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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva detekci t€zkych kovt bioakumulovanych v tvrdych tké&nich
metodou spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS). Jako modelové vzorky byly
pouzity mysi Celisti a stehenni kosti jedincti vystavenych piisobeni nanocastic oxidu olovnatého
nebo oxidu kademnatého. Expozice jedinct trvala 6 nebo 7 tydnu, pfi¢emz byla ptipravena
i kontrolni skupina vzorkti exponovana pouze vzduchu. Distribuce biogennich prvku
a kontaminant byla stanovena mapovanim povrchu vzorku metodou LIBS s prostorovym
rozliSenim 30 a 100 pm. Druha ¢ast prace byla zaméfena na moznost vyuziti metody LIBS
pro kvantitativni analyzu. Pro referenci byly piipraveny vzorky hydroxyapatitovych standardd,
jejichz métenim byla sestavena kalibra¢ni kiivka a stanoveny limity detekce a kvantifikace.
Déle byl piedstaven model pro predikci koncentrace tézkého kovu vypoétem z kalibra¢ni
ktivky.

ABSTRACT

This master thesis deals with the detection of heavy metals bioaccumulated in hard tissues
by laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS). As model samples, murine mandibles
and femurs of animals exposed to lead oxide or cadmium oxide nanoparticles were used.
The exposure of animals lasted for 6 or 7 weeks. Control group of animals was exposed only
to air for a reference. The distribution of biogenic elements and contaminants was determined
by mapping the samples' surface using LIBS with a spatial resolution of 30 and 100 pum.
The second part of the work focused on the possibility of using the method LIBS
for quantitative analysis. Samples of hydroxyapatite standards were prepared as reference
material. By their analysis a calibration curve was constructed, and the limits of detection
and quantification were determined. Furthermore, a model for prediction of heavy metal
concentration by calculation from the calibration curve was presented.

KLICOVA SLOVA

spektroskopie laserem buzeného plazmatu, mapovani, predikce, tvrdé tkané, bioakumulace,
tézké kovy
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1 UvOD

Tvrdé tkan¢, zuby a Kkosti, jsou mineralizované biologické tkané tvofené prevazné
hydroxyapatitem (Cai0(PO4)s(OH)2). Jsou zndmé svou schopnosti bioakumulace latek
absorbovanych z dutiny ustni nebo krevniho obéhu. Mezi snadno akumulovatelné latky patii
tézké kovy jako olovo ¢i kadmium. Tézké kovy se do organismii dostavaji ze zne€isténého
ovzdus$i, vypari barev nebo kontaminované vody a potravy. Expozice téZkymi kovy muze
Vv organismu zptsobovat poruchy funk¢nosti bunék a riznych organi, nebo mohou ptisobit
jako potencialni karcinogeny. V organismu se nejvice inkorporuji pravé do hydroxyapatitove
matrice tvrdych tkani, ze které se nasledné velice pozvolna uvoliuji. Analyza akumulovanych
prvkd mize poskytnout informace o daném jedinci a jeho zptsobu zivota, coz je vyuzivano
predevsim v archeologii, antropologii nebo forenzni analyze.

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS, zangl. laser-induced breakdown
spectroscopy) je semidestruktivni analytickd metoda na principu optické emisni spektroskopie
vyuzivané zejména pii materidlové analyze. Diky své jednoduchosti, rychlosti a moznosti
viceprvkové analyzy heterogennich vzorkl se stava ¢im dal vice popularni v mnoha odvétvich
vyzkumu [1]. Metoda je zaloZena na interakci laseru s povrchem vzorku, pii které dochazi
k ablaci materidlu, tvorbé plazmatu a nasledné emisi zafeni. Analyza emitovaného zafeni
poskytuje formou spektralnich ¢ar informaci o prvkovém slozeni analyzovaného vzorku.

Jednou z moznych aplikaci metody LIBS je analyza tvrdych tkani. Mapovanim povrchu
vzorku s prostorovym rozliSenim v desitkach mikrometrii 1ze ziskat kvalitativni informace
0 rozloZeni biogennich prvku ve vzorku. Kvantitativni analyza je také mozna, avsak v oblasti
referen¢nich materiald. V praxi je tato metoda vyuzivana napt. v zubnim lékaistvi, kde mtze
poskytnout analyzu zubni tkdn€ v redlném case béhem vrtani.

Cilem této diplomové préce bylo sezndmit se s problematikou analyzy tvrdych tkani pomoci
metody LIBS se zaméfenim na detekci t€Zkych kovi v téchto tkanich. Na zakladé poznatki
ziskanych z dostupné literatury byly optimalizovany parametry méteni, a poté byla provedena
analyza vybranych tézkych kovili (olovo a kadmium) ve vzorcich mySich cCelisti a stehennich
kosti. Jako referen¢ni vzorky byly pfipraveny hydroxyapatitové peletky 0 osmi rtznych
koncentracich tézkych kovi. Peletky byly pouzity také pii kvantitativni analyze, v ramci které
byly stanoveny limity detekce a kvantifikace pro tuto aplikaci.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Spektroskopické metody

Spektroskopie je véda vyuZivajici interakce riznych typa zafeni s hmotou pro zisk informaci
0 analyzovanem materiélu. Historicky jsou nejvice pouzivané interakce s elektromagnetickym
zatenim [2]. Spektroskopické techniky tvoii rozsahlou skupinu analytickych metod. Jejich
velkou vyhodou je vysoka citlivost, kdy je mozné detekovat az jednotlivé atomy nebo jejich
izotopy. Jsou tedy vhodné i pro detekci stopovych mnozstvi kontaminantii. Diky moznosti
pouziti riznych typt zafeni jsou vyuzivany v mnoha odvétvich od astronomie po biologii
nebo chemii [3]. Spektroskopické metody mizeme délit podle raznych kritérii (Tabulka 1) [4].

Tabulka 1: Priklady rozdeéleni spektroskopickych metod podle typu prenosu energie mezi fotonem
a vzorkem [4].

Typ pi‘enosu energie Region ve spektru Spektroskopicka metoda
y zafeni Mossbauerova spektroskopie
RTG zafeni RTG spektroskopie
UVv-VIS UV-VIS spektroskopie
absorpce IR Infracervena spektroskopie
mikrovinné zafeni Ramanova spektroskopie
) Elektronova paramagneticka rezonance
radiové viny ]
Nuklearni magneticka rezonance
emise UVv-VvIS Opticka emisni spektroskopie
RTG zateni RTG fluorescence
. Fluorescencni spektroskopie
fotoluminiscence
UV-VIS Fosforescencni spektroskopie
Atomova fluorescencni spektroskopie
chemiluminiscence UV-VIS Chemiluminiscenéni metody

Tato prace se zabyva piedevSim metodou spektroskopie laserem buzeného plazmatu
(kapitola 2.2), ktera spada pod optickou emisni spektroskopii. Jako reference byla vyuzita
metoda rentgenové fluorescence (XRF,z angl. X-Ray fluorescence, kapitola 2.3) a opticka
emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES, z angl. inductively coupled
plasma optical emission spectrometry).



2.2 Spektroskopie laserem buzeného plazmatu

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu je analyticka metoda patiici mezi optické emisni
techniky. Poprvé byla popséna v 60. letech minulého stoleti v ndvaznosti na prvni detailni popis
principu laseru. Dalsiho velkého rozvoje dosahla az v 80. letech minulého stoleti, kdy se zacaly
vyrabét vice vykonné pulzni Nd:YAG lasery a CCD detektory. Oproti ostatnim
spektroskopickym metodam ma nékolik vyhod jako naptiklad rychla viceprvkova kvalitativni
a kvantitativni analyza s limity detekce v jednotkdch ppm, piimd analyza vzorka
(plyny, kapaliny, pevné latky). Nejcastéji vSak byva vyuzivana pro rychlé semikvantitativni
stanoveni prvkového slozeni pevnych vzorki [5].

2.2.1 Princip metody LIBS

Princip techniky LIBS je zaloZen na interakci pulzniho laseru o vysokém $pi¢kovém vykonu
se vzorkem. Laserovy pulz je zaostfen na povrch analyzované latky, jeho energie je lokalné
absorbovéana vzorkem, dochézi k zahtati malé ¢asti vzorku anasledné k odpaieni malého
mnozstvi materialu. Tento proces je souhrnné ozna¢ovan pojmem laserova ablace. Odpatfeny
materidl tla¢i na okolni atmosféru, coz vede k prudkému ohievu vzorku, jeho tani a dalSimu
odparovani materialu. Dochazi k atomizaci a ionizaci ¢astic odablatovaného materialu, ¢imz
se vytvati plazma. Ablatované ¢astice jsou v plazmatu excitovany, coz vede k jejich spontanni
emisi zafeni. Plazma chladne, ztraci energii, ¢imz emituje zafeni specifické pro dany prvek.
Emitované zafeni je nasledné rozlozeno na vinové délky a detekovano pomoci spektrometru.
U pevnych latek tento proces vede k tvorbé krateru. Odpafovany material je z interakéni zony
¢aste¢né odstranovan pomoci expanze plazmatu [5]. Bézné LIBS plazma mé ptivodni teplotu
v rozmezi 102 az 10* K, velikostné mize dosahovat az jednotek milimetrd a jeho doba Zivota
se pohybuje v rozmezi 0,5 az 10 ps. Vlastnosti plazmatu zavisi zejména na experimentalnich
podminkach (tlak a teplota okolni atmosféry), parametrech laserového pulzu (energie, vinova
délka, délka pulzu) a matrici vzorku [7].
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Obrazek 1: Schéma principu LIBS. Faze 1 — zaostreni laserového paprsku na povrch vzorku,
faze 2 — predani energie pulzu vzorku, fize 3 — odpareni materidlu, faze 4 — vznik plazmatu,

faze 5 az 7 — emise zdreni, faze 8 — tvorba krateru. LB = laserovy paprsek, S = vzorek, H = ohrev vzorku,
V = odpareny material, P = plazma, E = emise specifického zareni, CR = krater, PT = cdastice [5].



2.2.2 Instrumentace

Instrumentace LIBS aparatury je znazornéna na Obrazku 2. Sklada se z nékolika ¢asti. Prvni je
vysokoenergeticky pulzni laser, ktery je pomoci zaostrovaci optiky zaostien na vzorek v abla¢ni
komoie. Po ablaci vzorku dochazi k emisi zafeni, jez je sbérnou optikou nasmérovano
do spektrometru a dale na detektor. Detektor zafeni pievadi na digitalni signal, ktery je ve formé
spekter zobrazen na pocita¢i [5]. Aparatura muze obsahovat také vzduchotésnou ablacni
komoru a systém regulace tlaku. Diky témto prvkim lze provadét méfeni v riiznych
atmosférach (nejcastéji vzduch nebo argon) a pii rtiznych tlacich [7].

d

1
AW °
Obréazek 2: Schéma LIBS aparatury: a — zdroj laseru, b — laserova hlava, ¢ — Q-spinani, d — generator

doby zpozdéni a integracni doby, € — spektrometr, f — detektor, g — pocitac, h — dichroické zrcadlo,
i — zaostrovaci ¢ocky, j — vzorek, k — optické vlakno [6].

Zdroj zareni

Metoda LIBS nejéastéji vyuziva pulznich nanosekundovych nebo méné castéji piko- ¢i
femtosekundovych pevnolatkovych laserd typu Nd:YAG (izotropni krystal yttrium aluminium
granat dopovany ionty neodymu). Ze zakladni vinové délky 1064 nm se pomoci generatoru
vysSich harmonickych frekvenci da pomérné snadno dosdhnout i dalSich €asto vyuzivanych
vinovych délek 532 nm a 266 nm. Kromé vinové délky laseru ma na ablaci vliv také delka
aenergie pulzu, energeticky profil v pfiéném fezu apod. Pro metodu LIBS jsou dal$imi
dulezitymi vlastnostmi laseru opakovaci frekvence, pozadavky na chlazeni, vykon a velikost
laseru [8].

Optické prvky

Optické prvky zahrnuji vSechny optické komponenty pouzité k vedeni laserového zaieni
ke vzorku a naslednému sbéru a vedeni emitovaného zaieni do spektrometru. Zaostiovaci
optikou mohou byt ¢ocky, objektivy nebo opticka vldkna. Sbér emitovaného zareni obvykle
zajistuje sbérna optika v kombinaci s optickym vlaknem [6].
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Vybér vinové délky

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu pro vybér vinové délky nejCastéji vyuziva
spektrometry s uspofadanim Czerny-Turner (CzT) nebo spektrometry s mfizkou typu Echelle.
Hlavnim rozdilem mezi témito typy spektrometrli je rozmezi zaznamenavané¢ho spektra.
Spektrometry s miizkou typu Echelle zaznamenavaji vEtsi oblast spektra, nejéastéji v rozsahu
ptiblizné od 200 nm do 800 nm, coz umozhuje soucasnou analyzu vice prvkia [8, 10].
Spektrometry typu CzT zaznamendvaji pouze vybranou ¢ast spektra obvykle v rozsahu
max. 200 nm. Vstupni S$térbina spektrometru propusti pouze c¢ast dopadajiciho svétla,
¢imz vytvari uzky zdroj svétla. Proslé zateni déale postupuje na konkavni zrcadlo (kolimator),
kde dochazi ke sjednoceni sméru zafeni jednotlivych vinovych délek, dopada na difrakéni
miizku, ktera zafeni odrazi a rozklada na spojité spektrum, odkud dopada na dalsi konkavni
zrcadlo, které je fokusuje do vystupni $térbiny a dale na detektor. Difrakéni miizku bézné tvoii
600 az 3600 vrypl na milimetr a plati, Ze ¢im vyssi je hustota vrypi, tim ziskdvame lepsi

cvwr

coz vede k zisku vyssich intenzit [11].

Detekce

Detektory pro metodu LIBS musi byt dostatené citlivé a synchronizované s laserovymi
pulzy [11]. Nejjednodussi variantou jsou fotonasobice (PMT, zangl. photomultipliers)
a fotodiody (PD, z angl. photodiodes). Dale jsou vyuZzivany detektory diodového pole (PDA,
z angl. photodiode arrays) nebo CCD detektory (z angl. charge-coupled devices). Tyto typy
detektort jsou tvofeny malymi fotosenzitivnimi prvky (pixely) v linearnim nebo 2D
uspofadani, které obsahuji prostorovou informaci o signélu diky signalu zobrazenému na poli
pixeld [8]. Dnes se pouzivaji vyhradné ICCD detektory (z angl. intensified CCD), které diky
pouziti intenzifikatoru maji oproti klasickym CCD i dostate¢nou citlivost. S detektory souvisi
dva parametry méfeni — doba zpozdéni a integracni doba. Pojmem doba zpozdéni (GD, z angl.
gate delay) je oznacovan Cas pocatku méfeni po vystielu laserového pulzu. V zavislosti na typu
vzorku a ostatnich parametrech se nejc¢astéji pohybuje v rozmezi 0,5 az 2 ps. Integraéni doba
(GW, z angl. gate width) oznacCuje Casovy interval, béhem kterého detektor snima signal.
Velikostné se pohybuje maximalné v desitkdch mikrosekund [11].

