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Abstrakt:

Rentgenova fluorescencni analyza (XRF) je nedestruktivni metoda dobfe zavedena
v mnoha oborech, ktera se prosazuje i v oblastech biologie. Existuje zna¢né mnoz-
stvi z ni odvozenych technik nabizejicich mnoha pozitiva, napiiklad 3D mapovani
prvki ve vysokém rozliseni. Biologické vzorky vyzaduji specifickou pripravu v za-
vislosti na svém charakteru. Z reSerSe bylo zjisténo, Zze vétsina aplikaci XRF na
biologickych vzorcich se dé rozdélit do nésledujicich skupin: Medicina; Zemédélstvi
a kontrola potravin; Environmentalni studie, energetika a priamysl a Chemie rostlin.
Tyto skupiny se mohou vzajemné prolinat. V Praktické ¢asti prace bylo dokézano, ze
provadét presnou analyzu biologickych vzorki je schopna také aparatura pritomna
na KDAIZ FJFI CVUT v Praze a bylo nalezeno jeji nejvhodnéjsi usporadani. Byly
diskutovany specifické potieby a charakter rentgenové fluorescenéni analyzy biolo-
gickych vzorki, a to v kontextu zminéné aparatury. V zavéru prace byly predstaveny
vysledky 2D skenovani horizontélnich fezii kmenem plisni napadené vrby a borovice
s dobte viditelnymi letokruhy. Ve vSech mérenych vzorcich byly zjistény zmény kon-
centraci vybranych prvki v zavislosti na vzdalenosti od stfedu kmene, letokruzich
nebo napadené a zdravé c¢asti dieva.
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Title: X-ray fluorescence analysis of biological samples
Author: Aneta Duskova

Abstract: X-ray fluorescence analysis is a non-destructive method well established
in various fields, currently increasing in biological studies. There is an abundance of
XRF-related techniques, each offering various beneficial possibilities, such as high-
resolution 3D elemental mapping. Biological samples require specific preparation me-
thods depending on their character. Recherche study results contribute to the possi-
bility of dividing XRF analysis of biological samples applications into the following
groups: Medicinal; Agrar and food controls; Environmental studies, energy and in-
dustry and Chemical research in botany. Borderlines between these groups may be
blurry. It was verified in the Experimental section that the XRF spectrometer lo-
cated in DDAIZ FNSPE CTU in the Prague laboratory is capable of appropriate
biological samples measurements, and its most appropriate setup was found. Seve-
ral specific needs and features of XRF analysis on biological samples were discussed
regarding the used spectrometer. Finally, XRF elemental maps of horizontal stem
cuts with biodeterioration and cuts with good annual-ring visibility were introduced.
Strong elemental concentration alterations throughout stem were observed, showing
a decay and clear-wood zones dependence or annual-ring and distance from core
dependence in all analysed samples, both or separately.

Key words: X-ray fluorescence analysis, XRF, biological samples, wood, leaves
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Kapitola 1

Uvod

Tato bakalarska préace se zabyva vyuzitim rentgenové fluorescencni analyzy pfi
urcovani prvkového slozeni biologickych vzorku. Rentgenova fluorescenéni analyza
(obvykle se pouziva zkratka XRF z anglického X-ray fluorescence) predstavuje jiz
dobte zavedenou metodu atomové emisni spektrometrie, kterd je v nékterych obo-
rech jiz velmi rozsifena a snadno dostupna [1], [2]. V oblasti vyzkumu biologickych
vzorki se v8ak teprve prosazuje, zejména kvili nizké energii charakteristickych car
hledanych biogennich prvki (a tim i jejich zhorSené moznosti detekce) a nizké kon-
centraci hledanych prvki v materidlu ¢i navic vysokému obsahu vody. Hlavni vy-
hodou této metody je vSak jeji nedestruktivnost, coz dovoluje dalsi zkouméani jiz
prométeného vzorku [3], [4], ¢ jeji aplikaci na vyzkum metabolickych procesi v
zivych organismech bez nutnosti jejich usmrceni (vzhledem vsak k urcité hladiné
ozéafeni zkoumaného vzorku jsou vhodnym kandidatem takového vyzkumu zejména
rostliny).

Typickou prekazkou muze byt nerovny povrch biologického vzorku, jeho neho-
mogenita nebo nevhodny objem ¢i tloustka. V praxi se takovéto problémy casto
odstranuji vysusenim, rozmélnénim, pripadné naslednou peletizaci zkoumaného ma-
terialu [3], [4]. V této praci jim bylo predejito vybérem vzorki vhodné tloustky i
tvaru, které bylo mozno mérit bez tupravy.

Cilem této prace je popsat postupy rentgenové fluorescenéni analyzy zejména pii
jejl aplikaci na biologickych vzorcich, zhodnotit moznosti méreni v této oblasti, které
nabizi aparatura trvale pfitomna na katedfe dozimetrie na FJFI CVUT v Praze a
nalézt jeji vhodné usporadani.



Kapitola 2

Teoreticka c¢ast

2.1 Rentgenova fluorescen¢ni analyza (XRF)

2.1.1 Princip

Klasicka rentgenova fluorescenéni analyza (XRF) je zaloZzena na ozafeni zkou-
maného materialu rentgenovym zarenim. Fotony tohoto zareni mohou byt s urcitou
pravdépodobnosti absorbovany, pricemz jejich energie je preménéna na vyrazeni jed-
noho z elektronti na vnitinich slupkach atomu ve zkoumaném materialu. Tento jev
se nazyva fotoefekt a je podminkou pro vnik fluorescence, tedy pro stimulovanou
emisi elektromagnetického zafeni.

Dokud je totiz v atomovém obalu volné misto, je prislusny stav atomu nestabilni
a na vybér jsou dva procesy, které mohou nasledovat. V obou dvou je volné misto na
vnitini slupce zaplnéno preskokem elektronu ze slupky vyssi. Rozdil energii, kterou
m¢él elektron na vyssi slupce a té, kterou méa nyni na nizsi, v8ak pii prvnim z procest
(tzv. Augeruv jev) vede k emisi elektronu z vnégjsi slupky atomu. Pfi druhém z
procesi je rozdil energii vyzafen ve formé fotonu. Energie tohoto fotonu prislusi
rentgenovému spektru a je pro kazdy atom charakteristické. [1] Svazek takovych
fotont o dané energii se nazyva charakteristické zafeni a jeho vlnova délka A (a z ni
plynouci energie £ ) je dana Moseleyho zakonem:

1 FE 9
kde h je Planckova konstanta, ¢ rychlost svétla ve vakuu a Z je protonové ¢islo
prvku, ze kterého charakteristické zareni pochazi. K je konstanta pro konkrétni sérii
charakteristickych energii (série je dana slupkou atomu, kde vzniklo po¢atecni volné
misto a rizné energie v sérii pak riznymi slupkami a jejich podslupkami, ze kterych
na ngj preskocil elektron) a o je konstanta pro korekci odpuzovani zpusobeného
dalsimi elektrony v atomu [5], [6].

Dle zakonu kvantové mechaniky nejsou vSak vSechny prechody mezi slupkami
dovolené. Ty, které dovolené jsou, se po detekci sekundarniho rentgenového zéafeni
mohou objevit ve spektrech jako tzv. charakteristické ¢ary (realné vsak vlivem ne-
presnosti detekéni techniky jde o gaussovské piky) a pro jejich pojmenovéni existuje
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Obrazek 2.1: Terminologie charakteristickych car rentgenového zareni podle Karla
Manneho Seigbahna. Obréazek byl pfepracovan na zakladé materidlt uvedenych v
publikaci [5].

nékolik konvenci. Dvé nejcastéji pouzivané notace jsou Karla Manneho Seighbahna
(notace Siegbahn) a International Union of Pure and applied Chemistry (notace
[UPAC). [1]

Notace Siegbahn je graficky znédzornéna na obrazku 2.1. V této terminologii je
¢ara ve spektru pojmenovana symbolem prvku nasledovanym jménem slupky (K,
L, M, ...), ve které se objevila inicialni dira, s feckym pismenem v dolnim indexu.
Recka pismena udavaji pravdépodobnosti emise dané ¢ary (od nejvétsi po nejmensi)
a tedy i jeji relativni intezitu ve spektru. U jednotlivych feckych pismen se objevuji
dale i cislice, které znaci, ze ve skutecnosti je na daném misté charakteristickych car
vice, jejich rozdil je vSak prili§ maly na to, abychom je v praxi mohli rozlisit. Tyto
Cislice udavaji opét pravdépodobnost emise.

Jako piiklad uvedme nejsilngjsi charakteristickou ¢aru zinku Zn — K.

Pri pouziti nomenklatury IUPAC je Cara pojmenovéana symbolem prvku, pak
slupky, ve které se objevila inicidlni dira, a déle slupky, ze které ptreskodcil elektron,

ktery tuto diru zaplnil. Naptiklad Zn — K L;;; je charakteristicka ¢ara zinku zptiso-
bend vznikem diry ve slupce K zaplnéné elektronem ze slupky L;;. [1]

Kromé téch dovolenych bylo vSak pozorovéano zna¢né mnozstvi ¢ar, které svymi
energiemi do normalniho energetického diagramu nesedi. Rikdme jim satelity a vét-
Sina z nich ma velmi slabou intenzitu. Predpoklada se, zZe jejich zdrojem je dvojita

11



nebo vicera ionizace atomu. Prechod vicero elektront po ionizaci nésleduje emise
jediného fotonu energie vyssi nez charakteristického zareni. Dodejme, Ze pravdé-
podobnost prechodu vice elektront zptisobujictho emisi satelitni ¢ary je vyznamné
vySsi pro prvky s nizkym Z, neZ pro ty se stfednim a vysokym Z. [5]

Dale muzeme pozorovat, ze charakteristické emisni spektrum nékterych prvki
v pevném skupenstvi obsahuje spojité pasy o Sifce od 1 do 10 eV, pricemz stejny
prvek v plynném skupenstvi emituje pouze obvyklé ostré cary. Péasy se vyskytuji
pouze v pripadé, ze elektron, ktery zaplni diru po fotoefektu, spadne z nejvyssi nebo
valen¢ni vrstvy atomu, jejiz Groven je rozSitena do Sirokého péasu, pokud je atom
vazan v krystalové miizce. Vyzkum takovych spekter je velmi dilezity k pochopeni
elektronové struktury kovii, slitin nebo slozitych koordina¢nich sloucenin v pevném
skupenstvi. [5]

2.1.2 Fyzika zafeni X

Zareni X, nebo také rentgenové zareni, je elektromagnetické zareni o vinové délce
v rozmez{ zhruba 0,01 — 10 nm, coz odpovida energiim v rozsahu 0,125 — 125 keV'.
Pri kratkych vinovych délkach prechazi do zareni v a pfi dlouhych do UV zafeni.
Neni ovliviiovano elektrickym ani magnetickym polem, pii priuchodu latkou rizného
slozeni, hustoty nebo tloustky vykazuje riznou absorpci. Je mozno u néj pozoro-
vat odraz, difrakci, lom i polarizaci. Pfi prichodu elektronovym obalem atomu je
schopno uvoliovat fotoelektrony nebo vyrazet comptonovské elektrony. M4 ioniza¢ni
ucinky, a proto je schopno poskozovat nebo zabijet zivé bunky. [1], [5]

K dosazeni produkce rentgenového zareni daného prvku je jedinym pozadavkem
pouziti excitujicitho zafeni s energii vyssi nez je absorpéni hrana prislusné skupiny
car. [1]

Brzdné zareni

Podle klasické elektromagnetické teorie by méla byt zména vektoru rychlosti nabi-
tych ¢astic doprovazena emisi fotonového zareni. Vysokoenergetické elektrony prudce
zabrzdéné v materialu (takovy material nazyvame tercikem) by tak diky velké zméné
rychlosti mély produkovat impulz zafeni. Takové zareni nazyvame brzdné a jeho
energetické spektrum je spojité s maximalni energii E,,., (analogicky minimalni
vlnovou délkou A,,;,) danou Duane-Huntovym zakonem :

he

>\min

eVp =

= Pz (2.2)

kde e je elektricky naboj elektronu a Vj je napéti, které elektron urychlilo.

Pravdépodobnost vyzareni brzdného zéfeni je zhruba amérnd ¢*Z*T?/ME kde
q je ndboj c¢astice v jednotkich naboje elektronu e, Z je protonové ¢islo materidlu
terc¢iku, T je kinetickd energie ¢astice a My jeji klidové energie.

Jelikoz protony a tézsi ¢astice maji vysoké klidové hmotnosti v porovnani s elek-
trony, vyzaruji oproti nim brzdné zareni relativné malo. Napfiklad intenzita brz-
dného zéfeni generovaného protony je zhruba o ¢tyii fady nizs$i nez generovaného
elektrony.
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Pomér energie ztracené brzdnym zafenim ku energii ztracené ionizaci pii pri-
chodu nabité castice latkou pak muze byt aproximovan vztahem

2
mo ZT
i 2.3
(M()) 1600 - moc? (2:3)

kde mg je klidova hmotnost elektronu.

Je-1i elektronovym svazkem ostielovana tenka folie, intenzita emitovaného brzd-
ného zareni ma maximum kolem 55° vzhledem ke sméru tohoto svazku a pii 180°
se stava nulovou. Oproti tomu, brzdné zareni pochazejici z terc¢ika tlustych je cha-
rakterizovano mnohem nizsi anizotropii. Je to zpiisobeno tim, Ze v tenkych tercicich
elektrony ¢asto nestihnou projit vice nez jednou kolizi, nez projdou skrz, zatimco
v tercicich tlustych je vétsina elektroni zastavena v kolizich vice. Tim maji jejich
sméry letu v latce ter¢iku vétsinou znacné rozdily. Obecné lze také Tici, ze vzrist
anizotropie brzdného zateni z tlustych ter¢ikii je pozorovan pii nejkratsich vinovych
délkach emitovaného zareni a pro terc¢iky s nizkym Z.

Déle predpokladejme, Ze ostielujici elektrony jsou urychlovany nizkym napétim.
Teorie elektromagnetizmu pak predpovida maximélni energii brzdného zareni v pra-
vém thlu ku sméru ostfelujiciho elektronového svazku. Se zvysujicim se napétim by
se smér, ve kterém je energie brzdného zareni maximalni, mél priblizovat ke sméru
primérniho svazku. [5]

Charakteristické zareni

V avodu této kapitoly byl zminén vznik charakteristického rentgenového zéareni.
V nésledujici sekci rozvedeme jeho emisi podrobnéji.

Jestlize je vlivem srazky s ostielujicim elektronem nebo vlivem absorpce fotonu
uvolnén elektron z K-slupky atomu, vznikly ion se ocitne ve vysoce excitovaném
stavu. Nadbytek této energie oproti stavu zékladnimu je roven energii potiebné k
premisténi elektronu ze slupky K do prostoru vné atomu, nebo-li energii vazby elek-
tronu na slupce K. Jak jiz bylo feceno, pokud je volné misto na slupce K zaplnéno
elektronem ze slupky L, je tento pfechod doprovizen emisi energie ve formé rent-
genového zareni. Foton takového rentgenového zareni ma jasné definovanou energii
rovnou rozdilu vazbovych energii obou slupek, kterou v ptipadé zminéného prechodu
ze slupky L na slupku K nazyvame ¢arou K,. Po uskutecnéni tohoto procesu pak
zbyde volné misto na slupce L. Volné misto na slupce K vSak muze byt s urcitou nizsi
pravdépodobnosti zaplnéno i elektronem ze lupky M (pokud mé atom k tomu elek-
tront dostatek), coz je doprovazeno emisi ¢ary K, kterd ma nizsi relativni intenzitu.
Vznikl4 volné mista na slupkach L a M pak mohou byt opét zaplnéna elektronem z
vysSi orbity a doprovazena emisi dalstho rentgenového zareni.

Emisi charakteristického zareni tedy predchazi ionizace vnitinich slupek atomu, a
to bud'to nabitymi ¢asticemi, nebo fotony s energii vyssi, nez je prislusna absorpéni
hrana.

