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1. Uvod

V tomto minipfehledu se pokusim (technicky i apli-
kacn€) predstavit metody laserové spektroskopie ve sluz-
bach stanoveni poméru stabilnich isotopd pro biologické
a mikrometeorologické aplikace. Pfestoze prehledové
¢lanky na toto téma existuji' ™, ¢lanek typu podobné Siro-
kého aplikacné — technického srovnani v anglické ani Ces-
ké literatufe neni. Optické metody zaznamendavaji v po-
slednich dvou dekadach prudky rozmach. Diky technic-
kym pokroklim jsou dnes v mnohém souméftitelné s IRMS
(isotope ratio mass spectrometry), pri¢emz tuto standardné
pouzivanou metodiku pied¢i v rychlosti/frekvenci méfeni.
Umoznuji tedy vhled i do vysoce dynamickych chemic-
kych, meteorologickych a biologickych procest, kde
IRMS z velké &asti dosahla meze svych moznosti™®. Dalsi
nezanedbatelné vyhody (ale i nevyhody) se pokusim kri-
ticky zhodnotit v dal§im textu.
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2. U¢el méieni poméru stabilnich isotopt

Stabilni isotopy (SI) se staly velmi cennym aZ neza-
stupitelnym pomocnikem v fad¢ obord od zakladniho vy-
zkumu az po prumysl a legislativu. Mlizeme vyuzivat pfi-
rozené isotopové selektivity chemickych a biologickych
procest k jejich popisu a kvantifikaci. Celnici takto mo-
hou urcit geograficky ptivod vyrobku (voda, vino, slonovi-
na, krunyfe zelv...) ¢i jejich pravost. Napf. zda jsou rum ¢i
tequila opravdu vyrobeny z cukrové titiny ¢i agave (jak je
predepsano), které¢ maji diky svému typu fotosyntézy cha-
rakteristicky isotopovy pomér uhliku *C/ '*C.

Druhym pouzivanym pfistupem je znaceni minorit-
nim isotopem a sledovani jeho putovani v systému. Takto
dnes 1ékati s vysokou pravdépodobnosti odhali zalude¢ni
viedy naprosto neinvazivné, jak bude dile vysvétleno.
Aplikaci SI je mnohem vice, ale pfesahuji ramec tohoto
¢lanku. Tento dvouodstavec mél za kol zduraznit aplikac-
ni potencial SI.

3. Zakladni principy metod pro méreni obsahu
stabilnich isotopu

Klasicka isotopova pomérova hmotova spektrometrie
(IRMS) na zakladé rozdilné hmoty molekul s rliznymi
isotopy daného prvku (tj. isotopology) zakiivuje
v magnetickém poli drahy urychlenych iontd a vzniklé
oddélené svazky dopadaji ve vysokém vakuu do oddéle-
nych kolektorti, kde vytvareji elektricky proud fadu nA.
Ten je pfesné méfen a hodnoty digitalizovany. Koncept
této nejrozsifenéjsi techniky ,,magnetic sector IRMS* se
vyznacuje nizkym hmotovym rozliSenim (vétSinou kolem
110) a extrémné vysokou citlivosti (dektek¢ni limit fadu
tisicovky dopadlych iontl). Diky tomu je tato metoda
schopna velmi pfesné vy¢islit podil v mnoZstvi stabilnich
isotopi ve srovnavanych vzorcich (kazdy znich velmi
pfesné porovnava vuci danému standardu). Nevyhodou je
neschopnost (diky nizkému rozliseni) rozlisit kontaminuji-
ci ionty snepatrné odlisnou hmotou (napi. '*C'°0'°0
a “N'"N'°0 — oboji M, piiblizn 44). Pro tyto tzv. isoba-
rické interference se zavadéji rizné (vétSinou empirické)
korekce vedouci k dosazeni presnéjSich isotopovych po-
méri nami sledovanych molekul (tedy bez vlivu interfe-
renci)®. Pro ilustraci pozadované presnosti isotopovych
technik uved’'me, ze pomér 13C0, /'*CO, v souasné atmo-
sféfe &ini 0,01115 zatimco *C/"*C v typické C; rostlinné
biomase 0,01095 (cit.”). V prvnim piipadé tedy ptipada
1115 atomii t&zkého uhliku °C na 100 000 atomt '°C, ve
druhém ,,pouze” 1095 (rozdil tedy &ini 20 *C na 100 000
mensi (pravé na uvedeném rozsahu se vétSinou pohybuje
frakcionace — nestejnomérné vyuzivani riznych isotopolo-
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gl — vétSiny zdjmovych procesil), pozadovana presnost
detekce je vyssi. Medodiky na bazi IRMS dale vyzaduji
piidatna zafizeni pro dosazeni kvalitniho vakua (p < 1-10°*
Pa), k pripravé (zakoncentrovani) vzorkd, a jejich davko-
véani do vakuové &asti IRMS (cit.%).