2.2.3 Moznosti analyzy

Metodu LIBS lze pouzit pro kvalitativni i kvantitativni analyzu. Hlavnimi ptednostmi, které
délaji LIBS velmi vykonnou a atraktivni analytickou metodou, jsou moznost simultanni detekce
vice prvka a analyza materialti v redlném cCase v laboratofi nebo vzdalené v terénu (méfeni
in situ). Jeji omezeni jsou piedev§im v ptipadé kvantitativni analyzy, kdy je v nékterych
piipadech obtizné ziskat vhodné standardy s odpovidajici matrici. Také ma ve srovnani
s ostatnimi konven¢nimi metodami jako LA-ICP-MS (hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem a laserovou ablaci) nebo XRF horsi limity detekce [12].
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Kvalitativni analyza

Kvalitativni analyzou jsme schopni ziskat informaci nejen o prvkovém slozeni, ale také
o distribuci prvki v heterogennim vzorku. Jelikoz je metoda LIBS schopna spojit
informace o prvkovém sloZeni s prostorovymi soufadnicemi vzorku, je ¢asto vyuzivana
pro mapovani prvka v oborech jako geologie — pii klasifikaci mineral a hornin [13, 14],
biologie a medicina — pfi analyze mékkych [15-18] i tvrdych tkani [19-21] nebo rostlin
[22, 23], archeologie [24, 25] apod. Pro tato pouziti je velkou vyhodou mozZnost simultanni
detekce vice prvki. Je mozné detekovat majoritni, minoritni ale i stopové prvky téméf ve vSech
pevnych materidlech. Touto metodou Ize detekovat i nekovy (H, C, N, O a F) avsak s hor§imi
detekénimi limity [1].

V piipadé mapovani prvki je vyuzivano hlavné dvou piednosti metody LIBS — vysoké
opakovaci frekvence (fadoveé az desitky kHz) a prostorového rozliSeni (fady desitek pm).
Vzorek je pfi mapovani umistén nejcastéji na motorizovaném podstavci pohyblivém v oséch
X,y 1 z, ktery zajistuje posouvani vzorku o pfedem nastavenou vzdalenost (krok)
mezi jednotlivymi pulzy [1]. Laser tedy kazdym vystfelem ablatuje material vzorku v jiné
pozici mapy (Obrazek 3), ¢imz ziskavame informaci 0 prostorove distribuci analyzovanych
prvku [10]. Timto zptisobem je mozné provadét 2D i 3D analyzu [25]. Dal§imi pouzivanymi
technikami pro mapovani prvkového slozeni jsou napiiklad metody LA-ICP-MS [26], XRF
[27], PIXE [28], SIMS [29], AES [29] a dalsi.
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Obrézek 3: Schematické zndzornéni () principu mapovani a (b) ziskanych dat. Prevzato a upraveno
z Jolivet L. a kol. [10].

Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyza je pomérné problematickd piedevsim kvili nedostatku vhodnych
standardu ¢i referencnich materialti. Velky problém ptedstavuje také matricni jev, pii kterém
dochazi k ovlivnéni intenzity signalu analyzovanych prvkd v zavislosti na fyzikalnich
a chemickych vlastnostech vzorku. Zména koncentrace jednoho nebo vice majoritné
zastoupenych prvkt matrice vzorku vede k detekci rozdilnych intenzit signali minoritnich
prvki i ptes jejich konstantni koncentraci. Nasledkem tohoto problému je napiiklad mozné
ve vzorcich oceli a pudy detekovat kiemik o stejné koncentraci, avSak s rozdilnymi intenzitami
signalu [8]. Pfi piekonani téchto problémi se stale narazi v dalSich ohledech jako citlivost,
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piesnost a reprodukovatelnost méfeni. | piesto se na kvantitativni analyzu za¢ina zaméfovat
¢im dal vice védeckych skupin. Kvantitativni analyza muze byt provedena na zakladé¢ kalibrace
nebo také bezkalibracni metodou (CF-LIBS, z angl. calibration-free LIBS) [5, 30].

Bezkalibra¢ni metoda vyzaduje pouze znalost teploty plazmatu a elektronové hustoty.
Teplota plazmatu se ziskava ztzv. Saha-Boltzman grafu, elektronova hustota z rozsifeni
spektralni ¢ary. Kalibraéni sada vzorkd neni nutnd, protoze se jeden vzorek pouziva
jak pro kalibraci, tak pro analyzu sloZeni. Toto je velka vyhoda oproti kalibraéni metod¢,
jelikoz odpadaji problémy s matri¢énimi jevy avhodnymi standardy. Metoda CF-LIBS je
vsak omezena nutnosti detekce n¢kolika spektralnich ¢ar s odlisSnymi kvantovymi vlastnostmi
pro vSechny analyzované prvky, coz neni u mnoha prvkt snadné [31].

Kalibra¢ni metoda je analyticky postup pro urceni procentudlniho nebo hmotnostniho
zastoupeni sledovaného prvku v daném vzorku za pomoci ptesné uréenych (kalibrovanych)
standardi namé&fenych pouZivanou metodou, v tomto ptipadé LIBS [5]. Problém u této metody
je pfedevsim jiz zminovany nedostatek referenénich materiald hlavné v oblasti biologickych
tkéni. Pokud referen¢ni materialy existuji, ¢asto se skladaji z praska stlatenych do peletek,
jejichz soudrznost a zaclenéni vybraného analytu nejsou vzdy idedlni. Tento problém
se ale v n¢kterych piipadech da vyfesSit piipravou vlastnich referen¢nich vzorkd,
jelikoz slisovani do peletek piinasi i vyhody napiiklad v podobé rovného povrchu, vysoké
homogenizace vzorku apod. [32].

BéZnymi kritérii pro vyhodnoceni kalibra¢ni funkce jsou citlivost, smérodatna odchylka
méfeni, limit detekce (LOD, z angl. limit of detection) a limit kvantifikace (LOQ, z angl. limit
of quantification). Pti urCovani téchto veliCin se ¢asto vyuzivaji poméry signal/Sum (SNR,
z angl. signal-to-noise ratio) a signal/pozadi (SBR, zangl. signal-to-background ratio),
které charakterizuji naméfené spektrum. Signal i pozadi jsou vzdy ovlivnény hodnotou Sumu,
ktery je definovan jako nahodné odchylka od primémé hodnoty signalu ¢i pozadi. Pozadi
je cast spektra o intenzité, ktera neodpovida ptitomnosti spektralni Cary. Nejcastéji je
uvazovano v oblasti spektralni ¢ary analytu, kde jeho hodnota je uréena z analyzy blanku
(standardu s nulovym zastoupenim kalibrovaného prvku).

Detekéni limit metody LIBS lIze vypoditat dvéma zptsoby. Prvnim je LOD popisovan
jako koncentrace (mnozstvi), ktera ma vyslednou hodnotu rovnu podilu trojndsobku
smérodatné odchylky pozadi a hodnoty smérnice kalibra¢ni kiivky. To lze zapsat rovnici 1:

¢, =LOD =%, (1)
kde k = 3, sg je smérodatna odchylka pozadi nebo referenéniho vzorku (blanku) a a je smérnice
kalibra¢ni kiivky. Druhy zptisob vychazi z modelu pouzitého pro ICP emisi, ktery je popsan

rovnici 2:
1

Xs/Xp

¢, = keo(RSD)g (s5=—) = k (ﬁ) (BEC) = *=& 2)

X5’

kde k = 3, (RSD)g je relativni smérodatna odchylka pozadi (napt. sg/Xg) a BEC je koncentrace
odpovidajici pozadi (BEC = ¢y Xs/Xg), Xg vyjadiuje primérou hodnotu intenzity pozadi
a Xg prumérnou hodnotu intenzity signalu. Pro vypocet LOQ lze vyuzit stejnych vztaht
jako pro LOD, jedinym rozdilem je k = 10 [30].
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2.3 Rentgenova fluorescenéni spektrometrie

Rentgenova fluorescencni spektrometrie (XRF) je analytickd metoda pouzivana pro stanoveni
prvkového slozeni nejéastéji pevnych materiald. Jedna se o rychlou, pfesnou a nedestruktivni
metodu, diky ¢emuz nachazi své vyuziti v mnoha odvétvich jako napiiklad geologie [33],
archeologie [34], environmentalni analyzy [35], farmacie [36], kovopramysl [37],
polymerni [38] ¢i potravinaisky [39] prumysl apod. Dal§imi vyhodami metody XRF jsou
minimalni pfiprava vzorku, vysoka pfesnost a reprodukovatelnost analyz nebo moZznost
vzdalené analyzy in situ. Doba méfeni se odviji od poctu analyzovanych prvka a pozadované
presnosti , nejcastéji se pohybuje v rozmezi sekund az 30 minut [40].

Princip metody XRF je zaloZen na interakci vysokoenergetického RTG zateni se vzorkem,
nasledné ionizaci atomu vzorku a analyze vyzafeného charakteristického zafeni (Obrazek 4).
Pii ozafovani atomu vzorku zplsobuji Castice RTG zafeni vyrazeni elektronu z vnitinich
orbitall atomu (ionizaci). Po vyrazeném elektronu zlstava v orbitalu dira, kterd zplisobuje
nestabilitu atomu. Atom je poté stabilizovan zaplnénim diry elektronem z vyssiho orbitalu.
Tento proces je spojen s uvolnénim energie, odpovidajici energetickému rozdilu danych
orbitall, ve form¢ charakteristického zafeni. Kazdy atom ma specifické energetické hladiny,
ze kterych dochazi k zaplnéni diry po vyrazeném elektronu, diky ¢emu je emitované zafeni pro
dany atom charakteristické. Atom muze také vyzatovat vice neZ jednu energii, jelikoZ mohou
vznikat rizné diry, které mohou byt zaplnény elektrony z riznych orbitald. Soubor téchto
vyzafovanych ¢ar je pro kazdy prvek charakteristicky. Méfenim energie emitovaného zafeni je
mozné ur€it prvkové slozeni vzorku — kvalitativni analyza. Pro uréeni mnozstvi jednotlivych
prvk, je potfeba méfeni intenzit vyzafovanych energii — kvantitativni analyza [40].

vyrazeny elektron

K emitované zareni

s

RTG zareni dira

Obrazek 4: Zndazornéni principu metody XRF [41].

XRF systémy je mozné rozdélit do dvou hlavnich skupin — systémy s energetickou disperzi
(EDXRF) a systemy s disperzi vinové délky (WDXRF). Od pouzitého systému se odviji
analyzovatelné prvky i jejich detekéni limity. Pro systém EDXRF se rozsah prvkii pohybuje
od sodiku po uran, pro WDXRF je rozsah Sir§i — od beryllia po uran. Detekéni limity
se v zavislosti na prvku pohybuji az v fadech (sub)ppm. Obecné maji lepsi detekeni limity
prvky s vysokymi atomovymi ¢isly [40].
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2.4 1CP-OES

Opticka emisni spektroskopie sindukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) je vykonna
analytick& metoda s vynikajicimi detek¢nimi vlastnostmi v fadech ppb — ppm, kterou lze vyuzit
pro viceprvkovou analyzu. Mezi jeji dalsi pfednosti patii vysoka selektivita, Siroky rozsah
analyzovatelnych prvki a témét zadné chemické interference. Metodou je mozné analyzovat
rizné druhy vzorkd véetné anorganickych a organickych kapalin, nebo pevnych latek. Kapalné
a plynné vzorky lze analyzovat ptimo, pevné vzorky vyzaduji extrakci nebo kysely rozklad.
¢imz jsou pievedeny do roztoku [42]. Své vyuziti nachazi v oborech jako analyza potravin [43],
geologie [44], ¢i environmentalni [45] a forenzni védy [46].

Principem metody je spontdnni emise fotonl atomy a ionty, které byly excitovany
ve vysokofrekven¢né indukovaném argonovém plazmatu. Nejdiive je roztok analytu
zmlzovaGem pieveden na aerosol, ktery je pomoci pracovniho plynu (nejéastéji argon)
nasméfovan do centrlni ¢asti plazmatu. Zde dochazi k odpafovani rozpoustédla, atomizaci
¢iionizaci a nasledné excitaci ¢astic. Emitované zafeni je detekovano pomoci spektrometru
s detektorem. Ze ziskanych spekter lze ziskat informaci o prvkovém sloZzeni (poloha
spektralnich ¢ar) i 0 obsahu detekovanych prvki (intenzita spektralnich ¢ar) [47].

2.5 Tvrdé tkané

Tvrdé tkané jsou biologické, mineralizované tkan€ s vysokym stupném tvrdosti. Jsou tvotfeny
prevazné hydroxyapatitem (Caio(PO4)s(OH)2), ktery zajistuje jejich pevnost a tuhost. Jeho
mnozstvi se pohybuje od 20 do 90 % Vv zavislosti na typu tkané. Mira mineralizace dale zavisi
také na funkci tkané, misté v tkani, v€ku a druhu jedince. Kromé hydroxyapatitu jsou soucasti
tvrdych tkani i proteiny, lipidy, voda a buriky [48]. Skupina tvrdych tkani se déli na kosti a zuby,
které si jsou velmi podobné v anatomické struktute i fyziologické funkci [49].

Vyhodami analyzy tvrdych tkéni je pomérné jednoduché ziskdni vzorkli a moZnost
dlouhodobého skladovani. Mezi nevyhody patii nepravidelny povrch vzorkid a jiz zminéna
heterogenni matrice. Nerovny povrch Ize vyftesit predupravou vzorki, kdy se nejcastéji pouziva
zaliti do epoxidové pryskyfice, nasledné zbrouseni a nalesténi. Heterogenita matrice tvrdych
tkani pfinasi problémy piedevsim pfi analyze kontaminantl, kdy kvili odlisSnym vlastnostem
jednotlivych ¢asti matrice nedochazi k jejich rovnomérné akumulaci [50].

25.1 Zuby

Zuby jsou zvapenatélé multifunkéni utvary nachazejici se v duting ustni, kde jsou ptipojeny
khorni (maxila) a dolni (mandibula) celisti. U vSech zivoCichti zajistuji zakladni
funkci — zpracovani potravy. U lidi se dale podileji i na artikulaci feci a vzhledu obli¢eje. Zuby
dohromady s dalsimi ¢astmi dutiny Gstni (jazyk, slinné zlazy) tvofi prvni organ travici soustavy.
Ten zajistuje drceni, rozméliovani a smiseni potravy se slinami, ¢imz se zahdji proces
traveni [51].
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Anatomie zubu

Anatomie zubu se déli na dvé ¢asti — korunku a kofen. Korunka je ¢ast zubu viditelna v Ustni
duting. Je obklopena sklovinou (enamel), kterd méa piedevs§im ochrannou funkci. Kofen zubu
je zapustén do hiebene Celistni kosti (alveolarni kost) a je pokryty cementem. Kofeny se 1isi
v zavislosti na typu zubu, stoli¢ky maji tii kofeny, fezaky a $pi¢aky jen jeden. Cast zubu mezi
korunkou a kofenem je oznacCovana jako kréek. Zde se nachazi spojeni mezi sklovinou
a cementem. Vrstvy se nemusi jen dotykat, mize dojit i k jejich piekryti ¢i naopak nedotknuti.
Vnitini ¢ast zubu je tvofena zubovinou (dentin), ktery v centru obklopuje malou centrélni
dutinu obsahujici zubni dfen [51]. Anatomie zubu je schematicky znazornéna na Obrdzku 5.
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Obrazek 5: Schématické zndzornéni zubu s jednim nebo vice koreny. Prevzato a upraveno
z Fehrenbach M. J. a kol. [52].

