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ABSTRAKT

Piedlozena diplomova prace se zabyva studiem prvkového sloZeni tvrdych tkani — lidskych
zubll a mysich celisti metodou spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS). Vzorky
lidskych zubli obsahovaly onemocnéni zvané ankyléza a byl zde sledovan rozdil v prvkovém
slozeni mezi zdravou a nemocnou tkani s cilem lokalizace ankylézy v zubu. Pti vyhodnoceni
map prostorové distribuce fosforu a vapniku bylo zjisténo, Zze v oblasti ankylozy dochazi
k poklesu koncentrace téchto dvou prvki. Dale byly analyzovany mysi ¢elisti S obsahem olova.
Pfi posouzeni prostorové distribuce ukladani olova v tkani, bylo zji§téno, ze olovo ma tendenci
se v mysich zubech uklddat ve skloviné¢ na Spicce fezdku ave stolickdch. Zavérem této
diplomov¢ préace bylo, Zze metoda LIBS dosahuje pti detekci prvkového slozeni tvrdych tkani
dobrych vysledkl; umoznuje rozlisit rizné casti zubu z hlediska prvkového slozeni i tvrdosti
tkan¢ a také je pomoci této metody mozné detekovat zmény ve slozeni vlivem onemocnéni
¢i bioakumulace téZzkych kov.

ABSTRACT

The presented diploma thesis deals with the elemental composition of hard tissues — human and
murine jaws studied by laser-induced plasma spectroscopy (LIBS). Samples of human teeth
contained a disease called ankylosis and the difference in elemental composition of healthy and
diseased tissue was observed to localize ankylosis in the tooth. When evaluating the map of the
spatial distribution of phosphorus and calcium, a decrease in the concentration of these elements
in the ankylosis infected area was observed. Furthermore, murine jaws containing lead were
analyzed. When assessing the spatial distribution of lead in tissue, it was found that lead was
incorporated in murine teeth in the enamel at the tip of the incisor and molars. In conclusion,
LIBS method achieved good results considering the detection of the elemental distribution of
hard tissues. It enables to differentiate parts of the tooth in terms of elemental composition and
tissue hardness and also to detect changes in the matrix caused by a disease or bioaccumulation
of heavy metals.
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KEYWORDS

ankylosis, bioaccumulation of heavy metals, mapping of elemental distribution, lead, laser-
induced breakdown spectroscopy, teeth



SINDELAROVA, Anna. Analyza zubii a kosti metodou spektroskopie laserem buzeného
plazmatu. Brno, 2021. Dostupné také z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-
prace/detail/133032. Diplomova prace. Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta chemicka,
Ustav fyzikalni a spotfebni chemie. Vedouci prace Pavlina Modlitbova.

PROHLASENI:
Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty

chemické VUT v Brné€ a miZe byt vyuzita ke komer¢nim uceliim jen se souhlasem vedouciho
diplomové prace a dékana FCH VUT.

Anna Sindelarova

Podékovani:

Na tomto miste bych rada podékovala vedouci své diplomové prace, Ing. Pavliné Modlitbové,
Ph.D., za jeji odborné vedeni, cenné rady a cas, ktery mi vénovala pri konzultacich a opravach.
Takeé bych chtela podekovat doc. Ing. Pavlu Porizkovi, Ph.D. za jeho pomoc s vyhodnocenim dat,
Ing. Davidu Prochazkovi, Ph.D. za jeho pomoc s mérenim a doc. RNDr. Marcele Buchtové, Ph.D.
a jejimu tymu z AVCR za pripravu a konzultaci vzorkii. V neposledni ¥adé bych chtéla podékovat
I své rodiné, priteli a kamaradiim za podporu, kterou mi béhem studia poskytovali.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/133032
https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/133032
https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/133032

OBSAH

o N O

UVOD bbb bbbt bRt R et bbbt 6
TEORETICKA CAST ....cooooouiiiiiiieiiieiieseesseisssssssess s 7
2.1 Optickd emiSni SPEKITOMEIIIC . .cevviiiiiiiiiiiiie ittt aiee e 7
2.2 PIINCIP TASEIU ...t bbbt 7
2.3 Spektroskopie laserem buzeného plazmatu............ccoocviiiiiiiiiciic 9
2.4 Mapovani prvkového rozlozeni v biologickych tkanich metodou LIBS...................... 21
2.5 Mapovani prvkového rozlozeni v biologickych tkénich dal$imi technikami............... 22
2.8 ZUDY ..ottt bbbt 23
2.7 Prostorove rozliSend analyza Zubll ...........ccoovieiiiiiii i 28
PREHLED SOUCASNEHO STAVU RESENE PROBLEMATIKY .......c.cocconnirinnens 29
3.1 Analyza zubnich tkani metodou LIBS .........cccooiiiiiiiiieee e 29
3.2 Prostorova analyza lidskych zubt metodou LIBS..........cccooiiiiiiiiiiii, 30
3.3 Prostorova analyza zvitecich tvrdych tkani metodou LIBS ...........ccooviiiiiiiiiiiicnn, 32
3.4 Kvantitativni analyza zubt a kosti metodou LIBS...........cccocoiiiiiiiiiini e 34
3.5 Shrnuti poznatkll Z lEErAtUNY .....cc.ooviiiiiiisiee e 35
EXPERIMENTALNI CAST ....covtviiiiiiiinieieisss s 36
4.1 PouZité MAETIALY ....ooiiiiiiiiiie e 36
4.2 Pouzité pristroje @ SOTIWEAIE .........cccoiiiiiiiiicc e 36
4.3 PracOVIL POSLUP ...ovveuiiiiieiiieii ittt nb e b e nn e nnees 36
4.4 LIBS EXPEIMENTY ..oueiiiiiiiiteite sttt ettt sttt bbbttt n e 38
4.5 ZPracOVANT dat.......ccccuiiiiiiiiiiie i 42
VYSLEDKY A DISKUSE.......ooctiiiiiiriinierieeisesssssssssssssesssssesssssssssssessssessssessens 44
5.1 Optimalizace atmoSEry METENI.......eovoviiiiiiiiciiee e 44
5.2 Lidské zuby s ankylOZou .........coccuiiiiiiiiiiiiiici s 45
5.3 IMIYST CELISEE 1.vvvverteieite ittt bbbttt bbbttt 56
ZAVER ...ccooooiitiitii et 61
SEZNAM POUZITYCH ZDROJU ......oovviiiriirinirinssinenesssisssssssssssssesssssessssnns 62
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU.........c.ccoocoviiiirinrieieeseseseeninnns 73
8.1 Seznam pouZityCh ZKIateK .........cccoiiiiiiiiiiiiiieie e 73
8.2 Seznam pouZitych SYMbOIT.......ccoiiiiiiiiiiiiic s 74
PRILOHY .....cooooiiimiimiiieeset st 75



1 UVOD

Tvrdé tkané, kosti a zuby, jsou biotické matrice tvofené piredevsim hydroxyapatitem. Studium
jejich prvkového sloZzeni umoziuje identifikaci chorobnych stavi, jako jsou zubni kazy a dalsi
patologickd onemocnéni zubni matrice, z lokélni zmény prvkového zastoupeni v porovnani se
zdravou tkani. Tvrdé tkan¢ také poskytuji cenné informace v archeologii a antropologii, ze
kterych lze vyvodit zplisob Zivota studovanych jedinctl, z nichz vzorky pochézi. Na zaklad¢
analyzy kontaminace tézkymi kovy je mozna i klasifikace jedinct z hlediska véku, zdravi
a mista ptivodu. Je proto dilezité znat prvkové prostorové rozlozeni téchto tkani. To umoziluje
nekolik analytickych metod, jednou z nichz je spektroskopie laserem buzeného plazmatu.

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS, z anglického Laser-Induced Breakdown
Spectroscopy) je perspektivni analyticka metoda, ktera poskytuje informaci o prvkovém slozeni
vzorku jakéhokoli skupenstvi. Funguje na principu detekce emisniho zafeni z plazmatu, které
se vytvoii po dopadu laserového pulzu na povrch vzorku. Je to rychld, jednoducha a citliva
technika, kterou lze sestavit mapy prostorové distribuce prvki v analyzovaném vzorku.
V nékolika studiich zaméfenych na tvrdé tkan¢ tato metoda jiz pouzita byla, avSak ve srovnani
s mapovanim mékkych biologickych vzorkt (napt. ledvin) je zde velky prostor pro dalsi
vyzkum a posouvani limitd méfeni prostorové distribuce prvkd, jak z hlediska dosazeného
prostorového rozliseni, tak i vyhodnocovani ziskanych vysledka a vizualizace map.

Cilem této prace je tedy seznamit se hloubéji S teoretickymi a praktickymi aspekty metody
LIBS adale uskute¢nit sérii LIBS experimentd vedouci k dosazeni 2D map prostorové
distribuce vybranych prvku v kostech a zubech. Studovany budou dvé skupiny vzorka tvrdych
tkani — obsahujici onemocnéni a obsahujici kontaminanty. Pouziti metody LIBS v mapovani
téchto vzorki bude posouzeno na zékladé dosazeného prostorového rozliSeni a schopnosti
detekovat zmény ve sloZeni tkané.

Tato diplomova prace je rozdélena na pét Casti. V prvni ¢asti jsou uvedeny teoreticke zaklady
vysvétlujici princip optickych emisnich spektroskopickych metod, mezi néz patii i metoda
LIBS. Jednim ze zdroju excitace u téchto metod je laser, ktery je v LIBS stézejni ¢asti, zde je
tedy dale vysvétlen jeho princip. Poté je popsano, jak funguje spektroskopie laserem buzeného
plazmatu, instrumentace a mapovani touto metodou. Také zde uvadim teoretické zaklady
stavby lidskych a mySich tvrdych tkani. Ve druhé ¢asti je shrnuta soucasna literatura tykajici se
mapovani a detekce prvkového prostorové rozloZzeni metodou LIBS v tvrdych tkanich. V dalsi
¢asti je popsano, jaké vzorky byly studovany, zplsob jejich pfipravy a postup meéteni.
V ptedposledni ¢asti jsou uvedeny a diskutovany vysledky, v zavéru je poté shrnuto, ceho bylo
dosazeno v této diplomové praci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Opticka emisni spektrometrie

Opticka emisni spektrometrie (OES, z anglického Optical Emission Spectrometry) jinak téz
atomova emisni spektrometrie (AES, z anglického Atomic Emission Spectrometry) je jednou ze
zakladnich metod kvalitativni a kvantitativni analyzy prvkového slozeni pevnych, kapalnych
i plynnych vzork. Tato analyticka technika se pouziva k detekci hladin riznych chemickych
latek a stopovych prvki (napt. v monitoringu zivotniho prostredi), v metalurgii ma vyznamné
vyuziti pfi fizeni vyroby surovin a kontrolovani hotovych vyrobka [1].

Metoda OES je zaloZena na principu detekce elektromagnetického zafeni emitovaného pii
deexcitaci atomt latky. Zaznamena se spektrum, které ma carovy charakter a je charakteristické
pro kazdy prvek. V praxi je nutné vzorek nejprve rozpustit/roztavit, odpatit a atomizovat, aby
mohlo dojit k oddéleni a excitaci atomil. Kapalné vzorky se rozprasuji a pomoci proudiciho
plynu se pfenaseji do zdroje excitace, kde se rozd¢€li na jednotlivé atomy. Pevné vzorky mohou
byt ablatovany nebo také piimo odpafovany a excitovany jiskrou mezi elektrodami ¢i
laserovym pulzem. K samotné excitaci muze slouzit plamen, plazma, laser, elektricky oblouk
¢i jiny zdroj vysoké energie. Tyto vysokoteplotni budici zdroje poskytuji dostatecnou energii
k vybuzeni elektronti do vyssSich energetickych hladin. Podle pouzitych budicich zdroju se
rozliSuji jednotlivé typy optické emisni spektroskopie, napiiklad plamenovéa fotometrie,
plazmova spektrometrie a dalsi [2].

Pti nésledné deexcitaci dochéazi k pfechodu z vyssiho kvantového stavu do niz$iho
vyzafovanim elektromagnetického zafeni 0 charakteristické vinové délce. Z tohoto zafeni je
poté mozné uréit, 0 jaky prvek se jedna, na zakladé hodnoty vinové délky dané emisni Cary.
Tomu, Vv jaké mife je dany prvek ve vzorku zastoupeny, pak nasledné odpovida intenzita této
spektralni ¢ary. Vysledné spektrum je carové, pficemz pocet Car pro dany prvek se zvySuje
s poctem elektronti obsazenych v jeho valen¢nich hladinach. Pfi analyze metodou optické
emisni spektrometrie se vyuziva rozsah vinovych délek 110-900 nm [3].

2.2 Princip laseru

Laser (akronym z anglického Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) je
kvantovy generator svétla, které generuje pomoci optického zesileni zalozeného na stimulované
emisi elektromagnetického zéateni. V roce 1916 jeho existenci pifedpovédél Albert Einstein,
kdyz teoreticky popsal jev stimulované emise. O 38 let pozdé&ji (1954) byl sestaven prvni
predchiidce laseru — maser (akronym z anglického Microwave Amplification by Stimulated
Emission of Radiation) tymem védcti Townese, Basova a Prochorova, ktefi za svou praci
0 deset let pozdéji dostali Nobelovu cenu. Americky fyzik Theodore H. Maiman poté v roce
1960 vynalezl prvni funk¢ni laser. Od té doby se technologie laserti velmi posunula a zacala
vyuzivat v naSem kazdodennim zivoté [4].

Laser pracuje podobné jako maser, ale na rozdil od mikrovinného generuje
elektromagnetické zateni. Jeho princip je zaloZeny na excitaci aktivniho prostfedi, latky
obsahujici oddélené kvantové energetické hladiny elektrontl, zdrojem energie. Tim miZe byt
elektricky vyboj, exotermni chemicka reakce ¢i vysokoenergetické zareni. Elektrony poté
absorbuji energii ze zdroje a excituji Se na horni energetickou hladinu. To je pro né€ energeticky
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nevyhodné, a proto se nasledné vraci na pracovni hladinu a spontanné emituji fotony. Pokud
kolem excitované¢ho atomu projde foton o urcité frekvenci, ktera odpovida rozdilu energii mezi
excitovanym a zakladnim stavem atomu, pak atom deexcituje do zakladniho stavu za
soucasného vyzatreni druhého fotonu. Vysledkem jsou tedy 2 fotony o stejné frekvenci, ¢imz se
dopadajici zateni zesili. Takto dojde k lavinovému efektu a vznikajici fotony se vzdy pohybuji
stejnym smérem. Pro stabilni fungovani laseru je klicovym jevem inverze populace. K té
dochazi, pokud se systém nachdzi ve stavu, pii kterém je vice ¢astic ve vysSich excitovanych
stavech nez polovina ¢astic ve stavu zakladnim [4]. K tomu je zapotiebi kontinualni zdroj
energie, pokud je pfisun energie pieruSovany, vysledkem je laserovy pulz [5].

V komote se nachazi opticky rezonator, coz je soustava dvou rovnobéznych zrcadel kolmych
na osu laseru, které mezi sebou odrazi zateni prichodem pies aktivni latku a navySuji tak jeho
intenzitu. Jedno ze zrcadel je polopropustné a druhé nepropustné. Pii dosazeni dostate¢né
intenzity mize zateni pies polopropustné zrcadlo prochazet ven z komory (Obrazek 1). Vznikly
laserovy paprsek je monochromaticky, vysoce koherentni a je schopen se S$ifit na velké
vzdalenosti bez velkych odchylek.
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Obrazek 1. Proces generace laserového zdreni. Prevzato a upraveno z Williams a kol. [5].
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Laserova zafizeni se v soucasnosti pouzivaji v Sirokém spektru aplikaci od operaci
Vv mediciné, zbrani ve vojenstvi, obrabéni a svaifovani v primyslu po tiskarny a laserové
skenery ve spotiebni elektronice. Ve vyzkumu se lasery uplatiiuji v mnoha analytickych
metodach jako zdroj vysoké energie, mezi ty nejznaméjsi patii laserova interferometrie,
fluorescencni mikroskopie, hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS, z anglického Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time Of Flight Mass Spectrometry) alaserova ablace s hmotnostni
spektrometrii s indukéné¢ vazanym plazmatem (LA-ICP-MS, z anglického Laser Ablation
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) ataké spektroskopie laserem buzeného
plazmatu.

2.3 Spektroskopie laserem buzeného plazmatu

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu, v minulosti také oznaCovana zkratkou LIPS
(z anglického Laser-Induced Plasma Spectroscopy), je opticka emisni analyticka metoda. Na
rozdil od konvenc¢nich spektroskopickych metod neni vzorek dopravovan do zdroje plazmatu,
ale naopak se plazma, diky pfesn¢ zamétenym laserovym pulziim, tvoii ptimo na jeho povrchu
[6]. Ke vzniku metody LIBS doslo v 60. letech a to kratce po tom, co byl podrobné popsan laser
[7]. Vyznamny vyvoj u ni vSak nastal az na zac¢atku 80. let 20. stoleti, a to zejména diky tomu,
7e se zaCaly vyrabét moderni lasery Nd:YAG s vys§i vykonnosti a detektory s nabojovou
vazbou (CCD, z anglického Charged Coupled Device) [8]. Neustaly védecky pokrok jak
Vv laserové technologii, tak i v pochopeni procesi, ke kterym dochazi v plazmatu, umoziuje
pouziti LIBS jako spolehlivé, rychlé a citlivé metody V rozsitfujici se Skéale analytickych aplikaci
[9]. Jedna se o kvalitativni i kvantitativni metodu, avSak kvuli obtizné pfipraveé seti kalibra¢nich
vzorkl a riznym nezadoucim jevim, ke kterym v plazmatu dochazi, se metoda LIBS pouziva
nejcastéji pouze pro semikvantitativni stanoveni prvkového slozeni vzorku.

2.3.1 Princip metody
Metoda LIBS je zaloZena na principu laserové ablace a tvorby plazmatu. Vysokoenergetické
laserové pulzy jsou pomoci zaméfovaci optiky namifeny na povrch vzorku, ¢imz se malé
mnozstvi vzorku odpafi a vznikne krater obvykle s primérem v jednotkdch az stovkach
mikrond. Tento jev se souhrnné oznacuje jako laserova ablace [7]. Ablatovana hmota stlacuje
okolni atmosféru a vede K tvorbé razové viny (odtud breakdown v nazvu metody). Béhem
tohoto procesu dojde k prudkému ohifevu vzorku, coz ma za nasledek tani a intenzivni
odpafovani materialu. Chemické vazby se rusi a vzorek je atomizovan a ionizovan. Castice
absorbuji energii a tvoii se plazma, které se poté rozpina nad povrchem vzorku jako oblak ¢astic
obsahujici elektrony, ionty aneutrdlni castice. Elektronovd hustota plazmatu piiblizné
odpovida 101"-10% cm~3, teplota je 10%-10* K a jeho velikost dosahuje aZ nékolika milimetrd,
tyto vlastnosti vSak zavisi predevsim na tlaku a energii laserového pulzu [8].

Atomy a ionty excitované na vyssi energetické hladiny jsou v energeticky nevyhodném stavu
a po kratké dobé maji tendenci se vracet do zakladniho stavu. Pfitom dochazi k emitovani
zateni, které predstavuje specifickou elementarni odezvu [7]. Stejné jako u jinych optickych
emisnich metod se toto zafeni detekuje externimi optickymi systémy a dale analyzuje pomoci
spektrometru s intenzifikovanym CCD ¢ipem (ICCD, z anglického Intensified Charged
Coupled Device). Vystupem je spektrum s charakteristickymi vinovymi délkami, které
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odpovidaji prvkovém slozeni studované¢ho vzorku. Kazdy prvek pfitomny v matrici ma
odpovidajici emisni ¢ary a jejich intenzity souviseji s mnozstvim daného prvku ve vzorku.

2.3.2 Instrumentace

Vysokoenergeticky laserovy paprsek je zaostten pies zaostfovaci optiku na vzorek. Zaostfovaci
optika mize byt jednoduchd, ve formé Cocky, nebo komplexnéjsi, napt. objektivy schopné
homogenizovat laserovy paprsek nebo optické vlakna, ktera se pouzivaji predevsim pii dalkové
analyze. Vyzatované svétlo je detekovano a pfes sbérnou cocku sméfovano do optického
vldkna. Tim je poté vedeno do spektrometru s monochromatorem a z toho dale do detektoru.
V detektoru je zafeni zpracovano na signal a Vv podobé spekter, kde je kazdé vinové délce
piifazena urcita intenzita zafeni, se informace uklada (Obrazek 2).

. oblak plazmatu

L =

Obrazek 2. Schéma typické mérici aparatury LIBS. Prevzato a upraveno z Novotny a kol. [8].

Laser

Pouziti laseru v metodé LIBS zajisti vysokou plosnou hustotu vykonu, nazyvanou irradiance,
V podobé proudu fotonli na malou plochu, ¢imz miiZze dojit k pozadovanému odpateni,
atomizaci a excitaci materialu. Pfi kombinaci laseru s pulznim generatorem lze vysilat misto
kontinualniho koherentniho laserového paprsku ¢asove ohrani¢ené laserové pulzy. Generator
pulzit (Q-switch) dopliuje laserovou komoru o dal§i prvek, ktery nejprve nedovoluje
laserovému zateni vliibec projit. Tim se v rezonatoru postupné zvySuje inverze a vV pozadovanou
chvili je prichod otevien. Dojde k vyzafeni vysokoenergetického pulzu a pruchod je opét
uzavien. Laserové pulzy maji vétSinou dobu trvani v fadu ns az ps, z toho nanosekundové lasery
jsou v LIBS analyze nejvice pouzivané.
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V posledni dob¢ se ¢im dal castéji pouzivaji i femtosekundové lasery, které umoziuji
eliminovat pienos tepla napfi¢ vzorkem a predejit stinéni laserového paprsku oblakem
plazmatu. Ke stinéni u femtosekundovych laserti nedochazi, protoze je laserovy paprsek velmi
rychly a k tvorb¢é samotného plazmatu dochazi az po pieruseni laserového pulzu. Diky tomu lze
vyznamn¢ zlepsit reprodukovatelnost analyzy [9].

Ve spektroskopii laserem buzeného plazmatu se nejcastéji pouzivaji lasery v pevné fazi, napt.
Nd:YAG ¢i rubinovy laser, a plynové lasery, jako COz a excimerovy. Vhodnost jejich pouZiti
se posuzuje podle pozadované aplikace z hlediska vinové délky, délky laserovych pulza
a provozni charakteristiky [6]. Napiiklad u pevnych a kompaktnich vzorku, jako keramika,
nerosty a kovy, je vhodné pouzit laser s vinovou délkou v ultrafialové (UV, z anglického
Ultraviolet) oblasti. Naopak u vzorkli s vysokym obsahem vody by pii pouziti UV
a infracerveného (IR, z anglického Infrared) laseru mohlo dochazet k samoabsorpci, a proto
bude lepsi pouzit laserovy paprsek z viditelné oblasti [10].

V praxi je béZn¢€ pouzivany laser na bazi polovodic¢e Nd:YAG. Jeho zékladni vinova délka je
1 064 nm, ale pouziva se také pfi 532 a 266 nm za soucasného pouziti generatoru harmonické
frekvence, trvani jeho pulzi se bézné pohybuje mezi 5 az 10 ns [6]. Dale se z laseri v pevné
fazi vyuziva rubinovy laser se zakladni vlnovou délkou 693 nm a délkou pulzu 20 ns.

Z plynovych lasert jsou to ¢asto CO2 0 zakladni vinové délce 22,6 pm a délce trvani pulzu
100 ns, ty maji vysokou ucinnost a jsou vhodné pro primyslové aplikace [6]. Dusikovy laser
0 vlnové délce 337 nm je kompaktni a disponuje kratkymi pulzy o délce trvani 30 ps az 10 ns
[6]. Tyto lasery umi vyprodukovat vysokou energii za kratké Casové obdobi (n€kolik
nanosekund). Kviili nizké UV odrazivosti u vétSiny kovi se v posledni dobé rozsitilo pouzivani
excimeru o vinové délce 193 nm a délce pulzu 10-20 ns. Ten totiz umoziuje vysoké optické
rozliSeni pii relativné kratké vinové délce [6].

Spektrometr

Spektrometry umoziuji rozklad svétla podle vinové délky na disperznim prvku, kterym mize
byt opticky hranol ¢i difrakéni miizka. Zafeni prochdzi pfes ¢o¢ku zvanou kolimator, kde se
uspoifada do rovnobézného svazku, do monochromatoru. Tam se rozdéli na jednotlivé vinové
délky a dale putuje na druhou Cocku, kterd svazek zamifi na vystupni Stérbinu. Zde mize byt
ptidan filtr, ktery propusti pouze nékteré vinové délky [11]. Na spektrometry jsou kladeny
vysoké naroky z hlediska propustnosti, rozliSeni a spektralniho rozsahu, na kterém jsou
schopny pracovat. Nejéastéjsi typy spektrometri pouzivanych u metody LIBS jsou Echelle
a Czerny-Turner (Cz-T) v kombinaci s ICCD detektorem.

Echelle vétsinou detekuje cela spektra od 200 do 900 nm s relativné dobrym rozlienim, a je
proto vhodny na detekci nékolika prvka zaroven [8, 12]. Vstupni Stérbina ve spektrometru
Echelle je obvykle 50 um, coz snizuje mnozstvi svétla, které uc¢inn¢ dosahne difrakéni miizky,
a tak omezuje jeho citlivost. Kromé toho musi spektrometry Echelle Cist cely obraz zafizeni
S vazbou na naboj (CCD), aby ziskaly spektrum, coz mé za nasledek zvySeni doby odectu
a snizuje rychlost snimani a provozni rychlost pouze na nékolik Hz.

Spektrometr Cz-T snima omezené spektralni okno, pri¢emz dosahuje vyssi citlivosti
arozliSeni. Rozsah u spektrometru typu Czerny-Turner zavisi na hustoté¢ pouzité¢ difrakcni
miizky [8], napiiklad pokud je hustota $térbin 1 200 na milimetr, pak je velikost spektralniho
okna zhruba 25 nm.
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Rozmezi vinovych délek od 200 nm do 900 nm obsahuje atomové emisni Cary vétSiny
chemickych prvku z periodické tabulky a jsou zde pozorovany nejintenzivnéjsi prechody [11].
Toto rozmezi zahrnuje blizkou ultrafialovou, viditelnou (VIS, z anglického Visible) i blizkou
infradervenou oblast zafeni. Blizka ultrafialovd oblast m4 rozsah 185-400 nm, zde se
Vv biologickych aplikacich nejcastéji sleduji: hot¢ik (Mg 1l 279,55; Mg | 285,21 nm) a vapnik
(Ca Il 317,96; 373,69; 393,37 nm). V oblasti VIS (400 az 700 nm) se detekuje vétSina
spektralnich car, ptiklady Casto detekovanych pikt z biologickych aplikaci jsou véapnik (Ca I
422,67 nm) sodik (Na I 589,00; 589,59 nm). Blizka infraervena oblast (700-900 nm) se
v metod¢ LIBS pouziva naptiklad pro analyzu drasliku (K | 766,49; 769,89 nm).

