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ANOTACE

Diplomovéa prace je zaméfena na piipravu a prvkovou analyzu rostlinnych,
zivoci$nych tkani a geld. V experimentalni Casti prace je kladen dlraz na postup ptipravy
vzorkt krouzkovce Enchytraeus crypticus pro stanoveni zinku pomoci spektroskopie laserem
buzeného mikroplazmatu (LIBS). Ovéfeni navrzené metody bylo provedeno srovnanim

vysledkt LIBS s ED XRF spektrometrii.

KLICOVA SLOVA

Spektroskopie laserem buzeného mikroplazmatu, ptiprava vzorku, optimalizace podminek,

lepici paska, Enchytraeus crypticus, zinek
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The thesis is focused on preparation and elemental analysis of plant and animal tissues
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(LIBS). Verification of the proposed method was performed by comparing LIBS results with
ED XRF spectrometry.
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UvVoD

Znecistovani slozek zivotniho prostifedi (ovzdusi, voda, ptida) kovy je celosvétovym
problémem. Kovy jsou pfitomny ve vodnim a pidnim prostiedi v dusledku ptirodnich
1 antropogennich procest. Esencidlni kovy ve vysokych koncentracich mohou mit subletalni
¢1 letalni ucinky. Pro hodnoceni urovné zatizeni slozek zivotniho prostredi té¢zkymi kovy je
nezbytné vyvijet metody, které umozni dostatecné piesné a spravné analyzovat velké
mnozstvi vzorkl v kratkém case. Jen takové metody nadm pak umozni ziskat dostate¢né
rozsahlé¢ soubory dat, jejichz statistickou analyzou miizeme dojit k vérohodnym zévéram
takovou technikou je spektroskopie laserem buzeného mikroplazmatu (LIBS). LIBS je
moderni analyticka technika, kterou lze vyuzit pro urceni prvkového slozeni jakéhokoliv
materialu. LIBS lze také pouzit pro prostorové mapovani, hloubkové profilovani vzorku
¢i kvantitativni stanoveni prvku v ur¢itém vzorku.

Hlavnim cilem této diplomové prace je vyvoj metody pro analyzu zinku (Zn)
ve tkanovych vzorcich krouzkovce Enchytraeus crypticus, ktery je vyuzivan jako biologicky
model pfi testech ekotoxicity pidnich kontaminanti. Pro dany analyticky tikol ma byt vyuzita
technika LIBS.

Teoreticka c¢ast této diplomové prace popisuje fyzikalni princip metody LIBS
a nejb&znéjsi postupy zpracovani dat ziskanych pomoci dané techniky. ReSerSni c¢ast
se zabyva kvantitativnim stanovenim toxickych prvkd ve vzorcich rostlinnych, Zivoc¢isnych
tkani a gelli. Prace je zaméfena zejména na problematiku stanoveni Zn pomoci techniky
LIBS. Zvlastni pozornost byla vénovana technikam ptipravy vzorka k analyze, zplsobim

kalibrace a dosazenym hodnotam detekcnich limitd.

Experimentalni ¢ast této prace je zaméfena na navrzeni metodiky stanoveni Zn
ve tkanovych vzorcich roupic Enchytraeus crypticus nanesenych na pevny nosi¢. Na zacatku
prace byl proveden vybér lepivého podkladu pro vzorky roupic. Dale byl popsan zplisob
ptipravy vzorki krouzkovce E. crypticus k analyze zinku pomoci techniky LIBS. Také byly
optimalizovany podminky LIBS analyzy. V dalsi ¢asti byl navrZzen postup kalibrace LIBS
spektrometru pro analyzu Zn v té€chto vzorcich. V ramci prace byly vypocteny limity detekce.
Metoda byla optimalizovana, tak aby bylo dosazeno vyhovujici Grovné reprodukovatelnosti
meéfeni. Zinek byl stanoven ve tkanovych vzorcich krouzkovce. Na zavér byly srovnany
metrologické parametry navrzené metodiky s metodikou zaloZenou na vyuZiti energiové

disperzni rentgenfluorescencni spektrometrie (ED XRF).
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Spektroskopie laserem buzeného mikroplazmatu

Spektrometrie laserem buzeného plazmatu (LIBS) je moderni metoda analytické chemie

pracujici na principu atomové emisni spektrometrie [1, 2].

1.1.1 Instrumentace LIBS

LIBS spektrometr (Obrazek 1) se sklada z vysokoenergetického laseru generujiciho
budici zareni, optického systému (zrcadlo, zaostfovaci ¢ocka), abla¢ni komory pro ulozeni
vzorku V prostfedi sinertnim plynem, pod vakuem nebo na vzduchu, spektrometru
pro shromazd’ovani, rozpoznavani a méfeni ¢ar atomové emise. Mezi ¢asto vyuzivané lasery
patii Nd:YAG laser pracujici na vinové délce 532 nm a 1064 nm, kde aktivnim materialem
je izotropni krystal Yttrium Aluminium Granatu (Y3Als012) dopovany ionty neodymu (Nd**).
Existuji i jiné lasery jako je rubinovy (693 nm), plynové: CO; laser, N laser (337 nm)
a excimerové lasery 193 nm [ArF], 248 nm [KrF], 308 nm [XeCl]. Spektrometr se sklada
ze zaostiovaci optiky (pouzivané s kabelem optického vladkna pro dalkové snimani),
disperzniho prvku jako je monochromator (Czerny-Turner, Echelle) nebo difrakéni miizky,
elektroniky pro zpracovani signalu a pocitace pro zpracovani a ukladani dat. Pro zdznam
LIBS spektra byly dfive pouzivany rizné typy detektord jako je fotograficka detekce,
fotonasobi¢ nebo fotodioda. V soucasné dobé se vyuzivaji nékteré typy CCD kamer [3, 4].

T ——— ns |aserov)'/ puls
Nd:YAG Laser

Generator zpoZdéni

. zrcadlo

cocka

opticka

2 vzorek
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il aad
=4
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Obrazek 1 - Usporadani systému LIBS. Pfevzato a modifikovano z [4].
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1.1.2 Princip LIBS

LIBS technika vyuziva vysokoenergetické laserové pulzy s velkou opakovaci frekvenci,
které jsou zaméfeny na povrch vzorku. Energie pulzu koncentrovana na malé plose muze vést
k rychlému lokédlnimu zahiivani, intenzivnimu odpafovani a degradaci analyzovaného
materialu, po némz nasleduje tvorba plazmatu [1, 3, 5].

Po interakci laserového paprsku se vzorkem dochazi k laserové ablaci (Obrazek 2), jejiz
pribéh ovliviuje citlivost, pfesnost a Casové a prostorové rozliSeni méfeni. Ablatovany
material je emitovan z mista dopadu budiciho paprsku ve formé pevnych ¢astic, kapek nebo
jako expandujici plazmovy oblak. Mnozstvi ablatovaného materidlu zavisi na energii
absorbované materialem. Proces ablace je také ovliviiovan kolisanim vykonu laserového
pulzu; piripadné mechanickymi, fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi ablatovaného
materidlu. LIBS 1ze pouzit ke studiu a analyze jak vodivych, tak nevodivych pevnych vzork.
Laserova ablace pevnych materialt se sklada ze tii hlavnich procest. Prvnim procesem je
rozvoj mikroplazmatu, ktery zac¢ina fotonovou absorpci, nasledovanou ohfevem
a fotoionizaci. K excitaci polovodivych a nevodivych materialti pfispivaji jak elektrony, tak
ionty. U nevodivych materidld neni vodivostni pas obsazen elektrony, u polovodici je
obsazen jen Caste¢né. Proto pti multifotonové absorpci muze vzniknout par elektron — dira.
Ve vodivostnim pasu se pii vysokych hodnotich zafivého vykonu mize objevit dostatecny
pocet elektront a muze dochazet ke generovani volnych elektront. Volné elektrony
a ionizované atomy se S§ifi a v okolni atmosféfe vznika tlakova vlna. Po interakci laser -
material bude energie laserového paprsku absorbovana volnymi vodivostnimi elektrony, které
nakonec piedaji energii iontim Vv miizce, a dojde Kk ohfevu povrchu materialu. Rozvoj
plazmatu zavisi na intenzité laserového paprsku, jeho vinové délce, slozeni a tlaku okolniho
plynu. Pokud laserovy pulz trva v fadu nanosekund, mize byt pozdéjsi ¢ast laserového pulzu
absorbovana laserem indukovanym plazmatem, coz se nazyva plazmové stinéni. Interakce
laser - material jsou fizeny zakony kvantové mechaniky. Dal§im procesem je expanze
a ochlazovani mikroplazmatu. Béhem ochlazovani vychazi z plazmatu spojité zareni tvorené
zejména brzdnym zarenim elektronli vyrazenych z valen¢ni vrstvy atomu pii jejich ionizaci
a charakteristické zateni jednotlivych prvki, vznikajici de-excitaci elektronti, které byly
energii plazmatu excitovany do vyssich energetickych hladin. Rizné energetické tirovné
kazdého typu atomu indukuji konkrétni fotonové energie pro kazdy druh atomi,
coZ se vyuziva pi1 méfeni a ziskavani LIBS spektra. Priibéh téchto déju je ovlivnén jednak

pocate¢nimi plazmatickymi vlastnostmi (na konci laserového pulzu), ale také expanznim
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médiem. Vlastnosti (elektronova hustota, teplota a rychlost expanze) plazmatu zpocatku silné
zavisi na vlastnostech laseru. Ochlazovani materialu napomaha k tvorbé agregatt a klastra.
Tietim procesem je odpafeni Castic, mnozstvi materidlu je ablatovano jako Castice a tyto
Castice vytvareji kondenzované pary, které neemituji zafeni. Ablatovany material se spolu
s roztavenym materidlem nachdzi kolem krateru, jehoz tvar a rozméry budou zaviset

na vlastnostech vzorku a parametrech laseru (vinova délka, sifka impulzu) [1, 2, 3, 6, 7].

a) laser b)

odraz tlakova

7 \%
absorbce plazma '
)

c) d)

agregaty
, Castic

0, " . ¥y
A8 . /}/o\ghlazovéni kréter

+*  plazmatu II I

Obrazek 2 - Schéma procest laserové ablace a) interakce laser-material, b) rozvoj plazmatu, ¢) expanze a
ochlazovani plazmatu, d) uloZeni materialu kolem krateru. Pfevzato a modifikovano z [6].

vzorek

1.1.2.1 Laserova ablace

Ultrakratké laserové pulzy v délce trvani femtosekund (fs) a pikosekund (ps) Ize pouzit
k vysoce kvalitni a pfesné analyze materialu (naptiklad nanocastic). Bylo prokazano, ze trvani
laserového pulzu ma vliv na pribéh laserové ablace materialu a predevsim na hloubku
vznikajiciho krateru. Béhem interakce ultrakratkého laserového pulzu s materialy je kromé
ablatované oblasti zbytek materialu minimalné tepelné a mechanicky namahan. Naopak delsi
trvani laserového pulzu v fadu nanosekund (ns) vede k zahtivani rozsahlejsi oblasti. Energie
laserového pulzu se §ifi i mimo oblast pfimo ozafovanou laserovym paprskem. V piipadé
kovi tak dochazi k tvorbé taveniny a nasledné k odpatovani. Dlouhé trvani laserového pulzu
snizuje ucinnou hloubku pronikani energie. Existuji pomérné velké rozdily mezi laserovou
ablaci materiald pomoci nanosekundovych a femtosekundovych laserovych pulzi.
Pti laserové ablaci se béhem nanosekundového laserového pulzu vytvoii plazma, takze pulz
slouzi i k ohfevu plazmatu. Pti femtosekundové laserové ablaci se plazma vytvori

az po ukonceni laserového pulzu [7].
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1.1.3 Vyhodnoceni naméienych vysledki

Vystupem LIBS analyzy je spektrum, ¢ili zavislost intenzity zafeni emitovaného
plazmatem na vlnové délce. Technika LIBS v pripadé¢ celé fady vzorkd umoziuje provadéni
kvalitativni prvkové analyzy, tedy identifikaci pritomnosti jednotlivych prvka v neutralnim
nebo ionizovaném stavu pomoci detekce jejich emisnich Car.

Pro urceni koncentrace danych prvka neboli kvantitativni analyzu je nutné provést
kalibraci, proméfit standardy s vhodné zvolenym rozsahem koncentraci. V kvantitativni LIBS
analyze se nejCastéji pouziva jednoducha linearni regrese nebo se v nékterych studiich
vyuzivaji tzv. bezkalibraéni metody. V soucasné dobé jsou stale Castéji jak pro identifikaci
vzorkd, tak i pro kvantitativni analyzu pomoci LIBS vyuzivany i techniky vicerozmérné
analyzy dat, jako je regresni metoda parcidlnich nejmensich ctverct (PLS), analyza hlavnich

komponent (PCA) ¢i metody regrese hlavnich komponent (PCR) [2, 8-11].

1.1.3.1 Jednoducha linearni regrese

V jednoduchém linearnim regresnim modelu pro kalibraci LIBS piedstavuje
koncentrace méfené¢ho prvku nezavislou proménnou (0sa X) a intenzita zvolené analytické
¢ary po odeCteni pozadi, zavislou proménnou (0sa Y). Nejjednodussi a nejrozsitenéjsi
metodou kvantitativni analyzy je standardni kalibrani metoda, kterd konstruuje vztah mezi
integrovanou intenzitou analytické ¢ary nebo pomérem intenzit (analyticka vs. referenc¢ni
cara) sledovaného prvku a znamou koncentraci analyzovaného prvku ve standardech
s certifikovanym sloZenim. VyuZivaji se standardy, které maji sloZeni podobné matricim
vzorkl, jeZ maji byt analyzovany.

Také lze do vzorku pfidat prvek slouzici jako interni standard, jehoz analytické cary
se vyuzivaji v ramci matematickych modelt slouzicich ke korekci matri¢nich efektti. Vybér
interniho standardu zavisi na typu vzorku a vlastnostech emisnich spekter vnitinich standardt
a analytu. V ptipad¢ vzorkt, kde matrice nevykazuje takovy stupen heterogenity, jako je tomu
u pud, lze jako interni standard vyuzit i néktery z matri¢nich prvka jako je kfemik ve skle,
vapnik v kostech a zubech nebo uhlik v rostlinnych vzorcich. VyuZitim intenzit ¢ar vnitiniho
standardu lze fluktuace plazmatu matematicky korigovat pulz od pulzu, kdy dochazi
ke zménam excitacnich podminek. Intenzita analytické ¢ary je dana do poméru k intenzité
cary srovnavaci ze stejné oblasti.

K vyjadfeni obsahu analytu ve vzorku se pouzivaji zejména hmotnostni (w/w)
koncentrace v jednotkach mg.kg'l, hmotnostni procenta nebo lze pfi analyze ultratenkych
vrstev pouzit plosnou koncentraci v jednotkach mg.cm™ [2, 10-14].
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1.1.3.2 Analyza pomoci bezkalibra¢ni metody

K analyze dat ziskanych pomoci techniky LIBS se vyuzivaji I tzv. bezkalibra¢ni metody
(CF-LIBS). Matematick¢é modely aplikované vramci CF-LIBS pracuji s veli¢inami
popisujicimi zakladni vlastnosti plazmatu, jako je elektronova hustota a elektronova teplota.
Tato metoda je zaloZzena na kompenzaci vlivu matrice pouzitim rovnic odvozenych
od predpokladu lokalni termodynamické rovnovahy (LTE). Zjedné atomové a zjedné
iontové ¢ary vybraného prvku jsou vypocteny pomoci Boltzmannova vztahu parametry, které
popisuji Vvlastnosti plazmatu. Tyto parametry lze poté pouzit pro uréeni koncentrace
analyzovaného prvku z intenzity jeho cary. Analyzovany prvek je jiny nez prvek, pomoci
kterého byly vypocteny jednotlivé parametry. Vysledky nékterych studii vykazovaly dobrou
shodu mezi hodnotami CF-LIBS a koncentracemi méfenymi konvenénimi technikami
(ICP OES, ICP MS, AAS) [2, 9, 15, 16].

1.1.4 Vyhody a nevyhody LIBS techniky

Pivodné¢ byla LIBS navrZzena zejména jako screeningova terénni technika, avSak
zlepSenim instrumentalnich parametrG a prohloubenim znalosti o zakladnich aspektech
laserem buzené¢ho mikroplazmatu umoznilo rozsifeni LIBS i do oblasti laboratornich aplikaci

[13].

