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ABSTRAKT

Predlozena diplomova prace se zabyva studiem prvkového slozeni tvrdych tkani — lidskych
zubu a mysSich cCelisti metodou spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS). Vzorky
lidskych zubti obsahovaly onemocnéni zvané ankyloza a byl zde sledovan rozdil v prvkovém
slozeni mezi zdravou a nemocnou tkani s cilem lokalizace ankyl6zy v zubu. Pfi vyhodnoceni
map prostorové distribuce fosforu a vapniku bylo zjisténo, ze v oblasti ankylozy dochazi
k poklesu koncentrace té€chto dvou prvka. Dale byly analyzovany mysi Celisti s obsahem olova.
Pti posouzeni prostorové distribuce ukladani olova v tkéni, bylo zjisténo, ze olovo ma tendenci
se vmySich zubech ukladat ve skloviné na Spicce fezaku ave stolickach. Zavérem této
diplomové prace bylo, Ze metoda LIBS dosahuje pfi detekci prvkového slozeni tvrdych tkani
dobrych vysledkt; umoziuje rozlisit razné Casti zubu z hlediska prvkového slozeni i tvrdosti
tkané a také je pomoci této metody mozné detekovat zmeény ve slozeni vlivem onemocnéni
¢i bioakumulace tézkych kovu.

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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laserem buzeného plazmatu, zuby
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1 UVOD

Tvrdé tkané, kosti a zuby, jsou biotické matrice tvofené predevsim hydroxyapatitem. Studium
jejich prvkového slozeni umoziuje identifikaci chorobnych stavi, jako jsou zubni kazy a dalsi
patologicka onemocnéni zubni matrice, z lokalni zmény prvkového zastoupeni v porovnani se
zdravou tkani. Tvrdé tkané také poskytuji cenné informace v archeologii a antropologii, ze
kterych Ize vyvodit zpisob Zivota studovanych jedinct, z nichz vzorky pochazi. Na zakladé
analyzy kontaminace tézkymi kovy je mozna i klasifikace jedincti z hlediska véku, zdravi
a mista ptvodu. Je proto dulezité znat prvkové prostorové rozlozeni té€chto tkani. To umoziuje
nekolik analytickych metod, jednou z nichz je spektroskopie laserem buzeného plazmatu.

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS, z anglického Laser-Induced Breakdown
Spectroscopy) je perspektivni analytickd metoda, ktera poskytuje informaci o prvkovém slozeni
vzorku jakéhokoli skupenstvi. Funguje na principu detekce emisniho zareni z plazmatu, které
se vytvori po dopadu laserového pulzu na povrch vzorku. Je to rychla, jednoducha a citliva
technika, kterou lze sestavit mapy prostorové distribuce prvka v analyzovaném vzorku.
V néekolika studiich zaméfenych na tvrdé tkané tato metoda jiz pouzita byla, av§ak ve srovnani
s mapovanim mekkych biologickych vzorkt (napf. ledvin) je zde velky prostor pro dalsi
vyzkum a posouvani limitd méfeni prostorové distribuce prvkil, jak z hlediska dosazeného
prostorového rozliseni, tak i vyhodnocovani ziskanych vysledku a vizualizace map.

Cilem této prace je tedy seznamit se hloubgji s teoretickymi a praktickymi aspekty metody
LIBS a dale uskuteCnit sérii LIBS experimentd vedouci k dosazeni 2D map prostorové
distribuce vybranych prvki v kostech a zubech. Studovany budou dvé skupiny vzorka tvrdych
tkani — obsahujici onemocnéni a obsahujici kontaminanty. Pouziti metody LIBS v mapovani
téchto vzorkd bude posouzeno na zakladé dosazeného prostorového rozliSeni a schopnosti
detekovat zmény ve slozeni tkan¢.

Tato diplomova prace je rozdélena na pét ¢asti. V prvni ¢asti jsou uvedeny teoretické zaklady
vysvétlujici princip optickych emisnich spektroskopickych metod, mezi néz patii i metoda
LIBS. Jednim ze zdroji excitace u téchto metod je laser, ktery je v LIBS stézejni Casti, 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 mysSich tvrdych tkani. Ve druhé ¢asti je shrnuta soucasna literatura tykajici se
mapovani a detekce prvkového prostorové rozlozeni metodou LIBS v tvrdych tkanich. V dalsi
Casti je popsano, jaké vzorky byly studovany, zpasob jejich pfipravy a postup meéfeni.
V predposledni Casti jsou uvedeny a diskutovany vysledky, v zavéru je poté shrnuto, ¢eho 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 vzorkl. Tato analyticka technika se pouziva k detekci hladin riznych chemickych
latek a stopovych prvka (napf. v monitoringu zivotniho prostredi), v metalurgii ma vyznamné
vyuziti pfi fizeni vyroby surovin a kontrolovani hotovych vyrobku [1].

Metoda OES je zalozena na principu detekce elektromagnetického zatfeni emitovaného pii
deexcitaci atomu latky. Zaznamena se spektrum, které ma carovy charakter a je charakteristické
pro kazdy prvek. V praxi je nutné vzorek nejprve rozpustit/roztavit, odpafit a atomizovat, aby
mohlo dojit k oddéleni a excitaci atomu. Kapalné vzorky se rozprasuji a pomoci proudiciho
plynu se prenaseji do zdroje excitace, kde se rozdéli na jednotlivé atomy. Pevné vzorky mohou
byt ablatovany nebo také pfimo odpafovany a excitovany jiskrou mezi elektrodami c¢i
laserovym pulzem. K samotné excitaci mize slouzit plamen, plazma, laser, elektricky oblouk
¢i jiny zdroj vysoké energie. Tyto vysokoteplotni budici zdroje poskytuji dostatecnou energii
k vybuzeni elektrond do vysSich energetickych hladin. Podle pouzitych budicich zdroji se
rozliSuji jednotlivé typy optické emisni spektroskopie, napiiklad plamenova fotometrie,
plazmova spektrometrie a dalsi [2].

Pfi nasledné deexcitaci dochéazi k pfechodu zvys§iho kvantového stavu do nizsiho
vyzafovanim elektromagnetického zareni o charakteristické vinové délce. Z tohoto zafeni je
poté mozné urcit, o jaky prvek se jedna, na zakladé hodnoty vinové délky dané emisni Cary.
Tomu, v jaké mife je dany prvek ve vzorku zastoupeny, pak nasledné€ odpovida intenzita této
spektralni ¢ary. Vysledné spektrum je carové, pricemz pocet Car pro dany prvek se zvySuje
s poctem elektronii obsazenych v jeho valencnich 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 zareni. V roce 1916 jeho existenci predpoveédél Albert Einstein,
kdyz teoreticky popsal jev stimulované emise. O 38 let pozdéji (1954) byl sestaven prvni
predchiidce laseru — maser (akronym z anglického Microwave Amplification by Stimulated
Emission of Radiation) tymem védci Townese, Basova a Prochorova, ktefi za svou praci
o 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 lasera velmi posunula a zacala
vyuzivat v naSem kazdodennim zivotée [4].

Laser pracuje podobné jako maser, ale na rozdil od mikrovinného generuje
elektromagnetické zateni. Jeho princip je zalozeny na excitaci aktivniho prostiedi, latky
obsahujici oddélené kvantové energetické hladiny elektront, zdrojem energie. Tim muze byt
elektricky vyboj, exotermni chemicka reakce Ci 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 excitovaného atomu projde foton o ur€ité frekvenci, ktera odpovida rozdilu energii mezi
excitovanym a zakladnim stavem atomu, pak atom deexcituje do zakladniho stavu za
soucasného vyzareni druhého fotonu. Vysledkem jsou tedy 2 fotony o stejné frekvenci, ¢imz se
dopadajici zareni 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 nachazi ve stavu, pii kterém je vice ¢astic ve vysSich excitovanych
stavech nez polovina cCastic 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 zareni priichodem pres aktivni latku a navysuji tak jeho
intenzitu. Jedno ze zrcadel je polopropustné a druhé nepropustné. Pii dosazeni dostate¢né
intenzity muze zafeni pres polopropustné zrcadlo prochazet ven z komory (Obrazek 1). Vznikly
laserovy paprsek je monochromaticky, vysoce koherentni aje schopen se §ifit na velké
vzdalenosti bez velkych odchylek.

a)
piné 2 92 9 99,9509 9 o ,
propustné "3 S o : 29 9 polopropustné
2 S 2
i 9 zrcadlo
zrcadio 2 Yo JJJ)JJJ)
zakladni stav
energie ze zdroje
b)
©)
d)
odraz od zrcadel a pokradujici stimulovana emise
unikajici laserovy paprsek ——
e

piné stimulovana emise

Obrazek 1. Proces generace laserového zdreni. Prevzato a upraveno z Williams a kol. [5].



Laserova zafizeni se v soucasnosti pouzivaji v Sirokém spektru aplikaci od operaci
v mediciné, zbrani ve vojenstvi, obrabéni a svafovani v prumyslu 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,
fluorescen¢ni mikroskopie, hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gcasti
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 oznaCovand zkratkou LIPS
(z anglického Laser-Induced Plasma Spectroscopy), je opticka emisni analytickd metoda. Na
rozdil od konvenénich spektroskopickych metod neni vzorek dopravovan do zdroje plazmatu,
ale naopak se plazma, diky piesné zamérenym laserovym pulzim, tvoii pfimo 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 zacatku 80. let 20. stoleti, a to zejména diky tomu,
ze se zaCaly vyrabét moderni lasery Nd:YAG s vyssi vykonnosti a detektory s nabojovou
vazbou (CCD, z anglického Charged Coupled Device) [8]. Neustaly védecky pokrok jak
v laserové technologii, tak i v pochopeni procest, ke kterym dochazi v plazmatu, umoziuje
pouziti LIBS jako spolehlivé, rychlé a citlivé metody v rozsifujici se Skale analytickych aplikaci
[9]. Jedna se o kvalitativni i kvantitativni metodu, av§ak kvili obtizné ptipravé sett kalibracnich
vzorkl a riznym nezadoucim jevim, ke kterym v plazmatu dochazi, se metoda LIBS pouziva
nejcasteji 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 jednotkach az stovkach
mikront. 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 ohfevu vzorku, coz ma za nasledek tani a intenzivni
odpafovani materialu. Chemické vazby se rusi a vzorek je atomizovan a ionizovan. Castice
absorbuji energii a tvoti se plazma, které se poté rozpina nad povrchem vzorku jako oblak ¢astic
obsahujici elektrony, ionty aneutralni castice. Elektronova hustota plazmatu pfiblizné
odpovida 1017-10% cm™, teplota je 10°~10* K a jeho velikost dosahuje az n&kolika milimetrd,
tyto vlastnosti vSak zavisi predevsim na tlaku a energii laserového pulzu [8].

Atomy a ionty excitované na vys§i 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 zareni detekuje externimi optickymi systémy a dale analyzuje pomoci
spektrometru s intenzifikovanym CCD c¢ipem (ICCD, =z anglického Intensified Charged
Coupled Device). Vystupem je spektrum s charakteristickymi vlnovymi délkami, které
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odpovidaji prvkovém slozeni studovaného 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 zaostfen pres zaostfovaci optiku na vzorek. Zaostfovaci
optika mize byt jednoducha, ve formé Cocky, nebo komplexné&jsi, napt. objektivy schopné
homogenizovat laserovy paprsek nebo opticka vlakna, ktera se pouzivaji predevsim pii dalkové
analyze. Vyzarované svétlo je detekovano a pres sbérnou CoCku sméfovano do optického
vlakna. Tim je poté vedeno do spektrometru s monochromatorem a z toho dale do detektoru.
V detektoru je zafeni zpracovano na signal a v podobé spekter, kde je kazdé vinové délce
pfifazena urcité intenzita zafeni, se informace uklada (Obrazek 2).

- @ obiak plazmatu

L =

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

Laser

Pouziti laseru v metodé LIBS zajisti vysokou plosnou hustotu vykonu, nazyvanou irradiance,
v podobé proudu fotoni na malou plochu, ¢imz muize dojit k pozadovanému odpafeni,
atomizaci a excitaci materialu. Pfi kombinaci laseru s pulznim generatorem lze vysilat misto
kontinualniho koherentniho laserového paprsku Casoveé ohranicené laserové pulzy. Generator
pulzti (Q-switch) dopliiuje laserovou komoru o dalsi prvek, ktery nejprve nedovoluje
laserovému zafeni vibec projit. Tim se v rezonatoru postupné zvySuje inverze a v pozadovanou
chvili je pruchod otevien. Dojde k vyzareni vysokoenergetického pulzu a prachod 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 dobé se ¢im dal Castéji pouzivaji ifemtosekundové lasery, které umoziuji
eliminovat prenos tepla napfic vzorkem a predejit stinéni laserového paprsku oblakem
plazmatu. Ke stinéni u femtosekundovych laseri nedochazi, protoze je laserovy paprsek velmi
rychly a k tvorbé samotného plazmatu dochazi az po preruseni laserového pulzu. Diky tomu lze
vyznamné zlepsit reprodukovatelnost analyzy [9].

Ve spektroskopii laserem buzeného plazmatu se nejcasteji pouzivaji lasery v pevné fazi, napf.
Nd:YAG ¢i rubinovy laser, a plynové lasery, jako CO: a excimerovy. Vhodnost jejich pouziti
se posuzuje podle pozadované aplikace z hlediska vinové délky, délky laserovych pulzi
a provozni charakteristiky [6]. Napfiklad 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 vzorkid svysokym 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 zéakladni vinova délka je
1 064 nm, ale pouziva se také pfi 532 a 266 nm za soucasného pouziti generatoru harmonické
frekvence, trvani jeho pulza se bézné pohybuje mezi 5 az 10 ns [6]. Dale se z laseri v pevné
fazi vyuziva rubinovy laser se zakladni vinovou délkou 693 nm a délkou pulzu 20 ns.

Z plynovych lasert jsou to ¢asto CO2 o 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
o vinové 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 (nékolik
nanosekund). Kvili nizké UV odrazivosti u vétsiny kovl se v posledni dobé rozsifilo pouzivani
excimeru o vinové délce 193 nm a délce pulzu 10-20 ns. Ten totiz umoziuje vysoké optické
rozliSeni pfi relativné kratké vinové délce [6].

Spektrometr

Spektrometry umoziuji rozklad svétla podle vinové délky na disperznim prvku, kterym muze
byt opticky hranol ¢i difrakéni miizka. Zafeni prochazi pres co¢ku zvanou kolimator, kde se
usporada do rovnobézného svazku, do monochromatoru. Tam se rozd¢li na jednotlivé vinové
délky a dale putuje na druhou ¢ocku, ktera svazek zamifi na vystupni Sté€rbinu. Zde mize byt
pfidan filtr, ktery propusti pouze nekteré vinové délky [11]. Na spektrometry jsou kladeny
vysoké naroky z hlediska propustnosti, rozliSeni a spektralniho rozsahu, na kterém jsou
schopny pracovat. NejCastéjsi 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 rozliSenim, a je
proto vhodny na detekci né€kolika prvka zaroven [8, 12]. Vstupni §térbina ve spektrometru
Echelle je obvykle 50 pum, coz snizuje mnozstvi svétla, které ucinné dosahne difrak¢éni mtizky,
a tak omezuje jeho citlivost. Kromé toho musi spektrometry Echelle ¢ist cely obraz zafizeni
s vazbou na naboj (CCD), aby ziskaly spektrum, coz ma za nasledek zvySeni doby odectu
a snizuje rychlost snimani a provozni rychlost pouze na nékolik Hz.

Spektrometr Cz-T snima omezené spektralni okno, pfi¢emz dosahuje vyssi citlivosti
arozliSeni. Rozsah u spektrometru typu Czerny-Turner zavisi na hustoté pouzité difrakcni
miizky [8], naptfiklad pokud je hustota Stérbin 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 prvka z periodické tabulky a jsou zde pozorovany nejintenzivnéjsi prechody [11].
Toto rozmezi zahrnuje blizkou ultrafialovou, viditelnou (VIS, z anglického Visible) i blizkou
infraCervenou oblast zafeni. Blizka ultrafialova oblast ma rozsah 185-400 nm, zde se
v biologickych aplikacich nejcastéji sleduji: hotcik (Mg IT 279,55; Mg 1 285,21 nm) a vapnik
(Ca I 317,96; 373,69; 393,37 nm). V oblasti VIS (400 az 700 nm) se detekuje vétSina
spektralnich ¢ar, piiklady Casto detekovanych pikii z biologickych aplikaci jsou vapnik (Ca I
422,67 nm) sodik (Na I 589,00; 589,59 nm). Blizka infradervena oblast (700-900 nm) se
v metodé LIBS pouziva naptiklad pro analyzu drasliku (K I766,49; 769,89 nm).

