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ABSTRAKT

Tato bakalarskd prace se zabyva moznosti vyuziti metody spektroskopie laserem buzeného
plazmatu (LIBS), v oblasti biologickych aplikaci. Metodou LIBS byla stanovena prostorova
distribuce vybraného prvku, kadmia, ve zvoleném modelovém organismu, hoicici seté
(Sinapis Alba L.). Expozice rostlin probihala v hydroponickych podminkach po dobu
72 hodin, jednalo se tedy o akutni test toxicity. Testovany byly tii rtizné zdroje kadmia,
kvantové teCky stabilizované kyselinou merkaptopropionovou (CdTe QDS), silanizované
kvantové tecky, tedy s vnéjsim obalem oxidu kiemicitého (CdTe/SiO, QDs), a jako pozitivni
kontrola byl pouzit chlorid kademnaty. Po ukonceni expozice rostlin a pfed Samotnym
stanovenim prostorové distribuce kadmia V rostlinach, byla velka c¢ast prace vénovana
optimalizaci vybranych parametri LIBS méfeni (napf. energie laseru acas méfeni po
laserovém pulzu). Nasledné bylo stanoveno prostorové rozlozeni kadmia a ziskané vysledky
byly diskutovany sohledem na testovanou latku, jeji stabilitu ¢i  tendenci
k agregaci/aglomeraci ve vodném médiu pii kontaktu s testovacim organismem v prib&hu
expozice. Zavérem prace byla také zhodnocena vhodnost metody LIBS pro stanoveni
prostorové distribuce vybranych kontaminantd v rostlinach.

ABSTRACT

This bachelor thesis discusses the possibility of using Laser-induced breakdown spectroscopy
(LIBS) for biological application. The LIBS method was used to determine spatial distribution
of a chosen element, cadmium, in selected model plant, white mustard (Sinapis Alba L.) The
exposure took place in hydroponic conditions and lasted for 72 hours, therefore it was an
acute toxicity test. Three different sources of cadmium were tested, mercaptopropionic acid
stabilized quantum dots (CdTe QDs), silica coated quantum dots (CdTe/SiO, QDs), and
cadmium chloride, which was used as a positive control. After the exposure and before
determination of the spatial distribution of cadmium in plants, a significant portion of the
thesis was devoted to optimization of selected parameters of LIBS measurement (laser energy
and gate delay). Subsequently, the cadmium distribution was determined and the obtained
results were discussed with regards to the tested substance, its stability and its tendency to
aggregate/agglomerate in water medium in contact with testing organism during exposure. In
the final part of the work, the suitability of the LIBS method for the determination of spatial
distribution of chosen contaminants was evaluated.

KLICOVA SLOVA
kadmium, kvantové tecky, prostorova distribuce, Sinapis Alba L., spektroskopie laserem
buzeného plazmatu
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cadmium, quantum dots, spatial distribution, Sinapis Alba L, Laser-Induced Breakdown
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1 UVOD

V soucasnosti zaziva lidstvo zatim nejrychlejsi pokrok v oblasti védy i techniky za celou svou
historii. Ackoli pfichazejici inovace pfinasi mnoha pozitiva, vznikaji s nimi soucasné i ¢etné
problémy. Vhodnym piikladem tohoto paradoxu jsou nanocéstice vyrabéné fizenou lidskou
¢innosti. S rychlym technologickym rozvojem nachézi nanocastice uplatnéni téméf ve vSech
oblastech lidské Cinnosti. Razné druhy nanoCéstic se vyuzivaji naptiklad v pramyslu,
mediciné nebo potravinaistvi ajsou dnes jiz prakticky nepostradatelné. Nartstajici pouziti
nanocastic ma vSak za nésledek jejich nevyhnutelny priinik do Zivotniho prostfedi, kde ovSem
nékteré z nich mohou negativné pisobit na jednotlivé slozky ekosystému, a potazmo mohou
kontaminovat i rozli¢né organismy [1].

Jednim z druhti nanocastic, které mohou predstavovat riziko pro zivotni prostiedi, jsou
kvantové te¢ky (QDs, z anglického Quantum Dots). Jedna se 0 polovodi¢ové nanokrystaly
(napt. CdTe, CdSe, CdS [2]) s unikatnimi optickymi vlastnostmi, pfedev§im se schopnosti
vyjimeéné stabilni a jasné fluorescence, které jsou vyuzivany napii¢ mnoha obory, napf.
v elektronice, solarnich ¢lancich ¢i pii biologickém zobrazovani [3]. Jejich Siroké uplatnéni je
vsak v soucasné dob¢ limitovano jiz zdokumentovanym uvolfiovanim ionti kadmia z jejich
krystalové miizky [2]. Tomu se da zabranit pfidanim vnéjsiho stabilniho obalu (napf. ZnS,
SiO,, ZnSe nebo CdS), ktery ionty kadmia v jadie uzavie a omezi nebo zcela zabrani jejich
uvolnovani do vnéjsiho prostiedi [2]. Dale tyto obaly nabizi dal§i vyhody, jako jsou zvyseni
biokompatibility nanocastic, efektivity fluorescence, chemické stability a snizeni toxicity [4].

S rozsifovanim oblasti vyuziti QDs napii¢ mnoha obory roste i moznost jejich uvolnéni do
zivotniho prostiedi a nasledné kontaminace organismti na vSech trofickych trovnich. Tato
prace se vénuje modelovym organismum z fad producenti, jako vhodna rostlina pro tuto praci
byla vybrana hotcice seta (Sinapis Alba L.). Jedna se o typického zastupce zemédélskych
plodin, velice Casto pouzivaného V testech toxicity. Aby bylo mozno vyhodnotit ptijem,
translokaci a bioakumulaci QDs ve vybrané rostliné, je nutné ziskat informace o jejich
prostorovém rozlozeni. K tomuto ucelu lze vyuzit nékolik analytickych technik (napf.
transmisni elektronovd mikroskopie, rastrovaci elektronova mikroskopie, fluorescenéni
mikroskopie a dal$i) z nichz mnohé jsou velmi finan¢né a Casov€é naro¢né, nelze je pouzit
k analyze vzorku o velikostech v fadech centimetrt ¢tvereénich ¢i k analyze velkého mnozstvi
vzorkt [5]. Jako vhodna alternativa se proto nabizi vyuziti metody spektroskopie laserem
buzeného plazmatu (LIBS, z anglického Laser-Induced Breakdown Spectroscopy).