1.1.4.1 Vyhody

Proces analyzy pomoci metody LIBS je rychly a mize byt pouzit pro rizné druhy
vzorku, jako jsou aerosoly, plyny, kapaliny nebo pevné latky. LIBS je technika pouzitelna
pro analyzu polovodic¢l, supravodivych materiali nebo extrémné tvrdych materiald, které 1ze
jen svelkymi obtizemi pievadét do roztoku. Pii upravé pevnych vzorki muze dojit
ke kontaminaci, zméné¢ pivodniho chemického slozeni vzorku, zvySeni doby analyzy
¢i zni¢eni pivodniho vzorku. Technika LIBS ma nizké naroky na upravu vzorku a jeji vyuziti
tedy muze byt cestou, jak danym problémim ptedejit. Pomoci LIBS lze provadét
multielementarni analyzu, lokalizované mikroanalyzy a analyzy povrchu. Nevyzaduje zadny
pifimy kontakt se vzorkem, lze vyuZzit pfenosné analyzatory pro analyzu matri¢nich prvka
v horninach, ¢i vysoce koncentrovanych kontaminantd in situ. Technika LIBS je vhodna
pro rychlou elementarni analyzu, naptiklad toxickych prvka v riznych typech matric vzorkt
a to 1 téch, které se vyskytuji v prostiedi s drsnymi podminkami. Analyzu lze provadét

Vv realném case [3, 5, 13].
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1.1.4.2 Nevyhody

Ze srovnani LIBS s ostatnimi technikami elementarni analyzy jako je optickd emisni
spektrometrie S buzenim v indukéné vazaném plazmatu (ICP OES) a hmotnostni
spektrometrie s buzenim v indukéné vazaném plazmatu (ICP MS) vyplyva, Ze nejzavaznéjsim
omezenim LIBS jsou vysoké hodnoty limit detekce a nizka reprodukovatelnost méfeni.
Hlavnim divodem téchto nedostatkll je mnozstvi experimentalnich parametrt, které ovliviuji
analyticky signal. Mezi tyto faktory patii vinova délka, vykon laseru, uhel dopadu budiciho
paprsku na vzorek, profil a tvar paprsku, doba pulzu, proplachovaci plyn, tlak pracovni
atmosféry atd. Pro zlepSeni analytické vykonnosti LIBS musi byt tyto faktory optimalizovany
[3].

Ke zlepSeni citlivosti metody pii analyze minoritnich a stopovych prvka lze vyuzit
dvoupulzni techniku LIBS, kontinualn¢ ptivadét proplachovaci plyn do abla¢ni komory,
kde je umistén analyzovany material nebo muze laserovy paprsek pisobit na povrch vzorku
pod jinym thlem nez 90°. Pii dvoupulzni LIBS dojde béhem prvniho laserového pulzu
k laserové ablaci a vzniku plazmatu. Plazma se necha vyvijet a nabyde na objemu. V této
chvili vysle laser druhy pulz do vzniklého plazmatu a doda mu energii. Tim plazma nabyde

na objemu a emituje vice zafeni [1, 5, 13].
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1.2 Kvantitativni stanoveni toxickych prvki ve vzorcich rostlinnych,
ZivociSnych tkani a geli
Jak jiz bylo zminéno metoda LIBS v mnoha ptipadech nevyzaduje slozitou ptipravu
vzorku, tim se li$i od analytickych technik jako je ICP OES, ICP MS nebo
rentgenofluorescencni spektrometrie (XRF). Metody piipravy vzorku se v piipadé LIBS
vyuzivaji ke zlepSeni kvality analytickych dat (limita detekce a piesnost) [13]. Experimentalni
¢ast této prace je orientovana na stanoveni zinku (Zn) v biologickém materidlu, proto je

resSersni Cast prace vénovana zejména pracim zabyvajicim se LIBS analyzou tohoto prvku.

1.2.1 Techniky pripravy vzorki

Zvolena technika pfipravy vzorkll k analyze mé zisadni vliv na kvalitu vysledkt
stanoveni. Spravné zvolena technika tpravy vzorku miize vést k potlaceni matricnich efekta.
Matrice mtize byt odstranéna, neni to vsak trivialni postup, protoze matrice je ¢asto nedilnou
soucasti vétSiny pevnych vzorkil. Naptiklad pfi analyze zasolenych roztokd S vysokym
podilem nerozpustnych ¢astic (moiska voda) lze pevny podil odstranit pomoci filtrace
a kapalny podil s vysokym obsahem soli, které by rusily stanoveni konven¢nimi roztokovymi
technikami (ICP OES, ICP MS), pak analyzovat pomoci LIBS.

Pfi analyze hornin jsou casto pouzivany techniky pro tupravu granulometrie vzorku
(drceni, mleti), zakoncentrovani vzorku (magnetickd separace) a separace casti vzorku
obsahujicich analyt (tfidéni pod mikroskopem a prosévani). Mald zrnka mineraldi je nutné
fixovat.

Pokud neni mozné odstranéni matrice, je matrice zfedéna, coz mize byt uc¢inné, pokud
je koncentrace analytu vysokd. K fedéni se vyuzivaji materialy, které nepodporuji matricni
efekty a neobsahuji Zadné ruSivé prvky. Neékteré materidly pouZivané k fedéni vzorku,
(celuldza, vosk) mohou slouzit 1 jako pojiva pro zlepSeni soudrznosti pelet.

Povrch pevného vzorku je mozné upravit brouSenim, granulometrii a homogenitu
vzorku pak nékterou ztechnik mleti, pfi kterych se snizuje velikost castic a zvySuje
se specificky povrch. Mezi dalsi metody K pfipravé vzorkd fadime taveni a louzeni.
Vyluhovani je ¢asové naro¢né, nachylné ke kontaminaci, vyzaduje kyseliny a vysoké teploty.
K piipravé vzorkl se také vyuziva metoda sol-gel. Casto vyuZzivanou technikou je i piiprava
pelet z praskia. Nekteré prasky netvori soudrznou peletu, proto je pridavano pojivo, jako je
bromid draselny, polyvinylalkohol nebo Skrob. Vzorky mohou byt také nanaSeny na tenké

vrstvy (oboustranna lepici paska, sklenéné kryci sklicko, vrstva lepidla, hlinikova folie).
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K analyze tézkych kovl se vyuzivaji také rizné absorpéni materialy, jako je filtracni papir
nebo grafit.

Existuji urcité typy vzorku, které lze analyzovat bez jakéhokoliv zpracovani. Jsou
to homogenni pevné vzorky (kovy, sklo nebo polymery), které dokazi odolavat laserové
razové vin€. Daéle jsou to materialy sklddajici se z homogennich vrstev (barvy, pokovovani,
povlaky), kdy lze analyzovat horni vrstvu nebo se vyuziva metoda hloubkového profilu.
Heterogenni vzorky, které nevyzaduji fixaci, mohou byt analyzovany bez jakékoliv piipravy
s pouzitim rastrového vzoru nebo otdCenim vzorku béhem analyzy. Timto zpiisobem jsou

ziskany vysledky vhodné spiSe pro screening [13, 17].

1.2.2 Rozdéleni vzorkua

Uplatnéni LIBS metody v biologii a medicin¢ vzristd. Pomoci LIBS techniky
Ize analyzovat rostliny, pevné, ,kvazi" pevné (zuby, kosti), mékké tkanové materialy (kize,
melanom), gely, bakterialni patogeny nebo kapaliny (krev, moc¢, sperma). Pfiprava
biologickych vzorkl je cCasto velmi podobnda metodam ptipravy pevnych nebo kapalnych
vzorkd. Biologické materidly jsou heterogenni a v mnoha ptipadech je tieba provést

homogenizaci k zlepSeni reprodukovatelnosti vysledku [4, 13, 17-19].

1.2.2.1 Vzorky rostlin

Prace L. C. Petruciové a kol. popisuje stanoveni mikronutrient (P, K, Ca, Mg, Fe, S,
Mn a Zn) ve vzorcich pSeni¢né mouky a v certifikovaném referenénim materialu (CRM)
NIST SRM 1567a pSeni¢né mouky. K laboratornim vzorklim bylo pfed mletim v kryogennim
mlynu pfidano tficet hmotnostnich procent celulézy. Po homogenizaci byly lisovany pelety
tlakem 8 tun.cm™ po dobu 5 minut. Pouzity LIBS spektrometr byl vybaven Q-spinanym
Nd:YAG laserem, monochromatorem Echelle a ICCD kamerou (LLA Instruments GmbH,
Germany). Vinova délka budiciho zafeni byla 1064 nm a energie pulzu 177 mJ. Doba trvani
pulzu byla 5 ns a frekvence opakovani 10 Hz. Doba zpozdéni pulzu byla od 1,0 do 3,0 ps
a velikost laserového bodu byla 750 um. Do abla¢ni komory byl kontinualné piivadén proud
argonu. Nejintenzivngj$i ¢ara Zn v ziskaném spektru méla vinovou délku 202,548 nm. Kromé
LIBS vyuzili k analyze Zn v danych vzorcich i metodu energiové disperzni XRF (ED XRF).
Vzorky byly analyzovany pomoci EDX-720, ktery byl vybaven Rh rentgenkou o maximalnim
vykonu 50 W a polovodi¢ovym Si (Li) detektorem s rozliSenim 155 eV pii Mn Ka 5,90 keV.
Pro analyzu byla zvolena oblast v rozmezi od 1 do 40 keV. Kazdy vzorek byl méfen ve tfech

replikach. Kalibrac¢ni zavislosti pro LIBS i ED XRF byly ziskany pomoci techniky PLS.
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Rozsah kalibra¢ni fady pro Zn byl 3 a7 26 mg.kg™. Pro srovnavaci Gicely byla vyuzita metoda
ICP OES. Limit detekce Zn byl 1,0 mg.kg™ a ED XRF 2,4 mg.kg™, Ko 8,64 keV. Metody ED
XRF a LIBS lIze vyuzit ke stanoveni mikronutrientii ve vzorcich pSenicné mouky. Vysledky
ziskané technikou LIBS a ED XRF se shodovaly s vysledky metody ICP OES [20].

L. C. Nunesova a kol. optimalizovali parametry LIBS, aby vytvofili funkéni metodu pro
stanoveni makro (P, K, Ca, Mg) a stopovych prvka (B, Cu, Fe, Mn a Zn) v listech cukrové
titiny. Koncentrace nutrienti v listech cukrové titiny se mize meénit v zavislosti
na odridé¢ rostlin, v€ku a typu puady. Urceni obsahu téchto prvkii se bézn€ pouziva
pro hodnoceni stavu vyzivy rostlin. Analyzovany byly CRMs (NIST) a realné vzorky
ve formé pelet. Susené listy cukrové titiny bez centralnich zil byly homogenizovany pomoci
kryogenniho mlynu a poté lisovany tlakem 8 tun.cm™ po dobu 5 min do pelety o tlouitce
2 mm a priméru 15 mm. K analyze byl vyuzit LIBS spektrometr s Nd:YAG laserem
pracujicim na vlnové délce 1064 nm, monochromatorem Echelle a ICCD kamerou (Kodak
KAF 1001). Energie budiciho zafeni byla 110 mJ na pulz. Doba integrace emisnich spekter
byla 2 us a frekvence opakovani laseru byla 10 Hz. Do abla¢ni komory byl kontinualné
ptivadén proud argonu. Optimalizace byla provadéna u parametru, jako je doba zpozdéni
pulzu, pocet spekter zjednoho analytického bodu, energic pulzu a vzdalenost mezi
objektivem a vzorkem. Jako nejintenzivnéjsi byla vybrana ¢ara pro Zn s vinovou délkou
213,861 nm. Ke kalibraci byly vyuzity standardy o rozsahu koncentrace Zn 4 az 19 mg.kg™.
Byla vyuzita jednoduché linearni regrese. Kalibra¢ni zavislost pro LIBS byla také ziskana
pomoci technik PLS a PCR. Pro srovnavaci Gcely byla vyuzita metoda ICP OES. Limit
detekce pro kalibra¢ni model ziskany jednoduchou linearni regresi, kde byla intenzita signalu
vyhodnocena jako plocha piku, byl pro Zn 1,9 mgkg™® a pii pouziti vicerozm&mého
kalibraéniho modelu bylo dosazeno detekéniho limitu o hodnotd 1,2 mg.kg™. Volbou
kalibra¢nich standardu, které jsou matriéné podobné vzorku, byla ovlivnéna podoba kalibrace
LIBS. Vysledky ziskané technikou LIBS se shodovaly s vysledky metody ICP OES [21].

V nékterych situacich nejsou k dispozici CRMs. Cilem prace S. Gomese a kol. bylo
navrhnout kalibracni strategii pro LIBS analyzu pelet rostlinnych materialti. K méteni Ca,
Mg, K, P, Cu, Mn a Zn byly vybrany listy cukrové titiny, které byly oddélen¢ promyty vodou
a nasledné suseny. K mleti vzorku pii teploté kapalného dusiku byl vyuzit kryogenni mlyn.
Ke kryogenné mletym vzorkiim byla pfidana HNOs. Smés byla protfepdvana a pevna faze
byla zachycena na filtracnim papiru. Frakce zadrzena ve filtru byla potom pfenesena do dalsi
nadoby a byla pfiddna nova davka HNOj3. Tento krok byl opakovan 5 krat. Né&které prvky

(P, Mn a Zn) se nepovedlo zcela vylouzit. Finalni zbytek byl vysusen, homogenizovan
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a nasledné analyzovan metodou ICP OES po mikrovinném rozkladu (HNO3; H,0,). Tento
materidl bez pfitomnosti analytd byl pouzit jako pojivo a fedici materidl pfi piipravé
kalibrac¢nich standardii. Kalibracni standardy byly pfipraveny z pfislusného extrahovaného
materialu smichaného s 25, 50 a 75 hmotnostnimi procenty ptivodniho rostlinného materialu.
Tyto materialy byly umlety v kryogennim mlynu. Pelety standardi a vzorkt byly lisovany
tlakem 8 tun.cm™ po dobu 5 minut a mély tloustku piblizng 2 mm a pramér 15 mm. Pouzity
LIBS spektrometr byl vybaven Q-spinanym Nd:YAG laserem pracujicim na zakladni vinové
délce 1064 nm. Energie jednoho pulzu byla 110 mJ s dobou trvani 5 ns. Frekvence opakovani
byla 10 Hz. Byl pouzit spektrometr (ESA 3000, LLA Instruments GmbH, Némecko)
vybaveny monochromatorem Echelle a ICCD kamerou (Kodak KAF 1001 CCD, 1024 x 1024
pixelt)). Do abla¢ni komory byl kontinualné ptivadén proud argonu. Kalibra¢ni standardy
a vzorky byly po mikrovinném rozkladu analyzovany pomoci ICP OES. Byly stanoveny
koncentrace Ca, Mg, P, K, Cu, Mn a Zn. Spravnost metody ICP OES byla ovéfena pomoci
CRMs (NIST). Vysledky jednotlivych metod se shodovaly. Hodnoty LOD byly 0,01 g.kg™
pro Ca, 0,01 g.kg? pro Mg, 1,4 gkg™ pro K, 0,03 g.kg* pro P, 0,8 mg.kg™ pro Mn,
1,0 mg.kg™ pro Zn a 0,6 mg.kg™ pro Cu. Bylo mozné pfipravit standardy, které jsou matriéné
velmi podobné vzorku, a tudiz nebudou pficinou nezadoucich interferenci [22].

V pichledovém ¢lanku D. Santose a kol. jsou shrnuty prace zabyvajici se LIBS
analyzou rtznych druhti rostlin ve formé lisovanych pelet ptipravenych z Cistych, suSenych
a fadné rozemletych homogenizovanych listl. Stanoveni makro- a mikronutrientd ma klicovy
vyznam v zeméd€lstvi a pro hodnoceni nutricniho stavu plodin, ktery by mohl omezit
produkci nebo kvalitu (ovoce, zeleniny nebo obilovin). Zn byl stanoven v rozemletych listech,
peletach, Cerstvych a vysuSenych listech i ve dfevé. Vzorky rostlin byly analyzovany pomoci
LIBS spektrometru s Nd:YAG laserem pracujicim na vlnové délce 1064 nm nebo 532 nm.
Kalibra¢ni zavislosti byly sestrojeny s vyuzitim dat ziskanych po proméfeni sady CRM
(TAEA 359 zeli, BCR 60 mech, GBW 07603 vétve a listy kefe, IAEA 361 soja, NIST 1570a
Spenat, NIES 10-C ryze, NIST 1567a pSenice, atd.), které byly vyhodnoceny pomoci techniky
PLS. K analyze dat byla vyuZita i metoda CF-LIBS. Byla vybrédna jedna ze studii citovanych
vV daném piehledovém clanku. Prace G. de Carvalho a kol. se zabyvala analyzou listl
boldovniku vonného (Peumus boldus) a listy cukrové titiny. Listy byly umlety pomoci
kryogenniho mlyna (Spex model 6800, USA) s kapalnym dusikem. Pelety byly lisovany
tlakem 8 tun.cm™ po dobu 5 minut. Peleta mé&la tloustku 2 mm a primér 15 mm. Byl vyuzit
LIBS spektrometr s Nd:YAG laserem pracujicim na vinové délce 1064 nm,
monochromatorem Echelle a detektorem ICCD (Kodak KAF 1001 CCD, 1024 x 1024
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pixeld). Energie pulzu byla 365 + 3 mJ, doba trvani pulzu 5 ns a opakovaci frekvence byla
10 Hz. Nejintenzivnéjsi emisni ¢ara Zn V ziskaném spektru méla vilnovou délku 206,2 nm.
Kvantitativni analyza byla provadéna technikou kalibra¢ni kiivky, pro kalibraci pfistroje byly
vyuzity standardy pripravené z CRMs. LOD techniky LIBS pro Zn byl 0,2 mg.kg™
Pro srovnavaci ucely byla vyuzita metoda ICP OES. I kdyz maji pelety rostlinnych materiala
rizné slozeni matrice (celuldza, lignin), ziskané vysledky technikou LIBS se téméf shodovaly
s vysledky metody ICP OES. Bylo zjisténo, ze obsah Zn v rostlinach s dobrym nutri¢nim
stavem se pohyboval v rozmezi od 5 do 200 mg.kg™ [16, 23].