Detektor

Jako detektory se pouzivaji fotonasobice (PMT, zanglického Photomultiplier Tube) ci
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 prvku
soucasné jsou vhodné PDA, které jsou v metodé LIBS Casto vyuzivané. V poslednich letech
vSak ziskavaji vetSi popularitu i zobrazovaci CCD kamery, které poskytuji rychlé a pfesné
meéteni, dokonce trikrat citlivéjsi nez PDA. Lze je Casové omezit tak, aby izolovaly ¢asové
intervaly béhem vyvoje plazmatu, coz se da vyuzit v raznych 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 Casticemi jsou urychlovany elektrickym
polem iontd, coZ se projevuje emisi brzdného zafeni [13]. ZvySovanim energie a termalizaci
elektronti je umoznéna dalsi ionizace az postupné dochazi klavinové ionizaci a plazma
expanduje do okoli (Obrazek 3). Tento d¢ spolecné s multifotonovymi procesy vede
k optickému prurazu atmosféry doplnéné razovou vlnou a zvukovym efektem v podobé

slySitelného prasknuti [13].
n

+ 1,0 ps 0.2 mm

20 mJ

+ 1,0 us

40 m)

Obrazek 3. Porovnani casového vyvoje riistu plazmatu pro energii 20 a 40 mJ na oceli. Prevzato
z Buday a kol. [14].
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ZvySovanim hustoty nabitych castic dojde k vytvoreni a postupnému rozpinani oblaku
plazmatu a stinéni laserového paprsku. Ten poté nedosahne az na vzorek a k ablaci dochazi
zprosttedkované pifes plazma. Oblak plazmatu, ktery rychle expanduje s dostateCnym
mnozstvim elektrond, muze absorbovat vyznamnou cast laserového pulzu pfes inverzni
brzdnou absorpci (inverse Bremsstahlung) [15].

2.3.4 Plazma

Vlastnosti plazmatu

Plazma se Casto oznaCuje jako 4. skupenstvi hmoty asklada se jak zvolnych nosicu
elektrického naboje: elektrond, kladnych a zapornych iontl, tak i z neutralnich molekul [16].
Je definované jako kvazineutralni ionizovany plyn, jehoz castice vykazuji kolektivni chovani.
Kvazineutralni znamena, ze v celém objemu plazmatu je pocet zaporné a kladné nabitych Castic
stejny (jejich naboj se vyrusi a vysledek je neutralni), zatimco v bezprostiedni blizkosti ¢astic
to tak neni. Na jakou vzdalenost to plati, urCuje 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 muze byt generované po dosazeni prahové hodnoty rozpadu, ktera je kvalitativne
definovana jako minimalni ozafeni potiebné k vytvoreni viditelného plazmatu [9]. Plazma tvori
ionty, molekuly, neutralni Castice a elektrony. Kdyz se laserovy pulz prerusi, plazma se
postupné ochlazuje. Zafenim se ionizované ¢astice rekombinuji za vzniku neutralnich atoma
a molekul. Excitované Castice se vraci zpét do zéakladniho stavu, a pii tom dochazi k emisi
zafeni.

Emisni spektrum plazmatu se méni v zavislosti na ¢ase. V pocatecni fazi, kde se jesté
rozsifuje, vyzatuje intenzivni kontinualni brzdné zareni. To neni z hlediska spektroskopie velmi
pfinosné a po Case slabne, 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 urcitém cCase, ktery je delsi nez trvani laserového
pulzu, je tieba jeho sbér zpozdit. Radové se &as zpozdéni detekce pohybuje od 100 ns od
zacatku laserového pulzu, kdy Ize detekovat emisni zareni ionttl, po jednotky az desitky ps, kdy
je mozné detekovat atomové emisni Cary (Obrazek 4). Molekulové pasy zpozdéné o dalsi
desitky ps se také daji zachytit, ale ve spektroskopii laserem buzeného plazmatu se bézné (az
na urCit€ vyjimky napf. pfi analyze polymera [17]) nepouzivaji [13].
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vyhasinani plazmatu

intenzita

1 ns 10ns 100 ns 1 s 10 ps
£as od podatku pulzu

Obrazek 4. Casovy prithéh intenzity emitovaného zdfent. Prevzato z Novomy a kol. [13].

Doba, po kterou je oteviena Stérbina spektrometru, ovliviiuje, kolik svétla je propusténo do
detektoru. Pti kratkém intervalu nemusi byt vpusténo dost spektroskopického zateni pro detekci
signalu, naopak pifi 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 co nejlepsi mozné analytické odezvy.

2.3.5 Nezadouci jevy v plazmatu

Samoabsorpce

Detekce zareni mize byt koplikovana riznymi jevy, jez v plazmatu probihaji. Jednim z nich je
i samoabsorpce, ke které muze dochazet pii vysoké koncentraci atomu stejného druhu pfi
pruchodu emitovaného zafeni z atomu pies okrajové chladn€jsi Casti plazmatu. Pokud je
frekvence emitovanych fotonti shodna 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
ovliviiuje vysledky. Ve spektru je pak patrny propad intenzity ve stfedu emisni Cary, popiipade
rozsiteni profilu spektralni cary. Proto je vhodné tento jev, co nejvice omezit, popiipade peclive
vybirat spektralni ¢ary pouzité pro naslednou analyzu [18].

Matricni jevy

Matri¢ni jev popisuje zavislost kvality signalu daného analytu na struktufe vzorku, koncentraci
ostatnich prvki a homogenité matrice. Bylo pozorovano, Ze pii stejné koncentraci analytu ve
vzorcich, které se lisily schopnosti absorbovat zareni, byl signal intenzivné&jsi u latky, ktera
dokazala absorbovat vice zareni. Intenzita signalu také zavisela na velikosti ¢astic vzorku, ale
tento jev Sel eliminovat pouzitim cylindrické cocky [19].

Pro korekci tohoto jevu se bézné€ pouziva normalizace na referencni prvek, ktery je
homogenné distribuovan napii¢ celym objemem vzorku. Nedavno byla ktomuto ucelu
navrzenai bezkalibra¢ni analyza (CF LIBS, z anglického Calibration Free LIBS). Tento ptistup
vSak predpoklada zjednoduSené experimentalni podminky, napt. ze Castice jsou homogenné
distribuovany ve sledované oblasti plazmatu [20].
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2.3.6 Spektra

Profil spektralni ary

V detektoru je signal pfeveden na spektra, kterd je mozné dale zpracovat a vyvodit z nich
hledanou analytickou informaci. Ve spektrech je vynesen detekovany signal mezi 2 osy, X
znazoriuje vinovou délku zareni a osa Y vyznacuje jeho intenzitu. Intenzita spektralni ¢ary je
pfimo uméma pravdépodobnosti, sjakou dojde k zafivému piechodu. Pravdépodobnost
prechodu popisuje Einsteintiv koeficient a ¢im je vyssi, tim spiSe k prechodu dojde. Intenzita
piku se vyc¢ita v jeho maximu z osy Y.

Spektralni ¢ara ma svou pfirozenou Sitku danou Heisenbergovym principem neurcitosti
polohy hladin energii. Vlivem riznych jevil v plazmatu vSak dochazi k jejimu dodatecnému
rozsifeni. Sitka piku ve spektrech LIBS je primarn& zptisobena Starkovym (Stark broadening)
a Dopplerovym (Doppler broadening) rozsifenim. Starkovo rozsifeni je dusledek pusobeni
elektrického pole na atom, ktery emituje zafeni. V1iv srazek (mezi Casticemi okolniho prostredi
a danym atomem) na tvar spektralni Cary je oznaCovan jako Lorentzovo rozsiteni (Lorentz
broadening). Dopplerovo rozsiteni je umérné teploté plazmatu (tepelnému pohybu Castic) [15].
Také zde pusobi van der Waalsovy sily. Dopplerovo rozsifeni a Lorentzovo rozsifeni lze
zkombinovat a jejich slouceni je pak uvadeéno jako Voigtav profil (Voigt profile) emisni Cary
(Obrazek 5).

—— Doppler :
e Voigt
- - Lorentz

intenzita

Obrazek 5. Doppleritv, Voigtitv a Lorentzitv profil emisni cary. 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. Mliizeme ji provést vztazenim intenzity spektralni ¢ary na
odlisnou hodnotu, ktera souvisi s parametry méfeni [18]. NejCastéji se provadi vztazenim na
vlnovou délku piku prvku, ktery je pfitomny v neménné koncentraci v celém vzorku, nebo
intenzity spektra na celkovou emisivitu (velikost plochy pod spektrem).

Pti méfeni, 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 ruzné vzorky a rizné spektrometry tyto hodnoty mohou byt odlisné, proto je tfeba je vzdy
optimalizovat.
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Kvalitativni analyza

Kazdy prvek ma charakteristické spektrum, podle kterého se da identifikovat slozeni vzorku.
Urceni prvku pfitomného v materialu probiha tak, ze se pfesné urc¢i vinové délky spektralnich
Car ve spektru (vycita se vinova délka na ose x v maximu intenzity piku) aty se porovnaji
s knithovnou spektralnich car. Existuji online databaze, kde jsou uvedeny parametry
spektralnich ¢ar, jako je jejich vinova délka, relativni intenzita, Einsteiniv koeficient a horni
a dolni energetické hranice prechodu. Obecné uznavana a Casto pouzivana je databaze
Narodniho institutu pro standardy a technologie Spojenych statd americkych (NIST, z angl.
National Institute of Standards and Technology) [23]. Na zakladé parametra spektralnich car
se da ovérit, ktery prvek je pritomny 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 faktorti a dochazi
zde k nezadoucim jevim v plazmatu, které mohou ovlivnit intenzitu signalu (viz 2.3.5).
Kvantitativni analyza se standardné provadi pomoci kalibra¢nich kiivek. Pro jejich vytvoreni
je zapotiebi kalibra¢nich standardii 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 méreni

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

xp, = Xp; +Ksyp; (D

kde Xj,; je prameérny signal ze vzorku s nulovou koncentraci analytu (blank), & je Ciselny faktor
odpovidajici pozadované jistoté a sp; je standardni odchylka blanku. U metody LIBS se LOD
vétsinou nachazi v rozmezi 1-100 ppm v zavislosti na struktufe vzorku a typu hledaného prvku.

2.3.7 Zesileni LIBS signalu

Zesilit detekovany signal u metody LIBS 1ze bud’ zménou nastaveni méficich parametrti anebo
patficnou manipulaci se vzorkem [25]. Vhodnou manipulaci s méfici sestavou (s vykonem
laseru, vlnovou délkou a Sitkou laserového pulzu, zpozdénim detekce a zménou Sitky
Stérbiny...) a apravou experimentalnich podminek, jako je zména tlaku a atmosféry, je mozné
zesilit emise plazmatu. Napfiklad ¢im vyssi je energie laserového pulzu, tim vice materialu se
ablatuje a disledkem je i1 vy$si intenzita signalu, coz plati az do jeho saturace. Zarovei se tim
vSak zvétSuje velikost kraterd, atedy snizuje prostorové rozliSeni, a proto je tieba najit
kompromis mezi témito parametry. Optimalizace experimentalnich podminek a nastaveni
pristroje by méla byt provedena pted samotnou analyzou pro kazdou matrici a kazdou méfici
sestavu, aby se zvysila citlivost a reprodukovatelnost méfeni detekovanych prvka [9].
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Optimalizace parametri méieni

Vzorek muze byt umistén do tzv. interakéni komory, ktera umoziuje analyzu v rdznych
atmosférach. Pro zesileni signalu je mozné pouzit rizné podptirné plyny, jako helium, argon ¢i
dusik, pro ofuk vzorku nebo jako naplii komory pii méfeni. Divodem lepSich vysledkl pfi
pouziti inertniho plynu, naptiklad zminéného argonu, je vysoka excitacni energie argonovych
castic (vice nez 20 eV) ve srovnani s bézné ptitomnymi prvky ve vzduchu (O2,N2). Ve vzdusné
atmosféfe by excitované Castice z materialu prenasely svoji energii na ¢astice kysliku a vodiku,
coz by vedlo k sekundarni ablaci nebo ke zhaSeni emisnich car. Odezva signalu by tedy byla
ovlivnéna témito prvky a celkova intenzita by byla niz§i. Béhem ablace v atmosféie argonu je
vSak vzduch nahrazen argonem a excitované Castice z materialu nepienasi svoji energii na
Castice plynu kvuli vyssi excitacni energii, diky ¢emuz je teplota a hustota elektronti v oblaku
plazmatu vyS$si. Generace plazmatu z materialu je snazsi a to vede k vyS§si ucinnosti ablace a ke
zvySeni intenzity signalu [9]. Pfi analyze matric, které obsahuji dusik a kyslik, napf.
organickych sloucenin, je pouziti inertniho plynu nutné. Tim, Ze argon vytésiiuje molekuly
dusiku a kysliku ve vzduchu, ucinn€ 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 snizeného tlaku, ¢imz se dosahuje
nizSich teplot plazmatu a v oblaku plazmatu se nachazi nizs$i koncentrace elektrond nez
v plynném prostiedi. Protoze ve vakuu neni zadny tlak pasobici proti volné expanzi plazmatu,
rychlost expanze se zvySuje arazova vina je méné hustd (Obrazek 6) [9, 26]. Vysledkem
snizené hustoty razové viny je pokles ve stinéni plazmatu u nanosekundovych lasert, tedy je
umoznéno vice fotonim dosahnout vzorku. To vede ke zvySené ablaci vzorku, snizenému
Starkovu rozsifeni Car, coz muze také vést k intenzivnéjSimu spektru, vylepSeni spektralni
intenzity, poméru signalu a Sumu (SNR, z anglického Signal to Noise Ratio), rozliSeni
spektralnich Car a vétsi uniformitu kraterd. Analyza metodou LIBS za zvySeného tlaku byla
studovana piimo pro konkrétni aplikace, naptiklad pfi vyzkumu povrchu planety VenuSe €i pfii
simulaci podminek nuklearniho reaktoru [15]. V obou studiich doslo ke snizeni intenzity
spektra i SNR za soucCasného zvySovani tlaku. Na spektrech také bylo pozorovano vyznamné
roz§ifovani pika a samoabsorpci.
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Obrazek 6. Tvar oblaku plazmatu za rizného tlaku atmosféry v interakcni komore. Prevzato z Novotny
a kol. [26].

Dal§i metodou, jak zlepsit kvalitu signalu a citlivost metody LIBS manipulaci s méfici
sestavou, je pridani druhého laseru. Takové upravé se fika dvoupulzni LIBS (DP LIBS,
z anglického Double Pulse LIBS) a umoziiuje i zmensSeni velikosti kratert pii analyze. Pfi
analyze se pouzivaji dva laserové paprsky, které jsou vuci sobé Casove posunuté, nejcastéji ve
Ctytech geometrickych usporadanich [27]. Nejjednodussi z nich je kolinearni usporadani, kde
jsou oba laserové paprsky zamétené kolmo na vzorek. Pfi ortogonalnim usporadani je jeden
laserovy paprsek nasmérovany kolmo na vzorek a druhy je veden paralelné s jeho povrchem,
pficemz spolu paprsky sviraji uhel 90°. Druhy laserovy paprsek v tomto pfipadé muze slouzit
bud’ na preablaci vzorku anebo na opétovny ohtev plazmatu. Pti opétovném ohrati plazmatu je
energie absorbovana jiz ionizovanymi Casticemi z prvniho laserového pulzu, coz vyznamné
zesili emitované zafeni [9]. Ctvrty zpasob vedeni laserovych paprski vyuzivé jejich prekiizeni
pod urcitym uhlem [27]. Podobné jako pouziti argonové atmosféry umoziiuje i DP LIBS
analyzu vzorkt obsahujici dusik a kyslik, 1ze ho vSak pouzit i pro dalkové méfeni, a proto je
tato metoda vSestranné&jsi. Dvoupulzni technika LIBS pomaha i pfi ablaci v kapalnych vzorcich,
kde prvni pulz tvoti v roztoku bublinu, coz snizuje plazmové zhaseni druhého pulzu [9].