Metody zaloZené na optické spektrometrii. Na rozdil
od IRMS, optické spektrometry mohou pfimo méfit kon-
centrace isotopologii (napt. *CO,, ?CO,), pfi jejich atmo-
sférické koncentraci (nepotiebuji proto Casto separacni
a koncentra¢ni techniky pfipravy vzorkl), neohrozi je ob-
sah vodni pary a méfi také vétSinou s mnohem vyssi frek-
venci nez IRMS (cit.”). Piestoze opticka spektroskopie je
dnes velmi Siroky obor, vanalyze stabilnich isotopt
(rozliSeni isotopomerdl) se uplatiluje omezené mnozstvi
technik. Témér vSechny spadaji do oblasti infracervené
spektroskopie (IR), nebot’ vEtSina rotané-vibracnich pre-
chodii molekul se projevuje vyraznou absorpci pravé
v infracervené oblasti, v rozsahu vlnovych délek cca 1 az
20 um (10000 az 500 cm ). Fundamentalni absorp¢ni
pasy vétsinou lezi ve stfedni infraCervené oblasti (MIR,
A> 2,5 um), zatimco kombinacni pasy a tzv. overtony pak
v blizké infracervené (NIR, A =0,8 az 2,5 um). Uvadi se,
ze fundamentalni pasy byvaji oproti zbyvajicim asi 50 az
500x intenzivnéjsi, a tedy velmi vhodné pro méfeni
v nizkych koncentracich plynti ve vzorku (atmosférické kon-
centrace CO,; CHy; NO, jsou cca 400; 1,9 a 0,33 pumol mol’l).
Komplikujicim faktorem naopak je omezend dostupnost

jt (napf. potfeba kryogennich podminkek, viz dale)”*.

3.1. Metody vyuzivajici Sirokospektralni zdroje

zafeni

FTIR (fourier-transform infrared) spektrometrie vyu-
ziva IR zdroj, ktery spojité pokryva celé sledované spek-
trum (vétsinou zdroj na principu vyzafovani ¢erného télesa
tedy ,,podzhavend Zarovka®). Svazek paprskid prochdzi
tzv. Michelsonovym interferometrem. Tam dochazi
k interferenci dvou paprskl, pficemz draha jednoho se
méni zménou polohy pohybujiciho se zrcadla (¢im vyssi
rozliSeni je vyzadovéano, tim delsi je drdha zrcadla). Vy-
slednym zaznamem je interference pfimého paprsku
a absorbovaného svétla prochazejiciho méfenym vzorkem
ve zvoleném spektralnim rozsahu. Intenzita je zaznamena-
vana jako funkce polohy pohyblivého zrcadla. Takto
vznikly interferogram je dale pomoci Fourierovy transfor-
mace preveden na absorp¢ni spektrum. Vyhodou FTIR
techniky je, ze vkazdém bod¢ interferogramu je vzdy
meéfena informace o celém vysledném spektru najednou.
Spektralni rozliSeni vysledného spektra je dédno poctem
métenych bodi v interferogramu. Tedy, ¢im je vétsi optic-
k& dréha zrcadla pfi sniméni interferogramu, tim mé vy-
sledné spektrum vétsi spektralni rozliSeni (ale také delsi
¢as jednoho skenu). Spektralni rozsah je pfi této technice
definovan pouze spektralni Sitkou pouzitého detektoru.
Vysledné spektrum je tedy spektralné velice Siroké, bézné
je mozné naprtiklad v infracervené oblasti s InSb detekto-
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rem detegovat spektra v rozsahu 1900-10 000 cm™' i pii
maximalnim rozliSeni interferometru danou jeho konstruk-
ci. Na rozdil od vSech nasledné pojednavanych metod
tedy FTIR technika umoZiiuje soucasn¢ najednou méfit
spektra celé fady molekul a isotopologt, které jsou pii-
tomny ve zkoumaném vzorku, (napf. v IR spektralni oblas-
ti to mohou byt absorpéni pasy CO,, vody, methanu, oxi-
di dusiku, organickych pulutantti a mnohé dalsi). Prestoze
FTIR nikdy nebyla metoda primarné uréena pro isotopova
mefeni, bylo jiz dosazeno vybornych vysledku, jak bude
jesté v aplikaéni oblasti ukazano® %

3.2. Metody vyuzivajici koherentni zdroje — lasery

Na rozdil od FTIR, laserové metody lze aplikovat
pouze na uzkou &ast spektra™®. Zlomovy pro isotopové
techniky nejspiSe byl objev laditelnych laserti, napt. ladi-
telnych laserovych diod (TDL) a jejich rtznych typl
(zejména tzv. kvantové kaskadové lasery (QCL))". Obec-
n¢ je snaha méfit absorpci v oblasti fundamentalnich ro-
ta¢né vibracnich past molekul, které lezi vétsinou v MIR,
nebot’ pouze tyto maji dostateCnou intenzitu (a lze tedy
dosdhnout dostatecné citlivosti méfeni pro zfedéné plyny
pri prijatelné délce optické cesty). Uved'me také, ze ladi-
telné lasery maji vzdy jen omezeny rozsah preladéni
(vétinou jednotky az desitky cm™). Tento rozsah je ome-
zujici pro soucasné stanovovani vice molekul. Pro stano-
vovani isotopologli téZze molekuly byva limitujici casto
jiné skutecnost: Absorpcni ¢ary vybrané pro nejlepsi rozli-
Seni isotopomert Casto lezi velmi blizko u sebe (napf. jako
optimalni byly vybrany &ary 2299,64 cm' pro '*CO,
a22299,79 cm' pro CO,). Proto je vétSinou nutné méfit
pfi snizeném tlaku (2-20 % atmosférického tlaku) pro
zabranéni kolizniho rozsifovani a prekryvu spektralnich
gar)’.