Metoda LIBS patii mezi optické emisni metody. Pii dopadu vysokoenergetického laseru na
povrch vzorku dojde k atomizaci latky a vygenerovani plazmatu, které po dobu svého zivota
emituje elektromagnetické zafeni, jez je ndsledné detekovano optickym systémem.

Tato bakalaiska prace je zamétena na zhodnoceni toxicity, a predevsim distribuce dvou
druhtt QDs (CdTe QDs a CdTe/SiO, QDs) a pozitivni kontroly chloridu kademnatého
v modelové rostling hot¢ice seté (Sinapis Alba L.). Prostorova distribuce kadmia Vv testovacich
organismech byla stanovena metodou LIBS s prostorovym rozlisenim 100 um.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Spektroskopie laserem buzeného plazmatu

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu je analyticka metoda spadajici mezi optické emisni
metody (OES, z anglického Optical Emmision Spectroscopy). Analytem je sledovana latka
(sloucenina ¢i prvek, v piipadé této prace se jedna o kadmium) a matrice je prostedi, v némz
se dany analyt stanovuje (zde biologicky vzorek, rostlina Sinapis Alba L.). Hlavnim ucelem
metody LIBS je uréeni slozeni dané matrice, jedna se o prvkovou analyzu [6]. Metoda byla
dfive oznaCovana zkratkou LIPS (z anglického Laser-Induced Plasma Spectroscopy) pro
zdliraznéni vlivu vznikajiciho plazmatu. Tento ndzev byl nahrazen soucCasnym LIBS
kladoucim duraz na priraz atmosféry pii interakci laserového paprsku se vzorkem [7].

Metoda LIBS je zalozena na principu laserové ablace, coz je souhrnny nazev pro déje, které
nastanou pii dopadu vysokoenergetického laserového paprsku na povrch vzorku. Béhem
laserové ablace dochazi k vytvofeni laserem generovaného plazmatu. Laserovy pulz
dopadajici na vzorek zde slouzi jako zdroj pro naslednou vaporizaci, atomizaci a excitaci
ablatované hmoty. Na rozdil od ostatnich optickych emisnich ¢i  absorpcnich
spektroskopickych metod umozniuje LIBS analyzovat hmotu ve vSech téech skupenstvich, coz
je dano pravé faktem, ze metoda je zaloZena na laserové ablaci, kterou je mozno provést na
jakémkoli vzorku [6].

Tento zplsob atomizace avaporizace vzorku je uoptickych emisnich a atomovych
absorpcnich (AAS, zanglického Atomic Absorption Spectroscopy) metod pomérné
neobvykly. Obvykleji vyuzivanymi iniciatory atomizace pro optické metody jsou napiiklad
plamen (plamenova AAS), vyhiivand grafitova kyveta (elektrotermicka AAS), indukéné
vazané plazma (optickd emisni spektrometrie indukéné vazaného plazmatu ICP-OES,
z anglického Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy), dale také jiskrovy
a obloukovy vyboj. Dalsi technika, ktera vyuziva laserovou ablaci vzorku, je
LA-ICP-MS/OES (laserova ablace se hmotnostni/optickou emisni spektrometrii indukcéné
vazaného plazmatu, z anglického Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass
Spectroscopy/Optical Emission Spectroscopy), ktera spojuje vyhody laserové ablace
a hmotnostni nebo optické emisni spektrometrie [8].

Jako kterakoli jina OES metoda postupuje iLIBS v nékolika zakladnich krocich:
vaporizace arozstépeni latky na jednotlivé atomy, excitace, detekce emitovaného
elektromagnetického zateni, kalibrace intenzity signalu napft. ke koncentraci, a samotné urceni
koncentrace. LIBS se vyuziva jako kvalitativni i kvantitativni analyza, kdy je slozeni latky
charakterizovano polohou piku ve spektru (tedy jeho vinovou délkou), intenzita tohoto piku
pak urcuje koncentraci dané latky ve vzorku [6].

Historie spektroskopie laserem buzeného plazmatu se pise jiz od objevu laseru, ktery,
ackoli byl teoreticky pfedpovézen Albertem Einsteinem jiz roku 1917, byl zkonstruovan az
vroce 1960 [9]. Za zakladatele metody LIBS je povazovan puvodem italsky profesor
Nicol6 Omenetto, ktery se béhem své kariéry zaslouzil o vyznamny rozvoj metody LIBS,
ptispél jak k objasnéni samotného principu metody, tak k nalezeni mnohych praktickych
aplikaci [10]. V pocatcich existence metody byla pozornost védcti soustiedéna predev§im na



fyzikalni stranku véci, pfedev§im na generované plazma, jeho vznik a vlastnosti; jako
analyticka metoda se LIBS zacal pouzivat az pozdéji [6].

Ackoli uz v prubéhu minulého stoleti byla metodé LIBS vénovana uréitd pozornost,
skute¢ny nariast popularity této metody nastal az okolo roku 1995. Tohle prudké zvyseni
zajmu o LIBS ajeho vyuziti se da prfipsat hned nékolika faktorim: vyskytla se nutnost
zkoumat materialy Vv extrémnich podminkach, kde bylo nemozné vyuzit jiné analytické
metody; bylo potieba sledovat kvalitu aslozeni pramyslovych materialt pfimo pii jejich
vyrobé a v neposledni fad¢ bylo $irsi vyuziti metody LIBS umoznéno velkym technologickym
pokrokem. Toho se podafilo docilit mezi lety 1990 az 1995, a to pfedevsim v oblasti zmenseni
potiebnych zafizeni, jako jsou lasery, spektrometry a detektory, a soucasné navyseni jejich
kapacity, coZ umoznilo i roz$ifeni mimolaboratorniho pouziti [6].