Manipulace se vzorky

Jak jiz bylo vySe zminéno, druhym zplisobem pro zesileni ziskaného signalu je vhodna Gprava
vzorku pied samotnym méfenim. Pi hledani takové tpravy vzorka je snaha je o snizeni limitt
detekce metody LIBS a zvySeni stability méteni [25].

U pevnych vzorku ovliviiuje intenzitu detekovaného signalu napf. drsnost, tvrdost, odrazivost
povrchu a struktura matrice. Nejjednodussi piiprava tedy spociva v jejich mechanickém
zpracovani a upravé povrchu. Diky zarovnani povrchu sefiznutim lze dosdhnout lepsi
reprodukovatelnosti méfeni. U nerostd a kovii muze zvySeni drsnosti povrchu vzorku vést ke
zlepSeni ucinnosti laserové ablace, a tedy i SNR [28].
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Naro¢né¢jsi piiprava vzorku muaze zahrmovat 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 Upravy patii napiiklad homogenizace mletim a peletovani (ob€ upravy se
aplikuji nejcastéji za ucelem kvantifikace) nebo upevnéni na substratu ¢i zmrazeni (spiSe pii
mapovani). Upevnénim ledvin v epoxidové pryskyfici bylo dosazeno piiblizné desetinasobné
vyS§S§iho prostorového rozliSeni ve srovnani s méfenim neupevnéné Cerstvé tkané (Obrazek 7)
[25]. Pii ptiprave biologickych vzorki je vSak tfeba davat pozor na moznou kontaminaci,
predevsim z divodu, Ze sledované analyty jsou ve vétsin€ piipadu spiSe bézné mineralni prvky,
jako je vapnik, sodik, hotcik nebo draslik [25].
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Obrazek 7. Ukazka vysledku mapovani distribuce gadolinia v mysi ledviné s riiznym 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 raznorodych vzorkt vSech skupenstvi [29, 30]. Instrumentalni jednoduchost méfici
aparatury je jednim z hlavnich benefiti metody LIBS v porovnani s dal§imi, rutinné
pouzivanymi optickymi technikami, jako jsou napf. atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS,
z anglického Atomic Absorption Spectroscopy), induk¢éné vazana plazmova atomova emisni
spektrometrie (ICP-OES, z anglického Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry), indukéné€ vazana plazmova hmotnostni spektroskopie (ICP-MS, z anglického
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) [6]. Protoze je zapotiebi pouze pulzniho
laseru, zaméfovaci a sbérné optiky a spektrometru s detektorem, mnoho vyzkumnych tymu si
LIBS aparaturu je schopno sestavit bez nutnosti koup€ komeréné dostupnych pfistroja.
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Vysoka rychlost méfeni je dals§i vyhodou, protoze rychlost analyzy LIBS je omezena pouze
frekvenci detektoru a frekvenci laseru. Tato metoda se proto Casto pouziva pro elementarni
zobrazovani v realném case, coz by v budoucnu mohlo byt prospéSné napiiklad béhem
chirurgického zakroku. Plazma muze byt v ramci jednoho mista generovano opakované pomoci
nasobnych laserovych pulzt, ¢imz se da ziskat informace o hloubkovém profilovani materialu
[31, 32]. Je také mozné detekovat vétSinu prvka 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 literature bézné 1 oznaceni této metody jako nedestruktivni [6].

Déle ma také LIBS schopnost méfit 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 napftiklad pouzit pro analyzu materiali na motském dné [33, 34]. Aparatura navic
nemusi byt v pfimém kontaktu se vzorkem. Dalkové méfeni se vyuziva pii nakladani
s nebezpeCnymi materialy, analyze latek nachazejicich se v nebezpecném prostiedi nebo na
fyzicky nepfistupnych mistech [9]. Také byla vyvinuta pfenosnad LIBS zafizeni, kterymi je
mozné méfit vzorky pfimo v terénu.

Metoda LIBS je univerzalni technika, ktera neklade vysoké naroky na vlastnosti vzorku, jako
jiné analytické metody. Vzorek muze byt jakéhokoli skupenstvi a nemusi fluoreskovat, byt
Ramanovsky aktivni & citlivy na infradervené zateni [9]. Casto uvadénou vyhodou této metody
je to, Ze vzorky neni nutné pred méfenim jakkoli upravit [35]. To sice plati u pevnych materialt
(horniny, kovy a oceli, beton, sklo...), diky ¢emuz je také mozna dalkova analyza, ale i u téch
muize vhodna uprava povrchu latky vést k nékolikanasobnému zvyseni signalu. U nekterych
obtizné analyzovatelnych vzorkd, jako jsou napiiklad mekké tkané, je dokonce spravna uprava
vzorku pfed samotnym méfenim nutnosti, jinak by pro urcité prvky nebylo mozné detekovat
zadny signal, jak jiz bylo podrobnéji popsano v kapitole 2.3.7.

Nevyhoda LIBS oproti ostatnim metodam spociva v nizsi citlivosti méfeni. Metoda LIBS
dosahuje citlivosti v fadu 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) €1 niz§i [9]. Dalsi slabinou LIBS je obtizna kvantifikace
naméfenych vysledkl a nizka stabilita detekovaného signalu [36], kviili cemu 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 meéfeni umoziuje dosazeni vyssi
citlivosti méreni [31, 32, 37].

2.3.9 Priklady pouziti metody LIBS

Metoda LIBS je ¢im dal vice vyuzivanym nastrojem pro sledovani zmén prvkového rozlozeni
v raznych matricich. Nejcast€ji se vyuziva pro stanoveni sloZeni pevnych anorganickych
materiald, predevsim kovu a slitin, protoZze se jedna o homogenni matrice, dosahuje u nich
velice reprezentativnich vysledkt. Tato metoda se da uplatnit v pramyslové vyrobé pro
okamzité stanoveni prvkového slozeni slitin spolu s jejich kvantitativni analyzou v pevném
i roztaveném stavu, ¢imz GspéSné umoziuje fizeni a monitorovani procesu taveni oceli [12].
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Metodou LIBS je mozné uskuteCnit méfeni v terénu, ¢ehoz se vyuziva napf. pii zkoumani
brzdnych stop pneumatik na silnicich ve forenzni analyze [38]. Pfenosné LIBS zafizeni lze
pouzit ipro detekci kontaminanti v pudé a pfi méfeni olova v betonu a v barvivech [12].
Pouziti metody LIBS na vozitku MARS rover od roku 2012 umoznilo dalkovou analyzu
povrchu Marsu. To se velmi osvédcilo 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 dal vice se vSak LIBS uplatiiuje i pfi analyze Zivo&inych a rostlinnych vzorkd.
Spektroskopie laserem buzeného plazmatu nachazi uplatnéni v biomediciné a histopatologii,
Casto se pouziva k odliseni zdravé a nezdravé tkané, nejen u zvitat [41] a rostlin [42], ale jsou
znamé aplikace iv analyze zooplanktonu [43]. Technika LIBS také umoziiuje detekovat
onemocnéni ajeho faze ive zjevné zdravé kostni tkéni sledovanim distribuce hlavnich
komponent a vybranych stopovych prvka [44]. Navic uz byla v prabéhu chirurgického zakroku
uspésné provedena identifikace riznych prasecich tkani s vysokou citlivosti a specificitou [27,
28]. Metoda LIBS pfedstavuje velky potencial pro klinické aplikace jako prostiedek
diagnostiky lidskych nadort [47] ajiZz bylo i navrzeno jeho pouziti pfi vrtani zubni tkané
pomoci lasert [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 ur€ité definované ploSe. Béhem mapovani je vzorek
vétsinou umistén na motorizovaném XY podstavci, ktery umoziuje posunuti vzorku mezi po
sobé jdoucimi laserovymi pulzy o konstantni vzdalenost (krok). Pti kontinualnim pohybu
vzorku vzhledem k laserovému paprsku odstrani kazdy laserovy pulz novy material zjiné
polohy na vzorku (Obrazek 9). Kazdé takové unikatni poloze lze poté pfifadit soutradnice.
Vypoctenim intenzity spektralni ¢ary pro dany prvek u vSech spekter z kazdé polohy lze poté
vynést zastoupeni tohoto prvku na ploSe vzorku. Velikost kroku poté udava prostorové rozliSeni
vysledné mapy. Prostorové rozliSeni LIBS muze byt az desitky nebo dokonce jednotky mikront
v 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 krdaterii na mapé. Prostorové rozliSeni je
ddno vzddlenosti mezi stiedy dvou krateri. Prevzato a upraveno z Jolivet a kol. [50].

Mapovani metodou LIBS se Siroce vyuziva predevSim pii studiu heterogennich
anorganickych i organickych vzorka. Prvkové rozlozeni geologickych vzorkl se zkouma za
ucelem jejich elementarni kvantifikace, klasifikace mineralti a stanoveni jejich vlastnosti
apuavodu [49]. Dale je tato technika stale Castéji pouzivana pii prostorové analyze
heterogennich biotickych vzorkd jako jsou napf. mékké tkané [25]. Mapovany mohou byt
prvky, které se pfirozené vyskytuji v tkani [51] ¢i prvky, které byly do tkan€ 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 vzorkd bylo sumarizovano v né€kolika prehledovych publikacich
[57-59].

2.5 Mapovani prvkového rozlozeni v biologickych tkanich dalSimi technikami
Nejcastéji se pii detekci prvkového rozlozeni biologickych vzorkdl 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 Ion Mass Spectrometry) [63, 64].

Dal$i metodou analyzy prvkového rozlozeni je rentgenova fluorescence (XRF, anglicky X-
ray Fluorescence) [65, 66]. Tato technika poskytuje vysledky svysokou citlivosti
a prostorovym rozliSenim az 10 nm nebo méng, ale kvantifikace je zde podobné jako u LIBS
docela narocna [67]. Jmenovite byla XRF pouzita naptiklad 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 umoziiuje analyzu elementarniho rozlozeni s vysokou citlivosti, jeji
aplikace byly prehledné popsany v nékolika piehledovych ¢lancich [70, 71]. Tato metoda byla
napiiklad pouzita k rozli§eni nadoru rakoviny prsu od okolni zdravé tkané [72], ke stanoveni
distribuce raznych kovi v placentarni tkani [73], sledovani prostorového rozlozeni stopovych
prvka v mozkové tkani mysi [74] nebo k rozliSeni mysi trpici Parkinsonovou chorobou od
zdravych jedinct [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 v§ak prozatim mnohem rozsifené)si.

Kazda z téchto metod ma mnoho vyhod a dosahuje dobrych vysledkd, ale jejich pouziti je
vétSinou omezeno naroénym vicekrokovym zpracovanim vzorkd, nemoznosti stanovit obsah
nekovovych prvkl, slozZitosti pozadovaného vybaveni, Casové naroCnym ¢i ekonomicky
nakladnym meétenim.

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 rozméliiovani jidla. Spolu s jazykem
a slinnymi zlazami jsou prvnim organem traviciho traktu. Tim, ze zuby zvykaji potravu
a pomoci slin zapoCne jeji traveni, dutina ustni napomaha k fadnému zpracovani a rozkladu
jidla a efektivnimu vstiebavani zivin. Dale hraji zuby dulezitou roli i v fe€i a dorozumivani se,
popiipadé pomahaji v obrannych reflexech.

Pocet zubt se v pribéhu zivota méni. V mladi se soubor zubl oznaCuje jako mlécny
(docasny) chrup a celkem ho tvoii 20 zubu, které jsou s pfibyvajicim vékem nahrazeny.
V dospélosti se pak pocet zubu zvysi na 32. Zuby jsou rozliSeny dle tvaru a umisténi v Gstni
dutin€ na fezaky, Spicaky, tfenové zuby a stolicky [77].

Stavba zubn

Lidské zuby se skladaji ze tii hlavnich casti: korunka, kréek a kofen vyrustajici ze zubniho
luzka (Obrazek 10). Dalezitou Casti jsou i daser a Celistni kost, které zuby upeviuji na miste.
Korunka je ¢ast zubu vystupujici nad dasent do dutiny ustni a pokryva ji sklovina (enamel).
Misto, kde korunka konci a za¢ina koten zubu, se oznacuje jako kréek. Pokud se jedna o zdravé
zuby, kréek by mél byt skryty pod dasni. V pfipadé onemocnéni se vSak muze odkryvat. Pod
krckem je dalsi ¢asti zubu koten. Kofen je obzvlasté zranitelny vici zranéni a infekci, protoze
postrada ochrannou sklovinu. Infekce kotfene zubu se mohou Sifit do krevniho fecisté nebo do
okolni Celisti a tkani, a proto vyzaduji okamzitou a dikladnou 1ékarskou péci [77].
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Obrazek 10. (a) Radiograficky snimek a (b) ilustrované schéma struktury zubu a upeviiovaciho
apardtu. 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 pfimém kontaktu s potravou, kterou musi byt schopna
rozmélnit. Sklovina je vysoce mineralizovana tkan odolnd proti poskozeni, ale v piipadée
poruSeni se nedokdze 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
podobné kostni tkéani, je vSak tvrdsi, barvou zlutobila a obsahuje izivé buiky. Dentin se
rozdéluje na primarni a sekundarni. Primarni dentin se tvoii az do okamziku, dokdy je zub
funkéni. Poté zacina tvorba sekundarniho dentinu a ta pokracuje po celou dobu zivotnosti zubu.
Krome klesajiciho po¢tu zubovinovych tubult mezi primarnim a sekundarnim dentinem neni
zadny strukturalni nebo chemicky rozdil [78]. Tato tkan je citliva na teplotni podnéty a jeji
podrazdéni se bolestiveé projevi.

Hloubéji do zubu se nachazi zubni dfer, jedina nemineralizovana ¢ast zubu [78]. Ta obsahuje
cévy, které vyzivuji zub a nervy, jenz maji upozornit organismus na nebezpe¢né poranéni zubti
¢i infekce. Na povrchu kofene az po kréek se vyskytuje zubni cement, modifikovana vlaknita
kost. Je to nazloutla tenkd vrstva, kterd je nejsilngjsi na krcku a rozliSuje se na primarni
a sekundarni cement. Tato tkar pfipojuje zub k periodontalnim vazim, které ho drzi pevné na
miste v Celistni kosti.

SloZeni

Zuby jsou v podstaté anorganické/organické kompozity s vysokou tvrdosti a odolnosti proti
poskozeni jejichz nejzastoupenéjsi stavebni slozkou je fosforecnan vapenaty [79]. V lidskych
zubech krystalicka sklovina obsahuje piiblizné 96 % fosfore¢nanu vapenatého, a to bud’ ve
formé hydroxyapatitu (Caio(POs)s(OH)2) nebo fluorapatitu (Caio(PO4)sF2), dale 4 % vody
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a1l % organické hmoty [48]. Tyto komponenty nejsou rovhomérné rozlozeny v tkani, ale
pfizpusobuji se funkci jednotlivych casti zubu. Byla studovana absorpce a diftize vody ve
skloviné a zavéry naznacuji, ze piiblizné€ polovina vody je pevné vazana na sklovinu ve formé
hydratatni vody. Druhd polovina je vazana volnéji anachazi se v bilkovinném plasti
obklopujicim jednotlivé krystaly skloviny. Dentin se sklada z pfiblizn€ 70 % hydroxyapatitu,
20 % organické hmoty, prevazné kolagenovych vlaken, a 10 % vody. Hlavnimi chemickymi
slouCeninami alveolarni kosti jsou hydroxyapatit 50-60 %, voda 15-20 %, uhlicitany 5 %,
fosfaty 1 %, kolagen 20 % a bilkoviny 1 % [48].

Na zakladé koncentrace jednotlivych prvka v zubu lze identifikovat zdravou a nemocnou
tkan. V pfipad€ snizeni koncentrace nejzastoupen¢jSich prvkd matrice — vapniku a fosforu,
anebo zvyseni koncentrace nematri¢nich prvka — typicky lithia, stroncia, barya, sodiku,
hoi¢iku, zinku a uhliku — mzeme usuzovat, Ze tkar je nemocna a je tieba ji oSetfit [80].