Velmi vyhodné vlastnosti (co se tyka Cistoty spektra,
stability a preladitelnosti) maji tzv. ,lead-salt tunable di-
ods®, které bohuzel pro oblast MIR vyzaduji kryogenni
podminky (teploty kapalného dusiku, t =—196 °C ¢i nizsi).
Doposud se nepodatilo vyrobit srovnatelny ekvivalent,
ktery by plnil vSechny narocné pozadavky a pracoval pfi
pokojové nebo lehce snizené teploté (dosazitelné polovo-
diCovym chlazenim). Telekomunika¢ni diody se ukazaly
byt velmi vhodnym pteladitelnym zdrojem pro oblast NIR.
Protoze v této oblasti sidlici overtony a kombinacni pasy
maji fadové nizsi absorbanci nez fundamentalni pasy, je
oblast NIR uspésné vyuzivana zejména v technikach zvy-
Sujicich délku efektivni optické cesty vzorkem, napt.
CRDS (viz dale)’. Poslednim ztady diodovych lasero-
vych zdrojl, které pro svou spésnost v isotopovych tech-
nikdch uvedu, jsou mnohovrstevné kvantové kaskadové
lasery (QCL). Jde o velmi vykonné koherentni pteladitelné
zdroje, které byvaly diive pouze pulznimi lasery; nyni
zacinaji byt pro oblast MIR dostupné i jako zdroje konti-
nualni. Jsou stale velmi drahé, ale umoznuji konstrukci
velmi preciznich isotopovych zatizeni'. V souvislosti
s isotopovou piesnosti uved'me, ze vlastni Sum laseru
a detektori byva u dobfe navrzenych systémi menSim
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ptispévkem k celkové nestabilité. Za nejvétsi a nejhlife
korigovatelny je povazovan tzv. opticky $um’. Ten pocha-
zi z nestejnych vlastnosti optickych cest (vibrace, tepelna
roztaznost) a nehomogenity a ¢asové nesynchronity méfe-
nych a referen¢nich vzorkd.

TDLAS (z angl. tunable-diode laser absorption
spectrometry, obr. 1) tedy vyuzivd TDL a vétSinou jedno-
prichodovou optickou cestu (obvykle zdvojenou pro refe-
renéni a vzorkovany plyn). Protoze pfeladéni laserové
diody mtze byt velmi rychlé, umoznuji TDLAS méfit
relativni (a po kalibraci isotopovym standardem i absolut-
ni) zastoupeni isotopologli v plynném vzorku mnohokrat
za sekundu'. Samostatnou kapitolou, ktera oviem presa-
huje ramec tohoto piehledového textu, jsou metody detek-
ce vzorkem modifikovaného zafeni. Uved'me, Ze pravé
Cesti védci adaptovali optoakustickou detekéni metodu,
kdy pouzitim sklenéné i kovové rezonan¢ni kyvety a ceno-
v¢é vyhodnych elektretovych mikrofont dosahli v NIR
i MIR srovnatelny detekéni limit koncentraci (NH;z, CO,)
jako v piipadé piimé absorpéni detekce (kryogenné pracu-
jiciho InSb detektoru)'*.

Laditelny, vétsinou v NIR oblasti pracujici laser vyu-
zivaji i zafizeni CRDS (z angl. cavity ring-down spectro-
metry, obr. 2). Zde je ovSem optické cesta prodlouZena az
na efektivni délku nékolika kilometri mnohonasobnym
odrazem paprsku mezi vysoce odrazivymi zrcadly
(odrazivost > 99,99 %) umisténymi na koncich méfici
optické kyvety. Neméti se zde absorbance béhem doby,
kdy je laser aktivni, ale rychlost ,,vyhasinani paprsku® po
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vypnuti laseru. Cim vy33i koncentraci (a tedy absorbanci)
ma vzorek v optické cesté, tim mensi pocet prichodd pa-
prsku mezi zrcadly je tieba ke stanovenému poklesu inten-
zity’. Podobn& jako u TDLAS Ize pieladovanim laseru
postupné métit dva nebo dokonce néekolik isotopologu.
Diky obrovské zdanlivé délce optické cesty je tato metoda
zvlasté vhodna pro méteni absorbance v oblasti kombinac-
nich pasi a overtond, které byvaji pfiblizn€¢ o dva tady
slabsi, nez fundamentalni rota¢né vibra¢ni pasy. Tyto slab-
§i absorb¢ni oblasti lezi u fady dilezitych molekul (CO,)
v oblasti NIR, pro kterou existuji levné pteladitelné lasero-
vé zdroje (telekomunikacni diody), které nevyzaduji kryo-
genni teploty. Pfesnost CRDS pro isotopové analyzy se
vsak pro dany Cas integrace zda byt u soucasnych zaftizeni
niz§i nez u dalSich srovnavanych metod (viz dale).

4. Presnost a dalsi zakladni vlastnosti
dostupnych zarizeni

Fourierovu transformaci vyuzivajici infracervena
spektroskopie (FTIR) dosahla interni piesnosti 0,1 %o pro
8'*C pro 2min integratni &as a atmosférickou [CO,]™"".
Tato hodnota je pro fadu aplikaci pln€¢ dostacujici. Pfesto
je tieba zdiraznit, Ze citované prace adaptovaly komerc¢ni
FTIR spektrometr, ktery neni primarné€ uréen pro isotopo-
vé anylyzy. To vyzaduje znacny technicky, matematicky
a IT vklad.