Strukturu zubu tedy tvofi ¢tyfi specializované tkané — sklovina, dentin, cement a zubni dfen.
Sklovina je nejtvrdsi tkan vtéle. Obsahuje 96 hm. % anorganického materidlu,
1 hm. % organického materialu a 3 hm. % vody. Anorganicka ¢ast je zastoupena predevsim
jiz zminénym hydroxyapatitem (Ca1o(POa4)s(OH)2) nebo také fluorapatitem (Caio(POa)sF2). Jeji
tloustka se 1isi podle typu zubu. U lidi se v piipad¢ fezaku pohybuje v rozmezi 1 az 2 mm,
u stolicek pak 1 az2,6 mm. Nejsilngjsi vrstva se nachdzi na Zvykacich plochach a smérem
k oblasti kréku se vrstva ztencuje. Funguje pifedev§im jako ochrana proti poSkozeni zbytku
zubu. Sklovina nepatii mezi obnovitelné tkané, jelikoz nelze nahradit zaniklé ameloblasty
(bunky zajist'ujici vznik skloviny) [52].

Dentin je nejvice zastoupenou tkani v zubu a vétsinou je zodpovédny za jejich tvar a velikost.
Sklada se ze 70 hm. % anorganického materialu (hydroxyapatitu), 20 hm. % organického
materialu a 10 hm. % vody. Diky své struktuie poskytuje pruzny podklad pro sklovinu. Dentin
je ve zdravém zubu kryty ze v8ech stran — na korunce sklovinou a na kofeni cementem. Sam
slouZi jako ochranna vrstva zubni diené [52].
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Cement je specializovana tvrda tkan pokryvajici kofenovou ¢ast zubu. Poskytuje ochrannou
vrstvu a také zub piipeviiuje k periodontalnimu vazu pfipojenému k alveolarni kosti.
Toto spojeni funguje jako upeviiovaci systém, ktery udrzuje zub na misté pii zvykani [51].
Nejsilngjsi vrstva cementu se vyskytuje na Spickach kotfent (50 az 200 um), nejslabsi podobné
jako sklovina v oblasti kréku — v misté spojeni cement-sklovina. Na rozdil od skloviny se v§ak
miuize tvofit po celou dobu zivota zubu [52].

Zubni dfen je jedina nekalcifikovana tkan zubu. Tato specializovana mékka tkan obsahuje
neurovaskularni struktury (nervy, krevni cévy) a bunky (odontoblasty, fibroblasty) [51]. Dien
zajist'uje n€kolik funkci, mezi které patii podil na tvorbé dentinu (jeji hranici s dentinem lemuji
odontoblasty — bunky zajist'ujici tvorbu dentinu), senzoricka funkce (nervova vlakna vnimaji
bolestivé podnéty), vyzivova funkce (dentin neobsahuje vlastni krevni zasobeni) a ochranna
funkce (sidlo bilych krvinek vyvolavajicich imunitni reakci) [52].

25.2 Kosti

Kosti se podobné¢ jako zuby skladaji z tvrdé a vysoce kalcifikované tkan¢ (kostni matrix)
a vnitini mekké tkané (kostni dre). Jejich komplexni mineralizovana struktura poskytuje télu
vhodnou podporu pro udrzeni jeho vahy [53]. B&hem Zivota dochazi k odstranovani
a nahrazovani starych ¢i opotfebenych ¢asti pro zachovani pevnosti a funkce. Kostra pini
nékolik funkci, mezi které patiéi zejména opora pro zbytek téla, umoznéni pohybu (zajist'uje
uchyt svall), ochrana Zivotné dilezitych organu (lebka, hrudni kos), udrzovani homeostazy
a acidobazické rovnovahy, zasobarna rustovych faktorii a prostiedi pro krvetvorbu
(kostni dien) [54].

Anatomie kosti

Existuji dva typy kostni tkané — kompaktni a houbovitad. Kompaktni kost vytvati vné&jsi plast,
je velmi husté uspoifadana, tvrda a obaluje kost houbovitou. Na povrchu kompaktni Kkosti
se nachazi okostice, coz je tuha vazivova blana tvofend kolagennimi vlakny a fibroblasty.
Okostice obsahuje nervova vlakna a krevni cévy, které zajist'uji vyzivu kosti. Houbovita kost
se skladé z kostnich tramctl, které vytvaieji houbovité a miizovité struktury. Cim tsnéji jsou
struktury uspofadané, tim je stabilita a pevnost kosti vétsi. Houbovita kost obklopuje centralni
dutinu obsahujici kostni dien, které zajist'uje tvorbu krevnich elementt (Servené a bilé krvinky,
krevni desti¢ky) [55, 56]. Anatomie kosti je znazornéna na Obrazku 6.

Kostra dospélého ¢lovéka se sklada z priblizné 80 % kompaktni a 20 % houbovité kosti.
Rzné kosti v§ak maji rtizné poméry téchto dvou tkani, rozdil maze byt také v riznych mistech
jedne kosti. Napiiklad kost stehenni ma pomér kostni tkan¢ kompaktni ku houbovité
50:50 v kloubnich koncich (epifyzy), ale 95:5 v centralni ¢asti (diafyze) [54].
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Obrazek 6: Anatomie dlouhé kosti [57].

Kosti 1ze klasifikovat podle tvaru do ¢tyi skupin — dlouhé, kratké, ploché a nepravidelné.
Dlouhé kosti maji diafyzu tvofenou tlustym plastém kompaktni kosti, ktery vytvafi centralni
dutinu pro kostni dfen. Epifyzy jsou naopak tvoieny pievazné houbovitou kosti, ktera je pokryta
pouze tenkou vrstvou kompaktni kosti. Spojeni diafyzy a epifyzy se nazyva metafyza. Jedna
se o ¢ast, kde dochazi k rastu kosti. Pfikladem dlouh¢ kosti je kost stehenni, pazni nebo kli¢ni.
Kratké kosti jsou tvofeny ptedevsim houbovitou kosti stenkou vrstvou kompaktni kosti
na povrchu a kostni dieni uvnit. Ptikladem jsou obratle nebo kosti zanartni. Obdobnou stavbu
maji i kosti nepravidelné, mezi které patii naptiklad kosti obliceje. Ploché kosti (kosti lebky)
jsou slozeny jen z Kosti houbovité pokryté kosti kompaktni [53-55].

SloZeni kosti je podobné jako slozeni zubt. Skladaji se z kostni matrice tvofené organickymi
i anorganickymi latkami a kostnimi buiikami (osteoblasty, osteoklasty, osteocyty). Organickou
slozkou kostni matrice jsou predevsim kolagenni vlakna. Anorganickou latkou je nejcastéji
hydroxyapatit [58]. Procentualni zastoupeni jednotlivych latek se lisi v zavislosti na typu kosti.
Pfiblizné se jedna o hodnoty 50 az 60 % hydroxyapatit, 20 % kolagen a 15 az 20 % voda [59].

2.5.3 Mysi tvrdé tkané

Mysi zuby jsou v nékterych vlastnostech velmi podobné tém lidskym. Mezi rozdily patii
a stalost chrupu [60]. Mysi chrup je tvofen celkem Sestnacti zuby (Styfi Fezaky, dvanact
stolicek), které rostou nepfetrzit¢ po cely Zivot jedince. Nenastdvd obména celych zubi
jako u lidi, pouze dochazi k jejich neustalému obrusovani o potravu. Obrusovani je umoznéno
ptitomnosti vrstvy skloviny pouze na ptredni strané fezaku. Stavba stoli¢ek je podobné jako
u lidskych zubi rozdélena na korunku, kréek a koten. Strukturné se také skladaji ze skloviny,
dentinu, cementu a zubni dfené. Obdobné je to iu dlouhych kosti, stavbou i strukturou
se podobaji lidskym [61, 62].
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Obrézek 7: (a) Kostra mysi [60], (b) detail horni a dolni celisti [63].

2.5.4 Prostorové rozliSena analyza

Analyza tvrdych tkéani je nezbytnou soucasti mnoha obort, jako je archeologie [64],
antropologie [65], forenzni analyza [66] a lékaiské aplikace [67]. Vysledky téchto analyz
poskytuji informace o véku, pohlavi, zdravotnim stavu, stravé, misté pivodu a migraci
jedincu [68]. Informace o prostorovém rozloZzeni prvka v tvrdych tkanich lze ziskat nékolika
analytickymi metodami jako je opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-OES) [69], LA-ICP-MS a Ramanova spektroskopie [70], XRF [71], mikro XRF [72],
LIBS [73] a mnoho dalsich.

Vysledkem prostorové rozlisené analyzy jsou mapy distribuci jednotlivych studovanych
prvkl. Mapy poskytuji semikvantitativni informaci, ¢imz je mozné sledovat nejen prvkové
rozloZeni v ramci matrice, ale také zménu jejich koncentrace v jednotlivych ¢astech vzorku [5].
Diky tomu lze rozliSit naptiklad zdravou ¢ast zubu od nemocné (zubni kaz aj.). V ptipadé
tvrdych tkani se jedna nejcastéji o mapy matri¢nich prvka (Ca, Mg, P, Sr) nebo kontaminanti
(tézké kovy) [59]. Analyza kontaminantd se pouziva napiiklad v Iékaistvi ¢i forenzni
analyze [74].

2.6 T&zké kovy

Tézké kovy jsou definovany jako kovové prvky s relativné vysokou hustotou, které jsou toxické
Jiz pfi nizkych koncentracich. Jednd se o pfirozené se vyskytujici prvky (zemska kira),
avsak jejich zvySena koncentrace v Zivotnim prostiedi je zplisobena predevsim ¢innosti ¢lovéka
jako je tézba, hutnictvi, primyslovd vyroba apod. Bylo zjiSténo, ze kontaminaci Zivotniho
prostiedi také vyrazné ptispivaji pfirodni jevy jako sope¢né erupce nebo zvétravani [75].

Tézké kovy jsou také fazeny mezi stopové prvky, protoze jsou ve stopovych koncentracich
pfitomny Vriznych biologickych matricich. Zde nejcastéji vykondvaji biochemické
a fyziologické funkce. Jedna se napiiklad ligandy v pyrrolovych slouceninach (Zelezo
v hemoglobinu, kobalt ve vitaminu B12, mangan v chlorofylu) nebo kofaktory pro enzymy
(méd pro katalazy, peroxidazy aj.). Tyto t€zké kovy (Fe, Co, Mn, Cu, Zn, Mo) jsou oznacovany
jako esencialni. Ostatni tézké kovy (Pb, Cd, Hg, As, Cr aj.) jsou oznacovany
jako neesencialni [75]. Tato skupina nemé& znamé biologicke funkce a jsou tedy povazovany
za toxické ve vSech koncentracich. Obecné vSak plati, ze vysoké koncentrace vSech tézkych
kovi jsou toxické [76].
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V mnoha publikacich jsou popsany rtizné dopady tézkych kovi na biologické systémy.
Tézké kovy ovlivituji bunééné organely, nékteré enzymy a biomolekuly organismi (DNA,
proteiny), coz vede k jejich poskozeni nebo konformaénim zménam. To mize mit za nasledek
modulaci bunéného cyklu, karcinogenezi nebo smrt bunc¢k. Nejzndméjsi kovy znamé
pro pusobeni téchto problémi jsou As, Cd, Cr, Pb a Hg. Na zaklad¢ experimentalnich studii
prokazujicich jejich souvislost s vyskytem rakoviny u lidi a zvifat jsou podle Agentury
pro ochranu Zivotniho prostiedi USA (US EPA) a Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny
(IARC) klasifikovany jako ,,znamé a pravdépodobné* lidské karcinogeny [75].

2.6.1 Olovo

Olovo je modrosedy kov, ktery se ptirozen¢ vyskytuje v zemské kiife v primérné koncentraci
asi 14 mg/kg. Jeho obsah je ale zvySovan pifedevSim spalovanim fosilnich paliv, téZzbou
¢i primyslovou vyrobou. Olovo se vyuZziva napiiklad pii vyrob& olovénych akumulatord,
kovovych vyrobku (kabely, trubky, pajky), stieliva, zafizeni pro odstinéni RTG zafeni, oxidt
pro barvy, pigmenti apod. Posledni dobou je vSak jeho priimyslové pouziti zna¢né omezovano,
predevsim v oblasti barev, keramickych vyrobku a kovovych vyrobku [75].

K expozici olovem dochédzi hlavné vdechovanim kontaminovanych prachovych castic,
aerosoll ¢i vypart barev, nebo pozitim kontaminovanych potravin a vody. Absorpci olova
ovliviuji faktory jako vék a fyziologicky stav. Hlavni procentuélni podil absorbovaného olova
je pfijimén ledvinami, déle jatry, srdcem a plicemi, ale nejvétsi obsah olova v celém téle
je ukladan do kostry, kde dochézi k jeho akumulaci (viz kapitola 2.6.3). Na otravu olovem
je nejvice citlivd nervovd soustava, ¢astymi ptiznaky jsou bolest hlavy, nepozornost,
podrazdénost, ztrata paméti a otupélost [75]. Expozice olovu nebo jeho slou¢eninam ma
za nasledek poruchy nervové soustavy, gastrointestinalniho traktu, funkci ledvin, jater
nebo krvetvornych bunék. Olovo bylo klasifikovano IARC jako potencialné karcinogenni
prvek [77].

2.6.2 Kadmium

Kadmium je bilosedy kov, vyskytujici se v zemské kufe v pramérné koncentraci piiblizné
0,1 mg/kg. Nejvice je akumulované v sedimentech a motskych fosfatech, kde koncentrace
dosahuje pfiblizné 15 mg/kg. Tento kov je Casto vyuzivan pro riizné primyslové aplikace
jako naptiklad vyroba slitin, pigmentt, baterii, mikro€ipa ¢i zakladnich desek apod [75].