V praci M. Guerra a kol. byla vyuzita technika mikrovzorkovani pro pfimou analyzu
susenych listd cukrové titiny pomoci ED XRF a LIBS. Casti listd byly promyty a vysuseny
pti teplot¢ 60 °C. Kanalyze byly vyuZity vzorky fragmentl listd, které jsou zobrazeny
na Obrazku 3. Jednotlivé fragmenty mély délku od 1,5 do 2,0 cm a $itku cca 1,5 cm. Vzorky
fragmentt byly lisovany tlakem 3 tun po dobu 3 s pouzitim pneumatického lisu (Spex 3624B
X-Press). Po analyze pomoci ED XRF a LIBS byly vSechny fragmenty listi rozemlety
v kryogennim mlynu (Spex model 6800, USA) a poté byly lisovany tlakem 8 tun.cm
na pelety o tloust'ce cca 2 mm. Vyuzit byl LIBS spektrometr, ktery byl vybaven Q-spinanym
Nd:YAG laserem pracujicim na zékladni vinové délce 1064 nm, monochromatorem Echelle
a detektorem ICCD s pouzitim optického vlakna. Energie pulzt byla az 365 + 3 mJ a doba
trvani 5 ns. Frekvence opakovani byla 10 Hz. Do ablaéni komory byl pfivadén neptetrzité
proud argonu. Testované vzorky (fragmenty listl) byly fixovany na stolku v abla¢ni komote.
V ziskaném spektru byly vybrany nejintenzivnéj$i emisni ¢ary S vlnovou délkou pro Zn
206,2 nm a 213,856 nm. Pro techniku ED XRF byl vyuzit spektrometr (EDX 720, Shimadzu,
Kjoto, Japonsko), ktery byl vybaven Rh rentgenkou 50 W a polovodicovym Si (Li)
detektorem s rozlisenim 155 eV piti Mn Ko 5,90 keV. Spektralni oblast byla v rozmezi
od 1 do 40 keV. Kvantitativni analyza byla provadéna technikou kalibra¢ni kiivky. U ED
XRF techniky byla vyuzita oblast fragmentu listu 0 priméru 5 mm a u LIBS podstatné mensi
oblast 750 um. Ve vzorcich lista byly stanoveny prvky P, K, Ca, S, Fe, Mn, Mg, Cu, Zn, B
a Si. Limity detekce médi (Ka 8,05 keV) a zinku (Ka 8,64 keV) nebyly zjistény vzhledem
k jejich nizkym koncentracim v listech cukrové titiny (3,8 az 5,0 mgkg™ pro Cu
a 12,6 az 14,8 mg.kg™ pro Zn). Jako referenéni metoda byla zvolena analyza prvki v peleté
pomoci ED XRF. Pfima LIBS a ED XRF analyza suSenych listi cukrové titiny je vyhodné&jsi
nez analyza pelet. Pfiprava vzorku je minimélni a je snizeno i riziko systematickych chyb

[24].
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Listy cukrové titiny . Stredni East listu

900 um LIBS laserovy bod: 750 um  EDXRF ozafeny bod: 5 mm

Obrazek 3 - Schematicky piehled navrhovaného postupu piipravy fragmentu pro LIBS a ED XRF pfimou
analyzu listi cukrové titiny. Pfevzato a modifikovano z [24].

G. de Carvalho a kol. ve své praci stanovovali makro- (Ca, Mg a P) a mikronutrienty
(Cu, Fe, Mn a Zn) v rostlinnych materialech pomoci techniky LIBS s femtosekundovym
laserem a nanosekundovym laserem (ns-LIBS). Experimenty byly provadény s listy
Z laboratornich vzorkl (cukrové titina, soja, citrusy, kdva, kukufice, eukalyptus, mango,
fazole, banan, salat, hrozen, rajéat) a CRM (NIST). Vzorky (a CRM) byly vysuSeny pii 60 °C
a poté byly listy nejprve rozemlety v mlynku Wiley a nasledné v kryogennim mlynu (Spex
model 680 0, USA) s kapalnym dusikem. Kryogenné mleté vzorky byly prosety. Pelety byly
lisovany tlakem 8 tun.cm’ po dobu 3 minut. Vysledné pelety mély pramér cca 15 mm
a tloustku 2 mm. Pro referen¢ni ucely byla vyuZita metoda ICP OES. Pouzity LIBS
spektrometr byl vybaven femtosekundovym Ti-safirovym laserem pracujicim na vinové délce
80 nm s energii jednoho pulzu 1,65 mlJ, délkou trvani pulzu 60 fs a opakovaci frekvenci
1 kHz. Také byl vyuzit Q-spinany Nd: YAG laser Brilliant B (Quantel, Francie) pracujici
na vinové délce 1064 nm, 532 nm a 266 nm. Délka trvani pulzu byla 6 ns, energie 70 mJ
a opakovaci frekvence byla 3,3 Hz. Do komory byl kontinudln¢ pfivadén proud argonu.
Vyuzit byl spektrometr Shamrock 303i s monochromatorem Czerny-Turner opatieny
detektorem ICCD 1024 x 1024 pixelt. Jako nejintenzivngj$i byly vybrany ¢ary s vinovou
délkou pro Ca (II) 315,887 nm, Mg (I) 285,212 nm, P (I) 213,618 nm, Cu (I) 324,755 nm, Fe
(1) 238,204 nm, Mn (Il) 257,610 nm a Zn (Il) 202,548 nm. Ke konstrukci kalibra¢nich
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zavislosti byla vyuzita jednoducha linearni regrese. Kalibracni zavislost pro LIBS byla také
ziskana pomoci techniky PLS. Limit detekce byl pro Zn 80 mg.kg™ (femtosekundovy laser).
Vypocétené limity detekce pro metodu vyuzivajici k vybuzeni plazmatu nanosekundovy laser
se zékladni vlnovou délkou 1064 nm, 532 nm, 266 nm byly pro Zn 14 mg.kg™?, 4 mg.kg™ a 12
mg.kg™. Vysledky ziskané technikou fs-LIBS se shodovaly s vysledky metody ICP OES.
Ze srovnani kalibracnich a validaénich procest (fs- a ns-LIBS) vyplyva, Ze analyzované
rostlinné materialy technikou fs-LIBS jsou méné zavislé na chemickém sloZeni matrice [25].

J. Braga a kol. ve své studii porovnavali jednoduché a vicerozmérné kalibracni modely
pti analyze pelet rostlinnych materiali. V téchto peletdch byly stanovovany prvky jako je B,
Cu, Fe, Mn a Zn. Jako kalibra¢ni standardy byly pouzity CRMs a déle vzorky se znamou
koncentraci analytl, které byly stanoveny pomoci ICP OES. Jako kalibracni vzorky byly
pouzity nasledujici CRMs BCR 60 (mech), GBW 07603 (vétve a listy keie), IAEA 359 (zeli),
IAEA 361 (s6ja), NIES 10-C (ryze), NIST 1567a (psenice), NIST 1570a (Spenat), atd.).
Rostlinné materidly (nebo CRM) byly smichany s tficeti hmotnostnimi procenty celuldzy,
rozemlety v kryogennim mlynu a poté lisovany do pelet tlakem 8 tun.cm™ po dobu 10 min.
Ke kalibraci byly vyuzity standardy o rozsahu koncentrace Zn 5.8 az 313 mg.kg™. Byl vyuzit
LIBS spektrometr s Nd:YAG laserem pracujicim na vinové délce 532 nm, monochromatorem
Echelle a kamerou ICCD. Energie pulzu byla 140 mJ a doba trvani 12 ns. Byly pouzity dvé
oblasti vlnovych délek: rozsah VUV (180 az 440 nm) a UV-VIS-NIR (278 az 820 nm).
Do abla¢ni komory byl pfivadén nepfetrzité proud argonu. V ziskaném spektru byly vybrany
nejintenzivngj$i emisni ¢ary s vinovou délkou pro B (I) 249,773 nm, Cu (1) 327,396 nm, Fe
(11) 238,200 nm, Mn (1) 257,610 nm a Zn (11) 206,2 nm. Hodnoty LOD Zn byly vypocitany
pomoci jednoduchého (4 mg.kg™?) a vicerozmémého regresniho modelu (12 mg.kg™).
Kalibra¢ni zavislosti ziskané pomoci metod vicerozmérné analyzy dat byly urCeny jako
robustnéj$i. V kalibraénim modelu pro prvky Cu a Zn byl pozorovan vyrazné€ niz$i pocet
odlehlych hodnot. Pro omezeni matri¢nich vlivli byla navrzena tvorba kalibra¢nich modelt
pro kazdou matrici zvlast’ [8].

Nejcastéjsi technikou pfipravy rostlinnych materialti je suseni, homogenizace pomoci
kryogenniho mleti skapalnym dusikem a nasledné lisovani do podoby pelet.
Také lze analyzovat rostlinné listy hned po vysuSeni. Nejintenzivngjsi emisni Cary Zn
v ziskanych LIBS spektrech mély vinové délky 202,548 nm, 206,2 nm a 213,856 nm.
Stanovené limity detekce pro Zn mély hodnoty od 0,2 az 1,9 mgkg™ ale vyskytly
se i hodnoty 4 a7 14 mg.kg™.
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1.2.2.2 MéEkké tkanové materialy

LIBS techniku Ize vyuzit k analyze zvifecich ¢i lidskych tkéni, nejcastéji
pro charakterizaci malignich tkanovych bun¢k nebo pro zobrazovaci analyzu prvka v celém
organismu nebo organech. V mnoha studiich se zvifeci tkané lisuji do pelet, coz je jedna
z nejjednodussich technik ptipravy vzorku. Dalsi Casto vyuzivanou metodou piipravy je
zmrazeni v prostiedi kapalného dusiku [19, 26].

J. R. Santos a kol. ve své studii pojednavaji o analyze prvkt (Na, K, Ca, Mg, P, Fe, Cu,
Zn) v zivocCiSnych tkanich. K pfipravé vzorka byly pouzity CRMs NRCC Dolt-3 (jatra
zraloka), BCR-CRM 186 (ledviny prasete), BCR-CRM 422 (svalovina tresky), NIST 1577b
(jatra skotu), NRCC Tort-2 (hepatopankreas humra). CRMs byly umlety v kryogennim mlynu
a nasledng byly lisovany tlakem 2 tun.cm™. Pelety mély tloustku pfiblizné 3 mm a pramér 31
mm. Poté byly analyzovany LIBS spektrometrem s femtosekundovym laserem pouzitim 500
po sob& jdoucich laserovych impulzii ve 3 riznych oblastech. Do abla¢ni komory byl
kontinudln¢ ptrivadén proud argonu. Vyuzity byly ultrakratké 40 fs pulzy generované
Ti:safirovym laserem se zesilenim Cirpovaného impulzu (CPA) pracujicim na vinové délce
800 nm s maximalni energii jednoho pulzu 840 + 20 pJ. Frekvence opakovani byla 90 Hz.
Prvky Al, Sr a Zn lze stanovit pouze v toxickych urovnich, limit detekce pro Zn byl
203 mg.kg™ p¥i nejintenzivn&jsi vinové délce 213,857 nm. Pro srovnavaci ugely byla vyuZita
metoda LA-ICP-MS. Piima LA-ICP-MS analyza nékterych tkani (napf. ledvin) je vhodnéjsi.
Byly vypoéteny niz§i hodnoty LOD pro Zn 20 pg.kg™ [26].

H. Imann a Kkol. ve své praci navrhuji techniku pro diagnostiku rakoviny a hodnoceni
jejiho stupné vcas, presné a bezpecné. Cilem této studie bylo rozliSovat normalni a maligni
nadorové buniky z histologickych preparati tkani pomoci techniky LIBS. Tticet chirurgickych
vzorkll tkdni rakoviny prsu bylo ndhodné ziskdno od pacientli ve v€ku od 30 do 65 let.
Vzorky byly fixovany formalinem (10% formaldehyd ve vodé) a zality
v parafinovych blo¢cich, ze kterych byly nakrajeny mikrotromem platky o velikosti 4 pum.
Tyto platky byly barveny na sklicku v hematoxylinu (zbarvuje jadro modrou) a eosinu
(zbarvuje cytoplasmu a extracelularni matrici pojivové tkané riizovou). Histologické vzorky
byly nakonec prohlédnuty pod mikroskopem a poté analyzovany pomoci LIBS spektrometru
s Q-spinanym Nd:YAG laserem pracujicim na zakladni vinové délce 1064 nm. Energie pulzu
byla 350 mlJ, doba trvani 10 ns a variabilni opakovaci frekvence byla v rozmezi
od 1 do 10 Hz. Byl pouzit spektrometr s monochromatorem Echelle a ICCD kamerou
(Princeton, IMAX). V tkanovych vzorcich byl stanoven Zn, Cu, Fe, Mn a Ca. Kazdy vzorek
byl méfen pétkrat na péti riznych mistech. V ziskaném spektru byly vybrany nejintenzivné;si
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emisni ¢ary s vlnovou délkou 393,6 nm a 422,6 nm pro Ca, 388,6 nm pro Fe, 324,75 nm
pro Cu, 334,5 nm pro Zn a 259,37 nm pro Mn. Vyuzita byla technika kalibra¢ni kiivky. Byla
pouzita srovnavaci cara Ca Svlnovou délkou 393,36 nm ke snizeni uCinku fluktuace
pfistrojového signalu a vlivu interferenci matrice. Vapnik se vyskytoval jako konstantni
slozka analyzovaného vzorku. Koncentrace téchto prvka byly vyznamné vyssi v malignich
nez V normalnich tkanich [27].

LIBS metodu lze vyuzit pro mapovani riznych prvka. S. Moncayo a kol. pouzili
techniku LIBS k multi-elementarni analyze vzorkd lidské kuze komplementarnim
a kompatibilnim zptisobem s mikroskopickym histopatologickym vySettenim. Cilem studie
bylo nalézt rozdily v distribuci prvki P, Cu, Zn, Fe, Al, Mg, Na a Si ve vzorcich zdravé kozni
tkané, kozniho melanomu (subkutdnni metastdzy), karcinomu z Merkelovych bunék (MCC)
a karcinomu z dlazdicovych bun¢k (SCC). Vzorky tkani byly odebrany biopsii, poté byly
fixovany formalinem a zality v parafinovém blocku. Pfed provedenim LIBS analyzy byl
tenky platek (5 um) parafinového blocku obarven hematoxylinem-eosinem-safranem (HES).
Poté byla provedena LIBS analyza pfimo na parafinovém blocku na tkaiové ¢asti s HES
obarvenym fezem. Pouzity LIBS spektrometr byl vybaven Nd:YAG laserem pracujicim
na zékladni vlnové délce 1064 nm. Energie jednoho pulzu byla az 2 mJ s dobou trvani 5 ns.
Frekvence opakovani byla 10 Hz. Byl pouzit spektrometr vybaveny monochromatorem
Czerny-Turner Shamrock 500 a ICCD kamerou 2048 x 512 pixela a spektrometr Shamrock
303 s kamerou ICCD. Do abla¢ni komory byl kontinudlné pfivadén proud argonu. Byly
nalezeny rozdily v distribuci prvk mezi riznymi typy nadorovych vzorki. Prvky Ca, P, Na
a Mg jsou pfitomny jak ve zdravé Casti kiize tak i1 karcinomech. V MCC a SCC byly nalezeny
vys$si koncentrace Ca, Zn, Na, P a Mg. Kompatibilita LIBS a histopatologickych analyz

umoziuje elementarni zobrazeni a identifikaci celé struktury kuze [28].

1.2.2.3 Vzorky kalcifikovanych tkani

A. Hrdlicka a kol. se zabyvali LIBS analyzou kalcifikovanych tkani. Z holenni kosti
(17- 18 stoleti, Lukavice, Vychodni Cechy) byl diamantovou pilou ufiznut platek, ktery byl
nasledné analyzovan. Autofi prace se pokusili v laboratornich podminkach napodobit situaci
analyzy vzorkli v terénu, napi. archeologickych vykopavek. Na Obrazku 4 lze vidét
uspotfadani LIBS systému. Byl vyuzit LIBS spektrometr s Q-spinanym Nd:YAG laserem
pracujicim na zékladni vlnové délce 532 nm. Energie jednoho pulzu byla 144 az 225 mJ
sdobou trvani 9 ns. Frekvence opakovani byla 10 Hz. K analyze byla vyuzita

Newtonova zrcadlova optickd soustava se sférickym primarnim zrcadlem a sekunddrnim
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rovinnym zrcadlem odrazejicim paprsek na vstupni otvor optického kabelu LLB592 (LOT-
Oriel UK, Surrey, Anglie) a Galiletv dalekohled se tfemi ¢o¢kami, ktery zaostiuje laserovy
paprsek na vzorek vzdaleny Sest metrd. Spektrometr byl vybaven monochromatorem Czerny
Turner s miizkou (2400 drazek na mm) a detektorem CCD (Andor Technology, Belfast,
Severni Irsko). Nejintenzivnéjs$i emisni ¢ara Zn v ziskaném LIBS spektru méla vinovou délku
330,29 nm. Jako standard byla vyuzita kostni moucka NIST 1486 lisovana do pelety.
Pro referenéni ucely byla vyuzita metoda LA-ICP-MS. Ve vzorku kosti byl stanoven P, Mg,
Na, Zn a Sr. Nasledn¢ byla provedena kvantitativni analyza. Intenzita signalu ziskana
po ablaci vzorku kosti byla délena intenzitou signalu standardu kostni moucky a vynasobena
obsahem prvku ve standardu. Byl také vypodten limit detekce 1-2 mg.kg™ pro Zn a Sr.
Ziskané vysledky technikou LIBS se shodovaly s vysledky metody LA-ICP-MS [29].
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Obrazek 4 - Schéma LIBS analyzy vzorku na vétsi vzdalenosti. Pfevzato a modifikovano z [29].