Predpokladejme nejprve ionizaci elektrony. Udinny prifez takové ionizace dané
slupky atomu prvku ¢ je funkci pouze U = E/E,.;, kde E je energie elektronu a
E.; je energie potfebné k ionizaci atomu prvku ¢. Maximum ¢inného prifezu pii
ostrelovani elektrony se ukazuje pii U = 3 — 4.
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Nyni predpokladejme ionizaci fotony. Zde neni ionizace vnitinich slupek atomu
dusledkem sréazky, ale fotoefektu, tedy absorpce. Kineticka energie vyrazeného foto-
elektronu je pak dana rozdilem mezi energii fotonu hr a vazbovou energii elektronu v
atomu FE.. Kritické absorpéni vinové délky fotonu spojené s kritickymi absorpénimi
energiemi se pak daji spocitat dle vztahu A(nm) = 1,24/FE(keV'). Pro energie da-
leko od absorpéni hrany a v nerelativistickém rozsahu je u¢inny prutrez 7x vyrazeni
elektronu ze slupky K fotoefektem dan vztahem:

TK — (24)

32v/2 2 A moc? 7/2
3 omnt U )

kde 7y je klasicky polomér elektronu roven 2,818-107%m a Z je protonové ¢islo
ostrelovaného prvku.

Jak jiz bylo v uvodu této kapitoly feceno, nadbytek energie, kterou mé atom po
odebrani elektronu z vnitini slupky, at jiz jakymkoliv zptusobem, vede k emisi budto
charakteristického zareni, nebo alternativné jednoho ze slabé vazanych elektroni.
Tento druhy proces se nazyva Augertuv jev a emitovany elektron Augertv, pricemz
jeho pravdépodobnost stoupé s klesajicim rozdilem mezi prislusnymi energetickymi
stavy atomu a je nejvyssi pro prvky s nizkym Z.

Jelikoz excitovanému atomu po prvni ionizaci jiz jeden elektron schéazi, napriklad
na slupce K, a druhy je emitovan pii Augerové jevu, napiiklad ze slupky L, atom se
po ném bude nachézet v dvojité excitovaném stavu, ve kterém mu chybi elektrony
dva. Takovy atom se vrati do zékladniho stavu dvéma izolovanymi preskoky elek-
tronii z vyssich orbitali a emisi charakteristickych c¢ar, které spadaji do klasického
diagramu dovolenych ptfechodti, nebo dvojitym pfeskokem s emisi jedné ¢ary sate-
litni. Alternativné k emisi charakteristického zareni vsak miize nastat dalsi Augeruv
jev s emisi elektronu t¥ettho, naptiklad ze slupky M. [5]

Dulezity nasledek Augerova jevu je ten, Ze pocet emitovanych fotonu charakteris-
tického zafeni je nizsi, nez by se dalo o¢ekavat z poc¢tu ionizaci na vnitinich slupkéch
atomu v latce. Pravdépodobnost, Ze se volné misto v atomu zaplni radia¢nim pre-
chodem, nazyvame fluorescen¢ni vytézek. Ten ma hodnotu piiblizné 1 pro prvky
s vy$sim Z, zatimco pro prvky s nizkym Z ma hodnotu méné nez 0,01. Zavislost
fluorescen¢niho vytézku na protonovém ¢isle Z je priblizné zobrazena na obrazku
2.2. 5], [1]

Pokud prejdeme od definice fluorescencniho vytézku pro cely atom k pouze jedné

Tvve

slupce (pro zacatek k té nejnizsi), fluorescenéni vytézek slupky K je:

WK = ]—K 5 (25)

ng

kde Ik je celkovy pocet emitovanych fotoni charakteristického zafeni ze slupky
K v celém vzorku a ng je pocet primarnich vakanci na slupce K.

Definice fluorescen¢éniho vytézku vyssich atomovych slupek je jiz komplikovanéjsi,
a to z néasledujicich davodu:

1. Slupky vyssi nez K obsahuji vice nez jednu podslupku. Pramérny fluorescenc¢ni
vytézek pak zalezi na tom, jak jsou ionizované.
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Protonové ¢gislo Z

Obréazek 2.2: Zavislost fluorescen¢niho vytézku na protonovém cisle ozafovaného
prvku. Obrézek byl prevzat ze zdroje |1] a prelozen do estiny.

2. Objevuji se Coster-Kronigovy prechody, coz jsou neradia¢ni pfechody mezi jed-
notlivymi podslupkami atomovych slupek (tedy prechody mezi energetickymi hla-
dinami, které maji stejné hlavni kvantové ¢islo).

V pripadé, kdy Coster-Kronigovy pfechody piitomné nejsou, fluorescenéni vyté-

zek 1-té podslupky atomové slupky, jejiz hlavni kvantové ¢islo je dano pismenem X
(X =1, M, ...), se da napsat jako:

X

Stiedni fluorescenéni vytézek wy pro slupku X je pak dan vztahem:

k

wy =Y NXw¥, (2.7)

=1

kde N7 je relativni pocet priméarnich vakanci podslupky i slupky X:

X X

Pro definici stfedntho fluorescencéniho vytézku musi byt distribuce primarnich
vakanci neménna, tedy Coster-Kronigovy prechody nesmi probihat.

Je nutno poznamenat, ze Wy obecné neni vlastnosti atomu, ale zalezi jak na
fluorescencnich vytézcich podslupek w:X, tak na relativnim po¢tu primarnich vakanci
N charakteristickych zptisob ionizace atomu. [5]
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Interakce rentgenového zareni s latkou

Interakce fotonového zafeni s latkou je slozité téma, které zahrnuje celou skalu
procesi. Budeme se proto zabyvat jen témi, které jsou dilezité pro rentgenovou
fluorescenc¢ni analyzu.

Relativni zastoupeni jednotlivych interakci je zavislé na energiich fotonu pritom-
nych v primarnim svazku zéareni a slozeni latky, ve které se svazek rozptyluje. Déle
se pri prichodu svazku latkou zeslabuje jeho intenzita a klesa tedy jejich pravdépo-
dobnost.

Rentgenové zareni vyuzitelné k rentgenové fluorescencni analyze interaguje pri
pruchodu latkou témér vyhradné s elektrony, pficemz lze ukézat, ze dominuji 2
procesy: fotoelektricky jev a rozptyl. Cast zafen{ mize projit i skrz ozarovany vzorek.
[6]

Fotoelektricky jev jsme si jiz popsali, vénujme se proto rozptylu. Jedné se opét o
interakei s elektrony atomu, pfi¢emz pokud je tato interakce elasticka (tj. pfi kolizi
neni ztracena zadna energie), rozptyl se nazyvé koherentni (nebo Rayleighuv).

Pokud foton ¢ast své energie pii kolizi preda, rozptyl se nazyva nekoherentni
(nebo Comptoniv). Zafeni pochézejici z Comptonova rozptylu je charakterizovano
lehce nizsi energii, nez byla energie dopadajicich fotoni.

Kvili témto jevim se ve spektru pii rentgenové fluorescencni analyze nachézeji
krom charakteristickych ¢ar vzorku i piky prislusné Rayleighovu a Comptonovu
rozptylu primarniho svazku. Piky prislusné Reyleighovu rozptylu maji gaussovsky
tvar, jehoz poloha odpovida charakteristickym energiim vyskytujicim se v primarnim
svazku. Oproti tomu Comptonovské piky jsou Sirsi nez Reyleighovy a nachazeji se
na lehce nizsich energiich.

Zavérem dodejme, Ze intenzita rozptyleného zareni je zavisla na stfedni hodnoté
atomového ¢isla, hustoté a tloustce ozafovaného vzorku. [1]

2.1.3 Kbvalitativni a kvantitativni analyza

Rentgenova fluorescenéni analyza se da rozdélit na kvalitativni (identifikace prvka
pritomnych ve vzorku) a kvantitativni (urceni ¢i odhadnuti jejich koncentraci). Pro
kvalitativni zjisténi pritomnosti prvku obvykle sta¢i nalezeni 1 nebo 2 jeho charak-
teristickych car v detekovaném spektru, k ¢emuz se v praxi vyuzivaji tabulky s jiz
zmérenymi hodnotami prislusnych energii.

Kyvalitativni analyza

Schopnost zaznamenat piitomnost prvku metodou rentgenové fluorescenéni ana-
Iyzy vSak neni stejnd pro vSechna protonova ¢isla Z. Jelikoz je citlivost XRF spek-
trometru v zavislosti na Z slozité téma a jeji pribéh neni ani monoténni, bude pred-
métem hlubsiho zkoumani az v pracech navazujicich na tuto praci bakalarskou. Jiz
zde je v8ak dulezité zminit, Ze jednou z hlavnich nevyhod rentgenové fluorescenéni
analyzy je jeji nizka schopnost zaznamenat pritomnost lehkych prvkia. Tato schop-
nost rychle klesa jiz kolem protonového ¢isla Z = 12 (Mg) a pro prvky se Z < 9
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(leh¢i nez F) se rentgenova fluorescenéni analyza bez k témto uc¢elim dobfe upra-
veného spektrometru stava jiz velmi slozitou [6]. Specialné pak prvky H a He neni
mozné méfit pomoci metody XRFE vibec, protoze nemaji zadnou vyssi slupku, ze
které by po ionizaci mohl elektron preskocit.

Nizkéa schopnost zaznamenat pritomnost lehkych prvka metodou rentgenové flu-
orescenc¢ni analyzy je zpisobena predevsim kombinaci absorpce velké ¢asti charak-
rychlého ristu pravdépodobnosti fotoelektrického jevu s protonovym ¢islem Z atomu
(téz8i prvky ve vzorku tedy absorbuji vétsinu dopadajiciho zareni na tukor lehkych)
a nakonec nizkych hodnot fluorescen¢éniho vytézku pro nizkd Z ionizovanych atomu
(u lehkych prvki asti fotoelektricky jev vétsinou v Augertv jev). Ve vysledku tak
detekované zareni, které vzniklo ve vzorku a zaroven ma nizkou energii, bude pochéa-
zet dokonce s vyssi pravdépodobnosti z prechodit molekularnich nez orbitalnich [6].
Déle, jelikoz st¥edni volna draha charakteristického zareni v latce je nizka (typicky
1 — 1000 pm), je vhodné, aby méfeny vzorek byl homogenni smérem do hloubky |[6].

Rentgenové fluorescencni analyza se vSak technicky posouva stéile kupfedu a v
dnesni dobé maji komerc¢né dostupné spektrometry s lepsi citlivosti jiz rozsah pri-
blizné 0,6 — 40 keV', coz dovoluje méreni K sérif od jiz zminéného protonového ¢isla
Z =9 (F)poZ =171 (Lu)aL ¢arod Z = 25 (Mn) po Z = 92 (U). Dale muze
byt v nékterych rentgenovych spektrometrech pritomna komora, do které se vklada
ozafovany vzorek a ktera je schopna udrzet po dobu méreni vakuum. Problém s
absorpci nizkoenergetického zareni ve vzduchu je tak vyrazné snizen a v téchto spe-
cialnich podminkach je mozno zaznamenat i charakteristickou ¢aru Be. Ve vakuovém
prostiedi vSsak nemohou byt méreny vzorky kapalné kvili jejich zrychlenému vypa-
fovani. V takovych pripadech je komora vyplnéna heliem, které sice absorbuje zareni
prvki s protonovym cislem Z < 9, ale zareni prvku tézsich prakticky neovliviiuje.
Citlivost spektrometru je tak pro lehké prvky stale lepsi, nez kdyby byl kapalny
vzorek obklopen vzduchem. [1]

Kvantitativni analyza

Velikost ¢isté plochy piku charakteristické ¢ary prvku (tedy celkové plochy piku
po odec¢teni pozadi pod nim) je pfimo tmérné koncentraci daného prvku ve vzorku.
Zméreny pik je obvykle prolozen Gaussovou kiivkou a dale je provedena integrace
na intervalu, ktery byl ptiblizné zvolen jako ten, na kterém se zméteny pik rozklada.
Jednodussim a méné presnym zpusobem vypoctu je prosté secteni impulzi zazna-
menanych detektorem na tomto intervalu. Obvykle se poté takto vypoctena celkova
plocha piku vydéli ¢asem méfeni T),. Vznika tak intenzita piku [, rovna stfednimu
poctu detekovanych impulzii dané charakteristické ¢ary za sekundu. Nasledné je od-
hadnuto pozadi pod pikem, tedy pocet detekovanych impulzi s energii spadajici do
zvoleného intervalu, jejichz zdrojem v8ak neni charakteristické zareni dané ¢ary. Po
vydéleni casem méteni pozadi T, vzniké intenzita pozadi piku . Spektrum uréené k
vypoctu pozadi miize byt zméreno zvlast, ¢asy 7, a Tj, tak mohou byt obecné rizné.
Cista intenzita piku se pak vypocita pomoci rozdilu 1, — I,.

Prevod ¢isté intenzity piku ¢ na koncentraci prvku ve vzorku je pak proveden
dosazenim do predpisu pro kalibra¢ni kiivku. Pokud lze kalibra¢ni kiivku pokladat
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za linearni, jeji predpis bude dan vztahem

kde C; je koncentrace a m; je kalibracni konstanta, nazyvana také citlivost pii-
stroje. Sestaveni kalibra¢ni primky, tedy nalezeni konstanty m;, je zalozeno na pied-
pokladu, Ze zavislost zméfené intenzity I na koncentraci prvku C' je stejna pro vzorky
podobného slozeni (a zaroven je tato zavislost linearni). Pokud je tedy na daném
spektrometru a pri jeho daném nastaveni zméfena intenzita Cary ¢ vzorku, pro néjz
je koncentrace prislusného prvku znama (tedy byla zméfena jiz diive jinou meto-
dou), citlivost pfistroje pro méfeni tohoto prvku (za vyuziti jeho charakteristické
¢ary i) ve vzorcich podobného slozeni (tedy s podobnou matrici) je dana vztahem

L1

2.1
= (210)

my;

kde I, — I je Cista intenzita piku ¢ ve zméfeném spektru a C; je znama koncent-

race prvku piislusejiciho k piku ¢ v méreném vzorku. Takovy vzorek se pak nazyva
referen¢éni material. |7]

S citlivosti pristroje souvisi také jeho schopnost zjistit, zda je prvek ve vzorku
pritomen, nebo neni. Jinymi slovy, otazka tedy zni, jaki je nejmensi mozna cista
intenzita piku I, — I, pro kterou lze s danou statistickou nejistotou fici, Ze prisluSny
prvek se ve vzorku opravdu nachézi. Po dosazeni do vzorce (2.9) je tato intenzita
prevedena na nejmensi koncentraci, kterd se nazyva detekéni limit. K vypoctu de-
tekéniho limitu existuji rizné piistupy, pri¢emz jimi nalezené hodnoty se mohou
velmi lisit. Nejjednodussim takovym pristupem je stanoveni LLD podle vzorce

22 [1, 3 [I,
LLD = — N — = . 2.11
m; Tb m; Tb ( )

Takto stanoveny detekéni limit nenf vSak ptilis presny a byva nizsi, nez je hodnota
skutecna. Od tohoto faktu je odvozen jeho nazev "Lower Limit of Detection", tedy
niz8i nebo dolni mez detekee. |7]

Zavérem, pri kvantitativni analyze je tedy vzdy potifeba stanovit vybranym zpi-
sobem detekéni limit dané ¢ary ¢ a zkontrolovat, zda vypoctena koncentrace prvku
ve vzorku je vyssi, nez piislusna hodnota.

Semi-kvantitativni analyza

Vztah mezi intenzitou I a koncentraci C' vSak ve skutecnosti byva pfiblizné li-
nearni pouze ve velmi omezeném rozsahu. Ve vétsiné pripadi totiz neni intenzita
charakteristické ¢ary zéavisla pouze na koncentraci piislusného prvku, ale také na
vlivu dalsich prvki utvarejicich vzorek. Tyto jevy se nazyvaji matricové a daji se z
velké ¢asti eliminovat pomoci vhodnych poéitacovych programi. 6]

Schematické znazornéni matricovych jevi je na obrazku 2.3, kde lze vidét pfi-
blizné nac¢rtnuty prubéh zavislosti detekované intenzity na koncentraci Zn ve vzorku
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Obréazek 2.3: Schématické znazornéni matricovych jevi pfi urcovani koncentrace
zinku v matrici z uhliku, médi a olova spole¢né s oznacenim intervalu, kde se zavislost
intenzity vybrané ¢ary zinku na jeho koncentraci v uhliku d& povazovat za linearni.

s matrici poporadé tvorenou C, Cu a Pb. Pfi analyze biologickych vzorku se pfi-
tom da predpokladat, ze jejich matrice je vidy podobna (z velké ¢asti tvorena C) a
zaroven také, ze koncentrace mérenych prvki ve vzorku je nizké. Za téchto predpo-
kladu pak lze pouzit referenc¢ni material puvodem z jiného biologického druhu, nez je
méfeny vzorek a pfedpokladat linearni pribéh kalibra¢ni kiivky. Vzhledem k tomu,
ze probéhly zminéné aproximace, lze prislusnou kvantitativni analyzu povazovat za
semi-kvantitativni.