K expozici kadmiem dochazi nékolika zptisoby. Hlavnim zptsobem je koufeni, dale
vdechovani kontaminovaného vzduchu a poziti kontaminovanych potravin. Vzacnym piipadem
muze byt i absorpce kizi. Distribucni cestou v lidském téle je ob&hova soustava. Méfenim
hodnot kadmia v krvi se detekuje nedavné vystaveni, pro detekci akumulovaného mnozstvi
nebo zatéze ledvin se pouziva analyza moci. Aktivni kutaci obvykle vykazuji zvySené hodnoty.
Kadmium je silné¢ drazdivé pro plice a gastrointestinalni trakt. Mezi symptomy po akutnim
poziti patii bolest bficha, nevolnost, zvraceni, slinéni, svalové kiece, Sok a ztrata védomi [75].
Dle IARC je kadmium podobné jako olovo povazovano za potencidlni karcinogen. Expozice
kadmiem miize mit za nasledek poruchy nervové soustavy (poruchy koncentrace,
hyperaktivita), poSkozeni plic, ledvin ¢i jater, nebo vyvojove poruchy skeletu [77].
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2.6.3 Bioakumulace v tvrdych tkanich

Bioakumulace je akumulace latek nebo chemikalii v organismech. Mezi jedny z nejcast&ji
akumulovanych latek patii t€zké kovy. K jejich akumulaci dochazi pfi dlouhodobé expozici
daneého organismu, kterym mohou byt rostliny, Zivo¢ichové i lidé. U rostlin je expozice
zpusobena piedevs§im kontaminovanou ptidou. Mnozstvi piijatého kovu zélezi na pH pudy, kdy
s rostouci kyselosti roste i mnozstvi pfijatého kontaminantu. Rostliny, které velmi snadno
absorbuji velkd mnozstvi kontaminantl, se oznacuji jako hyperakumulatory. Poziti
kontaminovanych rostlin je jedna z hlavnich pfi¢in expozice u zvitat a lidi. Dal§imi pfi¢inami
jsou poziti kontaminované potravy (ryb, aj.) nebo vody, nebo inhalace znecisténého vzduchu.
Kovy jsou z organismu vylu¢ovany pomalu, ¢imz dochazi ptedevS§im k jejich hromadéni
Vv organech, kuzi, srsti nebo vlasech, a tvrdych tkanich [78].

Tézké kovy mohou kvili svym oxida¢né-redukénim a koordina¢nim vlastnostem zasahovat
do ruznych biochemickych mechanismt jako napiiklad homeostaze, transportni procesy
nebo vazba na bunééné komponenty. Jejich schopnost vazat se na proteiny zpusobuje poruchy
funkcénosti bunék a tim 1 vysokou toxicitu. Akumulované mnozstvi zavisi na jejich vazbé
na okolni molekuly. Krev a mo¢ poskytuji informaci pouze o nedavné expozici tézkym kovam.
V piipad¢ vlasu a nehtt se jedna uz o fady né€kolika mésicti az jednotek let, ale vysledky mohou
byt ovlivnény pouZivanim barev, Samponi a lakd. V tvrdych tkanich dochazi ke znaéné
akumulaci téZkych kovi. Ta je zpisobena jejich vysokou afinitou k hydroxyapatitové matrici.
Diky tomu lIze analyzou tvrdych tkani ziskat informaci také o dlouhodobé expozici [79].

Pro analyzu lze pouzit kosti i zuby, ale zuby poskytuji zaznam jak o dlouhodobe,
tak i nedavné expozici. Neni nutna analyza celého zubu, staci pouze ¢ast dentinu. Ten je
ze vSech stran chranén sklovinou nebo cementem, diky ¢emuZ na n¢j nema vliv prostiedi Gstni
dutiny. Obecné¢ je vyhodnéjsi analyza tvrdych nez mekkych tkani, jelikoz vlivem tézkych kovi
nedochazi k jejich obnové. Dalsi vyhodou je moznost jejich dlouhodobého skladovani,
coz poskytuje i historicky zadznam. Pouzivanymi metodami pro analyzu tézkych kovi v tvrdych
tké&nich jsou napiiklad PIXE, AAS, metody s ICP a LIBS [79].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Analyza tvrdych tkani pomoci spektroskopickych metod je v soucasnosti velmi Zzadana
v mnoha oborech. Studium elementarniho sloZeni zubti a kosti je pouZzivano napiiklad
v archeologii a antropologii, kde poskytuje informace o vyzivé, zdravotnim stavu jedince apod.
Dalsi obory jako forenzni analyza ¢i 1ékafstvi se pii analyze tvrdych tkani zamétuji na detekci
stopovych prvkl (véetné moznych kontaminanti) nebo na studium onemocnéni téchto tkani.
Mezi soucasné nejpouzivanéjsi spektroskopické metody patii metody s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-OES, ICP-MS), AAS, OES, XRF a LIBS [50].

LIBS se pii studiu tvrdych tkani prosadila pfedevs§im diky své rychlosti a mozZnosti analyzy
in situ. Na rozdil od nékterych metod je také schopna poskytnou informaci o0 prostorovém
rozlozeni analyzovanych prvka. Problém této metody vSak muze nastat pti detekci stopovych
prvki, kde narazi na nedostate¢nou citlivost (fadové jednotky ppm) [50].

V nasledujicich kapitolach jsou shrnuty vybrané studie zaméfené na kvalitativni
a kvantitativni analyzu tvrdych tk&ni pomoci metody LIBS a né&kterych dalsich analytickych
metod.

3.1 Kovalitativni LIBS analyza tvrdych tkani

Lavicky J. a kol. [19] pomoci metody HLIBS studovali prostorové rozlozeni vapniku a hoi¢iku
v mySich zubech. Celé horni i dolni ¢elisti byly upevnény v epoxidové pryskyfici a nasledné
roziiznuty pomoci diamantové pily na tfi kusy. Byly provedeny dva pfi¢né tezy celisti
a Spicakem, jeden v apikalni a druhy v distalni oblasti. Povrch vzorku byl dolestén brusnymi
papiry. Takto pfipravené vzorky byly méfeny pomoci LIBS sestavy obsahujici nanosekundovy
pulzni Nd:YAG laser o vinoveé delce 532 nm. opakovaci frekvenci 20 Hz a délce pulzu 10 ns.
Pouzité parametry méteni byly — energie 30 mJ, doba zpozdéni 1,5 ps, integracni doba 50 ps
a prostorové rozliSeni 30 um v obou osach. Naméfena data byla vykreslena ve formé
2D prostorove rozliSenych map. Analyza byla provedena ze spektralnich ¢ar Ca II 396,85 nm
a Mg 11 279,55 nm. Nejvyssi zastoupeni vapniku bylo detekovano ve skloving, naopak hoic¢ik
byl vice zastoupen v dentinu. V oblasti dentinu bylo pozorovano nerovnomérné rozloZeni
hoi¢iku, av8ak mirné vyS$i intenzity se vyskytovaly v oblasti dentinu u cementu. Naopak
vapnik vykazoval vyssi intenzity v oblasti dentinu u skloviny. Tento trend poukazuje na rtizné
slozeni matrice v oblasti dentinu, coz mize byt zptsobeno vyvojem odontoblasti v prib&éhu
rastu zubd [19].
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Obrézek 8: Analyza prvkového slozeni rezdku horni a dolni Celisti pomoci metody LIBS. Zleva
znazornény snimky zubii z mikroskopu ndsledované prostorovée rozlisenymi 2D mapami vdpniku
a horciku zndazornujici jejich relativni mnozstvi. Méritka — 500 pm, AB — alveolarni kost, En — sklovina,
De —dentin, P — dren, PDL — parodontalni vaz. Prevzato a upraveno z Lavicky a kol. [19].

Shahedi a kol. analyzovali prvkové sloZeni stehennich kosti laboratornich potkant.
Experimenty byly provadény na vzorcich ze dvou skupin laboratornich zvirat. Skupiné A bylo
denné po dobu 50 dni podavano 250 ml destilované vody s octanem olovnatym o koncentraci
4 mM, skupiné B pouze 250 ml destilované vody. Vzorky kosti byly méfeny pomoci sestavy
s Nd:YAG laserem o vinové délce 1064 nm, délce pulzu 10 ns, opakovaci frekvenci 2 Hz
aenergii 160 mJ. Doba zpozdéni byla 10 ps. Na kazdém vzorku bylo zméfeno celkem
10 riznych bodd, kdy z kazdého bylo shromazdéno vzdy 10 spekter. Spektra byla snimana
v rozsahu vinovych délek 115 az 920 nm, byly analyzovany spektralni ¢ary vapniku, hot¢iku,
zeleza a olova. Z vysledkl kosti s obsahem olova byl jasné¢ patrny pokles intenzit vapniku
i hoi¢iku, u Zeleza nebyla detekovana piima spojitost s obsahem olova ve tkani. Pokles
u vapniku a hoi¢iku byl zptisoben pravé akumulaci olova v matrici kosti [80].

Gazmeh M. a kol. se ve své studii zamé&fili na moznost vyuziti metody LIBS pfi rozpoznani
zdravych a kazovych zubl v procesu vrtani. Také tuto metodu navrhli pro pouziti v zubnim
Iékatstvi k vrtani mikrootvorit ¢i odstrafiovani zubniho plaku. Pfi experimentech byla
provedena kvalitativni analyza lidskych zdravych zubut. Déle byly analyzovany i zuby s kazy
nebo s amalgamovymi vyplnémi, kde byl pozorovan prinik nékterych prvkt amalgamové
vyplné do matrice zubu. Byla vyuzita sestava skladajici se z Nd:YAG laseru o vinové délce
1064 nm, sitkou pulzu 6 ns, opakovaci frekvenci 2 Hz a energii pulzu 90 mJ. Doba zpozdéni
byla nastavena na 1 us a integra¢ni doba na 20 us. Vzorky zubii byly uchovavany v destilované
vodé, vzdy pred méfenim byly vysuSeny pii pokojové teploté. Vysledky elementarni analyzy
ukazaly pfitomnost i makrogennich ¢i stopovych prvkla jako Zn, K, Sr, C, Na, H a O.
Pro studium diflze prvkt amalgamu do matrice zubu byly vzorky pfi¢né roziiznuty. Z vysledkt
byla dokézana difuze prvka Hg, Ag, Cu a Sn do okoli matrice zubu [73].
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Diflzi rtuti z amalgamu se vénoval i Bello L. T. a kol. Ve své praci vSak analyzu provadéli
pomoci femtosekundoveé metody LIBS. K méfeni byl tedy pouzit femtosekundovy Ti:safirovy
laser s vinovou délkou 800 nm, délkou pulzu 30 fs, opakovaci frekvenci 90 Hz a energii 250 pJ.
Doba zpozdéni byla nastavena na 60 ns, integra¢ni doba na 150 ns. Béhem celého méteni byl
vzorek ofukovan proudem argonu pro zamezeni kontaminace zbytku vzorku ablatovanym
prachem. Jako vzorky bylo pouzito sedm mlécnych a osm stalych lidskych stolicek obsahujici
amalgamové vyplné. Méfeni bylo provedeno asi z 20 ruznych bodi pohybujicich se ze zubni
vyplné, pies rozhrani vypli/dentin az na dentinovou matrici (Obrazek 9a). V kazdém bod¢ bylo
sejmuto 450 spekter, ze kterych byla nasledné stanovena hloubka difuze jednotlivych prvki.
Maximalni dosazena hloubka ablacni cesty byla definovana pomoci topografické mapy
na piiblizné 250 um (Obrazek 9b). Byly stanoveny hloubky difze prvka Hg, Ag, Cu a Sn.
U v8ech prvka v ramci jednoho zubu byla hloubka difaze obdobna. Rozdil byl hlavné mezi
mléénymi a stalymi zuby, kdy u stalych byly naméfeny vétsi hloubky difuze prvka, coz bylo
pravdépodobné zptisobeno delsi dobou obsahu amalgamové vyplné v zubech [74].

Obrazek 9: (a) Miécny zub se tiremi oblastmi: 1) amalgdmovd vypli, 2) rozhrani vypli/dentin, 3) dentin,
kde meéreni probihalo od 1 k 3. Po obou strandch zubni vyplné lze pozorovat zasedlou oblast, kterd
naznacuje difuzi kovii do zubni tkané. (b) Topograficka mapa ablacni cesty v oblasti dentinové matrice
ukazujici hloubku ablace priblizné 250 pum. Prevzato a upraveno z Bello L. C. a kol. [74].

3.2 Kvantitativni LIBS analyza tvrdych tkani

Prvni studie na analyzu tvrdych tkani pomoci metody LIBS byla publikovana roku 1999
O. Samkem a kol. Jednalo se o kvantitativni analyzu stopovych prvka v lidskych zubech
Z n€kolik v€kovych skupin. Pro méfeni byl pouzit systém s Nd:YAG laserem o vinové délce
1064 nm, délkou pulzu 4 az 6 ns, opakovaci frekvenci 20 Hz a energii pulzu 20 mJ.
Pro optimalizaci méfeni byly pouzity vzorky zubnich vyplni a zubnich past. V obou téchto
vzorcich byly detekovany makrobiogenni (Ca, Mg) i stopové prvky (Al, Ti, Hg, Sn), které
mohou byt pfi dlouhodobém kontaktu se zubni tkdni akumulovany. Proto byly tyto prvky
analyzovany také na tezech zubui o tloustce 1,5 mm. Pfitomnost hliniku byla potvrzena
az do vzdalenosti 2 mm od zubni vyplné, ¢imz byla prokazana akumulace stopovych prvki
v zubni tkani. Déle byla provedena i kvantitativni analyza obsahu hliniku. Normalizaci intenzit
Al redlnych vzorkli pomoci intenzity Al ze zubni vyplné byly vypocteny relativni koncentrace
hliniku ve 20 riznych vzorcich zubi. Pritomnost hliniku tak byla prokazana u osob se zubnimi
vyplnémi nebo U 0sob pouzivajicich bélici zubni pasty [81].
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V navaznosti na tuto studii byla stejnymi autory (Samek O. a kol.) vydana v roce 2001
rozsahlejsi prace, kterd byla zaméfena na kvalitativni i1 kvantitativni analyzu stopovych prvki
v tvrdych tkanich (zubech i kostech). Kromé identifikace a kvantifikace makrogennich
i stopovych prvku v tkanich byly také vytvoieny prostorové rozliSené mapy. Pro kvantitativni
analyzu byly jako referenéni vzorky pouzity lisované peletky z uhli¢itanu vapenatého (CaCQOg)
obsahujici 10 az 10000 ppm hliniku, stroncia a olova. Méfeni bylo provadéno se stejnym
nastavenim jako v piedchozi praci s rozdilem pouze v energii laseru (30 mJ). Z méfeni CaCO3
peletek byly pro vsechny prvky sestaveny kalibra¢ni kiivky, ze kterych byly nasledné
odhadnuty detekéni limity 15, 95 a 30 ppm pro Al, Pb a Sr (Obrazek 10). Dale byly zméfeny
tii vzorky tvrdych tkani (kosti stehenni a holenni, zub moudrosti). Ziskané kvantitativni
vysledky téchto neznamych vzorka byly velmi podobné hodnotam z referenéni analyzy pomoci
AAS [59].
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Obréazek 10: Kalibracni kiiivky jednotlivych detekovanych prvkii s vyznacenymi limity detekce (DL)
a neznamymi vzorky (lidské zuby, holenni a zvireci kost). Prevzato a upraveno z Samek O. a kol. [59].