2.6.2 Ankyléza

Ankyloza predstavuje Castou zpozdénou komplikaci v ustni duting, ktera nasleduje po poranéni
parodontalni membrany pii té€zkém poranéni zubu, jako je avulze (zlomenina zubu) a intruze
(vrazeni zubu do ltzka) [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 lisi s veékem a rychlosti ristu kosti. Jako prevence vyskytu
ankylozy by méla byt paradontalni membrana udrzovana zdrava a mélo by se vyhybat jejimu
poranéni. Pokud uz k zubnim traumatu doslo, 1ze zub upevnit do adhezni dlahy, ktera ho drzi
na misté a zaroveni mu umoznuje alesponi malou flexibilitu [81]. Timto zpisobem by se mélo
ankyléze predejit.

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

Proces vzniku ankylozy

Zdrava parodontalni membrana (PDM, z anglického Periodontal Membrane) je tyziologicka
bariéra, ktera chrani kofen a umoziuje mu spravné rust. Kdyz je PDM vazné poranéna,
ochranna bariéra prestane fungovat a muze dojit k zahajeni patologickych procest. Ty mohou
vést az k proniknuti kosti do zubni tkan€, nasledované postupnym nahrazenim zubu kosti [81].
Osifikovani zubni tkan€, nejCastéji dentinu, se oznacuje jako nadhradova resorpce (replacement
resorption) a je to jev, ktery ankylozu velmi Casto doprovazi [82].
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Mechanismus za kofenovou resorpci spojenou s dentoalveolarni ankylézou neni zcela
objasnén. Nové&jsi studie naznacuji, ze pii vyrazeni a opetovném zasazeni zubu do dasné,
pocate¢ni resorpce kofene miZe byt spojena se zanétlivou reakci proti postizené periodontalni
membrané nové zasazeného zubu [83]. Nebo se také poji s fagocytozou jeji nekrotické
periodontalni mekké tkané [84]. Bylo dokéazano, ze antibioticka 1écba vyrazné snizi pocatecni
resorpci [85]. Samotna ankyl6za neni divodem k odstranéni trvalého zubu. Zuby, které musi
byt odstranény z jinych davodl, se vSak podstatné obtiznéji odstrafiuji, pokud jsou postizeny
ankylézou, protoze pak pevnéji drzi v dasni a jsou vice rigidni.

Typy ankylozy

Byly rozliseny dva typy ankylozy se dvéma riznymi vyvojovymi vzory. Jeden typ je
charakterizovan ukladanim osifikované tkané€ na povrchu kofene a sténach Itzka. Tomuto typu
obvykle predchazi povrchova resorpce povrchu kotene [86, 87]. Druhy typ se vyskytuje
v oblastech, kde je vSechna periodontalni membrana nekroticka. Tento druhy typ ankylézy je
charakterizovan uplnou mineralizaci nekrotické parodontalni membrany bez predchozi
resorpce kofene [86]. V zavislosti na tom, do jaké miry se spoji ¢asti kofene s kosti, muaze jit
o bud’ Uplnou nebo ¢astecnou ankylozu. S timto stavem je spojen nedostateCny nebo vyrazné
snizeny dentoalveolarni vyvoj [78, 81]. Postupné mize dojit az k nahradé celé zubni tkané
kotene procesem nahradové resorpce, poté korunka praskne anebo odpadne.

Metody pro diagnostiku ankylozy

Diagnoza ankylozy je komplikovana ak tomu, aby se mohlo potvrdit, ze jde opravdu
o pozitivni nalez je tieba vice krokd. Uplné nejzakladngjsi metodou pro posouzeni stavu zubu
a okolni kosti je histologie pomoci mikroskopu. Pro tuto metodu je vSak potieba roziezat zub
na dostatecCny pocet sekci, aby byly vidét 1 malé zmény pfitomné v tkani. Tato metoda byla
pouzita pro stanoveni vlivu konzistence stravy na tvorbu ankylézy v zubu a bylo zjisténo, ze
jde ankyloze pii vystaveni zubu bézné zvykaci funkci ¢astecné predejit [87].

Dalsi technikou je rentgenografie. Tato metoda zobrazuje bohuzel pouze ve 2D a hrozi, ze
neodhali vS§echny vyskyty ankylozy. Pokud je zasazena oralni nebo vestibularni cast nebo jsou
ptitomny pouze malé zasazené oblasti [83, 88], rentgenografie poskytuje vysokou miru falesné
negativnich vysledk. Pro 3D rekonstrukci lze pouzit CT snimky (zkratka z anglického
Computed Tomography) s velmi dobrymi vysledky [89]. Omezenim vS§ak zustava, ze CT skeny
nejsou bézné dostupné v zubnich ordinacich. Ankylozu lze Castecné 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 zubi je analyza rezonanc¢ni
frekvence, ktera mize kvantifikovat tuhost spojeni zubniho implantatu s kosti [90].

2.6.3 Mysi zuby

Mysi se fadi mezi hlodavce, coz je tad zvirat pojmenovany podle zptisobu zpracovani potravy.
Poznavacim znakem hlodavcl jsou dva vyrazné obloukovité prohnuté fezaky v horni i dolni
Celisti, které jsou pouzivany ke hlodani, odtud se jim fik4a hlodaky. Hlodadky nemaji kotfeny
a rostou z Celistnich kosti po cely zivot jedince.
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Mysi chrup je oproti lidskému chrupu tvotfen pouze Sestnacti zuby, a to fezaky a stolickami
(Obrazek 12). Chrup se v prub€hu zivota neméni jako u lidi, ale od narozeni zistava po cely
Zivot ta stejna sada zubl. Sklovinou je narozdil od lidskych zubl pokryta jen pfedni strana
fezaku, zadni strana je tvorena pouze mékc¢im dentinem [91]. To umoziiuje, 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. Zvirata s timto typem onemocnéni mohou dokonce zemfit hladem [92, 93]. Tim, ze
je sklovina pouze v pfedni Casti zubu, maji mysi zuby charakteristicky tvar a neni zde mozné
rozlisit typické Casti zubti jako korunka a krcek.

fezaky stolicky

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

Stavba stolicek je podobna stavbé lidskych zubt, skladaji se ze stejnych ¢asti: korunky, krcku
a kotene. Povrch korunky je pokryt sklovinou, nejtvrdsi tkani, a pod ni se nachazi dentin, ktery
tvoii vétSinovou cast zubu. Sklovina u mySich zubu je Casto pfirozené zbarvena do Zluto-
oranzova, protoze se na jeji povrch zachycuji oxidy zeleza [94]. Prvkové slozeni mysich zubt
je také velmi podobné lidskym zubtim. Uvadi se, Zze obsah minerala ve skloviné hlodavci se
pohybuje v rozmezi 86,20 % az 95,06 % [95].

2.6.4 Bioakumulace prvku v zubech

Tvrdé tkané, kosti a zuby, jsou znamé tim, ze jsou schopny bioakumulovat a po dlouhou dobu
uchovéavat prvky, které se do téchto tkani vstiebavaji pies erytrocyty z krve nebo ustni dutinou
[96]. Schopnost bioakumulace je nejvyrazn€jsi u tézkych kovu, které se do téla dostavaji
v potravé, vdechovanim vypart z natért barev i z ovzdusi v blizkosti primyslovych tovaren.
Tézké 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 tkané Siroce vyuzivany v antropologii a archeologii jako spolehlivy archiv
informaci o lidech i zvitatech, jejich vyziveé, stafi a migracnich navycich [96].
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Olovo

Olovo je jeden z tézkych kovu, které maji schopnost se v zubnich tkanich hromadit a dlouha
léta uchovavat. Bioakumulace a postupné uvoliiovani olova v tvrdych tkanich umoziiuje
sledovat dlouhodobé vystaveni jedince tomuto tézkému kovu. Diky tomu zuby poskytuji
integrovanou miru absorpce olova atuto informaci lze vyuzit naptiklad pro stanoveni
pfiblizného mista zivota jedince Ci jeho veéku. U trvalych i mléénych zubu se koncentrace olova
snizuje smérem od povrchu do stfedu zubu v potradi: sekundarni dentin — dentin — sklovina. U
fady studii byl zjistén pomér koncentraci olova ve zminénych tfech oblastech (sklovina : dentin
- sekundarni dentin) piiblizné 1 : 2 : 6. Trend se oCekava s ohledem na ristovy model, sklovina
se tvoti brzy v zivoté zubu, zatimco dentin neustale roste a udrzuje se a sekundarni dentin je
v tésném kontaktu s krvi. Hladiny olova v sekundarnim dentinu klesaji do zubu, coz naznacuyje,
Ze to je zpusob, jakym olovo vstupuje do dentinu [97].

Pti interpretaci analytickych vysledk olova v zubech existuji tfi vyznamné problémy.
Za prvé olovo neni rovnomérné rozlozeno po celém zubu a v urcitych Castech, naptiklad na
povrchu sekundarniho dentinu se absorbuje 1épe. Mnozstvi obsazeného olova se navic lisi podle
typu zubu a souvisi 1 s vékem zubu. V neposledni fade existuji vyznamné rozdily ve vysledcich
analyzy olova v zubech riznymi laboratofemi, coz muze byt zpusobeno i kontaminaci,
predupravou vzorki a chybou analytickych metod [98].

2.7 Prostoroveé rozliSena analyza zubu

Mapy distribuce prvka v tkani poskytuji semikvantitativni informaci o prvkovém slozeni tkané
v zavislosti na Case. Umoziiuji sledovat mineralizaci hydroxyapatitové matrice a migraci prvki
v ni. Dale napomahaji pii identifikaci chorobnych stavi, jako jsou zubni kazy a dalsi
patologicka onemocnéni zubni matrice [48]. Zuby mohou na zakladé prvkového rozlozeni
poskytnout informaci o zpusobu zivota studovanych jedinct, coz se vyuziva v archeologii
a antropologii [96]. Na zaklad¢ analyzy kontaminace tézkymi kovy je mozna i klasifikace
jedinct na zakladé véku, zdravi a mista ptvodu.

Vyuziti zubt jako zdroje informace o zivoté studovaného jedince ma fadu vyhod. Napftiklad
lehké ziskani vzorkl i nenaro¢né a dlouhodobé skladovani zubt poskytuje podstatnou vyhodu
oproti jinym ¢asto pouzivanym materialam pro tyto tUcely, jako je krev, mékké tkané€, vlasy,
které snadno podléhaji rozpadu po relativné kratkém case. Nevyhody zubt spocivaji v tom, ze
jsou to heterogenni matrice a skladaji se pfevazné ze dvou pevnych fazi s riznou hustotou
a schopnosti akumulovat stopové prvky. Vzorkovani a samotna analyza proto miize byt nekdy
problém. Proto je tfeba zuby pro samotnou analyzu vhodné upravit. Bézné se pouziva ukotveni
v epoxidové pryskyfici nasledované sefiznutim a nalesténi diamantovou pastou.

Metody prostorové rozlisené analyzy zubi
Analyza prvkového slozeni zubni tkdné se bézné€ provadi nékolika analytickymi technikami.
Mezi soucasné techniky patii XRF [99], PIXE [100], SIMS [101] a hmotnostni spektrometrie
sekundarnich iontd s detektorem doby praletu (TOF-SIMS, z anglického Time of Flight
Secondary Ion Mass Spectrometry) [102, 103] a LA-ICP-MS [104-106].

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

3.1 Analyza zubnich tkdni metodou LIBS

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu nachazi vyuziti ipfi zkoumani zubl diky jiz
vyjmenovanym vyhodam (rychlost, jednoduchost, nizké naklady na provoz). V archeologii
a zubnim lékafstvi se LIBS uplatiiuje diky nizké destruktivité¢ vzorku. V archeologii se také
vyuziva prenosnych pfistroji LIBS. Tato moznost je velmi dilezitda predev§im v piipade
starovékych zubu, tyto vzorky mize byt obtizné transportovat z mista jejich nalezisté. Pomoci
prenosnych nastroji LIBS mohou byt vzorky analyzovany pfimo na mistech, kde byly
nalezeny, nebo v muzeich, kde jsou umistény [107].

Tim, Zze technika LIBS nabizi rychlé a prostorové zavislé meéfeni, poskytuje dualezité
informace o kvalité studované tkané€ a v budoucnu by mohla byt vyuzivana jako bézna soucast
zubni ordinace. V Tabulce 1 je uvedena dostupna literatura vénujici se studiu prostorového
rozlozeni prvkd metodou LIBS v zubnich tkanich. Clanky jsou podrobné popsany v dalgich
kapitolach z hlediska experimentalnich podminek a vysledkii méteni.

Tabulka 1. Prehled literatury vénujici se LIBS mapovani prvkového rozloZeni v tvrdych tkanich.
Vtabulce jsou uvedené testované matrice, detekované prvky, uprava vzorkii spolecné se Sirkou
pouzitého Fezu [um], prostorové rozliSeni pri méreni [um], pocCet spekter v mapé a v jakém roce byl
Clanek vyddn.

vzorky tvrdych detekované |, . prostgrmie pocet
, uprava vzorku| rozliSeni | spekter |reference/rok
tkani prvky .
[nm] vV mapé
Na, Ni, P, Sn,
Ti, Zn, Ag, Al,|fezy
b — — [108]/1999
“ny Ca, Cr, Hg, K, |(1 500 pm) [108]
Mg, Mn
. Pb, Ca, Mg, |[fezy
zuby, kosti Sr. Al Mn (1 500 1im) 1 000 100 [48]/2001
2 |zuby Sr, Ca, Na zadné 1 000 7 [80]/2008
= fezy
zub Mg, Ca, Sr 500 - [107]/2010
Y : (5 pm)
zuby Sr, Ca fezy (300 um) 500 432 [109]/2011
zuby Sr, Ca Hpevhen 550 1 11032014
epoxidem
Co, Mn, V, upevnéni
zuby Ni. Sr epoxidem 215 702 [111]/2019
sy P, Mg, Fe, Ca, |,
_ hadi patét Ba. Sr. Na fezy 150 21000 [112]/2010
= . Na, P, Mg, Ca,|fezy
2y dvédi zub 500 1560 [44]/2010
ST IR, Ba, St [(3.000 um) [44]
b <
Zuby P,Ca,Mg | POVl 150 612 [113]/2016
chameleona epoxidem
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3.2 Prostorova analyza lidskych zubi metodou LIBS

Samek, O. akol. [108] studoval ptitomnost stopovych kovtu v zubech. Byly zkoumany zuby
raznych veékovych skupin, aby vnich bylo mozné sledovat vliv faktori prostfedi na
bioakumulaci prvki. Laserem typu Nd:YAG o vinové délce 1 064 nm a energii laserového
svazku 20 mJ byly ablatované fady kratera o velikosti do 200 um na fezech zubt. Spektra byla
detekovana na rozsahu 250-800 nm. Byla zjisténa uzka souvislost mezi prvky detekovanymi
v zubnich vyplnich a pastach s témi, které jsou piitomny v zubech. Hlinik byl detekovan vice
nez 2 mm od zubni vypln€. Z toho bylo usouzeno, ze zuby absorbuji urcitou koncentraci prvka
z pasty a ze zubnich vyplni. Dale 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 riiznych 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 predchozim ¢lanku, ale slaserovymi pulzy o energii 30 mJ. Spektra byla
detekovana na rozsahu 200 az 700 nm. Ablatované kratery mély primér 200 pm 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
v koncentracich pod limity detekce. Ve skloviné nékterych zubti vSak napfiklad emisni ¢ary
olova byly pozorovany a souvisejici hodnoty koncentrace odpovidaly tfadoveé 150 ppm.
V ¢lanku byl ukazan graf koncentrace stroncia podle soufadnic X aY pro vzorek zubu
spojeného s kosti. Podle vyssi koncentrace stroncia v kosti a nizsi v zubu bylo mozné obé& tkané
jasné odlisit. Dale byly generovany jedno-dimenzialni mapy podilu obsahu hotciku ku vapniku
po délce zubu s kazem, ¢im bylo umoznéno odlisit zdravou a nemocnou tkan. V nakazené ¢asti
zubu byl sledovan zvySeny obsah hotciku.

Thareja, R. K. a kol. [80] detekovali rozdil v prvkovém (sodik, stroncium a vapnik) slozeni
ve zdravych a zkazenych 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 fadé kraterd (kazdy znich vytvoren 100
laserovymi pulzy). Primér kraterd byl 200 um a jejich vzajemna vzdalenost, tj. prostorové
rozliSeni bylo 1 mm. Bylo zjis§téno, ze koncentrace vapniku i fosforu vyznamné poklesla
v oblasti zubniho kazu, a na zaklade toho bylo s velkou pfesnosti (skoro 100% spolehlivost)
mozné od sebe zdravou a nemocnou tkan odlisit. Podobné byla pfiznakem zkazené tkané
zvySend koncentrace stroncia a sodiku.