3
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Obr. 1. Zjednodu$ené schéma spektrometru vyuzivajiciho princip laditelné laserové diody (TDLAS). Paprsek diody je rozdélen na
dva, jejichZ intenzity jsou vzajemné porovnavany. Vystupni proud (I,) je umérny intenzité referencniho paprsku. Jeho intenzita mize
driftovat s ¢asem v zavislosti na teploté a dalSich proménnych. Paprsek prochazejici vzorkem je, kromé piedchazejicich faktord, ovliviio-
van koncentraci méfené¢ho vzorku a délkou optické drahy L. Jeho vysledkem je elektricky proud (I). DI je imérné koncentraci méteného
referencni a méfeny vzorek) a
www.americanlaboratory.com/

digitaln¢ analogové a analogové digitalni prevodniky. Upraveno podle: http://
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vypnuti laseru

Obr. 2. ZjednoduSené schéma spektrometru vyuZivajiciho
princip ,,Cavity ring-down“ (CRDS). Méfitkem koncentrace je
zde rychlost poklesu intenzity paprsku v optické kyveté uzaviené
vysoceodraznymi zrcadly poté, co je laser vypnut. V piipadé, ze
je kyveta vzorku prazdna, pokles probiha nejpomaleji a zavisi
pfedev§im na odrazivosti zrcadel. Absorbance vzorku vede
k urychleni extinkce odrazejiciho se paprsku. Blize viz text.
Upraveno podle: http://www.picarro.com/assets/images/content/
cavity figure large.jpg

V roce 1992 udavana piesnost TDLAS 4 %o pro 8"°C
v atmosférickém CO, (podrobngji oudavani piesnosti
isotopovych analyz, viz terminologie niZe) nebyla dostacu-
jici pro biologicky nebo atmosféricky vyzkum®. V prab&hu
10 let, Bowling a spol. uzptsobili na TDLAS zalozeny
analyzator stopovych plyni (TGA 100, Campbell Scienti-
fic, Logan, UT, USA) pro méfeni poméru isotopt uhliku,
kysliku a vodiku v CO, a v H,O (cit."”). Na tomto uzpiiso-
beném analyzatoru byla pak provedena fada isotopovych
méfeni v mnoha laboratofich i v terénu.

I dnesni TDLAS maji horsi interni ptesnost (typicky
0,5 %o, 1,5 %o a 8 %o pro 8"°C, 5'°0 a 3D pro 100 ms inte-
gracni ¢as (TGA200A, Campbell Scientific)), nez moderni
IRMS (typicky 0,02-0,1 %o pro 8'"°C). Na druhou stranu
vysoka frekvence méfeni (500 Hz v ptipadé TGA200A;
obecné 1ze ovSem TDL modulovat frekvenci 10 kHz i vi-
ce) umoziuje primérovanim zuzovat intervaly spolehli-
vosti a tim vyrazné sniZovat nasi nejistotu (vySe uvedeny
Sum je pro 100ms priméry, tedy pro praméry
z 50 priméarnich hodnot ziskdvanych 500x za sekundu).
Béhem casu, kdy IRMS chromatograficky zakoncentruje
CO; a vytvorti jednu hodnotu isotopovych pomérd (2 az
6 min), poskytne TDLAS laserové zafizeni stovky (jiz
primérovanych) hodnot. Z téchto lze spocitat velmi ro-
bustni primér za ptedpokladu, Ze variabilitu tvoii jen na-
hodny Sum. Tento piedpoklad ovSem nebyva casto splnén:
TDLAS muze driftovat s ¢asem (vice nez IRMS) a je citli-
v&j$i na zmeény teplot, koncentraci méfenych plynti a jejich
vlhkost (viz kapitola ,,Osobni zkusenost autora‘).

Dnes$ni CRDS zatizeni deklaruji podobnou nebo lepsi
presnost pro 8'°C jako TDLAS (ale pozor: pro mnohem
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delsi pramérovaci Casy, vétSinou 2 az 5 min; maximalni
rychlost Cteni byva také nizsi): 0,1 %o pii 5 min/0,5 Hz —
G2131-i (Piccaro Inc., Santa Clara, USA), 0,1 %o pfi
5 min/1 Hz — CCIA-36d a 0,08 %o pfi 2 min/5 Hz — CCIA-
46r (Los Gatos Research, Mountain View, USA). Obdob-
né¢ jako TDLAS, i tato zafizeni maji hor$i dlouhodobou
stabilitu (ve srovnani s IRMS) a vyzaduji pravidelnou ka-
libraci pomoci referen¢nich plynli se zndmym isotopovym
pomérem'>. Velkou vyhodou pro terénni méfeni je skuted-
nost, ze CRDS (na rozdil od ptivodnich TDLAS) nevyza-
duji k chlazeni kapalny dusik (toto omezeni vSak spolec-
nost Campbell Scientific u nejnovéjsiho modelu TGA
200A odstranila chlazenim laseru Peltierovym c¢lankem;
jaky laser, ktery nevyzaduje kryogenni podminky, pouzila,
ovsem firma neuvadi). TDLAS i CRDS ziskaly rychle
popularitu diky piijatelné cen€, rozmérim a hospodarnosti
provozu.

Nejvyssi preciznosti dnes dosahuji zafizeni zalozena
na kvantové kaskadnich laserech” (QCL), kde vyrobce
Aerodyne Research (45 Manning Road Billerica, MA,
USA) udava presnost 0,1 %o pro 8"°C v atmosférickém
[CO,] pro frekvenci méteni 1 Hz a dokonce 0,03 %o pfi
100 s primérovani (0,01 Hz). Tato hodnota je jiz plné
srovnatelna s IRMS. Vzhledem k vysoké cené zafizeni
atomu, Ze je nabizeno pomérné kratkou dobu, je pocet
aplikacnich praci dosud omezeny.