2.1.1 Princip metody

Prvnim krokem pfi analyze metodou LIBS je vznik vysokoenergetického laserového pulzu,
ktery je fokusacni optikou piesné zaméien na konkrétni misto na povrchu vzorku. Pfi dopadu
laserového paprsku na vzorek dojde k jeho prudkému ohievu nasledovaného vypafenim ¢asti
hmoty, kdy se zkoumany material uvolni v podob¢ par a aerosolii. Pti dalsi interakci vzorku
s laserem vznika plazmaticky tutvar, ktery po dobu své existence emituje elektromagnetické
zateni. To je nasledné sbérnou optikou zachyceno aoptickym vlaknem vedeno do
spektrometru, kde je rozdéleno dle jednotlivych vinovych délek, a zachyceno detektorem.
Schéma tohoto procesu je znazornéno na Obrazku 1 [6, 7, 11].

1 « Laserovy pulz je generovan 2_ a zfokusovan na vzorek 4. Emitované zéreni je zachyceno
laserovou hlavici pomoci fokusaéni optiky. sbérnou optikou,

3. Diky vysoké
irradianci je na
spoustéci pulz povrchu vzorku
generovano o0——
mikroplazma. .

—

8 . Cely systém vzorek
Jje presné I spoustéci pulz
synchronizovan
pomoci digitalniho
delay generdtoru.
kontrola

t spekira )
e — optické viakno

7 . Vysledné spektrum 6. a zachyceno 5 . rozptyleno
zpracovano v pocitaci. detektorem. spektrometrem

Obrazek 1: Schéma LIBS mereni [11]



2.1.2 Princip laseru
Lasery jsou zdrojem monochromatického a koherentniho elektromagnetického zafeni.
Laserovy paprsek je tvofen organizovanym svazkem fotonii o Stejné amplitude, fazi
apolarizaci, na rozdil od bé&zného viditelného svétla, vnémz se fotony chovaji
neuspoiadané [12, 13].

Princip laseru, jehoz stavba je vyobrazena v Obrazku 2, je zaloZen na excitaci elektront
ruznych aktivnich prostiedi (pevnych, kapalnych ¢i plynnych materiald) v polopropustném
rezonatoru tvoreném jednim dokonalym a jednim polopropustnym zrcadlem. EXcitace je
mozno dosdhnout pfeddnim energie materidlu, ¢ehoz lze docilit vice zpiisoby: elektricky — za
pouziti elektrického vyboje, chemicky — exotermickou chemickou reakci (napt. disociaci
molekul jodu nebo reakci vodiku s fluorem) nebo opticky — svételnym zableskem. Pti
opétovném prechodu elektronu na nizSi energetickou hladinu dojde k vyzéfeni
charakteristického fotonu, pocet téchto fotonii v aktivnim prostiedni exponencialné roste.
Fotony se shromazd'uji mezi dvéma zrcadly, pii dosazeni mezni hranice energie
polopropustné zrcadlo svazek fotonl vyzaii jako laserovy paprsek nebo pulz [12].

ztracena energie
v podobé tepla

vysoce odrazive vystupni zrcadlo
zrcadio {polopropustne)

\ opticky vypinaé
I Y VY
\ i gl
dodana energie \ -switch
(pump light)

\ aktivni laserové medium
laserovy krystal
(napf. Nd:YAG nebo Nd:YVO,)

Obrazek 2: Schéma fungovani pevnoldtkového laseru [14]

2.1.3 Ablace vzorku
Ablace se vyuziva k pfevodu materialu odpareného ze vzorku, do¢asné pritomného v podobé
par a aerosolt, do excita¢niho aioniza¢niho prostiedi [7]. Jedna se o vzorkovaci proces
metody LIBS pro pevné akapalné vzorky, protoze limituje mnozstvi analytu, které bude
VvV ramci jednoho méfeni analyzovano. Ablatovany material hraje vyznamnou roli ve formaci
aexpanzi plazmatu. Plazma vznika v prostoru obklopeném plynnym médiem a jedinym
zpusobem, jakym je mozno plazma udrZet, je pfitomnost neutralnich atomi a ionta
z ablatovaného materialu [9].

Pti ptipravé vzorkil pro kteroukoli analytickou metodu plati, Ze by mél vzorek rovnomeérné
reprezentovat zkoumany material, at’ uz se jedna o makro ¢i mikro analyzu. Nejinak je tomu
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u metody LIBS, z ¢ehoz plyne, Ze ablace nesmi pozménit slozeni ablatovaného materialu vaci
puvodnimu vzorku. Tento problém je mozno vyftesit vhodnou kalibraci a korelaci vhodnych
referen¢nich standardi, které odpovidaji testované matrici [9].

Samotny proces ablace je ovlivnén instrumentalnimi parametry, jako je vinova délka laseru,
plo$na hustota zatfivého toku (irradiance) nebo doba trvani laserového pulzu, pfiCemz se
nejcastéji  uzivda ablace femtosekundovymi a nanosekundovymi lasery.  Ackoli
femtosekundové lasery maji tu vyhodu, ze laserovy pulz nereaguje se vznikajicim plazmatem,
nanosekundové lasery jsou mnohondsobné rozsifenéjsi, jelikoz, oproti femtosekundovym
laserim, znatelné navysuji intenzitu spektra [9, 15].

Na pribéh ablace maji rovnéz vliv vlastnosti analyzované matrice, piedev§im jeji
skupenstvi, tepelna vodivost, reflektivita povrchu ¢i bod tani a varu. V neposledni fadé ablaci
ovlivituje okolni atmosféra a jeji tlak (pro n¢které specialni aplikace se pouziva i vakuum), jak
je patrné z Obrazku 3. Experiment samotny je nej¢astéji realizovan na vzduchu, poptipadé
Vv atmosféte argonu ¢i helia. Nékteré experimenty dokazaly, Ze argonova atmosféra zlepsSuje
excitaci vybraného vzorku [6] a naopak atmosféra vzduchu ¢i helia ji tlumi [6, 9].

585 Torr 300 Torr 100 Torr 50 Torr

] LR .