2.2 Aparatura XRF

Pod pojmem spektrometr je myslen soubor vSech pfistroji a pomocnych kom-
ponent, které jsou potieba ke zméreni a zpracovani dat spektrometrické analyzy.
Zéakladni soucasti vSech spektrometru vyuzivanych k rentgenové fluorescenc¢ni ana-
lyze mizeme rozdélit nasledujicim zptsobem:

1. Zdroj ionizujiciho zafeni o dostatecéné energii ke zpiisobeni fotoefektu v ozafo-
vaném vzorku
2. Systém umoznujici vystaveni vzorku ozareni

3. Detekéni systém sbirajici emitované charakteristické zareni

4. Systém ke sbéru dat a zpracovani signalu

Pri nékterych specifickych aplikacich jsou spektrometry vybaveny také modifi-
katory svazku vychézejictho ze zdroje (primarniho svazku) nebo nalétavajiciho ze
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Obrazek 2.4: Zékladni soucasti XRF spektrometru. Obrazek byl prevzat ze zdroje
[1] a pFelozen do ceStiny.

vzorku do detektoru (sekundéarniho svazku) za acelem zlepSeni jejich pozadovanych
vlastnosti. [1]

Zakladni soucésti rentgenového spektrometru jsou shrnuty na obrézku 2.4. Zdroj
ionizujiciho zareni je u klasické XRF analyzy nejcastéji nastaven tak, aby svazek
zareni dopadal na povrch vzorku priblizné pod thlem 45°. Stejné tak vstupni okénko
detektoru je namifeno nejcastéji tak, aby svazek emitovany vzorkem dopadal do
detektoru také pod thlem pfiblizné 45°.

2.2.1 Zdroj primarniho zareni
Rentgenové lampy

Zdaleka nejvice pouzivané zdroje ionizujiciho zafeni v rentgenové spektrometrii
jsou rentgenové lampy, jejichz zakladni design miZzeme vidét na obrazku 2.5.

Rentgenové lampy obsahuji spirdlovité vlakno (vétsinou z W), které se chova
jako katoda, a tercik (anodu, vétsinou z Mo, Rh, Pd, nebo W), oboje umisténé
ve vakuové trubici. P¥i vpusténi elektrického proudu do vlédkna (o velikosti 1 mA
— 1 A) se vlakno zahfeje a zacne termicky emitovat elektrony. Ty jsou vtahovany
a urychlovany smérem k anodé pomoci vysokého napéti (30 — 50 kV), které je
priloZzeno mezi katodu a anodu. Pti narazu na anodu se elektrony prudce zpomali, coz
zpusobi emisi brzdného zéfeni, které se ve vysledném rentgenovém spektru zobrazi
jako spojity pas emitovanych energii. Energie brzdného zareni zavisi na prilozeném
napéti (k1) a materialu teréiku (anody). Proud v katodé (mA) zase ovliviiuje pocet
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Obrazek 2.5: Zakladni design rentgenové lampy s okénkem umisténym na strané
trubice. Obrézek byl prevzat ze zdroje [1] a prelozen do ¢eStiny.

z ni emitovanych fotontu. Vedle emise brzdného zafeni ¢ast urychlenych elektroni,
po vyrazeni jiného elektronu z atomu anody, zptisobi emisi charakteristického zareni
materidlu ter¢iku. To se zobrazi jako spektrum ¢arové navrsené na spektrum spojité
pochézejici z brzdného zafeni.

Jak brzdné, tak charakteristické zareni je emitovano z anody ve vSech smérech,
ale z rentgenové lampy vychéazi pouze berylliovym okénkem, které je umisténo bud
na konci (end-window X-ray tube), nebo na strané (side-window X-ray tube).

Cast energie elektront se preméni na teplo anodového materialu, kvili ¢emuz
bylo diive nutné rentgenové lampy chladit, aby se predeslo jejich poskozeni. Nové
technologické postupy vSak umoznily konstrukci kompaktnich energeticky tspor-
nych kovo-keramickych rentgenovych lamp (s maximéalnim vykonem 50 W), které
je mozné chladit pouze vzduchem. To umoznilo vyvoj stolnich a priru¢nich systémi
pro aplikace méné narocné na presnost spektrometru, avsak s jednoduchou obsluhou
a prijatelnou porizovaci cenou.

Zivotnost rentgenovych lamp je v ramci tisicii pracovnich hodin a z vétsiny zélezi
na materialu anody. K zajisténi maximalni mozné délky zivota lampy je potieba
rozehfivat katodu pomalu (15 — 45 min, v zéavislosti na délce doby od posledniho
pouziti).

Byl popsan zékladni princip emise zafeni a zachazeni s rentgenovou lampou. Jeji
vlastnosti, které mohou ovlivnit vybér konkrétni lampy k rentgenové fluorescenéni
analyze, jsou nasledujici:

1. Material anody a prilozené napéti urcuji, které prvky ve vzorku mohou byt io-
nizovany. Plati totiz, ze vétsina atomu vzorku, které emitovaly charakteristické
zéreni s nizkou energii, byla ionizovana charakteristickym zarenim rentgenové
lampy taktéz s nizkou energii. Naopak vétSina atomi, které emitovaly cha-
rakteristické zafeni s vysokou energii, byla ionizovana zarenim brzdnym. Pro
rentgenovou lampu s Rh anodou je tato vlastnost zobrazena na obrazku 2.6.

2. Vykon rentgenové lampy souvisi s citlivosti spektrometru. Tok elektroni mezi
katodou a anodou zavisi na proudu pfipojenému k rentgenové lampé (resp.
proudu v katodovém vlaknu), zatimco rychlost, kterou elektrony leti a nasledné
narazi do anody, je zavisla na prilozeném napéti. Tedy jak proud tak napéti
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Excituji: K ¢ary Rh, Méreny: K ¢ary

1 Excituji: L ¢ary Rh, Méreny: K ¢ary 2
- sz v vz He
Excituje: brzdné zareni, Méreny: K ¢ary
3 4 { . ., -, o -, 5 6 7 8 9 10
Li | Be Excituji: K/L ¢ary Rh, Méreny: L ¢ary B | C| N | O/| F |Ne
TR Excituji: K cary Rh, Méfeny: L Eary O T I O BTN B AN T
Na | Mg Al Si P S cl Ar
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
K Ca Sc Ti Vv Cr | Mn | Fe Co Ni Cu Zn | Ga | Ge | As Se Br Kr
37 38 39 40 41 42 43 44 46 47 48 49 50 51 52 53 54
Rb Sr Y Zr Nb | Mo | Tc Ru Pd | Ag | Cd In Sn Sb Te | Xe
55) 56 57-70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86
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Obrézek 2.6: Prvky, které jsou vétsinou ionizovany rentgenovou lampou s Rh anodou
a charakteristické ¢ary téchto prvki, které jsou poté vyuzitelné pri XRF analyze.
Obrazek byl piepracovan na zékladé materialti uvedenych v publikaci [1].

ovliviuji intenzitu rentgenového zareni emitovaného z lampy, coz miizeme vidét
na obréazku 2.7.

Vykon lampy, roven souc¢inu proudu a napéti, je diky tomu jednim z nejdilezi-
téjsich parametri souvisejicich s citlivosti rentgenovych spektrometri. Ke zlepseni
jejich poméru signalu a pozadi nebo detekéniho limitu mohou byt pouzity modifi-
katory primarniho svazku, které popiSseme podrobnéji nize. [1]

Nyni si popiseme spektrum brzdného zareni emitovaného rentgenovou lampou.
Pokud je tercik dostatecné tlusty, je toto spojité spektrum charakterizovano nasle-
dujicimi znaky:

1. Neni pozorovano zéateni s vinovou délkou nizsi nez A, viz. vzorec (2.2).

2. )\max ~ 175 ’ )\mm

Druhy vztah mezi A\jqz & Anin v8ak zalezi do jisté miry na napéti a protonovém
cisle.

Empiricky vztah popisujici celkovy tvar energetického spektra stanovil Kulen-
kampff (1922, 1933) jako:

I(v)dv =ilaZ(vy —v) +bZ*|dv , (2.12)

kde I(v)dv je intenzita spojitého rentgenového zafeni v intervalu frekvence (v, v+
dv), i je elektricky proud ostfelujici ter¢ik v rentgence, Z je protonové ¢islo materialu
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Obréazek 2.7: Zpusob, jakym napéti a proud ovliviuji intenzitu zafeni rtznych vl-
novych délek emitovaného z rentgenové lampy. Obrazek byl prevzat ze zdroje [1] a
prelozen do cCestiny.

teréiku, vy = ¢/Apnin a a, b jsou konstanty nezavislé na atomovém ¢isle, napéti ani na
Amin- Druhy ¢len vzorce je obvykle maly v porovnani s prvnim a casto se zanedbava.
(Pozdéji tento vztah zptesnil Kramers pomoci kvantové teorie.)

Uc¢innost Ef f konverze elektrického piikonu rentgenové lampy na celkové gene-
rované rentgenové zafeni (v8ech frekvenci) je pfiblizné dana vztahem:

Eff =9,2-1071°2V; . (2.13)

Ptesny popis brzdného rentgenového spektra je v rentgenové spektrometrii za-
sadni. Stanoveni distribuce intenzity spektra generovaného rentgenovou lampou je
diilezité pro matematickou korekci matricovych jeva v kvalitativni rentgenové fluo-
rescen¢ni analyze. [5]

Radioizotopy

Radioizotopy, jakozto zdroje ionizujictho zafeni pti rentgenové fluorescen¢ni ana-
lyze, byly v minulosti velmi popularni jako soucasti prenosnych spektrometri, pre-
devsim diky svym malym rozmérim a nulové spotiebé elektrické energie. Negativem
vsak jsou spiSe kratké polocasy rozpadu nékterych radioizotopi, nizka intenzita za-
feni a zvlastni regulacni pozadavky na jejich transport a pouziti. Nejcastéji byly
pouzivany radioizotopy *°Fe, 1®Cd, 2! Am a 5"Co. [1]
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Dalsi zdroje

Kromeé rentgenovych lamp se pri rentgenové fluorescenéni analyze pouzivaji i dalsi
synchrotron, protonové nebo alfa zarice a elektronové zdroje (vyuzivané predevsim
v elektronovych mikroskopech a mikrosondach).

Zejména posledni dva typy zdroji vSak nejsou snadno dostupné, protoze jsou k
jejich konstrukei vétsinou zapotiebi velké urychlovace ¢astic.

Vzhledem k tomu, Ze nejc¢astéji pouzivané zdroje ionizujiciho zareni v rentgenové
fluorescenéni analyze jsou rentgenové lampy, (predeviim v komeréné vyuZzivanych
spektrometrech), zaméfime se v nasledujicich sekcich na systémy pro XRF analyzu
vyuzivajici pravé je. [1]

2.2.2 Detekce sekundarniho zareni

Cilem kazdého detekéniho systému, ktery je soucCésti rentgenového spektrome-
tru, je prevést fotony rentgenového zéfeni vyletujici ze vzorku na elektrické pulzy,
pricemz velikost tohoto pulzu je imérna energii fotonu. Pulzy jsou poté zesileny a se-
¢teny multikanalovym analyzérem (MCA). Pocet pulzii dané vysky urcuje intenzitu
prislusné energie zafeni a v rentgenovém spektru se zobrazi jako pik. Skutecna sitka
fluorescencnich ¢ar je méné nez 10 eV, kvili rusivym tepelnym jeviim v detektoru a
jejich nésledném zesileni elektronikou nejsou vsak piky v digitalizovaném rentgeno-
vém spektru zobrazeny jako ostré ¢ary, nybrz jsou rozsiteny do kiivky gaussovského
typu.

Nejcastéji pouzivané detektory pii XRF analyze jsou proporcionélni, scintila¢ni a
polovodic¢ové, pricemz dvé nejdilezitéjsi vlastnosti kazdého detekéniho systému pou-
zivaného pii rentgenové fluorescencni analyze jsou energetickéa rozliSovaci schopnost
a detekéni ucinnost.

Energeticka rozlisovaci schopnost je definoviana jako schopnost detektoru rozlisit
rizné hodnoty energii. Nazorny priklad mizeme vidét na obrazku 2.8. Vétsinou je
odhadovana pomoci §itky piku v poloviné jeho maxima (FWHM, Full Width at Half
Maximum).

Hodnoty FWHM se vsak zvySuji s energii piku. Aby bylo moZzno porovnavat
energetickou rozliSovaci schopnost riznych detektori, ustanovila se Mn — K¢, jako
referencni ¢ara, u které se FWHM detektorta udava.

P1i viceprvkové rentgenové fluorescen¢ni analyze se mohou objevit vzajemné pie-
kryvy pikt. Tento nezadouci efekt muze byt dobrou energetickou rozlisovaci schop-
nosti detektoru snizen. K prifazeni spravnych intenzit prvkim piislusnym k prekry-
vajicim se piktim se vyuziva matematicky proces zvany dekonvoluce.

Detekéni t¢innost je definovana jako pomeérné c¢éast fotonu ionizujictho zareni za-
znamenaného detektorem z celkového mnozstvi ionizujiciho zareni, které k detektoru
ze vzorku doletélo. Zavisi (mimo jiné) na typu detektoru a jeho velikosti a tvaru.

Vybér detektoru je vétsinou zaloZen na rozsahu protonovych ¢isel prvki, které
je potfeba zméfit, a z nich plynoucich pozadavkii na energetickou rozlisovaci schop-
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. Energeticka rozliSovaci schopnost 220 eV

[ ] Energeticka rozli$ovaci schopnost 140 eV
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Obréazek 2.8: Spektra ziskand pouzitim detekénich systémii s rtiznou energetickou
rozliSovaci schopnosti. Obrazek byl prevzat ze zdroje [1] a preloZen do Cestiny.

nost a detekéni acinnost. Napiiklad proporcionalni detektory jsou charakteristické
stfedné dobrou energetickou rozliSovaci schopnosti a detekéni i¢innosti dobrou pro
lehké prvky (Be-Cu), ale spiSe horsi pro stiedné tézké a tézké prvky (Cu-U). Pro
toto rozmezi maji dobrou detekéni uc¢innost scintilaéni detektory, jejich energeticka
rozliSovaci schopnost je vSak velmi Spatna v porovnéni s polovodi¢ovymi detek-
tory, zvlasté pak pii nizkych energiich. Naproti tomu polovodi¢ové detektory (Si(Li),
HPGe, PIN diody, SDD) maji uspokojivou az dobrou detekéni ti¢innost pro Siroké
rozmezi prvki (Na-U) a vybornou energetickou rozlisovaci schopnost.

Nékteré utvary v rentgenovém fluorescenénim spektru, jmenovité tnikové a su-
macni piky, nemaji pivod v méfeném vzorku, ale v detekénim systému. Atomy v
detektoru totiz také mohou emitovat charakteristické zafeni, kdyz interaguji s rent-
genovym zafenim prilétajicim ze vzorku. Mala ¢ast tohoto charakteristického zareni
pak muze vylétnout z objemu detektoru a odnést tak svou energii, kterd nebude
zapoctena do vysledného spektra. Pokud toto charakteristické zareni detektoru bylo
vybuzeno taktéz zarenim charakteristickym, ve spektru se objevi pik o energii rovné
rozdilu téchto dvou charakteristickych energii, ktery nazyvame pik tnikovy (escape
peak).

Piky sumacni jsou vysledkem piiletu dvou charakteristickych fotoni do detektoru
s tak kratkym casovym rozdilem, Ze je detektor vyhodnoti jako jednu udalost a jejich
energii seCte. Pro charakteristické zareni vzorku, které nema vysokou intenzitu, neni
tento jev prilis pravdépodobny, stejné jako pro prilet tii a vice charakteristickych
fotonii s takto kratkym ¢asovym rozdilem.

Pulzy produkované detektorem jsou nasledné zpracovany komplexnim elektro-
nickym systémem, na jehoz vystupu jsou zapocitany amplitudy s urcitou vyskou,
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tvorici findlni spektrum. Tato elektronika potfebuje jisté mmnozstvi ¢asu ke zpra-
covani jednoho pulzu, po kterou neni schopna registrovat pulz jiny. Tato doba se
nazyva mrtva a je rizné pro rizné detekéni systémy. Plati, Ze ¢im vétsi je intenzita
pulzt prichézejicich k detektoru, tim vice jich je ztraceno béhem mrtvé doby. Tedy,
aby vztah mezi skuteénymi a zméfenymi intenzitami byl linearni, je potieba zapojit
softwareovou korekci. [1]

2.2.3 Modifikatory svazku

Vétsina rentgenovych spektrometru je vybavena modifikdtory primérniho nebo
sekundarniho svazku za tucelem zlepseni citlivosti a detekénich limitti nebo lepsi
prizpusobivosti spektrometru konkrétni prvkové analyze.

