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Abstrakt

Tato prace se zabyva moznosti vyuziti spektrometrie laserem buzeného plazmatu
LIBS a emisni spektrometrie S indukéné vazanym plazmatem ICP OES Kk prvkové
analyze proteinovych vldken. Zaméfuje se na stanoveni pifitomnosti uhliku a zinku
Vv ¢ernych a bilych krali¢ich chlupech. Teoreticka Cast se vénuje skladbé kralic¢ich chlupt
a spektralni prvkové analyze zaméifené na LIBS a ICP OES. Experimentalni cast
se vénuje piipraveé vzorki bilych a ¢ernych kralicich chlupt, jejich prvkové analyze

metodou LIBS a naslednému srovnani vysledki ziskanych metodou ICP OES.

Kli¢ova slova

Spektrometrie laserem buzeného plazmatu (LIBS), emisni spektrometrie S indukéné
vazanym plazmatem (ICP OES), krali¢i srst, zinek

Abstract

This work deals the posibility of using laser induced breakdown spectroscopy LIBS and
inductively coupled plasma optical emission spectrometry ICP OES for elemental
analysis of protein fibers. It focuses on the determination of the presence of carbon
and zinc in black and white rabbit hairs. The theoretical part of this work deals with the
composition of rabbit hair and spectral-elemet analysis focuset on LIBS and ICP OES.
The experimental part is devoted to the preparation of samples of white and black rabbit
hair, their elemental analysis by LIBS method and subsequent comparison of the results
obtained by ICP OES method.

Keywords
Laser inducted breakdownspecroskopy (LIBS), inductively coupled plasma emission

optical spektrometry (ICP OES), rabbit hair, zinc
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Plankova konstanta
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UvVoD

Ve snaze zkratit ¢as potfebny k prvkové analyze a maximaln€ snizit pozadavky
na piipravu vzorki byla vyvinuta metoda spektrometrie laserem indukovaného
mikroplazmatu (LIBS). Tato metoda umoziuje ur¢ovani chemického prvkového slozeni
kova, slitin, sklenénych, keramickych, plastickych, praskovych, kombinovanych
a kompozitnich materiali, mineralll a ostatnich latek a materiali. Kromé slozeni se da
vyuzit i k méteni koncentrace zjisténych prvku. Velkou vyhodou této metody je navic
fakt, ze nevyzaduje velké mnozstvi materidlu k analyze jako tifeba klasicka
»zkumavkova metoda®. Mnozstvi materidlu, které je laserem paleno, je minimalni
a plocha dopadu laserového paprsku je od 0,2 mm do 1,2 mm.

Cilem této diplomové prace je zjistit, zda se metoda LIBS da vyuzit i k prvkové
analyze proteinovych vlaken, tj. vldken zivoc¢isného ptivodu, popt. jestli se rizné barvy
chlupt 1i8i 1 svym prvkovym slozenim. Tyto vldkna jsou specificka tim, ze kromé
zakladniho bilkovinného charakteru obsahuji i pfirodni pigmenty a stopova mnozstvi
nejrizngjSich prvkl. Tyto prvky mohou do jisté miry vypovidat i o zdravotnim stavu
zvitete, napf. zda trpélo nedostatkem urcitych mineralt v potravé apod.

Zvitetem, jehoz chlupy jsem k analyze zvolil, byl kralik domaci. Chlupy kralika
patii se svymi tepelnymi vlastnostmi k nejlepSim na svété. Informaci o slozeni krali¢ich
chlupt neni moc a nejsou tak diikladné prozkoumana jako napt. ov¢i vina.

Jako srovnavaci metoda ke spektrometrii laserem buzeného plazmatu byla
pouzita metoda emisni spektrometrie S indukéné vazanym plazmatem (ICP OES). Tato
metoda patii do skupiny atomové emisni spektrometrie a umoziuje analyzovat latky
kapalné
I plynné. Pouziva se nejen ke stanoveni vyznamnych, ale také stopovych mnozstvi
jednotlivych prvku. Pomoci této metody jsme schopni stanovit témét vSechny prvky
periodické tabulky. Nevyhodou této metody v porovnéani s metodou LIBS (u pevnych

latek) je velka spotieba vzorku k analyze, ktery se musi nejprve pievést do roztoku.



1 Kiralici chlup

1.1 Klasifikace keratinovych chlupi

Vlakno z krali¢i srsti je ¢asto nazyvano chlupem, nékde téZ vlasem. Radi se do
skupiny pfirodnich zivocisnych vlaken (tab. 1). Pivodné se ocekavalo, ze vzhledem
k vybornym vlastnostem a relativné nizké cen€, bude krali¢i chlup vyuzivan jako
Castecna nahrada kaSmiru. Tato moznost ale byla vyloucena, jelikoz morfologicka
struktura, zejména tvar, Cetnost Supinek a podil diené, na niz zdvisi mechanické
a zpracovatelské vlastnosti krali¢iho chlupu je rozdilna od ostatnich zvifecich chlupi.
[23, 24]

Vlastnosti krali¢i srsti se ¢asto odvozuji od viny, kterda ma podobny zaklad. Oba

chlupy obsahuji keratin a maji podobnou strukturu. [24]

Tabulka 1 rozdéleni zivocisnych viaken [24]

Pfirodni zivoéisna vlakna

keratinova Fibroinova
Ov¢éi vlna Srsti zvirat Hedvabi
Kasmir
Mohér
Merinova Kozi chlupy
‘ Pravé
Nizinna Velbloudi srst
_ ) Plané (tussah)
Anglicka Srsti lam (alpaka,
_ Pavouci
ktiZzenecka vikuiia, guanako,
lama krotk4)

Kralic¢i srst
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1.2 Morfologie srsti

Vldkno vyrtsta z vlasového vacku, ktery se nachdzi v kiizi. Vlas je neustéle
zésobovan z tukovych zladz. Kofen vlasu obsahuje i1 tzv. papily, do nichz vedou cévy
a nervy (obr. 1). Tento kofen ptechazi v kréek a dal uz vy€niva na povrch kuze.

Na povrchu méni svou strukturu a rohovati na keratin. [13, 14,17, 24]

A S — kortex (kira)

— medula (dfen)

viasova kutikula

r— viasovy stvol

[’ 2 : vnitfni pouzdro kofene

vnéjsi pouzdro kofene

'/ - ——— bazalni membrana
' vilasovy folikul

vlasova papila
pigmentoveé bunky

matrix
trichocity
cévy

Obr. 1 ndkres korene viasu [25]

Vlasy se skladd z mrtvych bunck, které se neméni vzhledu, jakmile jsou
vytaZeny z kiize. To znamena, Ze vlasy si udrzi svou strukturu a vzhled, i kdyZ oddélen

od zvitat srst.

1.2.1 SloZeni keratinového vlakna (chlupu)

Keratinové vladkno je tvofeno tfemi hlavnimi castmi: kutikulou (pokozkou),
kortexem (kurou) a medulou (dfeni), (obr. 2). Kutikula je tvofena zplos$ténymi,
prekryvajicimi se Supinkami, jejichz volné okraje smétuji ke Spicce vlasu. Kofeny
Supinek v téle vlasu jsou k povrchu vlasu naklonény pod riznymi thly. Tento povrch
je charakteristicky pouze pro keratinova vldkna. Kortex je obalen kutikularnimi
bunikami, které mohou byt uzce nebo volnéji propojeny. Fyzikalni a chemické vlastnosti
krali¢ich vlasi jsou dany pfedevSim kortexem. Medula je tvofena keratinem
se vzduchem uvnitf uvolnénych bunék (obr. 3). Bunky meduly jsou nejslabsi ¢asti

krali¢iho chlupu, coz ma za nasledek sniZeni pevnosti, pruznosti a barvitelnosti. [13, 24]
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pigment

Obr. 2 schematicky ndkres prirezu vlasu [24] Obr. 3 prurez vlasu krdlika

e Kutikula (pokozka)

Kutikula je prthledna vrchni vrstva, tvofend Supinkami a zahrnujici epikulu,
exokutikulu a edokutikulu. Tloustka kutikuly je 0,3-0,4 um a tvofi pfiblizné¢ 10%
vlakna. [13, 14]

Supinky jsou na povrchu kréali¢iho vlasu uspoiadany do pismene V, ¢imz brani
priniku cizich latek do nitra vlasu. Struktura Supinek se méni s primérem vlakna.
U kotene vlasu je tedy struktura jind neZ na Spicce vlasu, jelikoz vldkno se smérem
ke Spicce zuzuje. U malych priméri vlasu je thel Supinek ve vertikdlnim sméru maly.

S rostoucim primérem vlasu vzrasta i uhel Supinek (obr. 4). [13, 24]

4

SEM MAG: 1.50 ko DET: BE Detector bbbt it i 1l
HY: 30.0 kY DATE: 09/05/02 20 pm Vega ®Tescan
TU Liberec

Obr. 4 povrchova struktura viasu kralika

Kutikula, pfestoze nepfispiva  k pevnosti  vlaken, je zodpovédna

za charakteristické vlastnosti srsti a ma vliv na plsténi, které je zplisobené vzajemnym
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ttenim vldken. Vzhled a vzijemné zauzleni kréli¢ich vlast je dano hustotou a thlem
sklonu Supinek. ZvySenou plstivost vykazuji Spicky vldken, nebot’ maji Casto vlivem
okolnim podminek naruSenou strukturu Supin. [13,24]

Mezi pokozkou a kiirou je membrana, kterou tvoii charakteristické bunky a jeji
tloustka je cca 0,3 pm.
e Kortex (kiira)

Sklada se z vietenovitych kortikalnich bunék spojenych tmelem - matrixem
a tvofi az 90% obsahu kreatinovych vlaken. M4 zésadni vliv na mechanické vlastnosti
jako je pevnost, taznost nebo pruznost a obsahuje barevné pigmenty, které davaji
chlupu barvu. [13, 24]

Bilateralni struktura, typickd pro vinény vlas, u kralictho vlasu neexistuje.
V ultrastruktuie kraliciho vlasu existuje dal$i vicetroviiova struktura, jejiz velikost
je stejna jako u vinénych vlaken. Kortex se predevsim sklada z kortikalnich ,,cortical®
bunék, nez z ,,vice-Cortical“ bun€k. Kortikalni buiky jsou mnohem rozdilngjsi nez
,vice-cortical“ a hustota vlasu je v oblasti kortikalnich bunék mnohem vétsi. Proto
je krystalickd oblast v kortikalnich buinikach vétsi, prostor mezi bunikami mensi
a hustota je vétsi. Tyto vlastnosti vedou k tomu, ze kortikdlni bunky jsou silngjsi
s mens$i schopnosti pfijimat vlhkost a lepsi stabilitou vzhledem k okolnimu prostredi
nez ,,vice-cortical® bunky. [13, 24]

e Medula (dien)

Medula tvoti vnitini ¢ast chlupu a vyskytuje se pirevazné u vldken, které maji
prumér vétsi jak 10 pm. U jemnégjSich vlaken vétSinou zcela chybi. Krali¢i vldkna,
podsady 1 pesiky obsahuji dien, v niz se vyskytuji vzduchové komory, které jsou
oddéleny pfepazkami. Ostatni chlupy maji vzduchovou komoru zpravidla jednu a to
bud’ souvislou, nebo pteruSovanou oznaCovanou jako dieniovy kanalek. Dienovy
kanalek byva zpravidla uprostfed a mtize vyplnovat az 90% plochy prifezu vlakna.