10 Torr 1 Torr 0.1 Torr 0.005 Torr

Bl

Obrazek 3: Zavislost vyvoje plazmatu na okolnim tlaku [6]

Zékladem pro urCeni prvkového slozeni sledované matrice je umetody LIBS
elektromagnetické zafeni emitované vzniklym plazmatem. Aby plazma vzniklo a mohlo byt
docasné udrzeno, je tfeba zarulit jisty pifisun energie, ktera slouzi k zahfati a naslednému
vyrovnani tepelnych ztrat zptisobenych jeho vyzarovanim a vedenim. V metod¢ LIBS je toho
dosazeno velkou plosnou hustotou vykonu, kterou zajistuje laserovy pulz [7].

Vznik plazmatu a jeho casovy vyvoj

Interakce fotond a elektronil iniciuje déje oznaCované jako multifotonové procesy vedouci
k lavinové ionizaci. Elektrony ziskavaji energii ve trojnych srazkach s fotony a neutraly,
vlivem velkého mnozstvi srazek roste jejich energie a nejsou tedy schopny ionizovat dalsi
atomy. Vyskyt zminénych jevt je navySovan az do chvile, kdy dojde Kk prirazu atmosféry
(breakdown), coz je okamzik, ktery nastava cCasto V pribéhu dopadu laserového pulsu
aplazma je béhem néj viditelné. Tato viditelna ¢ast zafeni neni sbirana, protoze obsahuje
vysoké pozadi, a nema proto zadnou analytickou hodnotu. Stupen ionizace je v tuto chvili
nizsi nez 10 % [7].

V pribéhu trvani laserového pulzu dochazi k dalsimu nartstu elektronové hustoty. Jakmile
je frekvence plazmatu vyssi nez frekvence laseru, stane se pro n¢j plazma neviditelnym a laser
nepiedava energii do celého jeho objemu, ale pouze vngjsi vrstvé plazmatu. Cim blize je
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plazma laseru, tim vice se rozSifuje. Ablace samotného vzorku je nadéle zprostiedkovana
laserovym mikroplazmatem, které se rozviji jest¢ nc€kolik nanosekund po vyhasnuti laseru.
Proces vzniku a zaniku plazmatu neni pfesné¢ ¢asové ohranicen, cely jeho zivotni cyklus je
znazornén na Obrazku 4 [7].

Laserovy
pulz
Ohrev
a Breakdown
Krater Iniciace

Vzorek plazmatu

S~—— zzzzzza
Epanze
a razoveé viny
Chlazeni
\ Para
Wzzzzzzzd Wzzzzza
Emise
- Absorpéni zéna
A
v D Plazma
Wzzzzzza

Obrazek 4: Zivotni cyklus plazmatu a déje, které ho provizeji [6]

Rozpinani plazmatu proti okolni atmosféte zptisobi stlaceni hrani¢ni vrstvy do razové viny,
coz se projevi snadno slysitelnym prasknutim. Rychlost rozpinani plazmatu tésné po jeho
vzniku je az 10°m-s™, viditelnd oblast dosahuje velikosti n&kolik milimetra a je
pozorovatelna pouhym okem. V plazmatu se jako prvni objevuji iontové &ary (v Gase 107 us),
nasledované atomovymi darami (10°~10" us). Po poklesu teploty plazmatu, o n&kolik desitek
mikrosekund pozdé&ji, se jako posledni objevuji i molekulové pasy, které ovSem v metodé
LIBS nenachazi uplatnéni, nezaznamenavaji se a je snaha je eliminovat [7].

Pfi prichodu fotoni vnéjSimi chladnéjSimi ¢astmi plazmatu dochdzi k Castym
samoabsorpcim, coz je proces, pii némz atomy ve vn¢jsi, chladngjsi ¢asti plazmatu absorbuji
fotony emitované tymiz atomy v jeho centru. Ve spektru se samoabsorpce projevi jako Snizeni
intenzity ¢ary v jejim stfedu tak, Ze po bocich bude jeji intenzita vyS$si a uprostfed vznikne
prohluben [7, 16]. Ztoho plyne, Zze zakladni rezonancni cary, coz jsou cary vznikajici

a4

nejpravdépodobnéjsim prechodem mezi zékladnim a nejbliz§im excitovanym stavem a jSou
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pro dané prvky nejcitlivejsi, jsou pro ucely kvantitativni analyzy nevhodné, protoze podléhaji
samoabsorpci [7, 17].

2.1.4 Instrumentace

Instrumentace kazdého laserového spektrometru se skladd z nékolika stejnych zakladnich
casti. Soucasti aparatury musi byt laser, ktery umoznuje laserovou ablaci vzorku, dale
fokusa¢ni optika pro zaostfeni laserového paprsku asbéma optika pro emitované
elektromagnetické zatfeni. Vzorek se umistuje bud’ do abla¢ni komory, nebo se uziva
otevieného klecového systému. Pii pouziti klecového systému vSak neni mozno ménit tlak ani
slozeni atmosféry, ve které probiha ablace. Elektromagnetické zateni je nadale zpracovano
detekénim systémem a informace putuje do programu pro zpracovani ziskanych emisnich
spekter, piicemz se da vyuzit fada specializovanych programut (napi. AtomAnalyzer), nebo
data zpracovat pomoci standardnich statistickych nastroji [18]. JelikoZ je zakladni sestava
LIBS aparatury pomérné jednoducha, je mozné pro rizné specialni aplikace systém snadno
modifikovat, aby 1épe plnil pozadovany konkrétni ucel. K takovymto Gpravam se vyuzivaji
jednodussi experimentalni laboratorni aparatury, u zakoupenych komerénich prototypi tyto
typy uprav nelze uskute¢nit [6].

Lasery

Laser pro pouziti v metodé¢ LIBS musi mit dostateCnou energii pro vytvoieni plazmatu [18].
Mezi parametry nutné pro vybér vhodného laseru patii zejména energie laserového pulsu
a frekvence jeho opakovani, kvalita vyzareného laserového paprsku, jeho vinova délka.
Z praktickych a ekonomickych parametrii se jedna o jeho velikost, hmotnost a energetické
naklady na provoz a chlazeni [6]. VInova délka laseru, tedy energie jeho fotont, ma velky
vliv na proces ablace. Obecné plati, ze ¢im je vlnova délka laseru kratsi, tim je ablace
ucinngjsi [19].