Detektor

Jako detektory se pouzivaji fotondsobice (PMT, z anglického Photomultiplier Tube) ¢i
fotodiodové pole (PDA, z anglického Photodiode Array). Fotonasobi¢ je umistén za vystupni
Stérbinou disperzniho prvku a imérné s intenzitou dopadajiciho zatfeni produkuje proud. Pro
spravné fungovani je vSak tfeba pouzit komplikovanou instrumentaci. Pro analyzu vice prvka
soucasné jsou vhodné PDA, které jsou v metodé LIBS ¢asto vyuZivané. V poslednich letech
vSak ziskavaji vEtsi popularitu i zobrazovaci CCD kamery, které poskytuji rychlé a presné
méteni, dokonce trikrat citlivéjsi nez PDA. Lze je Casové omezit tak, aby izolovaly ¢asové
intervaly béhem vyvoje plazmatu, coz se da vyuzit v riznych aplikacich [12].

2.3.3 Proces laserové ablace

Po odpateni vzorku se hmota vlivem vysoké energie atomizuje. Elektrony trojnymi srazkami
nabyvaji dalsi energie a spolené s dalSimi nabitymi ¢asticemi jsou urychlovéany elektrickym
polem iontl, coz se projevuje emisi brzdného zafeni [13]. ZvySovanim energie a termalizaci
elektrontt je umoznéna dal$i ionizace az postupné dochazi k lavinové ionizaci a plazma
expanduje do okoli (Obrazek 3). Tento d¢j spolecné s multifotonovymi procesy vede
k optickému prirazu atmosféry doplnéné razovou vlnou azvukovym efektem v podobé
slysitelného prasknuti [13].

+ 1,0 pus ) + + 3,0 us
20 mJ

n

Obrazek 3. Porovnani ¢asového vyvoje rustu plazmatu pro energii 20 a 40 mJ na oceli. Prevzato
z Buday a kol. [14].




ZvySovanim hustoty nabitych ¢astic dojde k vytvoreni a postupnému rozpinani oblaku
plazmatu a stinéni laserového paprsku. Ten poté nedosdhne az na vzorek a Kk ablaci dochazi
zprostiedkované pies plazma. Oblak plazmatu, ktery rychle expanduje s dostatecnym
mnozstvim elektronli, mize absorbovat vyznamnou cast laserového pulzu pies inverzni
brzdnou absorpci (inverse Bremsstahlung) [15].

2.3.4 Plazma

Vlastnosti plazmatu

Plazma se cCasto oznacCuje jako 4. skupenstvi hmoty a skldda se jak z volnych nosicu
elektrického naboje: elektront, kladnych a zapornych ionti, tak i z neutralnich molekul [16].
Je definované jako kvazineutralni ionizovany plyn, jehoZ cCastice vykazuji kolektivni chovani.
Kvazineutralni znamena, Ze v celém objemu plazmatu je pocet zaporné a kladné€ nabitych ¢astic
stejny (jejich naboj se vyrusi a vysledek je neutralni), zatimco v bezprostiedni blizkosti ¢astic
to tak neni. Na jakou vzdalenost to plati, ur¢uje Debeyova délka Ap. Plazma je vodivé. Projev
jeho kolektivniho chovani je, Ze jako celek reaguje na globalni elektrické a magnetické pole
a také je umi generovat [16].

Doba Zivota plazmatu

Plazma miize byt generované po dosazeni prahové hodnoty rozpadu, ktera je kvalitativné
definovana jako minimalni ozateni potiebné k vytvoreni viditelného plazmatu [9]. Plazma tvoii
ionty, molekuly, neutrdlni Castice a elektrony. Kdyz se laserovy pulz pierusi, plazma se
postupné ochlazuje. Zafenim Se ionizované ¢astice rekombinuji za vzniku neutrdlnich atomu
a molekul. Excitované ¢astice se vraci zpét do zakladniho stavu, a pfi tom dochazi k emisi
zafeni.

Emisni spektrum plazmatu se méni v zavislosti na Case. V pocatecni fazi, kde se jesté
roz§itfuje, vyzafuje intenzivni kontinualni brzdné zafeni. To neni z hlediska spektroskopie velmi
pfinosné apo cCase sldbne, diky CemuZ lze detekovat slabsi emisni signaly s diskrétnimi
spektralnimi vrcholy (piky) ze sledovanych prvki obsazenych v testované matrici [9]. Protoze
se spektroskopicky signal da snimat az po uréitém Case, ktery je del$i nez trvani laserového
pulzu, je tieba jeho sbér zpozdit. Radové se as zpozdéni detekce pohybuje od 100 ns od
zacatku laserového pulzu, kdy 1ze detekovat emisni zafeni iontd, po jednotky az desitky us, kdy
je mozné detekovat atomové emisni ¢ary (Obrazek 4). Molekulové péasy zpozdéné o dalsi
desitky ps se také daji zachytit, ale ve spektroskopii laserem buzeného plazmatu se bézné (az
na urc¢ité vyjimky napft. pfi analyze polymert [17]) nepouzivaji [13].
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Obrazek 4. Casovy pribéh intenzity emitovaného zareni. Prevzato z Novotny a Kol. [13].

Doba, po kterou je oteviena Stérbina spektrometru, ovliviiuje, kolik svétla je propusténo do
detektoru. Pii kratkém intervalu nemusi byt vpusténo dost spektroskopického zateni pro detekci
signalu, naopak pii dlouhém intervalu hrozi, ze bude vpusténo i zafeni z okoli, které zvysi
intenzitu pozadi [9]. Tyto parametry je nutné optimalizovat v zavislosti na sledovaném prvku,
ale i typu testované matrice tak, aby bylo dosazeno €0 nejlep$i mozné analytické odezvy.

2.3.5 Nezadouci jevy v plazmatu

Samoabsorpce

Detekce zafeni muze byt koplikovana riznymi jevy, jez v plazmatu probihaji. Jednim z nich je
I samoabsorpce, ke které mize dochazet pii vysoké koncentraci atomu stejného druhu pii
priachodu emitovaného zareni z atomu pies okrajové chladnéjsi ¢asti plazmatu. Pokud je
frekvence emitovanych foton shodnd s pfechodem ze zakladniho do excitovaného stavu,
emitované zafeni muze byt znovu absorbovano jinym atomem stejného prvku v zakladnim
stavu. Tento Ubytek se pak projevi ve spektru vyraznym poklesem v intenzité, coZ negativné
ovlivituje vysledky. Ve spektru je pak patrny propad intenzity ve stfedu emisni ¢ary, poptipadé
rozsiteni profilu spektralni ¢ary. Proto je vhodné tento jev, co nejvice omezit, popiipadé pecliveé
vybirat spektralni ¢ary pouzité pro naslednou analyzu [18].

Matricni jevy

Matriéni jev popisuje zavislost kvality signalu daného analytu na struktufe vzorku, koncentraci
ostatnich prvkl a homogenité matrice. Bylo pozorovano, Ze pfi stejné koncentraci analytu ve
vzorcich, které se 1iSily schopnosti absorbovat zafeni, byl signal intenzivné;si u latky, ktera
dokézala absorbovat vice zateni. Intenzita signalu také zavisela na velikosti ¢astic vzorku, ale
tento jev Sel eliminovat pouzitim cylindrické ¢ocky [19].

Pro korekci tohoto jevu se bézné pouziva normalizace na referencéni prvek, ktery je
homogenné distribuovan napfi¢ celym objemem vzorku. Neddvno byla k tomuto Ucelu
navrzena i bezkalibra¢ni analyza (CF LIBS, z anglického Calibration Free LIBS). Tento ptistup
vSak predpokladéd zjednodusené experimentdlni podminky, napt. Ze Castice jsou homogenné
distribuovany ve sledované oblasti plazmatu [20].
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2.3.6 Spektra

Profil spektrdlni éary

V detektoru je signal pieveden na spektra, ktera je mozné dale zpracovat a vyvodit z nich
hledanou analytickou informaci. Ve spektrech je vynesen detekovany signal mezi 2 osy, X
znazoriiuje vinovou délku zafeni a 0sa Y vyznacuje jeho intenzitu. Intenzita spektralni ¢ary je
pifimo umérna pravdépodobnosti, sjakou dojde k zativému piechodu. Pravdépodobnost
ptechodu popisuje Einsteintv koeficient a ¢im je vyssi, tim spiSe k pfechodu dojde. Intenzita
piku se vy¢ita v jeho maximu z osy Y.

Spektralni ¢ara ma svou piirozenou Sitku danou Heisenbergovym principem neurcitosti
polohy hladin energii. Vlivem rGznych jevii v plazmatu vSak dochazi k jejimu dodate¢nému
roz§iteni. Sitka piku ve spektrech LIBS je primarné zptisobena Starkovym (Stark broadening)
a Dopplerovym (Doppler broadening) rozsifenim. Starkovo rozsifeni je dusledek pisobeni
elektrického pole na atom, ktery emituje zafeni. V1iv sraZzek (mezi ¢asticemi okolniho prostiedi
a danym atomem) na tvar spektralni ¢ary je oznaCovan jako Lorentzovo rozsiteni (Lorentz
broadening). Dopplerovo rozsifeni je tmérné teploté plazmatu (tepelnému pohybu ¢astic) [15].
Také zde pusobi van der Waalsovy sily. Dopplerovo rozsifeni a Lorentzovo rozsiteni lze
zkombinovat a jejich slouéeni je pak uvadéno jako Voigtav profil (Voigt profile) emisni ¢ary

(Obrazek 5).
—— Doppler :
v Voigt
- - Lorentz

intenzita

Obrazek 5. Doppleriiv, Voigtitv a Lorentzitv profil emisni ¢dry. Prevzato a upraveno z Finch a kol.
[21].

Korekce spekter

Intenzita detekovaného signalu je ovlivnéna fluktuaci energie laseru. Pro korekci tohoto jevu
se pouziva interni standardizace. MiZeme ji provést vztazenim intenzity spektralni ¢ary na
odlisnou hodnotu, ktera souvisi s parametry méteni [18]. Nejcastéji se provadi vztazenim na
vinovou délku piku prvku, ktery je pfitomny v neménné koncentraci v celém vzorku, nebo
intenzity spektra na celkovou emisivitu (velikost plochy pod spektrem).

Pii méteni, kde je vysoky signal z okoli (tzv. pozadi), se provadi korekce pozadi pomoci
pohyblivého minima [22]. U této funkce se urcuje velikost minimalniho a vyhlazovaciho okna
a pro rizné vzorky a rizné spektrometry tyto hodnoty mohou byt odlisné, proto je tteba je vzdy
optimalizovat.
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Kvalitativni analyza

Kazdy prvek ma charakteristické spektrum, podle které¢ho se da identifikovat slozeni vzorku.
Uréeni prvku ptfitomného v materialu probiha tak, ze se pfesné ur¢i vinové délky spektralnich
car ve spektru (vycita se vinova délka na ose x v maximu intenzity piku) a ty se porovnaji
s knihovnou spektralnich car. Existuji online databaze, kde jsou uvedeny parametry
spektralnich ¢ar, jako je jejich vinova délka, relativni intenzita, Einsteiniiv koeficient a horni
a dolni energetické hranice piechodu. Obecné uznivana a Casto pouzivana je databaze
Narodniho institutu pro standardy a technologie Spojenych stati americkych (NIST, z angl.
National Institute of Standards and Technology) [23]. Na zaklad¢é parametrtu spektralnich ¢ar
se da ovérit, ktery prvek je ptitomny ve spektru.

Kvantitativni analyza

Intenzita piku odpovida tomu, v jakém mnozstvi je prvek obsazeny ve vzorku. Kvantifikace je
vSak u metody LIBS obtizna v tom, Ze ablaci materialu ovliviiuje cela fada faktort a dochazi
zde K nezadoucim jevim v plazmatu, které mohou ovlivnit intenzitu signalu (viz 2.3.5).
Kvantitativni analyza se standardné provadi pomoci kalibrac¢nich kiivek. Pro jejich vytvoteni
je zapotiebi kalibra¢nich standardi se znamou koncentraci prvku, které se naméfi za Sstejnych
podminek a maji stejnou matrici jako studovany vzorek pro eliminaci matri¢niho jevu [10].

Limity detekce méieni

Pro kazdy analyt ve vzorku Ize také urcit limity (nebo také meze) detekce métfeni (LOD,
z anglického Limits of Detection). Limity detekce jsou Mezinarodni unii pro ¢istou a uzitou
chemii (IUPAC, z anglického International Union of Pure and Applied Chemistry) definovany
jako koncentrace cL nebo mnozstvi g, které je odvozeno od nejmensi naméfené intenzity
signalu x., kterou lze pro dany analyticky postup, zde metoda LIBS, s rozumnou jistotou
detekovat [24]. Hodnota X. je dana rovnici (1):

X, = Xp; + Ksp; (1)

kde Xp; je primérny signal ze vzorku s nulovou koncentraci analytu (blank), k je ¢iselny faktor
odpovidajici pozadované jistoté a Spi je standardni odchylka blanku. U metody LIBS se LOD
vétSinou nachazi v rozmezi 1-100 ppm v zévislosti na struktute vzorku a typu hledaného prvku.

2.3.7 Zesileni LIBS signalu

Zesilit detekovany signal u metody LIBS 1ze bud’ zménou nastaveni méticich parametrd anebo
patfiénou manipulaci se vzorkem [25]. Vhodnou manipulaci s méfici sestavou (s vykonem
laseru, vlnovou délkou a Sifkou laserového pulzu, zpozdénim detekce a zménou Sitky
Stérbiny...) a Gipravou experimentalnich podminek, jako je zména tlaku a atmosféry, je mozné
zesilit emise plazmatu. Naptiklad ¢im vyssi je energie laserového pulzu, tim vice materidlu se
ablatuje a disledkem je i vyssi intenzita signalu, coz plati az do jeho saturace. Zaroven se tim
vSak zvétSuje velikost kraterd, atedy sniZzuje prostorové rozliSeni, a proto je tfeba najit
kompromis mezi témito parametry. Optimalizace experimentalnich podminek a nastaveni
pfistroje by méla byt provedena pied samotnou analyzou pro kazdou matrici a kazdou méfici
sestavu, aby se zvysila citlivost a reprodukovatelnost méteni detekovanych prvka [9].
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Optimalizace parametrit méieni

Vzorek muze byt umistén do tzv. interak¢ni komory, kterd umoziuje analyzu v riiznych
atmosférach. Pro zesileni signalu je mozné pouzit riizné podpirné plyny, jako helium, argon ¢i
dusik, pro ofuk vzorku nebo jako napli komory pii méfeni. Divodem lepSich vysledkid pfi
pouziti inertniho plynu, naptiklad zminéného argonu, je vysoka excitacni energie argonovych
castic (vice nez 20 eV) ve srovnani s bézné€ pritomnymi prvky ve vzduchu (O2, N2). Ve vzdusné
atmosfére by excitované ¢astice z materialu prenasely svoji energii na ¢astice kysliku a vodiku,
coz by vedlo k sekundarni ablaci nebo ke zhaSeni emisnich ¢ar. Odezva signalu by tedy byla
ovlivnéna témito prvky a celkova intenzita by byla nizsi. Béhem ablace v atmosféte argonu je
vSak vzduch nahrazen argonem a excitované Castice z materialu nepifenasi svoji energii na
Castice plynu kvuli vyssi excitaéni energii, diky ¢emuz je teplota a hustota elektront v oblaku
plazmatu vyssi. Generace plazmatu z materialu je snazsi a to vede k vyssi t¢innosti ablace a ke
zvySeni intenzity signalu [9]. Pti analyze matric, které obsahuji dusik a kyslik, napf.
organickych sloucenin, je pouziti inertniho plynu nutné. Tim, ze argon vytésituje molekuly
dusiku a kysliku ve vzduchu, G¢inné eliminuje jakékoli interference téchto molekul a je tak
mozné detekovat jejich signal pouze ze vzorku [9].

Laserova ablace se také mlze provadét ve vakuu nebo za sniZzeného tlaku, ¢imz se dosahuje
nizsich teplot plazmatu av oblaku plazmatu se nachazi niz$i koncentrace elektroni nez
V plynném prosttedi. ProtoZe ve vakuu neni Zadny tlak piisobici proti volné expanzi plazmatu,
rychlost expanze se zvySuje arazova vlna je méné husta (Obrazek 6) [9, 26]. Vysledkem
snizené hustoty razové viny je pokles ve stinéni plazmatu u nanosekundovych lasert, tedy je
umoznéno vice fotonim dosdhnout vzorku. To vede ke zvySené ablaci vzorku, sniZenému
Starkovu rozsifeni ¢ar, coz mlze také vést k intenzivnéjSimu spektru, vylepsSeni spektralni
intenzity, poméru signalu a Sumu (SNR, z anglického Signal to Noise Ratio), rozliSeni
spektralnich Car a vétsi uniformitu krateri. Analyza metodou LIBS za zvySeného tlaku byla
studovana pfimo pro konkrétni aplikace, naptiklad pfi vyzkumu povrchu planety Venuse ¢i pii
simulaci podminek nuklearniho reaktoru [15]. V obou studiich doslo ke snizeni intenzity
spektra i SNR za soucasného zvySovani tlaku. Na spektrech také bylo pozorovano vyznamné
roz§ifovani pikti a samoabsorpci.
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Obrazek 6. Tvar oblaku plazmatu za rizného tlaku atmosféry v interakcéni komore. Prevzato z Novotny
akol. [26].

Dalsi metodou, jak zlepsit kvalitu signalu a citlivost metody LIBS manipulaci s méfici
sestavou, je pfidani druhého laseru. Takové upravé se tika dvoupulzni LIBS (DP LIBS,
z anglického Double Pulse LIBS) aumoznuje i zmensSeni velikosti kraterti pfi analyze. Pfi
analyze se pouzivaji dva laserové paprsky, které jsou viuc¢i sobé ¢asoveé posunuté, nejcastéji ve
¢tytech geometrickych uspotadanich [27]. Nejjednodussi z nich je kolinearni uspotradani, kde
jsou oba laserové paprsky zamétené kolmo na vzorek. Pfi ortogondlnim uspofadani je jeden
laserovy paprsek nasmérovany kolmo na vzorek a druhy je veden paralelné s jeho povrchem,
pfi¢emz spolu paprsky sviraji thel 90°. Druhy laserovy paprsek v tomto piipadé¢ miize slouzit
bud’ na preablaci vzorku anebo na opétovny ohfev plazmatu. Pti opétovném ohtati plazmatu je
energie absorbovana jiz ionizovanymi ¢asticemi z prvniho laserového pulzu, coz vyznamné
zesili emitované zateni [9]. Ctvrty zptisob vedeni laserovych paprskili vyuziva jejich prektizeni
pod ur¢itym thlem [27]. Podobné jako pouziti argonové atmosféry umoziuje i DP LIBS
analyzu vzorkt obsahujici dusik a kyslik, 1ze ho vSak pouzit i pro dalkové méfeni, a proto je
tato metoda vSestrannéj$i. Dvoupulzni technika LIBS pomaha i pti ablaci v kapalnych vzorcich,
kde prvni pulz tvofi v roztoku bublinu, coz snizuje plazmové zhaseni druhého pulzu [9].

Manipulace se vzorky

Jak jiz bylo vyse zminéno, druhym zpiisobem pro zesileni ziskaného signalu je vhodna Uprava
vzorku pfed samotnym méfenim. Pfi hledani takové Upravy vzorkl je snaha je o sniZeni limitQ
detekce metody LIBS a zvySeni stability méteni [25].

U pevnych vzorkt ovliviiuje intenzitu detekovaného signalu napf. drsnost, tvrdost, odrazivost
povrchu a struktura matrice. Nejjednodussi ptiprava tedy spociva v jejich mechanickém
zpracovani a upravé povrchu. Diky zarovnani povrchu sefiznutim lze dosahnout lepsi
reprodukovatelnosti méfeni. U nerostli a kovii mize zvyseni drsnosti povrchu vzorku vést ke
zlepSeni G¢innosti laserové ablace, a tedy i SNR [28].

18



wewvr

Naro¢néjsi priprava vzorku muize zahrnovat fyzickou ¢i chemickou zménu struktury matrice
a je vétsinou nutna pro biologické vzorky, které jsou mékci nez kovy a nerosty. Biologické
vzorky jsou také obecné¢ heterogenni, coz je €ini velmi zajimavymi pro prvkové mapovani, ale
na druhou stranu to podstatné komplikuje jejich analyzu a reprodukovatelnost méfeni [25].
Mezi nejpouzivanéjsi tpravy patii napiiklad homogenizace mletim a peletovani (obé Gpravy se
aplikuji nejcastéji za Gcelem kvantifikace) nebo upevnéni na substratu ¢i zmrazeni (spise pii
mapovani). Upevnénim ledvin v epoxidové pryskytici bylo dosazeno pfiblizné desetindsobné
vyS$§iho prostorového rozliSeni ve srovnani s méfenim neupevnéné Cerstvé tkané (Obrazek 7)
[25]. Pii ptipravé biologickych vzorki je vsak tfeba davat pozor na moznou kontaminaci,
predevsim z divodu, ze sledované analyty jsou ve vétsing piipadu spiSe bézné mineralni prvky,
jako je vapnik, sodik, hoi¢ik nebo draslik [25].
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Obrazek 7. Ukazka vysledku mapovani distribuce gadolinia v mysi ledviné s riznym prostorovym
rozlisenim a) 100 um; b) 12 um. Prevzato a upraveno ze Sancey a kol. [25].

2.3.8 Vyhody a nevyhody metody LIBS

Metoda LIBS se za poslednich 20 let stala vyznamnou spektroskopickou technikou v prvkové
analyze ruznorodych vzorkd vSech skupenstvi [29, 30]. Instrumentalni jednoduchost méfici
aparatury je jednim z hlavnich benefitt metody LIBS v porovnani s dal§imi, rutinné
pouzivanymi optickymi technikami, jako jsou napf. atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS,
z anglického Atomic Absorption Spectroscopy), indukéné vazana plazmova atomova emisni
spektrometrie (ICP-OES, z anglického Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry), indukéné vazana plazmovéa hmotnostni spektroskopie (ICP-MS, z anglického
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) [6]. ProtoZze je zapotfebi pouze pulzniho
laseru, zamétovaci a sbérné optiky a spektrometru s detektorem, mnoho vyzkumnych tymu si
LIBS aparaturu je schopno sestavit bez nutnosti koup€ komeréné dostupnych ptistroja.
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Vysoka rychlost méfeni je dalsi vyhodou, protoze rychlost analyzy LIBS je omezena pouze
frekvenci detektoru a frekvenci laseru. Tato metoda se proto ¢asto pouziva pro elementarni
zobrazovani v redlném Ccase, coz by v budoucnu mohlo byt prospé$né naptiklad béhem
chirurgického zakroku. Plazma muze byt v ramci jednoho mista generovano opakované pomoci
nasobnych laserovych pulzl, ¢imz se da ziskat informace o hloubkovém profilovani materialu
[31, 32]. Je také mozné detekovat vétsinu prvku z periodické tabulky, coZ je vyznamna vyhoda
LIBS oproti napt. ICP-MS. Bézné se LIBS oznacuje jako semidestruktivni metoda, pii analyze
je totiz odpafeno pouze velmi malé mnozstvi vzorku, zhruba 0,1 pg—0,1 mg, ale v zavislosti na
velikosti vzorku je v literatufe bézné i oznaceni této metody jako nedestruktivni [6].

Dale ma také LIBS schopnost métit za pokojové teploty a atmosférického tlaku, diky Cemuz
se na velikost a tvar vzorku nevztahuji zadna omezeni. Méfeni je mozné provadét i pod vodou,
LIBS byl naptiklad pouzit pro analyzu materiali na moiském dn¢ [33, 34]. Aparatura navic
nemusi byt v pifimém kontaktu se vzorkem. Dalkové méfeni se vyuzivd pii nakladani
s nebezpeénymi materidly, analyze latek nachéazejicich se v nebezpecném prostiedi nebo na
fyzicky nepfistupnych mistech [9]. Také byla vyvinuta ptenosnd LIBS zafizeni, kterymi je
mozné méfit vzorky pfimo v terénu.

Metoda LIBS je univerzalni technika, ktera neklade vysoké naroky na vlastnosti vzorku, jako
jiné analytick¢é metody. Vzorek mize byt jakéhokoli skupenstvi a nemusi fluoreskovat, byt
Ramanovsky aktivni &i citlivy na infradervené zateni [9]. Casto uvadénou vyhodou této metody
je to, Ze vzorky neni nutné pred métenim jakkoli upravit [35]. To sice plati u pevnych materiala
(horniny, kovy a oceli, beton, sklo...), diky ¢emuz je také mozna dalkova analyza, ale i u téch
muize vhodna uprava povrchu latky vést k nékolikandsobnému zvySeni signalu. U nékterych
obtizn¢ analyzovatelnych vzork, jako jsou napiiklad mékké tkan¢, je dokonce spravna tprava
vzorku pfed samotnym meétfenim nutnosti, jinak by pro urcité prvky nebylo mozné detekovat
zadny signal, jak jiz bylo podrobné&ji popsano v kapitole 2.3.7.

Nevyhoda LIBS oproti ostatnim metodam spoc¢iva v nizsi citlivosti méteni. Metoda LIBS
dosahuje citlivosti v iadu ppm (zkratka z anglického Parts Per Million), zatimco dalsi
analytické metody, jako napt. ICP-OES a ICP-MS, maji limity detekce az do fadu ppb (zkratka
z anglického Parts Per Billion) ¢i nizsi [9]. Dalsi slabinou LIBS je obtizna kvantifikace
namétenych vysledkt a nizka stabilita detekovaného signalu [36], kvuli ¢emu se da povazovat
pouze za semikvantitativni metodu.

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu umoziuje prostorové rozliSené prvkové analyzy
raznorodych pevnych vzorkt a je navic kompatibilni s dal§imi analytickymi metodami, jako je
napiiklad LA-ICP-MS, Ramanova spektroskopie ¢i laserem indukovana fluorescence (LIF,
z anglického Laser-Induced Fluorescence). Tandemové méfeni umoznuje dosazeni vyssi
citlivosti méfeni [31, 32, 37].

2.3.9 Priklady pouZiti metody LIBS

Metoda LIBS je ¢im dal vice vyuzivanym nastrojem pro sledovani zmén prvkového rozlozeni
V riznych matricich. Nejcastéji se vyuziva pro stanoveni sloZeni pevnych anorganickych
materiali, predevsim kovu a slitin, protoze se jedna o homogenni matrice, dosahuje u nich
velice reprezentativnich vysledkd. Tato metoda se da uplatnit v primyslové vyrobé pro
okamzité stanoveni prvkového slozeni slitin spolu s jejich kvantitativni analyzou v pevném
I roztaveném stavu, ¢imz Uspesné umoziuje fizeni a monitorovani procesu taveni oceli [12].
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Metodou LIBS je mozné uskutecnit méieni v terénu, ¢ehoz se vyuziva napi. pii zkoumani
brzdnych stop pneumatik na silnicich ve forenzni analyze [38]. Pfenosné LIBS zafizeni lze
pouzit ipro detekci kontaminantd v pud¢ a pii méfeni olova v betonu av barvivech [12].
Pouziti metody LIBS na vozitku MARS rover od roku 2012 umoznilo dalkovou analyzu
povrchu Marsu. To se velmi osvédéilo a v roce 2020 byl LIBS opét pouzit na sestavé SuperCam
(Obrazek 8). Dale byly touto metodou dalkové identifikovany vybusniny [39].