Tofanelli M. a kol. se ve své forenzni studii vénuji kvantitativni analyze prasecich paznich
kosti metodami LIBS a ICP-OES. Praseci kosti jsou ¢asto pouzivany jako modelovy material
z dtivodu jejich podobnosti ve sloZeni a konzistenci s lidskymi kostmi. Celkem analyzovali osm
vzorkll zrGznych jedincli. Z diafyzy kosti byly vyfiznuty tfi ¢asti podobnych rozmért,
které byly vzdy oznaceny A, B a C. Sada A byla ponechéana bez ¢isténi, sada B byla podrobena
Cisténi bézné pouzivanému pii forenzni analyze a sada C byla spalena pro simulaci posmrtného
zhatstvi. Méteni LIBS probihalo za pouziti dvojpulzniho systému (DP LIBS, z angl. double
pulse LIBS), ktery se skladal z Nd:YAG laseru (vinova délka 1064 nm, maximalni energie
pulzu 60 mJ, délka pulzu 8 ns, opakovaci frekvence 10 Hz) poskytujici dva kolinearni pulzy.
Pro méfeni byla pouzita energie 60 mJ na pulz, zpozdéni mezi pulzy 1 ps, doba zpozdéni
1,25 us a integracni doba 2 ms. Z kazdého vzorku bylo sejmuto 100 spekter v rozmezi
190 az 900 nm ze ¢tyi raznych bodd. ICP-OES analyza byla provedena ze vzorkt kosti
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rozpusténych v HNOsz a H20». Pro kalibraci této metody byla pouzita sada péti roztoku
standard( obsahujicich ionty Ca, Mg, Sr, Ba a Zn. Z diivodu nedostatku vhodnych referen¢nich
materiall zvolili autofi pro kalibraci LIBS méteni vysledky ziskané ze sady B pomoci metody
ICP-OES. Pomoci obou metod byly analyzovany prvky Ca, Mg, Sr, Ba a Zn. Vysledky z obou
metod vykazuji vysokou podobnost ve slozeni neoSetfené a oSetifené kosti. Naopak analyza
spalenych ¢asti ukazuje podstatny nartist koncentraci vSech detekovanych prvkt, coz bylo
zpusobeno Ubytkem organické ¢asti kosti (az 40 % hmotnosti). Tato studie tak ukazuje moznost
pouziti metody LIBS pro kvantitativni analyzu kosti, napfiklad i pfimo na misté ¢inu diky
moznosti méteni in situ [82].

Martinez M. a kol. ve své praci piekonavaji problém nedostatku vhodnych referenénich
materiall pro kvantitativni analyzu pomoci piipravy vlastnich hydroxyapatitovych (HA)
standardi dopovanych vybranymi prvky. Celkem byly pfipraveny ctyfi HA standardy
obsahujici prvky kobalt, hoi¢ik, mangan, nikl, vanad a stroncium v koncentracich 0, 216, 650
a 1083 pg/g. Vzniklé peletky vykazovaly velice podobné chemické i ablaéni vlastnosti jako
ptirozené kalcifikované tvrdé tkané. Ovéteni vhodnosti standardt bylo provedeno analyzou
dvou lidskych zubt. LIBS analyza byla provedena na systému s Nd:YAG laserem o vinové
délce 266 nm, délce pulzu 8 ns a energii 15 mJ. Doba zpozdéni a integracni doba byly
nastaveny na 1us a 1ms. Pfi méfeni byl vzorek ofukovan proudem argonu (1 I/min)
pro zabranéni redepozice ablatovan¢ho materidlu. Na kazdém vzorku byla tfikrat zméfena
mapa velikosti 5x5 s prostorovym rozlisenim 215 pum, z kazdého bodu mapy bylo sejmuto
10 spekter. Mg¢feni probihalo tiikrat pro zohlednéni mozné nehomogenity vzorku.
Z nam¢fenych hodnot byly sestaveny kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé prvky (vSechny
normalizované pomoci spektralnich ¢ar vapniku). Za stejnych podminek byly také analyzovany
dva vzorky zublG pro ovéfeni moznosti pouziti piipravenych HA standardi. Pomoci
kalibra¢nich kfivek byly ziskany mapy prostorového rozlozeni Sr. Z dalSich prvkd byl
detekovan pouze Ni, a to pouze v jednom ze zubi. HA standardy se i piesto ukazaly jako
vhodnou volbou pro referen¢ni materialy [32].
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Obrézek 11: Na fotografiich vlevo jsou zobrazeny vzorkii zubii pouZitych pro ovéreni referencnich
materialii. Cervené obdélniky oznacuji oblast analyzovanou metodou LIBS, Zluté oblasti byly po
prebrouseni analyzovany pomoci ICP-MS. Uprostied jsou zobrazeny mapy prostorového rozlozeni Sr
z LIBS analyz. Napravo jsou vykresleny distribuce koncentrace Sr ziskané metodou LIBS, cervend cara
predstavuje vysledek ICP-MS analyzy. Prevzato a upraveno z Martinez M. a kol. [32].
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3.3 Analyza tvrdych tkani dalSimi metodami

Dalsi analytickd metoda vyuzivana pfi analyze tvrdych tkani je LA-ICP-MS, protoze je,
podobné jako LIBS, schopna poskytnout informace o prostorovém rozloZeni prvk. Mapovani
pomoci metody LA-ICP-MS vyuzili ve své praci Galiovd M. a kol., kteti analyzovali zub
prehistorického medvéda hnédého (Ursus arctos). Z vysledka ziskanych touto analyzou bylo
mozné popsat vyzivu, zdravotni stav a migraci jedince medvéda. Poméry Sr/Ca a Sr/Ba v celém
vzorku vykazovaly sezonni vykyvy, ¢imz byla prokazana migrace medvéda mezi mistem zimni
hibernace a nalezistém fosilii [83].

Obrézek 12: Mapy prostorové distribuce vapniku a pomérii Sr/Ca a Sr/Ba ziskané pomoci kvantitativni
LA-ICP-MS analyzy. Méritko odpovida 500 um. Prevzato a upraveno z Galiova M. a kol. [83].

Tanaka Y. a kol. analyzovali moznou souvislost mezi krystalinitou a elementarnimi pomeéry
(Mg/Ca a Sr/Ca) stehennich kosti potkanti s chronickym onemocnénim ledvin nebo cukrovkou.
Prvkové poméry byly méfeny pomoci metody LA-ICP-MS, krystalinita pomoci Ramanovy
spektroskopie na stejném fezu vzorku. Krystalinita HA standardu (referen¢ni material) jasné
korelovala s pomérem Mg/Ca ziskanym z identické polohy vzorku. Vysledky realnych vzorkt
kosti takeé vykazovaly jistou souvislost mezi krystalinitou a obsahem elementd. Napiiklad
u jedinct s chronickym onemocnéni ledvin byl detekovan zvySeny signal poméru Mg/Ca,
coz bylo zptisobeno v disledku vyssi absorpce hoic¢iku do kosti kvuli $patné funkénosti ledvin.
Krystalinita byla v téchto oblastech vyznamné degradovana, ¢imz byl dokazan vliv substituce
vapniku hoif¢ikem na zhorSeni krystalinity HA matrice kosti [70].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Chlorid olovnaty (Cistota 99 %)
Chlorid kademnaty hemipentahydréat
Argon (Cistota 99,996 %)

4.2 PouZité pristroje a software

Pristroje

LIBS Discovery
laser Quantel CFR400
opticka vlakna 400 um
pulzni generator SyncRay
spektrometr Shamrock SR-500i
ICCD detektor iStar 734
spektrometr AvaSpec EVO-LTG6
detektor CMOS

LIBS FireFly

XRF ElvaX PRO

ICP-OES spektrometr iCAP 6500 Duo

opticky mikroskop VM12x Video
kamera Basler acA1920-40uc

Software

LIBS Navigator

Andor Solis

Spectra Controller

LIBS Analyzer

Lightigo ImageLab

Origin 2021b

ImageJ Fiji

Pylon Viewer

LACHEMA n.p. Brno, Ceska republika
LACHEMA n.p. Brno, Ceska republika
SAID, Praha, Ceska republika

CEITEC VUT, Brno, Ceska republika
Lumibird, Les Ulris, Francie

ThorLabs, Newton, USA

Lightigo, Brno, Cesk4 republika

Oxford Instruments, Abingdon, Velka Britanie
Oxford Instruments, Abingdon, Velka Britanie
Starline, Apeldoorn, Nizozemsko

Starline, Apeldoorn, Nizozemsko

Lightigo, Brno, Ceska republika

Elvatech, Kyjev, Ukrajina

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA
Image Optics, Berkshire, Velka Britanie

Basler, Ahrensburg, Némecko

CEITEC VUT, Brno, Ceska republika

Oxford Instruments, Abingdon, Velké Britanie
Lightigo, Brno, Ceska republika

CEITEC VUT, Brno, Ceska republika
Lightigo, Brno, Ceska republika

OriginLab, Northampton, USA

National Institute of Health, Bethesda, USA

Basler, Ahrensburg, Némecko
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4.3 Priprava vzorki

4.3.1 Vzorky mysich Celisti a kosti

Vzorky byly ptipravovany ve spolupraci se skupinou doc. Buchtové na Ustavu Zivoé&isné
fyziologie aembryologie Akademie véd CR (AV CR, Brno, Ceska republika) a dale s brusirnou
na Ustavu geologickych véd Masarykovy univerzity (MUNI, Brno, Ceska republika). Pouzity
postup pii expozici byl pievzat z publikace Dumkova J. a kol. [84].

Modelovym organismem byly zvoleny samice mysi kmene ICR (z angl. Institute of Cancer
Research). Jedinci byli umisténi do uzavienych inhala¢nich kleci, kam byly ptivadény
nanocastice kontaminantu nebo Cisty vzduch. Jako kontaminanty byly pouzity nanocastice
oxidu olova (PbO NPs) a kadmia (CdO NPs). Inhalace trvala 6 nebo 7 tydnt. Po skonceni
inhalace byla pokusna zvifata usmrcena v souladu s projektem a Vyhlaskou ¢. 419/2012 Sh.
0 ochrané pokusnych zvifat. Z jedincii byly vypreparovany dolni &elisti a stehenni kosti. Celisti
byly v prostfedni ¢asti rozd€leny na poloviny. Nasledné byly vSechny preparaty ocistény
od zbylych mékkych tkani a umistény do 4% roztoku formaldehydu. Takto byly vzorky pfedany
do brusirny MUNI. Zde byly vzorky vyjmuty z formaldehydu, oplachnuty vodou, vysuseny
V peci a zality epoxidovou pryskyfici (Araldit 2020) do valcové formy. Zalité vzorky byly
pomoci olejové pumpy zbaveny vzniklych bublin a nésledné¢ byly ponechany vytvrdnout ptes
noc. Nasledujici den byly vzorky za sucha brouseny postupné pomoci smirkovych papir
s hrubosti 320, 500, 800, 1200 az 2400. Po pievzeti vzorkd byly vSechny nafoceny na optickém
mikroskopu s objektivem poskytujici 1nasobné zvétseni.

Pro olovo byly provedeny celkem dveé rizné dlouhé expozice — 6 a 7 tydnti. V kazdé expozici
byly dvé hlavni skupiny jedincti — exponovani a kontrolni (K). Exponovani jedinci se v piipadé
7tydenni expozice dale dé€lili na plné exponovanou (PbO) a ¢astecné exponovanou (PbOC)
skupinu. Skupina PbO znamenala nepfetrzitou expozici PbO NPs po celych 7 tydni. Skupina
PbOC oznacovala jedince, u kterych byla inhalace PbO NPs ukoncena po 6 tydnech, a zbyly
Cas do konce expozice (7 dni) nasledovala pouze inhalace vzduchu. Tato skupina byla
do experimentu zafazena pro potvrzeni ubytku kontaminantu diky opotiebovavani tkang
Vv pritbéhu Casu.

Pro kadmium byla provedena pouze 7tydenni expozice. Podobné jako u olova byly
v expozici celkem tfi skupiny jedincti — kontrolni (KCd), ¢aste¢né exponovani (CdOC) a plné
exponovani (CdO). Caste¢né exponovana skupina byla opdt vystavena 6 tydnti CdO NPs
anasledné 7 dni vzduchu.

Vsechny expozice olova i kadmia jsou popsany v Tabulce 2 a znazornény na Obrazku 13.
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Tabulka 2: Popis jednotlivych skupin expozic. Oznaceni expozice PbO NPs i CdO NPs uddva pocet dni
navic od uplynuti zakladni doby 6 tydnii.

) . . Oznaceni expozice Oznaceni expozice
Délka expozice | Typ expozice
PbO NPs CdO NPs

plné exponovana 7D _PbO 7D_CdO
7 tydni Caste¢né exponovana 7D_PbOC 7D_CdOC

kontrolni 7D_K 7D_KCd

pln¢ exponovana 0D_PbO
6 tydni

kontrolni 0D_PbOC
(A) Pb zakladni expozice (6 tydnil) doplnujici expozice
7D_PbO :
7D_PbOC 7 dni
7D K
0D _PbO
oD K 0 dni —— PbONPs

vzduch

(B) zékladni expozice (6 tydni) dopliwjici expozice CdO NPs
7D_CdO :
7D_CdoC f —— 7 dni
7D _KCd

Obrézek 13: Schéma znazornujici typy jednotlivych expozic a jejich délku, ktera je rozdélena na zdakladni
a dalsi expoziCi. Zdikladni délka je vidy 6 tydmi, délka dalSi expozice uréuje oznaceni celé expozice
(7 tydnui (7TD) a6 tydnui (0D)). (A) Typy expozice PbO NPs (piné exponovand (PbO), cdstecné
exponované (PbOC) a kontrolni (K)). (B) Typy expozice CdO NPs (plné exponovand (CdO), cdstecné
exponovana (CdOC) a kontrolni (K)).

4.3.2 Hydroxyapatitové standardy

Vzorky hydroxyapatitovych standardi byly pfipraveny Ing. Lenkou Michlovskou, Ph.D.
a Ing. Kristynou Hlindkovou ze skupiny Pokro¢ilych materiala CEITEC VUT. Tyto standardy
byly pouzity jako kalibra¢ni fada pro kvantitativni LIBS analyzu. Celkem bylo ptipraveno pét
identickych fad vzorku, kdy kazda byla slozena z 8 koncentraci Pb a Cd (0, 50, 100, 200, 300,
400, 500 a 1000 ppm). Vzorky byly zpracovany do formy peletek o priméru ptiblizné¢ 10 mm.

Pro potvrzeni ptesnosti piipravenych koncentraci byly provedeny referen¢ni analyzy
standardi pomoci metod XRF a ICP-OES. Méfeni probihalo v laboratofich Ustavu chemie
Piirodovédecké fakulty MUNI v Brné ve spolupraci s doc. Ing. Karlem Novotnym, Ph.D.
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aMgr. Lucii Simonikovou. Metodou XRF byly méfeny tii tablety od kazdé koncentrace,
v piipadé ICP-OES byly analyzovany roztoky jednotlivych koncentraci pfipravené z jedné
tablety. Naméiené koncentrace tézkych kova v HA standardech ziskané pomoci obou metod
jsou uvedeny v Tabulce 3. Vysledné hodnoty z metody XRF byly vypocteny jako pramér vSech
tii méfeni. Naméfené hodnoty vzorki s nejvyssi koncentraci t€zkych kovt (1000 ppm) v obou
ptipadech odpovidaji pfipravované koncentraci, avSak u ostatnich vzorkii jsou hodnoty
pomérné odliSné. Analyza kadmia byla také pravdépodobné ovlivnéna interferenci s jinym
prvkem, kvili cemuz nebylo mozné presn¢ stanovit hodnoty koncentraci pro polovinu vzorkd.
Z tohoto duavodu tedy byla provedena i analyza pomoci ICP-OES, kterou byly ziskany
prumérné koncentrace té€zkych kova v HA standardech. Z vyslednych hodnot je jasné patrny
rozdil oproti pfipravovanym koncentracim. Pro dalsi postup v této praci byly pouzity hodnoty
ziskané ICP-OES analyzou.