Alvira, F. C. a kol. [107] aplikovali LIBS na stanoveni obsahu stroncia a hoi¢iku v dentinu
a sklovin€ neolitickych, sttedovékych a modernich zubti Homo sapiens. Byl vyuzit Nd:YAG
laser na vinové 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 vytvoreny mapy
distribuce poméra Mg I/Ca IT a Sr I/Ca I a hodnoty téchto pomért byly vyssi v dentinu nez ve
sklovingé. V této studii byly nalezeny vyznamné rozdily mezi zuby jednotlivych studovanych
skupin, které odrazeji zpusob zivota studovanych jedinct, ale je tieba 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, pficemz byl vyuzit femtosekundovy LIBS s Ti:Safirovym laserem s
pulzy o vlnové délce 800 nm a energii 700 pJ. Zuby byly sefiznuty na 300 um podélné fezy.
Vzniklé kratery mély primér 50 pm a byly sestaveny mapy s prostorovym rozli§enim 300 um.
Bylo zjisténo, ze metoda je dostatecné citliva, aby detekovala odchylky poméru Sr I/Ca I ve
skloviné. Dale bylo odhadnuto, ze femtosekundovy LIBS ma citlivost k detekci zmén
v intenzitach poméru Sr I/Ca I, které jsou mensi nez 5 %. Bylo uvedeno, ze ze zmén poméru Sr
I/Ca I 1ze ziskat informace o prub&hu zivota jedinct, ze kterych zuby pochazi, k témto zavérim
je vSak nutna dalsi detailni studie.

Fortes, J. F. akol. [110] studovali zuby lidi, ktefi zemfeli utonutim v motské vodé. Ke
generovani plazmatu na povrchu vzorku byl pouzit Nd:YAG o vinové délce 1064 nm
alaserovymi pulzy o energii 50 mJ. Spektrometr snimal zareni v rozsahu 370-470 nm. Na
deseti vzorcich zubu zalitych v epoxidové pryskyfici a podélné sefiznutych byla provedena
analyza na 27 pozicich tvorici fadu krateri vzdalenych 250 um 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 rozli§enim 550 um a kratery men§imi nez 500 um. Na kazdé pozici v mapée
bylo snimano 25 spekter. Pro porovnani byly analyzovany i zuby lidi, ktefi umfeli jinou
pfi¢inou nez utonutim. Ze vSech pfipadi byl obsah stroncia nejvyssi pii smrti utopenim
(Obrazek 13). Byl proveden kontrolni experiment, jehoz zavérem bylo mozné vyloucit, ze
zvySeni obsahu stroncia v zubu je zptusobeno pasivni difuzi z krve. Diagndza utonuti mize byt
nesmirn¢€ obtizna, zvlasté kdyz nejsou pfitomny typické morfologické znamky utonuti nebo
kdyz je télo v pokroCilém stadiu hniloby. Zavérem této studie bylo, ze LIBS je pro tuto
problematiku pouzitelny a umoziuje diagnozu piic¢iny smrti utopenim v motské vode.
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Obrazek 13. Prvkové mapy distribuce stroncia (Sr 1407,77 nm) v lidskych zubech (nahore utonuti
v morské vodeé a dole jiné priciny smrti). Na obrazku je videét zvySend koncentrace stroncia v zubech
utonutych. Prevzato a upraveno z Fortes a kol. [110].

Martinez, M. akol. [111] se zaméfili na problematiku pfipravy referencnich materiald.
Pipravili Ctyfi hydroxyapatitové kalibraéni materidly a pro oveéfeni jejich pouzitelnosti
analyzovali dva lidské zuby, které byly upevnény v epoxidové pryskyfici a podélné sefiznuty.
Mefici 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 ofukovan argonem rychlosti 11 - min.
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 kalibracnim
kiivkam sestavenym pomoci meéfeni kalibracnich standardi byla provedena kvantifikace.

Vysledky korelovaly s referen¢ni metodou ICP-MS.

3.3 Prostorova analyza zvifecich tvrdych tkiani metodou LIBS

Galiova, M. a kol. [44] optimalizovali DP-LIBS pro analyzu fosilnich a novodobych hadich
obratli a onemocnéni osteitis deformans. Dvoupulzni LIBS byl pro optimalizaci na zubnich
tkanich pouzit poprvé a Gpravou parametri 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 paralelné 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
bodu, pficemz bylo dosaZeno prostorové rozliSeni 150 um s pramérem kraterti do 100 um. Jako
kontrolni techniky byly pouzity roztokova analyza metodou ICP-MS za ucelem 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 vzorkd. Koncentrace stopovych prvki byly vyssi spiSe ve vétSich
plochach v obratli. Bylo dokazano, ze prvkové mapovani kostni tkané pomoci DP-LIBS je
ucinnym nastrojem pro posuzovani fazi osteitis deformans ve fosilnich obratlich. V nemocné
Casti obratle byl pomér Ca I/P I vyssi, coz naznaCovalo pozdni fazi onemocnéni.

Galiova, M. akol. [114] déale 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 vinové délce 532 nm a laserovymi pulzy o energii 90 mJ. Spektra byla
detekovana ze spektralni oblasti 253—617 nm. Distribuce vybranych stopovych prvka (stroncia,
barya, zeleza, sodiku, hoiciku) a nejzastoupen€jSich prvka z matrice (vapniku a fosforu) byla
meéfena na pricném fezu medveédiho Spi¢aku, ktery nebyl upevnén, ale pouze nalestén. Méteni
probihalo na vzduchu za atmosférického tlaku. Prostorové rozliSeni mapy bylo 500 um
a pramér kratera byl 200 um. Distribuce fosforu korelovala s distribuci vapniku, rozlozeni
hot¢iku bylo podobné sodiku a témer homogenné distribuovano po tfezu zubu. Dale byla
vypocitana tvrdost vzorku za pouziti pomérd intenzity iontové a atomové spektralni cary
hot¢iku: Mg II/Mg I (bylo mozné pouzit i poméry vapnikovych spektralnich car Ca II/Ca I)
napfi¢ zubem. Pro ovéfeni vypocti tvrdosti vzorku byla tvrdost méfena také pomoci
mikrotvrdomeéru Vickers a hodnoty z obou zptuisobi méfeni spolu korelovaly. Bylo dokazano,
ze LIBS i LA-ICP-MS lze uspésné pouzit pro rychlou, prostorové rozliSenou analyzu vzorkt
prehistorickych zubi a Ze poskytuji podobné vysledky. Z archeologického hlediska bylo mozné
na zéklade t€chto méfeni zrekonstruovat etologii fosilniho medvéda hnédého (vyzivu, zdravotni
stav a migraci).

Dosed¢lova, H. a kol. [113] zkoumali zuby chameleona metodou LIBS za ucelem sledovani
zmeén akrodontniho chrupu chameleona souvisejicich s vékem. M¢éfici sestava byla vybavena
Nd:YAG laserem o vlnové 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 chameleont 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 ankyldza, coz u chameleont predstavuje bézny fyziologicky jev pfi dospivani,
a byly sledovany predev§im zmény morfologie zubni tkdné¢ a mineralniho slozeni (véapnik,
fosfor a hoi¢ik) vedouci k ankyldze. Distribuce vSech tfech prvka byla odlisna v raznych
oblastech tvrdych tkani av mist¢ dentinu a sousedici kosti doslo k vyraznému nardstu
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 zvys$ené produkce
mineralizované tkané béhem vyvoje po vylihnuti.
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Obrazek 14. Prvkové mapy ilustrujici rozloZeni vapniku (Ca I 452,69 nm) a fosforu (P I 253,56 nm)
v dolni Celisti chameleonii. MéFitko znaci 100 um. Prevzato a upraveno z Dosedélova a kol. [113].

3.4 Kvantitativni analyza zubu a kosti metodou LIBS
Shahedi, A. akol. [115] zkoumal vliv olova na koncentraci ostatnich prvki (zelezo, vapnik,
hoft¢ik) ve vzorcich mySich kosti. K analyze byl pouzit Nd:YAG laser o vinové délce 1 064 nm
aenergii pulzi 160 mJ. Spektra byla detekovana v rozsahu vinovych délek 115-920 nm.
Vzorky kosti byly pfipraveny ze stehna laboratornich potkant, kterym byl oralné podan octan
olovnaty. Deset spekter bylo shromazdéno z deseti riznych mist na kazdém vzorku. Byl zjistén
pokles v intenzit¢ vapnikovych a hoi¢ikovych car (iontovych iatomovych), ktery byl
zpusobeny prave absorpci olova do kosti. Nebyla zjisténa pifima souvislost koncentrace Zeleza
s ukladanim olova v kostech, bylo vSak pozorovano snizeni mnozstvi zeleza v celé tkani.
Alhasmi, A. M. a kol. [116] detekoval koncentrace toxickych prvku piitomnych v kofenech
zubti kurakd anekurakt trpicich chronickou paradontézou avysledky byly srovnany
s kontrolni skupinou zdravych zubli. Pro méfeni byl vyuzit Nd:YAG laser (266 nm)
a laserovymi pulzy o energii 40 mJ. Bylo detekovano zatfeni plazmatu z 20 ablatovanych pozici
na kazdém zubu ve spektralnim rozsahu 200 az 900 nm. Vzniklé kratery mély primér 120 um.
Byly urCeny koncentrace tii vybranych prvka (olovo, kadmium a arsen) v jednotkach ppm.
Spravnost vysledkii byla potvrzena referencni metodou (ICP-MS). Analyza metodou LIBS
ukazala nejvyssi hladinu olova, kadmia a arsenu v zubech kurakt, dokonce presahujici
bezpec¢ny limit. Vysoka koncentrace tézkych kova byla detekovana na povrchu kofent, coz
bylo pfisouzeno klinické ztrat€ uponu. Kadmium a arsen byly také nalezeny na povrchu kofent
zubli nekurakd, 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 uCelem zjisténi stravovacich navyka tehdejSich obyvatel. Méfici sestava zahrnovala
Nd:YAG laser o vinové délce 1 064 nm a laserové pulzy mély energii 100 mJ. Spektra byla
detekovana na rozmezi vilnovych délek 200-1 000 nm. Aby se zachovaly vSechny informace
o slozeni, byly vSechny vzorky meéfeny bez jakékoli upravy jejich pavodniho stavu.
Detekovano bylo stroncium, barium, hlinik a olovo a matri¢ni prvky fosfor a vapnik. Vysledna
spektra byla porovnana se spektry ze vzorkt z pudy pohiebisteé, odkud byly kosti odebrany, aby
se tak mohly vylou¢it mozné kontaminace z okolniho prostfedi. Bylo zjisténo, ze biologicka
degradace materialu a absorpce prvka z prostiedi 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 I 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 stafim vzorkl, coz souviselo se snizujici
se tvrdosti kosti.

3.5 Shrnuti poznatku z literatury
Metoda LIBS je vhodna pro pouziti pii analyze prvkového slozeni zubt a dosahuje pfitom
velmi dobrych vysledki, jak bylo dokazano ve vyse uvedenych studiich.

Pro pfipravu vzorka zubt pred méfenim se vétSinou pouziva pouze sefiznuti bez dalsi Gpravy
¢i zaliti do bloku pryskyfice a nasledné nabrouseni a nales§téni povrchu. V nékterych aplikacich
byl pouzit pro uchyceni i1 parafin, ale epoxid je z hlediska manipulace preferovany. Také byly
v literatufe uvedeny analyzy fezd zubt uchycenych na podloznim mikroskopickém sklicku.

Ve vétsing studii byl pouzit laser o vinové délce 1 064 nm a vzorky byly vét§inou méfeny na
vzduchu za atmosférického tlaku. Pouze v jednom pfipadé bylo pii mapovani pouzito
ofukovani proudem argonu. Co se tyCe energie laserového pulzu, nejcastéji byla jeho hodnota
10 mJ a vysledné prostorové rozlieni bylo 150 um. V ptipadé pouziti vyssi energie doslo 1 ke
zvétSeni velikosti kraterd, naptiklad pti 50 mJ (resp. 90 mJ) byl praimér krateru 500 um (resp.
200 um), ale tato zavislost nebyla linearni. Prostorové rozliSeni u uvedenych ¢lanka nedosahlo
mensi hodnoty nez 100 um. Vzhledem k tomu, ze u mekkych biologickych vzorki je bézné
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.

Pti identifikaci spektralnich ¢ar ve spektrech je dulezité, aby byly vybrany vhodné spektralni
cary, které nejsou ovlivnény samoabsorpci ani prili§ rozsifené napt. Starkovym rozsifenim. Je
znamo, ze pomer Mg II/Mg I (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 pii posuzovani ankylozy v této diplomové praci, protoze sklovina, dentin a kost by
mély mit rozdilnou tvrdost.

35



4 EXPERIMENTALNI CAST

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

4.2 Pouzité pristroje a software
Pro méfeni vzorka byly pouzity nasledujici pristroje 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
Ptistroj 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 iISTAR-sCMOS-18F-E3 Andor Technology, Belfast, IE
spektrometr AvaSpec-ULS2048CL-EVO Avantes, Apeldoorn, NL

s detektorem CMOS linear Image Sensor Avantes, Apeldoorn, NL

Pro méfeni vzorka 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 vzorkua

Odebirani a priprava vzorku lidskych a mysich Celisti byla provedena externé bez mé ucasti na
nize uvedenych odbornych pracovistich. Vzorky pro tuto diplomovou praci byly dodany jiz
ptipravené pro LIBS méfeni. Pro uplnost zde vSak uvadim cely postup jejich ptipravy.
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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 schvaleného Etickou komisi obou nemocnic. Extrakce zubi byla uskutecnéna
v lokalni anestézii pacientti chirurgickymi pakami a kleStémi. V piipadé rozsifené ankylozy
byly pouzity také dalsi chirurgické nastroje, jako je napfiklad disektor, skalpel a fezacka kosti.
Vzorky byly fixovany v 10% formaldehydu a ptipraveny pro histologickou analyzu. Kazdému
pacientovi bylo provedeno rentgenové vySetieni a byl vyvolan rentgenovy snimek. VSechny
klinicky relevantni informace byly zaznamenany v dotaznicich.

Lokalizace ankyl6zy byla provedena MDDr. Petrou Nevorankovou. Pro vyhodnoceni byla
pouzita tato kritéria: ankyloza v jakékoli poloze zubu, vhodné vyhodnoceni proménnych
tykajicich se pacienti vCetné véku, pohlavi, zanétu dasni, periodontitidy, poranéni, polohy
zubu, 1écby, oligodoncie a dalSich. Kromé toho byla pouzita tato vyluCovaci kritéria: absence
udaju v jakékoli z proménnych, onkologiCti pacienti at€hotné zeny, absence podpisu
informovaného souhlasu.

Mpysi 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 mysi 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 Dumkov4, J. a kol. [118].

Pti pitvach v riznych ¢asovych obdobich experimentu se z mysi vybraly reprezentativni
vzorky. Pfed usmrcenim se mysi zvazily (v této Casti experimentu vazily zhruba 40 g). Déle
byly uspany v chloroformu a usmrceny dislokaci patete. Celé dolni Celisti (zuby a kosti) byly
poté vyjmuty pii pitvé a byly ocistény od zbytkl 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 Zivogisné fyziologie a genetiky AV
CR, v. v. i. (Bmo, CZ). Vie bylo v souladu s experimentilnimi protokoly a pravidly
schvalenymi Etickou komisi pro laboratorni zvifata Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky AV
CR, v. v. i. (Lib&chov, 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 tydnd (oznaeni PbO/6T), primérna koncentrace:
(10,37 £ 0,10 mg - kg™!), a vzorky z mysi exponovanych olovem po dobu 9 tydnii (oznaceni
PbO/9T), priimérna koncentrace: (14,81 = 0,10 mg - kg !).