Vyhody uziti modifikatorii svazku priméarniho jsou vétsinou spojeny se snizenim
intenzity zareni vychazejiciho z rentgenové lampy za tcelem omezeni prekryvia piki
nebo zvyseni poméru signalu ku pozadi u vybranych prvki. Dalsim benefitem, ktery
mohou modifikatory primarniho svazku pfinést, je regulace jeho sitky, a tedy velikosti
ozafované plochy vzorku.

Modifikatory svazku sekundérniho jsou do spektrometru pridavany vétsinou za
ucelem efektivnéjsiho sbéru fluorescencéniho zareni vyletujiciho ze vzorku ¢i regulace
spektralni distribuce zareni ve prospéch hledanych charakteristickych car.

Mezi ¢asto pouzivané modifikatory svazku pii rentgenové fluorescencéni analyze
patii filtry, fokusacni optika nebo kolimatory.

Filtry jsou vétsinou tenké kovové plisky, které se umistuji do spektrometru za
ucelem absorpce ¢asti zareni do urcité energie, ktera je dana materialem a tloustkou
filtru. Raznym filtrum je pak pfizpiisobeno napéti na rentgenové lampé.

Filtry primarniho svazku snizuji intenzitu interferen¢nich car a intenzitu zéfeni
rentgenové lampy, ¢imz zlepsuji pomér signalu ku Sumu ve vybrané oblasti energii,
kde se nachézeji charakteristické ¢ary hledanych prvkia. Tim se zlepsuje detekéni
limit téchto prvki. V nékterych specifickych piipadech mohou byt pouzity i filtry
svazku sekundarntho, které modifikuji spektralni distribuci fluorescenéniho zéfeni
vychazejiciho ze vzorku, znovu za Gcelem vyniknuti charakteristickych ¢ar hledanych
prvki ve vysledném spektru.

Fokusac¢ni optika se pouziva k soustifedéni rentgenového svazku do malého bodu
na povrchu vzorku, pokud modifikuje svazek primarni, nebo k zachyceni fluorescenc-
niho zareni z pouze malého bodu pii povrchu vzorku, pokud modifikuje svazek sekun-
déarni. Nejjednoduseji 1ze takového usporadéani docilit, pokud je do cesty svazku vlo-
zen jednootvorovy kolimator. Tim je vSak sniZena jeho intenzita, coz je nezadouci v
piipadé méfeni prvki s nizkou koncentraci. Jakozto pokrocilejsi zafizeni lze k tako-
vému tucelu pouzit kapilarni ¢ocky. Ty jsou zalozeny na vyuziti dutych sklenénych
vlaken, kterymi rentgenovy svazek proléta, pricemz fotony odchylujici se od sméru
letu svazku jsou (s urcitou pravdépodobnosti) odrazeny zpét do prostoru vlékna.
Svazek vyletujici z takového optického zafizeni miize mit i primér mensi nez jeden
mikrometr.

v
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Obrazek 2.9: Vysledné svazky primérniho zafeni pii pouziti jednootvorového koli-
méatoru a fokusa¢ni optiky. Obrazek byl prevzat ze zdroje [1| a preloZzen do ¢eStiny.

Vysledny svazek

platki umisténych nékolik desetin milimetru od sebe, které umozni priichod jen
tuzkym paralelnim svazkim zafeni a ostatni zareni odstini. Takova kolimace svazku
je jednoduch4 a levné, avsak snizuje jeho intenzitu. [1]

2.2.4 Bezpecnost a ochrana pied ionizujicim zaifenim

Rentgenové zareni, jakozto zafeni ionizujici, muze pii kontaktu s lidskou tkani
zpusobit poskozeni riizné zavaznosti, napriklad zlomit ¢i modifikovat chemické vazby
pro bunky dilezitych molekul. Takové zmény mohou vést az ke smrti poskozenych
buneék ¢i zvySovat riziko vzniku rakoviny.

vvvvvv

Néasledky ozareni lidského téla muze ovlivnit vice faktoru, z nichz nejdulezitéjsi
jsou absorbovana davka, energie zafeni, ozafena oblast nebo individualni bunécné
citlivost.

P1i praci s pristroji vyuzivajicimi rentgenové zéreni je tedy tieba zajistit bezpecné
zachazeni a minimalizovat nepfiznivé efekty na zdravi zic¢astnénych. Ve vSech zemich
svéta jsou zédkonem predepsiny davkové limity, jejichz hodnoty jsou zaloZzené na
doporucenich ICRP (International Commision on Radiological Protection). K jejich
dodrzeni se na pracovistich vyuzivaji dosimetry, které méri individualni davku za
dany ¢asovy interval. Hodnoty davek jsou archivovany po dobu nékolika let, pricemz
je, mimo jiné, pro kazdy rok se¢tena dévka celkové, kterd nesmi prekrocit stanovené
limity:.

Komercni analytické rentgenové pristroje jsou odstinény ochrannym krytem tak,
aby ozareni pii normalnim pouziti bylo minimalni. Zvlastni opatrnost je potieba pfi
praci se systémy s otevienym svazkem zafeni (vyskytujicimi se ¢asto naptiklad ve
vyzkumu). [5]

P1i praci s rentgenovou fluorescencéni aparaturou, obzvlasté ve vyzkumnych labo-
ratorich, nebo pohybu kolem ni je tfeba si byt védom rizik vyplyvajicich z ozareni
a znat postupy prislusné ochrany. Pti spravné obsluze vSak aparatura nebezpecna
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neni (Pro srovnani, kolem roku 2000 bylo v takovém piipadé ozafeni spiSe mensi, nez
pri sledovani barevného televizoru. Pritom dnesSni hodnota ozéafeni pii této metodé
se v pripadé klasické XRF nijak radikalné nezvysila). [6]

2.3 Mikro-XRF

Technicky posun relativné nedédvné doby v oblasti rentgenové optiky dovolil vyvoj
spektrometri, které jsou schopny analyzovat vzorky i na drovni mikrometri. Pii-
slugné odvétvi XRF se oznacuje jako rentgenova fluorescenéni mikroanalyza (u-XRF)
a je jednim z nejmladsich. Hlavni odlisnosti od klasické rentgenové fluorescenéni
analyzy je fokusace priméarntho svazku na mnohem mensi prumér pomoci vhodné
fokusa¢ni optiky, obvykle monokapilarnich nebo polykapilarnich c¢ocek, jejichz za-
kladni princip byl popsan jiz v sekci 2.2.3. Standardni p-XRF spektrometry jsou
vétsinou vybaveny také béznym mikroskopem (nebo jen fotoaparatem) pro moznost
presného vybéru bodu, ve kterém méreni probéhne, a zobrazeni na monitoru poci-
tace jeho pozice na povrchu vzorku béhem ladéni spektrometru a samotného mérent.
Spolecné s programovatelnym zafizenim pro pohyb ve tfech prostorovych souradni-
cich je pak mozné provadét plné automatizované skenovani vzorku s vyrazné lepsim
rozlisenim, nez u bézné XRF analyzy. Takové skenovani se provadi obvykle v pfimce
nebo na plose.

Komeréné dostupné pu-XRF spektrometry nabizeji rozliseni v fadu desitek az
stovek pm. Pouzitim kapilarni optiky se vSak v porovnani s klasickou XRF analyzou
snizi pomér ¢istych ploch piki ku pozadi a snizi citlivost spektrometru. Vzhledem k
typicky nizkym koncentracim mikrobiogennich prvki tak neni pu-XRF vzdy vhodné
k analyze biologickych vzorktu. Pouzitim vykonnéjsich zdroji primérniho zafeni se
vSak da zvysit rozliseni i senzitivita u-XRF spektrometru, predevsim pak takovych,
které jsou zalozeny na urychlovani ozarujicich ¢astic. Mezi nimi je v kontextu pu-XRF
nejvyznamnéjsim synchrotron, ktery dovoluje posunout rozliseni az k nano-oblastem
a citlivost k pico- ¢i femto-oblastem. [1]

Zacatkem druhého tisicileti byla vyvinuta varianta p-XRF zalozena na vlozeni
druhého fokusacniho zafizeni mezi vzorek a detektor, které dovoluje vniknout do
detektoru pouze zafeni z vybraného bodu v ozafovaném objemu vzorku. Pohybem
tohoto bodu pak lze ziskat informaci a koncentraci vybraného prvku v zavislosti
na hloubce ve vzorku. Tato metoda se nazyvéa konfokalni rentgenova fluorescenéni
analyza a vybaveni k jejimu provedenti je pritomné i na Katedie dozimetrie a aplikace
ionizujicitho zareni na FJFI CVUT. Toto zaFizenf je prenositelné a uzpusobené k
analyzam historickych maleb, coz je jedna z nejcastéjsich aplikaci konfokalni u-XRF,
predevsim praveé diky moznosti piinést informace o slozeni jednotlivych nanesenych
vrstev barvy. [8]

2.4 Biologické vzorky

Metoda rentgenové fluorescen¢ni analyzy je nedestruktivni a pouzitelna k méreni
latek v pevném, kapalném i plynném skupenstvi [6]. To vSak pFinasi razné pristupy
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k ptipravé vzorku k méfeni rentgenovou fluorescenc¢ni analyzou. Spatné zvolené nebo
nedostatecna priprava vzorku je pritom nejvétsim zdrojem chyb pii XRFE analyze.
Bez tprav je mozné mérit pouze vzorky, které jsou dostatecné homogenni a maji
rovny povrch. Pokud tyto podminky splnény nejsou, coz je ¢astym problémem bi-
ologickych vzorkt, a vzorek je pevného skupenstvi, jednou z moznosti piipravy ke
XRF analyze je rozemleti na prasek, jehoz zrna jsou priblizné stejné velka a zéro-
venn dostatecné mald na to, aby vzorek mohl byl chemicky homogenni. Typickym
problémem je zde kontaminace vzorku v pribéhu mleti prvki ptvodem z mleciho
zalizeni.

Takto rozemlety prasek muze byt pred mérenim zabalen do velmi tenké plastové
folie, peletizovan, nebo smichan s vhodnou tekutinou, ktera je poté prefiltrovana za
vytvoreni tenké vrstvy z puvodniho prasku na ploSe filtru. Tyto odlisné pfistupy
jsou vybirany na zakladé toho, jaké prvky je potifeba mérit a jaké jsou kladeny
naroky na velikost chyby méteni. Napiiklad méreni nepeletizovaného prasku zaba-
leného do folie poskytne nizsi citlivost pro lehéi prvky (napiiklad biogenni Na) nez
peletizovaného kvili vétsimu objemu a absorpci ve f6lii. Dalsim moznym nedostat-
kem nepeletizovaného prasku muze byt jeho ne zcela nehomogenni hustota, coz muze
zvysit chybu méfeni.

Kromé nehomogenity nebo nerovného povrchu je typickym problémem biologic-
kych vzorku zvyseny obsah vody. Vzorky kapalné, nebo kapalinu obsahujici, vykazuji
vyssi rozptyl zareni, ktery zptisobuje vyssi pozadi v detekovaném spektru vedouci
ke zhorseni poméru cistych ploch piki ku pozadi, tedy zhorSeni citlivosti i limita
detekce. Obecné vzorky pevného skupenstvi vykazuji piiznivejsi vliastnosti pro mé-
feni pomoci XRF analyzy nez vzorky kapalné. Pti pripravé kapalnych vzorku se
tedy casto pouzivaji procesy, pii kterych je kapalna matrice redukovana. V pripadé
kvantitativni analyzy rostlinnych vzorku se jedna predevsim o vysuSeni teplotou do
60°C, nebo vysuSeni mrazem, a rozmélnéni na jemny prasek s naslednou peletizaci.
V pripadé kvantitativni analyzy tkani je namisto vysusSeni teplotou voleno prakticky
vyhradné suSeni mrazem, v piipadé méfeni prvkové distribuce zmrazeni tekutym
dusikem s naslednym roziezanim na tenké platky. [1]

2.4.1 Priklady aplikace XRF na biologickych vzorcich

Béhem zpracovani této prace se postupné podarilo vyhledat ptiblizné 100 ¢lankt
popisujicich pouziti laboratorni rentgenové fluorescen¢ni analyzy na biologickych
vzorcich nebo zivych organismech. V néasledujicich fadcich budou vysledky tohoto
vyhledavani shrnuty a nékteré z ¢lankt zminény blize.

Medicina

Z vysledkt reserse bylo zjisténo, Ze rentgenova fluorescen¢ni analyza je vyuzitelné
v mediciné, a to jak ve vyzkumu, tak ve zobrazovaci pristrojové technice. Prvni
uvedené studie se budou tykat predevsim vyzkumu a diagnostiky nadorového bujeni.

Imbalance stopovych prvki v téle miize vést k patologickym stavim vcéetné rako-
viny. Stanoveni koncentraci téchto prvka v nddorovych tkanich a porovnani s kon-
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centracemi fyziologickymi tak mize napomoci k lepsimu pochopeni karcinogeneze.
Ve studii [3] byla pouzita rentgenova fluorescencéni spektrometrie ke kvantitativni
analyze Fe, Cu a Zn v nadorové a odpovidajici zdravé tkani plic, prostaty, vajecniku
a tlustého stieva. Z této tkané byly pripraveny vhodné biologické vzorky pomoci ly-
ofilizace, rozemleti a slisovani do pelet. Prvkova analyza pomoci metody XRF byla
vybrana diky jeji nedestruktivnosti, kterd dovoluje pouzit vzorky k dalsim analy-
zam, schopnosti detekovat castice i o nizkych koncentracich a schopnosti dosahnout
vysokych detekénich limitt. U vSech métenych prvka byly detekovany jasné zmény
v koncentracich mezi zdravou a nadorovou tkani, a to navic v zavislosti na typu dané
tkané.

Na stejném zakladé je zaloZena i préace [9], ale s odlisnym uplatnénim vysledkii.
Zmény v absolutnich koncentracich, zmény ve vzajemnych pomeérech koncentraci
nebo speciace prvkiu Cu, Fe, Mn, Zn, Mg, Co a Na v maligni a benigni tkdni zméfené
rentgenovou fluorescen¢ni analyzou zde byly predstaveny jako mozny zpusob zjisténi
pritomnosti, zavaznosti a typu rakoviny tkané prsou a prostaty. Jakozto analog lidské
tkané zde byla pouzita psi, vysledky ale ukazaly potencial prenést vyzkum do klinické
faze.

Dalsi rozvijejici se technikou v oblasti diagnostiky a lé¢by rakoviny, kterd vyuziva
rentgenovou fluorescen¢ni analyzu, je rentgenova fluorescen¢ni vypocetni tomografie
(XFCT). V nedavné dobé byl totiz zaznamenan vyvoj novych molekul na bazi zlata
(GNPs) s vyjimecné dobrou schopnosti dopravit a uvolnit 1é¢ivo do nadorové tkané.
Tyto nanocastice tak maji potencial zlepsit Gc¢innost chemoterapie, jakozto i radio-
terapie diky moznosti cilit na tyto ¢astice absorbované v nadoru pii ozafovani. [10]
XFCT, ktera je diky vlastnostem rentgenové fluorescence citliva na detekci prvki s
vysokym protonovym ¢islem, napiiklad pravée zlata, je technikou s potencidlem sledo-
vat distribuci a koncentraci GNPs v télech pacientii [11]. Technikou XFCT je mozno
detekovat L—¢ary vznikajici v hloubkach 4 — 9 mm lidské tkané a K-cary vznikajici
v hloubkéach nékolika centimetri pii zachovani vysokého prostorového rozliseni, coz
jiné zobrazovaci techniky typicky nedovoluji [12]. Zavedeni polykapilarni optiky jako
soucasti pristroje XFCT velmi G¢inné snizuje ¢as potfebny k detekci dostateéného
mnozstvi charakteristického zareni a zvysuje citlivost pfi méfenich provedenych na
fantomech, je tedy priznivou cestou k realizaci preklinického vyzkumu [12].

Kromé onkologie je rentgenova fluorescenéni analyza vyuzitelné i v dalsich oblas-
tech mediciny. Studie [13] naptiklad prokazala, Ze rentgenovou fluorescenéni analy-
zou s totalnim odrazem (TXRF) je mozné méfit i (typicky velmi nizké) fyziologické
koncentrace olova v lidskych vlasech a séru vzniklého pii odstFfedovani krve. Nej-
vice ¢lanki vsak bylo zaznamenano takovych, které se zabyvaji prvkovou analyzou
rostlin pouzivanych jako lé¢ivych bylin, naptiklad [14], [15], [16], [17] a [18].