Tabulka 3: Koncentrace tezkych kovii v HA standardech ziskané metodami XRF a ICP-OES.

Pipravena Naméfena koncentrace Pb (ppm) Naméfena koncentrace Cd (ppm)

koncentrace

(ppm) XRF ICP-OES XRF ICP-OES
0 <LOD <LOD <LOD <LOD
50 52+ 9 30,3+0,8 <LOD 334%£0,1
100 105+ 10 67,0+ 2,0 <LOD 67,5+04
200 188 £ 10 121,0£3,0 <LOD 138,0+£0,3
300 280+ 11 188,0£8,0 278 £ 11 209,0+0,6
400 640 = 20 252,0£ 3,0 368 £ 12 284,7+£0,9
500 570+ 20 211,0£20 310+ 11 250,7 £ 0,7
1000 970 £ 20 683,0£5,0 1000 = 15 7740x3,0

4.4 LIBS méreni

Meéfeni vSech vzorkl bylo provadéno na piistroji LIBS Discovery pomoci dvou metodik — LIBS
a MLIBS. Piistroj LIBS Discovery (Obrazek 14) se skladd z nanosekundového pulzniho
Nd:YAG laseru Quantel CFR400 o vinové délce 532 nm, délkou laserového pulzu 10 ns,
opakovaci frekvenci 20 Hz a primérem laserového paprsku 7 mm (LIBS). V piipadé pLIBS
byl do cesty laserového paprsku ptidan navic prostorovy filtr, ktery dale propoustél pouze jeho
sttedni nejintenzivngjs$i ¢ast. Tim doSlo ke z(Zeni priméru laserového paprsku na 1 mm
a poklesu jeho energie. U obou metod byl dale laserovy paprsek zaostten pomoci fokusacni
optiky na povrch vzorku. Emitované zafeni ablatovaného materialu bylo snimano pomoci
sbérné optiky a nésledné¢ vedeno optickymi vldkny do spektrometrti typu Czerny-Turner
Shamrock s ICCD detektorem a AvaSpec s detektorem CMOS. Na spektrometru Shamrock
byla vzdy nastavena vinova délka zvolené spektralni ¢ary z celkového mozného rozmezi
250 az 800 nm (viz kapitola 4.4.1), Sitka vstupni $térbiny 50 pum a typ difrakéni mfiizky
1200 vrypu na mm. Na spektrometru AvaSpec bylo automaticky zaznamenavano spektrum
vV rozmezi 245 az 410 nm bez nutnosti nastavovani dal§ich parametrd.
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Obrézek 14: Pristroj LIBS Discovery.
4.4.1 Optimalizace parametrii méieni

Jak jiZ bylo zminéno V teoretické ¢asti, technika LIBS je siln¢ ovlivnéna matri¢nimi jevy
a parametry experimentu. Pted méfenim realnych vzorka proto bylo nutné provést optimalizaci
parametric pro zajisténi optimalnich podminek analyzy pro metodiky LIBS i uLIBS.
Optimalizace byla nejprve zahajena na vzorku mysi ¢elisti. Kvuli silné nehomogenité vzorku
vSak bylo méfeni nasledné provedeno na vzorku HA standardu o koncentraci 1000 ppm olova,
respektive kadmia. Pro uLIBS i LIBS byly optimalizovany parametry: energie laseru, doba
zpozdéni, velikost krateru a centralni vinova delka na spektrometru Shamrock. Centralni
vinova délka ovliviiovala také oblast snimaného spektra. Celkova §itka snimaného spektra byla
ptiblizn¢ 40 nm. Proménné parametry jsou pro obé metody uptesnény Vv Tabulce 4. Méfeni
bylo provedeno pomoci mapovani. Pro kazdé nastaveni byla métena mapa 5%2 spottl, v kazdém
misté jeden laserovy pulz, skrokem 150 um mezi jednotlivymi body. Méfeni probihalo
za ofuku proudem argonu (prutok 9 1/min).

Tabulka 4: Proménné parametry pro metodu LIBS a pLIBS.

Parametry Metoda LIBS Metoda pLIBS
5,5;7,5; 8,0; 9,0; 11,0;

energie laseru (mJ) 0,35; 0,41; 0,49; 0,56; 0,62
14,5; 18,5; 22,5

doba zpozdéni (Hs) 0,75; 1,00; 1,25; 1,50; 1,75; 2,00 | 0,01;0,03; 0,05; 0,07; 0,09; 0,11
Pb: 358; 405 Pb: 358; 405

centrélni vinova délka (nm)
Cd: 358, 508 Cd: 358, 508
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Velikost krateru byla u obou metod sledovana v zavislosti na energii laseru. V nasem piipadé
byl sledovan prumér krateru, ktery byl odeéten z fotografii potizenych na pristroji FireFly
s objektivem s Snasobnym zvétsenim.

4.4.2 Proces méreni

M¢éteni probihalo u vzorkti mysSich zubli a kosti i HA standardii se stejnym nastavenim,
tj. za optimalizovanych podminek a ofuku argonem (prttok 9 I/min). Méteni byla podobné¢ jako
u optimalizace provedena u obou metod (LIBS i uLIBS) mapovanim.

U mysich tkani bylo vzdy zméteno vice kusti vzorku z kazdé skupiny expozice (3 az 5 kusu).
Velikost mapy byla zavisla na velikosti vzorku a pouzité metodice. Pro vybrané vzorky jsou
velikosti jednotlivych map uvedeny v Tabulce 5. Nejdiive byly vSechny vzorky zméfeny
metodou pLIBS, pti které byl pouzit krok 30 pm. Touto metodou bylo mozné detekovat pouze
makrogenni prvky (vapnik, hot¢ik). Nasledné byly proto vzorky pifeméfeny metodou LIBS
s krokem 100 pm. ZhorSenim rozliSeni bylo dosazeno vyssi citlivosti ptistroje, diky ¢emuz bylo
mozné detekovat mikrobiogenni prvky (fosfor, stroncium) a kontaminanty (olovo, kadmium).

Tabulka 5: Velikosti mérenych map metodami uLIBS a LIBS pro Vzorky Celisti a stehennich
kosti exponovanych PbO NPs.

Délka Typ Celisti Kosti
expozice expozice uLIBS LIBS uLIBS LIBS
7D_PbO 446x175 136x55 541x125 161x35
7 tydnt 7D_PbOC | 426x155 131x50 531x135 161x40
7D_K 441x170 136x55 535x130 161x40
0D_PbhO 420x155 131x50 546x130 161x40
6 tydni
0D _K 446x165 136x50 550x115 171x35

Kalibra¢ni fada HA standardu byla méfena za stejnych podminek jako realné vzorky mysich
tkani. Méteni bylo opét provedeno mapovanim pomoci obou metodik (LIBS i uLIBS) s krokem
100 pm, respektive 30 um. V obou piipadech byla méfena mapa o velikosti 20%20 spoti
s jednim laserovym pulzem v kazdém bodé. Podobné jako u vzork tvrdych tkani bylo i u HA
standardi mozné detekovat kontaminanty pouze v piipadé LIBS.

4.5 Zpracovani LIBS dat

Pro vyhodnoceni optimdlnich parametri byly pouzivany programy LIBSAnalyzer
a Origin2021b. Analyza probihala nejdiive vyhodnocenim poméru signalu ku Sumu a také
priméru intenzity plochy pod kiivkou v programu LIBSAnalyzer. Zvolené spektralni cary
pro vyhodnoceni jsou uvedeny v Tabulce 6. Ziskané hodnoty byly dale zpracovany v programu
Origin2021b ve formé graft.
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Tabulka 6: Vybrané spektrdlni ¢ary pro vyhodnoceni optimalnich parametrii.

Metoda Spektralni ¢ara
LIBS Pb 1 405,78 nm
uLIBS Ca I1 396,85 nm

Ze vsech vzorki mysich tkani byly vybrany pouze reprezentativni kusy, vyfazeny byly
napiiklad netplné zbrousené celisti ¢i stehenni kosti s ulomenou kloubni hlavici. Data
vybranych vzorka byla poté zpracovana v programech LIBSAnalyzer a Lightigo ImageLab.
Nejprve Dbyly Kkdatim pfifazeny soufadnice jednotlivych bodi mapy v programu
LIBSAnalyzer. Déle zpracovani probihalo vykreslenim prostorové rozlisenych 2D map
nékolika biogennich prvku (vapnik, hoi¢ik, stroncium, fosfor) a daného kontaminantu (olovo,
kadmium) v programu Lightigo ImageLab. Mapy byly vykreslovany ze spektralnich ¢ar
uvedenych v Tabulce 7. Identifikace spektralnich ¢ar byla provedena z knihovny spektralnich
Car NIST [85]. Pro vykresleni map bylo pouzito nékolik zpisobu analyzy zvolené spektralni
¢ary. Byly vyzkouSeny moznosti — maximum ¢ary, plocha pod kiivkou bez i s definovanym
pozadim a korelace s trojuhelnikem nebo s Gaussovou kiivkou vahovana intenzitou
v definovaném rozsahu. Ze vSech variant byla nakonec vybrana korelace s trojuhelnikem
vahovana intenzitou (Obrazek 15A), kterd poskytovala optimalni vysledky analyzy intenzity
spektralni cary.

Tabulka 7:Vybrané spektralni cary pro vykresleni prostorové rozlisenych map.

Metoda Spektralni ¢ara
C1247,86 nm
C11251,21 nm
P 1253,57 nm

P 1255,33 nm
Pb 1 405,78 nm
Sr11407,77 nm
Mg 11 279,55 nm
Mg I 285,21 nm
MLIBS Cal 364,44 nm
Ca 11 396,85 nm
Cal422,67 nm

LIBS

Dale byla pro biogenni prvky pouzita také standardizace intenzitou spektralni ¢ary uhliku,
ktery byl detekovan v epoxidové pryskyfici i v matrici vzorku. Diky jeho pfitomnosti v celém
vzorku tak mohl byt pouzit pro potlaceni matri¢nich jevi. Standardizace byla provedena
pomoci poméru spektralnich ¢ar, kdy byl pouzit pomér ploch pod kiivkou spektralnich ¢ar
biogennich prvki a spektralni ¢ary C |247,86 nm (Obrézek 15B). V posledni fadé byly
analyzou poméru intenzit spektralnich car hot¢iku Mg Il 279,55 nm a Mg | 285,21 nm
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Relativni intenzita:10° (-)

a vapniku Ca Il 396,85nm a Ca | 422,67 nm vykresleny mapy zobrazujici tvrdost jednotlivych
Casti vzorku. Tento postup byl ptevzat z publikace Galiové M. a kol., kde se zabyvali vypoctem
tvrdosti tkané S$pi¢aku prehistorického medvéda hnédého pomoci podili iontovych
a atomovych car hot¢iku a vapniku namétenych metodou LIBS. Pro ovéreni této teorie byla
tvrdost vzorku zméfena pomoci mikrotvrdoméru. Vypoctené a naméfené hodnoty spolu
korelovaly, coz potvrdilo moznost analyzy tvrdosti tkan¢ pomoci podili spektralnich ¢ar [83].
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Obréazek 15: (A) Analyza spektralni ¢ary Pb I 405,78 nm pomoci korelace trojuhelnikem vahované
intenzitou spektralni cary. (B) Pomeér spektrdlnich car pouZity pri standardizaci. Vyznacené spektralni
cary C 1 247,86 nm (3lutd) a P | 253,57 nm (modra).

Vzorky kalibra¢ni fady HA standardti byly zpracovany obdobné¢ jako optimaliza¢ni méfeni.
Pouzity byly programy LIBSAnalyzer a Origin2021b. Nejprve byla vyhodnocena plocha
pod kiivkou spektralni ¢ary Pb I 405,78 nm, respektive Cd I 361,05 nm. Ze ziskanych hodnot
byl pro kazdou koncentraci vypocitan pramér a smérodatna odchylka. Z téchto hodnot byla
nasledné v programu Origin2021b sestavena kalibra¢ni zavislost.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace parametrit méreni

U obou pouzivanych metod byly optimalizovany parametry energie laserového svazku, doba
zpozdéni a velikost krateru. Na Obrézku 16 jsou znazornéna maximalni spektra naméfena
pro jednotlivé energie z optimalizace parametri metody pLIBS (A) a LIBS (B).
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Obréazek 16: Maximalni spektra pro jednotlivé energie detekované pri optimalizaci parametrii metody
(A) uLIBS a (B) LIBS. V obou piipadech jsou ve spektru oznacené spektrdalni cary pouZivané
pro vyhodnoceni (Ca Il 396,85 nm a Pb | 405,78 nm).
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Optimalizaéni méfeni probihalo v obou piipadech na systétmu LIBS Discovery,
ale s pouzitim rtznych spektrometri. U metody uLIBS byl pouzit spektrometr AvaSpec
s rozmezim vinovych délek 240 az 410 nm pro detekci vapnikovych i hot¢ikovych ¢ar. Metoda
LIBS byla vyuzita pro detekci piedev§im kontaminantd (Pb, Cd). Ktomu byl pouzit
spektrometr Shamrock s citlivéj$im detektorem. Pro detekci mikrobiogennich prvka byl opét
pouzit spektrometr AvaSpec s vétsim detekénim oknem.

Metodou pLIBS bylo mozné detekovat pouze makrobiogenni prvky (véapnik, hoicik),
proto byla optimalizace provedena ze spektralni ¢ary Ca II 396,85 nm. Jedna se o velmi
intenzivni iontovou ¢aru, ktera je nejlépe detekovatelna kratce po ablaci vzorku. S delsi dobou
zpozdéni (GD) dochazi k jejimu postupnému vyhasinani, coz vede i K niz§im intenzitam.
Vsechny méfené kombinace energii laseru a GD byly vyneseny do grafu na Obrazku 17.
Z vysledkli poméru signal ku Sumu je patrné, ze nejvyssi hodnoty byly ziskdny z métfeni
s nejvyssi energii a GD 0,01 a 0,05 ps. Jako nejvhodnéjsi kombinace parametrii byla zvolena
energie 0,62 mJ a GD 0,05 ps, které vykazovaly mensi smérodatnou odchylku.

60 -
0.35mJ x0.56 mJ
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Obrazek 17: Vysledné hodnoty poméru signalu ku Sumu pro jednotliva nastaveni optimalizace uLIBS.

Velikosti kraterti byly zpracovany pomoci programu Imagel Fiji, kde byly urceny primeéry
30 krater pro kazdou energii. Z téchto hodnot byl nasledné vypocitan primér a smérodatna
odchylka (Tabulka 8). Nejmensi kratery byly vytvofeny u energie 0,49 mJ, avSak kvili nizkym
intenzitdm nebyla tato energie pouzita. U energie 0,62 mJ bylo méfeni velikosti krateru
zopakovano také na vzorku celisti. Vyslednd hodnota priméru krateru byla stanovena
na 28 £ 2 um. Odlisnost od vysledkti z HA standardu byla pravdépodobné zplisobena riiznou
tvrdosti matrice vzorku. Na zaklad¢ tohoto zjisténi byl pro mapovani vzorkd nastaven krok
mezi jednotlivymi spoty 30 um.
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Tabulka 8: Priméry krdterii vytvorenych jednotlivymi energiemi pomoci metody uLIBS.