Obrazek 8. llustrace dalkového méreni SuperCam na Marsu. Prevzato z [40].

Cim dél vice se vSak LIBS uplatiiuje ipfi analyze Zivo&isnych a rostlinnych vzorkd.
Spektroskopie laserem buzeného plazmatu nachazi uplatnéni v biomedicing a histopatologii,
Casto se pouziva k odliSeni zdravé a nezdravé tkané, nejen u zvifat [41] a rostlin [42], ale jsou
znamé aplikace iV analyze zooplanktonu [43]. Technika LIBS také umoziiuje detekovat
onemocnéni ajeho faze ive zjevné zdravé kostni tkani sledovanim distribuce hlavnich
komponent a vybranych stopovych prvku [44]. Navic uz byla v priabéhu chirurgického zakroku
uspésné provedena identifikace rtiznych praseéich tkani s vysokou citlivosti a specificitou [27,
28]. Metoda LIBS predstavuje velky potencial pro klinické aplikace jako prostfedek
diagnostiky lidskych nadort [47] ajiz bylo inavrzeno jeho pouziti pfi vrtani zubni tkané
pomoci laseru [48].

2.4 Mapovani prvkového rozloZeni v biologickych tkanich metodou LIBS
Chemické zobrazovani je velmi zajimavou a uZite€nou schopnosti LIBS, diky které se da
snimat prvkové rozlozeni vzorku na urcité definované ploSe. Béhem mapovani je vzorek
vétSinou umistén na motorizovaném XY podstavci, ktery umoziuje posunuti vzorku mezi po
sob¢ jdoucimi laserovymi pulzy o konstantni vzdalenost (krok). Pfi kontinudlnim pohybu
vzorku vzhledem Kk laserovému paprsku odstrani kazdy laserovy pulz novy material z jiné
polohy na vzorku (Obrazek 9). Kazdé takové unikatni poloze lze poté piifadit soufadnice.
Vypoctenim intenzity spektralni ¢ary pro dany prvek u vSech spekter z kazdé polohy 1ze poté
vynést zastoupeni tohoto prvku na plose vzorku. Velikost kroku poté udava prostorové rozliseni
vysledné mapy. Prostorové rozliseni LIBS mitize byt az desitky nebo dokonce jednotky mikront
Vv zavislosti na pouzité energii laserového pulzu, parametrech zaostfovaci optiky a velikosti
krateru [8, 49].
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Obrazek 9. a) Princip mapovani. b) Souradnice jednotlivych kraterii na mapé. Prostorové rozliseni je
dano vzdalenosti mezi stredy dvou krateru. Prevzato a upraveno z Jolivet a kol. [50].

Mapovani metodou LIBS se Siroce vyuziva predevSim pii studiu heterogennich
anorganickych i organickych vzorki. Prvkové rozloZeni geologickych vzorki se zkouma za
ucelem jejich elementdrni kvantifikace, klasifikace minerdlii a stanoveni jejich vlastnosti
apuvodu [49]. Dale je tato technika stale cCastéji pouzivana pii prostorové analyze
heterogennich biotickych vzorki jako jsou napi. mékké tkané [25]. Mapovany mohou byt
prvky, které se piirozené vyskytuji v tkani [51] ¢i prvky, které byly do tkané uméle vpraveny
a studuje se jejich biologicka retence [52-55]. Také je mozné sledovat distribuci prvka v 3D
prostorovém rozliseni [56]. Komplexni shrnuti aplikaci metody LIBS a jejiho potencialu pro

zobrazovani biologickych vzorkli bylo sumarizovano v nékolika piehledovych publikacich
[57-59].

2.5 Mapovani prvkového rozlozeni v biologickych tkanich dalSimi technikami
Nejcasteji se pii detekci prvkového rozloZeni biologickych vzorkidi pouzivaji nasledujici
techniky: autometalografické zobrazovani (AMG, zkratka z anglického Autometallographical
Imaging) [60], PIXE (zkratka z anglického Particle (proton)-Induced X-ray Emission
Spectroscopy) [61, 62] ahmotnostni spektrometrie sekundarnich iontd (SIMS, zkratka
z anglického Secondary lon Mass Spectrometry) [63, 64].

Dalsi metodou analyzy prvkového rozlozeni je rentgenova fluorescence (XRF, anglicky X-
ray Fluorescence) [65, 66]. Tato technika poskytuje vysledky s vysokou citlivosti
a prostorovym rozliSenim az 10 nm nebo méné, ale kvantifikace je zde podobn¢ jako u LIBS
docela naro¢na [67]. Jmenovité byla XRF pouzita napiiklad K rozliseni mezi maligni a benigni
nadorovou tkani u rakoviny prsu [68] a dale ke studiu pfitomnosti zeleza v mozkové tkani
s Alzheimerovou chorobou [69].

Metoda LA-ICP-MS umoznuje analyzu elementarniho rozlozeni s vysokou citlivosti, jeji
aplikace byly ptehledné popsany v nékolika piehledovych ¢lancich [70, 71]. Tato metoda byla
napiiklad pouzita k rozliSeni nadoru rakoviny prsu od okolni zdravé tkané [72], ke stanoveni
distribuce riznych kovi v placentarni tkani [73], sledovani prostorového rozlozeni stopovych
prvkll v mozkové tkani mysi [74] nebo k rozliseni mysi trpici Parkinsonovou chorobou od
zdravych jedincu [75].
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Metoda na podobném principu jako LA-ICP-MS je laserova ablace s optickou emisni
spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (LA-ICP-OES, z anglického Laser Ablation
Inductively Coupled Plasma OES) [76]. LA-ICP-MS je vSak prozatim mnohem rozsiten&;jsi.

Kazda z téchto metod ma mnoho vyhod a dosahuje dobrych vysledk, ale jejich pouziti je
vétSinou omezeno naro¢nym vicekrokovym zpracovanim vzorki, nemoznosti stanovit obsah
nekovovych prvki, slozitosti pozadovaného vybaveni, Casové narocnym ¢i ekonomicky
nakladnym méfenim.

2.6 Zuby

2.6.1 Lidské zuby

Zubni tkan je nejtvrdsi Casti lidského téla. Zuby jsou v organismu nezbytné pro spravné
zpracovani potravy a jejich hlavni funkci je mechanické rozmélnovani jidla. Spolu s jazykem
a slinnymi zldzami jsou prvnim orgdnem traviciho traktu. Tim, Ze zuby Zzvykaji potravu
a pomoci slin zapo¢ne jeji traveni, dutina ustni napomaha k fadnému zpracovani a rozkladu
jidla a efektivnimu vstiebavani zivin. Déle hraji zuby dtlezitou roli i v feci a dorozumivani se,
popiipad¢ poméhaji v obrannych reflexech.

Pocet zubii se v pribéhu zivota méni. V mladi se soubor zubil oznacuje jako mlécny
(docasny) chrup acelkem ho tvoii 20 zubu, které jsou s pfibyvajicim vékem nahrazeny.
V dospélosti se pak pocet zubl zvysi na 32. Zuby jsou rozliseny dle tvaru a umisténi v ustni
duting na fezaky, $pic¢aky, tienové zuby a stolicky [77].

Stavba zubii

Lidské zuby se skladaji ze tfi hlavnich ¢asti: korunka, kréek a kofen vyrlstajici ze zubniho
lizka (Obrazek 10). Dilezitou ¢asti jsou i1 dasen a Celistni kost, které zuby upeviiuji na miste.
Korunka je ¢ast zubu vystupujici nad dasen do dutiny ustni a pokryva ji sklovina (enamel).
Misto, kde korunka kon¢i a za¢ina koten zubu, se oznacuje jako kréek. Pokud se jedna o zdravé
zuby, kréek by mél byt skryty pod dasni. V piipadé onemocnéni se vSak mize odkryvat. Pod
krékem je dalsi ¢asti zubu kofen. Kofen je obzvlaste zranitelny vici zranéni a infekci, protoze
postrada ochrannou sklovinu. Infekce kotfene zubu se mohou §itit do krevniho fecisté nebo do
okolni Celisti a tkani, a proto vyzaduji okamzitou a dikladnou 1ékatskou péci [77].
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Obrazek 10. (a) Radiograficky snimek a (b) ilustrované schéma struktury zubu a upeviiovaciho
apardatu. Prevzato a upraveno z Tayebi a kol. [77].

Jak jiz bylo feceno, korunka je pokryta silnou vrstvou skloviny, coz je nejtvrdsi ¢ast celého
zubu (a tedy i celého téla), protoze je v ptimém kontaktu s potravou, kterou musi byt schopna
rozmé&lnit. Sklovina je vysoce mineralizovana tkan odolna proti poSkozeni, ale v ptipadé
poruSeni se nedokaze regenerovat. Dosahuje tloustky 1 az 3 mm. Jeji povrch pokryva
Nasmythova blanka.

Pod sklovinou se nachazi zubovina (dentin), ktera tvofi nejvétsi ¢ast zubu. Jeji struktura je
podobna kostni tkani, je vSak tvrdsi, barvou zlutobila a obsahuje i zivé burnky. Dentin se
rozdéluje na primarni a sekundéarni. Primérni dentin se tvofi aZ do okamziku, dokdy je zub
funk¢ni. Poté zacina tvorba sekundarniho dentinu a ta pokracuje po celou dobu zivotnosti zubu.
Krom¢ klesajiciho poc¢tu zubovinovych tubulti mezi primarnim a sekundarnim dentinem neni
zadny strukturalni nebo chemicky rozdil [78]. Tato tkan je citliva na teplotni podnéty a jeji
podrazdéni se bolestive projevi.

Hloubé&ji do zubu se nachazi zubni dien, jedina nemineralizovana ¢ast zubu [78]. Ta obsahuje
cévy, které vyZzivuji zub a nervy, jenZ maji upozornit organismus na nebezpecné poranéni zubi
¢i infekce. Na povrchu kotfene az po krcek se vyskytuje zubni cement, modifikovand vldknita
kost. Je to nazloutla tenka vrstva, ktera je nejsiln€jSi na kréku a rozliSuje Se na primarni
a sekundarni cement. Tato tkan ptipojuje zub k periodontdlnim vaziim, které ho drzi pevné na
misté v Celistni kosti.

SloZeni

Zuby jsou v podstaté anorganické/organické kompozity s vysokou tvrdosti a odolnosti proti
poskozeni jejichZ nejzastoupenéjsi stavebni slozkou je fosfore¢nan vapenaty [79]. V lidskych
zubech krystalicka sklovina obsahuje ptiblizné 96 % fosforecnanu véapenatého, a to bud’ ve
form¢ hydroxyapatitu (Ca10(PO4)s(OH)2) nebo fluorapatitu (Cai0(POas)sF2), dale 4 % vody
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al% organické hmoty [48]. Tyto komponenty nejsou rovnomérné rozlozeny v tkani, ale
ptizplsobuji se funkci jednotlivych €asti zubu. Byla studovadna absorpce a diftize vody ve
sklovin¢ a zavéry naznacuji, ze priblizné polovina vody je pevné vdzana na sklovinu ve formé
hydrataéni vody. Druhd polovina je véazdna volnéji anachazi se v bilkovinném plasti
obklopujicim jednotlivé krystaly skloviny. Dentin se sklada z ptiblizné 70 % hydroxyapatitu,
20 % organické hmoty, prevazné kolagenovych vlaken, a 10 % vody. Hlavnimi chemickymi
slouceninami alveolarni kosti jsou hydroxyapatit 50-60 %, voda 15-20 %, uhli¢itany 5 %,
fosfaty 1 %, kolagen 20 % a bilkoviny 1 % [48].

Na zaklad¢ koncentrace jednotlivych prvka v zubu lze identifikovat zdravou a nemocnou
tkan. V ptipadé snizeni koncentrace nejzastoupenéjSich prvkl matrice — vapniku a fosforu,
anebo zvySeni koncentrace nematri¢nich prvkia — typicky lithia, stroncia, barya, sodiku,
hoi¢iku, zinku a uhliku — miizeme usuzovat, ze tkan je nemocna a je tieba ji oSetfit [80].

2.6.2 Ankyloza

Ankyloza predstavuje ¢astou zpozdénou komplikaci v Gstni duting, kterd nasleduje po poranéni
parodontalni membrany pii t€Zkém poranéni zubt, jako je avulze (zlomenina zubu) a intruze
(vrazeni zubu do lazka) [81]. Nastava, kdyz se cement z kofene zubu spoji s alveolarni kosti
dento-alveolarnim procesem (Obrazek 11). Zadné piiznaky nenaznaduji, Ze k procesu ankylozy
dochazi. Rychlost resorpce se 1i8i s vékem arychlosti ristu kosti. Jako prevence vyskytu
ankylozy by méla byt paradontalni membrana udrZzovana zdrava a mélo by se vyhybat jejimu
poranéni. Pokud uz k zubnim traumatu doslo, Ize zub upevnit do adhezni dlahy, kterd ho drzi
na misté a zarovenl mu umoznuje alespont malou flexibilitu [81]. Timto zptisobem by se mélo
ankyléze predejit.

Obrazek 11. Zub je postizen ankylozou. Jeho koreny jsou jiz v pokrocilém stadiu nahrady kostni tkani.
Prevzato z Hadi a kol. [82].

Proces vzniku ankylozy

Zdrava parodontalni membrana (PDM, z anglického Periodontal Membrane) je fyziologicka
bariéra, ktera chrani kofen a umoziiuje mu spravné rist. Kdyz je PDM vazné poranéna,
ochranna bariéra prestane fungovat a mize dojit k zahajeni patologickych procesti. Ty mohou
vést az k proniknuti kosti do zubni tkané, nasledované postupnym nahrazenim zubu kosti [81].
Osifikovani zubni tkang, nejcastéji dentinu, se oznacuje jako nahradova resorpce (replacement
resorption) a je to jev, ktery ankylozu velmi ¢asto doprovazi [82].
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Mechanismus za kofenovou resorpci spojenou s dentoalveolarni ankylézou neni zcela
objasnén. Nov¢jsi studie naznacuji, Ze pfi vyraZeni a opétovném zasazeni zubu do dasné,
pocatecni resorpce kotfene miize byt spojena se zanétlivou reakci proti postizené periodontalni
membrané nové zasazené¢ho zubu [83]. Nebo se také poji s fagocytdozou jeji nekrotické
periodontalni mekké tkané [84]. Bylo dokazano, ze antibioticka 1é¢ba vyrazné snizi pocate¢ni
resorpci [85]. Samotna ankyloza neni divodem k odstranéni trvalého zubu. Zuby, které musi

vvvvv

ankylozou, protoze pak pevnéji drzi v dasni a jsou vice rigidni.

Typy ankylozy

Byly rozliSeny dva typy ankylozy se dvéma rliznymi vyvojovymi vzory. Jeden typ je
charakterizovéan ukladanim osifikované tkdn€ na povrchu kotene a sténach lizka. Tomuto typu
obvykle piedchazi povrchova resorpce povrchu kotene [86, 87]. Druhy typ se vyskytuje
Vv oblastech, kde je vSechna periodontalni membréna nekroticka. Tento druhy typ ankylézy je
charakterizovan Uplnou mineralizaci nekrotické parodontdlni membrany bez ptredchozi
resorpce kofene [86]. V zavislosti na tom, do jaké miry se spoji ¢asti kofene s kosti, muze jit
0 bud’ Giplnou nebo ¢astecnou ankylozu. S timto stavem je spojen nedostate¢ny nebo vyrazné
snizeny dentoalveolarni vyvoj [78, 81]. Postupné muze dojit az k nahradé celé zubni tkané
kofene procesem nahradové resorpce, poté korunka praskne anebo odpadne.

Metody pro diagnostiku ankylozy

Diagnoza ankylozy je komplikovana a k tomu, aby se mohlo potvrdit, Zze jde opravdu
0 pozitivni nalez je tieba vice kroktl. Uplné nejzakladngjsi metodou pro posouzeni stavu zubu
a okolni kosti je histologie pomoci mikroskopu. Pro tuto metodu je vSak potteba roziezat zub
na dostateny pocet sekci, aby byly vidét i malé zmény pfitomné v tkani. Tato metoda byla
pouzita pro stanoveni vlivu konzistence stravy na tvorbu ankylozy v zubu a bylo zjisténo, ze
jde ankyloze pii vystaveni zubu bézné zvykaci funkci ¢astecné piedejit [87].

Dalsi technikou je rentgenografie. Tato metoda zobrazuje bohuzel pouze ve 2D a hrozi, Ze
neodhali vSechny vyskyty ankylozy. Pokud je zasaZena ordlni nebo vestibularni ¢ast nebo jsou
pritomny pouze malé zasazené oblasti [83, 88], rentgenografie poskytuje vysokou miru falesné
negativnich vysledki. Pro 3D rekonstrukci lze pouzit CT snimky (zkratka z anglického
Computed Tomography) s velmi dobrymi vysledky [89]. Omezenim vSak zistava, ze CT skeny
nejsou bézné dostupné v zubnich ordinacich. Ankylozu lze ¢aste¢né diagnostikovat i podle
charakteristického zvuku vydavaného pfi poklepani na zub (tupy zvuk: normalni periodontalni
membrana; ostry a Cisty zvuk: ankyloza). Tato metoda je vSak velmi subjektivni [88]. Dalsim
moznym diagnostickym nastrojem pro identifikaci ankylozovanych zubu je analyza rezonan¢ni
frekvence, ktera mize kvantifikovat tuhost spojeni zubniho implantatu s kosti [90].

2.6.3 Mysi zuby

Mysi se fadi mezi hlodavce, coz je fad zvirat pojmenovany podle zplsobu zpracovani potravy.
Poznavacim znakem hlodavcl jsou dva vyrazné obloukovité prohnuté fezaky v horni i dolni
Celisti, které jsou pouzivany ke hlodani, odtud se jim fika hlodaky. Hlodaky nemaji kofeny
a rostou z celistnich kosti po cely Zivot jedince.

26



Mysi chrup je oproti lidskému chrupu tvofen pouze Sestnacti zuby, a to fezaky a stolickami
(Obrazek 12). Chrup se v prub¢hu zivota neméni jako u lidi, ale od narozeni zustava po cely
zivot ta stejna sada zubii. Sklovinou je narozdil od lidskych zubl pokryta jen pfedni strana
fezaki, zadni strana je tvofena pouze mék¢im dentinem [91]. To umoziuje, aby Se neustale
rostouci fezaky obrusovaly o tvrdou potravu, a tak zistaly ostré i po opotiebeni. Pokud mysi
nemaji material na zvykani nebo maji vadny skus, jejich fezdky se nebudou normalné
obruSovat. Zvifata s timto typem onemocnéni mohou dokonce zemfit hladem [92, 93]. Tim, Ze
je sklovina pouze v piedni ¢asti zubu, maji mysi zuby charakteristicky tvar a neni zde mozné
rozliit typické casti zubi jako korunka a kréek.

fezaky  stolicky

Obrazek 12. Horni a dolni Celist mysi, pohled z boku. Prevzato a upraveno z Rouge a kol. [93].

Stavba stoli¢ek je podobna stavbé lidskych zubtl, skladaji se ze stejnych ¢asti: korunky, kréku
a kotene. Povrch korunky je pokryt sklovinou, nejtvrdsi tkéni, a pod ni se nachazi dentin, ktery
tvoifi vétSinovou ¢ast zubu. Sklovina u mySich zubi je Casto pfirozené zbarvena do Zluto-
oranzova, protoze se na jeji povrch zachycuji oxidy zeleza [94]. Prvkové slozeni mySich zubi
je také velmi podobné lidskym zubim. Uvadi se, Ze obsah mineralii ve skloving hlodavcu se
pohybuje v rozmezi 86,20 % az 95,06 % [95].

2.6.4 Bioakumulace prvki v zubech

Tvrdé tkane, kosti a zuby, jsou znamé tim, Ze jsou schopny bioakumulovat a po dlouhou dobu
uchovavat prvky, které se do té€chto tkani vstiebavaji ptes erytrocyty z krve nebo tstni dutinou
[96]. Schopnost bioakumulace je nejvyraznéjsi u tézkych kovi, které se do téla dostavaji
V potrave, vdechovanim vyparii z natéri barev ¢i z ovzdusi v blizkosti primyslovych tovaren.
Teézké kovy se zacleni do hydroxyapatitové struktury zubni matrice, a poté se velmi pomalu
vymyvaji. Analyzou téchto prvki je poté mozné ziskat biologickou informaci o stylu zivota.
Diky tomu jsou tvrdé tkang Siroce vyuzivany v antropologii a archeologii jako spolehlivy archiv
informaci o lidech i zvitatech, jejich vyzive, stafi a migracnich navycich [96].
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Olovo

Olovo je jeden z tézkych kovi, které maji schopnost se v zubnich tkanich hromadit a dlouha
léta uchovévat. Bioakumulace a postupné uvoliiovani olova v tvrdych tkanich umoznuje
sledovat dlouhodobé vystaveni jedince tomuto tézkému kovu. Diky tomu zuby poskytuji
integrovanou miru absorpce olova atuto informaci Ize vyuzit napiiklad pro stanoveni
priblizného mista zivota jedince ¢i jeho véku. U trvalych i mléénych zubt se koncentrace olova
snizuje smérem od povrchu do stfedu zubu v pofadi: sekundarni dentin — dentin — sklovina. U
fady studii byl zjistén pomé&r koncentraci olova ve zminénych tiech oblastech (sklovina : dentin
: sekundarni dentin) ptiblizné 1 : 2 : 6. Trend se ofekava s ohledem na riistovy model, sklovina
se tvoii brzy v zivoté zubu, zatimco dentin neustale roste a udrzuje se a sekundarni dentin je
Vv tésném kontaktu s krvi. Hladiny olova v sekundarnim dentinu klesaji do zubu, coz naznacuje,
Ze to je zpusob, jakym olovo vstupuje do dentinu [97].

Pfi interpretaci analytickych vysledki olova v zubech existuji tfi vyznamné problémy.
Za prvé olovo neni rovhomérné rozlozeno po celém zubu a Vv urcitych Castech, naptiklad na
povrchu sekundéarniho dentinu se absorbuje 1épe. Mnozstvi obsazeného olova se navic 1isi podle
typu zubu a souvisi i S vékem zubu. V neposledni fadé¢ existuji vyznamné rozdily ve vysledcich
analyzy olova v zubech riznymi laboratofemi, coz miize byt zplsobeno i kontaminaci,
predupravou vzorkl a chybou analytickych metod [98].

2.7 Prostorové rozliSena analyza zubt

Mapy distribuce prvki v tkani poskytuji semikvantitativni informaci o prvkovém slozeni tkané
Vv zéavislosti na ase. Umoziuji sledovat mineralizaci hydroxyapatitové matrice a migraci prvki
v ni. Déale napoméhaji pti identifikaci chorobnych stavli, jako jsou zubni kazy a dalsi
patologicka onemocnéni zubni matrice [48]. Zuby mohou na zakladé prvkového rozlozeni
poskytnout informaci o zptsobu Zivota studovanych jedinct, coZ se vyuziva v archeologii
a antropologii [96]. Na zakladé analyzy kontaminace tézkymi kovy je mozna i klasifikace
jedinct na zakladé€ v€ku, zdravi a mista ptivodu.

Vyuziti zubi jako zdroje informace o Zivoté studovaného jedince ma fadu vyhod. Napiiklad
lehké ziskani vzorki i nenaro¢né a dlouhodobé skladovani zubti poskytuje podstatnou vyhodu
oproti jinym ¢asto pouzivanym materialim pro tyto Ucely, jako je krev, mekké tkang, vlasy,
které snadno podléhaji rozpadu po relativné kratkém ¢ase. Nevyhody zubti spocivaji v tom, ze
jsou to heterogenni matrice a skladaji se pfevazn€ ze dvou pevnych fazi s rliznou hustotou
a schopnosti akumulovat stopové prvky. Vzorkovani a samotné analyza proto mize byt nékdy
problém. Proto je tfeba zuby pro samotnou analyzu vhodné¢ upravit. BéZné se pouziva ukotveni
Vv epoxidové pryskyfici nasledované sefiznutim a naleSténi diamantovou pastou.

Metody prostorové rozliSené analyzy zubii
Analyza prvkového slozeni zubni tkané se béZzn¢ provadi nékolika analytickymi technikami.
Mezi soucasné techniky patii XRF [99], PIXE [100], SIMS [101] a hmotnostni spektrometrie
sekundarnich ionti s detektorem doby priletu (TOF-SIMS, z anglického Time of Flight
Secondary lon Mass Spectrometry) [102, 103] a LA-ICP-MS [104-106].

Dale se k mapovani zubnich tkani pouziva i metoda LIBS. Piehled dosavadnich studii
vénujicich se této problematice je podrobn¢ popsany v nasledujici kapitole.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Analyza zubnich tkani metodou LIBS

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu nachazi vyuziti ipfi zkoumani zubu diky jiz
vyjmenovanym vyhodam (rychlost, jednoduchost, nizké naklady na provoz). V archeologii
a zubnim Iékafstvi se LIBS uplatiuje diky nizké destruktivité vzorku. V archeologii se také
vyuziva pienosnych piistroji LIBS. Tato moznost je velmi dilezitd predevSim v piipadé
starovékych zub, tyto vzorky miiZze byt obtizné transportovat z mista jejich nalezisté. Pomoci
pfenosnych nastroji LIBS mohou byt vzorky analyzovany piimo na mistech, kde byly
nalezeny, nebo v muzeich, kde jsou umistény [107].

Tim, ze technika LIBS nabizi rychlé a prostorové zavislé méfeni, poskytuje dulezité
informace o kvalité studované tkan¢ a v budoucnu by mohla byt vyuzivana jako béZna soucast
zubni ordinace. V Tabulce 1 je uvedena dostupna literatura vénujici se studiu prostorového
rozlozeni prvkt metodou LIBS Vv zubnich tkanich. Clanky jsou podrobné popsany v dalsich
kapitolach z hlediska experimentalnich podminek a vysledkti méteni.