1.2.2.4 Vzorky nehti

D. Rusak a kol. ve své studii popisuji stanoveni prvka Mg, Zn, Ca v nehtech.
Experimenty byly provedeny za ucelem zjisténi koncentraci danych prvki. Kvantitativni
analyza je provadéna technikou kalibra¢ni kiivky, pro kalibraci pfistroje byly pouZity dva
typy standardd. V prvnim piipadé byly pfipraveny standardy smichanim keratinového prasku
s vodnymi roztoky obsahujicimi rizné koncentrace pozadovanych prvkia. Takto smichané
standardy byly poté suseny a lisovany do pelety. Keratinové standardy byly pfipraveny
v koncentraénim rozmezi od 50 az 1 000 mg.kg™ pro Mg, Zn a 100 az 5000 mg.kg™ pro Ca.
Ve druhém piipadé byly pouzity filtracni papiry jako nosice pro absorpci vodnych roztoki
obsahujicich rizné koncentrace pozadovanych prvki. U obou typt standardii byla vypoctena
teplota a elektronovad hustota plazmatu. Po porovnani téchto parametri byly zvoleny
standardy pfipravené z filtracniho papiru. Bylo zjiSténo, Ze parametry u standardii

ptipravenych z filtracniho papiru se 1épe shodovaly s parametry vypocitanymi u nehti.
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Vzorky neht byly pouze oplachnuty vodou. Pouzity LIBS spektrometr byl vybaven
Q-spinanym Nd:YAG laserem a ICCD kamerou (PI-Max, Princeton Instruments Inc.,
Trenton, NJ). Vinova délka budiciho zafeni byla 1064 nm, energie 20 mJ a délka trvani pulzu
7 ns. Zpozdéni mezi laserem a detektorem bylo 1,0 pus. Emise z indukované plazmy byla
zaostfena objektivem f/2 s primérem 50 mm do 0,30 m spektrometru (Spectra Pro 23001,
Princeton Instruments/Acton Research, Acton, MA). Nejintenzivnéj§i emisni ¢ary Zn
v ziskaném LIBS spektru mély vlnové délky 481 nm a 472,2 nm. Pro LIBS analyzu bylo
pouzito pét laserovych pulzii k odstranéni jakékoliv mozné kontaminace na povrchu nehtu
a poté pét dalSich pulzii na stejné misto pro vytvoreni spekter. V lidskych nehtech mél vapnik
koncentrace v rozmezi od 100 az 18 000 mg.kg™ a horeik od 50 do 250 mg.kg™. Stanovené
koncentrace Zn mé&ly hodnoty od 40 do 7000 mg.kg™, vyssi koncentrace byly zjistény u osob,
ktefi pracuji se zinkem [17].

1.2.2.5 Sol-gely

V metod¢ sol-gel vznikaji homogenni, amorfni, syntetické pevné latky (gely)
gelovaténim koloidni suspenze pevnych castic v kapaliné (sol), vytvorené smisenim
prekurzoru kapalného kovu nebo prekurzoru alkoxidu metaloidu, jako je tetramethoxysilan
s vodou, pomocnym rozpoustédlem a kyselym nebo bazickym katalyzatorem. Metoda sol-gel
nabizi jedinenou moZnost zaclenit kovové slozky do Cisté nebo organicky modifikované
anorganické matrice prostfednictvim riznych metod, jako je elektrostatickd interakce,
adsorpce nebo kovalentni vazba. VysuSeny gel ziskany konven¢nim tepelnym susenim
za atmosférického tlaku se nazyvéa xerogel. Procesy sol-gel jsou obzvlaste dobife upraveny
pro vyrobu ZnO filmd, které mohou byt nasledné analyzovany pomoci techniky LIBS.
Pfirozené¢ vysokd homogenita sol-gelii a velmi jednotna distribuce internich standarda
ptidavanych do vzorkid béhem procesu sol-gel vede k vyznamnému zlepSeni pfesnosti méteni.
Nezpochybnitelnou vyhodou metody sol-gel je snadna a jednoduchd ptiprava vysoce
homogennich kalibra¢nich standardii v pevné formé. Kromé toho jsou sol-gelové prasky
s riznymi koncentracemi analytl v prib&hu Casu stabilni, mohou byt skladovany a pouzity

pro rychlou piipravu kalibra¢nich standardd pro LIBS analyzu [13, 30-32].

1.2.2.6 Vzorky geli a agart
Studie, které popisuji analyzu Zn v agaru pomoci LIBS neexistuji. Pokud byly pomoci
LIBS analyzovany vzorky agaru, $lo vétSinou o kvalitativni mapovani za ucelem identifikace

bakterii nebo identifikace bakterii na zéklad¢ tvaru spektra.
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Q. Mohaidat a kol. identifikovali pomoci jednopulzni LIBS techniky nepatogenni
bakterie E. coli a avirulentni bakterie Streptococcus viridans kultivované ve dvou riznych
zivnych médiich (trypton séjovy agar, MacConkey agar). Bakterie byly identifikovany
Vv riznych metabolickych stavech (Zivé, inaktivované na anabiotickém povrchu po vystaveni
baktericidnimu ultrafialovému zafeni a usmrcené autoklavovanim). Odebrané bakterialni
vzorky z zivného média byly suspendovany v deionizované vodé a centrifugovany (5000
ota¢ek za minutu) po dobu 3 minut. Polotekutéa peleta obsahovala zhruba 10° bakterii na ml.
Bakterie byly poté naneseny na bakto-agar (Obrazek 5). Po pfiblizné tficeti minutach byla
kapalina absorbovana agarem a byla pozorovana pruhledna tenka vrstva bakterii. Vyuzit byl
LIBS spektrometr, ktery byl vybaven Nd:YAG laserem pracujicim na zakladni vinové délce
1064 nm, monochromatorem Echelle a CCD detektorem. Energie pulzii byla 8 mJ. LIBS
spektra pro S. viridans byla ziskana po jednom, Sesti a deviti dnech a pro E. coli po jednom,
Ctyf, Sesti @ osmi dnech po naneseni na agar. K vyhodnoceni dat byla pouzita statisticka
technika diskriminaéni funkéni analyza (DFA). Byla porovnavana jednotliva spektra. LIBS
spektra E. coli a S. viridans se od prvniho do posledniho dne vyznamné nezménila. Procesy
(UV zafeni, autoklavovani a hladovéni) zasadné neméni eclementarni slozeni bakterii,
na kterém je zalozena klasifikace. Pro bakterie jsou dilezité kationty Ca®* a Mg™,
které reguluji Zivotni funkce bunck a poérovitost membrany. VSechny vzorky bakterii jsou
tedy rozliSitelné, protoZe si zachovaji rozpoznatelné spektrum. Klinické vzorky ziskané
od infikovanych osob mohou byt identifikovany na zakladé jejich LIBS spektra nezavisle

na chemickém prostiedi [33].

-— 10 pL

Bakto agar
(99% H20)

JI—

laserovy paprsek

vytvoreny
film bakterii
(1 cm priimér)

Obrazek 5 - Postup pfipravy bakterii pro LIBS analyzu. Pfevzato a modifikovano z [33].

Podobné fyzikalné chemické vlastnosti jako agar maji dalsi typy vzorka napi. guma,
tukova mazadla, maslo nebo po tGpravé i Cervené vino a mléko. Nasledujici studie se zabyvaji

kvalitativni 1 kvantitativni analyzou téchto vzorka [34-38].
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Prace T. Borowika a kol. se zabyvala kvantitativni LIBS analyzou Au a Fe
ve feromagnetickych nanocésticich pouzitim gelové matrice na bazi polymeru. Nanocastice
FesO, byly syntetizovany v argonové atmosféfe smisenim acetylacetonatu zelezitého,
rozpusténého ve fenyletheru s kyselinou olejovou a oleylaminem. Po pfidani 1,2-
hexadekandiolu byl roztok zahtivan na teplotu 210 °C a poté ochlazen na laboratorni teplotu.
Ziskané nanostruktury byly pouzity k piipravé nanocastic pokrytych zlatem. Piislusné
mnozstvi octanu zlatitého, kyseliny olejové, 1,2-hexadekandiolu a oleylaminu bylo nejprve
smiseno s feromagnetickymi nanostrukturami ve fenyletheru v atmosféie argonu. Roztok byl
poté udrzovan pfi teploté¢ 180 °C. Po ochlazeni roztoku na laboratorni teplotu byl pfidan
ethanol, aby se odstranil hydrofobni podil vzorkli. Byl ziskan tmavocerveny material.
PoZadované mnozstvi prasku nanocastic (FezOs, Fes04@Au) bylo rovnomérné dispergovano
ve zndmém mnoZstvi nepolymerizované formy gelu. Smés byla poté ozafovana UV zéfenim,
aby se ziskala pevna matrice (vytvrzeni gelu) obsahujici imobilizované nanocastice pro LIBS
méteni. Byl vyuzit LIBS spektrometr s Nd:YAG laserem pracujicim na vinové délce 1064
nm, monochromatorem Czerny-Turner a CCD kamerou. Energie budiciho zareni byla 200 mJ,
délka trvani pulzu 3 az 5 ns a frekvence opakovani 2 Hz. Nejintenzivnéj$i emisni Cary
Vv ziskaném spektru mély vinové délky 481,41 nm a 628,87 nm pro Au a 489,11 nm, 490,93
nm, 493,73 nm, 497,36 nm, 624 nm, 632 nm, 633 nm a 635 nm pro Fe. Kvantitativni analyza
byla provadéna technikou kalibra¢ni kiivky. Byla pfipravena kalibra¢ni kiivka v rozsahu
0,5 az 4 hm % zlata a 0,5 az 7 hm % Zeleza. Hodnoty obsahu Fe a Au ve vzorku ziskané
pomoci techniky LIBS byly porovnavany s hodnotami ziskanymi pomoci techniky ICP OES.
Zjisténé rozdily mezi vysledky jsou statisticky nevyznamné, k ovéfeni byl vyuzit Studentiv
t-test. Koeficient spolehlivosti byl a = 0,01, tzn. 99,5 % interval spolehlivosti [39].

Prace B. Emdeho a kol. se zabyvala hodnocenim homogenity disperze Zn
v syntetickém kaucuku pomoci techniky LIBS. Kvalita kaucukovych vyrobki zavisi
na spravném smiseni komponent. Oxid zine¢naty pfidany do kaucukové smési podporuje
tepelnou vodivost a zvySeni mechanické odolnosti pneumatik. Kaucukové vzorky byly
analyzovany pomoci LIBS spektrometru s Nd:YAG laserem pracujicim na zékladni vlnové
délce 1064 nm. Energie pulzu byla 100 mJ, doba trvani 8 ns a opakovaci frekvence v rozmezi
od 1 do 20 Hz. Spektrometr zaznamenaval spektra v rozsahu vinovych délek od 314 do 977
nm. Do abla¢ni komory byl kontinualné pfivadén proud argonu. V LIBS spektru
analyzovaného vzorku byly pozorovany ¢ary Zn s vlnovymi délkami 328,2 nm, 330,3 nm,
334,5 nm, 468,0 nm, 472,2 nm a 481,1 nm. Také byly analyzovany referencni vzorky, které

obsahovaly bud’ pfirodni kau¢uk nebo piirodni kau¢uk a 10 phr (z anglického: parts per
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hundred rubber) oxidu zine¢natého. V referen¢nich spektrech byla pozorovana analyticka ¢ara
Zn svlnovou délkou 481,1 nm. Proto byla ke kvantitativni analyze vybrana pouze tato
nejintenzivnéjsi ¢ara Zn. Kvantitativni LIBS analyza byla provadéna technikou kalibra¢ni
kiivky. Byla pfipravena kalibra¢ni fada o koncentracich 0,5, 1, 1,5, 5, 10 a 20 phr Zn.
Kaucukové smési byly smichany se Zn pii 40 a 70 otackach za minutu. Byl vypocten variaéni
koeficient vzorku A (40 otacek za minutu) 26,3 az 37,0 % a vzorku B (70 otacek za minutu)
6,7 az 12,6 %. Nizsi variacni koeficient oznacuje homogenni disperzi zinku Vv kaucukové
smési. Pro srovnavaci ucely byla vyuzita metoda ED XRF. Vysledky ziskané technikou LIBS
se shodovaly s vysledky metody ED XRF. U vzorku A (analyza ED XRF) byly pozorovany
aglomeraty Zn, nedoSlo tedy k homogenni disperzi zinku. Ze vSech vysledkd vyplyva,
ze pokud byl vzorek kaucukové smési smichan se Zn pii vyssich ota¢kach za minutu, doslo
k homogenni disperzi zinku [37].

B. Sezer a kol. metodou LIBS analyzovali vzorky kravského, koziho a ov¢iho mléka.
Autofi prace se snazili pomoci analyzy elementarniho slozeni vzorki mléka odhalit podvod
spocivajici v pfidavani méné jakostniho druhu mléka do mléka vice jakostniho. Vzorky mléka
byly ziskany z riiznych farem. Nasledn€ byly homogenizovany a pfeménény na gely pouzitim
zelatiny. Do kadinky bylo nalito pét mililitri mléka a byly ptidany 4 g zelatiny. Tato smés
byla nalita do Petriho misek a ponechana po dobu 15 minut, dokud nebyl vytvoren gel. Déle
byly vzorky ponechany pii teploté¢ 4 °C po dobu 45 minut. Kone¢ny vzorek mél tloustku
pfiblizné¢ 3 mm a byl pfipraven k LIBS analyze. Pro kvantitativni analyzu byly pfipraveny
smési jednotlivych mlék. Pro kalibraci bylo do koziho a ov¢iho mléka piidano 2,5 az 60 %
(v/v) kravského mléka s krokem po 2,5 %. Pro validaci LIBS metody byla pfipravena
samostatna sada smésnych vzorkd mlék pfidavkem 1 az 62 % (v/v) kravského mléka
do mléka ov¢iho a koziho. Z téchto smési byl vytvoren gel stejnym zpisobem jako u diive
zminénych neznamych vzorkt. Pouzity LIBS spektrometr byl vybaven Q-spinanym Nd:YAG
laserem a 5-kanalovym spektrometrem Aurora (Applied Spectra, Fremont, CA, USA), ktery
zaznamenaval spektra v rozsahu od 186 do 900 nm. VInova délka budiciho zatfeni byla 1064
nm a energie pulzu 36 mJ. Frekvence opakovani byla 8 Hz. Kazdy vzorek byl analyzovan
dvakrat. K vyhodnoceni naméfenych dat byla vyuZzita technika PCA. Ve vzorcich byly
identifikovany prvky jako je C, Mg, Ca, CN, Na, H, N, K a Zn. Kalibra¢ni zavislost pro LIBS
pak byla ziskdna pomoci techniky PLSR. Pro metodu uréenou ke stanoveni koncentrace
kravského mléka v mléce ovéim byla urcena hodnota LOD 1,29 % a RSD 7,75 %
a pro metodu meéteni koncentrace kravského mléka v kozim mléce bylo LOD 1,39 % a RSD

7,16 %. Koncentrace jednotlivych prvki ve vzorcich mlék byly stanoveny metodou
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plamenové AAS (FAAS) s pouzitim plynt acetylen/vzduch. Jako technika pfipravy vzorku
byla vyuzita mikrovlnna mineralizace, kde bylo k 1 ml mléka pfidano 8 ml HNO3 a 2 ml
H,0,. Kalibra¢ni standardy byly piipraveny ziedénim standardnich roztokti 1 000 mg.l‘l.
Analyzovano bylo osm vzorku kravského mléka, kde se koncentrace Zn pohybovala
od 2,6+0,2 do 4,0+0.4 ug.ml'l, devét vzorku koziho mléka s obsahem Zn od 2,3+0,1
az 6,6+1,7 pg.ml™ a osm vzorkd ov&iho mléka, kde se koncentrace Zn pohybovala od 3,2:£0,4
do 6,7+0,4 pg.ml™. Autofi konstatovali, Ze tvorba gelu a nasledna aplikace LIBS techniky
muze byt uzitenym nastrojem pro kontrolu kvality v mlékarenském pramyslu [34].