Energie (mJ) Velikost krateru (pm)
0,62 46 £ 4
0,56 44 +5
0,49 40+ 4
0,41 42+ 4
0,35 42+ 4

0,62 mJ 0,56 mJ 0,49 mJ 0,41 mJ 0,35 mJ

Sh-aebh AR A amar Aas AR AN+,

e e Tl S S

Obrazek 18: Fotografie kraterii vytvorenych metodou uLIBS, cervené ordmovand je zvolena optimalni
energie. Méritko predstavuje 200 um.

Metoda LIBS byla optimalizovana piedev§sim pro detekci kontaminantt. Jednim
Z optimalizovanych parametrii proto byly centrdlni vlnové délky spektrometru Shamrock.
Pro olovo byly zkouseny hodnoty 358 a 405 nm, kde byly analyzovény spektralni cary
Pb1368,35 nm a Pb I 405,78 nm. Vyssi intenzity byly detekovany ze spektralni cary
Pb 1 405,78 nm, ktera byla proto vybrana pro dalsi méteni.

Na rozdil od puLIBS byly v pfipadé LIBS analyzovany nejen spektralni ¢ary iontove (Sr Il,
C 1), ale také atomové (Pb I, P I, C I). Jak jiz bylo zminéno, iontové Cary jsou nejlépe
detekovatelné kratce po ablaci vzorku kvili jejich rychlému vyhasinani. Atomové spektralni
cary je vSak mozné detekovat i pti delSi dobé zpozdéni. Delsi dobu zpozdéni je vhodné pouzit
predev§im uatomovych ¢ar vyskytujicich se v blizkosti intenzivnich iontovych car
(napt. Pb 1 405,78 nm v blizkosti Ca Il 396,85 nm). Ty svym zvySenym okolim zkresluji
intenzity atomovych ¢ar a znemoznuji tak jejich presnou detekci. Nartist pozadi iontovych ¢ar
je jasn¢ viditelny na Obrazku 16B. Pravé z tohoto divodu byly pii optimalizaci analyzovany
vétsi doby zpozdéni (1 az 2 ps).

Podobny problém se vyskytoval i u energii, kde hodnoty vyssi nez 11,0 mJ byly vytazeny
nejen kvuli vysoké interferenci iontovych car, ale také kvili velkému poskozeni vzorku,
coz bylo nezadouci. Celkové byla snaha minimalizovat po$kozeni, ale maximalizovat intenzity
signalu. Z ostatnich energii byla jako optimalni zvolena energie 8,0 mJ. Vysledky SNR
v zavislosti na jednotlivych dobach zpozdéni jsou vyneseny na Obrdzku 19. Doba zpozdéni
1,50 us byla zvolena jako optimalni, jelikoz byly jesté dostatecné vysoké hodnoty SNR
a zaroven dostate¢né nizké hodnoty pozadi.
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Obrézek 19: Zavislost poméru signalu k sumu pro energii 8,0 mJ a jednotlivé doby zpozdéni.

Velikosti krater byly analyzovany stejné jako Vv pfipadé metody pLIBS. Vysledné hodnoty
jsou uvedeny v Tabulce 8. Na Obrazku 20 jsou vyobrazeny kratery vytvorené jednotlivymi
energiemi. U vysSich energii je jasné patrné vEtsi poSkozeni vzorku. Vybrana optimalni energie
8,0 mJ vykazovala pomérn¢ malé kratery bez velkych odchylek. Velikost krateru byla pro tuto
energii také stanovena na vzorku ¢elisti na 74 £ 3 pum. Pro mapovani vzorki metodou LIBS byl
na zakladé¢ téchto dat pouzit krok 100 um.

5,5m)] 7,5 ml] 8,0 mJ 9,0 mJ

11,0 mJ 14,5 mJ 18,5 mJ 22,5ml]

\““*\t\l\' - Ny

\\\‘p 5‘_~$ . ‘»’\

Obréazek 20:Fotografie krdterii vytvorenych metodou LIBS, cervené oramovand je zvolend optimalni
energie. Meritko predstavuje 200 um.

Z hodnot nastavované energie, odpovidajici velikosti krateru a délky laserového pulzu
(10 ns) byly dopocitany hodnoty intenzity ozafovani (Tabulka 9), kterd popisuje vykon
laserového pulzu vztazeny na plochu ozafeného mista. Tato veli€¢ina popisuje systém o néco
pfesnéji néz nastavovand energie laseru. Ziskané hodnoty intenzity ozaieni byly spolu
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s velikosti krateru vyneseny v zavislosti na nastavené energii (Obrazek 21). Intenzita ozafovani
(hlavni osa) se zvysujici se energii rostla, naopak velikost krateru (vedlejsi osa) byla u vétSiny
energii ptiblizné konstantni. Nejvyhodnéjsi kombinace obou veli¢in nastala v ptipad¢ energie
18,5 mJ, avsak z diivodu velkého poskozeni vzorku tato energie nebyla pouzita. Spojenim

vysledkil intenzity ozaieni a hodnot SNR nebyla se zvysujici se energii pozorovana vyznamna
odlisnost jednotlivych bodl. Z tohoto divodu by zvySujici energie nezlepSila citlivost
pro danou spektralni ¢aru.

Tabulka 9: Primery krdterii vytvorenych jednotlivymi energiemi a odpovidajici intenzita ozarovani
pro metodu LIBS.
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Obréazek 21: Zavislost intenzity ozarovani a velikosti krdateru na pouzité energii laseru.
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Optimalizace vhodné vinové délky pro spektralni Cary kadmia byla také provadéna
na hodnot¢ 358 nm, jelikoZ se v detekénim okné nachazely dvé spektralni ¢ary (Cd | 346,62 nm
aCd 1361,05 nm). Dale byla analyzovana také spektralni ¢ara z vinové délky 508,58 nm.
V piipadé¢ vSech zvolenych Car vSak nebyl detekovan zadny signal. To mohlo byt zptisobeno
nehomogennim rozmisténim kadmia v matrici HA standardu, chybou v pfipravé, méfeni
vzorku nebo nedostatecnou citlivosti LIBS systému. Referen¢ni analyza HA standardii pomoci
ICP-OES prokazala ptitomnost kadmia ve vzorcich, 1 kdyz v nizSich koncentracich nez ptivodni
zvolené koncentrace. Niz$i realné koncentrace naznacuji, Ze problém nastal pravdépodobné jiz
pfi pfipravé vzorkd. Dal$i moznosti netspésné detekce kadmia mulze byt jiz zminéna
nedostatecna citlivost sestavy LIBS, kterou bude nutné v dalSich experimentech vice otestovat.

5.2 Prostorové rozliSena analyza tvrdych tkani

Prostorové rozliSené mapovani bylo provadéno nejdiive metodou pLIBS pro detekcei
makrobiogennich prvkli a néasledn¢ metodou LIBS pro detekci mikrobiogennich prvki
a kontaminantd. Ukazka maximalnich  spekter zobou analyz je vyobrazena
na Obrézcich 22 a 23 spolu s oznacenymi spektralnimi ¢arami pouzitymi pro vykreslovani
prostorové rozliSenych 2D map. Maximalni spektra byla pouzita pro usnadnéni identifikace
analyzovanych prvku, jelikoz zobrazuji maxima jednotlivych spektralnich ¢ar z celého vzorku.
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Obréazek 22: Maximalni spektrum ziskané mérenim vzorku celisti PbO_7D metodou uLIBS s oznacenymi
spektralnimi carami hovciku a vapniku pouzZivanymi pro vykreslovani 2D map. Presné vinove délky
spektralnich car jsou uvedeny v Tabulce 6.

Na Obrazku 23B jsou znazornéna maximalni spektra vzorku Celisti ze vSech tfi skupin
expozic (kontrolni, ¢astecné a pln€ exponovana). U spektralni ¢ary Pb I 405,78 nm je jasné
patrny rozdil v intenzitach mezi jednotlivymi expozicemi. Pokles intenzit zakladni exponované
skupiny (0D_PbO, cerveng) proti déle exponované (7D_PbO c¢erné) dokazuje postupnou
bioakumulaci olova v tvrdé tkani. Ve vzorcich stehennich kosti se nepodafilo detekovat
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pritomnost olova v zadném ze vzorka. Tento fakt je mozné vysvétlit tim, Ze struktura kosti
se narozdil od zubni tkané v pribéhu dospivani obmeénuje. Tim pravdépodobné dochazi
k uvolnovani akumulovaného olova ze struktury kostni tkan¢. Dal§im moznym rozdilem muze
byt tvrdost kostni a zubni tkané. Kostni tkan se tvrdosti i strukturou nejvice podoba dentinu,
kde Pb také nebylo detekovano.
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Obrazek 23: Ukazka maximalnich spekter ziskanych z méreni metodou LIBS na spektrometrech
(A) AvaSpec a (B) Shamrock s vyznacenymi spektrdlnimi carami pouzivanymi pro vykreslovdni 2D map.
(B) Spektra vzorku kontrolni (K), cdstecné exponované (PbOC) a piné exponované (PbQO) skupiny.
Presné vinové délky vsech spektralnich c¢ar jsou uvedeny v Tabulce 6.
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Z vybranych spektralnich ¢ar byly nasledné vykresleny prostorové rozliSené mapy.
Ty zobrazuji intenzitu signalu v jednotlivych bodech méfeni, ¢imz poskytuji také
semikvantitativni informaci. Na Obrézku 24 jsou znazornény vysledné mapy vSech
analyzovanych prvkl pro vzorek celisti a stehenni kosti. V obou ptipadech se jednd o vzorky
plné exponované PbO po dobu sedmi tydni (7D_PbO). Mapy makrobiogennich prvka
(Ca a Mg) byly ziskany metodou puLIBS, mapy ostatnich prvku (Pb, Sr, P, C) metodou LIBS.
Mezi vysledky metody pLIBS a LIBS je jasné patrny rozdil — metoda pLIBS poskytuje nizsi
intenzity, ale vyssi rozliSeni (30 um), diky ¢emuz jsou mapy detailné;si a piesnéjsi. Kazda mapa
ma vlastni barevnou skalu kvili rozdilné intenzité spektralnich ¢ar jednotlivych prvki. Z tohoto
diuvodu nebylo mozné v8echny prvky naskalovat stejn¢. U vSech obrazka s 2D mapami je pro
vétsi prehlednost tedy uvedena pouze skala od 0 do 1, kde O je minimalni intenzita a 1 je
normovand maximalni intenzita kazdého prvku.

Z map distribuce vapniku a hot¢iku byly ziskany informace o prostorovém sloZzeni matrice
vzorku. Jelikoz se jedna o makrobiogenni prvky, jsou v tvrdych tkanich ptitomny v celé oblasti
vzorku, avsak v odliSnych koncentracich. Jejich rozdilné zastoupeni v matrici navic poukazuje
na riznou tvrdost tkan&. Vapnik je nejvice koncentrovany ve skloviné fezaku a stolicek, ktera
je nejtvrdsi ¢asti zubu. Smérem od skloviny do zbytku zubu koncentrace vapniku klesa
a snizuje se i tvrdost tkan€. RozloZeni hoté¢iku je vice rovnomérné v celé oblasti Celisti. Lehce
zvysené koncentrace byly detekovany v dentinu v blizkosti skloviny. V piipadé stehenni kosti
se zastoupeni vapniku i hot¢iku v rdmci celého vzorku nijak vyrazné nelisilo, coz lze vysvétlit
nizkou heterogenitou sloZeni kostni tkang.

Metoda LIBS byla primarné pouZita pro detekci olova. Dal§imi analyzovanymi prvky byly
Sr, P a C. Tyto prvky nebylo kvili vlastnostem spektralnich ¢ar mozné detekovat metodou
uLIBS. Stroncium a fosfor jsou biogenni prvky, které svym rozlozenim pfiblizné kopiruji
rozlozeni vapniku. Nejvice byly detekovany ve skloving fezaku a stolicek, tedy v nejtvrdsich
Castech zubu. Z dostupné literatury bylo zjisténo, ze se tyto prvky spolu s vapnikem podileji
na tvrdosti tkang, coz potvrzuji 1 ziskané vysledky.

Mapy stroncia a predevsim fosforu vSak vykazovaly neptesné hranice vzorku a epoxidu,
coz bylo zptisobeno vlivem matrice. Z tohoto divodu byl analyzovan uhlik jako standardizacni
prvek, jelikoZ je obsazen v celém vzorku i epoxidu. Spektralni ¢arou uhliku C | 247,86 nm byly
vydéleny spektralni ¢ary stroncia Sr I1 407,77 nm a fosforu P 253,56 nm. Touto standardizaci
byl potlacen vliv matrice, ¢imz doslo ke zptesnéni vysledki. Ziskané mapy podilt vykazovaly
uz presnou hranici vzorku bez interference se signalem epoxidu. Standardizované mapy jsou

znazornény na Obrazku 25.

Obdobnym zptsobem byly ziskany také mapy znazornujici tvrdost vzorkd. Tu je sice mozné
piiblizné odhadnout z map vapniku, avSak ptesnéjsi udaje lze ziskat z podila iontovych
a atomovych spektralnich ¢ar vapniku (Ca II/Ca I) a hot¢iku (Mg II/Mg I). Pro tyto ticely byla
pouzita metoda pLIBS, pfi které byly vSechny potifebné cary velmi dobie detekovatelné.
Z vyslednych map (Obrazek 25) l1ze jednoduSe pozorovat oblasti s nejvyssi intenzitou (a tedy

I tvrdosti), které naptiklad v ptipadé kosti nebyly na mapach jednotlivych prvka detekované.
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Obréazek 24: 2D mapy vSech analyzovanych prvkii ziskanych pomoci metod uLIBS a LIBS pro vzorek
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Obrazek 25: 2D mapy pomeérii spektralnich car urcujici tvrdost tkané (uLIBS — Ca ll/Cala Mg II/Mg 1)
a pomerii standardizovanych prvkii (LIBS — Sr II/C I a P I/C I). MéFitka odpovidaji 2 mm.




Jak jiz bylo zminéno, olovo bylo mozné detekovat pouze ve vzorcich Celisti, kde nebylo
rozlozeno homogenné. Z vyslednych map distribuci olova (Obrazek 26) je patrné,
ze Kk akumulaci olova dochazi pfedev§im v oblasti nejtvrdSich casti tkané (sklovina fezaku
a stolicek vcetné blizkého okoli). Obsah olova odpovidal délce expozice, s kratsi dobou
expozice bylo detekovano méné olova. Porovnanim vysledka 7tydenni plné (7D_PbO)
a ¢aste¢né (7D_PbOC) expozice lze pozorovat postupné uvoliiovani olova z hydroxyapatitové
matrice zubu. Oproti 6tydenni expozici (0D PbO) bylo u ¢aste¢né exponované skupiny
(7D_PbOC) detekovano vice olova v oblasti stolicek. Z toho Ize soudit, ze uvoliovani
akumulovaného kovu probih& nejvice z fezaku. U vzorka kontrolni skupiny olovo detekovano
nebylo, pokud ve vzorcich bylo néjaké obsazeno, jeho koncentrace byla pod limity detekce.