Tabulka 1. Prehled literatury vénujici se LIBS mapovani prvkového rozloZeni V tvrdych tkanich.
V tabulce jsou uvedené testované matrice, detekované prvky, uprava vzorkii spolecné se Sirkou
pouzitého vezu [um], prostorové rozliseni pri méreni [um], pocet spekter v mapé a Vv jakém roce byl
Clanek vydan.

vzorky tvrdych detekované |, . prost-ovrm,fe pocet
, uprava vzorku| rozliSeni | spekter |reference/rok
tkani prvky .
[pm] V mapé
Na, Ni, P, Sn,
Ti, Zn, Ag, Al,|fezy
- - [108]/1
2uby Ca, Cr, Hg, K, | (1 500 um) [108]/1999
Mg, Mn
. Pb, Ca, Mg, |tezy
k 1 1 48]/2001
zuby, kosti Sr. Al Mn (1500 pm) 000 00| [48]/200
g |zuby Sr, Ca, Na 7adné 1000 7| [80]/2008
= rezy
zuby Mg, Ca, Sr 500 - [107]/2010
(5 pm)
zuby Sr, Ca fezy (300 um) 500 432 [109]/2011
zuby Sr, Ca UpevREn 550 1 [110]/2014
epoxidem
Co, Mn, V, upevnéni
zuby Ni, Sr epoxidem 215 702 [111]/2019
I3 R Pa Mga Fea Caa v
_ hadi pater Ba. Sr, Na fezy 150 2100 [112]/2010
= oy Na, P, Mg, Ca,|fezy
) 500 1560 [44]/2010
> medvedizuby | a5 (3000 wm) [44]
2uby P,Ca Mg |'PEVneM 150 612 [113]/2016
chameleona epoxidem
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3.2 Prostorova analyza lidskych zubi metodou LIBS

Samek, O. a kol. [108] studoval piitomnost stopovych kovu v zubech. Byly zkoumany zuby
riznych vékovych skupin, aby vnich bylo mozné sledovat vliv faktorti prostfedi na
bioakumulaci prvki. Laserem typu Nd:YAG o vinové délce 1 064 nm a energii laserového
svazku 20 mJ byly ablatované rady kraterti o velikosti do 200 um na fezech zubu. Spektra byla
detekovana na rozsahu 250-800 nm. Byla zjiSténa Gzka souvislost mezi prvky detekovanymi
V zubnich vyplnich a pastach s témi, které jsou ptitomny v zubech. Hlinik byl detekovan vice
nez 2 mm od zubni vyplné€. Z toho bylo usouzeno, ze zuby absorbuji urcitou koncentraci prvki
z pasty a ze zubnich vyplni. Déle byla provedena kvantitativni analyza pro hlinik, kde intenzita
signalu hliniku v zubu byla vztazena na signal hliniku v zubni vyplni, a diky tomu byla
stanovena relativni koncentrace hliniku v zubu.

Ve své dalsi navazné studii Samek, O. a kol. [48] zkoumali opét zuby riznych vékovych
skupin a tentokrat i vzorky kosti s cilem analyzovat dileZité mineraly a potencialné toxické
prvky (hlinik, olovo a stroncium) pro sledovani riznych biologickych faktort. PouZit byl stejny
laser jako v pfedchozim ¢lanku, ale s laserovymi pulzy o energii 30 mJ. Spektra byla
detekovana na rozsahu 200 az 700 nm. Ablatované kratery mély primér 200 um a byly
rozmistény 1 mm od sebe. Byla sestavena mapa rozloZeni relativni koncentrace stroncia v fezu
zubu a kosti. Pro ostatni prvky to nebylo mozné, protoze byly ve tkani vétSinové obsazeny
Vv koncentracich pod limity detekce. Ve skloviné n¢kterych zubli v§ak naptiklad emisni Cary
olova byly pozorovany a souvisejici hodnoty koncentrace odpovidaly fadové 150 ppm.
V ¢lanku byl ukazan graf koncentrace stroncia podle soufadnic X a'Y pro vzorek zubu
spojeného s kosti. Podle vyssi koncentrace stroncia v Kosti a nizsi v zubu bylo mozné obé tkané
jasné odlisit. Déle byly generovany jedno-dimenzidlni mapy podilu obsahu hot¢iku ku vapniku
po délce zubu s kazem, ¢im bylo umoznéno odlisit zdravou a nemocnou tkan. V nakazené ¢asti
zubu byl sledovan zvySeny obsah hot¢iku.

Thareja, R. K. a kol. [80] detekovali rozdil v prvkovém (sodik, stroncium a vapnik) slozeni
ve zdravych a zkaZzenych lidskych zubech. Byl pouzit Nd:YAG laser s vinovou délkou 355 nm
a laserovymi pulzy o energii 10 mJ. Spektra byla snimana v rozmezi 400 az 700 nm. Prostorova
analyza prvkového sloZeni byla provedena na tad€ kraterd (kazdy znich vytvofen 100
laserovymi pulzy). Primér kratertt byl 200 um a jejich vzdjemna vzdalenost, tj. prostorové
rozliseni bylo 1 mm. Bylo zjisténo, ze koncentrace vapniku i fosforu vyznamné poklesla
v oblasti zubniho kazu, a na zakladé toho bylo s velkou piesnosti (skoro 100% spolehlivost)
mozné od sebe zdravou a nemocnou tkan odliSit. Podobné byla ptfiznakem zkaZené tkané
zvySena koncentrace stroncia a sodiku.

Alvira, F. C. a kol. [107] aplikovali LIBS na stanoveni obsahu stroncia a hot¢iku v dentinu
a skloviné neolitickych, sttedovékych a modernich zubi Homo sapiens. Byl vyuzit Nd:YAG
laser na vlnové délce 1 064 nm. Spektralni rozmezi bylo 350 az 1 100 nm. Vzorky zubt byly
sefiznuty na 5 um fezy a upevnény na sklicka. Na zaklad¢ ziskanych dat byly vytvofeny mapy
distribuce poméra Mg I/Ca IT a Sr I/Ca I a hodnoty téchto poméru byly vyssi v dentinu nez ve
skloving. V této studii byly nalezeny vyznamné rozdily mezi zuby jednotlivych studovanych
skupin, které odrazeji zptisob Zivota studovanych jedinci, ale je tfeba je dale interpretovat.
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V navazné studii se Alvira, F. C. akol. [109] opét vénoval studiu relativni koncentrace
stroncia v zubni tkani, pfi¢emz byl vyuzit femtosekundovy LIBS s Ti:Safirovym laserem s
pulzy o vinové délce 800 nm a energii 700 uJ. Zuby byly sefiznuty na 300 um podélné fezy.
Vzniklé kratery mély pramér 50 um a byly sestaveny mapy s prostorovym rozlisenim 300 pm.
Bylo zjisténo, Ze metoda je dostate¢né citliva, aby detekovala odchylky poméru Sr 1/Ca | ve
skloving¢. Dale bylo odhadnuto, ze femtosekundovy LIBS ma citlivost k detekci zmén
V intenzitach poméru Sr 1/Ca |, které jsou mensi nez 5 %. Bylo uvedeno, Ze ze zmén poméru Sr
I/Ca | Ize ziskat informace o prub¢hu zivota jedinct, ze kterych zuby pochazi, K témto zavérum
je vsak nutna dalsi detailni studie.

Fortes, J. F. akol. [110] studovali zuby lidi, ktefi zemieli utonutim v motské vodé. Ke
generovani plazmatu na povrchu vzorku byl pouzit Nd:YAG o vlnové délce 1064 nm
a laserovymi pulzy o energii 50 mJ. Spektrometr snimal zafeni v rozsahu 370-470 nm. Na
deseti vzorcich zubu zalitych v epoxidové pryskyfici a podélné sefiznutych byla provedena
analyza na 27 pozicich tvotici fadu krateri vzdalenych 250 pm od sebe. Byly pozorovany
spektralni rozdily mezi dentinem a sklovinou, pficemz vyssi koncentrace stroncia byla
lokalizovana v dentinu. Dale byly vygenerovany mapy prostorové distribuce stroncia podél
zubu s prostorovym rozlisenim 550 um a kratery mensimi nez 500 pm. Na kazdé pozici v mapé
bylo snimano 25 spekter. Pro porovnani byly analyzovany i zuby lidi, ktefi umfeli jinou
pfi¢inou nez utonutim. Ze vSech piipadu byl obsah stroncia nejvyssi pii smrti utopenim
(Obrazek 13). Byl proveden kontrolni experiment, jehoz zavérem bylo mozné vyloudit, ze
zvyseni obsahu stroncia v zubu je zptisobeno pasivni difuzi z krve. Diagnoza utonuti mtize byt
nesmirn¢ obtizna, zv1asté kdyz nejsou pfitomny typické morfologické znamky utonuti nebo
kdyZ je té€lo v pokro€ilém stadiu hniloby. Zavérem této studie bylo, Zze LIBS je pro tuto
problematiku pouzitelny a umoZiiuje diagnézu pticiny smrti utopenim v moiské vode.
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Obrazek 13. Prvkové mapy distribuce stroncia (Sr | 407,77 nm) v lidskych zubech (nahore utonuti
V morské vodeé a dole jiné priciny smrti). Na obrazku je vidét zvysend koncentrace stroncia v zubech
utonutych. Prevzato a upraveno z Fortes a kol. [110].

Martinez, M. a kol. [111] se zaméfili na problematiku piipravy referen¢nich materiali.
Pripravili Ctyfi hydroxyapatitové kalibracni materidly a pro ovéfeni jejich pouzitelnosti
analyzovali dva lidské zuby, které byly upevnény v epoxidové pryskyfici a podélné setiznuty.
MeéFici sestava sestavala z 266 nm Nd:YAG laseru s pulzy o energii 15 mJ. Spektrometr snimal
na spektralnim rozsahu 185 az 1 040 nm. Vzorek byl ofukovéan argonem rychlosti 1 I - min™2,
Kratery mély velikost 100 um abyly rozmistény v matici se vzdalenosti 215 pm mezi
jednotlivymi body. Byla detekovana koncentrace stroncia v lidskych zubech a diky kalibra¢nim
kiivkdm sestavenym pomoci meéfeni kalibracnich standardii byla provedena kvantifikace.
Vysledky korelovaly s referenéni metodou ICP-MS.

3.3 Prostorova analyza zviiecich tvrdych tkani metodou LIBS

Galiova, M. a kol. [44] optimalizovali DP-LIBS pro analyzu fosilnich a novodobych hadich
obratlti a onemocnéni osteitis deformans. Dvoupulzni LIBS byl pro optimalizaci na zubnich
tkanich pouzit poprvé a tpravou parametr bylo dosazeno velikosti krateru 100 um pfi pouziti
Nd:YAG (266 nm) laseru s energii 10 mJ. Druhy Nd:YAG (1 064 nm) laser s 90 mJ pulzy byl
veden paraleln¢ s povrchem vzorku a oba laserové paprsky se setkaly 0,5 mm nad povrchem
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matrice. Vzorky obratlii byly pfed mapovanim nafezany a upevnény v pryskyfici. Detekované
bylo prostorové rozlozeni hliniku, Zeleza, kiemiku, fosforu a vapniku a velikost map byla 2 100
bodd, ptic¢emz bylo dosazeno prostorové rozliseni 150 um s primérem kraterti do 100 pm. Jako
kontrolni techniky byly pouzity roztokova analyza metodou ICP-MS za tcelem stanoveni
celkové koncentrace vybranych prvki ve vzorcich a rentgenova mikrotomografie (X-ray mikro
CT, z anglického X-ray Microcomputed Tomography) s cilem nedestruktivniho zobrazeni
mikrostruktury fosilnich vzorkli. Koncentrace stopovych prvki byly vyssi spiSe ve vétsich
plochach v obratli. Bylo dokazano, Ze prvkové mapovani kostni tkan¢ pomoci DP-LIBS je
ucinnym nastrojem pro posuzovani fazi osteitis deformans ve fosilnich obratlich. V nemocné
Casti obratle byl pomér Ca I/P | vyssi, coZ naznacovalo pozdni fazi onemocnéni.

Galiova, M. a kol. [114] dale pouzili metody LIBS a LA-ICP-MS pii prostorové analyze
dentinu u prehistorického medvéda hnédého (Ursus arctos). Pro LIBS analyzu byl pouzit
Nd:YAG laser o vlnové délce 532 nm alaserovymi pulzy o energii 90 mJ. Spektra byla
detekovana ze spektralni oblasti 253—617 nm. Distribuce vybranych stopovych prvku (stroncia,
barya, zeleza, sodiku, hot¢iku) a nejzastoupenéjsich prvka z matrice (vapniku a fosforu) byla
méfena na piiéném fezu medvédiho $picaku, ktery nebyl upevnén, ale pouze nalestén. Méfeni
probihalo na vzduchu za atmosférického tlaku. Prostorové rozliseni mapy bylo 500 um
a pramér kratert byl 200 pm. Distribuce fosforu korelovala s distribuci vapniku, rozlozeni
hot¢iku bylo podobné sodiku a téméf homogenné distribuovdno po fezu zubu. Dale byla
vypocitana tvrdost vzorku za pouziti pomérii intenzity iontové a atomové spektralni cary
hotéiku: Mg II/Mg | (bylo mozné pouzit i poméry vapnikovych spektralnich ¢ar Ca Il/Ca I)
napii¢ zubem. Pro ovéfeni vypocti tvrdosti vzorku byla tvrdost méfena také pomoci
mikrotvrdoméru Vickers a hodnoty z obou zptsobti méteni spolu korelovaly. Bylo dokazano,
ze LIBS i LA-ICP-MS lze Gspesné pouzit pro rychlou, prostorové rozliSenou analyzu vzorka
prehistorickych zubti a Ze poskytuji podobné vysledky. Z archeologického hlediska bylo mozné
na zéklad¢ téchto méfeni zrekonstruovat etologii fosilniho medvéda hnédého (vyzivu, zdravotni
stav a migraci).

Dosedélova, H. a kol. [113] zkoumali zuby chameleona metodou LIBS za téelem sledovani
zmén akrodontniho chrupu chameleona souvisejicich s vékem. Mé&fici sestava byla vybavena
Nd:YAG laserem 0 vinové délce 266 nm a energii laserového pulzu 10 mJ. Spektra byla
snimana na tfech spektralnich oknech s centralnimi vlnovymi délkami 251, 284 a 456 nm.
Dolni celisti chameleonti byly upevnény v parafinu a nafezany podélné. Velikost krateru po
dopadu laserového svazku byla 120 um a krok mezi jednotlivymi kratery byl 150 pm. V zubech
byla studovana ankyloza, coZ u chameleont pfedstavuje béZny fyziologicky jev pii dospivani,
a byly sledovany predev§im zmény morfologie zubni tkan¢ a mineralniho slozeni (véapnik,
fosfor a hot¢ik) vedouci k ankyldze. Distribuce vSech tfech prvka byla odlisna v riznych
oblastech tvrdych tkani av mist¢ dentinu a sousedici kosti doSlo k vyraznému nartstu
mineralizace (Obrazek 14). Vzorky byly kromé metody LIBS analyzovany i pomoci X-ray
mikro CT. Bylo zji§téno, Ze spojeni zubu a kosti u chameleont je vysledkem zvysené produkce
mineralizované tkan€¢ béhem vyvoje po vylihnuti.
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Obrazek 14. Prvkové mapy ilustrujici rozloZeni vapniku (Ca | 452,69 nm) a fosforu (P 1 253,56 nm)
V dolni celisti chameleonii. Méritko znaci 100 um. Prevzato a upraveno z Dosedélova a kol. [113].

3.4 Kvantitativni analyza zubt a kosti metodou LIBS
Shahedi, A. a kol. [115] zkoumal vliv olova na koncentraci ostatnich prvku (zelezo, vapnik,
hoi¢ik) ve vzorcich mysich kosti. K analyze byl pouzit Nd:YAG laser 0 vinové délce 1 064 nm
aenergii pulzi 160 mJ. Spektra byla detekovana v rozsahu vlnovych délek 115-920 nm.
Vzorky kosti byly pfipraveny ze stehna laboratornich potkant, kterym byl ordlné podéan octan
olovnaty. Deset spekter bylo shromazdéno z deseti riznych mist na kazdém vzorku. Byl zjistén
pokles v intenzit¢ vapnikovych a hoiféikovych ¢ar (iontovych iatomovych), ktery byl
zpusobeny praveé absorpci olova do kosti. Nebyla zjisténa pfima souvislost koncentrace Zeleza
s ukladanim olova v kostech, bylo v§ak pozorovano snizeni mnozstvi zeleza v celé tkani.
Alhasmi, A. M. a kol. [116] detekoval koncentrace toxickych prvkl ptitomnych v kotenech
zubl  kufakt anekutfakd trpicich chronickou paradontézou a vysledky byly srovnany
s kontrolni skupinou zdravych zubl. Pro méteni byl vyuzit Nd:YAG laser (266 nm)
a laserovymi pulzy o energii 40 mJ. Bylo detekovano zafeni plazmatu z 20 ablatovanych pozici
na kazdém zubu ve spektralnim rozsahu 200 az 900 nm. Vzniklé kratery mély prumeér 120 pm.
Byly ureny koncentrace tfi vybranych prvka (olovo, kadmium a arsen) v jednotkach ppm.
Spravnost vysledkd byla potvrzena referen¢ni metodou (ICP-MS). Analyza metodou LIBS
ukazala nejvyssi hladinu olova, kadmia aarsenu v zubech kutakt, dokonce ptesahujici
bezpeény limit. Vysokd koncentrace téZkych kovl byla detekovand na povrchu kofent, coz
bylo pfisouzeno klinické ztraté iponu. Kadmium a arsen byly také nalezeny na povrchu kofenti
zubl nekufakil, coZ bylo pfisouzeno pasivnimu koufeni a Spatnym hygienickym navykim.
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Kasem, A. M. a kol. [117] pouzili LIBS k analyze archeologickych kosti pivodem z Egypta
za UcCelem zjisténi stravovacich navyku tehdejSich obyvatel. Mé&fici sestava zahrnovala
Nd:YAG laser o vinové délce 1 064 nm a laserové pulzy mély energii 100 mJ. Spektra byla
detekovana na rozmezi vinovych délek 200—1 000 nm. Aby se zachovaly vSechny informace
0 slozeni, byly vSechny vzorky meéfeny bez jakékoli upravy jejich pivodniho stavu.
Detekovano bylo stroncium, barium, hlinik a olovo a matri¢ni prvky fosfor a vapnik. Vysledna
spektra byla porovnana se spektry ze vzorkt z pidy pohiebisté, odkud byly kosti odebrany, aby
se tak mohly vylou¢it mozné kontaminace z okolniho prostiedi. Bylo zjisténo, Ze biologicka
degradace materidlu a absorpce prvkl z prostfedi maji velky vliv na vysledné ziskané prvkové
slozeni, a je proto tieba tyto zminéné faktory zahrnout do studii, které¢ se stravovacimi navyky
zabyvaji. Méfeni poméru Ca I/P | 1ze pouzit pro hodnoceni biologické integrity kosti. Ve studii
byl zjistén dramaticky pokles tohoto poméru se zvysujicim se stafim kosti, coz indikuje ztratu
biologické integrity kosti v disledku diageneze. Poméry intenzit iontovych a atomovych
spektralnich ¢ar vapniku také klesaly se zvySujicim se statim vzorku, coz souviselo se snizujici
se tvrdosti kosti.

3.5 Shrnuti poznatkii z literatury
Metoda LIBS je vhodna pro pouziti pfi analyze prvkového slozeni zubl a dosahuje pfitom
velmi dobrych vysledk, jak bylo dokazano ve vyse uvedenych studiich.

Pro ptipravu vzorkl zubl pfed méfenim se vétSinou pouziva pouze sefiznuti bez dalsi apravy
¢i zaliti do bloku pryskyfice a nasledné nabrouseni a nalesténi povrchu. V nékterych aplikacich
byl pouzit pro uchyceni i parafin, ale epoxid je z hlediska manipulace preferovany. Také byly
Vv literatufe uvedeny analyzy fezii zubl uchycenych na podloznim mikroskopickém sklicku.

Ve vétsing studii byl pouzit laser o vinové délce 1 064 nm a vzorky byly vétSinou méfeny na
vzduchu za atmosférického tlaku. Pouze v jednom piipadé bylo pfi mapovéani pouzito
ofukovani proudem argonu. Co se ty¢e energie laserového pulzu, nejcastéji byla jeho hodnota
10 mJ a vysledné prostorové rozliseni bylo 150 um. V piipadé pouziti vyssi energie doslo i ke
zvétSeni velikosti kratert, napiiklad pii 50 mJ (resp. 90 mJ) byl pramér krateru 500 pm (resp.
200 um), ale tato zavislost nebyla linearni. Prostorové rozliSeni U uvedenych ¢lankt nedoséhlo
mensi hodnoty nez 100 um. Vzhledem k tomu, ze u m&kkych biologickych vzorku je b&ézné
prostorové rozliseni pii mapovani mnohem mensi (¢asto kolem 30 um), je dosazeni lepsiho
prostorového rozliseni smér, kterym by se LIBS analyza zubti mohla dale ubirat.

Pii identifikaci spektralnich ¢ar ve spektrech je dilezité, aby byly vybrany vhodné spektralni
¢ary, které nejsou ovlivnény samoabsorpci ani pfili§ rozsifené napt. Starkovym rozsitenim. Je
znamo, ze pomér Mg II/Mg | (poptipadé Ca II/Ca I) je indikatorem tvrdosti, protoZe tyto
spektralni ¢ary nejsou do takové miry ovlivnény samoabsorpci [113, 117]. Toto by mohlo byt
zajimavé pfi posuzovani ankylozy v této diplomové praci, protoze sklovina, dentin a kost by
mély mit rozdilnou tvrdost.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité materialy
Argon, (Cistota > 99,996 %), EC 231-174-0  SIAD, Praha, CZ
Isopropanol Kontakt IPA KONTAKT CHEMIE, Iffezheim, DE
Stlac¢eny vzduch na ¢isténi DUST OFF 67 KONTAKT CHEMIE, Iffezheim, DE

4.2 PoutZité pristroje a software
Pro méfeni vzorka byly pouzity nasledujici pfistroje S uvedenym vybavenim:

Opticky mikroskop Olympus DSX510 Olympus, Waltham, USA
Ptistroj LIBS Discovery CEITEC, Brno, CZ

vybaveny laserem Quantel CFR Ultra Lumibird, Les Ulis, FR

a tripletovou ¢ockou Sill Optics, Wendelstein, DE
Pristroj FireFly Lightigo, Brno, CZ

s laserem Viron Quantel Lumibird, Les Ulis, FR

a laserem Standa Standa Ltd., Vilnius, LT
spektrometr Czerny-Turner SR-500i-B2-R Andor Technology, Belfast, IE
s detektorem iSTAR-sCMOS-18F-E3 Andor Technology, Belfast, IE
spektrometr AvaSpec-ULS2048CL-EVO Avantes, Apeldoorn, NL

s detektorem CMOS linear Image Sensor Avantes, Apeldoorn, NL

Pro méteni vzorkl byly pouZity tyto programy:

SpectraController Lightigo, Brno, CZ
LIBS Navigator CEITEC, Brno, CZ
Andor Solis Oxford Instruments, Abingdon, GB

Pro zpracovani dat byly pouzity tyto programy:

LIBS Analyzer CEITEC, Brno, CZ
Lightigo ImageLab Lightigo, Brno, CZ
Origin 2019 OriginLab, Northampton, USA

4.3 Pracovni postup

4.3.1 Priprava vzorki

Odebirani a priprava vzorku lidskych a mysich ¢elisti byla provedena extern¢ bez mé i¢asti na
nize uvedenych odbornych pracovistich. Vzorky pro tuto diplomovou praci byly dodany jiz
piipravené pro LIBS méfeni. Pro Gplnost zde vsak uvadim cely postup jejich piipravy.
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Lidské zuby s ankylozou

Lidské vzorky byly odebrany na zubni klinice Fakultni nemocnice sv. Anny (Brno, CZ)
a Fakultni nemocnici v Ostravé (Ostrava, CZ). VSechny postupy byly provadény podle
protokolu schvéleného Etickou komisi obou nemocnic. Extrakce zubl byla uskute¢néna
V lokélni anestézii pacientli chirurgickymi pakami a kleStémi. V pfipad¢ rozsifené ankylozy
byly pouzity také dalsi chirurgické nastroje, jako je naptiklad disektor, skalpel a fezacka kosti.
Vzorky byly fixovany v 10% formaldehydu a pfipraveny pro histologickou analyzu. Kazdému
pacientovi bylo provedeno rentgenové vysetfeni a byl vyvolan rentgenovy snimek. VSechny
klinicky relevantni informace byly zaznamenany Vv dotaznicich.

Lokalizace ankyldzy byla provedena MDDr. Petrou Nevorankovou. Pro vyhodnoceni byla
pouzita tato kritéria: ankyloza v jakékoli poloze zubu, vhodné vyhodnoceni proménnych
tykajicich se pacientii véetné veéku, pohlavi, zanétu désni, periodontitidy, poranéni, polohy
zubu, 1é¢by, oligodoncie a dalsich. Kromé toho byla pouzita tato vylucovaci kritéria: absence
udaji v jakékoli z proménnych, onkologiCti pacienti ate€hotné Zeny, absence podpisu
informovaného souhlasu.

Mysi Celisti

Mysi samice z kmene ICR (z anglického Institute of Cancer Research) vazici mezi 16 az 24 g
byly poskytnuty Masarykovou Univerzitou (Brno, CZ). Mysi byly na zacatku experimentu
rozdéleny do dvou skupin: kontrolni a exponované. Expozice mys$i probihala inhalaci
v uzavienych klecich. Nanogastice olova byly piipraveny na Ustavu analytické chemie AV CR,
V. V. i. (Brno, CZ) a v klecich byly generované do ovzdusi. Cely proces expozice je podrobné
popsan v Dumkova, J. a kol. [118].

Pt1 pitvach v riznych Casovych obdobich experimentu se z mysi vybraly reprezentativni
vzorky. Pfed usmrcenim se mysi zvazily (v této ¢asti experimentu vazily zhruba 40 g). Dale
byly uspany v chloroformu a usmrceny dislokaci patete. Celé dolni celisti (zuby a kosti) byly
poté vyjmuty pfi pitvé a byly o€istény od zbytkd tkaniva. Mysi zuby byly ponechany v Celisti.
Preparaty byly vymyty 4% formaldehydem, ve kterém byly nasledné ponechany v lednici do té
doby nez byly dale zpracovany.

Vsechny vyse popsané kroky byly provedeny na Ustavu Zivoéisné fyziologie a genetiky AV
CR, v. v. i. (Brno, CZ). Vie bylo vsouladu s experimentalnimi protokoly a pravidly
schvalenymi Etickou komisi pro laboratorni zvitata Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky AV
CR, v. v. i. (Libéchov, CZ).

Celkova koncentrace olova v mysich zubech byla stanovena metodou ICP-OES na
Masarykové Univerzit¢ (Brno, CZ). Pro analyzu metodou LIBS byly vybrany vzorky
z kontrolni skupiny (oznaceni Kontrola) (koncentrace olova pod LOD) a dale vzorky z mysi
exponovanych olovem po dobu 6 tydni (oznaceni PbO/6T), priméra koncentrace:
(10,37 £ 0,10 mg - kg 1), a vzorky z mysi exponovanych olovem po dobu 9 tydni (oznaceni
PbO/9T), primérna koncentrace: (14,81 + 0,10 mg - kg™?).