Studie H. Temize a kol. se zabyvala detekci podvodného miseni vzorkd masla
s levnymi rostlinnymi a zivoc€iSnymi tuky. Pro elementarni LIBS analyzu bylo pouzito
12 riiznych vzorkd maésla a 5 vzorkd margarinu riznych znaéek. Z kazdého vzorku masla
a margarinu byl vytvofen homogenni vzorek (Sifka 2,5 cm, délka 4 cm a vyska 1,5 cm).
Pro kvantitativni analyzu byla vyuzita smés masla a margarinu pfipravend smisenim rtiznych
znacek vzorkli masla a margarinu pii laboratorni teploté. Pro kalibraci bylo do masla ptidano
5 az 50 % (w/w) margarinu, pfi¢emz kone¢na hmotnost vzorku byla 400 mg. Pro validaci
LIBS metody byla pfipravena smés vzorkt ptidavkem 10 az 50 % (w/w) margarinu do masla.
Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat a vSechny vzorky byly uchovavany zmrazené pii -18 °C
az do LIBS analyzy. Byl vyuzit LIBS spektrometr s Q-spinanym Nd:Y AG laserem pracujicim
na vinové délce 1064 nm a 5-kanalovym spektrometrem Aurora (Applied Spectra, Inc.,
Fremont, CA). Spektrometr zaznamenaval spektra v rozsahu 186 az 900 nm. Energie pulzu
byla 40 mJ a opakovaci frekvence byla 8 Hz. K vyhodnoceni naméfenych dat byla vyuzita
technika PCA. Ve vzorcich masla a margarinu byl stanoven obsah mikronutrientt
a stopovych prvka (Na, K, Ca, Mn, Fe a Mg). Prvky Cu, Cr, Ni a Zn byly ve vzorcich
v relativné niz8ich koncentracich. Vzorky margarinu jsou bohat$i na prvky Na, K a Fe
v porovnani se vzorky masla. Podil Ca, Mg, Cu, Cr, Mn a Ni v margarinu je nizsi
nez u vzorkd masla. Kalibracni zavislost pro LIBS pak byla ziskdna pomoci techniky PLS.
Pro metodu urcenou ke stanoveni koncentrace margarinu v masle byla uréena hodnota LOD
3,9 % a RSD 11,3 %. Koncentrace jednotlivych prvka ve vzorcich mésel a margarinu byly
stanoveny pomoci metod FAAS a ICP MS. Jako technika pfipravy vzorku byla vyuzita
mikrovinnd mineralizace, kde bylo k 0,1 g vzorku ptidano 7 ml HNO3 a 1 ml H,0,. Vsechny
kalibra¢ni standardni roztoky byly pfipraveny z multielementarniho standardniho roztoku Cu,
Cr, Mn, Fe, Ni, Zn a Mg (roztok v 2 % HNO3) a **Sc a “Ge (1 000 mg.I™* v 5 % HNO3) byly
pouzity jako interni standardy. Rozsah kalibra¢ni fady pro ICP MS byl 0,5 az 500 pg.l™
apro FAAS byl 0,25 az 5 mg.l'l. Analyzovéno bylo pét vzorkli margarinu, kde se koncentrace
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Zn pohybovala od 8 az 95 pug.kg™ a dvanact vzork masla s obsahem Zn od 3 az 400 pg.kg™
[38].

Piedmétem studiec CH. Dhimana a kol. bylo sledovani narastu koncentrace vybranych
prvku (Fe, Cu, Ba, Mg, Mn, Ni, S, Si, Pb, Ti, Ca a Al) v tukovych mazadlech v disledku
opotfebeni strojnich soucasti (motory a loziska kolejovych vozidel). Mimo jiné byl v ramci
dané studie sledovan i nartst koncentrace Zn, ktery byl naméfen na analytické Cafe Zn
0 vlnové délce 481,091 nm. Nové, mirné a velmi pouzivané vzorky tukovych mazadel byly
naneseny na sklenéné Petriho misky a na skli¢ka (Obrazek 6). Vzorek tuku byl odebran ¢istou
sklenénou tyckou a byl rovnomérné rozprostien na sklicko. Byla vytvofena vrstva o tloustce
6 mm. Vzorky tukovych mazadel byly analyzovany pomoci LIBS spektrometru s Nd:YAG
laserem pracujicim na zakladni vinové délce 1064 nm. Energie pulzu byla 50 mJ, doba trvani
6 ns a variabilni opakovaci frekvence byla 1 Hz. Byl pouzit spektrometr (Andor, SR303i)
vybaveny miizkou (1800 drazek na mm) a ICCD kamerou (Andor, iStar720-25-U).
Spektrometr snimal rozsah vinovych délek 200 az 700 nm. LIBS spektra vzorkl byla
porovnana S emisnimi spektry prvkad v databazi NIST. V LIBS spektrech novych tukovych
mazadel byly pozorovany ptrevazné ¢ary Ca, Al a Na. Ve velmi vyuzivaném vzorku tukového
mazadla byly prvky (Fe, Cu, Ba, Mg, Mn, Ni, S, Zn, Si, Pb, Ti, Ca) stanoveny
v koncentracich pg.kg™ nebo mg.kg™? predevsim v diisledku opotiebeni & jakékoliv poruse
Casti stroje pfi nedostatku mazani. Techniku LIBS lze vyuzit kin situ analyze maziva

Vv loziscich a motorech kolejovych vozidel [36].

— Nd:YAG laser

Obrazek 6 - Usporadani systému LIBS (A) a jednotlivé vzorky novych, mirng a velmi pouzitych tukovych
mazadel (B). Pfevzato a modifikovano z [36].
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1.3 Testovani toxicity nanocastic oxidu zine¢natého a chloridu

zine¢natého na roupicich Enchytraeus crypticus v agarosovém gelu

Kovy jsou pfitomny ve vodnim i pidnim prostifedi v disledku ptirodnich
a antropogennich procest, diky zemédé€lské cinnosti, kde se Siroce vyuzivaji hnojiva
a pesticidy obsahujici kovy. Zakladni kovy (Cu, Mn, Ni, Zn) hraji zasadni roli v rGznych
biochemickych a fyziologickych procesech v zivych organizmech. Pfili§ nizka koncentrace
esencidlniho kovu muize vést k nedostatku, zatimco piili§ vysokéa koncentrace miize zptisobit
je po ptekroceni urcité koncentrace toxicky.

Tradi¢n¢ se ekotoxické ucinky méfi za pouziti standardnich metod, zalozenych
predevsim na akutni (dmrtnosti) a chronické reakci (reprodukci nebo bioakumulace) citlivého
biologického indikatoru. V soucasné dobé se na standardizované zkousky ekotoxicity mimo
jiné cCasto vyuzivaji pudni bezobratli, jako jsou zizaly (Eisenia andrei nebo E. fetida),
chvostoskoci (Folsomia candida), roupice nebo dravy rozto¢i (Hypoaspis aculeifer). Celed
roupicoviti Enchytraeidae (kmen krouzkovci Annelida, tfida malostétinatci Oligochaeta, rod
roupice Enchytraeus) jsou cCervi s primérnou velikosti 20 mm zijici v mnoha typech pud
ve svrchnich vrstvach. Roupice reaguji velmi citlivé na organické (pesticidy) a anorganické
(kovy) latky. Patii mezi modelovy organismus pro ekotoxikologické testy a slouzi jako
indikator v€asného varovani zmén ve slozeni a fungovani ekosystému pidy. Nejznaméjsi
druhy tohoto rodu je Enchytraeus albidus a Enchytraeus crypticus. E. crypticus ma kratsi
generacni dobu, vétsi pocet narozenych mladat a $irsi rozsah tolerance na riznych ptdach
(pH, struktura a obsah organického materidlu) proto se vyuzivd ke spolehlivému
a rychlejSimu testu toxicity. E. crypticus byl vybran jako testovaci organismus v mé
experimentalni ¢asti prace [40-42].

Prace K. Hrdé a kol., z niZ vychazeji n€které postupy v experimentalni ¢asti mé prace,
se zabyvala testovanim nanocastic oxidu zine¢natého (ZnO-NP) a rozpustné soli ZnCl,
na roupicich E. crypticus v agarosovém gelu. Byl studovan vliv metody vnaseni NPs
na vyslednou velikost aglomeratd. End-pointem ekotoxikologickych testi byla mortalita
E. crypticus. K rozliSeni mezi t¢inkem samotnych ZnO-NPs a uvoln&nych iontd Zn** byl
nejprve proveden test se ZnCl,. Expozi¢ni média byla pfipravena pfidanim 1 g suché agardzy
do 49 ml roztoku ZnCl; v demineralizované vod¢ a michanim smési magnetickym michadlem
pii teploté¢ 85 = 5 °C po dobu 1 hodiny. Byla provedena piedbézna zkouska s Sirokym
rozsahem testovanych koncentraci (0, 50, 100, 200, 500 a 1 000 v mg ZnO-NP na kg agaru).
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Koncentrace ZnCl, ve vodnych roztocich byly zvoleny tak, aby obsah Zn v médiich
odpovidal obsahu Zn v testech se ZnO-NP. Horké agar6zové médium bylo nasledné nalito
do plastovych Petriho misek. Koncentrace Zn byly ovéteny pomoci ICP OES. Bylo odebrano
15 vzorkl z riznych mist a hloubek (povrch, spodni Cast agaru v misce, ve vrstvé na viku)
v kazd¢ testované koncentraci. Deset dospélych roupic s viditelnymi vaji¢ky v oblasti opasku
bylo umisténo do kazdé Petriho misky a udrzovano ve tm¢ pii 20 °C po dobu 96 hodin.
Pro kazdou testovanou uroven koncentrace vcetné kontroly byly provedeny tfi nezavislé
opakovani. 100% mortalita byla pozorovana pfi 100 mg Zn?* na 1 kg agaru, proto byly
zvoleny koncentrace 0, 2, 4, 6, 10, 20, 40 a 60 mg Zn** na kg agaru. Byly pouzity dva
zpusoby zavadéni prasku ZnO-NP do expozi¢niho media. V prvnim piipadé bylo nejprve
provedeno kryogenni mleti 1 g suchého agaru (agar6za) s vhodnym mnoZstvim nano-prasku
ZnO-NP. Ziskany prasek byl ptfeveden do Erlenmeyerovy baiiky a potom bylo pfiddno 49 ml
demineralizované vody. Smés byla michana 1 hodinu pii teploté¢ 85 £ 5 °C. Roupice
E. crypticus byly vystaveny koncentracim ZnO-NPs 0, 50, 100, 200, 500 a 1 000 mg.kg™
agaru po dobu 96 hodin. Druhy zpiisob pfipravy experimentdlniho média byl zalozen
na resuspendovani odpovidajictho mnozstvi koloidniho roztoku nanocastic v 20 ml
demineralizované vodé za pfitomnosti 4 mg dispergac¢niho ¢inidla (dekahydrat
pyrofosfore¢nanu sodného) a ziskana suspenze byla sonikovana (Bandelin, Sonorex) po dobu
45 min. Nasledné bylo pfidano 6 mg dispergacniho Cinidla k 1 g suché agardzy a ziskana
smés byla michana ve 29 ml vody a zahfivana na 85 = 5 °C. Tato teplota byla udrzovana
po dobu 45 minut a poté byl po dobu 15 minut po kapkach ptidan koloidni roztok ZnO.
Pokracovani testu bylo jako u ZnCl; s roupicemi. Relativni mortalita u roupic pozorovanych
po 96 hodindch po vystaveni koncentracim ZnO-NP 50, 100, 200, 500 a 1 000 mg.kg™
v kryogenné mletém médiu se pohybovala mezi 28,9 a 34,4 % a nevykazovala Zadnou
koncentra¢ni zavislost. Pfi pouZiti druhého zpiisobu piipravy expozi€nich médii se relativni
umrtnost pohybovala v rozmezi 0 az 66,6 % v téze koncentracni oblasti v zavislosti
na koncentraci. Vzorky agarového média s koncentraci 50 a 1 000 mg.kg™ ZnO-NP byly
charakterizovany SEM (JSM-5500LV, JEOL, Japonsko) pomoci ED XRF (detektor
GRESHAM Sirius 10). V pribéhu piipravy vzorkl byl horky agar6zovy gel nalit mezi dvé
sklicka a ochlazen. Agarova vrstva o tloustce 3 mm byla lyofilizovéana pfi teploté nizsi nez
-50 °C a tlaku pod 60 Pa po dobu 6 hodin. Nasledné¢ byly vzorky skenovany 10 kV. Za
¢elem stanoveni mnoZstvi uvoln&ného Zn** byly pfipraveny stabilizované a nestabilizované
série s testovanymi koncentracemi ZnO-NP, které byly stanoveny po 10 minutich a 96

hodinach po sonikaci. Poté bylo 20 ml koloidniho roztoku centrifugovano po dobu 120 minut
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pti 11 000 g a supernatant byl nasledné¢ analyzovan za pouziti ICP OES. Pomoci SEM byla
zjiSténa pritomnost velkych aglomerati (primér 1 az 10 pm) v médiu pfipraveném
kryogennim mletim s nejvysSi koncentraci ZnO-NP. Aglomeraty u nizSich koncentraci
ZnO-NP a u média ptipraveného z koloidnich roztokii neptesahovaly 100 nm. Experimentalné
zjisténa hodnota LCsq (stfedni letalni koncentrace) pro rozpustény Zn** &nila 37,2 mg.kg™
v agaru. Stejna koncentrace Zn indukovala ptiblizné 30 % umrtnost E. crypticus, pokud byla
podavana ve form¢ kryogenné mletych ZnO-NP s agarem. Nebyly zjistény zadné
pozorovatelné ucCinky, pokud bylo expozi¢ni médium piipraveno z koloidniho roztoku.
Koncentrace Zn v nestabilizovanych vzorcich analyzovanych 10 min po pfipraveé
se pohybovala mezi 2,2 a 8,1 mg.I™" a po 96 hodinach mezi 2,9 a 6,8 mg.I™. Koncentrace Zn
v stabilizovanych vzorcich, které byly analyzovany 10 minut po pfipravé koloidd,
se pohybovaly mezi 17,7 a 20,3 mg.I", coZ neodpovida celkovému mnozstvi ZnO-NPs
v koloidech (50 az 1 000 mg.I™). Podobné koncentrace v rozmezi od 15,3 a 19,2 mg.I™ byly
meéfeny také po 96 hodinach. Vyssi mnozstvi iontll bylo uvolnéno ze stabilizovanych castic
s mensi velikosti a pfi nejniz8i koncentraci. Podle SEM bylo zji§téno, Ze vétSina Zn byla
pfitomna ve formé aglomeratl mensich nez 500 nm v médiu s koncentraci ZnO-NPs 1 000
mg.kg™ agaru a mensich nez 200 nm v médium s koncentraci ZnO-NPs 50 mg.kg™ agaru.
Bylo zjisténo, ze toxicita Zn ve formé ZnO-NP je podstatné nizsi nezZ toxicita ZnCl,. Pouziti
agaru misto pudy nebo sedimentu je vyhodné, pokud jde o analyzu ¢&i charakterizaci NPs

v expozi¢nich médiich, sniZzeni aglomerace a vylouceni interakci se slozkami pudy [43].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Vzorky

Z centra pro vyzkum toxickych latek v prosttedi (RECETOX, Masarykova univerzita,
Brno) byly ziskany vzorky roupic Enchytraeus crypticus. Chov roupic byl provadén
v plastovych Petriho miskéch s ventilaénimi vystupky (Fisherbrand, PS, aseptické, 90 x 14,2
mm, Fisher Scientific, USA, Obrazek 7). Organismy E. crypticus byly krmeny dvakrat tydné
jemné mletymi ovesnymi vlodkami (Country Life, Ceska republika) sterilizovanymi
v laboratorni peci Memmert UN55 Single DISPLAY (Memmert, Némecko) pii teploté
180 °C po dobu dvou hodin. Petriho misky obsahujici roupice byly uchovavany ve tmé
v klimatizovaném boxu WTW TS 606 CZ/2 (WTW, Ceska republika) pfi teploté 21 + 2 °C.
Pro testy byly pouzity dosp€lé Enchytraeus crypticus s dobie vyvinutym opaskem
s viditelnymi vajicky.

Obrazek 7 - Chov krouzkovcl Enchytraeus crypticus v plastové Petriho misce

2.2 Pouzité chemikalie

Chlorid véapenaty dihydrat p.a.- CaCl,.2H,0 (PENTA s. r. 0., CR),

Siran hofe¢naty heptahydrat - MgSQO,4.7H,0 (PENTA s. r. 0., CR),

Hydrogenuhligitan sodny - NaHCO3; (PENTA s. 1. 0., CR),

Chlorid draselny - KCI (PENTA s. r. 0., CR),

Standardni roztok Zn o koncentraci 1 000 pg.ml™ v 4% HNO; (SCP Science, Kanada),
Chlorid zineénaty - ZnCl, (PENTA s. 1. 0., CR),

Kyselina chlorovodikova p.a. (Lachner, CR),

Hydroxid sodny p.a. (PENTA s. 1. 0., CR),
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Deionizovana voda, destilovana voda,
Hydroxid tetramethylamonny 25 % (Sigma-Aldrich),
Kyselina dusi¢na 65% p.p. (PENTA s. 1. 0., CR)

2.3 Ostatni laboratorni pomiicky a nadobi

Parafilm® M, Bemis,

Oboustranna lepici paska,

Filtraéni papir, stiedni filtraéni rychlost KA 4 (papirna Perstejn s.r.o. CR),

Sklenéné odmérné banky, kadinky, Pasteurovy pipetky, odmérné valce, 1zi¢ka, Petriho misky,

stiicka, Stétecek, plastové zkumavky, mikrozkumavky, lak na vlasy (Balea Trend it Up)

Software:
Obsluzny software pro LIBS Atilla2pro (Elvatech, Kyjev, Ukrajina)
Obsluzny software pro ED XRF ElvaX
Microsoft Excel 2013

2.4 Prehled pouzitych pristroji

Kompaktni LIBS spektrometr LEAS500 (SOLAR TII, LTD, Minsk, Bélorusko),
Energiové disperzni rentgenfluorescencni spektrometr ElvaX (Elvatech, Kyjev, Ukrajina),
ICP OES spektrometr Integra XL 2 (GBC, Austrélie),

pH metr, CyberScan PC 300 Eutech Instruments,

Oxymetr, CyberScan DO 300 Eutech Instruments,

Vahy VIBRA SA-120CE (Shinko Denshi Co., Ltd., Japonsko),

Vahy New Classic, MS semimikro (Mettler Toledo, Svycarsko),

Michacka magnetickd s ohfevem, fady VMS Advanced (VWR Collection),

Ultrazvukova lazen Powersonic UCC1 (Slovensko),

Automatické pipety BIOHIT PRO LINE
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2.4.1 Laserovy opticky emisni spektrometr LEA-S500

LEA-S500 je kompaktni LIBS spektrometr, ktery vyuziva nanosekundovy dvoupulzni
Q-spinany Nd:YAG laser, ktery emituje zafeni o zékladni vlnové délce 1064 nm. Laser
pracuje s maximalni opakovaci frekvenci 20 Hz a emituje dva kolinearni pulzy o trvani 12 ns.
Zpozdéni mezi dvéma po sobé jdoucimi pulzy je nastavitelné v rozmezi 0 az 20 ps. Energie
pulzu se pohybuje v rozmezi od 80 do 150 mJ. Sekven¢ni monochromator v uspotfadani
Czerny Turner mé ohniskovou vzdalenost 500 mm a hustotu mtizky 1800 vrypti na 1 mm.
Spektrometr umoznuje zaznam spektra v rozsahu vlnovych délek 170 az 800 nm
Vv jednotlivych analytickych oknech o Sifce 30 nm. Zaznam spektra zprostiedkovava
spektrometr v kombinaci s CCD detektorem, ktery detekuje spektralni oblast 170 az 1 100 nm
pii rozliSeni 2048 X 14 pixeld. Integracni Cas detektoru je 1 ps. LIBS je vybaven abla¢ni
komorou, kde se nachazi motorizovany posuvny stolek pro uchyceni vzorku. Ablaéni komora
je vyplnéna vzduchem, ale nachazi se zde 1 ventil, ktery umoziuje oddélené plnit vzorkovy
prostor i spektrometr proplachovacim inertnim plynem (helium, argon). LIBS spektrometr je

ovladan pocitatem pomoci softwaru Atilla2pro.