Pro rGzné aplikace jsou vhodné rizné vinové délky laseri, naptiklad je-li cilem dosazeni
velkého rozliSeni pfi mapovani, je vyhodné pouzit laser 532 nm, protoZe s nim, oproti laseru
0 vlnové délce 1 064 nm, lze dosdhnout lepsiho zaostfeni, a tim i mensich kraterdl, pti¢emz
rozliSeni vysledného obrazu je limitovdno, kromé technickych mozZnosti stroje, pouze
velikosti vznikajicich kratera [20].

Druhy laserii pro LIBS

Pro LIBS se obvykle pouzivaji pevnolatkové lasery, nejcastéji takové, kde se k excitaci
aktivniho prostfedi pouziva vybojka (flashlamp) a k propusténi laserového paprsku Q-switch,
diky némuz jsou ziskavany silné akratké (6-15ns) laserové pulzy, typicky pramér
laserového paprsku je 5 mm [7, 21]. V dnes$ni dobé se obvykle pouzivaji Nd:YAG lasery
(Yttrium Aluminium Granat Y3Als01, dopovany ionty neodymu [14]), se zékladni vinovou
délkou 1064 nm. Za pouziti generatord vysSich harmonickych frekvencich se da snadno
dosahnout i zafeni 0 kratSich vinovych délkach. Druha harmonicka frekvence s 532 nm se
nachazi v oblasti viditelného svétla, tfeti (355 nm), c¢tvrta (266 nm) apata (213 nm)
harmonicka frekvence pak spadaji do oblasti ultrafialového zatreni [7]. Vyhoda laserti tohoto
typu je, ze se daji pouzit i V pfenosnych zatizenich, protoze, na rozdil od laserti vyzadujicich
intenzivni vodni chlazeni, je pro né dostacujici chlazeni vzduchem [6, 7].
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Jako dalsi se vyuziva rubinovy laser s vinovou délkou 694 nm, z plynovych laseri pak CO,
(1060 nm) aN; (337 nm). Pro vSechny vySe uvedené typy plati, Ze viadu né&kolika
nanosekund vyprodukuji desitky miliJoulti. Laserovy paprsek je pfitom zaostfen (fokusovan)
na velmi malou plochu vzorku, obvykle se jedna o oblast o velikosti nékolika malo desitek
Ctverenich mikrometrd, z ¢ehoz plyne vysoka plo$na hustota vykonu (irradiance), ktera
umoznuje Vytvoreni a udrzeni plazmatu, rozbiti vazeb mezi atomy v pevnych a kapalnych
latkach. V plynném skupenstvi dochazi K optickému prirazu (breakdown). Lasery bézné
pouzivané pro LIBS maji obvykle frekvenci mezi 10 az 50 Hz, v soucasnosti je nejvyssi
dosazena frekvence méteni az 1 000 Hz [18, 22].

Dvoupulzni technika LIBS

Pro zlepSeni vykonu méfici aparatury je mozno pouzit tzv. dvoupulzni techniku LIBS
(double-puls LIBS), pfi niz se pouzivaji dva ¢asové posunuté laserové paprsky. Dvoupulzni
technnika LIBS poskytuje nékolik moznosti, které jsou vizualizovany na Obrazku 5:
ortogonalni uspotfadani (jeden paprsek sméiuje kolmo do povrchu vzorku a druhy s nim svira
uhel 90° a je veden tésné€ nad povrchem vzorku), kolinearni uspotfadani (oba dva paprsky jsou
vedeny ve sméru kolmém na vzorek) nebo uspotadani s kfizenim laserovych paprskli pod
definovanym thlem, kdy paprsky dopadaji na povrch vzorku souasné. UzZiti dvou casové
posunutych laserovych paprskli zvySuje citlivost métfeni, je dosaZzeno vysSi intenzity
spektralnich ¢ar a soucasné niz§iho pozadi, diky n€kolika probihajicim efektim: reexcitaci,
vétsi ablaci vzorku, zvySeni teploty plazmatu a prodlouzeni doby jeho existence [7, 23, 24].
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Obrazek 5: Usporadani laseru pro double-puls LIBS. (a) kolinedrni konfigurace, (b) konfigurace
S krizenim laserovym paprski, (c) ortogonalni konfigurace s opetovnym ohrevem plazmatu,

(d) ortogondlni preablacni konfigurace [24]
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Ablacéni komora

Abla¢ni komora slouzi k pfesnému nastaveni anasledné kontrole podminek prabéhu
experimentu. Ackoli méfeni metodou LIBS se muize uskutecnit za atmosférickych podminek,
hojné se vyuziva analyza vzorku v ruznych atmosférach (argon, helium), pii pretlaku,
podtlaku ¢i ve vakuu. Aby nedochazelo ke kontaminaci povrchu vzorku prachem nebo jiz
odablatovanymi ¢astmi materialu, vyuziva se ofuk a odtah. Vsechny tyto alternace méficich
podminek si kladou za cil snizeni limitu detekce sledovaného analytu. Pozadavky na ablacni
komoru jsou ptedevsim vzduchotésnost, napojeni na vzduchotechniku a jeji snadna kontrola,
umoziujici vySe uvedené operace, a reprodukovatelné umisténi vzorku v drzéku. Pro moznost
mapovani a 2D analyzy vzorki jsou ablacni komory vybaveny pohyblivym stolkem. Ablacni
komory mohou byt sestrojeny z kiemenného skla nebo nerezové oceli. Na abla¢ni komoru
jsou napojeny vSechny externi pfistroje: spektrometry a lasery [18].

