncentrace Cu v fase pfi ablaci z

proudu vody za pouziti kalibrace spektralnich Car k pozadi
a bez kalibrace pii pouziti absolutnich hodnot intenzit
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4.6.1 Detekéni limit a limit kvantifikace metody LIBS

P11 vypoctech obsahu médi v fase se ukazala jako nejpfesnéjsi metoda ablace biofilmu
pomoci dvojitého pulzu. Pro tuto metodu byl proto urcen limit detekce a kvantifikace.
Limit detekce je dan rovnici [39], [40]:

k-s,

m

LOD =

kde sp je standartni je standartni odchylka pfi méfeni vzorku s nulovou koncentraci
daného prvku, m je smérnice kalibra¢ni kiivky v poloviné intervalu koncentraci a & je
voleny koeficient. Volba k = 3 odpovida 90% spolehlivosti. Limit kvantifikace je v [9]
str. 115 dan vztahem:

LOQ=33-LOD.
Detekeéni limity a limity kvantifikace pro spektralni ¢aru Cu I 324,7 nm normovanou

k riznym emisnim ¢aram vapniku shrnuje tabulka 12

spektralni ¢ara  vinova smérnice  odchylkas, detek¢ni limit
pro normovani délka kalibracni  p¥i nulové limit kvantifikace
intenzity Cu (nm) kiivky m  koncentraci (ppm) (ppm)
Call 315,91 1,83E-03  8,99E-04 1,5 4,9
373,69 1,24E-03  6,35E-04 1,5 5,1
396,3 2,16E-04 4,10E-04 5,7 18,8
Cal 422,673  7,32E-04  6,72E-04 2,8 9,1

Tabulka 12  Detekeni limit a limit kvantifikace pro DP ablaci z pevné faze
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4.6.2 Kalibracni krivky pro urceni obsahu médi v rase kombinaci ICP
a LIBS

Jestlize vyneseme do grafu intenzitu signalu pro spektralni cary médi v zavislosti na
skutecném obsahu médi v fase stanoveném metodou ICP miizeme vzniklé kfivky pouzit
pro urceni koncentrace médi v nezndmém roztoku s fasami 7rachydiscus minutus (obr.
37). Takto ziskané kalibracni kiivky jsou pfi urovani koncentrace médi piesnéjsi nez
kiivky ziskané pfi pouziti referencnich roztokli CuSOs, nebot’ je v nich zahrnuta jak
nehomogenita roztoku, tak matri¢ni vlivy fasy na spektrum.

Z obr. 33 vidime linearni zavislost mezi obsahem médi v kultivaénim roztoku a
obsahem médi absorbovanym burikami fasy. Lze tedy urCit i obsah médi v prostredi,

kde se fasa vyvijela. Uvedené zavislosti plati pro rozsahy koncentraci médi v fase 2-50

iy 2
S5 g R™=0,99
< kalibrovano k Ca (nm) y = L,46E-3x + 3,83E-3
— - m Call 315,887
= | e Call 373,69
- A Call 3969
- Cal 422,673
’% ° v R%=099
@ y = 9,30E-3x + 2,73E-3
= B
=
=
< 2
L R*=0,99
| y = 1,56E-5x + 4 95E-4
?7 2
R°=0,98
- y=4,51E-4x + 1,76E-3
O | T T T T T T T T . I i

koncentrace Cu v rase (ppm)

Obr. 37 Kalibracni kiivky pro stanoveni obsahu médi v roztoku fasy 7rachydiscus minutus
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4.7 Optimalizace aparatury pro ablaci z proudu vody

Pokud chceme analyzovat kapaliny, nabizi se pro metodu LIBS nékolik moznosti. Laser
muze byt fokusovan na povrch ¢i do objemu nepohyblivé kapaliny, do oblaku
vytvofeného aerosolu ¢i kolmo do proudu kapaliny vytvareného tryskou. Pfi ablaci
z povrchu kapaliny dochazi k roztiiku, ktery mize degradovat optické povrchy. Proto
je nutné umistit trysku do akvaria a signal sbirat kolimatorem ptes sklo (viz obr. 17).