5. Aplikace

Podobné jako IRMS 1 optické metody jsou nyni bézné
pouzivany v nebiologickém vyzkumu iv biologickych
aplikacich stim, ze isotopové analyzy jsou jen menSim
aplikaénim polem laserovych a FTIR spektrometri
(pfevazuji aplikace pro pfesné méfeni koncentraci stopo-
vych plyni'®).

5.1. Isotopy methanu

Porozuméni geobiochemickému cyklu methanu (CHy)
jako vyznamného sklenikového plynu (v soucasné dobé
v atmosféte Zemé tvoii methan asi 19 % sily sklenikového
efektu)'? nam pomiize predpovidat jeho emise a atmosfé-
rické koncentrace v budoucnu. Protoze rizné mechanismy
produkce a spotieby methanu se li§i svou ,,isotopovou
vybiravosti“, miizeme ¢asto isotopovymi méfenimi kvanti-
fikovat jednotlivé procesy a jejich globalni vyznam. Isoto-
py uhliku a vodiku v CH4 byly zkoumény metodou
TDLAS jiz v 90. letech 20. stoleti'”™'®. Bylo zapotiebi kon-
centrace CHy 50 az 2000 ppmv (ve vzduchu je kolem
2 ppmv) pro pfimou analyzu 8"°C a §D"°. Naopak koncen-
trace CHy (nikoli pomér isotopll) bylo mozno pomoci
TDLAS méfit s presnosti 1 % uz pro koncentraci 20 ppbv
(0,02 ppmv)'®. CRDS spektrometry viak v sou¢asné dobé
méii 8'"°C v CH, uZ pii jeho atmosférické koncentraci'®?.
Elegantni a prakticky vyznamnou aplikaci TDLAS
a CRDS je hledani a nachazeni uniki zemniho plynu (CHy
je hlavni slozkou zemniho plynu) z plynovodl na zakladé¢



Chem. Listy 170, 166—173 (2016)

odligného 8" C methanu v distribuovaném plynu a ve vol-
né atmosfére’’. Takto mnohdy byla zjidténa fadové zvyse-
n4 koncentrace CH4 (v porovnéani s pfirodnim pozadim)
podél plynovodi a v aglomeracich velkomeést v dusledku
unikd zemniho plynu z rozvodi.

5.2. Isotopy CO; ve vydechovaném vzduchu jako
(1ékatsky) diagnosticky nastroj

Méfeni 8"°C ve vydechovaném CO, je nejspise prvni
biologické aplikace TDLAS™. Bakterie Helicobacter pylo-
ri, kterd umi vyuzivat mocovinu jako zdroj dusiku (a CO,
uvoliiuje do krevniho ob&hu) se velmi casto vyskytuje
u pacientd s peptickymi viedy. Podame-li pacientovi pero-
ralng *C znaGenou molovinu, mizeme — v ptipadé jejiho
metabolického Stépeni H. pylori — téZky isotop ve zvyse-
ném mnozstvi detegovat ve vydechovaném vzduchu jiz
kratce (20 min) po podani zna¢ené mocoviny. Vzhledem
k vysoké koncentraci CO, v dechu (cca 5 %), 1ze konstruo-
vat lehké, levné a uzivatelsky piivétivé spektrometry na
bazi TDLAS majici dostate¢nou presnost™>*. Také techno-
logie CRDS byla uspésné pouzita pro vyse uvedené 1¢kat-
ské ucely s vyhovujici piesnosti 8"°C; 0,22 %o (cit.**).
TDLAS téz obstala pii ,,dechové isotopové analyze“ hmy-
zich bylozravcl — sarancete. Isotopové slozeni tohoto de-
chu i celého téla byloZravce dobie korelovalo s jeho stra-
vou (C; a C, rostliny)**.

5.3. Toky mezi atmosférou a biosférou

Soucasny pokrok v piesnosti a stabilit¢ laserovych
zafizeni umoziil aplikace, které byly doposud mozné pou-
ze s pouzitim IRMS. Isotopové toky CO, v atmosfére,
prvné laserovym spektrometrem méfili Bowling a spol.
analyzatorem TGA 100 (Campbell Scientific, Logan, UT,
USA), ptivodné uréenym pro méfeni koncentraci stopo-
vych plynt". Cetné dalsi prace nasledné pouzivaly tuto
instrumentaci a metodiku®*>’. Kombinace TDLAS
s méfici frekvenci >10 Hz a mikrometeorologickych tech-
nik (3D anemometrie) je velmi vyhodnd pro sledovani
tokli CO,, vody a jejich isotopologli mezi atmosférou
a porostem/piidou v redlném &ase’****?'. Pozadovanou
rychlosti isotopovych méfeni zde plné vyhovuji QCL"
a slibn¢ se ji svou hodnotou 5 Hz bliZi i nejnovéjsi CRDS
zatizeni CCIA-46r spoleCnosti Los Gatos Research,
(Mountain View, USA). Mnohé z téchto rychlych méfeni
odkryvaji nové poznatky o kratkodobych zménach isotopo-
vych tokd, které nemohly byt zjistény pomoci IRMS (viz
dalsi kapitola).