VétSina krélicich vlast je tvofena medulou. Vyjimku tvoifi pouze velmi jemna
vlakna. Pocet vrstev meduly (vzduchovych komor) se méni s primérem vlakna.
Dokonce v jednom vlakné se pocet vzduchovych komor méni od kofene ke Spicce
vlakna. Pokud ma vldkno mezi 10 pm a 20 pum, vétSinou existuje pouze jedna
vzduchova komora. Dvé az tfi vzduchové komory existuji u vlaken s primérem 20 pm
— 30 um a vlakna s priméry vétsimi nez 50 um obsahuji 4 a vice vzduchovych komor

(obr. 5 a6). [13,24]

13



)

) d

SE DET: BE Detector

HY: 200 kv DATE: 01/03/13 100 um Vega ©Tescan
YAC: Hivac Device: TS5130 TU Liberec

Obr. 5 prurez pesikovych chlupi krdlika

L e
EHT = 240kV Signal A = SE2 Date :8 Jan 2013
7 WD = 92mm Mag= 1.00KX © Vladimir Kovacic

Obr. 6 prirez strednimi c¢astmi podsadovych a krycich chlupu krdlika

1.2.2 Pigmenty
Jak je vyse uvedeno, pigmenty jsou obsazeny v kortexu. NejCastéji se vyskytuji
tii typy pigmenti. Maji obvykle tvar malych zrni¢ek a piechazeji z Malpighinovy

vrstvy pokozky do vlasovych cibulek, odkud se dostavaji do syntetizovanych

vvvvvv
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je eumelanin nebo-li tyrosinovy melanin.
a je syntetizovan fadou oxidacnich procest z tyrosinu. Zpusobuje piirozenou
pigmentaci u ¢erné, hnédé i svétle zbarvené srsti. Pheomelanin je druhym nejcastéji
vyskytujicim se pigmentem a jeho barva je zlutd. Tietim dulezitym pigmentem
je trichosiderin, ktery se vyskytuje v rezavé zbarvené srsti a ma cervenou barvu.

Vsechny tfi pigmenty jsou tvrdé, maji vysokou mérnou hmotnost a maji vysoky index

lomu. [1, 13, 21]

1.2.3 Typy vlaken

Profily chlupa (obr. 7) a jejich zastoupeni zavisi na ptivodu, druhu zvifete a na

obdobi, ve kterém se zvife nachazi. VétSina zvifat miva tzv. ,letni” a ,,zimni* srst,

jez se lisi prave procentualnim zastoupenim jednotlivych chlupd. [14]

Profil chlupi kralika

Obr. 7 profily chlupu krdlika [24]
A - Rovny chlup se stitem regionu.

B - Chlup s plochym a rozsifen $titu

C - Vlnity podsadovy chlup

D - detailni zabér na sevfeni, coz je nepatrné zuzeni chlupu

e Pesikovy chlup

je nejdelsi, rovny, tvrdy chlup, ktery chrani pokozku pied okolnimi vlivy

a je v srsti zastoupen nejméne.

e Kiryci chlup

15
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je mekky, u kofene mirné€ zvinény, smérem ke Spicce rovny chlup. Ve srovnani
S podsadovym chlupem del$i a méné zastoupen (1:30 az 1:40).
e Podsadovy chlup

je kratky, jemny a zvinény. Plni funkci tepelné izola¢ni a zastoupeni

je nejéetnéjsi.

1.2.4  Pouziti krali¢iho chlupu
Pro textilni ucely se vyuziva krali¢i srsti z riiznych plemen kralika napt. kralika
angorského, belgického stiibrného, ceského a dalSich. [20]
Zvlastni oblibu maji chlupy angorského kralika. Jsou lehké, jemné, mékké
a maji velmi dobré tepelné vlastnosti, navic za nizkou cenu. Z tepelného hlediska
je mekka Angorska kralici srst 8 krat teplej$i nez kaSmir a je znama jako srst
s nejlepsimi tepelnymi vlastnostmi na svété. Cekalo se, Ze kasmir dokaze krali¢i chlup

nahradit, nicméné¢ tento pokus nebyl uspésny diky jeho morfologické struktute. [20, 23]
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2 Spektralni metody analyzy

2.1 Barevnost latek

Barevnost latek je duasledek sorpce a odrazu svétla. Je dana piitomnosti
chromofort. U anorganickych pigmentl jsou to ionty piechodnych kovi (Mn, Co, Ni,
Fe, Cu, Cr) a u organickych pigmentd konjugované systémy u kterych se pravidelné
sttidd jednoducha a dvojnd vazba. V obou pfipadech dochazi k pfenosu elektronii
sousednimi atomy a molekulami. Barevnost zvysuji auxochromy u anorganickych
pigmentl je to piitomnost siry, kysliku a u anorganickych barviv hlavné skupiny C=0,
—N=N-a-NH,. [10]

Optické metody analytické chemie vyuzivaji jevl, jez jsou pozorovatelné
pfi vzniku, nebo vzajemném pulsobeni elektromagnetického zafeni a analyzované

soustavy a ptimo souvisi s kvalitativnim, nebo kvantitativnim sloZzenim soustavy. [10]

2.2 Metody spektralni emisni analyzy

Ugelem emisni spektralni analyzy je stanoveni kvalitativniho a kvantitativniho
sloZzeni vzorku na zaklad¢ spektra emitované¢ho zafeni. Toto emitované spektrum je
tvofeno souborem frekvenci (vlnovych délek) zareni, které vzorek v konkrétnim zdroji
vysila. Kvalitativni slozeni je dano zastoupenim specifickych frekvenci a kvantitativni
slozeni je ur€eno pomérnou intenzitou téchto frekvenci. Za ucelem ziskani téchto udaju
se vyuziva zafizeni, které se sklada ze zdroje zafeni, spektralniho pfistroje na oddéleni
jednotlivych  frekvenci (vlnovych délek), soustavy Cocek, resp. zrcadel,
ktera zprostfedkovavaji vedeni zatfeni ze zdroje do spektralniho pfistroje a detektoru,
diky némuZz méfime tok zafeni pfipadajici na jednotlivé frekvence, poptf. pomocného

vyhodnocovaciho zafizeni. [11, 12]

2.2.1 Slozeni spektrofotometrického pristroje

e Zdroje zareni

V praxi se zpravidla setkavame se zafenim zdroji, jeZ neni ani ¢isté koherentni
ani nekoherentni a nejvyse se nékteré z téchto krajnich variant ptiblizuji.

Zdrojem koherentniho zéafeni zpravidla byva oscilacni obvod, kterému je plynule
dodavana energie a poskytuje neptetrzity sled elektromagnetického vinéni.

V piipadé nekoherentniho zafeni mtize byt zdrojem atom nebo molekula, kde

energie dovoleného kvantového piechodu se v korpuskuldrni piedstavé vyzati
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jako foton. Redlny zafi¢ se skladd z velkého mnozstvi atomarnich zatici, pticemz déje
téchto elementarnich zafi¢t spolu nijak nesouvisi a proto vyzafeni kvanta nemaji ani
fazi ani souhlasnou polarizaci.

Lasery, jako zdroje zafeni, se vyviji od roku 1960. V téchto zdrojich
je elektromagnetickym polem velké hustoty energie vynucena soucasna emise aktivnich
center (atomt, iontli, molekul) ulozenych v optickém rezonatoru. Lasery jakozto
optické kvantové generatory vysilaji svazek skoro paralelnich paprskii koherentniho
zateni bud’ kontinualné, nebo v kratkych pulsech. Zména doby trvani pulsu se oznacuje
jako fizeni rezimu laseru a zména vinové délky emitovaného zafeni jako ladéni laseru.
[11, 12]

e Zakladni optika

Zakladni optiku spektralniho pfistroje tvoii zafizeni, které slouzi predevsim
K rozptylu zativého toku a plni vlastni funkci pfistroje. Jednd se o rozkladné hranoly,
ohybové miiZky, interferometry, zeslabovaci zafizeni, filtry, Stérbiny, polarizacni
zafizeni, kyvety atd. Optické hranoly slouzi k rozdéleni polychromatického svazku
rovnobéznych paprskli na zakladé lomu (refrakce). Miizky plni stejnou funkci jako

hranoly na zdklad¢ ohybu (difrakce). [11, 12]

e Pomocna optika

Pomocna optika je tvofena soustavou cocek, clon, zrcadel, odraznych hranolt
apod. Vytvaii a vede pfistrojem svazek paprska tak, aby bylo maximalné vyuzito
zativého toku zdroje a aby byl v kritickych mistech piesné definovan. [11, 12]
e Detektory