Upevnéni vzorkii v epoxidu

Zuby byly vyjmuty z formaldehydu, oplachnuty kohoutkovou vodou a umistény do pece
vyhiaté na 70 °C, kde byly ponechany po dobu 24 hodin. Epoxid byl nalit na zuby do
silikonovych forem velikosti od 30 mm do 40 mm v praméru (podle velikosti zubu), které byly
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vymazany silikonovou pastou, aby se zamezilo pfilepeni epoxidu k formé. Vzorek byl umistén
do olejové vakuové pumpy na 15 min, aby doslo k vytlac¢eni bublin podtlakem. Poté byl vzorek
opét ponechan v peci na 70 °C do dalsiho dne. Zatvrdly vzorek byl vyjmut z formy a rozifiznut
napul ve svislé roving, ktera prochazela Spickou zubu, na fezac¢ce kamenu Struers (Kodan, DK)
pomoci diamantového kotouce Dias Turnov (Turnov, CZ). Cely proces zalévani do epoxidu byl
poté zopakovan a ob& poloviny zubu (oznaceni A, B) byly nabrouseny pro dosazeni rovné
plochy na méfeni. Brouseni probihalo nasucho korundovym smirkovym papirem rtizné hrubosti
(od E 120 po 2 400). VSechny vyse popsané kroky byly provedeny na Katedie geologickych
véd Masarykovy univerzity (Brno, CZ).

Pted samotnym méfenim byly na mikroskopu Olympus DSX510 zhotoveny snimky vzorki
lidskych zubu s 3 1nasobnym pfiblizenim (Obrazek 15).

Obrazek 15. Snimek vzorku lidského zubu 6A zalitého do epoxidu.

4.4 LIBS experimenty

4.4.1 Experimentalni nastaveni
Pro analyzu tvrdych tkani metodou LIBS byly vyuzity dvé méfici sestavy, Discovery a FireFly:

Discovery

Pristroj Discovery (Obrazek 16) byl vybaven pulznim Nd:YAG laserem Quantel CFR Ultra
S vinovou délkou 532 nm, délkou laserového pulzu 10 ns a opakovaci frekvenci 20 Hz. Primér
laserového paprsku byl 7 mm. Laserové pulzy 0 energii 22 mJ byly zamé&feny presné na povrch
vzorku pomoci tripletové ¢ocky s ohniskovou vzdalenosti 24,5 mm, ktera umoznila zaostfit
laserovy paprsek na povrch vzorku. Emisni zafeni plazmatu bylo detekovano se zpozdénim
500 ns Sirokouhlou optikou a vedeno optickym vlaknem do vstupni $térbiny Siroké 50 um
spektrometru Czerny-Turner vybaveného miizkou 1 200 linek - mm™, coz umoznilo pracovat
na spektralnim rozsahu 25 nm. Centralni vinova délka spektrometru Cz-T mohla byt nastavena
v rozmezi 180 az 900 nm podle detekovanych prvki. Spektra byla ziskana pomoci detektoru
sCMOS.
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Obrazek 16. Pfistroj LIBS Discovery.

FireFly

V piipad¢ piistroje FireFly (Obrazek 17) byl pouzit diodové Eerpany pulzni laser Nd:YAG
Viron Quantel o vlnové délce 1064 nm s maximalni délkou laserového pulzu 12 ns
a opakovaci frekvenci 50 Hz. Energie laserového pulzu byla 22 mJ a pulz byl zaostfen na
povrch vzorku zamétovaci optikou. Déle byl pouzit i druhy laser Standa jehoz vlnova délka
byla 1 064 nm, opakovaci frekvence 100 Hz (pfi soucasném snimani Cz-T a Avantesu byla
pouzita frekvence 50 Hz) a energie laserovych pulzi 1 mJ. Emisni zafeni plazmatu dopadalo
na shérnou optiku, ktera se skladala ze Sirokothlé 12 mm cocky a optického vlakna. Zafeni
bylo dale vedeno do dvou spektrometrd a to: Czerny-Turner (stejny jako u Discovery sestavy)
a spektrometr AvaSpec, ktery umoznil detekci v rozsahu vinovych délek 260 az 430 nm.
Zpozdéni detekce emisniho zafeni plazmatu bylo 1 400 ns. Spektralni signal byl detekovéan
pomoci CCD detektoru.
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Obrazek 17. Meérici sestava FireFly.

4.4.2 Mapovani

Vsechna méteni LIBS probihala v interakénich komorach kazdé z méficich sestav Discovery
i FireFly. Vzorky byly umistény na pocitaCem ovladany motorizovany podstavec, ktery
umoznil posun na osach X, Y, Z. Posun podstavce byl u Discovery nastaven na 100 um a pro
piistroj FireFly byl 30 um pfi pouziti laseru Viron Quantel a 16 um pfi pouziti laseru Standa.
Pro kazdé ablatované misto na vzorku bylo detekovano jedno spektrum kontinualnim
mapovanim.

Vysledné mapy mély prostorové rozliSeni, odpovidajici rozestupim mezi jednotlivymi
kratery, 100 pm (resp. 30 um, 16 um) v ose X i Y. Velikost mapy byla specificka pro kazdy
vzorek, protoze kazdy zub mél jinou velikost a byly méfeny celé zuby. Zobrazena plocha
S nejvétsim poctem spekter dosahovala az 821 x 1 220, coz celkové odpovidalo 1 001 620
spektrum.

4.4.3 Postup méreni

Po zapnuti ptistroje byl ponechédn ¢as (10 min), aby se zahtal laser. Pfed kazdym méfenim bylo
nutné ocistit cocku isopropanolem. Dale byl vzorek zubu upevnén na pohyblivy stolecek tak,
aby byl vodorovné po celé plose. Argonova tryska byla nastavena tak, aby miftila na povrch
vzorku a lokalné nahradila atmosféru vzduchu, ale pfitom nestinila sbérné optice. Komora byla
pevné uzaviena. Déle byly v programu LIBS Navigator nastaveny pfislusné parametry pro
kazdou méfici sestavu, viz. kapitola 4.4.1. Pii zachovani vSech parametri doslo k postupnému
prométeni vSech vzorktl zubt v epoxidu. Po dokonceni méfeni a ulozeni dat byla komora
vyc€isténa stlatenym vzduchem a byla znovu vy¢isténa ¢ocka i stolecek isopropanolem.
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4.4.4 Optimalizace méreni
Pfed samotnym meéfenim byla optimalizovana atmosféra V interakéni komoie. Atmosféra
méfeni byla optimalizovand na pfistroji Discovery a vzorky lidskych zubl byly zméfeny na
vzduchu, v atmosféfe argonu a p¥i ofukovani komory argonovym proudem rychlosti 9 | - min
za soucasné¢ho odtahu. Pfi méfeni v atmosféie argonu byl z komory nejprve vycerpan vzduch
a poté do ni byl nacerpan argon. Pro zajisténi co nejcistsi atmosféry argonu byl cely proces
zopakovan. V kazdé z uvedenych atmosfér byly prométeny 2 vzorky zubi dvéma naslednymi
meéfenimi kazdého zubu. Prvni méfeni bylo zaméfeno na detekci fosforu a uhliku (centralni
vinova délka 247 nm) a druhé na detekci vapniku a hoi¢iku (centralni vinova délka 393 nm).
Vysledky optimalizace byly vyhodnoceny z hlediska intenzity signalu a na zakladé toho byly
stanoveny optimalni podminky pro meéfeni vSech vzorkii zubl. Ostatni parametry méieni
(energie, zpozdéni detekce emisniho zafeni, Sitka $térbiny a vzdalenost mezi kratery) byly
nastaveny na zdkladé doporuceni vedouciho Laboratote laserové spektroskopie doc. Ing. Pavla
Potizky, Ph.D. a Ing. Davida Prochazky, Ph.D., ktefi maji oba bohaté zkusenosti s analyzou
biologickych vzorkd, predev§im zubt a kosti.

4.4.5 Lidské zuby s ankylézou

Na sestavé Discovery byly provedeny dvé nasledna méteni kazdého zubu. Druhé méfeni bylo
provedeno na ablatované plose stejného rozméru jako pii prvnim méfeni. Na méfici sestave
FireFly bylo pro kazdy zub provedeno pouze jedno méfeni, protoze pro tento pfistroj bylo
mozné snimani na dvou spektrometrech souc¢asné. Na spektrometru Avantes bylo méteno celé
spektrum 260—430 nm pro detekci hot¢iku a vapniku. Na spektrometru Cz-T byl analyzovany
spektralni rozsah s centralni vinovou délkou 247 nm pro detekci uhliku a fosforu.

Tabulka 2. Seznam vzorkii lidskych zubi, jejichz vysledky budou ukdzdny v této praci. Oznaceni A a B

Jje pro dvé poloviny stejného zubu. V tabulce jsou uvedeny nasledujici parametry méreni: souradnice X
a Y oznacujici velikost mapy pro kazdy vzorek, celkovy pocet spekter pro kazdou mapu a mérené prvky

Discovery: prostorové rozliseni 100 pm

oznaceni vzorku | souradnice XaY | celkovy pocet spekter | mérené prvky

1A 170 x 242 41 140 C,P, Ca
2A 112 x 213 23 856 C,P, Ca
3A 100 x 228 22 800 C,P,Ca
4A 95 x 165 15675 C,P,Ca
S5A 126 x 179 22 554 C,P, Ca

FireFly: prostorové rozliSeni 30 pm, laser Viron Quantel
oznaceni vzorku | souradnice X aY | celkovy pocet spekter | mérené prvky

3B 355 x 753 267 315 C,P, Mg, Ca
4B 343 x 532 182 476 C, P, Mg, Ca
5B 431 x 592 255 152 C, P, Mg, Ca
6A 495 x 748 370 260 C,P, Mg, Ca

FireFly: prostorové rozliSeni 16 pm, laser Standa

oznaceni vzorku | souradnice XaY | celkovy pocet spekter | mérené prvky
7A 821 x 1 220 1 001 620 Mg, Ca
7B 1082 x 576 623 232 C,P, Mg, Ca
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4.4.6 Mysi Celisti

Mysi tvrdé tkan€ byly méteny na piistroji Discovery. Nejprve byla provedena kontrolni méteni
pro srovnani spekter olova pro budouci identifikaci spektralnich car a vybér nejvhodnéjsi
vlnové délky pro detekci olova. Tato méfeni byla provedena na vzorku celul6zové peletky
s ptimési kousku olova. Centralni vinové délky spektrometru Cz-T byly postupné nastaveny na
368 nm a 405 nm a prométeny za stejného nastaveni jako pti méfeni lidské zubni tkdn€ na
Discovery s tim rozdilem, Ze nebylo provedeno kontinualni méfeni, ale akumulace spekter
z riznych pozic na vzorku. Z jednoho mista vzdy bylo akumulaci z péti laserovych pulzi
detekovéano jedno spektrum. Optimalni vinova délka poté byla vybrana na zaklad¢ nejvyssi
intenzity, tvaru spektra a mozné interference s dal$imi detekovanymi prvky.

Dale byla provedena samotna méfeni mysSich Celisti. Vzorky mysSich tvrdych tkani byly
mapovany za stejnych podminek jako béhem mapovani vzorkt lidskych zubli na méfici sestaveé
Discovery a FireFly s laserem Standa. Centralni vinova délka spektrometru Cz-T odpovidala
vhodné vinové délce pro detekcei olova, zjiSténé pii optimalizaci na celul6zové peletce.

Tabulka 3. Seznam vzorkii mysich Celisti, jejichz vysledky z méreni jsou ukdzany v této prdaci. V tabulce
jsou uvedeny ndasledujici parametry méreni: souradnice X a Y oznacujici velikost mapy pro kazdy
vzorek, celkovy pocet spekter pro kazdou mapu a mérené prvky

Discovery: prostorové rozliseni 100 pm

celkovy pocet

oznaceni vzorku souiadnice X a Y mérené prvky
spekter
PbO/6T 30 x 36 1 080 Ca, Pb
PbO/9T 65 x 122 7930 Ca, Pb

FireFly: prostorové rozliSeni 16 pm, laser Standa

celkovy pocet
spekter
Kontrola 335 x 735 246 225 Mg, Ca

oznaceni vzorku souiradnice X a Y mérené prvky

4.5 Zpracovani dat

Data ve formé spekter byla nahrdna do programu LIBS Analyzer, kde se jednotlivym spektrim
z ptisluSnych pozici na vzorku pfifadily soufadnice X a Y. V tomto formatu se spektra uloZzila
a byla nahrdna do programu Lightigo ImageLab, kde byly analyzovany jednotlivé spektralni
cary.

K rozpoznani a pfifazeni spektralnich ¢ar ze ziskanych spekter ke konkrétnim prvkim byla
pouzita databaze NIST [23]. VSechny detekované a identifikované spektralni ¢ary prvkl jsou
uvedeny v Tabulce 4. Dale byly vybrany spektralni ¢ary hledanych prvku, které nas zajimaly
pro dalsi analyzu. Pro kazdou spektralni ¢aru byla vypoctena intenzita a nasledné byla sestavena
mapa intenzity signalu v zavislosti na soufadnicich. Také byly vypocteny podily intenzit
spektralnich ¢ar a tyto hodnoty byly vyneseny do map.
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Tabulka 4. Seznam identifikovanych detekovanych spektralnich car prvkii S prislusnymi parametry (A —
vinova délka, Av —FEinsteinitv koeficient, Ei — dolni hranice ionizacni energie, Ex — horni hranice
ionizacni energie).

spektralni ¢ara A [nm] Ak [s1] Ei [eV] Ex [eV]

Cl 247,86 2,80 - 108 2,684 0 7,684 8
Fel 252,28 2,13 - 108 0,000 0 4,9130
Pl 253,56 9,50 - 10’ 2,324 5 7,212 7
Pl 255,33 7,10 - 107 2,3213 7,175 8
Mg I 279,55 2,60 - 108 0,000 0 4,433 8
Mg I 280,27 2,57 - 108 0,000 0 4,422 4
Mg | 285,21 4,91 - 108 0,000 0 4,345 8
Sil 288,17 2,17 - 108 0,781 0 5,082 3
Call 315,89 3,10 - 108 3,1233 7,047 2
Znl 330,25 1,20 - 108 3,000 0 5,000 0
Zn | 334,50 1,70 - 108 5,000 0 7,000 0
Pb | 357,27 9,90 - 107 - -

Pb I 363,96 3,40 - 107 0,969 5 4,375 1
Hg | 368,02 - 5,460 6 8,828 6
Pb | 368,35 1,50 - 108 0,969 5 57108
Call 370,60 8,80 - 107 3,123 3 6,467 9
Call 373,69 1,70 - 108 3,1510 6,467 9
Pb I 373,99 7,30 - 107 2,660 4 5,974 6
Mg | 382,94 8,99 - 10’ 2,709 1 5,945 9
Call 393,37 1,47 - 108 0,000 0 3,1510
Pb I 405,78 8,90 - 107 1,3205 57118
Sril 407,77 1,41 - 108 0,000 0 3,039 7
Cal 422,67 2,18 - 108 0,000 0 2,9325
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Optimalizace atmosféry méreni
Na Obrazku 18 1ze vidét prumérna spektra z jednotlivych méfeni v atmosféie argonu (zub 1A,
3A) apii ofukovani komory proudem argonu rychlosti 9 | - min? (zub 2A, 4A). Zuby byly
meéfeny na méfici sestavé Discovery s prostorovym rozlisenim 100 um na spektrometru Cz-T
s centralnimi vlnovymi délkami 247 nm a 393 nm. Uvedena spektra jsou priimérné hodnoty pro
celou plochu zubu (signél detekovany z epoxidu zapocitany nebyl).
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Obrazek 18. Srovnani spektrdlnich rozsahii pro centralni vinovou délku a) 247 nm, b) 393 nm pri

mereni na Discovery sestave s prostorovym rozlisenim 100 um v argonové atmosfére (Spektrum ze

zubu 1A je vyneseno ruizovou linkou, spektrum ze zubu 3A zelenou linkou) a za ofukovani proudem

argonu (spektrum ze zubu 2A je vyneseno modrou linkou, spektrum ze zubu 4A je vyneseno sedou
linkou).
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Nejlepsich vysledkii bylo dosazeno pii méfeni vzorkli na vzduchu s proplachovanim
interak¢ni komory argonem, coz se projevilo zvySenim intenzity spektralni ¢ary fosforu (P I
255,33 nm) a uhliku (C I 247,86 nm) na Obrazku 18 a) a ptredevsim vapniku (Ca II 393,37 nm)
na Obrazku 18 b). Také se zlepsila stabilita méfeni, protoZze obé spektra métena pii ofukovani
proudem argonu m¢éla stejny prabeh, zatimco spektra méfend v argonové atmosféie se lisila
dosazenou intenzitou (Obrazek 18 b). Pro posouzeni stability a reprodukovatelnosti méteni by
vSak bylo tfeba provést analyzu pro vice vzorkl, zde byly uvedeny vysledky pouze pro 4
vzorky, kviili jejich omezenému mnozstvi.

Lepsi vysledky pii ofukovani proudem argonu mohou byt zpisobeny tim, Ze je vytvoiena
lokalni koncentrovana argonova atmosféra pfimo na povrchu vzorku v misté ablace, zatimco
V pfipad¢ argonové atmosféry miize dojit ke smiseni atmosféry se vzduchem a jejimu nafedéni.
Pfi ofukovani proudem argonu je navic zajistény kontinualni ptisun argonu a zaroven se tak da
zabranit znecisténi Cocky ablatovanym materidlem, ktery je diky tomu odfukovan z mista
ablace. Ve srovnani s méfenim za argonové atmosféry je také cela analyza rychlej$i, protoze
nemusi dojit k ¢asové naroénému vycerpani komory. Z téchto diivodu bylo pro dal$i méfeni
lidskych a mysich zubu dale pouzité ofukovani proudem argonu.

5.2 Lidské zuby s ankylézou

Srovndni prostorového rozliSeni

Na Obrazku 19 al), b1), c1) je vidét srovnani prostorového rozliseni ziskanych map prostorové
distribuce vapniku (Ca Il 373,69 nm) a na Obrazku 19 a2), b2), c2) fosforu (P | 255,33 nm) na
tiech vzorcich zubt (5A na Obrazku 19 a), 5B na Obrazku 19 b), 7B na Obrazku 19 c). Pti
nejmensim dosazeném prostorovém rozliSeni 16 pm pro mapy prostorové distribuce ze zubu
7B (Obrazek 19 cl), c2) byly vidét jemné struktury v zubu, to vSak bylo dosazeno na tikor
citlivosti detekce (pro toto prostorové rozliSeni byl pouzit laser Standa o relativné nizké energii
laserového pulzu 1 mJ). Systematicka chyba utohoto méfeni byla vyloucena pii jeho
zopakovani pro druhou ptlku analyzovaného zubu (7A) v rozmezi 21 dni od prvniho méfeni,
pfi¢emz bylo dosazeno stejného vysledku pii vyneseni prostorové distribuce prvki.

Meazi citlivosti méfeni a prostorovym rozliSenim je nutné dosahnout kompromisu, coz bylo
nejvice umoznéno pii prostorovém rozliseni 30 um uzubu 5B (Obrazek 19 bl), b2)
analyzovaného na méfici sestavé FireFly. Tato méfici sestava s laserem Quantel Viron o energii
laserového pulzu 22 mJ umoziiuje detekovat vzorky s vybornym prostorovym rozliSenim
zéaroven na dvou spektrometrech, a proto byly dale ukazany a vyhodnoceny vysledky z méteni
na této sestave.

Je tieba zminit, ze u méfeni vapniku (Ca 11 373,69 nm) pfi 100 um prostorovym rozliSeni pro
vzorek 5A je mapa (Obrazek 19 al) vyrazné ovlivnéna tim, Ze analyza probihala na jiz
ablatovaném povrchu z predchoziho méfeni fosforu (P | 255,33 nm). Lze vidét, Ze ziejme doslo
ke znecisténi povrchu vzorku ablatovanym materidlem, protoZe byl vapnik ¢astecné detekovany
i z oblasti kotenového kanalku (Obrazek 19 al), vyznaceno ¢ernou kiivkou), kde by se m¢l
nachéazet pouze epoxid. Prostorové rozliSeni 100 um vSak plné postaci na odliSeni zakladnich
¢asti lidského zubu, jako je sklovina a dentin (Obrazek 19 al), a2), vyznaceno bilou kiivkou).

45



Discovery FireFly, laser Quantel Viron FireFly, laser Standa

100 um 30 um 16 pm
5B 7B

5A

Obrazek 19. Porovnani prvkovych map zubii S riiznym prostorovym rozlisenim. a) Fotografie zubu 5A
méreného S prostorovym rozlisenim 100 um na sestavé Discovery, b) fotografie zubu 5B méreného
S prostorovym rozliSenim 30 um na sestavé FireFly, ¢) fotografie zubu 7B méreného s prostorovym
rozlisenim 16 um na sestavé FireFly. Zelenou konturou je oznacena oblast skloviny, rizovou konturou
oblast dentinu a modrou konturou je oznacena oblast kosti. Pro kazdy zub jsou vyneseny mapy
prvkové distribuce vapniku (Ca Il 373,69 nm) — al), bl), c1); a fosforu (P | 255,33 nm) — a2), b2), c2).
Na mapé al) a a2) je bilou krivkou oznacena oblast skloviny a dentinu; na mapé al) je cernou krivkou

oznacena oblast korenového kanalku.
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Spektralni analyza

Charakteristicka spektra z méfeni lidskych zubti méfici sestavou FireFly s laserem Quantel
Viron pii prostorovém rozliSeni 30 um a detekci spektrometrem Avantes jsou uvedena na
Obrazku 20 c). Spektralni rozsah 260 az 430 nm byl v grafu pro lepsi piehlednost zkracen, aby
byly vidét predevsim detekované prvky hoiéik (Mg Il 279,55 nm; Mg | 382,33 nm) a vapnik
(Ca Il 373,69 nm; Ca | 422,67 nm). Spektra detekovana spektrometrem Cz-T s centralni
vlnovou délkou 247 nm jsou zobrazena na Obrazku 20 b). Detekovana byla spektra
Z jednotlivych ¢asti (epoxid, dentin, sklovina, kost) vzorku zubu 5B (Obrazek 20 a). Spektrum
z kazdé casti odpovida primérnému signalu z celé oblasti a je v grafu vyneseno piislusnou
barvou, jakou je vyznacena cela oblast na Obrazku 20 a).

Ve spektru z epoxidové pryskyftice l1ze na Obrazku 20 c) vidét typicky molekulovy ptrechod
CN 386 nm. Kromé piku na 360 nm, ktery se nepodafilo identifikovat, zde nejsou vidét zadné
dalsi ztetelné piky, ¢imz se spektrum epoxidu vyrazné odliSuje od ostatnich spekter ze vzorku.
Spektrum ze skloviny, dentinu i kosti na Obrazku 20 c) ma podobny vzhled, ale 1isi se
intenzitami jednotlivych spektralnich ¢ar. lontova spektralni ¢ara hotéiku (Mg Il 279,55 nm) je
podobné intenzivni v dentinu ive skloving, ale iontova spektralni ¢ara hotc¢iku (Mg 1
280,27 nm) ma vyssi intenzitu v dentinu. To mize byt zpusobeno ioniza¢nimi procesy, ke
a nejsou vibec pfitomny v epoxidu. Atomoveé spektralni ¢ary hoi¢iku (Mg | 285,21 nm; Mg |
382,94 nm) maji podobny prubéh, nejvice intenzivni jsou v dentinu a kosti, nejméné ve
sklovin¢ a v epoxidu se nenachazi. Vapnik ma v tomto rozmezi vinovych délek (Obrazek 20 c)
zastoupenych mnoho spektralnich Car, které se lisi intenzitou pfechodu, ale z hlediska
zastoupeni v jednotlivych ¢astech zubu jsou velmi podobné. Nejintenzivnéj$i jSOuU iontoveé
spektralni ¢ary Ca Il 370,60 nm a Ca Il 373,69 nm. Spektralni ¢ara Ca II 393,37 nm a Ca Il
396,85 nm je ovlivnéna samoabsorpci a saturaci signdlu. Z atomovych spektralnich car je
nejvice intenzivni Ca I 422,67 nm. Vapnikové spektralni ¢ary jsou nejvice zastoupeny ve
skloving a poté v dentinu, mensi signal je detekovany z oblasti kosti a v epoxidu (stejné jako
Vv piipadé¢ hot¢iku) nejsou piitomné vibec.

V zubni tkani byl dale detekovany fosfor (P 1 253,56 nm; P | 255,33 nm) (Obrazek 20 b),
Z téchto dvou atomovych spektralnich €ar je intenzivngj$i P 1 253,56 nm, coz odpovida, protoze
tato spektralni ¢ara mé za podobnych hodnot ioniza¢nich energii vyss$i pravdépodobnost
ptechodu. Spektralni ¢ary fosforu vystupuji nejintenzivngji ve spektru dentinu, o néco méné ve
skloving i kosti a nejsou zastoupeny v epoxidu. Ve spektralnim rozsahu na Obrazku 20 b) byl
detekovan iuhlik (C | 247,86 nm), ktery je zastoupeny v obou hlavnich ¢astech matrice
vzorku: epoxidu i v samotné zubni tkani. Ze srovnani spekter epoxidu a jednotlivych ¢asti zubu
lze vidét, Ze intenzita spektralni ¢ary, a tedy i relativni koncentrace uhliku, je n€kolikanasobné
vyssi v epoxidu. O néco mensi intenzita je detekovana v kosti, poté v dentinu a nejméné
intenzivni je spektralni ¢ara uhliku pfitomna ve spektru ze skloviny.
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Obrazek 20. a) Fotografie zubu 5B pied LIBS analyzou, oznacené jednotlivé casti zubu (dentin —
rizovd, sklovina — zelend, Kost — modrd). Ukdzka priimérnych spekter z jednotlivych casti zubu (epoxid
— Sedd, dentin — ruzova, sklovina — zelend, Kost — modrd) pro méreni na FireFly s laserem Quantel
Viron pri prostorovém rozliseni 30 um a spektrometrem b) Cz-T s centrdlni vinovou délkou 247 nm; ¢)
Avantes

Distribuce prvkit v zubni tkani

Prostorové rozlozeni vybranych detekovanych prvku: fosforu (P 1 255,33 nm), hot¢iku (Mg Il
279,55 nm; Mg | 382,94 nm) a vapniku (Ca Il 373,69 nm; Ca | 422,67 nm) je zobrazeno na
Obrazku 21 b)-f). Zde je uveden piiklad pro zub oznaceny 5B (Obrazek 21 a), v piiloze jsou

pak uvedeny mapy ostatnich vzorki zubt 3B (Obrazek 30), 4B (Obrazek 31) a 6A (Obrazek
32).



P 125533 nm

Mg | 382,94 nm Ca Il 373,69 nm Cal 422,67 nm

Obrazek 21. Prostorova distribuce prvkového sloZeni pro zub 5B méreny na sestavé FireFly s laserem
Quantel Viron pri prostorovém rozliseni 30 um. a) Fotografie zubu 5B pred LIBS mérenim. Oblast
ankylotického spojeni je vyznacena cervené. b) Mapa distribuce fosforu (P | 255,33 nm); mérend na
spektrometru Cz-T. ¢)—d) Mapa distribuce hoiciku (Mg II 279,55 nm; Mg | 382,94 nm) a e)-f) mapa
distribuce vapniku (Ca II 373,69 nm; Ca | 422,67 nm); méreno na spektrometru Avantes.