5.4. Isotopové efekty dychani a fotorespirace

Jak a pro¢ dychani a fotorespirace rostlin upfednost-
fuji rizné stabilni isotopy zlstavalo po dlouhy cas zaha-
dou. Pfitom toto pozndni mize byt klicem k odhaleni riiz-
nych metabolickych cest, Gi¢asti enzymu a jejich termody-
namickych zakonitosti. IRMS studie byly schopny odhalit

jistou uhrnnou frakcionaci****; aviak kratkodobé a pie-
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chodné efekty zustavaly skryty (setfeny nedostateCnym
¢asovym rozlisenim). Naptiklad obohaceni *CO, ve vyde-
chovaném vzduchu v prvnich minutach po zatemnéni listu/
rostliny bylo pozorovano az prostfednictvim TDLAS™.
Tento rychly, metabolicky podminény trend, byl pozdéji
pozorovan i na ekosystémové tirovni®>. Laserové techniky
odhalily také velké a dynamické zmény v zastoupeni isoto-
pi kysliku v respirovaném CO, (*C'®0'°0, §'*0, které pro
technickou narocnost sleduje jen malo studii) v prib&hu
zatemnéni*®*’.

TDLAS pomoci isotopového znaceni fotosyntetizuji-
cich list umoznilo zjisténi rychlosti a miry pfenosu aktu-
alnich asimilatii do kofend a do pudy. Ukazalo se, Ze mi-
krobialni respirace velmi rychle méni svij isotopovy sig-
nal pravé diky zpracovavani recentnich asimilati vyluco-
vanych kofeny rostlin, které byly vytvofeny z isotopové
znageného CO, (cit.*®). Silny a okamzity byl také vliv za-
vlahy na mnozstvi emitovaného CO, z pudy (diky aktivaci
mikrobialniho metabolismu) a na jeho 5'*C a §'°0 (cit.*).
Rychlost zmény 8"C v CO, vydechovaném kmenem po
5C znageni v oblasti koruny byla zase dobrym méfitkem
rychlosti floémového transportu (rychlost exportu organic-
kych latek z listdl prostiednictvim lyka)*.

Prestoze neexistuje mnoho praci, které ptimo srovnavaji
IRMS, TDLAS a CRDS technologie pro stejné typy isotopo-
vych analyz, existuje cenné srovnani vSech tii zminénych

metod ve spojeni s piidnimi respiraénimi komorami’.

5.5. Frakcionace isotopti uhliku béhem fotosyntézy

Na rozdil od dychani, kde je ve hie stale fada nezna-
mych, teorie 8'"°C frakcionace b&hem C; a C, fotosyntézy
je dobfe teoreticky formulovana. Znamé teoretické zakoni-
tosti tak mohou byt, v pfipadé dostatecné spolehlivych
isotopovych meéfeni, prakticky dobfe uchopeny. Jednou
frakcionace *C a 'O b&hem fotosyntézy listd. Obvykle
dochazi k mensi nez 1% zméné 3"°C mezi vstupnim
a vystupnim (listem ovlivnénym) CO,, ktera musi byt me-
fena s fadove jesté vetsi presnosti. Spravné zjisténi tohoto
rozdilu s dostatecnym Casovym rozliSenim pfitom muize
pomoci s fesenim dvou velmi aktualnich témat souc¢asného
vyzkumu fotosyntézy; obé byly jiz uspeésné TfeSeny
s pouzitim TDLAS: ) vy¢isleni difuzniho odporu pro CO,
a prokazani jeho rychlych zmén v souvislosti s intenzitou
svétla a koncentraci CO,, coz bylo pomoci IRMS prokaza-
lo jen &aste¢n&*"™; 2) odhad netésnosti pochev cévnich
svazki u C, rostlin (rostlin s koncentra¢nim mechanismem
CO,), napi. u zemédélsky velmi vyznamné kukufice®.

5.6. Isotopy vody

Také zastoupeni deuteria (D, *H) a t&7kého kysliku
(**0) ve vodé mize byt dnes méfeno piesné a rychle optic-
kymi metodami. Takovéto vysledky mohou pomoci nejen
pii sledovani kolobéhu vody v biosfére** ™, ale mohou
také priblizit geograficky ptivod vyrobki s vysokym obsa-
hem ptivodni vody (pivo, vino, mléko...) a odhalit pad¢l-
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ky*’. Isotopy vody jsou ndpomocny také pii vyzkumu vod-
niho provozu rostlin a jejich vztahu k fotosyntéze®*>'. Vy-
hodou proti IRMS zde je navic zjednoduSend piiprava
vzorku, nebot’ optické metody mohou méfit isotopy vod-
nich par pfimo, zatimco do IRMS voda ani vodni péara
vstupovat nesmi (a je tedy ekvilibrovana a isotopovy sig-
nél pfendSen s jinym plynem).