Detektory slouZzi k indikaci zafeni a byvaji doplnény zesilovaci a pievodniky.
Zativy tok, coby vstupni signal, vstupuje do detekéniho obvodu detektorem, néasledné je
zesilen na energii, kterd je transformovatelnd do vystupniho signdlu. Hlavni
charakterizujici veli¢ina detektoru je fotometricka veli¢ina, ktera je detekovana napft.
jas, tok, expozice. Dilezita je citlivost detektoru, kterd charakterizuje vystupni signal,
jez odpovida jednotkovému vstupu. Dalsi dulezitou vlastnosti je odezva detektoru, ktera
vyjadiuje zavislost vystupniho signalu na vstupnim. Rozsah spektra, ve kterém déava
detektor prakticky vyznamnou odezvu, je nazyvan pracovnim rozsahem. Absolutni,
nebo taky prahova citlivost je dana minimalnim, prakticky vyhodnotitelnym vstupnim
signalem. N¢které detektory maji 1 ploSnou rozliSovaci schopnost. Jako detektory se pii

spektralni analyze mohou pouzit oci, fotonky, fotondsobiCe, fotoelektrické¢ clanky,
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odporové Clanky, termoelektrické ¢lanky, diodova pole, Geiger-Miillerovy trubice. [11,
12]
e Vyhodnocovaci zarizeni

Vyhodnocovani mize byt provadéno clovékem, napf. odecitdnim hodnot
vychyleni ru¢icky na stupnici detektoru, nebo v dneSni dob¢ nejcastéji zpracovanim
vystupniho elektrického signdlu pocitacem. Pocita¢ v zavislosti na tom jaky vyuziva
software, mize vypracovat nejriznéjsi grafy (spektra) a tabulky obsahujici informace

ziskané analyzou. [11, 12]

2.2.2 Charakter emisniho spektra

Oblast optickych atomovych spekter se nachazi v rozmezi od 3 do 1500 nm
elektromagnetického vInéni. Atomovéa optickd spektra lze pozorovat jednak jako
emisni, kdy atomy zatreni vysilaji, jednak jako absorpéni, kdy atomy zafeni naopak
zateni absorbuji. [11, 12]

Elektron volného atomu se muze nachdzet jen na uréitych energetickych
hladinach. K pfechodu na jinou energetickou hladinu elektronu pfijima,
nebo odevzdava energii odpovidajici rozdilu téchto hladin resp. energetického rozdilu
orbitalli. Energie elektronii je tak ,kvantovdna“. Nejmensi energetické kvantum
je rovno rozdilu dvou energeticky nejblizSich orbitali. Vrati-li se elektron z orbitalu
o energii En na orbital Em, vyzaii foton 0 energii E. Ten ma charakteristickou frekvenci
v (vlnovou délku A) [12]:

E=En-Em=hv=(hc)/A

V molekulach se vyskytuji rizné vazebné, protivazebné a nevazebné orbitaly,
molekula ma urcité hladiny rotacni a vibracni energie. Elektron jako soucast molekuly
ma tak nesrovnatelné vice moznosti elektronovych ptechodi. Volné elektrony tedy
mohou poskytovat spektra riznych vlnovych délek a intenzity odpovidajicich jejich
pfechodiim. Proto je emisni spektrum tvofeno obrovskym mnoZstvim blizko sebe
umisténych car, které splyvaji v pasy. Obsahuje-li spektrum zdanlivé spojity interval
vlnovych délek, které jsou vyzatrovany, jedna se o tzv. pasové spektrum. Emisni spektra
1ze délit nasledovné:

e Atomova neboli ¢arova spektra
Atomy, resp. ionty nachazejici se v plynném stavu, ve zdroji vysilaji zafeni

o omezeném poctu frekvenci, které Ize 1 pfistroji stiedni disperze rozlozit na Carova
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spektra, tj. na soubory monochromatickych obrazii vstupni S$térbiny spektralniho
pfistroje - spektralnich ¢ar. [11, 12]
e Molekulova neboli pasova spektra

Pfitomnost molekul nebo radikalli vzniklych tepelnou disociaci se projevi
pasovymi spektry téchto slozek. Pasova spektra jsou prezentovdna fadou velmi
blizkych, nebo nerozlisitelnych ¢ar. Jednotlivé ¢ary miizeme rozlisit jen spektrometrem
s velmi vysokou rozliSovaci schopnosti. Pasovych spekter se k analytickym ucelim
témer nepouziva. VEtSinou analyzu znesnadiiuji, jelikoz komplikuji spektra a proto se
je snazime spise potlacit. [11, 12]
e Kontinualni spektra

Kontinudlni spektra vyzaiuji pevné, kapalné i plynné substance. Vyzatovani je
rozdéleno nepfetrzit¢ na cely rozsah vinovych délek a toto rozdéleni zavisi na teploté.
Toto viceméné intenzivni spojité spektrum nazyvame pozadi, které limituje citlivost

jakychkoli metod spektralni analyzy. Pokud by cary ¢arového spektra mély mnohem

vwr
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2.3 Emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
ICP OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry)

Metoda ICP OES patii do skupiny atomové emisni spektrometrie, pii které se
vyuziva vysokofrekvencniho pole k udrzeni argonového plazmatu, které vzorku dodava
dostatecnou energii k excitaci atoml. Pomoci ICP OES je mozno analyzovat kapalné
a plynné latky. Ma-li latka pevné skupenstvi, je nutné jej nejprve do kapalného
skupenstvi pievést. Pouzivda se ke stanoveni stopovych i vyznamnych mnoZstvi
jednotlivych prvki. Citlivost metody se pohybuje fadové v jednotkach ppb az stovkach
ppm. Pomoci této metody jsme schopni stanovit témétf vSechny prvky periodické

tabulky. Vzorové schéma ptistroje pro ICP OSE je znazornéno na obrazku 8. [2, 3,5]

. Pfenosova opti.ka

Vysokofrekvenéni i ]

generétor

Spektrometr

AC/DC pie\'odnik,
mikroprocesor

Pocitaé J\L

Obr. 8 vzorové schéma pristroje pro ICP OES
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2.3.1 Princip ICP OES

Nejprve se roztok pievede do aerosolu. Nasledné je proudem argonu dopraven
do hotaku, kde je pomoci stfidavého vysokofrekvencniho magnetického pole udrzovano
argonové plazma. Toto plazma ma teplotu v rozmezi od 6000 do 10 000 K. Tato teplota
ma za duasledek zanik chemickych vazeb v molekulach vzorku a excitaci atomi
do vyssich energetickych hladin. Pfi ndvratu atomu do stabilniho energetického stavu
dochdzi k emisi zafeni o charakteristickych vlnovych délkach pro konkrétni atom

prvku. Toto zafeni je dano rozdilem energetickych hladin atomu. [2, 3, 5]

. he
d F=hr = Y

Kde AE je energeticky rozdil hladin elektronu v atomu, h je Planckova konstanta
(6.626 x 10" Js), v je frekvence svételného vinéni, ¢ je rychlost svétla ve vakuu a A
je vinova délka svétla. Emitované zareni je pomocnou optickou soustavou sméfovano
do zakladni optiky pfistroje. Zde dojde k rozptylu zafeni a vybéru sledované vilnové
délky zatfeni. Zareni o konkrétni vinové délce je pak sméfovano na detektor, ktery
zachyti a pfevede na digitalni informaci, kterou dale pocita¢ vyhodnoti a v zavislosti na

programovém vybaveni interpretuje uzivateli. [2, 3, 5]

2.3.2 Pristroj Optima 2100 DV

Tento pfistroj je ureny pro rychlé standardni i specidlni analyzy zaloZené
na metodé¢ ICP OES (optické emisni spektrometrii).

Pristroj soucasn¢ nataci optickym hranolem i miizkou a primérny cas
k nastaveni konkrétni vlnové délky je kratsi nez 2 sekundy. Dualni systém
monochromatoru, diky velice dobré svételné propustnosti, umoziiuje kvalitni rozdéleni
zafeni na vlnové délky bez ztraty kvality zafivého toku. Kromé toho je pro korekci
vlnové délky meétfeno referencni spektrum neonového zareni. K dispozici jsou dvé
Stérbiny pro vybér vinové délky, jez jsou optimalizovany pro pasma UV a VIS zéfeni,
které systém automaticky vybira. [15, 28]

Systém obsahuje kompletni dudlni optiku v rdmci pocitace a softwaru ovladani.
Kazda vinova délka miize byt pouzita v radidlni a axidlni ose nebo ve smiSeném rezimu
zobrazeni. Pocita¢ nataci zrcadla umisténd v optickém systému a umoznuje vybér
axialniho nebo radialniho zobrazeni (obr. 9) a nastaveni prohlizeni plazmy v obou
polohach. Cely spektrometr i jeho optika jsou plnény argonem nebo dusikem. Bé&Zny

provozni prutok plynu je 2 1/ min. Pro optimélni vykon je navySen na 4 1 / min pfi
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vinovych délkadch < 200 nm. Pohotovostni priitok je 1 1 / min. Spektrometr vyuziva
Littrowovu konfiguraci s Echellovou miizkou, ktera ma 79 vrypt / mm. Spektralni
rozsah od 160 do 900 nm s rozliSenim < 0,009 nm pii 200 nm. [15, 28]

Parabolicky

kolimator

Echellova mrizka

Prenosova optika

Horak
/ vnitiné reflexni
Radilni POhled Stiedni Stérbina | Vstupni Stérbina e braoly
{Misto vstupu referencniho-neonového paprsku)

Parabolickj-'

kolimator

Echellova m#izka

Prenosova optika i
|

Axialni pohled

Horak Hranol

vnitiné reflexni

{Toto zreadle poh:;‘:uje ven z dré.h:,- 3 s Vstupm’ §térbina
papesion pét axisinte: pableka) Stfedni Stérbina sténa hranolu
{Misto vstupu referencniho-neonoveého paprsku)

Obr. 9 schéma optické soustavy pristroje Optima 2100 DV [15]

Dynamické stabilizace vlnové délky - vlnova délka referencni ¢asti detektoru
sleduje celé vlnové spektrum neonu, které slouzi k aktivni napravé pozice vlnovych
délek (obr. 10). Vysledna piesnost vinové délky a reprodukovatelnost umoznuje ptimé
"na SpiCku" méfeni. Celkova stabilita je fizena na zakladé udaja teploty a tlaku cidel

v krytu optiky. [15]
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Obr. 10 schéma priichodu paprskii pristrojem Optima 2100 DV [15]

Piistroj vyuziva UV citlivy dualni CCD detektor (obr. 11), ktery je hermeticky

vvvvv

uzavien, naplnén suchym dusikem a chlazen integrovanym Pettierovym chladi¢em

Vv

pracovni rozsahy.

| | Registr referenéniho
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Obr. 11 schéma detektoru pristroje Optima 2100 DV [15]

Dvou prostorovy CCD detektor obsahuje pfiblizné 25 600 pixelt. Jeho plocha

je rozdélena do dvou ruzné velkych poli, které se pouzivaji pro oddélené referencni
a analytické meéfeni. Tyto cCasti sbiraji spektrum analytu a blizkého pozadi,
coz umoziluje soucasnou korekci pozadi, vétsi presnost a urychluji analyzu.