Rostliny z rodu Alternanthera (plevuiika), pfedevsim pak jejich vodni extrakty
a vyluhy, jsou v tradi¢ni brazilské mediciné pouzivany jako protizanétlivé [19]. Ve
studii [20] byly t¥i druhy rostlin z tohoto rodu podrobeny prvkové analyze metodou
synchrotronové rentgenové fluorescenéni analyzy s totalnim odrazem (SRTXRF). Ve
vSech rostlinach byly nalezeny i zdravi nebezpecné prvky, jejichz ptivod mize byt,
dle autort, v kontaminaci prirodniho prostfedi a mély by byt tedy provedeny dalsi
studie zabyvajici se bioakumulaci prvki témito rostlinami. Z vodnich extrakti vSech
analyzovanych rostlin vSak bylo metodou SRTXRF zjisténo, ze prvky K a Ca velmi
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dobfe prechézeji z rostliny do vodného roztoku, kde se koncentruji, zatimco zdravi
nebezpeéné Cd, Sn a Sb maji tendenci v rostliné ziistat. V pfipadé téchto prvku se
tak nepotvrdilo vazné nebezpedci pro tu populaci Brazilie, kterd vyluhy zminénych
rostlin stale vyuziva.

Dalsi rostliny pouzivané v tradi¢ni brazilské mediciné Alchornea glandulosa, Da-
villa elliptica a Davilla nitida pri 1é¢bé zalude¢nich viedu byly podrobeny prvkové
analyze ve studii [21] jakoZto potenciélni zdroje novych 1é¢iv. Vysledky ziskané me-
todou SRTXRF pii méfeni extraktt téchto rostlin naznacuji, ze jejich lé¢ivost neni
zaloZena pouze na poskytnuti prvki, které plisobi pozitivné pii hojeni zaludec¢ni
sliznice, ale také na podpofe presunu téchto prvki ze zdravych ¢éasti sliznice do ¢asti
nemocné. Na zakladé zjisténych korelaci a antikorelaci mezi koncentracemi 1é¢ivych
prvki bylo dale objasnéno, pro¢ vykazuje nejvyssi tc¢innost pii 1é¢bé pacienttt Da-
villa elliptica, o néco nizsi i¢innost Alchornea glandulosa a stfedni G¢innost Davilla
nitida.

Zemeédélstvi a kontrola potravin

Dalsim odvétvim, kde je rentgenova fluorescen¢ni analyza hojné vyuzivana, je ze-
médélstvi. Prvnim piikladem je studie [22], ve které bylo provedeno méfeni koncent-
raci Zn a Fe v zrnech ryZe a perlového prosa jakozto soucast biofortifikace (Slechténi
za Gcelem zvyseni obsahu vitamini nebo mineréli) zminénych plodin. Studie [23] se
na rozdil od predeslé zabyva vlivem sucha na morfologii a chemické slozeni listu pse-
nice s potencialem vyuzit tyto vysledky pii Slechténi novych typt pSenice vici suchu
odolnych. Dale ve [24] byly zkoumany efekty nadbytku Mn pfi riistu pSenice na jeji
schopnost absorbovat jiné prvky dulezité pro vlastni metabolismus. Zde bylo zjis-
téno, ze akumulace Mn v listech sazenic negativné ovliviiuje absorpci a translokaci
Ca, K a Fe, zatimco absorpci Cu a Zn naopak stimuluje. Podobné cilem studie [25]
bylo zjistit, jestli se po zotaveni rostliny z nedostatku Fe zméni i absorbce a translo-
kace jinych dulezitych prvku v listech. Za timto tcelem byly plosné skenovany listy
okurek pomoci synchrotronové mikro-XRF. Byl zjistén pozitivni vliv dodani Fe na
schopnost rostliny roznést z cévniho systému prvky K, Cu a Zn a z trichomu prvky
Ca a Mn do plochy celého listu.

Ve studii [26] bylo pomoci ru¢niho XRF spektrometru (model Tracer III-SD od
firmy Bruker, USA) provedeno in situ méfeni koncentraci K, Ca, S a Si v zivych
listech cukrové titiny. Bylo zjisténo, ze prumérné koncentrace ziskané in situ meé-
fenim jsou v t&sné shodé s hodnotami ziskanymi méfenim téchto vzorka (po vysu-
Seni, rozemleti a slisovani do pelet o tloustce cca 2 mm) laboratorni rentgenovou
fluorescenéni analyzou (provedenou stolnim spektrometrem EDX-720 od firmy Shi-
madzu, Japonsko) s dobfe provéfenou presnosti. Byl tak nejen nalezen jednoduchy
a dostatecné presny zpusob méreni koncentraci v rostlinach bez ¢asové naroc¢né pii-
pravy vzorkia (vyuZitelny mimo jiné i samotnymi zemédélci pii zvySovani vytézku),
ale také moznost provedeni kvantitativni rentgenové fluorescenéni analyzy na zivych
rostlinach v laboratofi pri studiich rostlinné fyziologie a kinetiky prvki, nabizejici
rychle vypoctené vysledky. Tedy i moznost mérit, jakym zptsobem se v téle rostliny
distribuuji v ¢ase vybrané prvky.

Studie [27] zas predstavila analytickou metodu vzniklou spojenim rentgenové flu-
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orescence a blizké infracervené spektroskopie (NIR), kterou 1ze rychle méfit koncent-
race Sirokého spektra prvki véetné téch lehkych. Lze tak ziskat komplexni informace
o obsahu mnoha prvkia v rostlinach véetné nedostatku N. Tim se nabizi snadnéjsi
zpusob ziskéni dat k pfesnému vybéru zptusobu hnojeni s minimalni piipravou vzorku
oproti konvenénim metodam. Navic je prislusné aparatura prenositelna, coz otevira
dalsi nové moznosti.

Na pomezi zemédélské studie a kontroly kvality potravin je ¢lanek [28], ktery
zkouma koncentraci tézkych kovi v raznych fazich vyroby vina (listy vinné révy,
hroznovy most a kone¢né vino) dvou ruzné starych vinohradia (6 a 14 let). K prv-
kové analyze listu a hrozni byla zvolena klasicka rentgenova fluorescence, zatimco k
analyze mostu a vina rentgenové fluorescence s totélnim odrazem. Listy ze starsiho
vinohradu vykazovaly extrémné vysoké mnozstvi Cu zptusobené pravdépodobné zde
zvySenym pouzivanim fungicidi na bazi médi k redukei plisné. Vyssi koncentrace Cu
pak byla zmétena i v hroznech, ale ne tak vyrazné. Lehce vyssi pak i ve viné, nepre-
krocila vsak doporuc¢ené maximalni limity. Tim bylo ukazéno, ze i pouziti velkého
mnozstvi fungicidu na bézi médi pii vyrobé vina nemusi vést ke zdravotnim riziktm.
Dale bylo demonstrovano, ze ackoli listy a hrozny dvou zkoumanych vinohradi vy-
kazuji podobné chemické slozeni, diky pouziti jinych technik vyroby vzniknou dvé
velmi odlisné vina vzajemné odlisitelnad svym obsahem prvkii.

Do analyzy potravin spadé i ¢lanek [29], ktery zkouméa riazné chemické slozeni
¢aju v zavislosti na jejich typu, baleni a louhovani. Jako analytickd metoda byla
zvolena rentgenova fluorescence s totalnim odrazem. Dalsim piikladem vyuziti XRF
pii analyze potravin, tentokrat jeji klasické varianty, je ¢lanek [30], ktery se zabyva
mérenim koncentraci 12 vybranych prvki v 9 druzich mexické chilli papricky. Pouzita
byla rentgenovéa lampa s Rh anodou a Si-PIN detektor. Vzorky byly pred méfenim
vysuSeny mrazem a kalibrace byla provedena za pouziti standardnich referencnich
materiala NIST 1547 (listy broskvi), 1574 (listy rajcat) a 1570A (listy Spenatu), ke
zjistovani nejistoty byl vSak pouzit jesté ¢tvrty referencni material také pivodem z
listt s ¢islem 1571. Vysledky ukézaly pét hlavnich skupin charakterizovanych riznym
chemickym slozenim, do kterych se daji mérené papricky rozdélit.

Clanek [4] predstavuje zaroven potravinarskou kontrolu ptuvodu ryb a motskych
plodi a environmentalni studii. T¢€la zivocichii byla pred analyzou ususena a roze-
mleta. Diky zastoupeni prvki pak mohl byt urcen geograficky piivod téchto zivoc¢ichu
a jestli byli chovani na farmeé nebo uloveni jako divoce zijici. Rentgenové fluorescence
byla zvolena diky své jednoduchosti a diky moznosti provést na neporuseném vzorku
dalsi analyzy. Mikro-XRF se od svého pocatku pouziva v environmentalnich studi-
ich, geologickd studia vyuzivaji mikro-XRF ke stanoveni prvkového slozeni pud a
hornin. Bylo prokazano, ze mikroanalyza mé potencial byt vyuzita také pii kontrole
kvality, bezpec¢nosti a puvodu potravin. Itrax je mérici systém pro mikro-XRF vy-
vinuty primarné k méfeni geologickych vzorkt. Zde byl rovnéz ispésné rozsiten na
analyzu mékkych biologickych tkani. Environmentalni pfesah ma i studie [31], jejiz
motivace je shrnuta v nasledujicim odstavci.

Ryze, pSenice a kukufice jsou tfi nejvice konzumované plodiny na svété, vzhledem
k oc¢ekavanému vzristu celosvétové spotieby potravin je tak vhodné zabyvat se jejich
efektivnim péstovanim Setrnym ke zdravi lidi i prirodnich ekosystémii. VSechny tii
druhy jsou akumulatory oxidu kiemicitého a zaroven plati, Ze hnojenim touto latkou
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se snizuje abioticky a bioticky stres rostlin, ¢imz se snizuje nutnost vyuzivani pesti-
cidi. Méreni obsahu Si v pudach a rostlinach je tak uziteéné k identifikaci v tomto
smyslu chemicky chudého prostiedi, tradicni metody méreni Si chemickou cestou
vsak nejsou po vSech strankach zcela bezpeéné a jsou c¢asové naro¢né. Pokrok ve
zvySovani citlivosti ruénich rentgenovych fluorescenc¢nich spektrometri ale vytvari
nové prilezitosti. V ¢lanku bylo srovnano métreni pomoci tradi¢nich chemickych me-
tod a pomoci ru¢nich XRF spektrometri SciAps X-300 a Niton XL3t GOLDD-+.
Bylo zjisténo, ze SciAps jsou presnéjsi nez Niton a prumérna doba potfebna k ana-
Iyze Si pomoci SciAps byla ¢tyfi sekundy na vzorek. Tyto tdaje podporuji moznost
pouziti ru¢nich XRF spektrometri pro rychlou analyzu Si a naznacuji, ze ma metoda
potencial méfrit i koncentrace pro rostliny dilezitych prvka K a P.

Zaveérem bude uvedeno vyuziti klasické XRF pii prvkové analyze listi citrusta
napadenych plisni Capnodium fungi ve studii [32] a vyuziti mikro-XRF pii pro-
storovém zobracovani Zn a dalsich prvkt v listech citrusi napadenych bakteridlni
chorobou Huanglongbing [33].

Environmentalni studie, energetika a priamysl

Presah nékterych ¢lankt do environmentalnich studii byl zminén jiz vyse. Rizné
typy XRF vsak maji v environmentalnich studiich i hlubsi vyuziti. Naptiklad rent-
genova fluorescenéni analyza s totalnim odrazem byla ve studii [34] pouzita k moni-
torovani kvality ovzdusi ve mésté Brescia v severni Italii. Postupné byly nasbirédny
listy 6 riznych druht stromt v 11 parcich z riznych ¢asti mésta. Byly pouzity rtizné
postupy pripravy vzorki. Pii jedné z metod byla ¢ést listi omyta a ¢ast neomyta
za Ucelem zkoumat vrstvu aerosolt usazenych na jejich povrchu. Pfi porovnani vy-
slednych dat pak byly zjistény zmény v koncentracich prvki Cu, Pb a Fe, za jejichz
zdroj se povazuje lidska ¢innost, v zavislosti na tom, jestli byl dany list omyt, nebo
ne. Na zakladé vysledki byly urceny tfi druhy stromit, které mohou slouzit jako
bioindikatory znecisténi ovzdusi, a konkrétni parky, které jsou nejvice zasazeny. K
monitorovani znecisténi zaneseného srazkami je potfeba mérit listy bez tpravy a
zamérit se zejména na stopové prvky. Dalsi vyuziti klasické rentgenové fluorescencéni
analyzy bylo nalezeno pii méfeni kontaminace rostlin a pudy z oblasti wolframo-
vého dolu v Portugalsku [35]. Byly zjistény vysoké koncentrace zejména As a W
presahujici limity doporuc¢ené WHO.

Zajimavou environmentélni studii dale predstavuje ¢lanek [36]. Sekundarni cestou
pro vylucovani nadbytku stopovych prvki v télech ptédku je jeho ukladani do ros-
touctho pefi. Jeho prvkovou analyzou pak lze zkoumat expozici ptaki znec¢isténému
prostiedi. Dikazy zalozené na analytickém zobrazovani a spektroskopii naznacuji,
ze prostorové rozlozeni zakladniho stopového prvku Zn v pefi souvisi s melaninovou
pigmentaci. Nase chapani zptisobu uklddani stopovych prvki do rostouciho peii je
vSak velmi nizké a poznani v této oblasti brzdi zejména nedostatek analytickych
nastroji schopnych zkoumat presnou lokalizaci prvkia uvnit¥ pefi. Relativné no-
vou metodou, ktera tyto schopnosti mé, je synchrotronova rentgenova fluorescenc¢ni
mikroanalyza. Ta byla ve zminéné studii vyuzita k mapovani Zn mezi vétvemi a pa-
prsky v perech poldka vinkovaného (Aythya affinis) po experimentalnim zvyseni Zn
v potravé. Vysledky ukazaly vyrazné zmény Zn v prostoru mezi vétvemi a paprsky,
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pricemz vyssi hladiny byly pozorovany v paprscich. Analyza prufezu peri déle od-
halila, Ze vétve a paprsky s vyssi hustotou melanosomii také obsahuji vyssi hladiny
ruji pouziti pefi jakozto neinvazivni metody monitorovani expozice ptaki stopovym
prvkim a referuji o metodé XRF jako o uziteéném nastroji k pozorovani vlivu rychle
se méniciho prostiedi na jejich zdravi.

Déle bylo nalezeno zna¢né mnozstvi ¢lanki, ve kterych byla rentgenova fluo-
rescen¢ni analyza vyuzita k méfeni koncentraci prvka v popelu vzniklém pii spalo-
vani biomasy jakozto zbytkt zemédélské produkece. Vysledky téchto studii je mozné
vyuzit pii hledani vhodnych podminek pii vyrobé energie. V ¢lanku [37] bylo zjis-
téno, ze koncentrace Mg, Si, P a S se v popelu oproti ptivodni biomase zvySuje
umeérné zvysujici se teploté spalovani. Naopak koncentrace Na, Cl a K se zvySujici
se teplotou klesa diky odpafovani chloridi. Bylo zjisténo, Ze 1ze navrhnout dalsi
vyuziti ziskaného popela. Tim se podrobné&ji zabyva studie [38] na popelu vznik-
lém pii spalovani zbytki rostliny hoicice. Pomoci prvkové analyzy metodou XRF
bylo zjisténo, ze popel pii rozsypani na poli miize fungovat jako zdroj zivin a zéro-
ven jako adsorbent casto pouzivaného herbicidu, kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové.
Ze stanovenych koncentraci prvkiu bylo vypocteno doporu¢ené mnozstvi davkovani
popela na hektar pro rizné péstované plodiny. Dle studie [39] muze byt popel ze
spalovani biomasy po tpravé vyuzit také jako adsorbent sulfanu pfi ¢isténi bioplynu.
V této studii byla pfi analyze téchto moznosti vyuzita také klasickd rentgenové flu-
orescence. Clanek [40] zkouma za vyuziti metody XRF fyzikalni vlastnosti popela
bambusu, borovice Massonovy a uhli. XRF a pfibuzné techniky byly vyuzity i pfi
analyze popela topolu a psenice v ¢lanku [41]. Pelety z biomasy zde byly v raznych
fazich spalovani analyzovany synchrotronovou 3D rentgenovou fluorescenéni vypo-
¢etni mikro-tomografii, diky ¢emuz mohl byt zmapovan a zobrazen vyvoj trhlin,
dutin a popelovych vrstev. Analyza zminénych vrstev pak byla dokon¢ena pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie a klasické rentgenové fluorescencéni analyzy. Dalsi
¢lanek [42] je zaméfen na hledani kalibrace metody XRF pro popel vznikly spalova-
nim dfeva. Pt spalovani zbytkt z dfevoprimyslu je potfeba pocitat s tim, ze vétve
stromi jsou bohat$i na tézsi prvky nez kmen. Vznikly popel s tézsimi prvky totiz v
elektrarné muze zpusobovat specifické technické problémy.