2.4.2 Rentgenfluorescencni spektrometr ElvaX

ElvaX (Elvatech Ltd.,, Ukrajina) je stolni energiové-disperzni  XRF
(rentgenofluorescencni) spektrometr umoziujici analyzu prvka v rozsahu od Na po U. Pfistroj
je vybaven Rh rentgenkou 0 maximalnim vykonu 5 kW a polovodi¢ovym Si-pin detektorem
s termoelektrickym chlazenim, ktery na ¢aie 5,9 keV poskytuje rozliSeni 200 eV. Pfistroj je

ovladan pocitatem pomoci software ElvaX.
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2.5 Volba vhodného nosic¢e vzorku a vybér analytické ¢ary Zn

LIBS spektrometr LEA S500 ma ptivod budiciho zéafeni umistén pod vzorkovym
prostorem, vzorek je tedy ozafovan zespoda. V ptipad¢ analyzy malych tkdnovych vzorki je
tedy tfeba nalézt nosi¢, na némz by takovy vzorek mohl byt funkéné a bezpeéné vkladan
do pristroje. Pro uchyceni vzorku bylo testovano nékolik typi lepicich pasek (viz. Tabulka 1).
K zékladnim narokiim na nosi¢ patiilo, aby neobsahoval nadmérné mnozstvi analyzovaného
prvku (Zn) a také jinych interferujicich prvka a zaroven aby uchyceni vzorku bylo dostate¢né

pevné.

Tabulka 1 - Volba vhodného nosi¢e vzorku

Lepici pasky Vyrobce
Hlinikova paska Blue Dolphin Tapes (XL TAPE
INTERNATIONAL)
Oboustranna kobercova paska Blue Dolphin Tapes (XL TAPE
INTERNATIONAL)
DUCT TAPE textilni paska Blue Dolphin Tapes (XL TAPE
INTERNATIONAL)
Maskovaci paska Scapa 9080s Blue Dolphin Tapes (XL TAPE
INTERNATIONAL)
Oboustranna lepici paska ULith — Némecko

Pfitomnost analytu a interferujicich prvkt v pasce byla zjiStovana s vyuzitim
prislusnych LIBS spekter. Na zéklad¢ diivéjSich zkuSenosti s analyzou podobného typu
materidlu byly zvoleny nésledujici podminky LIBS spektrometru: dvoupulzni reZim, pocet
analytickych bodi 1, pocet pulzii na jeden analyticky bod 2, $ifka vstupni Stérbiny
spektrometru 80 um, energie laserového pulzu 98,6 mJ a pramér vystupni §térbiny budiciho

paprsku 300 um.
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Pouzity LIBS spektrometr umoznuje snimani spekter v okné o Sifce 30 nm. Obsluzny
software spektrometru nabizi pro analyzu Zn ¢ary, jejichz souhrn je uveden v Tabulce 2.
Reseny analyticky tkol ptedpokladd stanoveni Zn na hrané detekéniho limitu metody,
proto byly testovany dva rozsahy vlnovych délek 315 — 345 nm a 192 — 222 nm,

které obsahovaly ¢ary s nejvétsi hodnotou relativni intenzity signalu.

Tabulka 2 - Analytické ¢ary Zn ze spektralni knihovny obsluzného programu LIBS spektrometru

VInova délka analytické lonizace Potencial Relativni
¢ary Zn [nm] [eV] intenzita [1.5™]
202,6 2 6,1 200
206,2 2 6 500
213,9 1 58 800
250,2 2 0 1000
255,8 2 10,9 1000
328,2 1 7,8 500
330,3 1 7,8 800
334,5 1 7,8 800
468 1 6,7 300
472,2 1 6,7 400
481,1 1 6,7 400
636,2 1 7,7 100
202,5 2 0 500

43



2.6 Priprava tkanovych vzorki pro optimalizaci LIBS

2.6.1 Expozice roupic v roztoku Zn**

Pro ptipravu tkanovych vzorkl se vzristajici koncentraci Zn ve vhodném rozsahu byl
nejprve testovan postup expozice roupic Zn, ktery byl odvozen od testu akutni toxicity
na roupicich Enchytraeus crypticus ve vodnim prostiedi. Nejprve bylo pfipraveno fedici
médium (rekonstituovana voda) ze Ctyt zasobnich roztoka (chlorid vépenaty dihydrat, siran
hofe¢naty heptahydrat, hydrogenuhli¢itan sodny a chlorid draselny). Bylo zméfeno pH
rekonstitované vody (6,5 + 0,5). Rekonstituovana voda byla aecrovana pies noc pii laboratorni
teploté 23 az 25 °C. Takto pfipravena rekonstituovand voda byla nasledné pouzita k fedéni
zasobniho roztoku o koncentraci Zn 1 000 pg.ml™ ve 4% HNOs, &imz byla pfipravena fada
zivnych roztokd o koncentraci Zn 600, 750, 850, 900, 925 a 950 ],Lg.l'l. Do kédinek s zivnymi
roztoky (a rekonstituovanou vodou bez piidavku Zn) bylo umisténo vzdy 20 dospé€lych roupic
s viditelnym opaskem a s vajicky (Obrazek 8).

Koncentrace Zn v naexponovanych roupicich byla ovéfena pomoci techniky ICP OES.
Po ukonfeni expozice byly roupice vlozeny do destilované vody a nasledné pieneseny
na filtracni papir. Poté bylo dvacet roupic zvazeno a vloZzeno do plastovych mikrozkumavek.
K roupicim byl pfidan 1 ml 25 % hydroxidu tetramethylamonného. Mikrozkumavky byly
vloZeny na 15 min do ultrazvukové 14zn¢ a nasledné byly uchovany pfi teploté 5 °C. Rozklad
roupic trval 24 hod, poté byly mikrozkumavky doplnény 9 ml ultracisté vody

a v takto ziskaném roztoku byla pomoci ICP OES stanovena koncentrace Zn.

Obrazek 8 - Dvacet dospélych roupic Enchytraeus crypticus v kadince s zivnym roztokem
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2.6.2 Obohacovani tkanovych vzorki roupic Zn

Expozice roupic Zn postupem popsanym v Kapitole 2.6.1 poskytovala vzorky s nizkym
koncentratnim rozpétim analytu, které by nebylo mozné pouzit ke kalibraci LIBS
spektrometru. Proto byl nasledné testovan i postup obohacovani tkanovych vzorkt roztokem
ZnCly. V Petriho misce byly rozplaveny roupice, které byly nabrany $téteCkem ze zasobni
kultury. Roupice byly zvaZeny a poté byly umistény do plastové mikrozkumavky. Ke sto
zivym roupicim (cca 60 mg) bylo pfidano 100 pl zasobniho roztoku ZnCl; rozpusténého
v destilované vodé. Koncentrace Zn v roztoku ZnCl, a teoretickd koncentrace Zn v takto
obohacenych tkanovych vzorcich jsou shrnuty v Tabulce 3. Pii vypoCtu teoretické
koncentrace Zn v obohacenych tkanovych vzorcich byl bran vuvahu obsah Zn
V neexponovanych roupicich, ktery byl zméfen pomoci ICP OES postupem popsanym

v kapitole 2.6.1. Koncentrace Zn v neexponovanych roupicich byla 178,3 mg.kg™.

Tabulka 3 - Koncentra¢ni fada obohacenych vzorki roupic pro optimalizaci podminek LIBS analyzy

Koncentrace Znv | Hmotnost 100 roupic | Koncentrace Zn v roupicich
roztoku ZnCl, [mg] [mg.kg™]
[mg.I™]

- 58,9 178,3
13,6 50,1 236,8
26,2 50,8 258,3
52,3 50,2 3135
78,5 54,3 337,9
104,6 52,6 398,2
130,8 51,3 459,8

2.6.3 Priprava tkanovych vzorki roupic k analyze

Po wukonceni 72 hodinové expozice byly naexponované roupice oplachnuty
Vv destilované vod¢ a nésledn¢ suSeny na vzduchu nalepené na oboustranné lepici pasce
s nizkym obsahem zinku. Takto pfipraveny vzorek je znazornén na Obrazku 9. Je z n¢ho
ziejmé, ze vzorky vykazovaly nizkou miru homogenity, tvofily se vrstvy a shluky

jednotlivych roupic.
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Obrazek 9 - Tkanovy vzorek 20 roupic po ususeni

Pro zlepSeni analytickych vlastnosti vzorku byly roupice hned po vyndani na lepici
pasku zafixovany lakem na vlasy (Balea Trend it Up), jak lze vidét na Obrazku 10. Byla

vytvofena jednolita vrstva roupic a bylo dosazeno vhodné prostorové homogenity.

Obrazek 10 - Tkanovy vzorek 20 roupic po usuieni a naneseni laku

Vlastnosti vzorkl pfipravenych dvéma vyse uvedenymi postupy byly oveéfeny pomoci
LIBS. Ktomu byl vyuzit tkdnovy vzorek roupic o hmotnosti 50,1 mg o koncentraci Zn
236,8 mg.kg™, ktery byl analyzovan za nasledujicich podminek: pocet analytickych bodi
1, pocet pulzi na jeden analyticky bod 2, dvoupulzni rezim, Sitka vstupni Stérbiny
spektrometru 80 um, energie laserového pulzu 98,6 mJ a primér vystupni Sté€rbiny budiciho
paprsku 300 pm. Vzorek roupic byl nejprve analyzovan bez zafixovani a nésledné
po zaschnuti laku. Tento vzorek byl proméfen 3 krat. Byly porovnavany intenzity
analytickych ¢ar Zn v ziskanych spektrech. Hodnocena byla také hodnota RSD (relativni
smérodatnd odchylka) vypoctend z primérnych intenzit analytickych ¢ar Zn s vInovymi
délkami 202,6 nm, 206,2 nm, 213,9 nm a hodnota odstupu signdlu od Sumu SBR.

Optimalizace podminek LIBS spektrometru byla provadéna s vyuzitim tkanovych
vzorku, které byly piipraveny ze 100 roupic obohacenych 100 ul roztoku ZnCl,. Takovy

vzorek je znazornén na Obrazku 11.
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Obrazek 11 - Tkatovy vzorek 100 roupic na oboustranné lepici pasce ptipraveny k optimalizaci podminek
LIBS analyzy

2.7 Optimalizace podminek LIBS analyzy

Pro optimalizaci parametrii LIBS spektrometru byly pouzity vzorky roupic ptipravené
podle postupu, Ktery je popsan v kapitole 2.6.2 a 2.6.3. Na LIBS spektrometru byly fixné
nastaveny hodnoty parametrd, které nebylo zejména kvili fyzikdlnim vlastnostem
analyzovanych vzorkili, mozné ménit v §ir§im rozsahu hodnot. Slo o nésledujici parametry:
doba zpozdéni mezi pulzy v piipadé¢ dvoupulzniho rezimu 7 ps, pocet analytickych bodu 1,
pocet impulzl na jeden analyticky bod 2 a sitka vstupni $térbiny spektrometru 80 um. Dalsi
parametry byly optimalizovany. Primér vystupni §térbiny budiciho paprsku byl postupné
nastavovan na 153, 200, 250, 300 az 400 um. Pro kaZdou zvolenou hodnotu priméru vystupni
Stérbiny budiciho paprsku byla energie pulzu postupné ménéna v rozsahu 85,7 — 111,4 mJ.
k zazehu plazmatu. Horni hranice byla zvolena tak, aby pii ni jesté nedochazelo k zahlceni
detektoru a pozorovatelnému samozvratu analytickych car.

Byla proméfena sada 7 tkanovych vzorku roupic (Tabulka 3) za zvolenych
analytickych podminek a nasledné byly sestrojeny kiivky popisujici zavislosti koncentrace -
intenzita analytické ¢ary (tzv. c-1 kiivky). Byl posuzovan vliv dané sady podminek na velikost

smérnice sestrojené c-1 kiivky a na dalsi statistické parametry (R?).
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2.8 Priprava kalibraé¢nich standardi

Kalibra¢ni standardy roupic byly pfipraveny podle postupu, ktery je popsan v kapitole
2.6.2. Pomoci metody ICP OES byl zméfen obsah Zn V neexponovanych roupicich
pro nasledny vypocet teoretické koncentrace Zn v obohacenych tkanovych standardech.
Koncentrace Zn v neexponovanych roupicich byla 88 mg.kg'l. Koncentrace Zn v roztoku
ZnCl, a teoreticka koncentrace Zn v obohacenych tkanovych standardech jsou shrnuty

v Tabulce 4. Takto pfipravené standardy lze vidét na Obrazku 12.

Tabulka 4 - Koncentra¢ni fada tkatiovych standardd roupic pro kalibraci LIBS spektrometru

Koncentrace Zn v roztoku | Hmotnost 100 roupic Koncentrace Zn
ZnCl, [mg.I"] [mg] v roupicich [mg.kg™]

- 56,3 88

13,6 52,8 119,7

26,2 54,9 138

52,3 50,3 150,6

78,5 51,9 196,3

104,6 51,7 298,3

130,8 58,3 309,4

Obrazek 12 - Kalibra¢ni tkafiové standardy na oboustranné lepici pasce
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2.9 Kalibrace LIBS spektrometru

Pro kalibraci LIBS spektrometru byly pouzity tkanové standardy roupic piipravené
podle postupu popsaného Vv kapitole 2.8, které byly zméfeny za optimalnich podminek, jejichz
vybér je popsan v kapitole 2.7. K vyhodnoceni spekter byla vybrana analyticka ¢ara Zn
o vlnové délce 202,6 nm. Pro konstrukci kalibracni kiivky byl kazdy standard proméien
pétkrat. Kalibra¢ni zavislosti byly zkonstruovany tak, Zze na osu x byly vyneseny koncentrace
zinku v piislusném standardu roupic [mg.kg™ ] a na osu y odpovidajici intenzity signalu
vybrané analytické cary s vinovou délkou 202,6 nm [v a.u. — counts, arbitrary units].
K prolozeni ziskanych dat byl vyuzit linearni kalibra¢ni model, jehoz parametry byly ziskany
metodou nejmensich ¢tvercil.

Limita detekce byla vypocitana podle vztahu LOD = 3o/s, kde o je smérodatna

VN

a s je smérnice kalibra¢ni kiivky.

2.10 ED XRF metoda pro analyzu Zn ve tkanovych vzorcich

Kromé& metody LIBS byla pro analyzu Zn ve tkanovych vzorcich navrzena metodika
zalozena na vyuziti energiove disperzni rentgenfluorescenéni spektrometrie (ED XRF). Stejné
kalibra¢ni standardy, které byly pouzity pro kalibraci LIBS byly také vyuzity k vytvofeni
kalibra¢ni kiivky pro ED XRF. Analytické podminky byly zvoleny s vyuzitim
autooptimalizaniho procesu integrovaného v obsluzném programu spektrometru. Proud
na rentgence byl nastaven na 35 pA a napéti na 10 kV. Doba integrace signalu byla 60 s.

Spektra byla snimana v oblasti vinovych délek 4 az 36 keV.
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2.11 Analyza realnych vzorku roupic z toxikologického experimentu

Po dokonceni kalibrace spektrometru byly analyzovany roupice, které byly exponovany
v zivnych roztocich o koncentraci Zn 0, 500, 600, 750, 850 aZ 950 ug.1™. Ptiprava tkafovych
vzorkti roupic je popsana v kapitole 2.6.1. Po ukonceni 72 hodinové expozice byly
naexponované roupice oplachnuty v destilované vod¢, vlozeny do mikrozkumavky
a poté k nim bylo ptidano 50 pl 25 % hydroxidu tetramethylamonného (TMAH). Jednotlivé
mikrozkumavky byly vloZeny do ultrazvukové lazn€ na 15 min a nasledné byly roztoky
roupic ptreneseny na oboustrannou lepici pasku, zafixovany lakem na vlasy a suSeny
na vzduchu.