K analytickému meéteni dochazi ve vétsim spodnim poli. Zadni ¢ast plochy detektoru je
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ztenCena o par mikrometrli, aby byla maximalizovdna kvantova U¢innost bez pouziti
fluorescenéniho natéru v 240 nm oblasti. [15, 28]

Ptistroj Optima 2100 DV vyuziva dvou zakladnich typli konfiguraci. Jednd se
o radidlni a axialni konfiguraci. Axialni konfigurace umoznuje snizeni Sumu pozadi
a tim zvySeni detekéniho limitu pfistroje. Radialni konfigurace oproti tomu muze
radikaln¢ minimalizovat vlivy matrice. Simultanné Ize analyzovat az 60 raznych prvki

soucasn¢, bez snizeni detek¢nich limith a pfesnosti analyzy. [15, 28]
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2.4 Spektrometrie laserem indukovaného mikroplazmatu
LIBS (Laser Inducted Breakdown Spectrometry)

Metoda LIBS patii do skupiny atomové emisni spektrometrie, pii niz se vyuziva
emisniho zafeni mikroplazmatu vyvolaného laserovym zatfenim. Pomoci této metody
mohou byt analyzovany plyny, kapaliny i pevné latky. Metodou LIBS lze vyuzit pii
kvalitativni 1 kvantitativni analyze. Metoda LIBS vychazi z metod oznacovanych jako
LIPS (Laser Inducted Plasma Spektrometry), LAS (Laser Abalation Spektrometry),
¢i LSS (Laser Spark Spektrometry). [4, 6, 8]

2.4.1 Princip laseru

Laser je opticky zesilovaé, generujici elektromagnetické zafeni (svétlo) pomoci
procesu stimulované emise fotonl. Svétlo je z laseru vyzatovano ve formé Uzkého
svazku bud’ kontinualng, nebo v kratkych pulsech a na rozdil od svétla ptirozenych
zdroji je koherentni @ monochromatické. [18,19]

Laser je tvofen aktivnim prostfedim, rezonatorem a zdrojem energie (obr. 12).
Zdrojem energie je do aktivniho média dodavana energie. Tato energie vybudi
elektrony aktivniho prostfedi ze zdkladni energetické hladiny do vyS$i energetické
hladiny, dojde ktzv. excitaci. Timto je do vySSich energetickych stavi vybuzena
vétsina elektrond aktivniho prostfedi a vznikéd tzv. inverze populace. Pfi opétovném
pfestupu elektronu na niz8i energetickou hladinu dochézi k vyzafeni (emisi) kvanta
energie ve form¢ fotonu (kvanta elektromagnetického zateni). Tyto fotony nasledné
interaguji s dal§imi elektrony inverzni populace, ¢imz spoustéji tzv. stimulovanou emisi
fotond se stejnou frekvenci a fazi i u nich. Diky umisténi aktivni ¢asti laseru
do rezonatoru, tvotfeného napiiklad zrcadly, dochazi k odrazu paprsku fotonti a jeho
opétovnému prichodu prosttedim. To dale podporuje stimulovanou emisi, a tim
dochdzi k exponencidlnimu zesilovani toku fotonti. Vysledny svételny svazek pak

opousti rezonator priichodem skrze vystupni polopropustné zrcadlo. [18, 19]
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Obr. 12 schéma laseru [19]

Dulezité je, ze pii procesu stimulované emise ma dopadajici a emitovany foton
stejnou energii (frekvenci), stejny smér, polarizaci a fazi. Z tohoto plynou tii zakladni

vlastnosti laseru, které ho odlisuji od jinych zdroju zateni. [19]
Svazek laseru je:

¢ Kolimovany — nerozbiha se
e Monochromaticky — ,jednobarevny®, tzv. generovany fotony maji stejnou
frekvenci resp. vlnovou délku

¢ Koherentni — generované fotony jsou tzv. ve fazi jak ¢asové tak prostorové

2.4.2 Princip metody LIBS pevnych latek

Koherentni laserovy paprsek lze pomoci optické soustavy zaméfit na malou
plochu povrchu vzorku o priméru fadove jednotek az stovek um. Pti dostatecné energii
svételného toku dochazi k tzv. laserové ablaci, coz je soubor procest, které probihaji pti
interakci laserového paprsku se vzorkem. Ablace zahrnuje destruktivni d&je (napf.
erozi, explozi, sublimaci), vznik tlakové viny a mikroplazmatu o vysoké teploté
az 15000 K. Béhem kratkého ¢asového tseku mikroplazma expanduje nadzvukovou
rychlosti, ochlazuje se a vyzafi energii. Toto emisni zafeni atomi a iontd nese

informace o kvalitativnim i kvantitativnim slozeni vzorku. Mikroplazma vyzaiuje
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1 kontinudlni zafeni, avSak toto zafeni nevypovida nic o kvalitativnim ani kvantitativnim
slozeni. [4, 6, 9]

U kovi energii zlaseru absorbuji elektrony z vodivostniho pasu. Elektrony
zpusobuji stinéni iontd miiZky a zabranuji tak pfimé interakci ionti se zarenim.
Laserem indukovand excitace se dale S§ifi pomoci kolizi vybuzenych elektronti
s miizkou. [4, 6, 9]

V piipadé polovodi¢i a izolantl je excitace zpusobovana elektrony i ionty.
Vodivostni pas u izolant neni obsazeny vlibec a u polovodict je obsazen elektrony jen
casteCné. Absorpce zafeni tak vede prevazné k tvorbé paru elektron — dira. Pouze pii
vysokych hodnotach energii zativého toku Ize dosdhnout vyskytu vyznamného poctu
elektronil ve vodivostnim pasu a generovat volné elektrony. [4, 6, 9]

Procesy excitace a vznik mikroplazmatu se u fyzikalnich stavl a slozeni lisi
pocatkem. Miuze nastat d¢j zvany frakcionalizace pii némz je rozdilné slozeni
vypafovaného materidlu a vzorku. Tento d&j muze byt zplisoben riznymi vlivy.
Prevazné se vyskytuje pii termickém mechanismu. Potlacit jej je mozné vhodnym
vybérem vilnové délky, energii zafivého toku ¢i délkou pulzu. Nésledné procesy jsou
podobné. Ablatovana substance se formou volnych elektroni a vysoce ionizovanych
atomu §ifi nadzvukovou rychlosti a vytvafi se tlakova vina. Tento oblak stale absorbuje
energii dodavanou laserovym zafenim a vytvaii se mikroplazma. V okamziku, kdy
ustane dodéavka energie, mikroplazma v disledku kolizi s okolnimi ¢asticemi vzduchu
ztraci svou energii a dochéazi k rekombinaénimu procesu elektron-ion. Nastava zvySeni
hustoty neutralnich latek v post-plazmatickém oblaku a dochazi k tepelné
a koncentracni difuzi ¢astic s okolnim plynem tzv. vyhasinani mikroplazmatu. Tento
proces obvykle trvéa od stovek mikrosekund po milisekundy od vzniku mikroplazmatu.

Vysledek analyzy miize negativné ovlivnit vedle jiz zminéné frakcionalizace
1 stinéni mikroplazmatem. Pfi tomto dé&ji mikroplazma vznikla pfi interakci vzorku
s laserovym paprskem muze absorbovat laserové zateni, nebo jej odrazet. Ovlivnit se da

tento d¢j energii zafivého toku, délkou pulsu, nebo vinovou délkou laserového zateni.
[4, 6, 9]

e Kbyvalitativni a kvantitativni analyza
Kazdy prvek ma své charakteristické spektrum, ze kterého lze vycist o jakych
vlnovych délkach a energiich je zafeni pii analyze emitovano. Tyto spektra jsou

pro kazdy prvek natolik specifickd, Ze jsou pfirovnavany k otiskiim prstt. Tyto spektra
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jsou obsazena v knihovnach, které jsou pfi analyze spekter vzorku vyuzivany. Intenzita

specifickych spekter prvkii vypovida o kvantitativnim zastoupeni prvku ve vzorku.
[4, 9]

2.4.3  Pristroj LEA S500

Laserovy emisni spektrometr LEA  S500 vyuziva nanosekundového
dvoupulsniho (Nd:YAG) laseru, optického systému s velmi citlivym Sirokospektralnim
detektorem se simultannim zaznamem spekter. Rozsah destrukce materialu je u této
metody tak maly, Ze se oznaCuje jako minimaln¢ destruktivni, v nékteré literatuie

se dokonce metoda fadi mezi nedestruktivni. [6, 7]
Ptistroj LEA S500 je vyuzivan:

eKuréovani chemického prvkového slozeni kovl, slitin, sklenénych,
keramickych, plastickych, praskovych, kombinovanych a kompozitnich
material, minerald a ostatnich latek a materialda.