Rentgenové fluorescence muze byt vyuzita také pii prvkové analyze primyslovych
vyrobku puvodem ze dieva, napriklad pii zjistovani recyklovatelnosti nebo toxicity
[43], [44]. Rentgenova fluorescenéni vypocetni tomografie byla ve studii [45] usp&sné
vyuzita k pozorovani a kvantifikaci pronikani lepidla do dfeva. Dale bylo v ramci
reSersni prace zjisténo, ze XRF analyza dfeva muze také byt vyuzita v environmen-
talnich studiich. Konkrétné v ¢lanku [46] je provadéno méteni koncentrace Cd ve vrbé
— jeho prirozeném akumulatoru. Stromy jsou totiz diky velkému mnozstvi produko-
vané biomasy schopné podilet se na dekontaminaci znecisténych oblasti. Detailni
pochopeni zptsobu, jakym v sobé toxické prvky akumuluji, miize proto napomoci k
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byla pouzita synchrotronova mikro-XRF.
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Chemie rostlin

Rentgenové fluorescencni analyza a jeji odvozené techniky jsou vyuzitelné také
ve vyzkumu v oblasti botaniky. Lze si povSimnout, Ze nékteré vyse zminéné studie
jiz tento presah mély.

Ve studii [33] byla pomoci synchrotronové rentgenové fluorescenéni analyzy mé-
fena koncentrace Zn a dal$ich prvki v hyperakumulétoru zinku Sedum alfredii.
Epidermélni vrstvy byly identifikovany jako dulezita ulozisté pro nahromadény Zn
v této rostling. V dalsi studii hyperakumulatori [47], tentokrat niklu, jsou pred-
métem vyzkumu tropické rostliny Rinorea bengalensis a Rinorea javanica pomoci
rentgenové fluorescencni mikroskopie (XRM) a mikrosondy (micro-PIXE). Cilem
bylo objasnit podobnosti a rozdily v distribuci Ni a fyziologicky aktivnich prvku
(K, Ca, Mn a Zn) v raznych organech a tkanich. Akumulaci Cr v rostliné Callit-
riche cophocarpa zkouma studie [48]. Mladé listy, starsi listy a stonky byly vysuSeny
mrazem podle specidlniho protokolu zamezujiciho kvantitativnimu a kvalitativnimu
znehodnoceni akumulovaného Cr. Po pripravé vzorku byly pomoci mikro-XRF zis-
kany mapy rozlozeni Cr.

K objasnéni interakce Zn s homeostazou Fe je klicové analyzovat distribuci Zn
v rostlinnych tkanich nebo v bunikach. Ve studii [49] byla zkouména subcelularni
distribuce v bunkach listi okurek s deficitem Fe pomoci hmotnostni spektrometrie
po bunééné frakcionaci s indukéné vazanou plazmou (ICP/MS) a synchrotronové
nano-XRF. Ve studii [50] byly nasbirany listy 50 let starého sami¢iho stromu Gin-
kgo biloby v prubéhu jednoho vegeta¢niho obdobi (od prvnich jarnich listi az po
podzimni spadané), rozemlety, smichany s methylcelul6zou v poméru 1 : 1 a analy-
zovany klasickou kvantitativni XRF. V ¢lanku [51] byla metodou TXRF provedena
prvkova analyza sekretu listi mangrovového druhu Avicennia germinans rostouciho
v odlisnych salinitach. Prvek Na byl doméfen pomoci atomové absorpcéni spektro-
metrie.

Ve studii [52] byla zkoumana absorpce a distribuce Zn v zivych listech Solanum
lycopersicum a Citrus reticulatus v ¢ase. Pomoci synchrotronové rentgenové fluo-
rescen¢ni mikroskopie byl Zn sledovan pii prostupovani tkani listu az do zil nizsi
trovné. Podle zjisténi studie [53] je distribuce stopovych prvkii v Zivych rostlindch
dobfe méfitelna i komeréné dostupnym mikro-XRF spektrometrem (M4 TORNADO
od firmy Bruker). To bylo mozné predevsim ze 4 divodi: byl zvolen detektor s nej-
vétst komeréné dostupnou aktivni plochou 2 x 60 mm?, do spektrometru byla zabu-
dovana komora na zivé vzorky udrzujici fyziologické podminky jako vlhky vzduch a
vodny roztok, prostorové rozliSeni pouzitého spektrometru je dostateéné k pozoro-
vani distribuce kovii na arovni tkani (v nékterych pripadech jsou viditelné i buiiky) a
konec¢né precizni optimalizace spektrometru a komory zajistila, ze list ztistal neporu-
Seny bez vazného poskozeni fotosyntetického aparatu. To umoznilo primou korelaci
distribuce prvku s fotosyntézou. Citlivost metody byla déale prokazana analyzou mi-
krobiogennich (Cu, Ni, Fe, Zn) a makrobiogennich prvki (Ca, K) v nehyperakumu-
la¢nich plodinach (kofeny soji a listy pepfe), kterou bylo mozné ziskat ve vysokém
rozliSeni pro skenovaci oblasti nékolika milimetri. Bylo zjisténo, Zze mapy distribuce
Zn vykazuji vyssi akumulaci ve Spickach a zilkach mladych list ve srovnani s mezo-
fylovym pletivem, zatimco u starsich listit bylo rozdéleni homogennéjsi. Je vhodné
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dodat, Ze tato studie byla financovana Ceskou republikou a provedena ve spolupraci
Jihoceské univerzity a Biologického centra AV CR.

Vsechny vyse zminéné studie chemie rostlin se tykaly pouze méreni listi, stonki,
kofenti nebo sekretu. Skenovani horizontalnich prufezi kmeny stromii pomoci fluo-
rescencni analyzy je provedeno ve studiich [54], [55] a [56]. V prvnich dvou ¢lancich,
dendrochemickych studiich, jsou metodou mikro-XRF zjistovany koncentrace vy-
branych prvkia v zavislosti na c¢asti letokruhu a vzdalenosti od stfedu kmene ve
stromech Pinus sylvestris, Castanea sativa a Pinus taeda. Byly zméfeny silné pe-
riodické zmény jak napfic letokruhy, tak neperiodické napti¢ kmenem. Ve tietim z
¢lankt bylo metodou mikro-XRF a rentgenové densitometrie analyzovano tropické
dfevo napadené plisni, pricemz byly zaznamenany vyrazné zmény pii prechodu mezi
zdravou a napadenou Céasti jak po chemické strance, tak v hustoté. Ze ziskanych dat
byly vyvozeny zévéry o zpusobu, jakym se méfené stromy brani napadeni plisni.

Dalsi aplikace

Mnozstvi ¢lankt nalezenych pii reSersni préaci bylo rozdéleno do ¢tyt hlavnich
skupin a vétsina relevantnich studii byla zminéna, ¢asto pochézejicich z velmi ne-
davné doby. V nékterych odvétvich souvisejicich i s biologickymi vzorky je rentge-
nova fluorescence jiz dobfe zavedenou a dlouho pouzivanou metodou, a to jmenovité
predevsim v environmentélnich studiich, analyzach pid nebo primyslu. V dalsim
odvétvi, kde je rentgenova fluorescen¢ni analyza hojné vyuzivana, je restaurovani
historickych predmétii a maleb, a to predevsim diky tomu, Ze je povazovina za
nedestruktivni. [2]

Studie [57| si pfesto klade za cil prozkoumat mozna poskozeni historickych dre-
vénych artefakti zpisobena riznymi typy rentgenové fluorescence. Témito typy jsou
rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS, X-Ray Photoelectron Spectroscopy),
rentgenova vypocetni mikro-tomografie (mikro-CT) a pfenosné ru¢ni rentgenovéa flu-
orescen¢ni analyza (XRF). Mozné molekularni zmény pro provedenych analyzach
byly méfeny infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci (FTIR, Fou-
rier transform infrared analysis). U mikro-CT a XRF infracervené spektroskopie s
Fourierovou transformaci nezjistila zadné podstatné zmeény. Zadné vyznamné zmény
nebyly detekovany ani v pripadé, kdy méreni metodou XPS trvalo v fadu minut.
Pokud vsak méfeni metodou XPS trvalo v fadu desitek hodin, ve dievé se objevilo
vyznamné poskozeni.

Umoregi a jindai-boku jsou typické japonské vyrazy pro staré stromy ponoifené
pod zemi v disledku pfirodnich jevii (napiiklad poklesi pidy, sesuvii nebo lavin),
které nebyly podstatné denaturovany. Az do svého vykopani byla vétSina z nich
chranéna pfed vzduchem a slune¢nim zarenim. Takto mohly byt pod zemi uchovany
i nékolik tisic let. Nékdy jsou jako preklady vyrazi umoregi a jindai boku pouzivany
vyrazy slatinné dfevo, fosilni dfevo, subfosilni dfevo nebo lignit. Jejich vyznam vsak
neni presné ekvivalentni. Podminky vzniku tohoto dfeva ve specifickych japonskych
podminkach jsou totiz v ramci svéta jedinecné. Védecka definice dieva oznaceného
vyrazy umoregi a jindai boku zatim neexistuje, bude tedy pouzivan vyraz umoregi
a definovan jako kmen starého stromu ponoreného pod zemi (nebo jiz vykopaného),
ktery neobsahuje karbonizované ani zkamenélé komponenty. Ve studii [58] byla pro-
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vedena spektroskopicka analyza cedrového dieva umoregi (Cryptomeria japonica)
vytézeného z podhiii hory Chokai za tc¢elem zkoumani faktort ovliviiujicich jeho
barvu. Rentgenové fluorescenéni analyza potvrdila, Zze hlavnimi kovy ve dfevé Cryp-
tomeria japonica jsou Ca a Fe. Infracervena fotoakustickd spektroskopie odhalila,
ze dlouhodobé ponoteni pod zemi nezpisobilo vazny chemicky rozklad. Podaftilo se
urcéit pravdépodobny pivod hnédého zbarveni ve specifickych slouc¢eninach Fe. Jak
vsak bylo zjisténo dale, hloubka ténu zbarveni neni nutné tmérné koncentraci Fe,
tu se tedy objasnit nepodafrilo.

Vétsina uranovych lozisek v kontinentalnich sedimentarnich horninéch nevznikla
drive nez v obdobi Siluru. To lze vysvétlit predevsim masivnéjsim vyvojem sucho-
zemskych rostlin pravé az v silurském obdobi. Kdyz podzemni voda obsahujici uran
pronikala poréznimi sedimenty, coz bylo prostiedi s vysokou pravdépodobnosti ob-
sahujici kmeny stromi a jiné rostlinné zbytky, dochézelo k zachycovani uranu orga-
nickymi latkami. Jejich pozdéjsi rozklad zptisoboval redukéni chemické prostiedi, ve
kterém zacalo dochazet k vysrazeni uranu. [59] Dnesni loziska uranové rudy tak jsou
¢asto vazana na loziska rostlinnych fosilii. Geologické studie zabyvajici se rentgeno-
vou fluorescen¢ni analyzou mineralt uranu obsazenych ve fosilnim drevée, napiiklad
[60], tak predstavuji zajimavé odvétvi souvisejici s biologii.
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Kapitola 3

Prakticka cast

3.1 Aparatura na KDAIZ FJFI CVUT v Praze

V laboratofi rentgenové fluorescenéni analyzy na KDAIZ FJFI CVUT v Praze
(Katedra dozimetrie a aplikace ionizujiciho zafeni Fakulty jaderné a fyzikalné inze-
nyrské Ceského vysokého uceni technického v Praze) je pfitomné zna¢né mnozstvi
vybaveni vhodného k riznym typtim méfeni, mimo jiné i ke klasické a konfokalni
mikroanalyze. Z tohoto vybaveni bylo vybrano takové, které je nejvhodnéjsi k me-
feni biologickych vzorki, a sestaveno do aparatury, jejiz nejvhodnéjsi usporadéani
bylo za cil nalézt experimentalné. Tato aparatura se sklddala z rentgenové lampy;,
mnozstvi hlinikovych filtri a kolimatori primarniho svazku, skenovaciho zafizeni a
detektoru.

Pouzité rentgenova lampa ma vyrobni nazev Mini-X a byla vyrobena a dodana
americkou firmou Amptek. Na webovych strankach této firmy jsou informace uz jen
k novéjsi varianté Mini-X2 [61], ta je ale velmi podobnéa starsi verzi Mini-X. Mini-X
méa anodu ze zlata, maximalni urychlovaci napéti 40 £V a maximalni vykon 4 W.

Pouzity detektor je kfemikovy typu SDD taktéz od firmy Amptek, jehoz webova
stranka [62] je stale aktualni. Konkrétné detektor na KDAIZ ma velikost aktivni
plochy 25 mm?, tloustku aktivni plochy 0,5 mm a okénko detektoru je z berylia o
tloustce 12,5 pum.

,

3.2 Vysledky méreni

3.2.1 Referenc¢ni material

Diléim cilem této bakalarské prace bylo nalézt usporadani aparatury, které bude
vhodné pro méreni biologickych vzorki. Nejprve bylo pro usporadani s klasickou
geometrii (vystup pro zafeni z rentgenové lampy a vstup pro zafeni do detektoru ve
stejné vysce) zméfeno spektrum referenéniho materialu s primérem kolimatoru pri-
méarniho svazku 1 mm. Dale bylo zvoleno druhé uspofadani s prumérem kolimétoru
primarniho svazku 2 mm a Al filtrem priméarniho svazku tloustky 1 mm. Pri tfetim
usporadani byla zménéna geometrie (viz. obrazek 3.1), kolimétor zistal o praméru
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Obrazek 3.1: Geometrie 3. usporadani.

2 mm, tloustka Al filtru byla zvySena na 1,25 mm a usti rentgenové lampy bylo
obaleno Al folii. Pfi vSech usporadanich byl vaéi povrchu vzorku primarni svazek
pod thlem pfiblizné 60° a sekundérni pod thlem ptiblizné 45°, detektor byl vzdalen
2,4 mm od povrchu vzorku, méfeni bylo provedeno na tfech riznych mistech a na
rentgenové lampé bylo zvoleno napéti 30 £V a proud 120 pA. Vysledna spektra re-
feren¢niho materiélu pro 1., 2., a 3. usporadani jsou v grafech 3.2, 3.3 a 3.4, spole¢né
s popisy jednotlivych piku a dalsich atvari. Pouzity referenéni materiél je oznacen
kodem SRM NIST 1570a (jedna se o usuSené listy $penétu, které byly rozemlety,
slisovany a obaleny tenkou plastovou folif).

Hlinikovy filtr o tloustce 1 mm odstini vétsinu zéfeni s energii do 10 keV, Sirsi
kolimator vsak zaroven intenzitu primarniho svazku zvysi. Pozadi spektra je tak
ve vysledku vyssi pro nizké energie (vlivem rozptylu zafeni v detektoru) a vysoké
energie (vlivem vySsi intenzity svazku). Pomér ¢isté plochy piku a pozadi (plochy
pod pikem) se v8ak snizi pouze pro interval nizkych energii. Vlastnosti metody XRF
spolu s certifikaci referenéniho materialu (prvky, jejichz koncentrace v referenénim
materidlu byly zméfeny) umoziuji méfit v tomto intervalu pouze prvky K a Ca.
Ty patii mezi makrobiogenni, tedy sniZeni poméru zminénych ploch a v névaznosti
na to zvySeni LLD, neni problém, jelikoz intenzita charakteristickych car téchto
prvki je ve vétsiné piipadu dostatecné. Referencni materiél je v této oblasti energif
certifikovan také pro prvky Al a P, jejich piky jsou vS8ak bohuzel prekryty tnikovymi
piky K — K, a Ca — K,, v grafech 3.2, 3.3 a 3.4 oznacenymi zkratkou EP.

Zbyvajici prvky, pro které je referenéni materiél certifikovan, a zaroven je jejich
koncentrace dostateénd k tomu, aby mohly byt zméfeny metodou XRF, jsou Mn,
Cu, Zn a Sr.