Optické komponenty

Optickd vldkna maji za ukol transportovat laserovy paprsek ke vzorku a dovést ziskané
elektromagnetické zafeni ke vstupni $térbin€ spektrometru pro dal$i zpracovéani. Laserovy
pulz pted dopadem na vzorek prochazi soustavou Cocek, kterymi je zaméfen na povrch
vzorku. V nejjednodussich sestavach je pro zaméfeni pulzu pouzita jen jedina jednoducha
Cocka, sofistikovangjsi zafizeni vyuzivaji fady objektivii s moznostmi uréeni priméru
ozatované plochy nebo homogenizace laserového paprsku. Je mozno vyuzit jedno optické
vlakno pro laserovy paprsek i emitované zafeni, ¢ehoz se vyuziva predev§im ve specialnich
aplikacich v pfenosnych sestavach, nebo Ize pouzit dvé samostatna vlakna [7, 18].

Pti sbéru prochazi elektromagnetické zateni nejcastéji jednoduchou ¢ockou nebo kombinaci
zrcadla sotvorem ajednoduché cocky do optického vlakna, které jej vede dale do
spektrometru. Elektromagnetické zafeni se odrazi pod uhlem 45 stupnu na cocku, ktera jej
zaostii na vstup do optického vldkna. Optické vlakno je na pocatku vybaveno objektivem pro
ucinné sbirani elektromagnetického zareni, samotné vlakno je sloZeno z né€kolika dalSich
samostatnych optickych vlaken, kterd jsou na konci oddélena a jednotlivé zavedena do
spektrometru [7, 18].

Detektory

Detektory pro LIBS musi spliiovat n¢kolik zékladnich podminek: musi byt schopny rychlého
zapnuti a vypnuti, musi byt dostate¢né citlivé a synchronizovatelné s laserovymi pulzy [7].
Nejjednodussi detektory pro LIBS jsou fotonasobice (PMT, z anglického Photomultipliers)
a fotodiody (PD, z anglického Photodiodes), které jsou vyrobeny z materialu citlivého na
dopadajici svétlo, jenz generuje signal proporcionalni kK celkovému dopadajicimu svétlu. Tato
zafizeni se pouzivaji spole¢né s monochromatory a fixnimi filtry [18].

Noveji se pouzivaly detektory ziskané umisténim malych fotosensitivnich elementd
(pixelt) do linedrniho nebo dvoudimenzionalniho uspotfadani, které obsahuji prostorovou
informaci o signalu diky svételnému vzoru zobrazenému na pixelovém poli. Na tomto
principu funguji detektory diodového pole (PDA, z anglického Photodiode Arrays) nebo
zafizeni s vazanymi naboji (CCD, z anglického Charged Coupled Devices). Rozdil mezi
PMT/PD detektory a PDA/CCD detektory je, ze PMT/PD jsou vysokorychlostni detektory
schopné zaznamenat zmény v plazmatu v pribéhu casu, zatimco PDA/CCD jsou ve své
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rychlosti limitovany, protoze vSechny pixely se nacitaji postupné. CCD vSak na rozdil od
PMT/PD/PDA poskytuji vysledny signal ve dvou osach [6].

LIBS méfeni pouzivaji ¢asovanou detekci plazmatu, kdy je nutno ze signalu odecist bilé
svétlo vyskytujici se na pocatku existence plazmatu (0-1 ps). Toho PDA/CCD docili
umisténim mikrokanalové desky (MCP, z anglického Microchannel Plate) pied detektor, kde
se MCP chova jako klapka, ktera zabranuje svétlu v dosazeni detektoru za sebou [6].

V dnes$ni dobé se pro LIBS pouzivaji v podstaté vyhradné polovodicové CCD detektory,
které spliuji vSechna pozadovana kritéria az na dostateCnou citlivost. Tento problém je
vyfeSen pouzitim intenzifikatoru; intenzifikované detektory se potom oznacuji jako ICCD
(z anglického Intensified CCD). CCD detektory snimaji cela spektra nebo jejich definované
Casti, podle typu pouzivaného spektrometru, v pfesné definovaném case po iniciaci laserového
pulzu. Casu méfeni po laserovém pulzu se anglicky iika Gate Delay (GD), obvykle se podle
typu vzorku pouziva 0,5az 2 us po dopadu laserového pulzu, ale je mozné setkat se
i s odlisnymi hodnotami. Casovy interval, béhem né&jz CCD detektory snimaji signal, se
nazyva integracni doba (GW, z anglického Gate Width), musi byt rovnéz ptresné definovan
parametr a jeho velikost je maximaln¢ v desitkach mikrosekund [7].

Spektrometry

Pro metodu LIBS se pouzivaji dva typy spektrometrii: monochromatory s uspofadanim
Czerny-Turner a spektrometry s miizkou typu Echelle. Monochromatory Czerny-Turner
zaznamenavaji informace vzdy pouze o ohrani¢ené Casti emisniho spektra. Na vstupni
Stérbin¢ jsou selektovany vinové délky spadajici do snimané oblasti, nasleduje kolimator
(konkavni zrcadlo), které ma za ukol sjednotit smér zafeni jednotlivych vinovych délek.
Zateni poté prochézi difrakéni miizkou obsahujici 1 200 az 3 600 stérbin na milimetr, kteréd
zéfeni rozdé€li podle jednotlivych vinovych délek. Plati, Zze ¢im vyss$i je hustota Stérbin na
difrakéni miiZce, tim je dosazeno lepSiho rozliSeni, ¢im je hustota nizsi, tim projde vice svétla
a jsou ziskany vyssi intenzity. Oddélené vinové délky putuji k druhému konkavnimu zrcadlu
(kamefe), kterd je fokusuje do vystupni $té€rbiny. Difrakéni miizka je schopna rotovat tak, Ze
pod odliSnym thlem povede ke kamete zatfeni riznych vinovych délek. Jednotlivé vinové
délky jsou tedy sbirany individualng, emisni spektrum je skenovano rotaci difrakéni miizky.
Schéma monchromatoru typu Czerny-Turner je uvedeno v Obrazku 6 [2, 25, 26].

kolimator

vstupni 5térbina

wystupni Stérbina
kamera
Obrazek 6: Monochromator v usporaddani Czerny-Turner [27]
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Naproti tomu spektrometry s m#izkou typu Echelle zaznamenavaji celé spektrum, vétSinou
v rozsahu od 190 nm do 800 nm, coZ je oblast, ve které méfeni LIBS probihaji nejcastéji,
protoze zde obvykle lezi nejintenzivnéj$i spektralni Cary vétSiny prvki, aumoziuji tak
soucasné sledovani mnoha komponent. Difrak¢ni miizka rozdéli svétlo podle vinovych délek
a utvoii spektrograf, z néhoz jsou patrné vilnové délky a jejich intenzity, pfitomnost piku se
projevi jako jasna te¢ka. Oba druhy spektrometrti se pouzivaji v kombinaci s vyse zminénymi
polovodi¢ovymi ICCD detektory [6, 7].