Nasledné byla provedena ED XRF a LIBS analyza za optimalnich podminek, jejichz
vybér je popsan V kapitole 2.7 a 2.10 s vyuzitim realnych tkanovych vzorkd, které byly
ptipraveny ze 100 naexponovanych roupic. Takové vzorky jsou znazornény na Obrazku 13.
Pro vypocet koncentrace Zn v tkanovych vzorcich byla vyuzita metoda kalibra¢ni ptfimky.
Koncentrace Zn v naexponovanych roupicich byla také zmétena pomoci techniky ICP OES.
Namétené hodnoty pomoci ED XRF a LIBS byly porovnany se ziskanymi koncentracemi Zn
technikou ICP OES.

Obrazek 13 - Tkatové vzorky 100 roupic na oboustranné lepici pasce piipravené k ED XRF a LIBS analyze
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Volba vhodného nosic¢e vzorku a vybér analytické ¢ary Zn

V kapitole 2.5 je popsana volba vhodného nosic¢e pro upevnéni roupic. Pomoci LIBS
spektrometru bylo prométeno pét typl lepicich pasek. Méfeni bylo provadéno ve dvou
spektralnich oknech: 315 — 345 nm a 192 — 222 nm. V oblasti 315 — 345 nm byly detekovany
intenzivni Cary titanu interferujici s ¢arami Zn uvedenymi ve spektralni knihovné pro tuto
oblast. Titan pochazi patrné z barviva ¢i plniva lepidla lepici pasky (Obrazek 14). Spektra
jednotlivych pasek snimana v oblasti 192 — 222 nm jsou zndzornéna na Obrazku 15
a intenzity analytickych ¢ar Zn o vinovych délkach 202,6 nm, 206,2 nm a 213,9 nm odectené
z piislusnych spekter (primér ze tfi méfeni) jsou shrnuty na Obrazku 16. Z uvedenych
obrazkil je zifejmé, ze nejvyssi koncentrace Zn se nachéazela v hlinikové pésce, naproti tomu
nejnizsi intenzita analytickych Car Zn byla zjiSténa v maskovaci a oboustranné lepici pasce.
Maskovaci paska vSak neméla vhodné vlastnosti (pevnost) pro upevnéni vzorku.
Jako nejvhodnéjsi nosi¢ vzorku byla tedy zvolena oboustranna lepici paska s nizkym obsahem

Zn a vhodnymi mechanickymi vlastnostmi.
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% Ti 338,4 nm
g 20000 - Ti 324,2 nm
>
=

10000 - ‘ ‘ m w Utﬂ’w/

0 T T T T T T
314 319 324 329 334 339 344
vinova délka [nm]

Obrazek 14 - LIBS spektrum oboustranné lepici pasky s intenzivnimi ¢arami titanu v oblasti 315 az 345 nm
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Obrazek 15 - LIBS spektra jednotlivych lepicich pasek v oblasti 192 az 222 nm
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Obrazek 16 - Intenzity analytickych ¢ar Zn ve spektrech jednotlivych pasek v oblasti 192-222 nm
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Ovéteni vhodnosti vybéru pasky bylo provedeno i nasnimdnim LIBS spektra
po uchyceni tkafiového vzorku o hmotnosti 51,3 mg a koncentraci Zn 459,8 mg.kg™.
Spektrum zndzornéné na Obrazku 17 bylo ziskdno za nésledujicich experimentalnich
podminek — DP rezim, pramér vystupni Stérbiny budiciho paprsku 300 um, Sifka vstupni
Stérbiny 80 pum, energie laserového pulzu 98,6 mJ, pocet pulzli na jeden analyticky bod 2
a pocet analytickych bodu 1. Z Obrazku 17 je ziejmé, ze se ve sledované oblasti nachazeji tii
dostate¢n¢ intenzivni analytické ¢ary Zn s vinovymi délkami 202,6 nm, 206,2 nm a 213,9 nm,
které nejsou ruseny zadnou z Car piipadnych interferujicich prvkia. Tyto ¢ary byly dale

testovany pro pouziti v ramci vyvoje metodiky pro stanoveni Zn v tkaniovych vzorcich roupic.
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Obrazek 17 - LIBS spektrum charakterizujici jednotlivé analytické ¢ary Zn
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3.2 Priprava tkanovych vzorki pro optimalizaci LIBS

3.2.1 Expozice roupic v roztoku Zn?*

V Tabulce 5 jsou uvedeny koncentrace Zn ve tkanovych vzorcich roupic ptipravenych
postupem popsanym v kapitole 2.6.1 zmétené pomoci ICP OES. Z uvedenych dat je ziejmé,
ze rozsah koncentraci neni dostatecny pro pfipravu kalibra¢nich standardi. Kalibrace ptistroje
Vv takto uzkém rozsahu by pfi typicky horsi reprodukovatelnosti LIBS analyzy nebyla mozna.
Rozsifit rozsah koncentraci Zn ve tkanovych vzorcich cestou zvySeni koncentrace Zn
Vv expozi¢nich  roztocich rovnéz nebylo mozné, nebot roupice pii vysSich
nez pouzitych koncentracich vykazovaly 100 % mortalitu. Uhynulé roupice se v zivném
médiu okamzité rozpadaji, neni mozné s nimi manipulovat a tudiz z nich ani neni mozné

ptipravit vzorek pro LIBS analyzu.

Tabulka 5 - Koncentrace Zn ve tkaiovych vzorcich roupic po jejich expozici v Zn obohaceném Zivném médiu

zméfena pomoci ICP OES

Koncentrace Zn v expozi¢nim Hmotnost Koncentrace Zn Vv roupicich
médiu tkanového vzorku [mg.kg™]
[ngt?] (20 jedincit) [mg]
0 12,4 45,8
600 12,4 84
750 12,4 74,3
850 12,7 68,7
900 12,9 96,4
925 11,6 83,8
950 11,1 76,8

3.2.2 Priprava tkanovych vzorki k analyze

Na Obrazku 18 jsou znazornéna LIBS spektra tkanového vzorku roupic 0 hmotnosti
50,1 mg a o koncentraci Zn 236,8 mg.kg” zm&fena po naneseni vzorku na lepici pasku
a jeho ususeni (bez laku) a po naneseni laku na povrch vzorku (s lakem). Jak je zfejmé z dat
uvedenych v Tabulce 6, hodnoty intenzit analytickych ¢ar ani hodnoty RSD
se diky nalakovani vzorku nijak vyrazné neméni. Pokryti vzorku lakem vsak v pfipadé vSech

analytickych c¢ar vedlo k mirnému zvySeni odstupu signidlu od Sumu (vy$si SBR).
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Vzhledem ktomu, ze jednim z kritickych parametri navrhované metody je hodnota
detek¢niho limitu, byla i tato mald zména SBR povazovana za zadouci a lakovani vzorku bylo

dale pouzivano jako soucast ptipravy tkanovych vzorkt k analyze.
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Obrazek 18 - Srovnani ziskanych spekter pro vzorek o koncentraci Zn 236,8 mg.kg™ pied a po fixaci lakem

Tabulka 6 - Hodnoty pramérnych intenzit, RSD a SBR pro vzorek o koncentraci 236,8 mg.kg™ pred a po fixaci

lakem
Uprava vzorku | VInova délka Intenzita RSD SBR
[nm] [1.sY] [%0]

bez laku 202,6 8884 23,5 3,4
s lakem 8204 27,9 3,5
bez laku 206,2 6556 24,7 3,2
s lakem 8225 22,7 3,8
bez laku 213,9 3106 25,6 1,9
s lakem 3605 27,6 2,4
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3.3 Optimalizace podminek LIBS analyzy

Postup optimalizace podminek LIBS spektrometru je popsan v kapitole 2.7. Pramér
vystupni §térbiny budiciho paprsku byl postupné nastavovan na 153, 200, 250, 300 az 400
um. Pro kazdou zvolenou hodnotu priiméru vystupni $térbiny budiciho paprsku byla energie
pulzu postupné ménéna v rozsahu 85,7 — 111,4 mJ. V Tabulce 7 jsou shrnuty rovnice c-I
kiivek a koeficienty determinace R? vypoctené pro kazdou z kombinaci podminek méfeni.
Intenzity analytickych Car Zn pouzité pii konstrukei c-I kiivek jsou vzdy primérnou hodnotou
ze tii opakovanych meéfeni daného vzorku. Zdat shrnutych v Tabulce 7 je ziejmé,
ze pro kazdou kombinaci analytickych podminek jsou hodnoty koeficientii determinace
ptislusnych c-I kiivek podobné pro vSechny tfi testované analytické ¢ary Zn. Smérnice c-I
kiivek a tedy i citlivost metody je konzistentné nejvyssi pro analytickou ¢aru s vinovou
délkou 202,6 nm. Na Obrazku 19 je zndzornéna zavislost koeficientu determinace c-I kiivek
na hodnoté intenzity zafivého toku (fluence). Z dan¢ho grafu je ziejmé, ze nejlepSiho
proloZeni c-I kiivek bylo dosazeno pii hodnotach fluence na hranicich testovaného rozsahu —
tedy pfi maximalni (534 J .cm'z) a minimalni (78,5 J .cm'z) hodnot¢ tohoto parametru.
Testovany rozsah nelze roz$ifit ani k vyS$im ani k niz§im hodnotam. ZvySeni rozsahu
K vy$§im hodnotam neni mozné kvuli maximalnimu vykonu pouzitého laseru, mensi hodnoty
fluence by vyzadovaly zvySeni priméru analytického bodu nad hranici, ktera
by jiz neumoznovala dostateny pocet opakovani piti méfeni daného vzorku. Na Obrazku 20
jsou znazornény c-1 kiivky pro obé hrani¢ni hodnoty fluence. Kfivka pro minimalni hodnotu

fluence ma nizs$i hodnotu smérnice a zavislost intenzity na koncentraci neni ve spodni Casti

v

-----

zvolena sada parametri popsand c-I kfivkou s maximalni hodnotou fluence. Prislusné

ptistrojové parametry jsou shrnuty v Tabulce 8.
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Tabulka 7 - Rovnice c-I kfivek pro riizné kombinace piistrojovych parametrl

85,7 mJ 90 mJ 94,3 mJ
Cara | Rovnice regrese | R* | Rovnice regrese | R? Rovnice R?
Zn [%0] [%0] regrese [%0]
[nm]
202,6 - Y=1810°X~ | 96,3
153 2,3.10*
206,2 - Y=1210°X- [ 935
[um] 1’4.104
213,9 - Y =69,3X ~ 99,9
8,6.10°
Fluence [J.cm?] - 534
98,6 mJ 102,9 mJ 107,1 mJ
Cara | Rovnice regrese | R* | Rovnice regrese | R? Rovnice R?
Zn [96] [%6] regrese [96]
[nm]
202,6 | Y =210°X - 63 | Y=2,6.10°X — 67,1 -
1,8.10° 3,7.10*
200 206,2 | Y =1210°X - 41,4 | Y=17.10°X-2.10" | 60,6 -
[um] 6,9.10°
213,9 | Y=65X-4,210° [ 56,9 | Y=89X-9.10° 77 -
Fluence [J.cm?] 314 328 -
202,6 | Y=1810°X - 82,5 | Y=3110°X - 69,5 -
250 2,2.10* 4,3.10°
[wm] 2062 | Y = 12.10°X - 77.2 | Y=2110%X - 65.8 ;
1,2.10° 2,6.10*
2139 | Y=63X-6,6.10° | 79 |Y=110°X-1,210"]622 -
Fluence [J.cm™] 201 210 -
202,6 | y=18.10°X - 86 | Y=1,810°X— 73,6 | Y=2.10°X - 78,4
300 3,3.10* 2,5.10* 3,1.10*
(m] 206,2 | y=1,2.10°X - 86,7 | Y=13.10°X - 62,9 | Y=1410°X- | 68,8
H 2,1.10" 1,6.10" 2.10°
213,9 | y=58X-9,7.10° [912|Y=68X-8,7.10° 70,1 YZS‘EX_ 80,7
1,3.10
Fluence [J.cm™] 140 146 152
202,6 | Y=79X-16.10" [ 91,7 | Y=93X-1,5.10" 74,7 | Y=1810°X- | 90,3
400 3,8.10*
(um] 206,2 | Y =52X - 1.10° 91,6 | Y=61X-9,2.10° 61,1 | Y=52X-8.10° | 931
2139 | Y=31X-57.10° [ 921 | Y=29X-38.10° 53 | Y= 33;x — 87,8
4,8.10
Fluence [J.cm™] 78,5 81,9 85,2
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Obrazek 19 - Zavislost fluence - koeficient determinace R pro c-I kiivky ziskané s vyuzitim analytické Gary
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Obrazek 20 - c-I kiivky pii intenzité analytické ary Zn o vlnové délce 202,6 nm
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Tabulka 8 - Optimalni parametry LIBS spektrometru nasledné vyuzité pro kalibraci piistroje

Parametry Rezim Energie | Primér vstupni §térbiny | Sitka vstupni | Podet
spektrometru | pulzu [mJ] | budiciho paprsku [um] | $térbiny [um] | impulzt
Podminky | dvoupulzni 94,3 153 80 2

3.4 Kalibrace LIBS spektrometru

Postup kalibrace LIBS spektrometru je popsan v kapitole 2.9. Po zvoleni podminek

uvedenych v Tabulce 8 byla prométena kalibra¢ni fada standarda s rozsahem koncentraci Zn

uvedenych v Tabulce 4. Intenzity analytické ¢ary Zn pouzité pii konstrukci kalibra¢ni kiivky

jsou vzdy primérnou hodnotou z péti opakovanych méteni daného standardu. Na Obrazku 21

je znazornéna kalibraéni zavislost intenzity signalu analytické cary S vinovou délkou

202,6 nm na koncentraci Zn v kalibra¢nich tkanovych standardech roupic. Na Obrazku 21

jsou také uvedeny chybové useCky, znazornujici miru rozptylu méfeni vyjadienou

smérodatnou odchylkou.
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Obrazek 21 - Kalibraéni kiivka LIBS spektrometru sestrojend pro standardy roupic
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Z Obrazku 21 je zfejmé, Ze uprava standardi podle postupu 2.8 vedla k horsi
reprodukovatelnosti a tedy k vy$$im hodnotdm RSD. Z diivodu lepsi homogenizace standardt
bylo k ptipravenym roupicim pfidano 50 pl 25 % TMAMH. Jednotlivé mikrozkumavky byly
poté vlozeny do ultrazvukové vany po dobu 15 min. Nasledné byl roztok roupic prenesen
na oboustrannou lepici pasku a po ususeni byl zafixovan lakem. Koncentrace Zn v roztoku
ZnCl; a teoretické koncentrace Zn v obohacenych tkanovych vzorcich jsou shrnuty v Tabulce
9. Takto pfipravené standardy lze vidét na Obrazku 22. Také byl zméfen obsah Zn
V neexponovanych roupicich pomoci ICP OES postupem popsanym v kapitole 2.6.1.
Koncentrace Zn v neexponovanych roupicich byla 48,5 mg.kg™.

Z hodnot RSD uvedenych v Tabulce 10 je zfejmé, Ze navrhovana homogenizace nema
dostate¢ny vliv na zlepSeni reprodukovatelnosti metfeni. Ptiprava standardt s 25 % TMAH
vedla k niz§im hodnotam RSD pouze pfi nizSich koncentracich Zn v tkanovych standardech
roupic. Ziskané vysledky po proméfeni piipravenych typu kalibra¢nich standardd pomoci
LIBS techniky nebyly dostate¢né reprodukovatelné. Diivodem miize byt velmi malé mnozstvi
vzorku, které se pifenese do plazmatu, déile pak chovani oboustranné lepici pasky
pfi mozné interakci s laserem a pfedevS§im nedostatena homogenita vzorku.
Vliv na nedostatetnou reprodukovatelnost méfeni maji také krouzkovci Enchytraeus
crypticus, jak je zjednotlivych analyz zifejmé, obsah Zn v neobohacenych standardech
se vyrazné lisi. Domnivame se, Zze hlavnim duvodem je odlisné staii, velikost jednotlivych
roupic, dale vliv jejich stravy a také kvalita oplachnuti od agaru.

Na Obrazku 23 je znazornéna kalibra¢ni zavislost po piidani 25 % TMAH.
Z kalibra¢nich kiivek na Obrazka 21 a 23 je ziejmé, ze vySS$i citlivosti méfeni, z hlediska

hodnoty smérnice kiivky bylo u standardii pfipravenych bez 25 % TMAH.
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Tabulka 9 - Koncentra¢ni fada kalibra¢nich standardii s 25 % hydroxidem tetramethylamonnym

Koncentrace Zn v Hmotnost 100 | Koncentrace Zn v roupicich
roztoku ZnCl, roupic [mg] [mg.kg™]
[mg.I"]

- 61,7 48,5

13,6 64,2 67,8

25,8 58,3 95,7

51,7 64,2 1271

103,4 58,6 2274

129,2 58,3 273

Obrazek 22 - Kalibra¢ni standardy tkafiovych vzork{ na oboustranné lepici pasce s 25 % hydroxidem

tetramethylamonnym
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Obrazek 23 - Kalibraéni kiivka LIBS spektrometru sestrojend pro standardy roupic po ptidani 25 % TMAH

Tabulka 10 - Hodnoty RSD ziskané po LIBS analyze

Koncentrace standardi RSD Koncentrace standardii RSD
bez 25% TMAH [mg.kg™] [%0] s 25% TMAH [mg.kg™] [%6]
88 20 48,5 32
119,7 37,8 67,8 8,9
138 53,3 95,7 11,4
150,6 30,5 1271 358
196,3 28,5 2274 31,7
298,3 23,1 273 42,5
309,4 21,7
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3.5 ED XRF metoda pro analyzu Zn ve tkanovych vzorcich

Pro kalibraci ED XRF spektrometru byla pouzita ta sama sada standardu, ktera byla

predtim pouzita pro kalibraci LIBS spektrometru. Koncentrace Zn v jednotlivych standardech

jsou uvedeny v Tabulce 4 a 9. Intenzity analytické ¢ary Zn pouzité pii konstrukci kalibra¢nich

kiivek jsou vzdy pramérnou hodnotou z péti opakovanych méfeni kazdého standardu.