Mn, Cu a Zn patii mezi mikrobiogenni prvky, jejich LLD je proto vhodné snizit.
Sr biogennim prvkem neni, pfesto vSak byva rostlinami snadno absorbovéano, jelikoz
se po chemické strance chova podobné jako Ca. U¢innost této absorpce zavisi mimo
jiné na vlastnostech pidy, podnebi, biosféfe, druhu rostliny nebo konkrétni rostlinné
populaci. [63]. Vysledna koncentrace stroncia je tedy individuélni.
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Spektrum referenéniho materialu pro 1. uspofadani (1 mm kolimator, bez stinéni, klasicka geometrie)
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Obrézek 3.2: Spektrum referenéniho materialu pro 1. usporadani.
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Obrazek 3.3: Spektrum referenéniho materialu pro 2. usporadani.
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Spektrum referenéniho materidlu pro 3. usporddéani (2 mm kolimator, 1,25 mm stinéni, specidlni geometrie)
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Obrézek 3.4: Spektrum referenéniho materialu pro 3. usporadani.
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Kromé pikta charakteristického zareni pochazejiciho ze vzorku se ve spektrech
objevuje také charakteristické zareni pochézejici se spektrometru, konkrétné cary
Au z anody rentgenové lampy s prisluSnymi comptonovskymi rozptyly a ¢ary Ni z
kolimatoru detektoru. Z téchto atvari je jedinym rusivym pik ¢ary Nt — Kp, ktery
¢astecné prekryva pik ¢ary Cu — K. Zaroven je Cu — K, jedinou ¢arou Cu, kteréd
se ve spektru jasné objevuje, a je tedy schopna poskytnout informace o koncentraci
tohoto prvku ve vzorku. V praxi by se tento problém dal pomérné snadno odstranit
prokladem neprekryté ¢asti piku ¢ary Cu — K, Gaussovou kiivkou. Naplni této
prace vsak bylo spocitat ¢isté plochy piku a plochy pozadi ru¢né za tcelem hlubsiho
porozuméni metodé. Dekonvoluce spektra je tak ponechana pracem navazujicim na
tuto préaci bakalaiskou. Misto ni bylo vyuzito faktu, ze dva prekryvajici se piky
stejného tvaru a vysky si vzajemné odeberou i pridaji stejné mnozstvi impulzi. V 1.
a 3. usporadani se piky ¢ar Cu — K, a Ni — Kz této situaci blizi. Ve 2. usporadani
tohoto faktu vyuzito byt nemohlo, vysledky spojené s Cu — K, tak zde budou méné
presné.

Zpusob, jakym miize byt spektrum vyhodnoceno ru¢né, tedy bez pouziti special-
nich programii, je nasledujici. Nejprve je tfeba stanovit interval energii, na kterém se
vyskytuje dany pik. Toto stanoveni je subjektivni, mélo by vSak byt co nejpresnéjsi
a jeho zpiisob dodrzen ve zbytku méreni. Nasledné, za predpokladu, ze nejblizsi okoli
piku je pfiblizné linearni, jsou stanoveny intervaly pied a za pikem, oba o velikosti
polovi¢éni ku velikosti intervalu, na kterém se rozklada pik. Soucet detekovanych ¢as-
tic na téchto dvou intervalech pred a za pikem je roven pozadi pod danym pikem.
Od sou¢tu detekovanych ¢astic o energiich prislusnych intervalu, kde byl stanoven
pik, se pak toto pozadi odecte, ¢imz je ziskana cista plocha piku.

Nékteré piky ve zméfeném spektru, jejichz plochu bylo tifeba stanovit, vsak nava-
zovaly na jiné a nebylo tak mozné volit intervaly pred a za pikem. Ve vSech pripadech,
kdy byl jiny pik piili§ blizko pouze z jedné strany piku méteného prvku, bylo po-
zadi z druhé strany blizké konstantni funkci. Interval, ze kterého bylo dopocitano
pozadi, tak byl volen pouze z jedné strany piku. Pokud i tak byl prili§ kratky, byl
prenésoben vhodnym koeficientem. V oblasti nizkych energii na sebe v kazdém zmé-
feném spektru navazuji piky ¢ar Ar — K,, K — K,, Ca — K, a C'a — Kp zplsobem,
ktery nedovoluje volit zadny interval, ktery by mohl slouzit k odhadnuti ploch pod
jednotlivymi piky. Vzhledem k tvaru spektra v okoli téchto piku tak byl zvolen za
nejpresnéjsi linearni proklad bodu mezi Ar — K, a K — K, a nejblizsiho bodu za
Ca — Kpg, ze kterého bylo pozadi dopocitano.

Charakteristické zafeni Ar pochéazi ze vzduchu. Vzhledem k tomu, Ze méfeni ne-
bylo provadéno ve vakuovém prostiedi, se vyskytuje ve vSech spektrech. Dale vysoka
intenzita cary K — K, napovida, Ze se ve spektru jisté vyskytuje i K — Kjg, které je
vSak plné prekryta pikem ¢ary C'a— K, . Tento fakt bohuzel nadhodnocuje vyslednou
koncentraci Ca z cary C'a — K, koncentrace stanovend z Ca — K3 je proto prav-
dépodobné presnéjsi. Ve spektru 2. a 3. usporadani se objevila také ¢ara Zn — Kg,
pro porovnani ¢i pozdéjsi vyuziti proto byla vyhodnocena také. Dalsi K3 ¢ary mére-
nych prvki se ve spektru neobjevily bud viibec, nebo dostatecné jasné k tomu, aby
bylo mozno identifikovat interval, na kterém se pik rozklada. Po stanoveni ¢istych
ploch pikt a ploch pozadi byly obé hodnoty vydéleny ¢asem méreni spektra T° =
120 s, ktery byl pro vSechna meéfeni stejny. Tento podil ¢isté plochy piku a ¢asu
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1. usporadani | 2. usporadani | 3. usporadani
i mi [(s- %)~ | ma [(s-%) 71 | ma (s %)
K- K, 411 67 71
Ca— K, 691 122 125
Ca— Kp 94 17 17
Mn — K, 4000 1345 1323
Cu— K, 30048 27561 9536
Zn— K, 14047 8261 9759
Zn — Kg — 1942 1696
Sr— K, 4293 24232 34725

Tabulka 3.1: Pramérna hodnota citlivosti (kalibra¢ni konstanty) spektrometru pro
charakteristické ¢ary prvku a 3 riizna usporadani pii métfeni referen¢niho materiélu.

1. usporadani | 2. usporadani | 3. usporadani
i LLD [%)] LLD [%)] LLD [%]
K- K, 3,36-1073 1,66 1072 1,57-1072
Ca— K, 1,94-1073 9,07 -1073 8,26 - 1073
Ca— Kpg 1,25-1072 5,06 - 1072 4,54-1072
Mn— K, | 5,65-10~* 5,84-107* 5,45-107*
Cu— K, 1,00-107% 2,89-107° 7,17-107°
Zn — K, 3,03-107* 1,35-1074 8,97-107°
Zn — Kpg — 5,76 -107* 4,90-107%
Sr— K, 1,07-1073 2,20-10* 1,57-107*

Tabulka 3.2: Pramérna hodnota LLD (odhad detekéniho limitu) pro charakteristické
¢ary prvka a 3 ruzné uspofadani pii méreni referenéniho materialu.

méreni, respektive pozadi a casu meéfeni, je roven intenzité I, — I, respektive I,
T = T,. Spole¢né se zndmymi koncentracemi piislusnych prvki v referenénim ma-
teridlu uvedenymi v certifikdtu byly intenzity pika I, — I, dosazeny do vzorce (2.10)
pro vypocet citlivosti (kalibra¢ni konstanty) m;. Nasledné byly vypoctené citlivosti,
I, a T, dosazeny do vzorce (2.11) pro odhad detekénich limita LLD. Ze tii méfeni
pro kazdé usporadani byly vypocéteny praméry m; a LLD, které jsou uvedeny v
tabulkach 3.1 a 3.2.

Podle hodnot LD D v tabulce 3.2 pak lze hodnotit, které usporadani je nejlepsi
pro méfeni biologickych vzorkia. Pro prvky K a Ca se LLD zhorsilo (tedy zvysilo) v
2. a 3. usporadéani oproti 1. usporadani. Jak bylo feceno vyse, je to zptisobeno vzriis-
tem pozadi spektra pfi nizkych energiich vlivem zéfeni rozptyleného v detektoru.
Jsou to vsak prvky makrobiogenni, tedy neni pfili§ pravdépodobné, Ze by zmérené
koncentrace téchto prvki ve vzorku zvySené LLD nepiekonala. Horsi LLD na in-
tervalu nizkych energii proto neni problém. Pii porovnani pouze 2. a 3. usporadani
vychézi 3. usporadani jako lepsi nez 2. usporadani pro vSechny mérené cary K a Ca.
Déle pro Mn se LLD s riaznymi usporadéanimi piilis neménilo, nejlépe z nich vSak
vychézi 3. usporadani. Pro vSechny méfené ¢ary Zn a Sr plati, ze LLD se od 1. po
3. usporadani pouze zlepsuje. Pro ¢aru Cu — K, je sice LLD 2. uspotadani vyrazné
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lepsi nez 1. usporadéni, pro 3. usporadani se vSak opét o néco zhorsi. Opét, jak bylo
feCeno vyse, vysledky spojené s Cu — K, ve 2. usporadani jsou méné piesné nez v
ostatnich usporadanich kvili méné vyhodnému prekryvu s pikem ¢ary N¢— Kpg, po-
zorované zhorseni 3. usporadéni oproti 2. tak nemusi platit ve skute¢nosti. K tomu
navic se blizko ¢ary Cu — K, nachazi ¢ara Zn — K,, pro kterou vyslo 3. usporadéani
lépe, a vzhledem k obecné spiSe pozvolnym zménam pozadi vii¢i zméné energie ve
spektru je pravdépodobné, ze ve skutec¢nosti je i pro ¢aru Cu — K, 3. usporadéani
lepsi nez druhé.

Zéaveérem tedy bylo zjisténo, ze 3. usporadani je ze vSech tif mérenych nejvhodnéjsi
pro prvkovou analyzu biologickych vzorku za vyuziti daného referenéniho materiélu,
a to s ohledem na typické koncentrace prvki v biomase.

3.2.2 Vzorky neznamého slozeni

Vzhledem k tomu, ze 3. usporadani se ukazalo za danych podminek jako nejlepsi,
byla provedena prvkova analyza vzorki nezndmého slozeni dale jen pro néj. Jednalo
se o Cerstvy a suchy list fikusu a horizontalni priufez kmenem t¥i riznych stromu.
Prvni ze vzorka dreva byl prifez kmenem vrby s nejvétsi pravdépodobnosti napa-
dené plisni, druhy kmenem borovice taktéz s nejvétsi pravdépodobnosti napadené
plisni a tfeti kmenem zdravé borovice s dobfe viditelnymi letokruhy.

Nejprve bylo zméfeno spektrum ve vybraném bodé na povrchu Cerstvého listu
fikusu a podobné bylo postupovano s listem suchym. Cilem bylo porovnat spektra
a vysledné koncentrace prvki ve vzorku ze stejné rostliny, ale s riznym obsahem
vody. Vysledna spektra jsou v grafu 3.5. V oblastech vysokych energii je vidét, ze
spektrum cerstvého listu mé vyrazné vyssi pozadi. Je to zpiusobeno tim, Ze rent-
genové zafeni s vySsi energii interaguje ve vzorku predevsim rozptylem, pfitom v
¢erstvém listu je mnohem vice molekul vody, na jejichz elektronech se muze zafeni
rozptylovat. V oblastech nizkych energii ma spektrum cerstvého listu pozadi také
vyssi. Diky vyssimu rozptylu fotont o vysoké energii totiz vléta do detektoru vice
vysokoenergetickych ¢astic, které se zde mohou rozptylit nekoherentné a uniknout.
Energie, kterou pfi tomto procesu ztrati, je detektorem zaznamenana, coz zptsobuje
vzrist pozadi v oblasti nizkych energii. Piky charakteristického zareni vychazejictho
z Cerstvého listu jsou naopak nizsi, protoze zareni primarni interaguje ve vzorku pre-
devsim s molekulami vody. Tento fakt predstavuje hlavni davod, proc je biologické
vzorky lepsi pred méfenim vysusit.

Kromé zméreni samotnych spekter lista byly také vyhodnoceny koncentrace vy-
branych prvki. Nejprve byly spocitany ¢isté intenzity I, — I, charakteristickych car,
pro které byly drive spocitany kalibra¢ni konstanty m; pro 3. usporadéani, a dosazeny
do vzorce (2.9) pro vypocet piislusnych koncentraci C;. Z intenzit pozadi pod piky
I, pak byly dopocitany hodnoty LLD dosazenim do vzorce (2.11). Vysledky C; a
LLD jsou v tabulkach 3.3 a 3.4. Hodnoty v téchto tabulkach vSak jsou pouze odhady
hodnot skutecnych, jelikoz tloustka listt byla prili§ mala a nechovala se jako nasy-
cené vrstva (tedy nekonecné tlusta pro vSechny energie ionizujictho zafeni). Tloustka
referenéniho materialu vsak nasycena byla.

Porovnédnim hodnot v tabulkach je vSsak na prvni pohled ziejmé, jak rozdilné
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Obrazek 3.5: Spektrum ¢erstvého a suchého listu fikusu pro 3. usporadani spektro-
metru.
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vysledky lze dostat analyzou cCerstvého a vysuseného biologického vzorku. Dle oce-
kavani (z pozorovani nizsi vysky piki charakteristického zéareni vychazejictho z er-
stvého listu) jsou koncentrace vétsiny méfenych prvka v cerstvém listu vypocteny
jako nizsi. Neplati to pouze pro koncentrace vypoctené z car Cu — K, a Zn — K.
Z chybéjici dekonvoluce spektra vsak lze predpokladat, Ze vysledky spojené s ¢arou
Cu— K, nejsou piesné, jak jiz bylo fec¢eno vyse. Z velikosti hodnot LLD pro Zn—Kpg
lze zas pozorovat, Ze koncentrace vypoctené z této ¢ary by nemély byt spravné ani
uvadény, nebot bude jejich nejistota prilis velka. Kromé limitu detekce je totiz dalsi
dilezitou veli¢inou spojenou s XRF analyzou tzv. mez stanovitelnosti, ktera je uda-
vana jako priblizné trikrat az ¢tyrikrat vyssi, nez prislusna hodnota LLD. Jedna se
o mez, od které ma stanovena koncentrace nejistotu nizsi, nez je urcitd dana akcep-
tovatelnad hodnota [7]. Z hodnot v tabulkich 3.3 a 3.4 lze pak pfiblizné dopodist,
ze koncentrace vypoctena ze Zn — Kz mez stanovitelnosti nepiesahuje. Pii XRF
analyze se koncentrace prvku stanovuje zpravidla z jejich ¢ar s nejvyssi intenzitou,
nebot vysledna nejistota takovych koncentraci bude nizsi. ééry s intenzitou nizsi
se vyuzivaji pouze v pripadé, Zze pik ¢ary s vySSi intenzitou je néjakym zptisobem
znehodnocen, napiiklad prekryvem s jinym pikem. Lze tedy pozorovat, ze v pri-
padé mikrobiogennich prvki pii méreni biologickych vzorki je nutno postupovat s
volenim piki s nizsi intenzitou zvlasté opatrné, pokud viibec. Naproti tomu v ob-
lasti prvka makrobiogennich miizeme pozorovat, ze obé koncentrace vypoctené z car
Ca— K, a Ca— Kz jsou si pomérné blizké. Navic vysledky odpovidaji predpokladu,
ze koncentrace vypoctena z C'a — K, bude nadhodnocena kvuli ¢are K — Kpg, kterou
zcela obsahuje. Vzhledem k dostatecné intenzité ¢ar prvka makrobiogennich je tak
vhodné volit i ¢ary piislusejici méné pravdépodobnym prechodim, pokud je nejvyssi
pik znehodnocen.