6. Souperi nebo alternativa k IRMS?

Pomérova hmotnostni spektrometrie lehkych isotopd
(IRMS) byva dnes ¢asto pouzivana. Jeji ptesnost (<0,01 %o
v konfiguraci ,,dual-inlet) a stabilita nemiiZe byt nyni
dosazena alternativnimi pristupy®. IRMS je také bezkonku-
ren¢né nejcitlivéjsi metodou. Pro analyzu (CO,) postaci
Casto méné nez 1 ml atmosférického vzduchu, zatimco
dnesni laserové metody vyZzaduji desitky az stovky milili-
tra®. PH pfimém vzorkovani vzduchu viak tato vlastnost
nebyva omezujici. Na druhou stranu IRMS pfinasi mnoha
omezeni: /) neschopnost rozliSovat isotopomery se stej-
nym hmotnostnim &islem (napt. '*C'*0'°0 od "*N,'°O jako
kontaminantu, oba maji cca 44 Da), 2) pomalost a integra-
tivni povahu analyzy diky chromatografické ptipravé vzor-
ku, 3) nutné periferie pro odbér vzorki a pripravu ke vstu-
pu do vakuové ¢asti IRMS, 4) IRMS instrumentace je vel-
ka, tézka, ma vysokou spotiebu elektrické energie, plynti
a vyzaduje termostatovanou mistnost, 5) neschopnost mé-
fit pfimo isotopy ve vodé. VétSinu zminénych nedostatkl
jiz pfekonaly pravé zminéné optické metody. Navic zatize-
ni, ktera je vyuzivaji, se jiz nyni 1épe hodi pro pouziti
v terénu a jsou mén¢ nakladna jak na provoz, tak na odbor-
nost obsluhy. Bohuzel, stile neni dostatek praci
(publikovanych v dostupnych a divéryhodnych periodi-
kach), které srovnavaji IRMS a alternativni metody pro
identické analyzy. Midwood a Millard pfimo srovnavali
IRMS, TDLAS a CRDS pro pudni respiraci a uzaviraji:
,prenosnymi TDLS a CRDS systémy se oteviela moznost
méfeni §"°C v realném &ase, coZ umoziiuje nové moznosti
vyzkumu a zodpovézeni novych vyzkumnych otazek*.

CRDS byl také srovnavan s IRMS (rezim ,,continuous
flow*’) pro vzorky vzduchu v lahvic¢kach i pro pfimé vzor-
kovani okolni atmosféry. Zavér je velmi slibny: ,,NaSe
prace ukazuje, ze systém CRDS je dostatecné flexibilni jak
pro davkovou analyzu vzorkd, tak i pro kontinualni méfe-
ni. Tato flexibilita rozsifuje spektrum aplikaci, ve kterych
CRDS ma potencial nahradit klasicky IRMS“*. Velmi
recentni publikace pak pfinasi srovnani nové vyvinutého
isotopového TDLAS a IRMS taktéz s velmi nadé&jnymi
vysledky?®.

7. Osobni zkuSenost autora

Mé¢l jsem moZnost uvadét do provozu a piiblizné rok
pracovat s recentnim CRDS zafizenim nejmenovaného
vyrobce. Pomér piesnost/Sum pro pétiminutové primeéro-
vani dosahoval specifikaci vyrobce. Pfesto jsme se stale
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potykali s dlouhodobym driftem (zafizeni se ¢astecné sta-
bilizovalo aZ po 2-3 hodinach provozu) a zavislosti méte-
ného isotopového poméru na koncentraci CO, a vlhkosti
vzduchu. Tyto problémy se nepodafilo odstranit ani po
nahrani nového firmware vyrobcem. To znemoZiuje
usp€Sné€ pouzivat spektrometr pro terénni aplikace (napf.
ve spojeni s pidnimi respira¢nimi komorami, kde se kon-
centrace CO, a obsah vodni pary velmi méni), jak jsme
zamysleli. Proto je jisté vhodné, aby potencialni pofizova-
tel laserového isotopového spektrometru pii vybéru kon-
taktoval pracovisté, kde se dané zafizeni rutinné pouziva
a vyzadal si reference. Ty mohou byt pfi vybéru velmi
cennym doplnénim tdaji vyrobce. Pii kontaktu s tako-
vymi pracovisti jsem ziskal informace o tom, ze zafizeni
riznych vyrobci se lis§i mnohem vice, nez je zfejmé
z oficialnich specifikaci vyrobce. Protoze jde o dosti no-
vou a tématicky uzkou technologickou oblast, bude asi
tteba kontaktovat Spickové zahrani¢ni pracovisté feSici
podobné otazky a provadéjici podobné typy analyz.
Prestoze IRMS pravdépodobné ziistane po jisty Cas
metodou volby pro tuhé akapalné vzorky (pro nejvyssi
pozadované piesnosti a pro velmi malé vzorky), alternativ-
ni pristupy rychle ziskdvaji kompetenci a popularitu pro
presné isotopové analyzy plynnych vzorkd (CO,, H,O,
CH, a dalSich) pfi jejich pfirozenych koncentracich. N¢-
ktefi vyrobci navic jiz nabizeji kompletni arzenal pridat-
nych zatizeni k pfipravé (pfevedeni do plynného skupen-
stvi) pevnych a kapalnych vzorkl a jejich davkovani do
svych CRDS spektrometrii, coz zcela emuluje funkcionali-
tu IRMS (Piccaro Inc., Santa Clara, USA). O potencialu
a vyhodach laserovych technologit v porovnani
s konvencni IRMS svéd¢éi i zamér na jejich vyuziti pfi
budoucim isotopovém vyzkumu atmosféry planety Mars>>,
ZavéreCny postieh autora: Védecké prace vyuzivajici
IRMS bézné€ neuvadéji tuto metodu v nazvu ani v abstrak-
tu c¢lankd. Naopak publikace méfici pomoci alternativ
(TDLAS, CRDS, FTIR) pravideln¢ inzeruji pouzitou op-
tickou metodu, védomi si inovativnosti svého pristupu.

Terminologie a zkratky

Stabilni isotopy — atomy, které maji stejny pocet pro-
tond, ale lidi se vpoltu neutronti (napf. uhlik '*C ma
v jadfe 6 protonti a 6 neutronii; *C opdt 6 protond, ale
k tomu 7 neutront). Na rozdil od jejich radioaktivnich
prot&jskt (napt. "C) u nich nedochézi k radioaktivnimu
rozpadu.