Na Obrazku 24 a 25 Ize vidét ziskané kalibra¢ni kiivky bez ptidavku a nasledné s ptidavkem
25 % TMAMH. V Tabulce 11 jsou uvedeny hodnoty RSD vypocitané po XRF analyze.

Z Tabulky 11 je patrné, ze hodnoty RSD XRF metody jsou niz$i nez hodnoty ziskané

po LIBS analyze. Vysledky ziskané prométfenim kalibracnich standardi pomoci ED XRF

byly dostate¢né reprodukovatelné.
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Obrazek 24 - Kalibra¢ni kiivka ED XRF ziskana s vyuzitim standardd roupic bez TMAH
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Obrazek 25 - Kalibraéni kiivka ED XRF ziskand po proméfeni kalibra¢nich standardd s TMAH
Tabulka 11 - Hodnoty RSD ziskané pii ED XRF analyze
Koncentrace standardi RSD Koncentrace standardi RSD
bez 25% TMAH [mg.kg™] [%6] s 25% TMAH [mg.kg™] [%6]
88 4 48,5 2,8
119,7 8,5 67,8 6
138 3,7 95,7 1,9
150,6 7,1 127,1 6,6
196,3 1,2 2274 12
298,3 11,4 273 3,5
309,4 1,3
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V Tabulce 12 je souhrn parametri regrese kalibra¢nich zavislosti pro LIBS a ED XRF.
Dale jsou v tabulce uvedeny vypocitané limity detekce (LOD) pro jednotlivé kalibracni
zavislosti. Vypo&tena hodnota LOD pro LIBS analyzu byla bez TMAH 0,3 mg.kg™ Zn a
nasledn¢ po ptidani 25 % TMAH 0,2 mg.kg'l Zn. Ziskané¢ hodnoty LOD jsou nizké
a pfi naSem méteni odpovidaji spiSe intenzité pozadi. Vypoctena hodnota LOD pro ED XRF
byla bez TMAH 16,3 mg.kg" Zn a nésledné po piidani 25 % TMAH 10,1 mg.kg™ Zn.
Z praktického hlediska nema kvantitativni analyza Zn v koncentracich pod 10,1 mg.kg'1
u takového typu tkanového vzorku zadny vyznam. Z hlediska metrologickych parametru je
navrzena ED XRF technika pouzitelnd pro vyhodnoceni ekotoxikologickych experimentl
na Enchytraeus crypticus.

Postup ptipravy kalibra¢nich standardi s piidavkem 25 % TMAH byl vyhodnocen
jako vhodnéjsi pro praktické pouziti. Z jednotlivych kalibracnich zavislosti je ziejmé,
e Vv ptipad® TMAH dochézi k naristu hodnoty vysledného R? a naopak k poklesu hodnoty
RSD u standardi s niz8i koncentraci analytu. Vzhledem k tomu, ze jednim z kritickych
parametri navrhované metody je dostate¢nd reprodukovatelnost, byla i tato mald zména

povazovana za zadouci.

Tabulka 12 - Souhrn parametrti regrese kalibra¢nich zavislosti pro LIBS a ED XRF

Metoda Standardy Rovnice regrese R’ LOD
[%6] [mg.kg™]
LIBS bez TMAH Y =86,776X - 5498,2 98 0,2
s TMAH Y =44,929X - 1891,3 99,3 0,3
ED XRF bez TMAH Y =0,4709X - 16,238 98,5 16,3
s TMAH Y =0,4181X - 2,2182 99,7 10,1
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3.6 Analyza realnych vzorki roupic z toxikologického experimentu

Pro ovéteni funk¢nosti navrhované metody bylo analyzovano Sest smésnych tkanovych
vzorku roupic (100 kust na jeden vzorek) ziskanych kultivaci organismi v roztocich o rizné
koncentraci Zn. Postup piipravy a analyzy realnych tkanovych vzorkl je popsan v kapitole
2.11. Intenzity analytické Cary Zn pouzité pro ziskani koncentrace jsou vzdy primeérnou
hodnotou z Sesti opakovanych méteni daného vzorku pomoci ED XRF a LIBS. V Tabulce 13
jsou uvedeny hodnoty RSD vypocitané pro data ziskana pomoci ED XRF a LIBS. Z Tabulky
13 je ziejmé, ze vysledky ziskané prométenim tkanovych vzorki pomoci ED XRF a LIBS
byly dostate¢né reprodukovatelné. V Tabulce 14 jsou uvedeny ziskané koncentrace Zn
v tkanovych vzorcich po ED XRF a LIBS analyze. Hodnoty navratnosti od 99,6 do 104,5 %
v Tabulce 14 potvrzuji dobrou shodu mezi obéma metodami. Pouze vzorky z expozi¢niho
média s koncentraci Zn 850 a 950 pg.1™ vykazuji hor$i hodnoty (92,5 a 90,2 %) vyt&Znosti

metody. Divodem muze byt nedostate¢na homogenita téchto vzorku.

Tabulka 13 - Hodnoty RSD ziskané pii ED XRF a LIBS analyze

Koncentrace Zn v expozi¢nim médiu [pg.1"] | RSD XRF [%] RSD LIBS [%]
0 12,3 7
500 6,2 12,3
600 22,5 26,3
750 3,3 23,2
850 91 15,8
950 2,1 8

Tabulka 14 - Vysledky LIBS a ED XRF analyzy tkafiovych vzork roupic

Koncentrace Zn Hmotnost Koncentrace Zn v roupicich Recovery
V expozi¢nim médiu | (100 jedinci) [mg.kg™] (LIBS/ED XRF)

[ng1™] [mg] ED XRF LIBS [%]

0 52 58 59,9 103,3

500 41,6 72,9 76,2 104,5

600 62,9 80,7 80,4 99,6

750 65,6 71,4 74,4 104,2

850 50,6 89,5 82,8 92,5

950 69,8 78,8 71,1 90,2
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Pomoci ICP OES nebylo mozné analyzovat stejnou sadu vzorkli jako pomoci LIBS
a ED XRF. Pro srovnani byla tedy kultivaci v roztocich o stejnych koncentracich
jako v pfedchozim experimentu pfipravena nova skupina roupic. V Tabulce 15 jsou uvedeny
koncentrace Zn zméfené v téchto vzorcich pomoci ICP OES. Na Obrazku 26 jsou
porovnavany jednotlivé vysledky ziskané pomoci ED XRF, LIBS a ICP OES. Z Obrazku 26
je zfejmé, ze koncentrace Zn v neexponovanych roupicich a u vzorka z expozi¢niho média
s koncentraci Zn 850 a 950 ug.l'l ziskana pomoci ED XRF a LIBS byla v dobré shodé
s koncentraci ziskanou metodou ICP OES. Ostatni koncentrace Zn ziskané technikou LIBS
a ED XRF se pomérné lisily od vysledkit metody ICP OES. Domnivame se, Ze hlavnim
divodem pozorovaného rozdilu je, ze opakovana expozice jednotlivych roupic v kultivac¢nich
médiich nevedla ke stejné koncentraci Zn v jejich tkanich. Vysledky tedy spiSe odrazi rozdily

Vv biologické dostupnosti Zn, neZzli v rozdilech metrologickych vlastnosti jednotlivych metod.

Tabulka 15 - Koncentrace Zn v redlnych tkafiovych vzorcich roupic po jejich expozici v Zn

obohaceném zivném médiu zmétené pomoci ICP OES

Koncentrace Zn v expozi¢nim Hmotnost tkanového Koncentrace Zn
médiu [pg.1™] vzorku (100 jedinci) [mg] | V roupicich [mg.kg'l]

0 46,3 56,9
500 45,3 50,5
600 67,6 64,8
750 65,9 50,6
850 48 81,5
950 57,1 75,5

100 - m|CP-OES m®mLIBS =ED XRF

¢ [mg.kg!]

0 500 600 750 850 950
vzorky v expozi¢nim médiu ¢ [pg.1?]

Obrazek 26 - Porovnavani jednotlivych vysledki ziskanych pomoci ED XRF, LIBS a ICP OES
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4 ZAVER

Byla vypracovéna literarni reSerSe podévajici informace o kvantitativnim stanoveni
toxickych prvkll zejména zinku (Zn) ve vzorcich rostlinnych, zivociSnych tkani a geld.
V préaci jsou popsany metody piipravy vzorku pfed analyzou a néslednd analyza pomoci
techniky LIBS. ReserSe obsahuje také poznatky z jednotlivych studii o limitech detekce
a parametrech reprodukovatelnosti méteni.

Predmétem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo navrzeni metody pro analyzu
zinku ve tkanovych vzorcich krouzkovce Enchytraeus crypticus, ktery je vyuzivan
jako biologicky model pii testech ekotoxicity plidnich kontaminantli. Analyza byla provedena

pomoci techniky LIBS.

V ptipad¢ analyzy tkanovych vzorka bylo tfeba nalézt nosic, na némz by takovy vzorek
mohl byt funkéné a bezpecné vklddan do pfiistroje. Pro uchyceni vzorku byla vybrana
oboustrannd lepici paska s nizkym obsahem zinku. Také byly zvoleny nejintenzivnéjsi
analytické ¢ary Zn Vv ziskaném spektru s vinovymi délkami 202,6 nm, 206,2 nm a 213,9 nm.

Piiprava tkanovych vzorka pro optimalizaci podminek LIBS analyzy byla zvolena
nasledovné. Tkanové vzorky roupic byly obohacovany roztokem ZnCl,. V Petriho misce byly
rozplaveny roupice, které byly nabrany stéteCkem ze zésobni kultury. Roupice byly zvaZeny
a poté byly umistény do plastové mikrozkumavky. Ke sto zivym roupicim (cca 60 mg) bylo
ptidano 100 pl zasobniho roztoku ZnCl, rozpusténého v destilované vodé¢. Nasledné byly
vzorky ususeny na vzduchu nalepené na oboustranné lepici pasce a zafixovany lakem.

Optimalizace podminek LIBS analyzy byla provedena na zaklad¢ statistickych
parametr regrese c-I kiivek meéfenych za riznych experimentalnich podminek.
Jako nejvhodnéjsi byla vybrdna analytickd ¢ara zinku o vlnové délce 202,6 nm. Na LIBS
spektrometru byly fixn€ nastaveny hodnoty parametr nasledovné: doba zpozdéni mezi pulzy
Vv piipad¢ dvoupulzniho rezimu 7 ps, pocet analytickych bodl 1, pocet impulzii na jeden
analyticky bod 2 a S§itka vstupni Stérbiny spektrometru 80 pm. Byly zvoleny nejlepsi
optimalni podminky pfi analyze Zn nasledovné: energie pulzu 94,6 mJ a primér vystupni
Stérbiny budiciho paprsku 153 um. Za téchto podminek byla provedena nasledné kalibrace.

Byla pfipravena tada kalibracnich standardd jednotlivych koncentraci Zn stejnym
postupem, jako u tkanovych vzorki pro optimalizaci podminek. Po proméfeni fady
kalibra¢nich standardd byl piipraven jiny typ kalibra¢nich standardd s 50 pl 25 % hydroxidu
tetramethylamonného (TMAMH), z dtvodu lepsi homogenizace a tedy reprodukovatelnosti

meéfeni. Jednotlivé mikrozkumavky s obohacenymi roupicemi byly vlozeny do ultrazvukové
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vany po dobu 15 min. Nasledné€ byl roztok roupic pfenesen na oboustrannou lepici pasku
a po ususeni byl zafixovan lakem. Takto ptipravené kalibracni standardy byly analyzovany
LIBS spektrometrem. Z naméfenych dat byly sestrojeny kalibra¢ni zavislosti intenzity signalu
na koncentraci Zn v roupicich.

V pribéhu kalibrace LIBS spektrometru byla zjisténa nizka reprodukovatelnost méteni.
Divodem miize byt velmi malé mnozstvi vzorku, které se prenese do plazmatu,
dale pak chovani oboustranné lepici pasky pii mozné interakci s laserem a piedevSim
nedostatecna homogenita vzorku. Vliv na nedostate¢nou reprodukovatelnost méieni maji také
krouzkovci Enchytraeus crypticus, protoze obsah Zn v neobohacenych standardech
se vyrazné lisil. Domnivame se, Zze hlavnim divodem je odlisné stafi jednotlivych roupic,
dale vliv jejich stravy a také kvalita oplachnuti tkaniovych vzorki od agaru.

Jednotlivé kalibrani standardy na oboustranné lepici pasce byly také vyuzity
pro sestaveni kalibra¢ni zavislosti pro ED XRF techniku. Optimalni podminky pii ED XRF
analyze Zn byly zvoleny nasledovné: proud na rentgence 35 pA a napéti na 10 kV. Doba
integrace signalu byla 60 s. Spektra byla snimana v oblasti vinovych délek 4 aZz 36 keV.
Vysledky ziskané prométenim kalibrac¢nich standardit pomoci ED XRF byly dostate¢né
reprodukovatelné.

Byly vypocteny limity detekce podle vztahu LOD = 30/s, kde ¢ je smérodatna odchylka
naméfenych intenzit nejnizsiho kalibraéniho standardu za optimalnich podminek a s je
smérnice kalibra¢ni kiivky. Také bylo provedeno porovnani metrologickych parametrii
navrzenych LIBS a ED XRF metod. Vypoctena hodnota LOD pro ED XRF byla bez TMAH
16,3 mg.kg? Zn a nasledn& po piidani 25 % TMAH 10,1 mgkg™ Zn. Hodnota LOD
vypoétena pro LIBS byla bez TMAH 0,2 mg.kg™ a nasledns s 25 % TMAH 0,26 mg.kg™ Zn.
Ziskané hodnoty LOD po LIBS analyze byly nizké a odpovidaji spiSe intenzité pozadi.
Z praktického hlediska nema kvantitativni analyza Zn v koncentracich pod 10,1 mgkg™
u takového typu tkanového vzorku Zadny vyznam.

Postup pftipravy kalibracnich standardt s ptidavkem 25 % TMAH byl vyhodnocen
jako vhodné&jsi pro praktické pouziti, protoze jednim z kritickych parametri navrhované
metody je dostatecna reprodukovatelnost, kterd se po ptidavku v nizsich koncentracich Zn

zlepsila.
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Realné tkanové vzorky byly ptipraveny podle postupu, ktery byl odvozen od testu
akutni toxicity na roupicich Enchytraeus crypticus ve vodnim prostiedi. Roupice byly
exponovany v zivnych roztocich o koncentraci Zn 0, 500, 600, 750, 850 a 950 ug.l’l.
Po ukonceni 72 hodinové expozice byly naexponované roupice oplachnuty v destilované
vod¢, vlozeny do mikrozkumavky a poté k nim bylo pfiddno 50 ul 25 % hydroxidu
tetramethylamonného. Jednotlivé mikrozkumavky byly vlozeny do ultrazvukové 1azné na 15
min a nasledné byly roztoky roupic pieneseny na oboustrannou lepici pasku, zafixovany
lakem na vlasy a suSeny na vzduchu. Pouzitim navrzené metody byly zméfeny koncentrace
Zn v tkanovych vzorcich krouzkovcu Enchytraeus crypticus pomoci ED XRF a LIBS
analyzy. Vysledky ziskané proméienim tkanovych vzorkti pomoci ED XRF a LIBS byly
dostatecné reprodukovatelné. Hodnoty névratnosti 99,6 az 104,5 % potvrzuji dobrou shodu
mezi obéma metodami.

Na zavér byly porovnavany jednotlivé koncentrace Zn ziskané pomoci ED XRF, LIBS
a ICP OES. Pomoci ICP OES nebylo mozné analyzovat stejnou sadu tkanovych vzorki
jako pomoci LIBS a ED XRF. Pro srovnadni byla tedy kultivaci v roztocich o stejnych
koncentracich jako v pfedchozim experimentu pfipravena nova skupina roupic. Ne&které
koncentrace Zn ziskané technikou LIBS a ED XRF se pomérné lisily od vysledkt metody ICP
OES. Na zjisténé koncentrace Zn mize mit vliv nedostatecnd homogenita vzorku pii jejich
ptipravé k LIBS a ED XRF analyze. Domnivame se, Ze hlavnim divodem pozorovaného
rozdilu je, Ze opakovani expozice jednotlivych roupic v kultivaénich médiich nevedla
ke stejné koncentraci Zn v jejich tkanich. Vysledky tedy spiSe odrazi rozdily v biologické
dostupnosti Zn, nezli v rozdilech metrologickych vlastnosti jednotlivych metod.

Z hlediska metrologickych parametrt je navrzena LIBS a ED XRF technika pouzitelna
pro vyhodnoceni ekotoxikologickych experimentii na Enchytraeus crypticus. Pro zlepSeni

reprodukovatelnosti méteni, je tfeba zvazit i jiny postup piipravy tkanovych vzorka.
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