Dalsim problémem vedle Zn — K3 je koncentrace Sr vypocétené pro Cerstvy list,
ktera nepresahuje ani piislusnou hodnotu LLD), nelze tedy spravné fici, ze je Sr
v tomto vzorku viibec pritomné, natoz stanovovat jeho koncentraci. Koncentrace
vysla nizsi sice pouze velmi tésné, LLD je vSak spiSe hrubym dolnim odhadem
skute¢nych hodnot limitti detekce, jak bylo fec¢eno jiz vyse. Na rozdil od cerstvého
listu, v listu suchém je vypoctena koncentrace Sr vyssi, nez piislusna mez detekce,
jeji nejistota bude mit tedy akceptovatelnou hodnotu a pritomnost Sr lze stanovit.
Vyjma Zn — Kg a Sr — K, pro Cerstvy list jsou vSechny vypoctené koncentrace
vyssi relativné pohodlné, nez priblizné vypoctena mez stanovitelnosti. Je vhodné
jesté jednou zduraznit, ze uvedené vysledky jsou spiSe ilustra¢ni v kontextu tskali
XRF analyzy, na ktera lze pii méreni biologickych vzorkt narazit, a zde prilozené k
moznosti vzajemné porovnat vysledky analyzy vzorku obsahujicich vodu a vzorki
vysuSenych. Pro presnéjsi analyzu by bylo tfeba vzorky pred méfenim vhodné upra-
vit, aby charakterem vice odpovidaly referenénimu materidlu, zejména co se tyce
tloustky. Postupy takové pripravy byly struc¢né popsany v kapitole 2.4.

Po spektrech listu fikusu bylo zméfeno spektrum vzorku vrby v takovém misté
na jeho povrchu, kde bylo dfevo zdravé (C) a v misté, kde bylo dfevo napadené
plisni (D). Stejné bylo postupovano i se vzorkem borovice. Cilem bylo opét porov-
nat zminéné méreni. Dfevo napadené plisni muze totiz vykazovat jiné koncentrace
vybranych prvki nez dievo zdravé [56]. Vysledky C; a LLD spo¢tené stejnym zpi-
sobem jako u spekter listi jsou uvedeny v tabulkich 3.5 a 3.6. Stejné jako u vzorkiu
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Obrazek 3.6: Métené vzorky suchého a zivého listu fikusu.

fikus cerstvy | fikus suchy

i C; (%] C; %]

K - K, 1,04 4,66

Ca— K, 0,50 1,77

Ca— Kp 0,41 1,69
Mn—K, | 2,00-103 | 4,92-1073
Cu— K, | 3,36-107* | 2,96-10~*
Zn— K, | 5,67-107% | 6,40-107*
Zn—Kg | 1,09-107% | 5,94-107*
Sr—K, | 9,89-10° | 5,72-107%
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Tabulka 3.3: Hmotnostni koncentrace prvku v ¢erstvém a suchém listu fikusu vy-
poctené pomoci charakteristickych ¢ar .




fikus cerstvy | fikus suchy
i LLD [%] LLD [%]

K- K, 9,51-107% | 9,57-1073
Ca—K, | 5,17-1073 | 4,69-1073
Ca—Ks | 2,96-1072 | 2,30- 1072
Mn—K, | 3,34-107% | 2,54-10*
Cu—K, | 4,28-107° | 3,30-107°
Zn—K, | 5,09-107° | 3,74-107°
Zn—Kg | 3,00-107* | 2,05-10"*
Sr—K, | 1,00-10~* | 5,85-107°

Tabulka 3.4: Odhad limitu detekce LLD prvkua v cCerstvém a suchém listu fikusu
vypoctené pomoci charakteristickych car .

vrba C vrba D borovice C | borovice D
i Ci [%] Ci [%] Ci [%] Ci [7]
K- K, 0,08 0,28 0,10 0,11
Ca— K, 0,22 0,28 0,17 0,16
Ca— Kz 0,23 0,27 0,15 0,18

Mn—K, | 7,73-10° | 3,48 - 1073 | 2,87-102 | 2,64 - 102
Cu—K, | 501-100% [ 4,15-10%[3,05-10~% | 3,93 - 10~*
Zn—K, | 4,62-103 [ 3,79-10° | 9,67-10~% | 1,02- 1073
Zn—Kg | 5,21-10° | 3,31-10 3 | 1,71-10° | 1,66 -10°
Sr— K, | 4,55-103 | 5,08-10° | 6,20-1073 | 6,68 - 1073

Tabulka 3.5: Hmotnostni koncentrace prvki ve zdravém (C) a napadeném (D) dievé
vrby a borovice vypoc¢tené pomoci charakteristickych car i.

listi se jedné pouze o odhady skutecnych hodnot. Dfevo obecné mé totiz vyrazné
vyssi hustotu nez pouzity referenéni material, jimz byly rozemleté listy Spenétu. I
kdyby byly hustoty podobné, da se predpokléadat, ze volba referenéniho materidlu
puvodem z listi ku volbé referenéniho materidlu ptivodem ze dieva vyzaduje po-
drobnéjsi teoretickou pripravu. Dalsi referencéni material vSak zatim neni na KDAIZ
pritomny.

Vgechny hodnoty v tabulkach 3.5 a 3.6 prekracuji sva LLD, lze tedy stanovit
pritomnost ptislusnych prvki ve vzorku. Dale vSechny hodnoty prislusné ¢ardm K,
prekracuji své meze stanovitelnosti. P¥i pouziti téchto ¢ar (tedy v piipadé, pro ktery
se XRF analyza typicky déla) tak ma smysl provadét dalsi méfeni na vzorcich dieva
s pouzitou aparaturou a referené¢nim materidlem.

Zatim vSechny vysledky v této kapitole nebyly uvedeny spolecné se svymi nejisto-
tami. Je to tak proto, Ze metoda vypoctu ploch piki byla zvolena obecné nepresna
(pfinesla vSak moznost hlubsiho porozuméni metodé), navic byl pouzit pouze je-
den referen¢ni material k méreni vzorki riznych vlastnosti. Zanesena chyba je tak
podstatné vétsi, nez by byla vypocétena nejistota na zakladé statistiky a certifikatu
referenéniho materidlu. Analyza nejistot pii méfeni biologickych vzorki metodou
XRF je tak ponechana k dalsi resersi.
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vrba C vrba D borovice C | borovice D
i LLD [%] LLD [%] LLD [%] LLD [%]
K—-K, |1,8-1072]1,84-107%2|1,67-1072 | 1,76-102
Ca—K, |9,36-1073]9,58-107% | 8,90-1072 | 8,90 1073
Ca—Kg | 5,51-1072 | 5,36-107% | 5,31-107% | 5,14 -1072
Mn—K,|6,52-107% | 6,56-10"% | 6,43-10~* | 6,38-10"*
Cu—K, [8,29-107° | 8,31-107° | 8,09-107° | 8,09-107°
Zn—K, [1,01-107* | 1,01-107* | 9,57-107° | 9,45-107°
Zn—Kg | 5,86-107*|5,89-107* | 5,74-10"* | 5,62-10*
Sr—K, |2,14-107*2,08-107* | 2,04-10"* | 2,05-10~*

Tabulka 3.6: Odhad limitu detekce LLD prvku ve zdravém (C) a napadeném (D)
drevé vrby a borovice vypoctené pomoci charakteristickych car 7.

Po zméreni spekter vzork v jednom bodé nésledovalo skenovani, tedy automati-
zované métfeni bod po bodu na zvolené plose. To bylo provedeno na stejném vzorku
napadené vrby, ktery byl pouzit v predchozim méreni, a na vzorku zdravé borovice s
dobfte viditelnymi letokruhy. Pri méreni metodou XRF priifezem kmentu s dobie vi-
ditelnymi letokruhy totiz lze (pfi spravné zvolenych podminkach véetné typu vzorku
a referen¢niho materialu) pozorovat zmény v koncentracich vybranych prvka [55],
[54].

Vzorek napadené vrby byl skenovan po dvou milimetrech 15 body na sitku a 50 na
délku, celkové tak byla naskenovana plocha o stranach 30 a 100 mm. Vzorek borovice
byl skenovén opét po dvou milimetrech 19 body na sitku 41 na délku. Celkové tak
byla naskenovana plocha o stranach 38 a 82 mm. V obou ptipadech byla doba méteni
jednoho bodu T" = 20 s. Oba vzorky byly skenoviny spektrometrem nastavenym ve 3.
usporadani a jejich fotografie je prilozena jako obrazek 3.7. Plochy piku prvki Ca, Fe,
K, Mn, Sr a Zn byly spoc¢itany pomoci za tim tcelem specialné napsaného programu
a prevedeny na koncentrace dosazenim do vzorce (2.9) (vyjma Fe, pro které nebyl
referen¢ni material certifikovan). Koncentrace (v pfipadé Fe pouze plochy piki) byly
poté prevedeny na obrazové mapy pro porovnani mnozstvi daného prvku napiic¢
plochou vzorku. K odhadnuti koncentrace Fe by bylo mozné interpolovat citlivosti
mezi Mn a Cu. Rozdil prislusnych hodnot z tabulky 3.1 je ale velky natolik, Zze by
takto vypoctena citlivost aparatury k méreni Fe byla zatizena velkou nejistotou.
Presnéjsi stanoveni této citlivosti je tak ponechédno méfeni referenéniho materiélu,
ktery bude k takové analyze certifikovan.

Obrazové mapy ze skenovani napadené vrby jsou prilozeny jako obrazky 3.8, 3.9,
3.10, 3.11, 3.12 a 3.13. Je jasné patrné, ze predpoklad zmén v koncentracich prvku v
napadené ¢asti se potvrdil. V mapé rozlozeni Sr a Zn se objevily také zmény naptic¢
letokruhy. Dale 1ze u vSech prvki pozorovat velky vzrist koncentrace v oblasti kiiry.
Z rozlozeni koncentrace prvki na plose vzorku je patrné, ze zvolit jeden bod v oblasti
napadeného dieva a jeden bod v oblasti dfeva zdravého mize slouzit pouze k velmi
hrubému odhadu. Takové méfeni tak mé smysl spiSe ke vzajemnému porovnani
hodnot a tivaze, jestli ma smysl pokracovat ve skenovani vzorku. Miize slouzit také
k odhadnuti fadu vyslednych koncentraci. Obrazové mapy ze skenovani borovice
jsou prilozeny jako obrazky 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18 a 3.19. V mapé rozlozeni Mn
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Obrazek 3.7: Vzorky prurezu kmenem napadené vrby a prufezu kmenem borovice
méfené pro 3. usporadani.

a Sr se opét objevily zmény napfi¢ letokruhy, u ostatnich prvka se objevily zmény
vazané pouze na vzdalenost od stfedu kmenu smérem ke kute. Potvrdilo se tak, Ze
pouzité aparatura a pouzity referencéni material prinesly vysledky, které koresponduji
se zjisténim ve studiich [56], [55] a [54]. Jsou tedy dostatecné ke zkoumani zmén v
koncentracich v priifezech kmeny stromd.
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Obrazek 3.8: Koncentrace Ca v horizontalnim prifezu kmenem napadené vrby pro
3. usporadani v logaritmické skale.
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Obrézek 3.9: Relativni rozlozeni Fe v horizontalnim prufezu kmenem napadené vrby
pro 3. usporadani v logaritmické skale. Hodnoty jsou udany jako cisté plochy piku
Fe v detekovaném spektru.
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Obrazek 3.10: Koncentrace K v horizontalnim prirezu kmenem napadené vrby pro
3. usporadani v linearni skale.
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Obrazek 3.11: Koncentrace Mn v horizontalnim prirezu kmenem napadené vrby pro
3. usporadani v linearni skale.
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Obréazek 3.12: Koncentrace Sr v horizontalnim prifezu kmenem napadené vrby pro
3. usporadani v linearni skale.
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Obrazek 3.13: Koncentrace Zn v horizontalnim priufezu kmenem napadené vrby pro
3. usporadani v logaritmické skale.
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Obrazek 3.14: Koncentrace Ca v horizontalnim priifezu kmenem borovice pro 3.
usporadani v linearni skale.
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Obrazek 3.15: Relativni rozlozeni Fe v horizontalnim prufezu kmenem borovice pro

3. usporadani v linearni skile. Hodnoty jsou udény jako cisté plochy piku Fe v
detekovaném spektru.
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Obrazek 3.16: Koncentrace K v horizontalnim prufezu kmenem borovice pro 3. uspo-
radani v linearni skale.
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Obrazek 3.17: Koncentrace Mn v horizontalnim prifezu kmenem borovice pro 3.
uspofadani v linearni skale.
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Obrazek 3.18: Koncentrace Sr v horizontalnim prufezu kmenem borovice pro 3.
usporadani v linearni skale.
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Obrazek 3.19: Koncentrace Zn v horizontélnim prufezu kmenem borovice pro 3.
uspofadani v linearni skale.
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Kapitola 4
Z.aver

V této bakalarské praci byly uvedeny vysledky prvkové analyzy vybranych biolo-
gickych vzorki metodou rentgenové fluorescen¢ni analyzy. K tomuto ucelu bylo vy-
brano nejvhodnéjsi vybaveni trvale piitomné v laboratoii na KDAIZ FJFI CVUT v
Praze a experimentalné nalezeno jeho nejvhodnéjsi geometrické usporadéni. Ukazalo
se, ze 1 nizké koncentrace prvku typické pro biologické vzorky jsou touto aparaturou
méfitelné s dostatecnou presnosti, coz je demonstrovano napiiklad vysokymi hod-
notami citlivosti spektrometru pro mérené prvky ku nizkym hodnotam jejich limiti
detekce. Dale vypoctené hodnoty citlivosti a limiti detekce maji charakter, ktery je
pro metodu rentgenové fluorescen¢ni analyzy typicky. Presnost vysledki a mnozstvi
analyzovanych prvku byly limitovany pritomnosti pouze jednoho referen¢niho mate-
ridlu, je vSak vice moznosti, kterymi se tento nedostatek da kompenzovat ¢i vytesit.
Dalsi moznosti zpresnéni vysledki je pouziti specidlnich metod piipravy mérenych
vzorki a specialnich programt pro vyhodnocovani detekovanych spekter.

V experimentalni ¢asti bylo nejprve zméfeno a vyhodnoceno spektrum referenc-
niho materialu, které ukazalo mnozstvi dobte viditelnych piki, ze kterych se dé pro-
vadét analyza prislusnych prvki. Poté bylo pristoupeno k urcovani koncentraci prvki
ve vzorcich neznamého slozeni. Zde bylo nejprve demonstrovéano, Ze rentgenové fluo-
rescen¢ni analyza je presnéjsi, pokud je vzorek vysusen. Poté bylo demonstrovéino, ze
prislusnou aparaturou a s pouzitym referenénim materidlem lze analyzovat i vzorky
dreva. Zavérem experimentalni ¢asti pak bylo provedeno plosné skenovani horizon-
talnich prurezt kmenem stromu viditelné napadeného plisni a kmenem s dobte vidi-
telnymi letokruhy. Na zakladé reserse dostupné literatury vznikl predpoklad, ze by
skenovani metodou rentgenové fluorescen¢ni analyzy mohlo ukizat zmény v koncen-
tracich vybranych prvka v zavislosti na poloze v horizontalnim priifezu kmenem.
To se potvrdilo na obou méfenych vzorcich a pfi méfeni vSech vybranych prvki. Na
rozliSeni takovych zmén je tedy aparatura dostatecné citliva.

Dalsimi cili této bakalaiské préace bylo seznamit se s postupy kvalitativni a semi-
kvantitativni analyzy dat, seznamit se s principem rentgenové fluorescen¢ni ana-
lyzy a mikroanalyzy a zpracovat reSersi popisujici pouziti laboratorni rentgenové
fluorescenc¢ni analyzy k identifikaci a kvantifikaci chemickych prvkua pfitomnych v
biologickych vzorcich nebo pfimo v Zivych organismech. Tyto cile byly splnény v
Teoretické casti. Z reSerSe clanku bylo zjisténo, Ze vétsina aplikaci XRF na biolo-
gickych vzorcich se da rozdélit do nasledujicich skupin: Medicina; Zemédélstvi a
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kontrola potravin; Environmentalni studie, energetika a primysl a Chemie rostlin.
Tyto skupiny se mohou vzajemné prolinat, rozhodnuti o tom, kam dany ¢lanek patii,
muze proto byt individuélni. Z vyhledaného souboru studii o ptiblizné sto ¢lancich se
povedlo zaradit do skupiny Jiné aplikace pouze ¢lanky dva, prvni tykajici se restau-
rovani historickych pfedméti vyrobenych ze dieva a druhy tykajici se japonského
dreva umoregi. Zbytek vyhledanych ¢lankt, ktery v této praci nebyl uveden, muze
bez vyjimky byt rozfazen do uvedenych skupin. Odvétvim, ve kterém je rentgenova
fluorescenc¢ni analyza jiz dobfe zavedena a dlouho pouzivana, je analyza pud. Puda
neni povazovana za biologicky vzorek, z reSerse vSak vyplyva, ze mize toto odvétvi s
analyzou biologickych vzorki tzce souviset. Pti studiich tykajicich se rostlin je totiz
neziidka velmi dulezité znat i prvkovy obsah, pripadné fertilitu pudy.
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