Model pohyblivého prirazu byl nejdiive navrzen v [41]. Pii pouziti trysek
dochazi k maximalizaci signalu, jestlize je laser fokusovan nékolik mm za sténu proudu
[42]. Tato hodnota je navic zavisla na energii laseru. Maximalni hodnota intenzity jako
funkce defokusace laseru je Gzce spojena s funkci efektivniho objemu. Efektivni objem
je objem kapaliny, v kterém je piekroCena prahova intenzita zafeni, potiebna pro pruraz.
Postup pii urcovani optimalni hodnoty defokusace je naznacen v [42].

Dosavadni metody predpokladaly ablaci homogennich roztokd. Roztoky
s fasami ovSem homogenni nejsou. Bylo proto nutné navrhnout trysku tak, aby
se neucpavala a proudici kapalina byla co nejrovnomérnéji rozptylena. Byly provedeny
experimentalni méfeni se stékanim kapaliny po smacivém i nesmacivém povrchu, jako
nejlepSi se nakonec ukazala varianta na obr. 38. Modelovanim tvaru trysek pro

maximalizaci signalu se zabyva [43].

Obr. 38  Modifikace trysky pro ablaci z proudu vody
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S Ramanovska spektroskopie

Ramanova spektroskopie (RS) je opticka spektroskopicka metoda, pfi niz se identifikuji
jak organické, tak anorganické latky pomoci vibracnich spekter, ktera jsou pro kazdou
latku typicka. Prestoze fyzikalni princip metody je znamy témét devadesat let,
v posledni dobé se metoda teprve zaCina prosazovat v fadé unikatnich aplikaci a to
v dusledku rozvoje citlivych detektort zafeni.

RS vychazi z detekce neelastického rozptylu Casti zareni v ultrafialové, viditelné
a blizké infradervené oblasti molekulami vzorku. Rozdil energie dopadajiciho
a rozptyleného zafeni vzdy odpovida vibra¢nim piechodim v molekule vzorku
a intenzita nepruzné rozptyleného svétla je imeérnad zméné polarizovatelnosti molekuly
pfi interakci s fotony budiciho zdroje (vétSinou laser ve viditelném oblasti). Analyza
trvajici fadové minuty umoziuje identifikovat chemické vazby a odlisit vzorky
s ruznym slozenim, pfi¢emz ozafeny objem vzorku urcuje prostorové rozliSeni, s jakym
lze tyto informace ziskéavat.

Ramanovska spektroskopie je vyznamnou analytickou metodou, ktera nachazi
uplatnéni v mnoha oborech jako je chemie, mikrobiologie, fyzika povrchid, biochemie
a medicina [44]. Vzorky pro RS mohou byt v mnoha podobéch; pevné latky, kapaliny
Ci pary o ruzné teploté, mikroskopické Castice ¢i povrchy, pficemz k provedeni méfeni
staci malé mnozstvi vzorku. Mozné aplikace 1ze shrnout do nasledujiciho:

a) rozpoznavani jednotlivych druhi mikroorganismii nebo typu biologickych
vzorku,
b) rozliSovani riznych biofilmi v realném cCase,
c) nedestruktivni analyza chemického slozeni napf. farmaceutickych vyrobku
a kontrola napf. pravosti lékt v realném case,
d) rozpoznavani nadorovych a zdravych tkani/bunék; nabizi se tak jako unikatni
diagnosticky nastroj pro onkologii,
e) tvorba chemické mapy povrchi a identifikace nanostruktur,
f) ramanovskou pinzetou je mozné manipulovat s mikroorganismy volné
plovoucimi v kapaling.
Jednim z problémt ramanovské spektroskopie je degradace vzorku (napf. pii fokusaci
manipulac¢niho laseru na jednotlivé buriky tkani) a fluorescence, ktera Casto prehlusi

slaby ramanovsky signal.
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5.1 Princip ramanovské spektroskopie