Isotopology — molekuly, které se shoduji v prvkovém
slozeni, ale nikoli v pfitomnych isotopech (napi. CO, mii-
ze existovat ve vice nez 10 stabilnich isotopolozich,
z nichZ jsou nejéast&jsi '>C'°0'°0, BC'%0'°0 a '*C'*0'%0).

Delta notace (8) — Hodnoty 6 udavaji, jak hodné se
pu) naSeho vzorku li§i od isotopového poméru mezinarod-
né zvoleného standardu a udava se nejcastéji v %o. Dovo-
lim si nyni zjednoduSeni, aby situace byla snadno pochopi-
telnd i pro novice v oboru. Rekndme, e obsah t&zkého
uhliku (°C) ve standardu je 1 % (zbylych 99 % &ini '*C).
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Pokud vnaSem vzorku je 1,01 % tézkého uhliku
(2 98,99 % lehkého), bude jeho 8"°C piiblizng 10 %o, po-
kud bude absolutni obsah C 0,99 % (a 99,01 % '*C),
vy¢islené & "*C se bude blizit hodnoté —10 %.. Ve skuted-
je presné 1 % tézkého uhliku a 2) s procenty a promile se
musi pocitat troSku sloZzitéji (+100 % znamend dvojnaso-
bek, zatimco —100 % znamena mnohonasobné méné, tedy
nulu). V redlnych vzorcich vétSinou stanovujeme rozdily
v hodnotach 6 tadu jednotek az desitek %o (desetin az jed-
notek %) a uvedeny aditivni pfistup je blizky realité. Uve-
deny ptiklad nam tak ukazuje, jak malé absolutni rozdily
isotopovych pomért stanovujeme a jak technicky narocné
to je.

Udavani ptesnosti isotopovych zafizeni. VétSina vy-
robct udava jako méfitko piesnosti ¢i Sumu (angl. nejcas-
t&ji ,,precision”, ne€kdy ,,noise”) 1 smérodatnou odchylku
(SD) pro nasledné¢ zméfené¢ hodnoty. Problém je, ze tyto
hodnoty nejsou (zejména v pripadé laserovych metod)
primarnimi daty, ale jsou jiz mnohdy primérovany
(vyrobce by mél udavat, v jakém casovém intervalu). Ne-
jistota ur¢eni priméru (stfedni chyba priméru, SEM) tak
klesa s druhou odmocninou poctu pozorovani, pokud je
Sum ndhodny a neni ovlivhén dlouhodobéjSimi trendy
(Casovy drift, koncentra¢ni zavislost chyby méfeni, aj.).
Potom pro nas orientacni vypocet SEM pfindsi nejuzitec-
n&jsi informaci o dosazitelné piesnosti pro nase Casové
rozliseni.

Uved'me si priklad. Vyrobci uvadi (viz text), ze mo-
del TDLAS dosahuje piesnosti 0,5 %o pro primeéry ziska-
vané kazdych 100 ms, zatimco nejnovéjsi model CRDS
0,08 %o pro 2 min pruméry. Zdalo by se na prvni pohled,
ze CRDS je presné¢jsi. Vypoctem SEM si ukazeme, ze
tomu tak neni. Pro CRDS zlstava 2min primér SEM
0,08 %o (protoze pfesnost je udavana pro tuto dobu inte-
grace). TDLAS za stejnou dobu poskytne: 2 x 60 x 10 =
1200 hodnot s garantovanou presnosti 0,5 %o. Pro TDLAS

10 T

Allanova variance (%o)

01

1 10 100 1000
primérovaci ¢as (s)

Obr. 3. Ukazka grafu Allanovy variance pro naristajici ¢as
integrace (primérovaci ¢as) izotopového signalu. Pro kratsi
Casy integrace variance klesd s odmocninou ¢asu (podobné jako
stiedni chyba priméru nahodné veliciny). Pro delsi Casy se pokles
zpomali a nakonec zacne narGstat vlivem dlouhodobého driftu
systému
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tedy SEM klesne v poméru 0,5/1200"2 = 0,014 %o.

Tento vypocet nezohlednuje dlouhodobé trendy. Pra-
veé tyto se vétSinou po minutach az hodinach (zalezi na
zafizeni a podminkdch, pfi kterych méfi) stavaji limitem
dalsiho poklesu SEM. Ustalila se nazorna veliCina, ktera
dlouhodoby trend SEM popisuje a lze ji snadno graficky
znazornit (viz obr. 3). Udava ji vétSina vyrobcll a nazyva
se Allanova variance. ZjednoduSené¢ muzeme fici, Ze pro
krat$i Casové tseky klesa Allanova variance s odmocninou
poctu pozorovani a je piiblizné rovna SEM. Pro delsi use-
ky (vétSinou hodiny a vice) za¢ind opét vzristat, nebot
dlouhodoby drift (ktery ma vétSinou hned nékolik pricin
soucasng) za¢ne mit vétsi vliv na vyslednou hodnotu nez
ma nyni ndhodny Sum minimalizovany vysokym poctem
jiz prob&hlych méfeni.
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The present brief review deals with optical methods
for the stable isotope analysis of biogenic elements. It con-
sists of both the methodical and application parts and fo-
cuses on the state-of-art methods and devices and their
suitability for particular analyses. Practical and financial
points of view are included and compared to the current
method of choice, Isotope-Ratio Mass Spectrometry
(IRMS). Application effort is focused on biochemistry,
physiology, ecology and micrometeorology. Critical cor-
nerstones of the method implementation and author’s per-
sonal experience are involved as well.