Z map distribuce fosforu (P I 255,33 nm) na Obrazku 21 c¢) v zubni tkani lze vidét, ze ve
skloving je nejvyssi intenzita signalu spektralni ¢ary fosforu ve srovnani s dentinem a kosti.
V dentinu rozloZeni fosforu neni homogenni, postupné klesa smérem ke kotentim. V kotenech
je pak podobna intenzita jako v kosti. Déle jsou zde uvedeny vysledky prostorové analyzy
rozlozeni hot¢iku (Mg Il 279,55 nm; Mg | 382,94 nm) (Obrazek 21 c)-d) v tkani zubu 5B lze
vidét, Ze v dentinu je jeho koncentrace vyssi nez ve skloving, coZ je nejvyraznéjsi u atomové
spektralni ¢ary. Toto rozlozeni hot¢iku v zubu se shoduje s vysledky z jinych ¢lankd [119].
V kosti je koncentrace hoi¢iku podobna jako ve spodnich ¢astech zubu, ve srovnani s dentinem
je zde primérné nizsi intenzita. Vapnik (Ca Il 373,69 nm; Ca | 422,67 nm) (Obrazek 21 e)-f)
se nachazi predevsim ve skloving, jak lze vidét zrozlozeni na mapé vynesené z intenzity
iontové spektralni ¢ary (Ca Il 373,69 nm). Jak bylo zminéno v kapitole 2.6.1, hydroxyapatit je
nejvice zastoupeny ve skloving, proto je zde pozorovana vyssi koncentrace fosforu a vapniku,
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ze kterych se sklada. Tyto vysledky se shoduji s jinymi studiemi zabyvajicimi se zobrazovanim
prostorového zastoupeni prvka [120]. Iontova spektralni ¢ara vapniku (Ca II 373,69 nm) je
mén¢ intenzivni v kosti. Je zajimavé, Ze u atomové spektralni ¢ary vapniku (Ca 422,67 nm) je
distribuce vapniku viceméné¢ homogenni napfi¢ celym zubem, kromé oblasti u kofenového
kanalku, kde je mirné zvySena intenzita. Obé& atomové spektralni ¢ary hotéiku i vapniku ukazaly
zvySenou intenzitu v oblasti povrchu skloviny, kde zvyraznuji malé praskliny. Mohlo by jit
0 praskliny stejného druhu jako viditelna ryha v zubni tkani, ktera je piitomna skrz cely stred
zubu. Praskliny pochazi pravdépodobné z namahani zubni tkan¢, bud’ vlivem opotiebeni
Vv pribéhu zivota nebo pochézejici z odebirani vzorkl a jejich fezani.

Vsechny zobrazené atomové spektralni Cary maji nejnizsi intenzitu v oblasti kotene
a Vv oblasti kosti. Muze to byt zptisobené tim, Ze koifen resorpci pieménuje svou strukturu
a ¢astecné se meéni i jeho prvkové zastoupeni, které je vice podobné kostni tkani. Dalsi davod
muze byt to, Ze je kofen hodné zbrouSeny a je tam pouze slaba vrstva dentinu, kterd oproti
siln€jsi vrstveé ve stfedu zubu vykazuje mensi intenzitu signalu. Toto tvrzeni podporuje i to, Ze
na obrazku zubu 5B (Obrazek 21 a) z mikroskopu je kofen tmavsi nez zbyla ¢ast zubu a Ze na
vyznacena oblast, kde je podezieni na ankylotické spojeni kosti se zubem. U mapy prostoroveé
distribuce fosforu se toto spojeni potvrdilo a ze vSech prvki je zde nejlépe viditelné (vyznaceno
na Obrazku 21 b), ale i u ostatnich prvkd ho lze ¢aste¢né pozorovat. Ankyloza byla také
pozorovana u zubu 3B (Obrazek 30), zde byly nejlepsi vysledky pro hoic¢ikové a vapnikové
spektralni ¢ary. Ankylotické spojeni se v zubech 3B a 5B ziejm¢ nachazi minimalné na jednom
misté a je tfeba ho dale ovéfit.

Zubni vyplné
V nékterych vzorcich lidskych zubt (3B na Obrazku 30 a) a 6A na Obrazku 32 a) byla piitomna
zubni vypli. Emisni ¢ary jednotlivych kovi ze zubni vyplné byly velmi husté zastoupené ve
spektru a v nékterych piipadech i interferovaly s detekovanymi spektralnimi ¢arami prvku
zubni matrice (napiiklad spektralni ¢ara rtuti Hg II 253,65 nm z amalgédmu a spektralni ¢ara
fosforu P 1 253,57 nm ze zubni tkan¢€). Pokud by byla vynesena do mapy intenzita takové
spektralni ¢ary, ktera interferuje se spektralni ¢arou jiného prvku, nebude zobrazeny vysledek
vypovidajici, protoZze bude mapa zobrazovat zastoupeni obou prvku. Kvuli tomu bylo tieba
peclive vybrat spektralni cary matri¢nich analyti, které se dale pouZiji pro generaci map.

Na Obrazku 22 b)-f) jsou uvedeny vysledky prostorové analyzy kovi ve vyplni zubu
s oznacenim 3B (Obrazek 22 a). Bylo zjisténo, ze zubni vyplné jsou tvoteny ze dvou rtiznych
materialti liSicich se prvkovym slozenim, znichz jeden je plomba z amalgamu a druhy
(umistény pod ni) zubni cement. Nejintenzivnéjsi spektrum vykazoval pravé amalgam, ktery
obsahuje vyrazné zastoupeni kovu (napft. rtut’, Zelezo, mangan, zinek, kiemik). Kiemik (Si |
288,17 nm) (Obrazek 22 c) artut’ (Hg | 368,02 nm) (Obrazek 22 f) jsou lokalizovany pouze
Vv zubni vyplni a pravdépodobné nedoslo k jejich migraci do zubni tkdné. Jak lze vidét na
Obrazku 22 d), e) zinek (Zn 1330,25 nm; Zn | 334,50 nm) je intenzivné zastoupeny V amalgamu
a poté je obsazeny iV zubni tkani kolem vyplné a zfetelné i v kosti. To mize byt zptisobeno
migraci prvku z plomby a jeho vélenénim se do tvrdé matrice zubu, protoze je detekovan hlavné
kolem samotné plomby. Jak je vidét na Obrazku 22 b) zelezo (Fe | 252,28 nm) bylo kromé¢
zubni vypln¢ detekovano slab€ i na nekolika mistech v horni ¢asti zubu 3B. To mulze byt
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pravdépodobné zptisobeno znecisténim vzorku timto prvkem béhem piipravy. Ziejmé nejde
0 migraci prvkil ze zubni vyplné, protoze pak by byla ocekavand distribuce podobné jako
u zinku v tésné blizkosti amalgamu. Migrace kovt z vyplné do zubni tkané je zajimavy jev,
ktery uz byl pozorovan Vv jinych studiich, napt. pro hlinik [108]. Pro ustanoveni jednoznaénych
zavera pro migraci kovi je v této praci vSak provedené méfeni nedostate¢né a je tieba se této
problematice systematicky vénovat v budoucich klinickych studiich.

Fe 1252,28 nm Sil288,177 nm Zn1330,25nm Zn 334,50 nm Hg 1 368,02 nm

Obrazek 22. a) Fotografie zubu 3B pied LIBS analyzou. Mapy prostorové distribuce b) Zeleza (Fe |
252,28 nm), ¢) kifemiku (Si | 288,17 nm), d)—e) zinku (Zn | 330,25 nm; Zn | 334,50 nm); f) rtuti (Hg |
368,02 nm) v zubnich vyplnich; méreno na sestavé Firefly s laserem Quantel Viron s prostorovym

rozlisenim 30 um.

Posouzeni tvrdosti tkané
Z priizkumu soucasné literatury vénujici se analyze zubnich tkani bylo zjiSté€no, Ze poméry
atomovych a iontovych spektralnich ¢ar hoi¢iku mohou slouzit jako indikétor tvrdosti. Pro
jednotlivé zuby 3B (Obrazek 23 a), 4B (Obrazek 23 b), 5B (Obrazek 23 c), 6A (Obrazek 23 d)
jsou vyneseny mapy prostorové distribuce poméru spektralnich car hoi¢iku (Mg II
280,27 nm/Mg | 382,94 nm) (Obrazek 23 al), bl), cl), d1) alze vidét, ze sklovina vykazuje
vyS$$i intenzitu tohoto poméru nez dentin. TO souhlasi s tim, ze sklovina je mnohem vice
mineralizovana nez dentin, proto je to i tvrdsi material. Bylo pfedpokladano, Ze kost vlivem
odli$né struktury a mineralizace bude mit odliSnou tvrdost oproti zbylé zubni tkani. Z map
distribuce poméru hoi¢ikovych spektralnich ¢ar pro jednotlivé zuby (Obrazek 23 al), bl), c1),
dl) Ize vidét, ze kost je tvrdosti podobna dentinu, a na n¢kolika mistech je vyneseny pomér
mén¢ intenzivni. U zubu 4B a 6A je zvysena intenzita i V urcitych oblastech v dentinu. Zde se
pravdépodobné jedna o lokalni zvyseni tvrdosti. Na mapach zubt 3B a 5B na Obrazku 23 a2)
a c2) je dobte pozorovatelné ankylotické spojeni kosti se zubem (Obrazek 23 al) a cl) Cerveng).
Timto zptusobem tedy lze porovnat tvrdost dvou biotickych materialti obsahujicich hoic¢ik
a vysledky této prace se shoduji s vysledky z literatury [114, 117]. Tento jev vsak neni
jednoznaény a kK pfesnému urceni tvrdosti by bylo vhodné doplnit tyto experimenty o kontrolni
meéfeni tvrdosti jednotlivych Casti zubu pfimo na mikrotvrdoméru, které vsak nebylo mozné
Z ditvodu zaliti vzorkl do epoxidu.
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Mg 11 280,27 nm/Mg | 382,94 nm

Obrazek 23. Fotografie zubit a) 3B, b) 4B, ¢) 5B, d) 64 mérenych pri prostorovém rozliseni 30 um na
sestave Firefly s laserem Quantel Viron a spektrometrem Avantes. Jednotlivé cdsti zubii jsou barevné
odliSeny (dentin — rizovd, sklovina — zelend, kost — modrd). Oblast ankylotického spojeni je Vyznacena
Cervené. Porovndni map prostorové distribuce poméru horcikovych spektrdlnich car (Mg 1l
280,27 nm/Mg | 382,94 nm) — al), b1), c1), d1).

Piimkova analyza Kosti a zubu

Kost ma porovitou strukturu odlisnou od zubu a obsahuje mensi koncentraci hydroxyapatitu,
tedy i zastoupeni vapniku a fosforu. V této casti je dale zkoumana distribuce fosforu v zubu
a kosti vynesenim intenzity fosforu (P | 255,33nm) na 4 piimkach vedoucich napfti¢
analyzovanym zubem 1A (Obrazek 24 a) do grafi. Pfimky byly vedeny pies oblasti epoxidu,
kosti, dentinu a skloviny. V grafech (Obrazek 24 c)-f) je poté signal z kazdé emisni Cary
vyneseny piislusnou barvou a ¢asti zubu jsou podle vzdalenosti od po¢atku mapy v poloze, ze
které signal pochazi, zvyraznény v grafech stejnou barvou, jakou jsou vyznaceny na Obrazku
24 a) (dentin — rizova, sklovina — zelena, kost — modra).
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Obrazek 24. a) Fotografie zubu 14 méreného na sestave Discovery pri prostorovem rozliseni 100 um.
Jednotlivé casti zubii jsou barevné odliseny (dentin — rizovd, sklovina — zelend, kost — modra). b)
Mapa prostorové distribuce fosforu (P I 255,33 nm). c)-f) Grafy intenzit spektraini cary fosforu (P |
255,33 nm) na primkdch vedenych napiic matrici zubu. OSa X popisuje vzdalenost od pocatku
mapy, kazdy bod v grafu prislusi jednomu Spektru, osa y popisuje intenzitu spektralni cary
fosforu (P 1 255,33 nm).
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Z grafu na Obrazku 24 d)-f) 1ze vidét, Ze v oblasti kosti je intenzita signalu spektralni ¢ary
fosforu niz§i nez u dentinu a dosahuje maximalni hodnoty 8 x 10° a.u. Ve srovnani se zdravou
dentinovou tkani, kde intenzita fosforu dosahuje hodnot kolem 11 x 10° a.u. Epoxid m4 ve
vSech grafech nulovou intenzitu fosforu. Na Obrazku 24 d) 1ze vidét, ze signal fosforu je v této
¢asti dentinu velmi homogenni a jeho intenzita se vyrazné¢ méni pouze na krajich zubu. Na
Obrazku 24 c) jsou vysledky z pifimky vedené napii¢ sklovinou identinem, lze vidét, ze
sklovina mé ze vSech Casti zubu nejvyssSi intenzitu, ale na takto malé Casti signal kolisa
Vv intenzité. Kost je tedy mozné odlisit od zubni tkané z hlediska zastoupeni fosforu v porovnani
S ostatnimi ¢astmi zubu.

Lokalizace ankylozy
Pro detekci ankylozy bylo ptredpokladano, ze tkan podstupuje demineralizaci a se zménou
struktury se méni i prvkové slozeni tkan¢, dojde k pevnému spojeni kosti a cementu zubu. Na
Obrazku 25 je uvedena linearni distribuce tiech vybranych prvki fosforu, hoic¢iku a vapniku
napfi¢ zubem 5B. V piiloze je pak uvedena linearni distribuce tfech vybranych prvka fosforu,
hot¢iku a vapniku napii¢ zubem 3B (Obrazek 33). V grafech na ose y byly vyneseny intenzity
spektralnich ¢ar fosforu (P 1 255,33 nm), hoi¢iku (Mg 11279,55 nm), vapniku (Ca I1 373,69 nm)
na dvou piimkach vedenych napii¢ zubem pies oblast kosti a dentinu. Signal z kazdé emisni
¢ary je vyneseny prisluSnou barvou a ¢ast zubu, kde by se mélo nachazet ankylotické spojeni,
je zvyraznéna v grafech a fotografiich zubu ¢ervenou plochou. Osa x popisuje vzdalenost od
pocatku mapy, ktera byla na zubu 5B namétena. Uvedené fotografie zubu 5B (Obrazek 25 al),
a2) pak na sitku odpovidaji vzdalenosti na 0se y, na vysku byly pro lepsi ptehlednost zkraceny.
Na Obrazku 25 b2) je uvedena linearni distribuce fosforu (P 255,33 nm). Na ¢ervené ptimce
je v celé Cervené oblasti je detekovany intenzivni signal fosforu, pravdépodobné se tedy jedna
0 ankylotické spojeni, ¢imZ se potvrzuji predchozi vysledky z analyzy prostorovych map
distribuce prvki. Dochazi zde sice k ur¢itému poklesu v intenzité, to vSak lze pfisoudit zméné
ve struktufe aprvkovém =zastoupeni, mélo by zde dochazet k demineralizaci a ubytku
hydroxyapatitu. U modré piimky je pozorované vyrazné snizeni intenzity, zde je
pravdépodobné kost velmi blizko zubu, ale ke spojeni jest¢ nedoSlo. Podobné vysledky
pozorujeme i urozlozeni hot¢iku a vapniku na obou piimkach. Pfedev§im u hotéikové
spektralni ¢ary (Mg II 279,55 nm) je spojeni kosti a zubu v grafu zfetelné viditelné a dochazi
pouze K minimalnimu poklesu v intenzité hoic¢ikové spektralni ¢ary.
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Obrazek 25. al) Fotografie zubu 5B méreného na sestavé FireFly s laserem Quantel Viron p#i
prostorovém rozliseni 30 um. Jednotlivé casti zubii jsou barevné odliseny (dentin — rizova, sklovina
— zelend, kost — modrad). a2) Priblizend cdst zubu 5B, kde se nachdzi ankyloza (oznacena
cervenym svislym pruhem). b1l- d2) Grafy distribuce fosforu (P | 255,33 nm), horciku (Mg 11
279,55 nm) a vapniku (Ca II 373,69 nm) vynesenych ve dvou primkdch vedenych napric matrici zubu.
Vpravo (b2), c2), d2) je piibliZzend céast zubu 5B. Osa x popisuje vzdalenost od pocatku mapy, osa
y popisuje intenzitu spektralnich car. Cervenym svislym pruhem je oznacena oblast ankylozy
ve vSech fotografiich (al), a2) a v grafech (b1-d2).
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5.3 Mysi Celisti

Detekce olova v peletce

Na Obrazku 26 Ize vidét primérna spektra z méfeni celuldzové peletky s piimési kouski olova
pii centralni vinové délce 368 nm a 405 nm na spektrometru Cz-T. Nejlepsich vysledki bylo
dosazeno pti detekci olova v oblasti 368 nm, protoze zde byla detekovana nejvyssi intenzita
spektralni ¢ary olova (Pb | 368,37 nm) (Obrazek 26 a). Druha nejintenzivnéjsi spektralni ¢ara
olova je (Pb I 405,81 nm) (Obrazek 26 b). Ob¢ spektralni ¢ary nejsou saturované, a tudiz by
ob& mohly byt pouzity pro vyneseni map prostorové distribuce olova v mysi Celisti.

Dale byly tyto emisni ¢ary porovnany v databazi NIST se spektralnimi ¢arami prvka, které
se nachazi ve vzorku zubu, jestli nedochazi k interferenci s prvky z biotické matrice.
U spektralni ¢ary olova (Pb I 368,37 nm) by k interferenci dojit mohlo, protoze na vinové délce
370,60 nm se nachazi intenzivni iontova spektralni c¢ara vapniku. V blizkosti spektralni cary
olova (Pb | 405,81 nm) se zadné dalsi intenzivni spektralni ¢ary nejzastoupenéjSich prvki
Vv zubu nenachazi, proto je tato emisni ¢ara vhodné&jsi pro analyzu.
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Obrazek 26. Ukdzka priumérnych spekter pri akumulaci signalu na celulézové peletce
s obsahem olova z péti ndaslednych laserovych pulzii pii méreni na sestave Discovery se

spektrometrem Czerny-Turner s centralni vinovou délkou a) 368 nm a b) 405 nm. Oznaceny
jsou emisni cary olova Pb I (357,27 nm; 363,96 nm; 368,35 nm; 373,99 nm; 405,78 nm).

Srovndni prostorového rozliSeni

Na Obrazku 27 al), bl) je vidét srovnani prostorového rozliSeni ziskanych map prostorové
distribuce vapniku (Ca II 363,08 nm) na zubu PbO/9T (Obrazek 27 a) méteného s prostorovym
rozliSenim 100 um a zubu s ozna¢enim Kontrola (Obrazek 27 b) méteného s prostorovym
rozliSenim 16 um. Jednotlivé ¢asti mysich Celisti jsou vyznaceny barvami v Obrazek 27 a), b)
(oblast fezaku a kosti — rizova, stolicky —zelena, ohraniCeni mezi zubem a kosti, ve které je
zasazeny — modra).
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Pii prostorovém rozlieni 16 um pro kontrolni zub Ize od sebe v mapé distribuce vapniku
(Obrazek 27 bl) dobie rozlisit jednotlivé struktury zubu, to je vSak (jako v piipadé lidskych
zubll) dosazeno na tkor citlivosti detekce. Kompromis mezi citlivosti méfeni a prostorovym
rozliSenim byl dosazen pfi mapovani s prostorovym rozli§enim 100 um uzubu PbO/9T
(Obrazek 27 al). Pfi méfeni bioakumulace olova v mySich zubech, je navic tieba dosahnout co
nejvyssi citlivosti, protoze hrozi, ze koncentrace olova v zubu bude pod LOD, proto bylo déle
pouzito prostoroveé rozliSeni 100 um u sestavy Discovery se spektrometrem Cz-T.

Discovery FireFly, laser Standa

100 pm 16 um
PbO/9T Kontrola

b1)

S Ca ll 363,08 nm Ca ll 363,08 nm

Obrazek 27. Porovnani prvkovych map celisti s riiznym prostorovym rozlisSenim. a) Fotografie zubu
PbO/9T mereného s prostorovym rozlisenim 100 um na mérici sestavé Discovery se spektrometrem
Cz-T; b) Fotografie kontrolniho zubu mérené pri prostorovém rozliseni 16 um na mérici sestavé
FireFly s laserem Standa a spektrometrem Avantes. Riizovou konturou je vyznacena oblast celisti,
zelenou stolicky a modrou rozhrani mezi rezakem a celistni kosti. Pro kazdy zub jsou vyneseny mapy
prvkové distribuce vapniku (Ca Il 363,08 nm) — al), bl).

Spektralni analyza mysich Celisti

Na Obrazku 28 byla vynesena charakteristicka spektra z riznych ¢asti mysi Celisti PbO/9T
(Obrazek 28 a) méfené sestavou Discovery a spektrometrem Cz-T. Detekovana byla spektra
Z jednotlivych casti (kost — azurova, dentin — oranzova, stolicky — zelena, sklovina — Seda,
Spicka fezaku — fialova) vzorku cCelisti a spektrum z kazdé ¢asti je v grafu vyneseno ptislusnou
barvou, jakou je vyznacena poloha, kde bylo spektrum detekovano na Obrazku 28 a). Je tieba
zduraznit, ze zuby jsou zbrouSeny a z epoxidu vystupuje pouze ruzova (Celist) a zelena
(stoli¢ky) oblast. Kost pokracuje pod epoxidem (vyznaceno ¢ernym kruhem), a proto také neni
v map¢ distribuce vapniku (Obrazek 27 al) z této oblasti detekovany zadny signal.
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Obrazek 28. a) Fotografie zubu PbO/9T pred LIBS mérenim, oznacené jednotlivé casti zubu
(stolicky — zelend, celist — riizova, rozhrani mezi kosti a Fezakem — modra linka). Ukdzka
spekter z jednotlivych casti zubu (kost — azurova, dentin — oranzovd, stolicky — zelend,
sklovina — Sedd, Spicka rezaku — fialovd) 7 méreni na sestavé Discovery pri prostorovém
rozliseni 100 um a spektrometrem Cz-T s centrdlni vinovou délkou b) 368 nm; c) 405 nm.
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Ve spektralnim okné s centralni vinovou délkou 368 nm (Obrazek 28 b) byla pozorovana
nejvyssi intenzita vSech spektralnich ¢ar vapniku ve stolickach a ve Spicce fezdku. Mensi
intenzity poté dosahovaly spektralni ¢ary vapniku v oblasti dentinu a nejnizsi intenzita byla
detekovana v Kosti a ve skloving. V oblasti Spi¢ky fezaku a stolicek byl detekovany signal
olova (Pb | 368,37 nm), ale intenzita této spektralni ¢ary olova byla nizka a z ¢asti ji piekryvala
spektralni ¢ara vapniku (Ca II 370,60 nm), ktera je saturovana a zna¢né rozsifena. Pti detekci
intenzivniho signalu ze stolicek a Spicky fezdku také dochazelo ke zvySeni intenzity pozadi.
Tento jev byl nejmensi u spekter z kosti a dentinu, ktera méla velmi podobny pribéh.

Ve spektralnim okné s centralni vinovou délkou 405 nm (Obrazek 28 c) byla pozorovana
nejvyssi intenzita spektralnich ¢ar vapniku (Ca Il 393,37 nm; Ca Il 396,85 nm) ve stoli¢kach.
Spektrum z oblasti stolicek bylo celkové nejintenzivnéjsi a také mélo nejvice zvySené pozadi,
dale v ném byla detekovana spektralni ¢ara stroncia (Sr 11 407,78 nm) a olova (Pb 1405,81 nm).
Spektralni ¢ara olova byla detekovéana iV oblasti $picky fezaku, ale v jinych oblastech se
nevyskytovala. Dentin a kost mély opét stejny pribéh detekovanych spekter.

Prostorova distribuce olova v mysich Celistech

Na Obrazku 29 je zobrazena prostorova distribuce bioakumulovaného olova (Pb I 368,37 nm;
Pb 1405,81 nm) v zubech PbO/9T (Obrazek 29 a), kde byla métena cela plocha zubu, a PbO/6T
(Obrazek 29 b), u kterého byla métfena pouze $picka fezaku (pro lepsi piedstavu je zbytek zubu
dokresleny rtizovou pterusovanou ¢arou).

Olovo bylo detekovano ptredevsim v oblasti stolicek a Spicky fezaku, ato v obou vzorcich
PbO/6T skoncentraci olova (10,37 +0,10 mg - kg?) aPbO/9T skoncentraci olova
(14,81 + 0,10 mg - kg™). Nejlepsi vysledky z hlediska intenzity byly u obou zubt dosazeny pii
detekci na spektralni care olova (Pb | 405,81 nm) na Obrazku 29 a2), b2), coz potvrzuje
vysledky z analyzy spekter. Avsak i spektralni ¢ara (Pb I 368,37 nm) (Obrazek 29 al), bl) Ize
pouzit pro detekci olova v mysich Celistech. U vzorku z kontrolni skupiny byla koncentrace
olova pod LOD a nebyl detekovany zadny signal. ProtoZe je olovo detekovano hlavné v piedni
Casti fezaku ana horni Casti stolicek, je mozné, ze se uklada predevsim do skloviny.
Bioakumulaci olova by méla doprovazet i dekalcifikace — tbytek vapniku. Tento jev vSak na
mapach prostorové distribuce prokazateln¢€ pozorovan nebyl a pro ovéteni by bylo tfeba provést
dal$i méfeni s vy$§im poctem vzorki.

59



PbO/9T Pb | 368,37 nm Pb |1 405,81
al) a2)

PbO/6T Pb1368,37nm  Pb 405,81 nm
b1)

Obrazek 29. a) Fotografie mysi celisti PbO/9T; b) fotografie mysi celisti PbOI6T analyzovanych
s prostorovym rozlisenim 100 um na mérici sestavé Discovery se spektrometrem Cz-T. RiZovou
konturou je vyznacena oblast celisti, zelenou stolicky a modrou rozhrani mezi rezakem a Celistni kosti.
Mapa prostorove distribuce olova Pb | 368,37 nm — al), bl). Mapa prostorové distribuce olova Pb [
405,81 nm —a2), b2).




6 ZAVER

Cilem této diplomové prace byla analyza tvrdych tkdni metodou spektroskopie laserem
buzeného plazmatu anasledné sestaveni map prostorové distribuce vybranych prvka
v métenych vzorcich. Byly vybrany dva piiklady vyuziti metody LIBS pro studium
kalcifikovanych tkani, ato lokalizace onemocnéni na zékladé¢ zmény prvkového slozeni
a detekce obsahu kontaminanti. Pro lokalizaci onemocnéni byly studovany lidské zuby
s ankylézou a v pripadé kontaminanti byla zkoumana bioakumulace olova v zubech a kostech
mysi. V obou ptipadech byly vzorky skladovany ve formaldehydu a poté zality do epoxidové
pryskyfice a nalestény. Dale bylo provedeno méfeni metodou LIBS na dvou méficich sestavach
Discovery a FireFly. Vzorky byly méfeny pfi tfech riznych prostorovych rozlisenich a velikost
mapy byla specificka pro kazdy vzorek, pti¢emz bylo v ramci jedné mapy dosazeno i vice nez
milionu spekter. Spektralni ¢ary prvki pro rekonstrukci map byly vybrany na zaklad¢ intenzity,
tvaru spektra a mozné interference s dal§imi spektralnimi ¢arami detekovanych prvkd.