Pfi interakci svétla s hmotou mohou byt fotony absorbovany, rozptyleny ¢&i projit
materidlem beze zmény. Proces absorpce vyzaduje, aby energie fotonu odpovidala
energii pfechodu mezi dvéma energiovymi hladinami. Oproti tomu rozptyl mize nastat
i v pripadé, kdy si energie neodpovidaji. Pti prichodu svételné viny kolem molekuly
dochazi k jeji interakci s elektrony. Muze dojit k polarizaci a tim pfechodu systému
na konfiguraci s vyssi energii. Tato konfigurace se nazyva virtualni, a ma velice kratkou
dobu zivota, protoze je nestabilni. Dochazi k vyzafeni absorbovaného fotonu ve formeé
rozptyleného zareni.

Tento proces se od absorpce lisi vtom, ze nedojde k excitovani molekuly
na vySsi energiovou hladinu, ale ke zméné usporadani systému jadra a elektronti. Také
doba zivota virtualniho stavu je znacné kratsi, nez u procesu absorpce (<1ps). Energie
nového uspotadani zavisi na vlastnostech latky a intenzité dopadajiciho zafeni.

Existuji dva typy rozptylu (obr. 39). Pii Rayleighové rozptylu dochazi k relaxaci
elektronového oblaku tak rychle, ze nedojde k posunu jader vreakci na nové
rovnovazné usporadani systému. Pifi relaxaci dochazi k vyzareni fotond se stejnou
vlnovou délkou (energii, frekvenci) jako ma dopadajici zafeni - elasticky rozptyl. Tento
rozptyl je pii interakci svétla s hmotou dominantni. Nepruzny Ramaniv rozptyl
je daleko mén& Casty (jeden z 10° - 10° fotond je rozptylen ramanovsky). Pfi ném
dochazi k pohybu jader zaroven s interakci foton a elektront. Pokud je molekula na
zakladni energiové hlading, rozptylené svétlo bude mit delsi vinovou délku (Stokestv
rozptyl). Pokud je molekula pfed dopadem zafeni vibra¢né excitovand a klesne
do niz§iho energiového stavu, rozptylené svétlo bude mit vétsi energii nez budici (Anti -

Stokestv rozptyl).
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Mid IR Stokes Raman  Rayleigh Anti-Stokes Raman Fluorescence

Vodivostni hladiny oy

----------------------------- LA L B S

Virtualni hladiny

Vibraéni hladiny { r 9 ¥ ¥

Zakladni stav

Obr. 39  Typy rozptylu. Pievzato z [45]

Pomér intenzit Stokesova a Anti - Stokesova rozptylu lze zjistit z poctu molekul,
nachazejicich se na zékladni a vibra¢né excitované hladiné. Tento pocet je dan

Boltzmannovym rozdélenim. Pro intenzity potom plati vztah:

4
Ia Uvib+u [_huvibj
—t=| 22— | exp :
I, (v, —-v kT

kde v, =znaci vibracni frekvenci molekuly, v frekvenci dopadajiciho zafeni, 7,

intenzitu Anti-Stokesova rozptylu a /; intenzitu Stokesova rozptylu. Pfi pokojovych
teplotach je mnohem casté&jsi Stokestv rozptyl.

K tomu, aby byla latka ramanovsky aktivni, je tfeba, aby se pii prubéhu rozptylu
mohla meénit jeji polarizovatelnost. Tato veliCina vyjadiuje, jak lehce muZze byt
elektronovy mrak molekuly zdeformovan vlivem vnéjsiho elektromagnetického pole.
Toto pole indukuje v molekule dip6élovy moment P:

P=ak,
kde « je polarizovatelnost molekuly a E intenzita vn&jsiho pole. Hodnota koeficientu o
zavisi na vzdalenosti valenCnich elektroni od jadra a na delokalizaci elektrond.
Jednotkou polarizovatelnosti je cm’V’. Elektrické pole vyzafované zdrojem je ¢asové
zavislé:
E= EO cos(2mu,t),

kde EO je amplituda elektrického pole a v, je frekvence zafeni.