¢ K méteni koncentrace prvki a jejich sloucenin v analyzovaném vzorku

e K analyzovani specifickych ploch (bodl) vzorkd s pouzitim umistovaciho
a vizualiza¢niho zafizeni

eKe kvalitativnimu, semi-kvantitativnim a kvantitativnim analyzam prvkového
slozeni surovych materiald, slozek, prostredktl, necistot, vlozek ve vSech fazich
vyroby a také pro kontrolu koncovych vyrobkil ve stavebnictvi, cihelnéach,
povrchovych lomech, sklaren, rudném hornictvi, zpracovatelskych podnik,

hutnictvi a ostatnich podnikii, laboratofi a také ve vyzkumu.

Pristroj LEA S500 se sklada z nasledujicich zékladnich ¢asti: laseru, posuvné
platformy, optického systému, spektrometru a c¢asové synchronizovaného detektoru.
Vzorek je umistén uvniti ablaéni komory opatfené okénkem z tavené¢ho kiemene
a povrch vzorku je mozné sledovat pomoci CCD kamery (Obr. 13). [6, 7]

Mimo jiné se piistroj LEA 500 skladd dal$i servisni jednotek zajist'ujici
jednoduché a bezpecné méteni jako jsou systém vytvatfejici vakuum, ktery odjima
vzduch z ablaéni komory (prostoru), opticky systém a systém ktery zajistuje vizualizaci
povrchu, umistovaci systém, ktery zajist'uje umisténi vzorku do spravné polohy vuci

laseru. [6, 7]
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Obr. 13 schéma pristroje LEA S500 [16]

e Nanosekundovy Nd:YAG laser

Jedna se o pevnolatkovy dvou-pulzni Q-switched Nd:YAG laser pracujici na
zakladni frekvenci infradervené oblasti elektromagnetického spektra s vinovou délkou
1064 nm. [6, 7]

Tento typ laseru vyuziva aktivniho prostfedi krystalu ytrito-hlinitého granatu
dopovaného neodynem. Laser piisobi jako zdroj pulzniho zéfeni pisobiciho na povrch
analyzovaného materidlu. Specifickou vlastnosti tohoto laseru je schopnost pracovat
v dvou-pulznim rezimu. K buzeni tohoto laseru se pouziva pulzni xenonova vybojka.

Laser emituje dva pulsy s ¢asovym odstupem do 20 us, délkou pulzu 10 ns,
energii pulzu 80 - 150 mJ, plocha dopadu laserového paprsku 0,2 — 1,2 mm a hustotou
zativého vykonu 0,7 — 50 HW/cm2. [6, 7]

Pomoci dvou-pulzniho laseru se dosahuje zvyseni teploty plazmatu, prodlouzeni
Casu trvani plazmatu a v nékterych piipadech zvySeni ablatované hmoty. Timto
se docili ziskani co nejvétSich intenzit spektralnich Car pifi vytvofeni co nejmensiho
abla¢niho krateru.

e Spektrometr

Ptistroj LEA S500 vyuziva spektrometr (monochromator) typu Czerny Turner.
Tento spektrometr se vyuzivd ke shromazdovani -elektromagnetického zafeni
emitovan¢ho atomy plazmy a také k prostorové disperzi svétla na jeho

monochromatické slozky. Timto je mozné detekovat rozdéleni vinovych délek jejich
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intenzit (detekovat atomova emisni spektra). Konstrukéni parametry spektrometru
muzou byt stanoveny na zaklad¢ analyzovanych latek a materialii a identifikovanych
prvkl. Hlavnimi parametry spektrometru jsou vysledna spektra, rozliseni a vykonnost.

Linearni disperze je nejdiilezitéjsi informaci spektrometru vyuzivajiciho polarni
linearni detektor. Linearni disperze charakterizuje linearni rozestup (méfeno
v ohniskové roving pfistroje) mezi paprsky dvou blizkych vinovych délek — dI/d: —a je
vyjadiena v jednotkach mm/nm. Tuto jednotku je mozné jednoduse prevést na di/pixel,
coz vyjadiuje aktudlni hodnotu vykonu pfistroje vyuzivajiciho polovodicovym
(intenzifikovany) CCD detektor. [6, 7, 15]

Linearni disperze optické mfizky funkéné souvisi s hustotou drazek miizky
a také s ohniskovou vzdalenosti objektivu detekéniho systému. S rostoucim mnozstvim
drézek na milimetr a del$i ohniskovou vzdélenosti roste vypovédni hodnota vinovych
délek analyzovaného spektra. S rostouci hustotou drazek nicméné roste i linearni
disperze. Toto redukuje rozsah detekovatelnych vinovych délek a zuzuje spektralni
interval detekovaného spektra v daném momentu ve vztahu k dané celkové detekéni
plose pfistroje. [6, 7, 15]
e Detektor

Emise plazmy (okamzitd intenzita spektralnich ¢ar) neni konstantni v Case,
ale méni se znuly na maximum a poté padd znovu na nulu béhem doby existence
plazmy. V pocateéni a koneéné fazi zivota plazmy, intenzita spektralnich car
je srovnatelna s kontinuem produkovanym volnymi elektrony. Bylo by opodstatnéné
ocekavat Casovy rozklad 1us z detekéniho systému, aby se umoZnilo méfeni spektralni
intenzity v nejvhodnéj$i okamzik. Nicméné, muzeme jen tézko tézit z detekéniho
systému s takovym casovym rozliSenim, jehoZz cena je srovnatelnd s cenou celého
ptistroje LEA S500. Efekt kontinua muiZe byt v podstaté eliminovany pomoci
nekolikanasobného stanoveni. [6, 7, 15]

Charakter pulzu procesu ,,laser-plazma‘* zaru€uje nacasovani detektoru a laseru.
Po pfijeti signalu z laseru, detektor produkuje sekvenci synchronizovanych pulzi.
MozZnost synchronizace s pulzy laseru, dostate¢na citlivost a moZnost rychlého
zapnuti/vypnuti jsou dulezitymi pozadavky na detektor. Pfesné Casové nastaveni
,detekéniho okna* je velice dilezité a je predmétem optimalizace kazdé dané aplikace.
Cas zpozdéni je dulezité volit peclivé, protoze béhem pulzu laseru a kratce po ném
se emise mikroplazmatu vyznacuje vysokym spojitym pozadim, které je za

analytického hlediska nevyuzitelné. [6, 7, 15]
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Popis vlaken

Krali¢i chlupy byly odiezdvany z kozky kralika domaciho. Barva chlupt byla
¢erna a bila (obr 14 a 15). Pro metodu FTIR byly separovany z kozky pesikové, kryci
i podsadové, rozdéleny byly pouze na zaklad¢ barvy. Stejné déleni bylo i pro metodu
ICP-OES. Pro metodu LIBS byly separovany pesikové a kryci chlupy pro jejich

velikost a s tim spojenou piijatelnost tvorby vzorku. Podsadové chlupy jsou pfilis jemné

a zkroucené na to, aby se dal z nich vzorek pozadovaného usporadani pfipravit.

Obr. 14 ¢erny kralici chlup

Obr. 15 bily krdlici chlup



3.2 FTIR spektrometrie

Porovnani absorpce zafeni bilymi a cernymi krali¢imi chlupy je nezbytna
z davodu verifikace metody LIBS k analyze téchto vzorkd. Porovnava se absorpce
zateni 0 frekvenci shodné se zafenim emitovanym laserem. Snahou je vylouceni
rozdilné interakce vzorki se zafenim, které metoda LIBS vyuziva. K této zkousce byla
zvolena FTIR spektrometrie (Fourier-Transform Infrared — technika). Jedna
se o spektrometrii v blizké infracervené oblasti. Ke méfeni byla vyuzita ATR technika
(krystal Ge), ptistroj - Nicolet iZ10 s knihovnou spekter - HR Specta Polymers

a Plasticizers.
3.3 Prvkova analyza srovnavaci metodou ICP OES

3.3.1 Priprava vzorku

Zakladem ptipravy vzorku bylo rozpustit krali¢i chlupy, tak aby nebyl vysledek
ovlivnén mnozstvim, ¢i typem rozpoustédla.

Do 10ml odmémé banky byly vpraveny 2g vzorku a rozpustény v roztoku
s obsahem 35% aktivniho chloru a obsahujici 5% NaOH pfi teploté 20°C.

Vzorky pro analyzu byly tfi. Prvni vzorek obsahoval pouze rozpoustédlo tzv.
,blank*, druhy obsahoval ¢erné chlupy a tieti bilé chlupy.

Meéfteni bylo provedeno na pfistroji OPTIMA 2100DV.

3.4 Prvkova analyza metodou LIBS

e Piiprava vzorki lepenim chlupii na lepici pasku

Pro potteby analyzy po délce vlaken bylo nutné dosdhnout co nejdelSiho
pozadovaného zaplnéni vzorkd. Podafilo pfipravit vzorek poZadovanych vlastnosti
o pouzitelné maximalni délce maximalné 15mm.

Nejprve byly chlupy pokladany na lepici pasku pomoci pinzety, co nejblize
vedle sebe. Jak je patrno z obr. 16 tato metoda se ukazala jako nedostate¢na jelikoZ
se 1 pfi maximalni snaze nedafilo dosahnout dostate¢ného zaplnéni plochy vzorku. Jako
vyhovujici se ukazala metoda (obr. 17), pti které doslo nejprve uchyceni konce chlupu
na lepici pasku, a zbyly chlup se pomoci jehly piimackaval na piedchozi chlup,
po kterém sklouzl a uchytil se na pasku tésné¢ vedle ptedchoziho chlupu. Timto
postupem se dafilo lepit chlupy tésné€ vedle sebe po vétsiné délky chlupu vyjma zacatku

a konce. Vysledny vzorek je zobrazen na obr. 18.
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Obr. 18 vzorek cernych a bilych chlupii

V prvé tad¢€ byla provedena analyza vldken v rozsahu vinovych délek od 200 nm
po 800 nm. Z diivodu mozného ovlivnéni vysledkil lepici paskou, na které byly chlupy
nalepeny, byla provedena analyza i této pasky.