Meéieni LIBS muize probihat v ultrafialové (UV), viditelné (VIS) i infraervené (IR) oblasti.
Z UV oblasti se pro LIBS vyuzivaji vinové délky (200—400 nm) a typickym zastupcem je
napiiklad uhlik, VIS oblast se pouziva vcelém svém rozsahu (400-700 nm)
s charakteristickymi ptedstaviteli z oblasti kovu (zelezo), z IR oblasti se vyuziva pouze ¢ast
blizkého infracerveného zateni (700—900 nm), zastupce tvoti kuptikladu halogeny [28].

2.1.5 Emisni spektra

Vysledkem méfeni metodou LIBS je ziskané emisni spektrum. V ném jsou na 0se
X vyobrazeny vlnové délky (nm) ana ose yintenzita (a.u.) elektromagnetického zafeni,
viz Obrazek 7.
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Obrazek 7: Priklad emisniho LIBS spektra vzorku bakterie Escherichia coli [29]

Existuji online dostupné databaze (napi. AtomTrace [28], NIST [30], Kurucz [31]), ve
kterych jsou uvedeny tabelované hodnoty spektralnich car pro jednotlivé prvky, spolu
s pravdépodobnosti jejich vyskytu vyjadienou Einsteinovym koeficientem (Aw (S7); je piimo
umérny pravdépodobnosti vzniku spektralni ¢ary ajeji intenzité, viz Obrazek 8). Jednotlivé
spektralni ¢ary jsou oznaceny fimskymi Cisly I a Il, fimska I znamena, ze se jedna o atomovou
¢aru, fimska II znaci ¢aru iontovou [28, 32].
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Obrazek 8: Vyobrazeni viivu Einsteinova koeficientu na intenzitu signalu pro spektralni cary
kadmia: 226,50 nm (vlevo) a 228,80 nm (vpravo) [28]

2.1.6 Vyhodnoceni dat

Vyhodnoceni dat se d4 rozdélit na kvalitativni a kvantitativni analyzu. Slozeni zkoumaného
vzorku (kvalitativni analyza) se da snadno urcit z pozice spektralnich ¢ar na emisnim spektru
a je omezena pouze citlivosti pfistroje a limity detekce [33].

Kvantitativni analyza naproti tomu piinasi celou tfadu vyzev. Aby bylo mozné urcit
kvantitativni slozeni sledované¢ho vzorku, je tfeba nejprve udélat vhodnou kalibraci.
Kalibra¢ni standardy obsahujici sledovany analyt se svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
musi co nejvice blizit testované matrici, napiiklad pfi testovani obsahu uhliku v oceli se
nejprve sestavi kalibra¢ni kiivka z certifikovanych vzorkll oceli o znamém obsahu uhliku
[34]. Pti sestavovani kalibra¢ni kiivky nesmi dojit ke zméné podminek méfeni [33].

Pro samotné vyhodnoceni dat existuje vice pfistuptu. Hodnota intenzity pfimo souvisi
s koncentraci prvku ve vzorku, kvili interferenénim jevim se vSak nejedna o jednoduchou
ptimou uméru. Casty je postup, pii némz se vybere vhodna spektralni ¢ara sledovaného prvku
(napf. nesmi byt rezonan¢ni), zjisti se plocha pod vybranym pikem a nésledné se od ni odecte
hodnota pozadi. Hodnoty zjisténé koncentrace jsou nejéastéji uvadény v jednotkach hmotnosti
jako hmotnost analytu na hmotnost vzorku. Kvili mozné nehomogenité vzorku a vylouceni
chyby je méfeni nutno vicekrat opakovat [33].

2.1.7 Vyhody a nevyhody metody LIBS

Metoda LIBS je v soucasnosti velice popularni, narust zajmu Vv posledni dob¢ je vysledkem
mnoha jeho vyhod. Pomoci metody LIBS je mozno analyzovat vzorky jakéhokoli skupenstvi.
Mnohé aplikace metody LIBS nevyzaduji zadnou pfipravu vzorku, coz muze byt u jinych
analytickych metod Casové 1 finanéné naro¢nd zalezitost. Materialy je tedy mozné zkoumat
insitu [18]. LIBS umoznuje sledovani 2D i 3D distribuce analytu ve vzorku za pouziti
mapovani povrchu a hloubkového profilovani [35]. Ackoli LIBS vznikl ptedevsim jako
metoda terénni analyzy, diky pokroku v oblasti technologii nachazi dnes Siroké uplatnéni
i v laboratornim pouziti [36]. Samotné méfeni je velice rychlé, ablace i excitace nastanou

18



V jednom spolecném kroku, vysledky je mozné sledovat prakticky v redlném cCase. Laserové
spektrometry mohou dnes byt diky pokrocilym technologiim redukujicich jejich velikost
pouzivany iV prumyslovém a venkovnim prostiedi, existuji I pfistroje pro dalkovou analyzu,
kdy vzorek muze byt ve vzdalenosti nékolika desitek metri od instrumentu. Pomoci metody
LIBS je rovnéz mozné analyzovat extrémné tvrdé materialy nebo materialy, které je obtizné
rozlozit ¢i rozpustit (napf. keramika). Pii méfeni se dd snadno pozorovat mnoho riznych
prvku soucasné (multiprvkova analyza) [18].