Ramanova spektroskopie 71

Polarizovatelnost vibrujici molekuly je tedy také ¢asoveé zavisla veli¢ina:
a=a,+a,,cos(2ru,,t),
kde v, je vibraéni frekvence molekuly. Pro kazdou ramanovsky aktivni vibraéni

hladinu molekuly existuje spektrum ve Stokesoveé 1 v Anti - Stokesové oblasti. VéEtSinou

se méfi pouze spektrum pro Stokestv rozptyl (je vyraznéjsi — viz obr. 40).

Rayleightv rozptyl
Vo = 20492 cnil
Ay =488,0 nm
459
Stokestv anti-Stokestuv

rozptyl rozptyl

314

Thtenzita
I

-218
-314 -459

400 200 0 -200 -400

AV, et

Obr. 40 Typické ramanovské spektrum CCly,
Ar" laser na 488 nm. Pievzato a upraveno z [45]

Ramanovo spektrum predstavuje zavislost intenzity rozptylu (osa y) na vlnoctu
(jednotka cm™), ktery odpovida rozdilu energii mezi rozptylenym a excitaénim zafenim.
Vlastnost piku v ramanovském spektru je dana poctem vibrujicich molekul ve vzorku,
jejich prostorovym usporadanim a polarizovatelnosti. Ze spekter spekter se da provadet

kvalitativni i kvantitativni analyza a pomoci ¢asovée zavislych méfeni sledovat chemické

procesy.
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5.2 Popis aparatury pro ramanovskou spektroskopii

Popis a odivodnéni volby jednotlivych komponent pouzivanych pii RS nalezneme napf.
v [46]. NaSe méfeni byla provadéna na nekomerénim zafizeni zkonstruovaném
na Ustavu pristrojové techniky v Brné. Schéma aparatury je znazornéno na obr. 41.

Aparatura byla podobna, jako v [7], [8]

J Osvétleni
Kondenzator
3-0sy piezoposuv
Cocka objektivu
. WP BF
Q " Raman
laser
PBS
D NDF1
FM | "
B —{| ccp
= e NDF2 L1
NF2
L2 Do pocitate
,j‘;-|
CCD kamera |{ Spektrograf
spektroskopu H

Obr.41 Schematicky obrazek experimentdlni sestavy pro ramanovskou
mikrospektroskopii umoziujici analyzu jednotlivych buniek. BF - filtr
propoustéjici zateni ramanovského laseru (785 + 3nm), D - dichroické zrcatko,
EXP - optika pro rozsiteni paprsku, FM - pieklapéci zrcatko, L1, L2 - Cocky,
NDF1, NDF2 - filtry s neutrdlni hustotou, NF1, NF2 - notch filtry, PBS -
polarizacni d¢li¢ svazku, WP - puilvinna desticka. Pfevzato a upraveno ze [7], [8]

K minimalizaci nechténé fluorescence a poskozeni vzorku pfi experimentu
ma ramanovsky laser vlnou délku vblizké infracervené oblasti. Svazek laseru
(Ti:Sapphire, A=785 nm, pramér svazku 0,6 mm) nejdiive proSel pres filtr vinovych
délek (BF filtr, propustny pro vlnovou délku 785 + 3nm). Primér svazku byl nejdrive
2x zvétSen optikou pro rozSifeni paprsku a pfiveden do objektivu pfes dichroické

zrcatko (LPDO01-785RS, Semrock).
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K nastaveni energie laseru byly pouzity dva filtry s plynule proménnou neutralni
hustotou (Thorlabs), pulvinna desticka a polarizac¢ni déli¢ svazku. Maximalni energie
laserového svazku dopadajiciho na vzorek byla cca 60 mW. K fokusaci excitacniho
svazku slouzila vodni imerzni ¢ocka objektivu (Olympus UPLSAPO 60x, NA 1.20)
optimalizovana pro infraervenou oblast. Cogka byla uchycena k hlinikovému ramu
s piezoposuvem ve tfech osach (P-517.3CL, Physik Instrumente). Pfi experimentu byla
kapka roztoku sfasou umisténa pod krycim sklickem. Jednotlivé butiky fasy byly
chyceny do svazku ramanovského excitac¢niho laseru.