Béhem analyzy dochézi k caste¢né destrukci vzorku a je nutné si dat pozor
na orientaci vlaken tak, aby nedochazelo k destrukci v ose vlaken, jelikoz hrozi

uvolnéni preruseného vlakna, jak je patrno z obr. 19.
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Obr. 18 vzorek po analyze metodou LIBS s uvolnénym vidknem

I kdyz pfistroj LEA S500 poskytuje pohled na vzorek v pfistroji a umoZziuje
shlédnout proces vzniku plazmatu (paleni chlupu), obraz pohledu na vlakna nema
dostate¢nou vypovidaci hodnotu, aby mohla obsluha vzdy jednoznaéné fict, zda doslo

k ,,paleni chlupu, nebo podkladu coz je patrné z obr. 19 a 20.

Obr. 19 a 20 zobrazeni c¢erného chlupu (vievo) a bilého (vpravo) pristrojem LEA S500
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o Uprava méfici geometrie pro analyzu chlupi na kiZi

Vyse uvedené problémy s uspofadanim vzorku byly vyfeSeny pomoci upravy
meéfici geometrie znazornéné na obrazku 21 a vzorku samotného. Na otvor detektoru,
na ktery se vkladal vzorek, byl nejprve umistén tenky plisek s otvorem o priméru 2
mm (obr. 22) a piichycen oboustrannou lepici paskou. Tento plisek, byl v okruhu
otvoru zbrouSen z divodu minimalizace jeho vysky. Na tento pliSek se vkladal vzorek
ve form¢ vyfiznuté Casti klize, coz snizilo pracnost pfipravy vzorku na minimum.
U vybéru casti kize bylo tieba se vyvarovat nerovnym castem a povrchovym kazim.
Vzorek kuze s chlupy byl vy€esanim zbaven necistot a ihned pfipraven k analyze viz
obr. 23. Z diivodu zvyseni hustoty vyskytu chlupt v detekéni oblasti byl vzorek zatizen
dvéma zavazimi. Spodni zavazi o hmotnosti 149 g s primérem 40 mm a vrchnim
0 hmotnosti 162g a primé&ru 35 mm. Postup vkladani vzorku do detekéni ¢ast piistroje

je znadzornén na obrézcich 24 - 26.

Zavazi

Vzorek

@.

Misto vzniku plazmy /

Kovovy plisek
Emitované zafeni

Laserovy paprsek

Obr. 21 schéma upravy mérici geometrie pristroje LEA S500

Obr. 22 plisek pro upravu merici geometrie pristroje LEA S500

36



Obr. 24 detekcni otvor pristroje LEA S500 Obr. 25 umisténi clony z kovového
plisku do detekcniho prostoru

Obr. 26 umisténi vzorku v detekcni cdsti

pristroje po zméné geometrie méreni
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e Nastaveni pristroje LEA S500

Pro prvotni analyzu celého rozsahu spektra c¢ernych a bilych chlupti od 200 nm
do 800 nm bylo vybrano nastaveni, které se pouziva pii analyze vlast. Pro docileni
optimalniho méfeni zinku ve vzorku byly testovany rtizné hodnoty nastaveni piistroje.
Jako nejlepsi feSeni vySlo nastaveni, které se liSilo oproti pivodnimu v energii laseru,
kde byla hodnota zvysena z 20 na 27 J. Piehled nastavenych hodnot je znazornén

na obr. 30.

—Detector : —Spectrometer
Name Value MName Value
Scan array g Wavelength, nm 40
As active graph YES Slit width, mkm 25
Accumul. type Aver Turning slit 0
Accumul. count 10 Turn. slit mode Alto
Counter limit 1 Filter
Make blank flashes YES Use WL correction? YES
Blank flashes count 5 Auto WL correction YES
Backar. subtr. YES Telescope, mkm 250
Store series, mkm NO Light 255
Update view each scan? NO
~Vacuum ~Laser
MName Yalue Mame Value
Leak 00 Lamp energy, J 0
Auto Vacuum NO Q-3W1 delay, mks 140
Auto clean NO Q-3W2 delay, mks 147
Pump time, msec 3000 Single channel 2-impulse

Obr. 27 hodnoty nastaveni pristroje LEA S500
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4 VYSLEDY MERENI
4.1 FTIR spektrometrie

Vysledkem FTIR spektrometrie je nasledujici spektrum zobrazeno na obr.
28. Kde je vidét porovnani absorbance krali¢ich chlupii Cernych (tmavych) a svétlych,
které se v podstaté od sebe nelisi.

Rozdil v barvé zplsobuji latky, které jsou v chlupech pfitomny v tak malém
mnozstvi, ze je nelze pomoci FTIR spektrometrie detekovat, nebo to jsou latky,
které jsou v IR spektru neaktivni. Obé spektra chlupt odpovidaji stejné smési bilkovin

a proteinu.

2052 Kralik svétly
ouso Kralik tmavy
00485
0046+
0044
uqu—i

00384

003}
002}

0030
00284
002

< 0o
0020

0016
0014
00125
00104

0008
0006§

00024

Obr. 28 Absorpcni spektrum FTIR (cervend - bily chlup, modra - c¢erny chlup)
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4.2 Vysledné hodnoty analyzy metodou ICP OES

Tabulka 2 vysledky prvkové analyzy na pristroji Optima 2100DV

koncentrace kovl [mg/l] blank cerné bilé
Cd <0,005 <0,005 <0,005
Be <0,001 <0,001 <0,001
As <0,01 <0,01 <0,01
Ni <0,01 <0,01 <0,01
Zn 0,065 1,19 1,34
Pb <0,01 <0,01 <0,01
Fe 0,008 0,0054 0,0073
Sh <0,01 <0,01 <0,01
Mn 0,005 0,007 0,007
Co <0,01 <0,01 <0,01

Z vyslednych hodnot rozboru rozpoustédla tzv. ,,blanku, cernych a bilych
krali¢ich chlupti uvedenych v tab. 2 je ziejmé, Ze vzorky obsahovaly stopova mnozstvi
prvku Cd, Be, As, Ni, Sb a Co jejichZ mnoZstvi byly na hranici detekénich limitd
pfistroje. Nelze s jistotou tvrdit, zda se tyto prvky nachédzely pouze v rozpoustédle,
nebo i v krali¢ich chlupech.

U obsahu zZeleza je otazkou, jestli pokles hodnot u chlupti oproti ¢istému roztoku
je v toleranci odchylky méfeni pfistroje, nebo tento jev dan jinou skutecnosti.

Z vyse uvedenych hodnot je ziejmé, Ze krali¢i chlupy obsahovaly Mn a Zn.
Hodnoty Cr a Mn obsazené v chlupech jsou minimélni oproti Zn, ktery je obsaZen

Vv chlupech nékolikandsobné vice.
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4.3 Vysledné hodnoty analyzy metodou LIBS

e Analyza krali¢ich chlupti na lepici pasce

Nejprve byly vzorky krali¢ich chlupt ptipraveny nalepenim do souvislé vrstvy
na oboustrannou lepici pasku vyse uvedenym postupem. U téchto vzorkt chlupti bylo
naméfeno spektrum od 200 nm po 800nm v 30 nm intervalech pro ¢erné i bilé chlupy.
Z duvodu kontroly vysledki bylo zméfeno spektrum podkladu vzorku (lepici pasky).

Pti analyze téchto spekter byl objeven pik Cr na vinové délce 428,9716 a pik Fe
na vinové délce 430,792. Vyskyt téchto prvka v krali¢ich chlupech byl potvrzen
metodou ICP OES byt v mnozstvi jednotek tisicin mg/l. K témto dvéma pikim byl
pfidan k analyze jesté pik C, o jehoZ ptfitomnosti v chlupech neni pochyb. Aby se dalo
vzhledem k nému posoudit, jestli se koncentrace Fe a Cr skute¢né mezi bilymi
a ¢ernymi chlupy lisi.

Pfi nacitani spekter v rozsahu od 425 nm do 455 nm, ve kterém se piky Cr a Fe
nachazely, doslo po n&jaké dob¢ i k naéteni spektra, kde jakékoli piky chybély, viz Obr.
29, 30 a 31. Jelikoz ze zobrazeni mista ,,paleni” vzorku na pfistroji nebylo jisté, zda
se laserem clovek trefil do chlupu nebo mezi né, pfislo na fadu porovnani spekter
kréali¢ich chlupl a lepici pasky. Bylo zjiSténo, Ze spektra kréali¢ich chlupti ve vétsing
ptipadi celého rozsahu od 200 nm do 800 nm obsahuji piky, které¢ se vyskytuji i u lepici
pasky.

Obr. 29 Absorpcni spektru chlupu od 425 nm do 455 s piky lepici pasky
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Obr. 31 Absorpcni spektrum chlupu od 425 nm do 455 nm bez pikii lepici pasky

P#i podrobnéjsim pohledu na obr. 32 je patrné, Ze kratery po paleni vzorku jsou
1 na lepici pasce. Tim bylo dokazano, ze nebylo ,paleno“ mezi -chlupy,

ale Ze dochazelo k propalovani chlupti.
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Obr. 32 Detail propdleného vzorku

Aby se problém s palenim pasky vyfesil, muselo se zménit uspotraddani vzorku.
Prvnim pokusem bylo pfi¢né piekladani chlupl na lepici pasce pies sebe. Prvni vrstva
Sla nalepit relativné snadno. Problém nastal u druhé vrstvy. Pfi snaze napnuty chlup
prilepit po ptelozeni pies prvni vrstvu na pasku tyto chlupy po napnuti a pritisknuti
K pasce Casto praskaly. Dalo se pfedpokladat, ze pii poruseni chlupl pfi analyze tyto
chlupy budou odpadat, nebo se minimalné¢ odchlipovat a nepfisp&ji tak k dobré
vyuzitelnosti obtizné pfipravitelného vzorku. Problém se podafilo vyfesit zménou
geometrie méteni a vzorku viz obr. 21 str. 31.

e Analyza chlupii na koZce se zménénou geometrii méieni

Se zménénou geometrii meteni bylo naméfeno spektrum od 200 nm po 800nm
v 30 nm intervalech. V tomto rozsahu se pii zakladnim nastaveni vyskytly piky C, Fe,
Si, Coa K.