Upevnéni vzorku v epoxidu

Zuby byly vyjmuty z formaldehydu, oplachnuty kohoutkovou vodou a umistény do pece
vyhtaté 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 priméru (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 vytlaceni bublin podtlakem. Poté byl vzorek
opét ponechan v peci na 70 °C do dalsiho dne. Zatvrdly vzorek byl vyjmut z formy a roziiznut
napul ve svislé roving, ktera prochazela Spickou zubu, na fezacce kamena Struers (Kodan, DK)
pomoci diamantového kotouce Dias Turnov (Turnov, CZ). Cely proces zalévani do epoxidu byl
poté zopakovan a obé poloviny zubu (oznaceni A, B) byly nabrouSeny pro dosazeni rovné
plochy na méfeni. BrouSeni probihalo nasucho korundovym smirkovym papirem rizné hrubosti
(od E 120 po 2 400). Vsechny vyse popsané kroky byly provedeny na Katedie geologickych
veéd Masarykovy univerzity (Brno, CZ).

Pred samotnym meéfenim byly na mikroskopu Olympus DSX510 zhotoveny snimky vzorku
lidskych zubti 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

Ptistroj Discovery (Obrazek 16) byl vybaven pulznim Nd:YAG laserem Quantel CFR Ultra
s vlnovou délkou 532 nm, délkou laserového pulzu 10 ns a opakovaci frekvenci 20 Hz. Primér
laserového paprsku byl 7 mm. Laserové pulzy o energii 22 mJ byly zaméteny presné na povrch
vzorku pomoci tripletové ¢ocky s ohniskovou vzdalenosti 24,5 mm, ktera umoznila zaostfit
laserovy paprsek na povrch vzorku. Emisni zareni plazmatu bylo detekovano se zpozdénim
500 ns Sirokouhlou optikou a vedeno optickym vldknem 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 prvka. Spektra byla ziskana pomoci detektoru
sCMOS.
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‘Obrazek 16. Pﬁ’stroj LIBS Discovery.

FireFly

V ptipadé pristroje FireFly (Obrazek 17) byl pouzit diodoveé Cerpany 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 zaméfovaci optikou. Déle byl pouzit i druhy laser Standa jehoz vinova délka
byla 1 064 nm, opakovaci frekvence 100 Hz (pfi souCasném snimani Cz-T a Avantesu byla
pouzita frekvence 50 Hz) a energie laserovych pulzii 1 mJ. Emisni zafeni plazmatu dopadalo
na sbérnou optiku, kterd se skladala ze Sirokouhlé 12 mm cocky a optického vlakna. Zateni
bylo dale vedeno do dvou spektrometri 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 1400 ns. Spektralni signal byl detekovan
pomoci CCD detektoru.
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Obrazek 17. MeéFici 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
ptistroj 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 métreny celé zuby. Zobrazena plocha
s nejvétsim poctem spekter dosahovala az 821 x 1 220, coz celkové odpovidalo 1 001 620
spektrim.

4.4.3 Postup méreni

Po zapnuti pfistroje byl ponechan cas (10 min), aby se zahtal laser. Pfed kazdym méfenim bylo
nutné ocistit cocku isopropanolem. Déle byl vzorek zubu upevnén na pohyblivy stolecek tak,
aby byl vodorovné po celé ploSe. Argonova tryska byla nastavena tak, aby mifila na povrch
vzorku a lokalné€ nahradila atmosféru vzduchu, ale pfitom nestinila sbérné optice. Komora byla
pevné uzaviena. Dale byly v programu LIBS Navigator nastaveny pfislusné parametry pro
kazdou méfici sestavu, viz. kapitola 4.4.1. Pfi zachovani vSech parametra doslo k postupnému
proméfeni vSech vzorkl zubt v epoxidu. Po dokonceni méfeni a ulozeni dat byla komora
vycisténa stlaCenym vzduchem a byla znovu vycisténa cocka i stoleek isopropanolem.
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4.4.4 Optimalizace méreni
Pred samotnym méfenim byla optimalizovana atmosféra v interakéni komote. Atmosféra
méfeni byla optimalizovana na pfistroji Discovery a vzorky lidskych zubt byly zméfeny na
vzduchu, v atmosféfe argonu a pii ofukovani komory argonovym proudem rychlosti 91 - min!
za soucasného odtahu. Pfi méfeni v atmosféfe argonu byl z komory nejprve vycCerpan vzduch
a poté do ni byl nacerpan argon. Pro zajisténi co nejCistsi atmosféry argonu byl cely proces
zopakovan. V kazdé z uvedenych atmosfér byly proméfeny 2 vzorky zubti dvéma naslednymi
meétenimi kazdého zubu. Prvni méfeni bylo zaméfeno na detekci fosforu a uhliku (centralni
vlnova délka 247 nm) a druhé na detekci vapniku a hotciku (centralni vinova délka 393 nm).
Vysledky optimalizace byly vyhodnoceny z hlediska intenzity signalu a na zakladé toho byly
stanoveny optimalni podminky pro meéfeni vSech vzorkd zubd. Ostatni parametry meéfeni
(energie, zpozdeéni detekce emisniho zafeni, Sitka Stérbiny a vzdalenost mezi kratery) byly
nastaveny na zakladé doporuceni vedouciho Laboratote laserové spektroskopie doc. Ing. Pavla
Portizky, Ph.D. a Ing. Davida Prochazky, Ph.D., ktefi maji oba bohaté zkuSenosti s analyzou
biologickych vzorkl, predevsim zubi a kosti.

4.4.5 Lidské zuby s ankylézou

Na sestavé Discovery byly provedeny dvé nasledna méteni kazdého zubu. Druhé meéteni bylo
provedeno na ablatované plose stejného rozméru jako pfi prvnim méfeni. Na méfici sestave
FireFly bylo pro kazdy zub provedeno pouze jedno méfeni, protoze pro tento pfistroj bylo
mozné snimani na dvou spektrometrech soucasné. Na spektrometru Avantes bylo méfeno celé
spektrum 260—430 nm pro detekci hotciku 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 zubii, jejichz vysledky budou ukdzany v této praci. Oznaceni A a B

je pro dvé poloviny stejného zubu. V tabulce jsou uvedeny ndsledujici parametry méreni: souradnice X
a Y oznacujici velikost mapy pro kaZdy vzorek, celkovy pocet spekter pro kazdou mapu a mévené 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 15 675 C,P,Ca
S5A 126 x 179 22 554 C,P,Ca

FireFly: prostorové rozliSeni 30 pm, laser Viron Quantel

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

3B 355 x 753 267 315 C,P, Mg, Ca
4B 343 x 532 182476 C,P, Mg, Ca
5B 431 x 592 255152 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 1220 1 001 620 Mg, Ca
7B 1 082 x 576 623 232 C, P, Mg, Ca
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4.4.6 Miysi Celisti

Mysi tvrdé tkané byly méteny na pristroji Discovery. Nejprve byla provedena kontrolni méfeni
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 primési kousku olova. Centralni vinové délky spektrometru Cz-T byly postupné nastaveny na
368 nm a 405 nm a prométeny za stejného nastaveni jako pfi méfeni lidské zubni tkané na
Discovery s tim rozdilem, ze nebylo provedeno kontinualni meéteni, ale akumulace spekter
z ruznych pozic na vzorku. Z jednoho mista vzdy bylo akumulaci z péti laserovych pulza
detekovano jedno spektrum. Optimalni vinova délka poté byla vybrana na zakladé nejvyssi
intenzity, tvaru spektra a mozné interference s dal§imi detekovanymi prvky.

Dale byla provedena samotna meéfeni mysSich cCelisti. Vzorky mySich tvrdych tkani byly
mapovany za stejnych podminek jako béhem mapovani vzorki lidskych zubli na méfici sestaveé
Discovery a FireFly s laserem Standa. Centralni vinova délka spektrometru Cz-T odpovidala
vhodné vinové délce pro detekci olova, zjisténé pii optimalizaci na celulozové peletce.
Tabulka 3. Seznam vzorkit mySich Celisti, jejichz vysledky z méveni jsou ukdzany v této prdaci. V tabulce

Jjsou uvedeny ndsledujici 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 souradnice 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 um, laser Standa

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

oznaceni vzorku souradnice X a 'Y mérené prvky

4.5 Zpracovani dat

Data ve formé spekter byla nahrana do programu LIBS Analyzer, kde se jednotlivym spektrim
z pfislu$nych pozici na vzorku pfifadily souradnice X a Y. V tomto formatu se spektra ulozila
a byla nahrana do programu Lightigo ImageLab, kde byly analyzovéany jednotlivé spektralni
cary.

K rozpoznani a pfitazeni spektralnich car ze ziskanych spekter ke konkrétnim prvkiim byla
pouzita databaze NIST [23]. VSechny detekované a identifikované spektralni ¢ary prvki jsou
uvedeny v Tabulce 4. Dale byly vybrany spektralni ¢ary hledanych prvkua, 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 (. —
vinova délka, Aw —Einsteiniiv koeficient, E; — dolni hranice ionizacni energie, Ey — horni hranice
ionizacni energie).

spektralni ¢ara / [nm] Aki [s71] Ei[eV] Ex [eV]

CI 247,86 2,80 - 10° 2,684 0 7,684 8
Fe I 252,28 2,13 - 10% 0,000 0 49130
PI 253,56 9,50 - 10’ 2,324 5 7,2127
PI 255,33 7,10 - 107 2,3213 7,175 8
Mg II 279,55 2,60 - 10° 0,000 0 4,433 8
Mg II 280,27 2,57 - 108 0,000 0 4,422 4
Mg I 285,21 491 - 10% 0,000 0 4,345 8
Sil 288,17 2,17 - 10® 0,781 0 5,082 3
Call 315,89 3,10 - 108 3,123 3 7,047 2
Znl 330,25 1,20 - 108 3,000 0 5,000 0
Znl 334,50 1,70 - 108 5,000 0 7,000 0
Pb I 357,27 9,90 - 10’ - -

Pb I 363,96 3,40 - 107 0,969 5 4,375 1
Hgl 368,02 - 5,460 6 8,828 6
Pb I 368,35 1,50 - 108 0,969 5 5,710 8
Call 370,60 8,80 - 107 3,123 3 6,467 9
Call 373,69 1,70 - 108 3,151 0 6,467 9
Pb I 373,99 7,30 - 107 2,660 4 5,974 6
Mg 382,94 8,99 - 107 2,709 1 5,9459
Call 393,37 1,47 - 108 0,000 0 3,151 0
Pb I 405,78 8,90 - 107 1,320 5 57118
Sr1I 407,77 1,41 - 10% 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 primérna spektra z jednotlivych meéfeni v atmosfére argonu (zub 1A,
3A) a pfi ofukovani komory proudem argonu rychlosti 91 min™! (zub 2A, 4A). Zuby byly
meéfeny na meéfici sestavé Discovery s prostorovym rozliSenim 100 pm na spektrometru Cz-T
s centralnimi vinovymi délkami 247 nm a 393 nm. Uvedena spektra jsou primérné hodnoty pro
celou plochu zubu (signal detekovany z epoxidu zapocitany nebyl).
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Obrazek 18. Srovnani spektralnich rozsahii pro centralni vinovou délku a) 247 nm, b) 393 nm pri

méreni na Discovery sestavé s prostorovym rozliSenim 100 ym v argonové atmosfére (spektrum ze

zubu 1A je vyneseno rizovou linkou, spektrum ze zubu 3A zelenou linkou) a za ofukovdni proudem

argonu (spektrum ze zubu 2A je vyneseno modrou linkou, spektrum ze zubu 4A je vyneseno Sedou
linkou).
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Nejlepsich vysledki bylo dosazeno pii méfeni vzorkli na vzduchu s proplachovanim
interakéni komory argonem, coz se projevilo zvySenim intenzity spektralni ¢ary fosforu (P I
255,33 nm) a uhliku (C 1 247,86 nm) na Obrazku 18 a) a predev§im vapniku (Ca I 393,37 nm)
na Obrazku 18 b). Také se zlepsila stabilita méfeni, protoze ob¢€ spektra méfena pii ofukovani
proudem argonu méla stejny prubeh, zatimco spektra méfena v argonové atmosfére se lisila
dosazenou intenzitou (Obrazek 18 b). Pro posouzeni stability a reprodukovatelnosti méfeni by
vSak bylo tfeba provést analyzu pro vice vzorku, zde byly uvedeny vysledky pouze pro 4
vzorky, kvuli jejich omezenému mnozstvi.

Lepsi vysledky pii ofukovani proudem argonu mohou byt zpisobeny tim, Ze je vytvofena
lokalni koncentrovana argonova atmosféra pfimo na povrchu vzorku v misté ablace, zatimco
v piipadé argonové atmosféry muaze dojit ke smiseni atmosféry se vzduchem a jejimu nafedéni.
Pti ofukovani proudem argonu je navic zajis§tény kontinualni ptisun argonu a zaroven se tak da
zabranit zneci§téni Cocky ablatovanym materidlem, ktery je diky tomu odfukovan z mista
ablace. Ve srovnani s méfenim za argonové atmosféry je také cela analyza rychlejsi, protoze
nemusi dojit k ¢asové narotnému vycerpani komory. Z téchto divodu bylo pro dalsi méfeni
lidskych a mySich zubt dale pouzité ofukovani proudem argonu.

5.2 Lidské zuby s ankylézou

Srovnani prostorového rozliseni

Na Obrazku 19 al), bl), c1) je vidét srovnani prostorového rozliSeni ziskanych map prostorové
distribuce vapniku (Ca II 373,69 nm) a na Obrazku 19 a2), b2), c2) fosforu (P I 255,33 nm) na
tfech vzorcich zubt (5A na Obrazku 19 a), 5B na Obrazku 19 b), 7B na Obrazku 19 c). Pii
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 ukor
citlivosti detekce (pro toto prostorové rozliSeni byl pouzit laser Standa o relativné nizké energii
laserového pulzu 1 mlJ). Systematicka chyba utohoto meéfeni byla vyloucena pii jeho
zopakovani pro druhou pulku analyzovaného zubu (7A) v rozmezi 21 dni od prvniho méfenti,
pficemz bylo dosaZeno stejného vysledku pii vyneseni prostorové distribuce prvkd.

Mezi 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 mefici sestave FireFly. Tato méfici sestava s laserem Quantel Viron o energii
laserového pulzu 22 mJ umoziiuje detekovat vzorky s vybornym prostorovym rozliSenim
zaroven na dvou spektrometrech, a proto byly dale ukazany a vyhodnoceny vysledky z méteni
na této sestave.

Je tfeba zminit, ze u méfeni vapniku (Ca I1 373,69 nm) pii 100 pm prostorovym rozliseni pro
vzorek 5A je mapa (Obrazek 19 al) vyrazné ovlivnéna tim, ze analyza probihala na jiz
ablatovaném povrchu z pfedchoziho méfeni fosforu (P 1255,33 nm). Lze vidét, ze zieymé doslo
ke znecisténi povrchu vzorku ablatovanym materidlem, protoze byl vapnik castecné detekovany
i z oblasti kofenového kanalku (Obrazek 19 al), vyznaceno Cernou kiivkou), kde by se m¢l
nachazet pouze epoxid. Prostorové rozliseni 100 um vsak plné€ postaci na odliSeni zakladnich
casti lidského zubu, jako je sklovina a dentin (Obrazek 19 al), a2), vyznaceno bilou kfivkou).
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Discovery FireFly, laser Quantel Viron FireFly, laser Standa

100 pm 30 um 16 ym
5A 5B

7B

Obrazek 19. Porovndni 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, c) fotografie zubu 7B méreného s prostorovym
rozliSenim 16 um na sestavé FirelFly. Zelenou konturou je oznacena oblast skloviny, riizovou 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), cl); a fosforu (P 1 255,33 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 kandlku.
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Spektralni analyza

Charakteristicka spektra z méfeni lidskych zubti méfici sestavou FireFly s laserem Quantel
Viron pfi 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 hotcik (Mg II 279,55 nm; Mg I 382,33 nm) a vapnik
(Ca II 373,69 nm; Ca I 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 pfislusnou
barvou, jakou je vyznacena cela oblast na Obrazku 20 a).