Rozptylené svétlo bylo sbirano cockou a fokusovano na Stérbinu spektrografu
(ohniskova vzdalenost 300 mm, f/3.9; SpectraPro 23001, PI Acton). K disperzi svétla
pouziva spektrograf difrakéni miizku 600 vrypt/mm. Pro odfiltrovani pruzné
rozptyleného zafeni z excitaniho laseru byly pouzity dva hranové filtry (ZX000626,
Iridian). Svételné spektrum prevadi do digitalni podoby spektroskopickda CCD kamera,
ktera je chlazena kapalnym dusikem (Spec-10:100BR/LN, Princeton Instruments).

K zaznamenani spekter slouzi kontrolni program (WinSpec). K odfiltrovani

pozadi se pouziva procedura naprogramovana v prostredi MatLab.
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6 Mcéreni pomoci ramanovské spektroskopie

Jak bylo feCeno vuvodu, ukolem ramanovské spektroskopie pfi analyze fasy
Trachydiscus minutus (obr. 42) bylo sledovat stav indikatorti zivotaschopnosti buriky,
pokud je vystavena pusobeni toxickych latek.

Vhodny kandidat pro bioremediaci musi spliiovat zékladni podminku — buiika
musi byt schopna do wur¢ité miry akumulovat jedovaté latky obsazené
v kontaminovaném prostiedi. K akumulaci pfitom mize dochazet na povrchu i uvnitf
buriky. Pomoci ramanovské spektroskopie lze zjistit, jestli pfi akumulaci toxickych
latek bunka méni chemické slozeni. Jednim z ukazateli fyziologického stavu bunky
je betakaroten. Pfi vySSich koncentracich toxickych latek muze burika degradovat
a umirat — mnozstvi betakarotenu uvnitf buriky se bude snizovat. Je tedy potiebné zjistit
akumula¢ni hranice u rdznych toxickych prvkd. Vtomto ohledu Ramanova
spektroskopie dopliiuje metodu LIBS. Pomoci techniky LIBS je mozné zjistit
koncentrace toxickych prvk(i vbunkach a ramanovskou spektroskopii jejich

fyziologicky stav.

Obr. 42  Mikroskopicky snimek fasy 7Trachydiscus
minutus. Mg@fitko vlevém dolnim rohu vymezuje
10 pm.

Trachydiscus minutus byl kultivovan spole¢né s pridanym mnozstvim CuSO, zptisobem
popsanym v kapitole 3. Pro méfeni byly vybrany tfi koncentrace CuSO, v zivném

roztoku — 50, 100 a 200 ppm. Vysledky méteni pro 50 a 200 ppm CuSO4 jsou uvedeny
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na obr. 43. Je zde patrny pokles intenzity u betakarotenu (1525 cm™) pro vyssi
koncentraci Cu v zivném roztoku. Tento pokles (zde vyjadieny poklesem intenzity
ramanovské ¢ary) ziejmé naznacuje postupnou degradaci buriky nasledkem toxickych

davek Cu, jimz byla burika vystavena pfti kultivatnim procesu.