Lidské zuby s ankylozou byly studovany na zakladé prostorové distribuce nejzastoupenéjsich
prvku: fosforu, hoi¢iku a vapniku. Pro kazdy z téchto prvku byla vynesena mapa prostorového
rozlozeni v jednotlivych ¢astech zubu a vysledky dosazené v této diplomové praci se shodovaly
s literaturou. Také bylo Gspé$né ovéieno pouziti poméra spektralnich car hotéiku pro posouzeni
tvrdosti riznych ¢asti zubu. Bylo zjisténo, Ze ankyl6za obsahuje mensi mnozstvi fosforu
a vapniku nez dentin, coz by mohlo souviset s pfeménou zubu na kostni tkan a ubytkem
hydroxyapatitu.

Bylo uspésné detekovano olovo v mysich zubech v obou testovanych vzorcich (Sesti i deviti
tydenni expozice mySi nanoc¢asticim olova vedla k bioakumulaci olova, a to v koncentracich
10,37 + 0,10 mg - kg !, respektive 14,81 +0,10 mg - kg™?). Nasledné byly vyneseny mapy
distribuce olova v mysich zubech, pticemz olovo bylo podle ptedpokladii nejzastoupenéjsi ve
Spicce mysiho fezaku a ve stolickach. V kontrolnim vzorku olovo detekovano nebylo.

V této praci bylo uspésné¢ dosazeno doposud nejlepsiho prostorového rozlisSeni v LIBS
analyze tvrdych tkani (30 um vici v literatufe bézné pouzivanym 100 um). Déle byl vyznamné
posunut pocet pixeld obsazenych v jedné mapé, z V literatufe publikovanych 2 100 spekter
obsazenych v jedné mapé az na 1 001 620 pixeld. Tento skokovy posun vsak kladl extrémné
velké naroky na uloZeni, manipulaci a zpracovani namétenych dat spojeny s velkymi ¢asovymi
pozadavky. Pfi pokracovani vyzkumu by bylo zajimavé optimalizovat podminky méfeni pro
prostorové rozliSeni 16 pm a déale posunout hranice méteni tvrdych tkani. Dale by mohlo byt
zajimavé se zamétit na migraci kovil ze zubnich vyplni do tkan€ zubu a potvrdit hypotézu, Ze
zinek se uklada v dentinu v blizkosti vyplné. Vyzkum by také mohl pokracovat stanovenim
limita detekce jednotlivych prvki, pfedev§im olova pii méfeni jeho bioakumulace v mysich
zubech a kostech.

61



7 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

[1]

[2]
[3]
[4]

[5]
[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

TWYMAN, R.M. ATOMIC EMISSION SPECTROMETRY | Principles and
Instrumentation. In: Encyclopedia of Analytical Science [online]. B.m.: Elsevier, 2005,
S. 190-198. Dostupné z: doi:10.1016/B0-12-369397-7/00029-7

NEMCOVA, Irena. Spektrometrické analytické metody. 1. Prague: Karolinum, 1997.
ISBN 80-7184-365-2.

MILDE, David. Opticka emisni spektrometrie [online]. 2010. Dostupné
z: http://ach.upol.cz/user-files/intranet/05-asx-0es-1321623178.pdf

NANCY, Parvathy, Juby Alphonsa MATHEW, Jerry JOSE, Jemy JAMES, Blessy
JOSEPH, Ashin SHAJI, Sabu THOMAS a Nandakumar KALARIKKAL. Laser,
nanoparticles, and optics. In: Nano-Optics [online]. B.m.: Elsevier, 2020, s. 47-65.
Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-818392-2.00004-4

WILLIAMS, David. Laser basics. Anaesthesia & Intensive Care Medicine [online].
2008, 9(12), 550-552. ISSN 14720299. Dostupné z: doi:10.1016/j.mpaic.2008.09.008
SONG, Kyuseok, Yong-Ill LEE a Joseph SNEDDON. Applications of Laser-Induced
Breakdown Spectrometry. Applied Spectroscopy Reviews [online]. 1997, 32(3), 183—
235. ISSN 0570-4928. Dostupné z: doi:10.1080/05704929708003314

FORTES, Francisco J., Javier MOROS, Patricia LUCENA, Luisa M. CABALIN a J.
Javier LASERNA. Laser-Induced Breakdown Spectroscopy. Analytical Chemistry
[online]. 2013, 85(2), 640-669. ISSN 0003-2700. Dostupné z: doi:10.1021/ac303220r
NOVOTNY, Jan, Novotny KAREL, Prochazka DAVID, Hrdlicka ALES a Kaiser
JOZEF. Two dimensional elemental mapping by laser-induced breakdown spectroscopy.
Spectroscopy Europe [online]. 2014, 26(6), 5. Dostupné
z: https://lwww.spectroscopyeurope.com/article/two-dimensional-elemental-mapping-
laser-induced-breakdown-spectroscopy

WONG, Diane M, Alexander A. BOL’SHAKOYV a Richard E. RUSSO. Laser Induced
Breakdown Spectroscopy. In: Encyclopedia of Spectroscopy and Spectrometry [online].
B.m.: Elsevier, 2010, s.1281-1287. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-374413-
5.00062-2

HAHN, David W. a Nicol6 OMENETTO. Laser-Induced Breakdown Spectroscopy
(LIBS), Part Il: Review of Instrumental and Methodological Approaches to Material
Analysis and Applications to Different Fields. Applied Spectroscopy [online]. 2012,
66(4), 347-419. ISSN 0003-7028. Dostupné z: doi:10.1366/11-06574
Spectrophotometry [online]. 2020. Dostupné
z: https://chem.libretexts.org/@go/page/1431

RAI, V N a S N THAKUR. Instrumentation for Laser-Induced Breakdown
Spectroscopy. In: LASER-INDUCED BREAKDOWN SPECTROSCOPY [online]. B.m.:
Elsevier B.V., 2007, s. 113-133. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-444-51734-0.50008-
9

NOVOTNY, Karel, Jozef KAISER, Ale§ HRDLICKA, Radomir MALINA, Tomas
VEMOLA, David PROCHAZKA, Jan NOVOTNY a Viktor KANICKY. Spektroskopie
laserem buzeného plazmatu (LIBS). Ceskoslovensky casopis pro fyziku. 2010, 60(4-5),
280-285.

BUDAY, Jakub, Pavel PORIZK A a Jozef KAISER. Imaging laser-induced plasma under
different laser irradiances. Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy [online].
2020, 168, 105874. ISSN 05848547. Dostupné z: doi:10.1016/j.sab.2020.105874
EFFENBERGER, A., SCOTT, J. Effect of Atmospheric Conditions on LIBS Spectra.
Sensors [online]. 2010, 10(5), 4907—4925. Dostupné z: doi:10.3390/s100504907
KULHANEK, Petr. Uvod do teorie plazmatu [online]. prvni upra. Praha: Aldebaran

62



[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

63

Group for Astrophysics, 2017. ISBN 978-80904582-2-2. Dostupné
z: https://lwww.aldebaran.cz/studium/fpla.pdf

COSTA, Vinicius Camara, Francisco Wendel Batista AQUINO, Caio Marcio
PARANHOS a Edenir Rodrigues PEREIRA-FILHO. Identification and classification of
polymer e-waste using laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) and chemometric
tools. Polymer Testing [online]. 2017, 59, 390-395. ISSN 01429418. Dostupné
Z: d0i:10.1016/j.polymertesting.2017.02.017

H.WIGGENHAUSER, D.SCHAURICH, G.WILSCH. LIBS for non-destructive testing
of element distributions on surfaces. NDT & E International [online]. 1998, 31(4), 07—
313. Dostupné z: doi:10.1016/S0963-8695(98)00008

EPPLER, Aaron S., David A. CREMERS, Donald D. HICKMOTT, Monty J. FERRIS a
Aaron C. KOSKELO. Matrix Effects in the Detection of Pb and Ba in Soils Using Laser-
Induced Breakdown Spectroscopy. Applied Spectroscopy [online]. 1996, 50(9), 1175-
1181. ISSN 0003-7028. Dostupné z: doi:10.1366/0003702963905123

TOGNONI, E., G. CRISTOFORETTI, S. LEGNAIOLI a V. PALLESCHI. Calibration-
Free Laser-Induced Breakdown Spectroscopy: State of the art. Spectrochimica Acta Part
B: Atomic Spectroscopy [online]. 2010, 65(1), 1-14. ISSN 05848547. Dostupné
z: doi:10.1016/j.sab.2009.11.006

FINCH, Michael, Adam FRISS, Andrew KUSTAS, Jason SLAVIK, Brian LEE a Azer.
YALIN. Development of a Near-Infrared Cavity Ring-Down Spectroscopy System for
CO 2 Isotope Detection. In: Conference Paper [online]. 2012, s.8. Dostupné
z: https://lwww.researchgate.net/publication/305220662_Development_of a_Near-
Infrared_Cavity Ring-Down_Spectroscopy_System for CO_2_Isotope_Detection
YAROSHCHYK, Pavel a John E. EBERHARDT. Automatic correction of continuum
background in Laser-induced Breakdown Spectroscopy using a model-free algorithm.
Spectrochimica Acta - Part B Atomic Spectroscopy [online]. 2014, 99, 138-149.
ISSN 05848547. Dostupné z: doi:10.1016/j.sab.2014.06.020

KRAMIDA, A., RALCHENKO, YU., READER, J. and NIST ASD Team. NIST Atomic
Spectra Database. version 56.1 [online]. 2018. Dostupné
z: doi:https://doi.org/10.18434/T4AW30F

MCNAUGHT, A. D. a A. WILKINSON. Limit of detection in analysis. In: IUPAC
Compendium of Chemical Terminology [online]. 2. vydani. Oxford: Blackwell Scientific
Publications, 1997. ISBN 0-9678550-9-8. Dostupné z: doi:10.1351/goldbook.L03540
JANTZI, Sarah C., Vincent MOTTO-ROS, Florian TRICHARD, Yuri MARKUSHIN,
Noureddine MELIKECHI a Alessandro DE GIACOMO. Sample treatment and
preparation for laser-induced breakdown spectroscopy. Spectrochimica Acta Part B:
Atomic Spectroscopy [online]. 2016, 115, 52-63. ISSN 05848547. Dostupné
z: doi:10.1016/j.sab.2015.11.002

NOVOTNY, J., M. BRADA, M. PETRILAK, D. PROCHAZKA, K. NOVOTNY, A.
HRDLICKA aJ. KAISER. A versatile interaction chamber for laser-based spectroscopic
applications, with the emphasis on Laser-Induced Breakdown Spectroscopy.
Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy [online]. 2014, 101, 149-154.
ISSN 05848547. Dostupné z: doi:10.1016/j.sab.2014.08.004

AHMED, Rizwan, Javed IQBAL a M Aslam BAIG. Effects of laser wavelengths and
pulse energy ratio on the emission enhancement in dual pulse LIBS. Laser Physics
Letters [online]. 2015, 12(6), 066102. ISSN 1612-2011. Dostupné z: doi:10.1088/1612-
2011/12/6/066102

LOPEZ-QUINTAS, I., M.P. MATEO, V. PINON, A. YANEZ a G. NICOLAS. Mapping
of mechanical specimens by laser induced breakdown spectroscopy method: Application
to an engine valve. Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy [online]. 2012,



[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

74-75, 109-114. ISSN 05848547. Dostupné z: doi:10.1016/j.sab.2012.06.035
RADZIEMSKI, Leon a David CREMERS. A brief history of laser-induced breakdown
spectroscopy: From the concept of atoms to LIBS 2012. Spectrochimica Acta Part B:
Atomic Spectroscopy [online]. 2013, 87, 3-10. ISSN 05848547. Dostupné
z: d0i:10.1016/j.sab.2013.05.013

CREMERS, David A. a Andrew K. KNIGHT. Laser-Induced Breakdown Spectroscopy.
In: Encyclopedia of Analytical Chemistry [online]. Chichester, UK: John Wiley & Sons,
Ltd, 2000. ISBN 9780444517340. Dostupné z: doi:10.1002/9780470027318.a5110t
CREMERS, David A. a Rosemarie C. CHINNI. Laser-Induced Breakdown
Spectroscopy—Capabilities and Limitations. Applied Spectroscopy Reviews [online].
2009, 44(6), 457-506. ISSN 0570-4928. Dostupné z: doi:10.1080/05704920903058755
HAHN, David W. a Nicol6o OMENETTO. Laser-induced breakdown spectroscopy
(LIBS), part II: Review of instrumental and methodological approaches to material
analysis and applications to different fields. Applied Spectroscopy [online]. 2012, 66(4),
347-419. ISSN 00037028. Dostupné z: doi:10.1366/11-06574

TAKAHASHI, Tomoko, Soichi YOSHINO, Yutaro TAKAYA, Tatsuo NOZAKI,
Koichi OHKI, Toshihiko OHKI, Tetsuo SAKKA a Blair THORNTON. Quantitative in
situ mapping of elements in deep-sea hydrothermal vents using laser-induced breakdown
spectroscopy and multivariate analysis. Deep Sea Research Part I: Oceanographic
Research Papers [online]. 2020, 158, 103232. ISSN 09670637. Dostupné
z: doi:10.1016/j.dsr.2020.103232

THORNTON, Blair, Tomoko TAKAHASHI, Takumi SATO, Tetsuo SAKKA, Ayaka
TAMURA, Ayumu MATSUMOTO, Tatsuo NOZAKI, Toshihiko OHKI a Koichi
OHKI. Development of a deep-sea laser-induced breakdown spectrometer for in situ
multi-element chemical analysis. Deep Sea Research Part I: Oceanographic Research
Papers [online]. 2015, 95, 20-36. ISSN 09670637. Dostupné
z: d0i:10.1016/j.dsr.2014.10.006

JANTZI, Sarah C., Vincent MOTTO-ROS, Florian TRICHARD, Yuri MARKUSHIN,
Noureddine MELIKECHI a Alessandro DE GIACOMO. Sample treatment and
preparation for laser-induced breakdown spectroscopy. Spectrochimica Acta - Part B
Atomic Spectroscopy [online]. 2016, 115, 52-63. ISSN 05848547. Dostupné
z: doi:10.1016/j.sab.2015.11.002

TOGNONI, Elisabetta a Gabriele CRISTOFORETTI. Signal and noise in Laser Induced
Breakdown Spectroscopy: An introductory review. Optics & Laser Technology [online].
2016, 79, 164-172. ISSN 00303992. Dostupné z: doi:10.1016/j.optlastec.2015.12.010
BONTA, Maximilian, Jhanis J. GONZALEZ, C. Derrick QUARLES, Richard E.
RUSSO, Balazs HEGEDUS a Andreas LIMBECK. Elemental mapping of biological
samples by the combined use of LIBS and LA-ICP-MS. Journal of Analytical Atomic
Spectrometry  [online]. 2016, 31(1), 252-258. |ISSN 0267-9477. Dostupné
z: doi:10.1039/C5JA00287G

PROCHAZKA, David, Martin BILIK, Petra PROCHAZKOVA, Jakub KLUS, Pavel
PORIZKA, Jan NOVOTNY, Karel NOVOTNY, Barbora TICOVA, Albert BRADAC,
Marek SEMELA a Jozef KAISER. Detection of tire tread particles using laser-induced
breakdown spectroscopy. Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy [online].
2015, 108, 1-7. ISSN 05848547. Dostupné z: d0i:10.1016/j.sab.2015.03.011
LUCENA, P., A. DONA, L.M. TOBARIA a J.J. LASERNA. New challenges and
insights in the detection and spectral identification of organic explosives by laser induced
breakdown spectroscopy. Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy [online].
2011, 66(1), 12—20. ISSN 05848547. Dostupné z: doi:10.1016/j.sab.2010.11.012
SuperCam for Scientists - NASA Mars. NASA’s Mars Exploration Program [onling].

64



[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

65

[vid. 2021-04-04]. Dostupné
z: https://mars.nasa.gov/mars2020/spacecraft/instruments/supercam/for-scientists/
KUMAR, Akshaya, Fang-Yu YUEH, Jagdish P. SINGH a Shane BURGESS.
Characterization of malignant tissue cells by laser-induced breakdown spectroscopy.
Applied Optics [online]. 2004, 43(28), 5399. ISSN 0003-6935. Dostupné
z: doi:10.1364/A0.43.005399

PENG, Jiyu, Kunlin SONG, Hongyan ZHU, Wenwen KONG, Fei LIU, Tingting SHEN
a Yong HE. Fast detection of tobacco mosaic virus infected tobacco using laser-induced
breakdown spectroscopy. Scientific Reports [online]. 2017, 7(1), 44551. ISSN 2045-
2322. Dostupné z: doi:10.1038/srep44551

NIKOLAI, Sushkov, Timur LABUTIN, Nikolai LOBUS a Galbacs GABOR.
EXPLORATORY ANALYSIS OF ZOOPLANKTON SPECTRA USING MATRIX
DECOMPOSITION TECHNIQUES. In: [online]. 2020, s.179. Dostupné
z: http://www?2.sci.u-
szeged.hu/libsconf/index_htm_files/libsconf2020_book_of abstracts_final.pdf
GALIOVA, Michaela, Jozef KAISER, Francisco J. FORTES, Karel NOVOTNY,
Radomir MALINA, Lubomir PROKES, Ales HRDLICKA, Tom4$ VACULOVIC,
Miriam NYVLTOVA FISAKOVA, Jiti SVOBODA, Viktor KANICKY a Javier J.
LASERNA. Multielemental analysis of prehistoric animal teeth by laser-induced
breakdown spectroscopy and laser ablation inductively coupled plasma mass
spectrometry. Applied Optics [online]. 2010, 49(13), C191. ISSN 0003-6935. Dostupné
Z: d0i:10.1364/20.49.00c191

MEHARI, Fanuel, Maximilian ROHDE, Christian KNIPFER, Rajesh KANAWADE,
Florian KLAMPFL, Werner ADLER, Florian STELZLE a Michael SCHMIDT. Laser
induced breakdown spectroscopy for bone and cartilage differentiation - ex vivo study
as a prospect for a laser surgery feedback mechanism. Biomedical Optics Express
[online]. 2014, 5(11), 4013. ISSN 2156-7085. Dostupné z: doi:10.1364/BOE.5.004013
KANAWADE, Rajesh, Fanuel MAHARI, Florian KLAMPFL, Maximilian ROHDE,
Christian KNIPFER, Katja TANGERMANN-GERK, Werner ADLER, Michael
SCHMIDT a Florian STELZLE. Qualitative tissue differentiation by analysing the
intensity ratios of atomic emission lines using laser induced breakdown spectroscopy
(LIBS): prospects for a feedback mechanism for surgical laser systems. Journal of
Biophotonics [online]. 2015, 8(1-2), 153-161. ISSN 1864-063X. Dostupné
z: doi:10.1002/jbi0.201300159

HAN, Jung Hyun, Youngmin MOON, Jong Jin LEE, Sujeong CHOI, Yong-Chul KIM a
Sungho JEONG. Differentiation of cutaneous melanoma from surrounding skin using
laser-induced breakdown spectroscopy. Biomedical Optics Express [online]. 2016, 7(1),
57. ISSN 2156-7085. Dostupné z: doi:10.1364/BOE.7.000057

SAMEK, O., D.C.S BEDDOWS, H.H TELLE, J. KAISER, M. LISKA, J.O CACERES
a A GONZALES URENA. Quantitative laser-induced breakdown spectroscopy analysis
of calcified tissue samples. Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy [online].
2001, 56(6), 865-875. ISSN 05848547. Dostupné z: doi:10.1016/S0584-
8547(01)00198-7

MOTTO-ROS, V., S. MONCAYO, C. FABRE a B. BUSSER. LIBS imaging
applications. In: Laser-Induced Breakdown Spectroscopy [online]. B.m.: Elsevier, 2020,
S. 329-346. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-818829-3.00014-9

JOLIVET, L., M. LEPRINCE, S. MONCAYO, L. SORBIER, C.-P. LIENEMANN a V.
MOTTO-ROS. Review of the recent advances and applications of LIBS-based imaging.
Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy [online]. 2019, 151, 41-53.
ISSN 05848547. Dostupné z: doi:10.1016/j.sab.2018.11.008



[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

KALOT, Ghadir, Amélie GODARD, Benoit BUSSER, Jacques PLIQUETT, Mans
BROEKGAARDEN, Vincent MOTTO-ROS, Karl David WEGNER, Ute RESCH-
GENGER, Ulli KOSTER, Franck DENAT, Jean-Luc COLL, Ewen BODIO, Christine
GOZE a Lucie SANCEY. Aza-BODIPY: A New Vector for Enhanced Theranostic
Boron Neutron Capture Therapy Applications. Cells [online]. 2020, 9(9), 1953.
ISSN 2073-4409. Dostupné z: doi:10.3390/cells9091953

SANCEY, Lucie, Shady KOTB, Charles TRUILLET, Florence APPAIX, Arthur
MARALIS, Eloise THOMAS, Boudewijn VAN DER SANDEN, Jean Philippe KLEIN,
Blandine LAURENT, Mich¢le COTTIER, Rodolphe ANTOINE, Philippe DUGOURD,
Gérard PANCZER, Francois LUX, Pascal PERRIAT, Vincent MOTTO-ROS a Olivier
TILLEMENT. Long-term in Vivo clearance of gadolinium-based AGulX nanoparticles
and their biocompatibility after systemic injection. ACS Nano [online]. 2015, 9(3), 2477—
2488. ISSN 1936086X. Dostupné z: doi:10.1021/acsnano.5b00552

LE GUEVEL, Xavier, Maxime HENRY, Vincent MOTTO-ROS, Elena LONGO, Maria
I. MONTANEZ, Frédéric PELASCINI, Ombeline DE LA ROCHEFOUCAULD,
Philippe ZEITOUN, Jean-Luc COLL, Véronique JOSSERAND a Lucie SANCEY.
Elemental and optical imaging evaluation of zwitterionic gold nanoclusters in
glioblastoma mouse models. Nanoscale [online]. 2018, 10(39), 18657-18664.
ISSN 2040-3364. Dostupné z: doi:10.1039/C8NR05299A

KAISER, Jozef, Karel NOVOTNY, Madhavi Z. MARTIN, Ales HRDLICKA, Radomir
MALINA, Martin HARTL, Vojtéch ADAM a René KIZEK. Trace elemental analysis
by laser-induced breakdown spectroscopy—Biological applications. Surface Science
Reports [online]. 2012, 67(11-12), 233-243. ISSN01675729. Dostupné
z: doi:10.1016/j.surfrep.2012.09.001

MOTTO-ROS, V., L. SANCEY, X.C. WANG, Q.L. MA, F. LUX, X.S. BAI, G.
PANCZER, O. TILLEMENT a J. YU. Mapping nanoparticles injected into a biological
tissue using laser-induced breakdown spectroscopy. Spectrochimica Acta Part B: Atomic
Spectroscopy  [online]. 2013, 87, 168-174. ISSN 05848547. Dostupné
z: d0i:10.1016/j.sab.2013.05.020

GIMENEZ, Y., B. BUSSER, F. TRICHARD, A. KULESZA, J. M. LAURENT, V.
ZAUN, F. LUX, J. M. BENOIT, G. PANCZER, P. DUGOURD, O. TILLEMENT, F.
PELASCINI, L. SANCEY a V. MOTTO-ROS. 3D Imaging of Nanoparticle Distribution
in Biological Tissue by Laser-Induced Breakdown Spectroscopy. Scientific Reports
[online]. 2016, 6(June), 1-9. ISSN 20452322. Dostupné z: doi:10.1038/srep29936
JOLIVET, L., M. LEPRINCE, S. MONCAYO, L. SORBIER, C.-P. LIENEMANN a V.
MOTTO-ROS. Review of the recent advances and applications of LIBS-based imaging.
Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy [online]. 2019, 151, 41-53.
ISSN 05848547. Dostupné z: doi:10.1016/j.sab.2018.11.008

BUSSER, Benoit, Samuel MONCAYO, Jean-Luc COLL, Lucie SANCEY a Vincent
MOTTO-ROS. Elemental imaging using laser-induced breakdown spectroscopy: A new
and promising approach for biological and medical applications. Coordination
Chemistry Reviews [online]. 2018, 358, 70-79. ISSN 00108545. Dostupné
z: doi:10.1016/j.ccr.2017.12.006

MODLITBOVA, Pavlina, Pavel PORIZKA a Jozef KAISER. Laser-induced breakdown
spectroscopy as a promising tool in the elemental bioimaging of plant tissues. TrAC
Trends in Analytical Chemistry [online]. 2020, 122, 115729. ISSN 01659936. Dostupné
z: doi:10.1016/j.trac.2019.115729

LO, Su-Tang, André F. MARTINS, Veronica Clavijo JORDAN a A. Dean SHERRY.
Zinc as an Imaging Biomarker of Prostate Cancer. Israel Journal of Chemistry [online].
2017, 57(9), 854-861. ISSN 00212148. Dostupné z: doi:10.1002/ijch.201700043

66



[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

67

MULWARE, Stephen Juma. Comparative Trace Elemental Analysis in Cancerous and
Noncancerous Human Tissues Using PIXE. Journal of Biophysics [online]. 2013, 2013,
1-8. ISSN 1687-8000. Dostupné z: doi:10.1155/2013/192026

SINGH, Sudhir P., Katarina VOGEL-MIKUS, Primoz VAVPETIC, Luka JEROMEL,
Primoz PELICON, Jitendra KUMAR a Rakesh TULI. Spatial X-ray fluorescence micro-
imaging of minerals in grain tissues of wheat and related genotypes. Planta [online].
2014, 240(2), 277-289. ISSN 0032-0935. Dostupné z: doi:10.1007/s00425-014-2084-4
DUNHAM, Sage J. B., Joanna F. ELLIS, Nameera F. BAIG, Nydia MORALES-SOTO,
Tianyuan CAO, Joshua D. SHROUT, Paul W. BOHN a Jonathan V. SWEEDLER.
Quantitative SIMS Imaging of Agar-Based Microbial Communities. Analytical
Chemistry [online]. 2018, 90(9), 5654-5663. ISSN 0003-2700. Dostupné
z: doi:10.1021/acs.analchem.7b05180

MONROE, Eric B., Suresh P. ANNANGUDI, Nathan G. HATCHER, Howard B.
GUTSTEIN, Stanislav S. RUBAKHIN a Jonathan V. SWEEDLER. SIMS and MALDI
MS imaging of the spinal cord. PROTEOMICS [online]. 2008, 8(18), 3746-3754.
ISSN 16159853. Dostupné z: doi:10.1002/pmic.200800127

PUSHIE, M. Jake, Ingrid J. PICKERING, Malgorzata KORBAS, Mark J. HACKETT a
Graham N. GEORGE. Elemental and Chemically Specific X-ray Fluorescence Imaging
of Biological Systems. Chemical Reviews [online]. 2014, 114(17), 8499-8541.
ISSN 0009-2665. Dostupné z: doi:10.1021/cr4007297