Dil¢im cilem této prace bylo najit moznost porovnani bilych a ¢ernych chlupt
na zéklad¢ prvkového slozeni a porovnat vysledky se srovndvaci metodou. Pro tento
ucel pfichazel v uvahu pouze Zn, ktery se ve spektru méteném pii zdkladnim nastaveni
nevyskytoval. Bylo nutné v knihovné najit udaj, pii jakych vInovych délkach

se vyskytuje a ménit nastaveni pfistroje, dokud nebyl nalezen. Ménilo se nastaveni
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hodnoty energie laseru z pivodnich 20 J na 18, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26 (obr. 33), 27
(obr 35) a 28 J (obr. 37). Zté&chto hodnot nastaveni vychazelo nejlépe spektrum
naméfeno s energii laseru 27 J. Byly pak vyzkouSeny i hodnoty blizsi 27J tj. 26,5 J (obr.
34),a27,5J (obr. 36).

Jako optimalni byla zvolena hodnota energie laseru 27J, pii které se ve spektru
vyskytoval kromé dvou pikd Zn i pik C. Pik uhliku byl sledovan pro ucely porovnani
rozptylu a objemu Zn v bilych a ¢ernych vlaknech. Bylo provedeno 30 méfeni u bilych

chlupti a 30 u ¢ernych chlupti.

Obr 33 spektrumvzorku Splky Ca n pri energll laseroveho zareni 26 J

Obr 34 spektrum vzorku szky Ca Zn pri energii laserového zdreni 26 57
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192576, 211.065

br 35 spektrum vzorku szky CaZn pri energii laseroveho zareni 27J

it s

Obr. 36 spektrum vzorku Splky CaZn pFi energii laseroveho zareni 27,5 J

Obr 37 spektrumvzorku Splky Ca Zn pri energii laserového zareni 28 J
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4.4 Vliv tuku a pigmenti na absorpci ozonu
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Porovnani intenzit pikd C s vinovou délkou 193,0905 nm v bilém a ¢erném chlupu

Intenzita uhliku v bilém hlupu
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Obr. 38 grafické zndzornéni intenzit pikit C pri 193,0905 nm v bilych chlupech

Tabulka 3 statistické hodnoty intenzit pikii C pri 193,0905 nm v bilych chlupech

Stfedni hodnota | Stfedni hodnota vysledna
Bily chlup - C vrcholu piku | intenzity pozadi intenzita
193,0905 nm 192,692 nm piku
stfedni hodnota 1873,63 21,60 1852,03
Smérodatna odchylka 669,96 11,04 664,43
Variaéni koeficient 51,12 % 35,88 %
Intenzita uhliku v c¢erném chlupu
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Obr. 39 grafické znazornéni intenzit piku C pri 193,0905 nm v cernych chlupech

Tabulka 4 statistické hodnoty intenzit piki C pri 193,0905 nm v cernych chlupech

Stredni hodnota | Stfedni hodnota vysledna
Cerny chlup - C vrcholu piku | intenzity pozadi intenzita
193,0905 nm 192,692 nm piku
stfedni hodnota 1830,67 15,68 1814,98
Smérodatnda odchylka 375,61 10,92 370,91
Variacni koeficient 69,60 % 20,44 %
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Porovnani intenzit piki zinku v bilém a ¢erném chlupu ve dvou vinovych délkach.

Intenzita zinku v bilém chlupu

— 300

5

5 250 s 2

.% E 200 <

& < *

8 ﬁ- 150 * - *

EQ ’0 N * @
;= 100 ’4’

E = * ot *

] 50 %&_.J

2

=

0

pocet méieni

Obr. 40 grafické zndzornéni intenzit pikit Zn pri 202,551 nm v bilych chlupech

Tabulka 5 statistické hodnoty intenzit piki Zn pri 202,551 nm Vv bilych chlupech

Stedni hodnota | Stifedni hodnota , .
Bily vlas - Zn vrcholu piku | intenzity pozadi Y}stledr}a
202,551 nm 202,494nm | Y¥Skapiku
stfedni hodnota 151,95 37,38 114,57
Smérodatna odchylka 67,76 22,87 55,75
Variacni koeficient 61,18 % 48,66 %

Intenzita zinku v ¢erném chlupu

- 200
8 180 +*
S 160
g E 140
@ g5 * * *
SR LA S D
£8 80 | et o > 6
o 60 * > o * 4
£ o ¢
= 40 &
g 20
=
= 0

0 10 20 30 40

pocet méreni

Obr. ¢&. 41 grafické zndzornéni intenzit pikii Zn pri 202,551 nm v cernych chlupech

Tabulka 6 statistické hodnoty intenzit pikii Zn pri 202,551 nm v cernych chlupech

Stfedni hodnota | Stfedni hodnota , Cay
< , . . , | vysledna vyska
Cerny vlas - Zn vrcholu piku intenzity pozadi ku
202,551 nm 202,494nm P
stfedni hodnota 120,95 31,57 89,38
Smérodatna odchylka 35,27 14,67 29,29
Varia¢ni koeficient 46,48 % 32,77 %
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Obr. 42 grafické zndzornéni intenzit pikii Zn pri 213,856 nm v bilych chlupech

Tabulka 7 statistické hodnoty intenzit pikii Zn pri 213,856 nm v bilych chlupech

Stredni Stfedni hodnota . .
o hodnota . . , vysledna
Bily vlas - Zn , intenzity pozadi oy ,
vrcholu piku 213778 nm vyska piku
213,856 nm !
stfedni hodnota 234,07 83,80 150,27
Smérodatna odchylka 82,91 37,01 58,91
Variacni koeficient 44,16 % 39,20%
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Obr. 43 grafické zndzornéni ntenzit piki Zn pri 213,856 nm v ¢ernych chlupech

Tabulka 8 statistické hodnoty intenzit piki Zn pri 213,856 nm v cernych chlupech

Stredni Stredni
L, hodnota hodnota vysledna
Cerny vlas - Zn , . . , Ly .
vrcholu piku | intenzity pozadi| vyska piku
213,856 nm 213,778 nm
stfedni hodnota 236,78 82,67 154,12
Smérodatna odchylka 64,21 26,89 46,60
Variacni koeficient 32,53 30,24

Z vyse uvedenych statistickych hodnot vyplyva, Ze rozlozeni Zn v chlupech

na rozdil od C je nerovnomérné.
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Tabulka 9 primeérné hodnoty intenzity emisniho zdreni a jejich pomérné zastoupeni

LIBS

Intenzita emise zareni
Pomérné zastoupeni Pomérné
bilého a cerného | zastoupeni bilého
prvek bily chlup cerny chlup chlupu ve spektru | a ¢erného chlupu
pro jednotlivy pik pro konkrétni
prvek
C 1852,03 1814,98 1,02
Zn (1) 114,57 89,38 1,28
1,125
Zn (2) 150,27 154,98 0,97

Tabulka 10 obsah Zn v bilych a ¢ernych chlupech a hodnota pomérného zastoupeni

obsah
Pomérné zastoupeni Zn
prvek bily chlup ¢erny chlup u bilého a ¢erného
ICP-OES chlupu
Zn 1,19 1,126

Z vySe uvedenych tabulek 7 a 8 vyplyva, Ze intenzita pikli Zn vV pomérném

zastoupeni bilych a cernych chlupii se 1i8i v obou vlnovych délkach. AvSak primér

pomérného zastoupeni intenzit pikt Vv téchto dvou vinovych délkach s hodnotou 1,125

V podstat¢ odpovida hodnoté 1,126 pomérného zastoupeni obsahu Zn v bilych

a ¢ernych chlupech metodou ICP OES.

50




6 ZAVER

Diplomova prace se zabyvala slozenim krali¢ich chlupd, jejich prvkovou
analyzou a moznosti jistit zda se rizné barvy chlupli od sebe lisi i slozenim kovt.
Hlavnim cilem bylo ovéfeni pouzitelnosti spektrometrie laserem buzené¢ho plazmatu
LIBS na proteinovych vlaknech.

Nejprve bylo v ramci piipravy nutné ovéfit, zda krali¢i chlupy bilé a ¢erné barvy
neabsorbuji rozdiln¢ zateni o vlnové délce 1064 nm. Zafeni této vlnové délky
je vyuzivano laserem piistroje LEA S500 k vytvofeni mikroplazmatu. Pokud by
dochazelo k rozdilné interakci chlupti se zafenim, bylo by nutné vybrat jiny zdroj
chlupti nez kralika domdciho. K tomuto byla pouzita infracervena spektroskopicka
metoda FTIR. Vysledek analyzy byl pfiznivy a potvrdil, Ze obé barvy krali¢ich chlupt
maji stejnou absorpci zafeni.

Nasledovala klasicka analyza obsahu prvka v chlupech formou spektroskopie
s indukéné vazanym plazmatem ICP OES. Tato metoda prokézala pfitomnost n¢kolika
kova v krali¢ich chlupech, nejcastéji vSak na hranici detek¢niho limitu pfistroje Optima
210DV.

K vlastni analyze bilych a ¢ernych krali¢ich chlupti metodou LIBS bylo zvoleno
nastaveni, které se uspe$né pouziva k prvkové analyze jinych proteinovych vldken,
kterymi jsou lidské vlasy. Pii ptipravé vzorki bylo dbano na to, aby vrstva chlupt byla
na lepici pasce souvisld po maximalni mozné délce a tim se docililo co nejvétsi
analyzovatelné plochy vzorku. Vzorky bilych i ¢ernych chlupti byly prométeny v celém
spektru od 200 nm do 800 nm. V dil¢im spektru od 425 nm do 455 nm se vyskytly piky
Fe. Pfi opakovaném proméieni téchto spekter doSlo ke zjisténi, Ze dochazi
k propalovani chlupti a zminéné prvky jsou z lepici pasky. Na zaklad¢ tohoto zjisténi
bylo nutné zménit zplisob piipravy vzorkl i geometrie méfenti.