~
)

beta karoten

intenzita (a.u.)
[

(a) 50 ppm Cu
K

(b) 200 ppm Cu

phenylalanine

1450 1550 1650 1750 1850 1950

ramanovsky posuv (cm'1)

Obr.43  Vybrana Cast ramanovského spektra zobrazujici intenzitu spektralni Cary betakarotenu
(1525 cm™) pro dva vzorky fas. Vzorek (a) odpovida koncentraci 50 mg/l CuSOj; vzorek (b)
koncentraci 200 mg/l CuSO, v kultivacnim roztoku. Spektra byla normalizovdna na spektrdlni ¢aru
phenylalaninu (1605 cm™). Phenylalanin je zakladni stavebni latka butiek
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7 Zavér
Cilem diplomové prace bylo zkombinovat metody spektroskopie laserem buzeného
plazmatu a ramanovské spektroskopie pti studiu fasy Zrachydiscus minutus.

Pomoci méfeni LIBS byla provedena prvkova analyza rizné kontaminovanych
fas, které byly ablatované z pevné (biofilm na papiru) a kapalné (laminarni proudéni
ptes trysku) faze pfi pouziti jedno- i dvoupulzni techniky. Pro jednotlivé pfistupy byly
spcitany parametry plazmatu. Pro analyzu z proudu vody byl zkouman problém tvorby
dostatecné tenké vodni stény a doposud pouzivané trysky byly modifikovany tak, aby
bylo métfeni konzistentni. Pro kvantitativni analyzu, kterd meéla za ukol stanovit
koncentraci médi v burikach rasy, byly sestaveny jednotlivé kalibracni kiivky pomoci
referenCnich roztok s obsahem CuSO, v rozsahu 5 - 1000 ppm. Pro kontrolu byly
zkoumané vzorky analyzovany metodou emisni spektroskopie sindukéné vazanym
plazmatem (ICP-OES) na Pfirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity v Brné.
Po vyhodnoceni naméfenych dat se ukéazalo, ze nejpresnéjSi metodou pro urcovani
koncentrace médi je ablace biofilmu dvojitym pulzem a pro tuto metodu byly spocteny
teoretické detekcni a kvantifikacni limity.

Do budoucna by bylo zadouci prozkoumat kalibracni zavislost médi pro rozsah
2 - 100 ppm, nebot v této oblasti vykazuji kalibrani kiivky nelinedrni zavislost.
Skute¢ny obsah médi v fase stanoveny metodou ICP-OES nebyl pfed méfenimi LIBS
znam, a proto bylo pouzito zbytecné velkého rozsahu koncentraci u referencnich
roztokl. Nasledkem toho musely byt kalibracni zavislosti urCeny pouze dvéma body,
coz ma jist¢ dopad na smérodatnost vyslednych hodnot. Nicméné kalibra¢ni kiivky
z obr. 37 mohou byt pouzity pfi studiu vzorka fasy, kontaminované pfi ristu neznamou
koncentraci siranu médnatého v rozsahu 5 - 200 ppm. V této oblasti obsah médi v fase
s rostouci kontaminaci prostiedi linearn€ nartista, viz obr. 33.

Ramanovskd meéfeni provadénd na ftase Trachydiscus minutus ukazuji,
ze je mozné urcit obsah betakarotenu v danych buiikach vystavenych toxickému stresu.
Byla sledovana reakce fas na rizny obsah médi v kultivaénim roztoku (50, 100, 200
ppm) a jejich fyziologicky stav. Experimenty ukazuji, Zze pro vy$§i koncentrace
je davka Cu jiz vysoce toxicka — obsah betakarotenu v burice prudce klesa. V dalsich
planovanych pokusech je zapotiebi provést méfeni pro Sir§i rozsah koncentraci médi

ato az do uplné bunécné degradace, a timto urcit akumula¢ni mez pro danou fasu.
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Je také zadouci wvybrat dal§i fasové kandidaty a provést srovnavaci meéteni
akumulacnich schopnosti 1 pro dalsi tézké kovy.

Na zakladech kombinovaného meéteni provedeného metodou LIBS a rama-
novskou spektroskopii muze byt vybran vhodny kandidat pro bioremedaci toxickych
latek z kapalného prostiedi. Vysledky méteni budou prezentovany na konferenci SPIE

v Z4ii 2012 [47].
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