ZHANG, Run, Li LI, Yasmina SULTANBAWA a Zhi Ping XU. X-ray fluorescence
imaging of metals and metalloids in biological systems. American journal of nuclear
medicine and molecular imaging [online]. 2018, 8(3), 169-188. ISSN 2160-8407.
Dostupné z: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/30042869

COLLINGWOOD, Joanna F a Freddy ADAMS. Chemical imaging analysis of the brain
with X-ray methods. Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy [online]. 2017,
130, 101-118. ISSN 05848547. Dostupné z: doi:10.1016/j.sab.2017.02.013

SILVA, MarinaP., Danilo F. SOAVE, Alfredo RIBEIRO-SILVA a Martin E. POLETTI.
Trace elements as tumor biomarkers and prognostic factors in breast cancer: A study
through energy dispersive x-ray fluorescence. BMC Research Notes [online]. 2012, 5, 1—
11. ISSN 17560500. Dostupné z: doi:10.1186/1756-0500-5-194

FINNEGAN, Mary E., Naomi P. VISANJI, Isolda ROMERO-CANELON, Emily
HOUSE, Surya RAJAN, J. Frederick W. MOSSELMANS, Lili-Naz HAZRATI, Jon
DOBSON a Joanna F. COLLINGWOOD. Synchrotron XRF imaging of Alzheimer’s
disease basal ganglia reveals linear dependence of high-field magnetic resonance
microscopy on tissue iron concentration. Journal of Neuroscience Methods [online].
2019, 319, 28-39. ISSN 01650270. Dostupné z: doi:10.1016/j.jneumeth.2019.03.002
SABINE BECKER, J. Imaging of metals in biological tissue by laser ablation
inductively coupled plasma mass spectrometry (LA-ICP-MS): state of the art and future
developments. Journal of Mass Spectrometry [online]. 2013, 48(2), 255-268.
ISSN 10765174. Dostupné z: doi:10.1002/jms.3168

SUSSULINI, Alessandra, Julia Susanne BECKER a Johanna Sabine BECKER. Laser
ablation ICP-MS: Application in biomedical research. Mass Spectrometry Reviews
[online]. 2017, 36(1), 47-57. ISSN 02777037. Dostupné z: doi:10.1002/mas.21481
GONZALEZ DE VEGA, Raquel, Maria Luisa FERNANDEZ-SANCHEZ, Jorge
PISONERO, Noemi EIRO, Francisco J. VIZOSO a Alfredo SANZ-MEDEL.
Quantitative bioimaging of Ca, Fe, Cu and Zn in breast cancer tissues by LA-ICP-MS.
Journal of Analytical Atomic Spectrometry [online]. 2017, 32(3), 671-677. ISSN 0267-
9477. Dostupné z: doi:10.1039/C6JA00390G

NIEDZWIECKI, Megan M., Christine AUSTIN, Romain REMARK, Miriam MERAD,



[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

Sacha GNJATIC, Guadalupe ESTRADA-GUTIERREZ, Aurora ESPEJEL-NUNEZ,
Hector BORBOA-OLIVARES, Mario GUZMAN-HUERTA, Rosalind J. WRIGHT,
Robert O. WRIGHT a Manish ARORA. A multimodal imaging workflow to visualize
metal mixtures in the human placenta and explore colocalization with biological
response markers. Metallomics [online]. 2016, 8(4), 444-452. ISSN 1756-5901.
Dostupné z: doi:10.1039/C6MT00010J

ZORIY, Myroslav V., Markus DEHNHARDT, Andreas MATUSCH a J. Sabine
BECKER. Comparative imaging of P, S, Fe, Cu, Zn and C in thin sections of rat brain
tumor as well as control tissues by laser ablation inductively coupled plasma mass
spectrometry. Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy [online]. 2008, 63(3),
375-382. ISSN 05848547. Dostupné z: doi:10.1016/j.sab.2007.11.030

NEUMANN, Boris, Simone HOSL, Karima SCHWAB, Franz THEURING a Norbert
JAKUBOWSKI. Multiplex LA-ICP-MS bio-imaging of brain tissue of a parkinsonian
mouse model stained with metal-coded affinity-tagged antibodies and coated with
indium-spiked commercial inks as internal standards. Journal of Neuroscience Methods
[online]. 2020, 334, 108591. ISSN 01650270. Dostupné
Z: d0i:10.1016/j.jneumeth.2020.108591

THYSSEN, G. M., M. HOLTKAMP, H. KAULFURST-SOBOLL, C. A. WEHE, M.
SPERLING, A. VON SCHAEWEN a U. KARST. Elemental bioimaging by means of
LA-ICP-OES: investigation of the calcium, sodium and potassium distribution in
tobacco plant stems and leaf petioles. Metallomics [online]. 2017, 9(6), 676-684.
ISSN 1756-5901. Dostupné z: doi:10.1039/C7MT00003K

TAYEBI, Lobat, ed. Applications of Biomedical Engineering in Dentistry [online].
Cham: Springer International Publishing, 2020. ISBN 978-3-030-21582-8. Dostupné
z: doi:10.1007/978-3-030-21583-5

RETROUVEY, Jean-Marc, Michel GOLDBERG a Stéphane SCHWARTZ. Dental
Development and Maturation, from the Dental Crypt to the Final Occlusion.
In: Pediatric Bone [online]. B.m.: Elsevier, 2012, s.83-108. Dostupné
z: doi:10.1016/B978-0-12-382040-2.10005-X

LOW, .M., N. DURAMAN a U. MAHMOOD. Mapping the structure, composition and
mechanical properties of human teeth. Materials Science and Engineering: C [online].
2008, 28(2), 243-247. ISSN 0928493 1. Dostupné z: doi:10.1016/j.msec.2006.12.013
THAREJA, R.K., A.K. SHARMA a Shobha SHUKLA. Spectroscopic investigations of
carious tooth decay. Medical Engineering & Physics [online]. 2008, 30(9), 1143-1148.
ISSN 13504533. Dostupné z: doi:10.1016/j.medengphy.2008.02.005

ANDERSSON, Lars a Barbro MALMGREN. The Problem Of Dentoalveolar Ankylosis
And Subsequent Replacement Resorption In The Growing Patient. Australian
Endodontic Journal [online]. 1999, 25(2), 57-61. ISSN 13291947. Dostupné
z: doi:10.1111/5.1747-4477.1999.tb00088.x

HADI, Aslan, Coval MARIUS, Shemesh AVI, Webber MARIEL a Birnboim-Blau
GALIT. Ankylosed permanent teeth: incidence, etiology and guidelines for clinical
management. Medical and Dental Research [online]. 2018, 1(1). ISSN 26315785.
Dostupné z: doi:10.15761/MDR.1000101

HAMMARSTROM, Lars, Leif BLOMLOF a Sven LINDSKOG. Dynamics of
dentoalveolar ankylosis and associated root resorption. Dental Traumatology [online].
1989, 5(4), 163-175. ISSN 1600-4469. Dostupné  z: doi:10.1111/j.1600-
9657.1989.tb00354.x

LINDSKOG, Sven, Angela M. PIERCE, Leif BLOMLOF a Lars HAMMARSTROM.
The role of the necrotic periodontal membrane in cementum resorption and ankylosis.
Dental Traumatology [online]. 1985, 1(3), 96-101. ISSN 1600-4469. Dostupné

68



[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

69

z: doi:10.1111/5.1600-9657.1985.tb00569.x

HAMMARSTROM, Lars, Leif BLOMLOF, Barry FEIGLIN, Lars ANDERSSON a
Sven LINDSKOG. Replantation of teeth and antibiotic treatment. Dental Traumatology
[online]. 1986, 2(2), 51-57. ISSN 1600-4469. Dostupné z: doi:10.1111/j.1600-
9657.1986.tb00124.x

ANDREASEN, J O. Analysis of pathogenesis and topography of replacement root
resorption (ankylosis) after replantation of mature permanent incisors in monkeys.
Swedish dental journal [online]. 1980, 4(6), 231-40. ISSN 0347-9994. Dostupné
z: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6938062

ANDERSSON, Lars, Sven LINDSKOG, Leif BLOMLOF, Karl-Goran HEDSTROM a
Lars HAMMARSTROM. Effect of masticatory stimulation on dentoalveolar ankylosis
after experimental tooth replantation. Dental Traumatology [online]. 1985, 1(1), 13-6.
ISSN 16004469. Dostupné z: doi:10.1111/j.1600-9657.1985.tb00552.x

RAGHOEBAR, G. M., G. BOERING, H.W.B. JANSEN a A. VISSINK. Secondary
retention of permanent molars: a histologic study. Journal of Oral Pathology and
Medicine  [online]. 1989, 18(8), 427-431. ISSN 0904-2512. Dostupné
z: doi:10.1111/5.1600-0714.1989.tb01338.x

DUCOMMUN, Franziska, Michael M BORNSTEIN, Dieter BOSSHARDT, Christos
KATSAROS a Karl DULA. Diagnosis of tooth ankylosis using panoramic views, cone
beam computed tomography, and histological data: a retrospective observational case
series study. European Journal of Orthodontics [online]. 2018, 40(3), 231-238.
ISSN 0141-5387. Dostupné z: doi:10.1093/ejo/cjx063

BERTL, Michael H., Thomas WEINBERGER, Kerstin SCHWARZ, Reinhard
GRUBER a Adriano G. CRISMANI. Resonance frequency analysis: a new diagnostic
tool for dental ankylosis. European Journal of Oral Sciences [online]. 2012, 120(3),
255-258. ISSN 09098836. Dostupné z: d0i:10.1111/j.1600-0722.2012.00959.x
MARATOVA, Klara. BIOLOGIE MYSI DOMACI (MUS MUSCULUS) [online].
Dostupné z: http://biologie.pedf.cuni.cz/maratova/biologie-mysi-domaci.html
DANNEMAN, Peggy J., Mark A. SUCKOW a Cory BRAYTON. The Laboratory
Mouse [online]. B.m.: CRC Press, 2000. ISBN 9780849376276. Dostupné
z: doi:10.1201/9780849376276

ROUGE, Melissa a Richard BOWEN. Dental Anatomy of Rodents [online]. Dostupné
z: http://lwww.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/digestion/pregastric/rodentpage.htmi
MALOCCLUSION IN THE LABORATORY MOUSE. JAX Notes [online]. 2003.
Dostupné  z: https://www.jax.org/news-and-insights/2003/april/malocclusion-in-the-
laboratory-mouse#

PUGACH, Megan K. a Carolyn W. GIBSON. Analysis of enamel development using
murine model systems: approaches and limitations. Frontiers in Physiology [online].
2014, 5. ISSN 1664-042X. Dostupné z: doi:10.3389/fphys.2014.00313

FORSHAW, R. Dental indicators of ancient dietary patterns: dental analysis in
archaeology. British Dental Journal [online]. 2014, 216(9), 529-535. ISSN 0007-0610.
Dostupné z: doi:10.1038/sj.bdj.2014.353

GRANDJEAN, Philippe a Poul J. JORGENSEN. Retention of lead and cadmium in
prehistoric and modern human teeth. Environmental Research [online]. 1990, 53(1), 6—
15. ISSN 00139351. Dostupné z: doi:10.1016/S0013-9351(05)80126-4

FERGUSSON, Jack E. a Nigel G. PURCHASE. The analysis and levels of lead in human
teeth: A review. Environmental Pollution [online]. 1987, 46(1), 11-44. ISSN 02697491.
Dostupné z: doi:10.1016/0269-7491(87)90143-6

CARVALHO, M.L, C CASACA, T PINHEIRO, J.P MARQUES, P CHEVALLIER a
A.S CUNHA. Analysis of human teeth and bones from the chalcolithic period by X-ray



[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

spectrometry. Nuclear Instruments and Methods in Physics Research Section B: Beam
Interactions with Materials and Atoms [online]. 2000, 168(4), 559-565.
ISSN 0168583X. Dostupné z: doi:10.1016/S0168-583X(00)00049-5

BRENN, R, Ch HAUG, U KLAR, S ZANDER, K.W ALT, D.N JAMIESON, K.K LEE
a H SCHUTKOWSKI. Post-mortem intake of lead in 11th century human bones and
teeth studied by milli- and microbeam PIXE and RBS. Nuclear Instruments and Methods
in Physics Research Section B: Beam Interactions with Materials and Atoms [online].
1999, 158(1-4), 270-274. ISSN 0168583X. Dostupné z: doi:10.1016/S0168-
583X(99)00305-5

EDINBOROUGH, Marija, Matthew PILGRIM, Sarah FEARN, Andrijana
CVETKOVIC, Branko MIHAILOVIC, Rade GRBIC a Kevan EDINBOROUGH.
Mineralisation within human tooth cementum identified by secondary ion mass
spectrometry. Journal of Analytical Atomic Spectrometry [online]. 2020, 35(6), 1199—
1206. ISSN 0267-9477. Dostupné z: doi:10.1039/D0JA00045K

MELIN, Lisa, Jesper LUNDGREN, Per MALMBERG, Jorgen G. NOREN, Fabian
TAUBE a David H. CORNELL. XRMA and ToF-SIMS Analysis of Normal and
Hypomineralized Enamel. Microscopy and Microanalysis [online]. 2015, 21(2), 407—
421. ISSN 1431-9276. Dostupné z: doi:10.1017/S1431927615000033

ALMHOJD, Ulrica S, Jérgen G NOREN, Anna ARVIDSSON, Ake NILSSON a Peter
LINGSTROM. Analysis of carious dentine using FTIR and ToF-SIMS. Oral health and
dental management [online]. 2014, 13(3), 735-44. ISSN 2247-2452. Dostupné
z: http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25284549

HANC, Anetta, Aneta OLSZEWSKA a Danuta BARALKIEWICZ. Quantitative
analysis of elements migration in human teeth with and without filling using LA-ICP-
MS. Microchemical Journal [online]. 2013, 110, 61-69. ISSN 0026265X. Dostupné
z: doi:10.1016/j.microc.2013.02.006

HARE, Dominic, Christine AUSTIN, Philip DOBLE a Manish ARORA. Elemental bio-
imaging of trace elements in teeth using laser ablation-inductively coupled plasma-mass
spectrometry. Journal of Dentistry [online]. 2011, 39(5), 397-403. ISSN 03005712.
Dostupné z: doi:10.1016/j.jdent.2011.03.004

FARELL, Jana, Dulasiri AMARASIRIWARDENA, Alan H. GOODMAN a Bernardo
ARRIAZA. Bioimaging of trace metals in ancient Chilean mummies and contemporary
Egyptian teeth by laser ablation-inductively coupled plasma-mass spectrometry (LA-
ICP-MS). Microchemical Journal [online]. 2013, 106, 340-346. ISSN 0026265X.
Dostupné z: doi:10.1016/j.microc.2012.09.005

ALVIRA, F. C., F. Ramirez ROZZIl a G. M. BILMES. Laser-induced breakdown
spectroscopy microanalysis of trace elements in homo sapiens teeth. Applied
Spectroscopy [online]. 2010, 64(3), 313-319. ISSN 00037028. Dostupné
z: doi:10.1366/000370210790918328

SAMEK, O., D.C.S. BEDDOWS, H.H. TELLE, G.W. MORRIS, M. LISKA a J.
KAISER. Quantitative analysis of trace metal accumulation in teeth using laser-induced
breakdown spectroscopy. Applied Physics A Materials Science & Processing [online].
1999, 69(S1), S179-S182. ISSN 0947-8396. Dostupné z: doi:10.1007/s003399900277
ALVIRA, Fernando C., Fernando V. Ramirez ROZZI a Gustavo A. TORCHIA. A new
method for relative Sr determination in human teeth enamel. Journal of Anthropological
Sciences [online]. 2011, 89, 153-160. Dostupné z: doi:10.4436/jass.89012

FORTES, Francisco J., Maria D. PEREZ-CARCELES, Agustin SIBON, Aurelio LUNA
a J. Javier LASERNA. Spatial distribution analysis of strontium in human teeth by laser-
induced breakdown spectroscopy: application to diagnosis of seawater drowning.
International Journal of Legal Medicine [online]. 2015, 129(4), 807-813. ISSN 0937-

70



[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

71

9827. Dostupné z: doi:10.1007/s00414-014-1131-9

MARTINEZ, Mauro, Courtney BAYNE, Dylan AIELLO, Matthew JULIAN, Romain
GAUME a Matthieu BAUDELET. Multi-elemental matrix-matched calcium
hydroxyapatite reference materials for laser ablation: Evaluation on teeth by laser-
induced breakdown spectroscopy. Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy
[online]. 2019, 159, 105650. ISSN 05848547. Dostupné
z: doi:10.1016/j.5ab.2019.105650

GALIOVA, M., J. KAISER, K. NOVOTNY, M. IVANOV, M. NYVLTOVA
FISAKOVA, L. MANCINI, G. TROMBA, T. VACULOVIC, M. LISKA a V.
KANICKY. Investigation of the osteitis deformans phases in snake vertebrae by double-
pulse laser-induced breakdown spectroscopy. Analytical and Bioanalytical Chemistry
[online]. 2010, 398(2), 1095-1107. ISSN 1618-2642. Dostupné z: doi:10.1007/s00216-
010-3976-1

DOSEDELOVA, Hana, Katefina STEPANKOVA, Tomas ZIKMUND, Herve LESOT,
Jozef KAISER, Karel NOVOTNY, Jan STEMBIREK, Zdenék KNOTEK, Oldfich
ZAHRADNICEK a Marcela BUCHTOVA. Age-related changes in the tooth-bone
interface area of acrodont dentition in the chameleon. Journal of Anatomy [online]. 2016,
229(3), 356-368. ISSN 00218782. Dostupné z: doi:10.1111/joa.12490

GALIOVA, Michaela, Jozef KAISER, Francisco J. FORTES, Karel NOVOTNY,
Radomir MALINA, Lubomir PROKES, Ale§ HRDLICKA, Tomas VACULOVIC,
Miriam NYVLTOVA FISAKOVA, Jiti SVOBODA, Viktor KANICKY a Javier J.
LASERNA. Multielemental analysis of prehistoric animal teeth by laser-induced
breakdown spectroscopy and laser ablation inductively coupled plasma mass
spectrometry. Applied Optics [online]. 2010, 49(13), C191. ISSN 0003-6935. Dostupné
z: doi:10.1364/A0.49.00C191

SHAHEDI, Abdolhamed, Esmaeil ESLAMI a Mohammad Reza NOURANI. Influence
of Lead on the Interpretation of Bone Samples with Laser-Induced Breakdown
Spectroscopy. Journal of Spectroscopy [online]. 2016, 2016, 1-6. ISSN 2314-4920.
Dostupné z: doi:10.1155/2016/8205479

ALHASMI, Abdul M., Mohammed A. GONDAL, Mohamed M. NASR, Sami SHAFIK
a Yusuf B. HABIBULLAH. Detection of toxic elements using laser-induced breakdown
spectroscopy in smokers’ and nonsmokers’ teeth and investigation of periodontal
parameters. Applied Optics [online]. 2015, 54(24), 7342. ISSN 0003-6935. Dostupné
Z: d0i:10.1364/a0.54.007342

KASEM, Mohamed A., Richard E. RUSSO a Mohamed Abdel HARITH. Influence of
biological degradation and environmental effects on the interpretation of archeological
bone samples with laser-induced breakdown spectroscopy. Journal of Analytical Atomic
Spectrometry [online]. 2011, 26(9), 1733-1739. ISSN 02679477. Dostupné
z: d0i:10.1039/c1ja10057b

DUMKOVA, Jana, Tereza SMUTNA, Lucie VRLIKOVA, Hana KOTASOVA,
Bohumil DOCEKAL, Lukd§ CAPKA, Michaela TVRDONOVA, Veronika
JAKESOVA, Vendula PELKOVA, Kamil KRUMAL, Pavel COUFALIK, Pavel
MIKUSKA, Zbynék VECERA, Toma$ VACULOVIC, Zuzana HUSAKOVA, Viktor
KANICKY, Ales HAMPL a Marcela BUCHTOVA. Variability in the Clearance of Lead
Oxide Nanoparticles Is Associated with Alteration of Specific Membrane Transporters.
ACS Nano [online]. 2020, 14(3), 3096-3120. ISSN 1936-0851. Dostupné
z: doi:10.1021/acsnano.9b08143

SHAW, James H. a Peter K.-J. YEN. Sodium, Potassium, and Magnesium
Concentrations in the Enamel and Dentin of Human and Rhesus Monkey Teeth. Journal
of Dental Research [online]. 1972, 51(1), 95-101. ISSN 0022-0345. Dostupné



z: doi:10.1177/00220345720510013701

[120] OLSZEWSKA, Aneta a Anetta HANC. The potential of trace elements mapping in
child’s natal tooth by laser ablation-ICPMS method. Journal of Environmental Health
Science and  Engineering [online]. 2021. ISSN 2052-336X.  Dostupné
z: doi:10.1007/s40201-021-00611-2

72



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouzitych zkratek

AAS
AES
AMG
CCD

CF LIBS

CT
DP LIBS

ICCD

ICP-MS

ICP-OES

ICR

IR

IUPAC

LA-ICP-MS

LA-ICP-OES

LIBS

LIF
LIPS

LOD
MALDI-TOF MS
NIST
OES
PDA

PDM
PIXE
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atomova absorp¢ni spektrometrie, Atomic Absorption Spectroscopy
atomova emisni spektrometrie, Atomic Emission Spectrometry
autometalografické zobrazovani, Autometallographical Imaging

zatizeni s nabojovou vazbou, Charged Coupled Device

bezkalibra¢ni spektroskopie laserem buzeného plazmatu, Calibration Free
Laser-Induced Breakdown Spectroscopy

vypocetni tomografie, Computed Tomography

dvoupulzni spektroskopie laserem buzeného plazmatu, Double Pulse Laser-
Induced Breakdown Spectroscopy

intenzifikované zatizeni s nabojovou vazbou, Intensified Charged Coupled
Device

induk¢né vazana plazmova hmotnostni spektroskopie, Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry

indukéné vazana plazmova opticka emisni spektrometrie, Inductively
coupled Plasma Optical Emission Spectrometry

Institut vyzkumu rakoviny, Institute of Cancer Research

infracervené, Infrared

Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii, International Union of Pure
and Applied Chemistry

laserové ablace s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem,
Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry

laserova ablace s optickou emisni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem, Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry

spektroskopie laserem buzeného plazmatu, Laser-Induced Breakdown
Spectroscopy

laserem indukovana fluorescence, Laser-Induced Fluorescence

laserem indukovana plazmova spektroskopie, Laser-Induced Plasma
Spectroscopy

limity detekce, Limits of Detection

hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci aionizaci za UCasti
matrice S pruletovym analyzatorem, Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry

Narodni institut pro standardy a technologie, National Institute of Standards
and Technology

opticka emisni spektrometrie, Optical Emission Spectrometry

fotodiodové pole, Photodiode Array

parodontalni membrana, Periodontal Membrane

Casticemi indukovana rentgenova spektroskopie, Particle Induced X-ray
Emission Spectroscopy



PMT fotonasobi¢, Photomultiplier Tube

ppb Casti na bilion, Parts Per Billion

ppm ¢asti na milion, Parts Per Million

SIMS hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontd, Secondary lon Mass
Spectrometry

SNR pomér signalu ku Sumu, Signal to Noise Ratio

TOF-SIMS hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontii s detektorem doby priletu,
Time of Flight Secondary lon Mass Spectrometry

uv ultrafialové, Ultraviolet

VIS viditelné, Visible

XRF rentgenova fluorescence, X-ray Fluorescence

X-ray mikro CT  rentgenova mikrotomografie, X-ray Microcomputed Tomography

8.2 Seznam pouzitych symboli

AD Debeyova délka

CL koncentrace analytu

qu mnozstvi analytu

XL nejmensi naméfené intenzity signalu
Xpi prumérny signal z blanku

k Ciselny faktor

Shi standardni odchylka blanku
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9 PRILOHY

P 1255,33 nm Mg Il 279,55 nm

Mg | 382,94 nm Call 373,69 nm Cal 422,67 nm

Obrazek 30. Prostorova distribuce prvkového sloZeni pro zub 3B méreny na sestavée FireFly s laserem
Quantel Viron pri prostorovém rozliseni 30 um. a) Fotografie zubu 3B pred LIBS mérenim. b) Mapa
distribuce fosforu (P | 255,33 nm), mérend na spektrometru Cz-T. C)—d) Mapa distribuce hoiciku (Mg
I1 279,55 nm; Mg | 382,94 nm) a e)—f) mapa distribuce vapniku (Ca II 373,69 nm; Ca | 422,67 nm);
méreno na spektrometru Avantes. Cervené je vyznaceno ankylotické spojeni.
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Mg Il 279,55 nm

f)

Mg | 382,94 nm Ca ll 373,69 nm Ca 422,67 nm

Obrazek 31. Prostorova distribuce prvkového sloZeni pro zub 4B méreny na sestave FireFly s laserem
Quantel Viron pri prostorovém rozliseni 30 um. a) Fotografie zubu 4B pred LIBS mérenim. b) Mapa
distribuce fosforu (P | 255,33 nm),; mérend na spektrometru Cz-T. C)—d) Mapa distribuce horciku (Mg
I1 279,55 nm; Mg | 382,94 nm) a e)-f) mapa distribuce vapniku (Ca II 373,69 nm; Ca | 422,67 nm);

méreno na spektrometru Avantes.
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e) PI125533nm f) Mgll 279,55 nm

Mg | 382,94 nm Call 373,69 nm Cal 422,67 nm

Obrazek 32. Prostorova distribuce prvkového sloZeni pro zub 64 méreny na sestavé FireFly s laserem
Quantel Viron pri prostorovém rozliseni 30 um. a) Fotografie zubu 6A pred LIBS mérenim. b) Mapa
distribuce fosforu (P | 255,33 nm),; mérend na spektrometru Cz-T. C)—d) Mapa distribuce horciku (Mg
I1 279,55 nm; Mg | 382,94 nm) a e)—f) mapa distribuce vapniku (Ca II 373,69 nm; Ca | 422,67 nm);

méreno na spektrometru Avantes.
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Obrazek 33. al) Fotografie zubu 3B méreného na sestavé FireFly s laserem Quantel Viron pri
prostorovém rozliseni 30 um. Jednotlivé cdsti zubii jsou barevné odliseny (dentin — riizovd, sklovina —
zelend, kost — modra). a2) Priblizena cast zubu 3B, kde se nachdzi ankyloza (oznacena cervenym
svislym pruhem). b1— d2) Grafy distribuce fosforu (P | 255,33 nm), horciku (Mg Il 279,55 nm) a
vapniku (Ca Il 373,69 nm) vynesenych ve dvou primkdach vedenych napric¢ matrici zubu. Vpravo (b2),
€2), d2) je priblizend cast zubu 3B. Osa x popisuje vzdalenost od pocatku mapy, osa y popisuje
intenzitu spektralnich car. Cervenym svislym pruhem je oznacena oblast ankylézy ve viech
fotografiich (al), a2) a v grafech (b1-d2).
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