Ve spektru z epoxidové pryskyfice 1ze na Obrazku 20 c) vidét typicky molekulovy ptechod
CN 386 nm. Kromé piku na 360 nm, ktery se nepodafilo identifikovat, zde nejsou vidét zadné
dalsi zretelné piky, ¢imz se spektrum epoxidu vyrazné odliSuje od ostatnich spekter ze vzorku.
Spektrum ze skloviny, dentinu ikosti na Obrazku 20 ¢) méa podobny vzhled, ale li§i se
intenzitami jednotlivych spektralnich ¢ar. Iontova spektralni cara hotr¢iku (Mg II 279,55 nm) je
podobné intenzivni v dentinu ive skloving, ale iontova spektralni cara hoiciku (Mg I
280,27 nm) ma vyssi intenzitu v dentinu. To miZze byt zpisobeno ioniza¢nimi procesy, ke
kterym v plazmatu dochazi. Obé iontové spektralni ¢ary hoiciku pak maji nizsi intenzitu v kosti
a nejsou vubec pfitomny v epoxidu. Atomové spektralni ¢ary hoiciku (Mg I 285,21 nm; Mg I
382,94 nm) maji podobny pribéh, nejvice intenzivni jsou v dentinu akosti, nejméné ve
skloviné a v epoxidu se nenachazi. Vapnik ma v tomto rozmezi vinovych délek (Obrazek 20 c)
zastoupenych mnoho spektralnich Car, které se lisi intenzitou prechodu, ale z hlediska
zastoupeni v jednotlivych ¢astech zubu jsou velmi podobné. Nejintenzivnéjsi jsou iontové
spektralni ¢ary Ca II 370,60 nm a Ca II 373,69 nm. Spektralni ¢ara Ca II 393,37 nm a Ca II
396,85 nm je ovlivnéna samoabsorpci a saturaci signalu. Z atomovych spektralnich car je
nejvice intenzivni Ca I 422,67 nm. Vapnikové spektralni Cary jsou nejvice zastoupeny ve
skloviné a poté v dentinu, mensSi signal je detekovany z oblasti kosti a v epoxidu (stejné jako
v pripadé hoiciku) nejsou pritomné vibec.

V zubni tkani byl dale detekovany fosfor (P I 253,56 nm; P I 255,33 nm) (Obrazek 20 b),
z téchto dvou atomovych spektralnich Car je intenzivngjsi P 1253,56 nm, coz odpovida, protoze
tato spektralni cara ma za podobnych hodnot ionizacnich energii vyssi pravdépodobnost
prechodu. Spektralni cary fosforu vystupuji nejintenzivnéji ve spektru dentinu, o néco mén¢ ve
skloving i kosti a nejsou zastoupeny v epoxidu. Ve spektralnim rozsahu na Obrazku 20 b) byl
detekovan iuhlik (C I 247,86 nm), ktery je zastoupeny v obou hlavnich Castech matrice
vzorku: epoxidu i v samotné zubni tkani. Ze srovnani spekter epoxidu a jednotlivych ¢asti zubu
lze vidét, Ze intenzita spektralni Cary, a tedy i relativni koncentrace uhliku, je nékolikanasobné
vys$si vepoxidu. O néco mensi intenzita je detekovanad 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 pred LIBS analyzou, oznacené jednotlivé cdasti zubii (dentin —
rizova, sklovina — zelend, kost — modra). Ukadzka priomérnych spekter z jednotlivych casti zubu (epoxid
— Sedd, dentin — riizova, sklovina — zelend, kost — modra) pro méreni na FirelFly s laserem Quantel
Viron pri prostorovém rozliseni 30 um a spektrometrem b) Cz-T s centralni vinovou délkou 247 nm; c)
Avantes

Distribuce prvku v zubni thani

Prostorové rozlozeni vybranych detekovanych prvki: fosforu (P I 255,33 nm), hoiciku (Mg II
279,55 nm; Mg I 382,94 nm) a vapniku (Ca II 373,69 nm; Ca I 422,67 nm) je zobrazeno na
Obrazku 21 b)—f). Zde je uveden piiklad pro zub oznaceny 5B (Obrazek 21 a), v priloze jsou
pak uvedeny mapy ostatnich vzorkti zuba 3B (Obrazek 30), 4B (Obrazek 31) a 6A (Obrazek
32).



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

Obrazek 21. Prostorova distribuce prvkového sloZeni pro zub 5B méveny na sestavé FireFly s laserem
Quantel Viron pri prostorovém rozliseni 30 um. a) Fotografie zubu 5B pred LIBS mérenim. Oblast
ankylotického spojent je vyznacena cervené. b) Mapa distribuce fosforu (P 1 255,33 nm); mérend na
spektrometru Cz-T. c)-d) Mapa distribuce hovciku (Mg II 279,55 nm; Mg I 382,94 nm) a e)—f) mapa
distribuce vdapniku (Ca Il 373,69 nm; Ca I 422,67 nm); méieno na spektrometru Avantes.

Z map distribuce fosforu (P I 255,33 nm) na Obrazku 21 c¢) v zubni tkani lze vidét, ze ve
sklovin€ je nejvyssi intenzita signalu spektralni ¢ary fosforu ve srovnani s dentinem a kosti.
V dentinu rozlozeni fosforu neni homogenni, postupné klesa smérem ke kofeniim. V korenech
je pak podobna intenzita jako v kosti. Dale jsou zde uvedeny vysledky prostorové analyzy
rozlozeni hot¢iku (Mg II 279,55 nm; Mg I 382,94 nm) (Obrazek 21 c)—d) v tkani zubu 5B lze
vidét, ze v dentinu je jeho koncentrace vyS$si nez ve skloving, coz je nejvyrazngjsi u atomové
spektralni ¢ary. Toto rozlozeni hoi¢iku v zubu se shoduje s vysledky zjinych ¢lanka [119].
V kosti je koncentrace hot¢iku podobna jako ve spodnich ¢astech zubu, ve srovnani s dentinem
je zde primérné nizsi intenzita. Vapnik (Ca II 373,69 nm; Ca I 422,67 nm) (Obrazek 21 e)—f)
se nachazi predevsim ve skloving, jak lze vidét z rozlozeni na mapé€ vynesené z intenzity
iontové spektralni cary (Ca II 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 prvkia [120]. Tontova spektralni ¢ara vapniku (Ca II 373,69 nm) je
méné intenzivni v kosti. Je zajimavé, ze u atomové spektralni ¢ary vapniku (Ca 1422,67 nm) je
distribuce vapniku viceméné homogenni napfi¢ celym zubem, kromé oblasti u kofenového
kanalku, kde je mirn€ zvySena intenzita. Obé atomové spektralni ¢ary hot¢iku i vapniku ukazaly
zvysSenou intenzitu v oblasti povrchu skloviny, kde zvyraziuji malé praskliny. Mohlo by jit
o praskliny stejného druhu jako viditelna ryha v zubni tkéni, které je pfitomna skrz cely stred
zubu. Praskliny pochéazi pravdépodobné z namahéani zubni tkan€, bud vlivem opotiebeni
v prubéhu zivota nebo pochazejici z odebirani vzorka a jejich fezani.

Vsechny zobrazené atomové spektralni cary maji nejnizsi intenzitu v oblasti kofene
a v oblasti kosti. Muze to byt zpusobené tim, ze kofen resorpci pfeménuje svou strukturu
a CasteCné se méni i jeho prvkové zastoupeni, které je vice podobné kostni tkani. Dalsi divod
muze byt to, Ze je kofen hodné zbrouseny a je tam pouze slaba vrstva dentinu, ktera oproti
silngj i vrstveé ve stfedu zubu vykazuje mensi intenzitu signalu. Toto tvrzeni podporuje i to, ze
na obrazku zubu 5B (Obrazek 21 a) z mikroskopu je kotfen tmavsi nez zbyla cast zubu a ze na
okrajich zubu je niz§i intenzita viech prvkovych &ar. Cervenou kiivkou je na Obrazku 21 a)
vyznacena oblast, kde je podezieni na ankylotické spojeni kosti se zubem. U mapy prostorové
distribuce fosforu se toto spojeni potvrdilo a ze vSech prvki je zde nejlépe viditelné (vyznaceno
na Obrazku 21 b), ale i u ostatnich prvka ho lze Castecné€ pozorovat. Ankyloza byla také
pozorovana u zubu 3B (Obrazek 30), zde byly nejlepsi vysledky pro hoicikové a vapnikové
spektralni cary. Ankylotické spojeni se v zubech 3B a 5B zfejmé nachazi minimalné€ na jednom
miste a je tieba ho dale ovéfit.

Zubni vyplné
V nékterych vzorcich lidskych zubt (3B na Obrazku 30 a) a 6A na Obrazku 32 a) byla pfitomna
zubni vypli. Emisni ¢ary jednotlivych kovll ze zubni vyplné byly velmi husté zastoupené ve
spektru a v nékterych piipadech i interferovaly s detekovanymi spektralnimi Carami prvka
zubni matrice (napfiklad spektralni cara rtuti Hg II 253,65 nm z amalgamu a spektralni cara
fosforu P I 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, protoze bude mapa zobrazovat zastoupeni obou prvka. Kvuli tomu bylo tieba
peclive vybrat spektralni ¢ary matri¢nich analytt, 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 tvofeny ze dvou riznych
materialu liSicich se prvkovym slozenim, znichz jeden je plomba zamalgamu a druhy
(umistény pod ni) zubni cement. Nejintenzivnéjsi spektrum vykazoval pravé amalgam, ktery
obsahuje vyrazné zastoupeni kovu (napft. rtut’, Zelezo, mangan, zinek, kfemik). Kiemik (Si I
288,17 nm) (Obrazek 22 c) a rtut’ (Hg I 368,02 nm) (Obrazek 22 f) jsou lokalizovany pouze
v zubni vyplni a pravdépodobné nedoslo k jejich migraci do zubni tkané. Jak lze vidét na
Obrazku 22 d), e) zinek (Zn 1330,25 nm; Zn 1334,50 nm) je intenzivné zastoupeny v amalgamu
a poté je obsazeny i v zubni tkani kolem vypln€ a zieteln€ i v kosti. To muze byt zptisobeno
migraci prvku z plomby a jeho v¢lenénim se do tvrdé matrice zubu, protoze je detekovan hlavné
kolem samotné plomby. Jak je vidét na Obrazku 22 b) zelezo (Fe I 252,28 nm) bylo kromé
zubni vyplné detekovano slabé i na nékolika mistech v horni ¢asti zubu 3B. To muze byt
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pravdépodobné zptisobeno znecisténim vzorku timto prvkem béhem piipravy. Ziejmé nejde
o migraci prvku ze zubni vyplné, protoze pak by byla ofekavana distribuce podobné jako
u zinku v tésné blizkosti amalgamu. Migrace kovi z vyplné do zubni tkané je zajimavy jev,
ktery uz byl pozorovan v jinych studiich, napt. pro hlinik [108]. Pro ustanoveni jednozna¢nych
zaveérl pro migraci kovu je v této praci vSak provedené méfeni nedostatecné a je tfeba se této
problematice systematicky vénovat v budoucich klinickych studiich.

Fe 1252,28 nm Sil288,177nm Zn1330,25nm Zn1334,50nm  Hg 368,02 nm

Obrazek 22. a) Fotografie zubu 3B pred LIBS analyzou. Mapy prostorové distribuce b) Zeleza (Fe |
252,28 nm), c) kifemiku (Si I 288,17 nm), d)—e) zinku (Zn 1 330,25 nm; Zn I 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 thané
Z pruzkumu soucasné literatury vénujici se analyze zubnich tkani bylo zjisténo, ze poméry
atomovych aiontovych spektralnich Car hoi¢iku mohou slouzit jako indikator 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 pomeéru spektralnich car hoiciku (Mg 1I
280,27 nm/Mg I 382,94 nm) (Obrazek 23 al), bl), cl), d1) alze vidét, ze sklovina vykazuje
vys$Si 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
odlisné struktury a mineralizace bude mit odliSnou tvrdost oproti zbylé zubni tkéni. Z map
distribuce pomért hot¢ikovych spektralnich Car pro jednotlivé zuby (Obrazek 23 al), bl), cl),
d1) lze vidét, ze kost je tvrdosti podobna dentinu, a na nékolika mistech je vyneseny pomér
méné 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 zubti 3B a 5B na Obrazku 23 a2)
a c2) je dobfe pozorovatelné ankylotické spojeni kosti se zubem (Obrazek 23 al) a c1) Cervené).
Timto zptasobem tedy lze porovnat tvrdost dvou biotickych materialti obsahujicich hoi¢ik
avysledky této prace se shoduji s vysledky z literatury [114, 117]. Tento jev vSak neni
jednoznacny a k pfesnému urceni tvrdosti by bylo vhodné doplnit tyto experimenty o kontrolni
meéteni tvrdosti jednotlivych Casti zubu pfimo na mikrotvrdoméru, které vSak nebylo mozné
z divodu zaliti vzorkt do epoxidu.
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Mg Il 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
sestavé Firefly s laserem Quantel Viron a spektrometrem Avantes. Jednotlivé Casti zubii jsou barevné
odliSeny (dentin — riizovd, sklovina — zelend, kost — modra). Oblast ankylotického spojeni je vyznacena
Cervené. Porovndni map prostorové distribuce poméru horcikovych spektralnich car (Mg 11
280,27 nm/Mg 1 382,94 nm) — al), bl), cl), dl).

Piimkova analyza kosti a zubu

Kost ma poérovitou strukturu odliSnou od zubu a obsahuje mensi koncentraci hydroxyapatitu,
tedy i zastoupeni vapniku a fosforu. V této ¢asti je dale zkoumana distribuce fosforu v zubu
akosti vynesenim intenzity fosforu (P I 255,33 nm) na 4 piimkach vedoucich napfic
analyzovanym zubem 1A (Obrazek 24 a) do grafii. 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 pocatku mapy v poloze, ze
které signal pochazi, zvyraznény v grafech stejnou barvou, jakou jsou vyznacCeny na Obrazku
24 a) (dentin — rizova, sklovina — zelena, kost — modra).
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Obrazek 24. a) Fotografie zubu 1A méreného na sestavé Discovery pri prostorovém rozliseni 100 um.
Jednotlivé casti zubii jsou barevné odliseny (dentin — riZzovd, sklovina — zelend, kost — modrd). b)
Mapa prostorové distribuce fosforu (P 1 255,33 nm). c)—f) Grafy intenzit spektrdlni cary fosforu (P 1
255,33 nm) na primkdch vedenych napric matrici zubu. Osa x popisuje vzddlenost od pocatku
mapy, kazdy bod v grafu prislusi jednomu spektru, osa y popisuje intenzitu spektrdalni cdry
fosforu (P I255,33 nm).
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Z grafu na Obrazku 24 d)—f) lze vidé€t, 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 mé ve
vSech grafech nulovou intenzitu fosforu. Na Obrazku 24 d) 1ze vidét, ze signal fosforu je v této
Casti dentinu velmi homogenni a jeho intenzita se vyrazné meéni pouze na krajich zubu. Na
Obrazku 24 c) jsou vysledky z pfimky vedené napfi¢ sklovinou i dentinem, lze vidét, ze
sklovina ma ze vSech Casti zubu nejvyssi intenzitu, ale na takto malé Casti signal kolisa
v intenzite. Kost je tedy mozné odlisit od zubni tkan€ z hlediska zastoupeni fosforu v porovnani
s ostatnimi ¢astmi zubu.