Doslo v prvé fadé k zjednoduseni zpisobu piipravy vzorkd, pfi kterém je nutné
pouze najit rovnou cast klize s chlupy jednotlivé barvy. Tuto ¢ast kGze vyfiznout
a vycesanim zbavit necistot. A v druhé fad¢ Upravé méfici geometrie vlozenim tenkého
pliSku mezi detektor a koZzku s chlupy. Kozku je tfeba zatiZit zavazimi z diivodu
zajisténi konstantniho zaplnéni méficiho prostoru chlupy. S timto zplsobem ptipravy
meéfeni bylo opét prométeno celé spektrum od 200 nm do 800 nm. V tomto rozsahu

se pii1 zdkladnim nastaveni vyskytly piky C, Fe, Si, Co a K.
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Z vysledkli srovnéavaci analyzy ICP OES bylo zifejmé, ze ma-li se provéfit
moznost porovnani bilych a ¢ernych chlupti na zaklad¢ prvkového slozeni, je bylo by
idedlni najit ve spektru pik Zn. Tento prvek se vSak pfi piivodnim nastaveni pfistroje ve
spektru neprojevil. V knihovn¢ vzorku byly vzhledany vinové délky vyskytu Zn
a upraveno nastaveni energie laseru tak, aby bylo mozné pomérné zastoupeni Zn
Vv bilych a ¢ernych chlupech ovéfit.

Z vypoctu smérodatné odchylky bylo ziejmé, Ze rozlozeni Zn v chlupech neni
oproti tak C rovnomérné. Avsak vysledna prumérna hodnota pomérmného zastoupeni
emise zafeni Zn v bilych a ¢ernych chlupech (LIBS) se s pomérnou hodnotou obsahu
Zn v bilych a ¢ernych chlupech (ICP OES) lisi pouze v jedné tisicing.

Z té&chto vysledkil vyplyva, Ze metoda LIBS je v prvkové analyze takovychto
vlaken pouzitelna i piesna.

Ackoli je barevnost krali¢ich chlupi dana predevsim organickymi pigmenty,
které v Cisté form¢ zadné kovy neobsahuji, je podle vysledku této prace pravdépodobné,
ze kovy (nebo alespon zinek), k barevnosti chlupu urcitou vazbu maji.

Ptinos této diplomové prace spociva v tspé€Sném ovéteni pouzitelnosti metody
LIBS k prvkové analyze proteinovych vlaken.

Do budoucna by bylo mozné této metody vyuzit naptiklad pii sledovani obsahu
makro, nebo mikro biogennich prvku v srsti zvéte. Snizené mnozstvi zinku v potravé
kralikd ma za dasledek hubnuti, snizeni hematokritu krve, ¢asty vyskyt alopecie, kozni
1éze, projevy adermatozy, stejné jako reprodukéni selhani. Jak nékteré studie ukazuji

pravé nedostatek Zn ve stravé se projevi dosti vyrazné i ve srsti zvifete. [22, 23]
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Tabulka 1 hodnoty intenzit pikit C pri 193,0905 nm a pozdi v bilych chlupech

Bily vlas - C vrchol piku | intenzita pozadi ' vyslfedna"
193,0905 nm 192,692 nm intenzita piku

1 2989,5 40 2949,5
2 1918 28,5 1889,5
3 2957,5 32 2925,5
4 2171,5 27 2144,5

5 2340 62 2278
6 1770,5 20 1750,5

7 1735,5 23,5 1712
8 1298 19,5 1278,5
9 1020 16,5 1003,5

10 1445,5 15,5 1430

11 1248 23 1225

12 864 2,5 861,5

13 1471 29 1442

14 1059 7 1052
15 1560,5 9 1551,5
16 1792 4,5 1787,5

17 896,5 17,5 879

18 1381 15 1366

19 1220 18 1202

20 1558 18 1540

21 1653,5 24,5 1629

22 1459 15 1444

23 2494,5 30,5 2464

24 3076 23 3053

25 2179 30 2149
26 3072 22,5 3049,5
27 1746,5 17 1729,5

28 2285,5 19,5 2266

29 2852,5 21,5 2831

30 2694,5 16,5 2678

stfedni hodnota 1873,63 21,60 1852,03

Smérodatna odchylka 669,96 11,04 664,43
Variacni koeficient 51,12 35,88
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Tabulka 2 hodnoty intenzit pikit C pri 193,0905 nm a pozdi v cernych chlupech

Eerny vias - C vrchol piku intenzita pozadi ‘ V\'/slfedna"
193,0905 nm 192,692 nm intenzita piku
1 1389,5 1 1388,5
2 2291,5 18,5 2273
3 1849 24,5 1824,5
4 2051,5 4,5 2047
5 1166,5 4 1162,5
6 1848,5 18,5 1830
7 2239 10 2229
8 1730 33,5 1696,5
9 2331 27 2304
10 1898,5 3,5 1895
11 1904,5 31 1873,5
12 2035 14,5 2020,5
13 2141 27,5 2113,5
14 2177 5,5 2171,5
15 3008,5 45 2963,5
16 1882,5 14 1868,5
17 2105 10 2095
18 1939,5 16,5 1923
19 1748,5 13,5 1735
20 1256 4,5 1251,5
21 1573,5 7,5 1566
22 1422,5 19,5 1403
23 1474 5 1469
24 1304 23,5 1280,5
25 1606,5 -2 1608,5
26 1675,5 10,5 1665
27 1680 22 1658
28 1929 9,5 1919,5
29 1600 29,5 1570,5
30 1662,5 18,5 1644
stredni hodnota 1830,67 15,68 1814,98
Smérodatna odchylka 375,61 10,92 370,91
Variacni koeficient 69,60 20,44
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Tabulka 3 hodnoty intenzit pikit Zn pri 202,551 nm a pozdi v bilych chlupech

1 230 40 190
2 136,5 12,5 124
3 231 66 165
4 147 34,5 112,5
5 278,5 106,5 172
6 106 33 73
7 103 46,5 56,5
8 102,5 39 63,5
9 59,5 16,5 43
10 105 8 97
11 87 26 61
12 74,5 20,5 54
13 125 19,5 105,5
14 81,5 37 44,5
15 115 19 96
16 155,5 26,5 129
17 76 18,5 57,5
18 111 51 60
19 98 17 81
20 121 35 86
21 160,5 45,5 115
22 141 32,5 108,5
23 194,5 19 175,5
24 262,5 67 195,5
25 213,5 96 117,5
26 279,5 40,5 239
27 102 9,5 92,5
28 149 38,5 110,5
29 210 55 155
30 302,5 45,5 257
stfedni hodnota 151,95 37,38 114,57
Smérodatna odchylka 67,76 22,87 55,75
Variacni koeficient 61,18 48,66
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Tabulka 4 hodnoty intenzit pikit Zn pri 202,551 nm a pozdi v cernych chlupech

Compuos-1n | oty | netaond | i v
1 73,5 27,5 46
2 184 53 131
3 103 24 79
4 134 55,5 78,5
5 68 17 51
6 122,5 38,5 84
7 115,5 45,5 70
8 92 8 84
9 150 36,5 113,5
10 115,5 27,5 88
11 132,5 35,5 97
12 122,5 35,5 87
13 141,5 26,5 115
14 113,5 52,5 61
15 250,5 69,5 181
16 111 28,5 82,5
17 137 29,5 107,5
18 125,5 0,5 125
19 95 32,5 62,5
20 55,5 17 38,5
21 130 19,5 110,5
22 95,5 17,5 78
23 132,5 12,5 120
24 99,5 32 67,5
25 102 21 81
26 118 42 76
27 102 42,5 59,5
28 141 41 100
29 115,5 33 82,5
30 150 25,5 124,5
stfedni hodnota 120,95 31,57 89,38
Smérodatna
odchylka 35,27 14,67 29,29
Variacni koeficient 46,48 32,77
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Tabulka 5 hodnoty intenzit pikit Zn pri 213,856 nm a pozdi v bilych chlupech

s n | pelgKe [iments o] viseind i
1 325,5 119,5 206
2 261 80,5 180,5
3 372,5 121,5 251
4 288 69 219
5 390 183 207
6 206,5 76,5 130
7 208 79,5 128,5
8 158 48 110
9 122,5 51,5 71
10 182 52,5 129,5
11 148,5 65,5 83
12 133,5 15 118,5
13 222,5 68,5 154
14 147 51,5 95,5
15 149,5 61,5 88
16 214 45,5 168,5
17 107 50,5 56,5
18 189,5 107 82,5
19 205,5 51,5 154
20 201 91,5 109,5
21 227 73 154
22 193 73,5 119,5
23 235 84 151
24 383 124 259
25 310,5 177 133,5
26 377 115 262
27 185 61 124
28 217,5 101,5 116
29 286,5 122 164,5
30 375,5 93,5 282
stfedni hodnota 234,07 83,80 150,27
Smérodatna odchylka 82,91 37,01 58,91
Variacni koeficient 44,16 39,20
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Tabulka 6 hodnoty intenzit pikit Zn pri 213,856 nm a pozdi v c¢ernych chlupech

R el
1 167 88,5 78,5
2 354,5 147 207,5
3 221 85,5 135,5
4 249,5 104 145,5
5 143,5 46 97,5
6 243,5 60,5 183
7 311,5 64 247,5
8 191 70 121
9 287,5 127,5 160
10 242,5 76,5 166
11 246,5 62 184,5
12 296 92 204
13 329,5 82 247,5
14 252,5 103,5 149
15 452,5 167,5 285
16 2445 84 160,5
17 225,5 85,5 140
18 249 71,5 177,5
19 203,5 75 128,5
20 138,5 57 81,5
21 183 44,5 138,5
22 161 55,5 105,5
23 207 68,5 138,5
24 174 55,5 118,5
25 209,5 69 140,5
26 212 85 127
27 233 88 145
28 216,5 76 140,5
29 223 93,5 129,5
30 235 95 140
stfedni hodnota 236,78 82,67 154,12
Smérodatna odchylka 64,21 26,89 46,60
Variacni koeficient 32,53 30,24
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