Celist

Obréazek 26:Mapy prostorové distribuce olova ve vzorcich celisti jednotlivych typii expozic (TD_PbO,
7D_PbOC a 0D_PbO) ziskané ze spektralni cary Pb I 405,78 nm. MéFitka predstavuji 2 mm.

Ze vsech vySe zminénych vysledkl byl sestaven souhrnny obrazek pro celisti (Obrazek 27)
a stehenni kosti (Obrazek 28) zahrnujici vSechny typy expozic. Pro lepsi piehlednost byly
vynechany mapy jednotlivych prvkl v pfipad€ stroncia, fosforu a uhliku, jelikoz relevantné;si
vysledky byly ziskany z map standardizovanych podilti. Skala kazdého prvku je u viech vzorkt
V ramci jednoho obrazku normovana na stejné ¢islo, ¢imz je mozné mapy vzorkli porovnavat.

Na Obrazku 27 jsou znazornény vSechny skupiny expozic pro Celisti. VSechny vzorky
vykazuji obdobné vysledky v ramci map distribuce jednotlivych prvka. U vSech vzorkl byl
porovnanim informaci z map distribuce olova a map tvrdosti potvrzen trend v akumulaci kovu
V nejtvrdsich ¢astech zubi — sklovina fezaku a stolicek.

V ptipadé vSech vzorkid kosti (Obrézek 28) tedy bylo mozné detekovat pouze biogenni
prvky. Mensim prostorovym rozliSenim pouzitym u metody uLIBS byly ziskany velmi detailni
mapy distribuci jednotlivych prvki. Z map lze rozeznat i trameckovou strukturu houbovité
kosti, coz u vysledkii metody LIBS bylo kvili hor§imu rozliSeni (100 um) nemozné. Mapy
podilt zobrazujicich tvrdost poskytly informaci o nejtvrdsi ¢asti kosti v oblasti kloubni hlavice.
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Obréazek 27: Mapy prostorové distribuce biogennich prvkii (Ca, Mg, Sr, P), kontaminantu (Pb) a pomérii
urcujicich tvrdost ziskanych metodami uLIBS a LIBS pro vSechny typy expozic Celisti. Meéritka
odpovidaji 2 mm.
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Jelikoz kadmium nebylo detekovano na referencnich vzorcich ani pii nejvyssi ptipravené
koncentraci (1000 ppm), nebylo mozné optimalizovat parametry méfeni pro jeho detekci. I pies
to byla provedena prostorové rozliSend analyza dvou vzorka celisti plné exponovanych
(7D_CdO) a jednoho kontrolniho vzorku (7D_KCd). Pouzitymi parametry méfeni byly
optimalni hodnoty pouzivané pro olovo, tedy energie 8,0 mJ a GD 1,50 ps. Diivodem je vyrazna
podobnost mezi charakteristikami spektralni ¢ary Pb 1405,78 nm a Cd 1 361,05 nm. Z vysledku
vSak nebylo mozné prokazat pritomnost kadmia ani v jednom vzorku exponované skupiny.
Dalsi vzorky byly proto uchovany pro pfipadnou dalsi analyzu s optimalizovanymi parametry
V navazujici praci.

5.3 Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyza byla provedena kalibracni metodou, jelikoz pro bezkalibraéni metodu
nebylo mozné ziskat potifebné parametry (teplota plazmatu, elektronova hustota) z divodu
nedostatku vhodnych spektralnich ¢ar. Na Obrazku 29 je znazornéna kalibra¢ni kiivka olova
sestavena z vysledkd méfeni HA standardi za optimalizovanych podminek metodou LIBS.
Kalibra¢ni zavislost byla sestavena ze vzorkl o koncentracich 0, 30, 67, 121, 252 a 683 ppm.
Pro kazdou koncentraci bylo naméteno celkem 400 spekter, ze kterych byly v programu
LIBS Analyzer vypocéteny praimérné hodnoty a smérodatné odchylky. Vzorek o koncentraci
211 ppm byl z divodu vyrazné vyssi intenzity z kalibra¢ni zavislosti vyfazen.
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Obrazek 29: Kalibracni kiivka pro olovo v HA standardech.
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Ze smérnice kalibra¢ni kiivky byly pomoci rovnice (1) (kapitola 2.2.3) vypoéteny limity
detekce a kvantifikace (LOD aLOQ). Pro porovnani byly parametry vypoclteny také
z rovnice (2). V obou piipadech byly pomoci zdkona Sifeni nejistot vypocteny odchylky
ziskanych hodnot LOD a LOQ. Zakon S$ifeni nejistot je popsan rovnici 3:

by = [(Zox) +(Zax) 4+ (Zax,) @)

axz

kde Ay zjistovana odchylka veli¢iny Y, Xin jsou veli¢iny pouzivané pii vypoctu a AX;, jSOu
jejich odchylky [86]. V ptipadé vypoctu odchylek LOD a LOQ ze smérnice kalibra¢ni kiivky
byla rovnice upravena na tvar 4:

Ay = \/(ksB) (—%Aa)z, 4)

kde Ay je vypocétena odchylka LOD nebo LOD, Kk je odpovidajici konstanta (pro LOD k = 3,
pro LOQ k = 10), sg je smérodatna odchylka pozadi referen¢niho vzorku (blanku), a je smérnice
kalibra¢ni pifimky a Aa je odchylka hodnoty smérnice. Pro vypocet LOD a LOQ ze vzorce byl
tvar rovnice upraven na rovnici 5:

Ay = \/(’;—:Ac)z + <(kc53) (— XLSZ) A)?S>2, (5)

kde Ay je vypocétena odchylka LOD nebo LOD, k je odpovidajici konstanta (pro LOD k = 3,
pro LOQ k=10), sg je smérodatnd odchylka pozadi blanku, cje koncentrace blanku,
Ac je odchylka koncentrace blanku. Xg primérnd hodnota intenzity signalu a AXg odchylka
prumérné hodnoty intenzity signalu. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 10.

Vypocet pomoci smérnice kalibra¢ni kiivky je Uzce zavisly na hodnoté Sumu v oblasti
sledované spektralni ¢ary, ¢imZz bylo mozné uréit skute¢né LOD a LOQ pii danych
experimentalnich podminkach. Vypocet z rovnice (2) popisuje jednotlivé limity za ideélnich
podminek, kde signal zkoumaného prvku neni ovliviiovan hodnotou Sumu. Vliv okolniho Sumu
na analyzovanou spektralni ¢aru olova byl vyrazny piedevsim u referen¢nich vzorki o nizs§ich
koncentracich (30, 67 a 121 ppm), kde byla spektralni ¢ara jen velmi malo odliSitelna. Tento
mirny narlst intenzity vSak vypocet ze smérnice nebyl schopen zaznamenat, coz vedlo
k vyssim hodnotam limitd. SniZzeni vlivu pozadi by mohlo vést k pfiblizeni hodnot LOD a LOQ
ziskanych ze smérnice k hodnotam z rovnice (2). Tento problém vsSak zahrnuje rozsahlejsi
zpracovani dat, které je nad rdmec této diplomové prace.

Tabulka 10: Limity detekce a kvantifikace pro olovo ziskané vypoctem ze smérnice kalibracni krivky (1)
a z rovnice (2).

Metoda vypoctu LOD (ppm) LOQ (ppm)
kalibracni kiivka (1) 209+ 18 690 = 60
rovnice (2) 49+ 10 160 + 30
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Pomoci rovnice linearni regrese kalibra¢ni kiivky byla také provedena predikce obsahu
olova ve vzorku HA standardu. Pro potvrzeni funk¢nosti modelu byl pouzit vzorek 0 zndmeé
koncentraci (188 ppm). Mé&feni probihalo metodou LIBS za stejnych podminek jako vzorky
kalibraéni série (energie 8,0 mJ, GD 1,50 ps, mapa 20%x20, krok 100 um). Predikci byla
koncentrace olova ve vzorku stanovena na 220 ppm, coz se nijak vyrazné nelisi od realné
koncentrace. Ziskana hodnota byla pro ukazku vykreslena do kalibra¢ni zavislosti.
(Obrazek 30). Podobné jako u vypoctu LOD a LOQ byla také pomoci zdkona Sifeni nejistot
(rovnice (3)) dopocitana odchylka predikované koncentrace na 160 ppm. Vysoka odchylka
je ovlivnéna fluktuaci intenzit spektralni ¢ary olova, coz muze byt dusledek nehomogenniho
rozlozeni olova na povrchu standardu.

Tento experiment byl proveden jako modelovy piipad predikce koncentrace olova
v nezndmém vzorku. Navazujici experimenty budou zaméfené na predikci koncentraci
kontaminantti i v redlnych vzorcich zubii a kosti. V téchto ptipadech v§ak bude pravdépodobné
nutné do vypoctu zahrnout i vliv matrice vzorku z divodu nehomogenity matrice realnych
vzork.
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Obréazek 30: Kalibracni zavislost zobrazujici predikovany neznamy vzorek HA standardu (Cervené).
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6 ZAVER

Cilem piedlozené diplomové prace bylo studium bioakumulace vybranych tézkych kovu
v tvrdych tkanich pomoci metody spektroskopie laserem buzeného plazmatu. Experimenty byly
provadény na modelovych vzorcich Celisti a stehennich kosti laboratornich mysi exponovanych
po rtznou dobu nanocasticim kontaminantu (olovo, kadmium). Odebrané vzorky Kosti
byly pfed méfenim uchyceny do epoxidové pryskyfice, podélné zbrouSeny a naleStény.
Pro referenci byly piipraveny hydroxyapatitové standardy o osmi koncentracich zvolenych
téZkych kovii. Analyza probihala na systému LIBS Discovery pomoci dvou metodik (uLIBS
a LIBS) s rozdilnym prostorovym rozlisenim (30 um a 100 pm).

Pfed méfenim modelovych vzorkl byla provedena optimalizace parametri méfeni obou
metodik na HA standardech. V ptipad¢ pLIBS bylo mozné detekovat pouze makrobiogenni
prvky (vapnik, hot¢ik), zbylé biogenni prvky (stroncium, fosfor) byly detekovatelné pouze
metodou LIBS. Detekce olova byla také mozna pouze metodou LIBS, kadmium nebylo
detekovatelné pti zadném zkouSeném nastaveni. Pro ovéteni byla provedena referen¢ni analyza
standardi pomoci XRF, ktera vsSak byla v pifipadé kadmia neprikazna, pravdépodobné
z davodu interference s jinym prvkem. Nasledné proto byla provedena analyza pomoci metody
ICP-OES, kterou byly ureny piesné koncentrace tézkych kovt ve vzorcich. Tyto koncentrace
byly poté pouzivany ve zbytku prace.

Prostorové rozlienou analyzou vzorka tvrdych tkani s krokem 30 um byly ziskany mapy
distribuce makrobiogennich prvki (vapnik, hoté¢ik). Podilem intenzit iontovych a atomovych
Car téchto prvkl bylo také mozné sestavit mapy, které reflektovaly zménu tvrdosti matrice
vzorkil. Informace o tvrdosti tkané byly nasledné pouzity pfi analyze akumulovanych tézkych
kovli. Ostatni biogenni prvky a kontaminanty bylo nutné opét analyzovat s prostorovym
rozlisenim 100 pm. I ptes vyssi citlivost bylo opét detekovatelné pouze olovo. Bioakumulace
olova byla prokézana zejména v nejtvrdsich oblastech zubu (sklovina fezaku a stolic¢ek).
Porovnanim vysledki pIné€ a ¢astecné exponované skupiny byl dokazan postupny ubytek olova
opotiebovanim zubu.

Na zavér prace byla vyzkouSena moznost Kvantitativni analyzy olova v tvrdych tkanich.
Z méteni HA standardt byla sestavena kalibracni zavislost, ze které byly dopocitany limity
detekce a kvantifikace. Za danych experimentalnich podminek byl limit detekce stanoven
na 209 £ 18 ppm a limit kvantifikace na 690 £ 60 ppm. Dale byla vyzkouSena predikce
koncentrace vzorku o zndmé koncentraci 188 ppm. Predikovana hodnota 220 ppm vsak byla
zatizena vysokou odchylkou (160 ppm), ktera byla zpusobena fluktuaci intenzity signélu
spektralni ¢ary v pritbéhu méteni.

Navazujici prace bude zaméfena zejména na optimalizaci analyzy pro kadmium a detekci
tézkych kovu v kostech. V pfipadé olova bude snaha prokazat dekalcifikaci tvrdé tkané
v zavislosti na akumulovaném kovu. V ramci kvantitativni analyzy bude vyzkum sméfovan
k dalsi optimalizaci experimentalnich podminek a zpracovani dat pro dosazeni lepSich
detek¢nich limitt a nasledné k predikci obsahu kontaminantu v realnych vzorcich.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouzitych zkratek

AAS
AES
BEC
CCD
CdO NPs
CF-LIBS
CzT

DP LIBS
EDXRF
GD

GW

HA
IARC
ICCD
ICP
ICP-MS
ICP-OES
ICR

IR
LA-ICP-MS
LIBS
LOD

LOQ

atomova absorpéni spektroskopie

Augerova elektronova spektroskopie

koncentrace odpovidajici signalu pozadi

charge-coupled device

nanocastice oxidu kademnatého

bezkalibra¢ni LIBS

Czerny-Turner

dvojpulzni LIBS

XRF s energetickou disperzi

doba zpozdéni

integracni doba

hydroxyapatit

Mezinérodni agentura pro vyzkum rakoviny

intensified CCD

indukéné vazané plazma

hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
opticka emisni spektroskopie s induk¢éné vazanym plazmatem
Institute of Cancer Research

infraCervené zareni

hmotnostni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem a laserovou ablaci
spektroskopie laserem buzeného plazmatu

limit detekce

limit kvantifikace
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Nd:YAG

NPs

PbO NPs

PD

PDA

PIXE

PMT

RSD

RTG

SBR

SIMS

SNR

US EPA

UV-VIS

WDXRF

XRF

yttrium aluminium granat dopovany ionty neodymu
nanocastice

nanocastice oxidu olovnatého

fotodioda

fotodiodové pole

z angl. Particle-Induced X-ray Emission
fotonasobic

relativni smérodatné odchylka pozadi
rentgenoveé zareni

pom¢ér signal/pozadi

hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontt
pomér signal/Sum

Agentura pro ochranu Zivotniho prosttedi USA
ultrafialové a viditelné zateni

XRF s disperzi vinové délky

rentgenova fluorescence
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8.2 Seznam pouzitych symbolu

b smérnice kalibra¢ni kiivky

CL detek¢éni limit

k konstanta

Sg smérodatna odchylka pozadi nebo blanku
Xg praumérnd hodnota intenzity pozadi

Xs prumérnd hodnota intenzity signalu

X1-n veli€iny pouzivané pii vypoctu

AX1 - n odchylky veli¢in pouzivanych pii vypoctu
Ay zjisStovana odchylka veliciny y
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