Lokalizace ankylozy
Pro detekci ankylozy bylo predpokladano, 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 tfech vybranych prvka fosforu, hoiciku a vapniku
napfic¢ zubem 5B. V priloze je pak uvedena linearni distribuce tfech vybranych prvka fosforu,
hot¢iku a vapniku napti¢ zubem 3B (Obrazek 33). V grafech na ose y byly vyneseny intenzity
spektralnich ¢ar fosforu (P 1255,33 nm), hot¢iku (Mg I1279,55 nm), vapniku (Ca I1373,69 nm)
na dvou pfimkach vedenych napii¢ zubem pfes oblast kosti a dentinu. Signal z kazdé emisni
cary je vyneseny prislusnou barvou a ¢ast zubu, kde by se mélo nachazet ankylotické spojent,
je zvyraznéna v grafech a fotografiich zubu Cervenou plochou. Osa x popisuje vzdalenost od
pocatku mapy, ktera byla na zubu 5B naméfena. Uvedené fotografie zubu 5B (Obrazek 25 al),
a2) pak na sitku odpovidaji vzdalenosti na ose y, na vysku byly pro lepsi prehlednost zkraceny.
Na Obrazku 25 b2) je uvedena linearni distribuce fosforu (P 1255,33 nm). Na €ervené ptimce
je v celé Cervené oblasti je detekovany intenzivni signal fosforu, pravdépodobné se tedy jedna
o ankylotické spojeni, ¢imz se potvrzuji predchozi vysledky z analyzy prostorovych map
distribuce prvka. Dochazi zde sice k ur€itému poklesu v intenzité, to vSak lze prisoudit zmeéné
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 jesté nedosSlo. Podobné vysledky
pozorujeme iurozlozeni hotc¢iku avapniku na obou piimkach. Pfedevsim u hoicikové
spektralni cary (Mg II 279,55 nm) je spojeni kosti a zubu v grafu zfeteln¢ viditelné a dochazi
pouze k minimalnimu poklesu v intenzité hot¢ikové spektralni Cary.
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Obrazek 25. al) Fotografie zubu 5B méreného na sestavé FireFly s laserem Quantel Viron pri
prostorovém rozliseni 30 um. Jednotlivé Casti zubii jsou barevné odliSeny (dentin — riizova, sklovina
— zelend, kost — modra). a2) Priblizend cast zubu 5B, kde se nachdzi ankyldza (oznacena
cervenym svislym pruhem). bl— d2) Grafy distribuce fosforu (P I 255,33 nm), horciku (Mg II
279,55 nm) a vapniku (Ca Il 373,69 nm) vynesenych ve dvou primkdch vedenych napric matrici zubu.
Vpravo (b2), ¢2), d2) je priblizend cdst zubu 5B. Osa x popisuje vzddlenost od pocdtku 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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5.3 Mysi Celisti

Detekce olova v peletce

Na Obrazku 26 1ze vidét prumérna spektra z méfeni celul6zové peletky s pfimesi kouskt olova
pii centralni vinové délce 368 nm a 405 nm na spektrometru Cz-T. NejlepSich vysledka bylo
dosazeno pfi detekci olova v oblasti 368 nm, protoze zde byla detekovana nejvyssi intenzita
spektralni ¢ary olova (Pb I 368,37 nm) (Obrazek 26 a). Druhé 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 prvkad, které
se nachazi ve vzorku zubu, jestli nedochédzi k interferenci s prvky z biotické matrice.
U spektralni cary olova (Pb 1368,37 nm) by k interferenci dojit mohlo, protoze na vinové délce
370,60 nm se nachazi intenzivni iontova spektralni cara vapniku. V blizkosti spektralni ¢ary
olova (Pb I 405,81 nm) se zadné dalsi intenzivni spektralni Cary nejzastoupenéjsich prvki
v zubu nenachazi, proto je tato emisni ¢ara vhodnéjsi pro analyzu.
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Obrazek 26. Ukdzka priimérnych spekter pri akumulaci signdlu na celulozové peletce
s obsahem olova z péti ndaslednych laserovych pulzii pri méreni na sestavé Discovery se
spektrometrem Czerny-Turner s centrdalni 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).

Srovnani 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 (Obréazek 27 a) méfeného s prostorovym
rozliSenim 100 pm a zubu s oznacenim Kontrola (Obrazek 27 b) méfeného s prostorovym
rozliSenim 16 um. Jednotlivé ¢asti mysich cCelisti 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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Pti prostorovém rozlieni 16 um pro kontrolni zub Ize od sebe v mapé distribuce vapniku
(Obrazek 27 bl) dobte rozlisit jednotlivé struktury zubu, to je vSak (jako v ptfipadé lidskych
zubll) dosazeno na ukor citlivosti detekce. Kompromis mezi citlivosti méfeni a prostorovym
rozliSenim byl dosazen pfi mapovani s prostorovym rozliSenim 100 pm u zubu PbO/9T
(Obrazek 27 al). Pti méfeni bioakumulace olova v mysich zubech, je navic tfeba dosdhnout co
nejvy$si citlivosti, protoze hrozi, ze koncentrace olova v zubu bude pod LOD, proto bylo dale
pouzito prostorové rozlisSeni 100 pm u sestavy Discovery se spektrometrem Cz-T.

Discovery FireFly, laser Standa

100 pm 16 um
PbO/9T Kontrola

b1)

— Call 363,08 nm Call 363,08 nm

Obrazek 27. Porovndni prvkovych map celisti s riiznym prostorovym rozliSenim. a) Fotografie zubu
PbO/9T méreného 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 Fezakem a celistni kosti. Pro kazdy zub jsou vyneseny mapy
prvkové distribuce vapniku (Ca Il 363,08 nm) — al), bl).

Spektrdlni analyza mySich Celisti

Na Obrazku 28 byla vynesena charakteristicka spektra z riznych casti mysi Celisti PbO/9T
(Obrazek 28 a) métené sestavou Discovery a spektrometrem Cz-T. Detekovéana byla spektra
z jednotlivych ¢asti (kost — azurova, dentin — oranzova, stolicky — zelena, sklovina — Seda,
Spicka fezédku — fialova) vzorku Celisti a spektrum z kazdé ¢asti je v grafu vyneseno pfislusnou
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
(stolicky) oblast. Kost pokracuje pod epoxidem (vyznaceno ¢ernym kruhem), a proto také neni
v mape 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 — riizovd, rozhrani mezi kosti a rezakem — modra linka). Ukdzka
spekter z jednotlivych cdsti zubu (kost — azurovd, dentin — oranZovd, stolicky — zelend,
sklovina — Sedd, Spicka rezdaku — fialova) z mérent na sestavé Discovery pri prostorovém
rozliseni 100 um a spektrometrem Cz-T s centrdlni vinovou délkou b) 368 nm; c) 405 nm.

58



Ve spektralnim okné s centralni vinovou délkou 368 nm (Obrazek 28 b) byla pozorovana
nejvyssi intenzita vSech spektralnich Car vapniku ve stolickach a ve Spicce fezaku. MensSi
intenzity poté dosahovaly spektralni ¢ary vapniku v oblasti dentinu a nejnizsi intenzita byla
detekovana v kosti a ve sklovin€é. V oblasti Spicky fezaku a stolicek byl detekovany signal
olova (Pb 1368,37 nm), ale intenzita této spektralni Cary olova byla nizké a z ¢asti ji prekryvala
spektralni ¢ara vapniku (Ca II 370,60 nm), ktera je saturovana a znacné rozsifend. Pti detekci
intenzivniho signalu ze stolicek a §picky fezaku také dochazelo ke zvySeni intenzity pozadi.
Tento jev byl nejmensi u spekter z kosti a dentinu, ktera méla velmi podobny prubéh.

Ve spektralnim okné€ s centralni vinovou délkou 405 nm (Obrazek 28 c) byla pozorovana
nejvy$si intenzita spektralnich car vapniku (Ca II 393,37 nm; Ca II 396,85 nm) ve stoli¢kach.
Spektrum z oblasti stolicek bylo celkové nejintenzivné)si a také mélo nejvice zvySené pozadi,
dale v ném byla detekovana spektralni ¢ara stroncia (Sr 11 407,78 nm) a olova (Pb 405,81 nm).
Spektralni Cara olova byla detekovana i v oblasti Spicky fezaku, ale v jinych oblastech se
nevyskytovala. Dentin a kost mély opét stejny prubéh detekovanych spekter.

Prostorova distribuce olova v mysich Celistech

Na Obrazku 29 je zobrazena prostorova distribuce bioakumulovaného olova (Pb I 368,37 nm;
Pb1405,81 nm) v zubech PbO/9T (Obrazek 29 a), kde byla méfena celd plocha zubu, a PbO/6T
(Obrazek 29 b), u kterého byla métena pouze Spicka fezaku (pro lepsi predstavu je zbytek zubu
dokresleny rizovou prerusovanou carou).

Olovo bylo detekovano predevsim v oblasti stolicek a $picky fezaku, a to v obou vzorcich
PbO/6T s koncentraci olova (10,37 + 0,10 mg - kg'l) a PbO/9T s koncentraci olova
(14,81 £ 0,10 mg - kg!). Nejlepsi vysledky z hlediska intenzity byly u obou zub@ dosazeny pii
detekci na spektralni care olova (Pb I 405,81 nm) na Obrazku 29 a2), b2), coz potvrzuje
vysledky z analyzy spekter. AvSak i spektralni ¢ara (Pb I 368,37 nm) (Obrazek 29 al), bl) Ize
pouzit pro detekci olova v mySich Celistech. U vzorkt z kontrolni skupiny byla koncentrace
olova pod LOD a nebyl detekovany zadny signal. Protoze je olovo detekovano hlavné v predni
Casti fezaku ana horni Casti stolicek, je mozné, ze se uklada predev§im do skloviny.
Bioakumulaci olova by méla doprovazet i dekalcifikace — tibytek vapniku. Tento jev vSak na
mapach prostorové distribuce prokazatelné pozorovan nebyl a pro ovéfeni by bylo tieba provést
dalsi méfeni s vys$§im poctem vzorki.
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PbO/9OT Pb1368,37nm  Pb40581 nm
al) a2)

PbO/6T Pb1368,37 nm  Pb 405,81 nm
b1) b2)

Obrazek 29. a) Fotografie mysi celisti PbO/9T; b) fotografie mysi celisti PbO/6T analyzovanych
s prostorovym rozliSenim 100 um na mérici sestavé Discovery se spektrometrem Cz-T. RiiZovou
konturou je vyznacena oblast celisti, zelenou stolicky a modrou rozhrani mezi Fezakem a celistni kosti.
Mapa prostorové distribuce olova Pb I 368,37 nm — al), bl). Mapa prostorové distribuce olova Pb I
405,81 nm — a2), b2).




6 ZAVER

Cilem této diplomové prace byla analyza tvrdych tkani metodou spektroskopie laserem
buzeného plazmatu anasledné sestaveni map prostorové distribuce vybranych prvki
v méfenych vzorcich. Byly vybrany dva piiklady vyuziti metody LIBS pro studium
kalcifikovanych tkani, ato lokalizace onemocnéni na zékladé zmeény prvkového slozeni
a detekce obsahu kontaminanti. Pro lokalizaci onemocnéni byly studovany lidské zuby
s ankylozou a v pripadé kontaminanti byla zkoumana bioakumulace olova v zubech a kostech
mys$i. V obou pfipadech 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, pficemz bylo v ramci jedné mapy dosazeno i vice nez
milionu spekter. Spektralni cary prvka pro rekonstrukci map byly vybrany na zaklad¢ intenzity,
tvaru spektra a mozné interference s dalSimi 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 prvki byla vynesena mapa prostorového
rozlozeni v jednotlivych castech zubu a vysledky dosazené v této diplomové praci se shodovaly
s literaturou. Také bylo uspesné ovéieno pouziti poméra spektralnich car hoi¢iku pro posouzeni
tvrdosti riznych casti zubu. Bylo zjisténo, ze ankyloza obsahuje mensi mnozstvi fosforu
avapniku nez dentin, coz by mohlo souviset s pfeménou zubu na kostni tkan a ubytkem
hydroxyapatitu.

Bylo aspésné detekovano olovo v mySich zubech v obou testovanych vzorcich (Sesti 1 deviti
tydenni expozice mysi nanocasticim olova vedla k bioakumulaci olova, a to v koncentracich
10,37 £ 0,10 mg - kg !, respektive 14,81 0,10 mg - kg™'). Nasledn& byly vyneseny mapy
distribuce olova v mySich zubech, pficemz olovo bylo podle predpokladt nejzastoupenéjsi ve
$pi¢ce mysSiho fezaku a ve stolickach. V kontrolnim vzorku olovo detekovano nebylo.

V této praci bylo uspésné dosazeno doposud nejlepsiho prostorového rozliseni v LIBS
analyze tvrdych tkani (30 um vici v literatufe bézn€ pouzivanym 100 um). Dale byl vyznamné
posunut pocet pixeli obsazenych v jedné mapé, z v literatufe publikovanych 2 100 spekter
obsazenych v jedné mapé€ az na 1 001 620 pixelt. Tento skokovy posun vsak kladl extrémné
velké naroky na ulozeni, manipulaci a zpracovani namétenych dat spojeny s velkymi casovymi
pozadavky. Pti pokracovani vyzkumu by bylo zajimavé optimalizovat podminky méfeni pro
prostorové rozliSeni 16 um a dale posunout hranice méfeni tvrdych tkéni. Dale by mohlo byt
zajimavé se zaméfit na migraci kovu ze zubnich vyplni do tkané€ zubu a potvrdit hypotézu, ze
zinek se uklada v dentinu v blizkosti vypln€. Vyzkum by také mohl pokracovat stanovenim
limita detekce jednotlivych prvki, pfedevsim olova pii méfeni jeho bioakumulace v mySich
zubech a kostech.
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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

zafizeni 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 zafizeni s nabojovou vazbou, Intensified Charged Coupled
Device

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

induk¢éné vazana plazmova optickd emisni spektrometrie, Inductively
coupled Plasma Optical Emission Spectrometry

Institut vyzkumu rakoviny, Institute of Cancer Research

infracervené, Infrared

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

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

laserova ablace s optickou emisni spektrometrii sindukéné 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 fotonasobiC, Photomultiplier Tube

ppb ¢asti na bilion, Parts Per Billion

ppm ¢asti na milion, Parts Per Million

SIMS hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontd, Secondary Ion Mass
Spectrometry

SNR pomér signalu ku Sumu, Signal to Noise Ratio

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

Uuv 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

qL mnozstvi analytu

XL nejmensi namefené intenzity signalu
Xpi prumérny signal z blanku

k Ciselny faktor

Sbi 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 méveny na sestavé FireFly s laserem
Quantel Viron pri prostorovém rozliseni 30 um. a) Fotografie zubu 3B pred LIBS mérenim. b) Mapa
distribuce fosforu (P 1 255,33 nm); mérend na spektrometru Cz-T. c)-d) Mapa distribuce horciku (Mg
11 279,55 nm; Mg I 382,94 nm) a e)—f) mapa distribuce vapniku (Ca Il 373,69 nm; Ca I 422,67 nm);
méreno na spektrometru Avantes. Cervené je vyznaceno ankylotické spojent.

75



P 1255,33 nm ) Mg Il 279,55 nm

e)

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

Obrazek 31. Prostorova distribuce prvkového sloZeni pro zub 4B méveny na sestavé FireFly s laserem
Quantel Viron pri prostorovém rozliseni 30 um. a) Fotografie zubu 4B pred LIBS mérenim. b) Mapa
distribuce fosforu (P 1 255,33 nm); mérend na spektrometru Cz-T. c)-d) Mapa distribuce horciku (Mg
11 279,55 nm; Mg I 382,94 nm) a e)—f) mapa distribuce vapniku (Ca Il 373,69 nm; Ca I 422,67 nm);
méreno na spektrometru Avantes.
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e) P125533nm f) Mgl 279,55 nm

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

Obrazek 32. Prostorova distribuce prvkového sloZeni pro zub 64 méveny na sestavé FireFly s laserem
Quantel Viron pri prostorovém rozliseni 30 um. a) Fotografie zubu 64 pred LIBS mérenim. b) Mapa
distribuce fosforu (P 1 255,33 nm); mérend na spektrometru Cz-T. c)-d) Mapa distribuce horciku (Mg
11 279,55 nm; Mg I 382,94 nm) a e)—f) mapa distribuce vapniku (Ca Il 373,69 nm; Ca I 422,67 nm);
méreno na spektrometru Avantes.

77



o

=

-
-
N

P 1255,33 nm
>

Intenzita [a.u. x 10°]

o N A O

(2]
—
~—
- A a
o N b

Mg 11 279,55 nm
Intenzita [a.u. x 10%]
o N A O

Q
—
~
-
» o o o

Intenzita [a.u. x 107
N

Call 373,69 nm

o

Obrazek 33. al) Fotografie zubu 3B méreného na sestavé FireFly s laserem Quantel Viron pri
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prostorovém rozliSeni 30 um. Jednotlivé casti zubii jsou barevné odliseny (dentin — riiZova, sklovina —

zelena, kost — modrd). a2) Priblizena cast zubu 3B, kde se nachdzi ankyloza (oznacena cervenym
svislym pruhem). bl1— d2) Grafy distribuce fosforu (P I 255,33 nm), horciku (Mg Il 279,55 nm) a

vapniku (Ca Il 373,69 nm) vynesenych ve dvou primkach vedenych napric matrici zubu. Vpravo (b2),

c2), d2) je priblizena cast zubu 3B. Osa x popisuje vzddlenost od pocatku mapy, osa y popisuje
intenzitu spektralnich car. Cervenym svislym pruhem je oznacena oblast ankylozy ve vSech

fotografiich (al), a2) av grafech (bl d2).
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