Mezi nevyhody metody LIBS patii piedev§im jeji komplexnost, ktera vede ke slozité
kvantifikaci ziskanych dat, metoda se nékdy uvadi jako semikvantitativni, kvantifikace je
obtizna a mozna jen pii spravné kalibraci. Pii méfeni je tieba brat v potaz i velké interferencni
efekty, pfedevsim efekt matrice, v niz se dany prvek vyskytuje, jeji drsnost, tvrdost i obsah
dalsich prvka [18, 37]. V neposledni fad€ je nutno brat zfetel i na mnozstvi ptitomné vody,
a to predevsim Vv biologickych vzorcich, jeji pfitomnost ovliviiuje tepelné a optické vlastnosti
matrice a tim i vznik plazmatu, jehoz emise s pfibyvajicim mnozstvim vody ve vzorku klesa
[38]. Proto je pro kazdé méfeni, které ma vést k urceni celkového mnozstvi prvku ve vzorku,
nutno provést vhodnou kalibraci, idealné¢ na vhodnych standardech, které casto nejsou
dostupné. Limity detekce metody LIBS obecné nejsou tak dobré jako u metod, které analyzuji
vzorek jiz prevedeny do vodného roztoku, dale se tato metoda vyznacuje i horsi ptesnosti
(5az 10 %, podle homogenity matrice vzorku a excita¢nich vlastnosti laseru). Pro néktera
specificka pouziti, naptiklad mapovani tkani, je nutnd velice ndro¢nd ptiprava vzorki. Dale
prace s lasery mize predstavovat zdravotni riziko, pii nedodrZeni bezpe€nosti prace hrozi
poskozeni oci [18].

2.1.8 Vyuziti metody LIBS

Metoda LIBS nachazi Siroké vyuZziti v mnoha odvétvich lidské ¢innosti. Za pomoci metody
LIBS lIze v realném Case analyzovat v podstaté bez ptipravy vzorku nejriznéjsi kovy, coz je
vlastnost nachazejici uplatnéni naptiklad pii kontrole slozeni a homogenity vyrobki ve
vyrobnim procesu. LIBS umoznuje i hloubkové profilovani vrstevnatych materidli a analyzu
tenkych vrstev v elektrotechnickém pramyslu. V oblasti ochrany zivotniho prostiedi je mozné
touto metodou detekovat pfitomnost irozloZzeni esencialnich ¢i neesencidlnich prvka
v rostlinach. V mediciné¢ se metody LIBS vyuziva napiiklad k analyze zlu¢ovych kament
nebo detekci zhoubné kozni tkané [7, 39].

Pienosné LIBS systémy se uplatiuji napiiklad v kriminologii k detekci chemickych latek,
nebo pro vojenské Gcely K detekci stopovych mnozstvi vybusnin, chemickych a biologickych
zbrani. Dalsi zajimavou aplikaci je vyuziti metody LIBS na Marsu, konkrétné se jedna
0 zafizeni ChemCam na vozitku Mars Curiosity, jehoz tikolem je urcovani sloZeni nerostu,
hornin a pud, ato az na vzdalenost 7 metri, a dale detekce prvki nezbytnych pro existenci
zivota jako jsou uhlik, dusik a kyslik [7, 39, 40].

2.1.9 Zpisoby piipravy rostlinnych vzorki pro LIBS

Pro analyzu rostlinného materidlu metodou LIBS je v literatufe uvedeno né€kolik postupti, ty
jsou detailn€ji popsany dale ajsou vzdy voleny na zakladé pozadovanych vysledki
analyz [36].
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Peletovani

Je-li cilem zjistit pouze piitomnost ¢i celkovy obsah vybraného analytu, je vhodné vyuzit
peletovani. Prvnim krokem u tohoto postupu je vysusSeni rostliny, dale jeji rozemleti na jemny
prasek nasledované homogenizaci a slisovanim do pelety. Na ni je nasledné mozné provést az
nekolik set jednotlivych méfeni. Nékteré vzorky vsak nevytvoii soudrznou peletu, a je proto
nutné piidat pojidla (napt.: bromid draselny, $krob, sttibro, hlinik) [36, 41].

Fixace do epoxidové prysky¥ice

Dalsi moznosti pfipravy rostlinnych vzorkd pro prvkovou analyzu metodou LIBS, obzvlast
je-li cilem mapovani biologického vzorku, a tedy zobrazeni 2D distribuce sledovanych prvki,
je jejich fixace epoxidovou pryskyfici. Rostliny je nutné nejprve vysusit a vylisovat. Takto
ptipravené rostliny se poté uchyti na povrch tuhnouci epoxidové pryskyfice, ktera je dokonale
zafixuje bez jakéhokoli pozménéni jejich struktury. Kalibraéni méfeni musi byt provadéna na
matrici fixované ve stejné epoxidové pryskytici [42, 43].

Zalévani vzorku do parafinu

Dalsim zpiisobem piipravy vzorku je jejich zaliti do parafinu, coz je pouzivano pro ptipravu
ezl pro zobrazeni 2D az 3D distribuce sledovanych prvkl. Vzorky jsou nejprve dehydrovany
sérii roztoku ethanolu o zvysujici se koncentraci, poté jsou zafixovany ve vosku a nafezany na
rizné tenké fezy, které jsou pouzity pro LIBS analyzu [42, 44]. Pro tvorbu téchto fezd se
pouziva mikrotom, coz je stroj slouzici k pfipravé velmi tenkych fezii, obvykle pro
mikroskopovani histologickych preparata [45]. Vyskyt vybranych prvki je nasledné
korelovan s histologickym fezem. 3D obraz je poté mozno ziskat z méfeni po sob¢€ jdoucich
pticnych ¢i podélnych fezh o Sifce jednotek az nizsich desitek mikrometrl, jednotlivd méfenti
jsou poté zpracovana a poskladana za sebe tak, aby utvofila pavodni vzorek (viz Obrazek 9).
Tento piistup vSak generuje velkd mnozstvi dat aje Casové extrémné naro¢ny, zatim je
Z literatury znama pouze 3D analyza distribuce vybranych prvka (Gd, Ca, Na) v mysi ledving
[43]. U rostlin zatim neni z literatury znam piipad sestaveni 2D map do 3D modelu pro zZadny
prvek [45].

Gd (mM)
10

SH

0

Ca(a.u.)
1

]

Obrazek 9: Distribuce vapniku, sodiku a nanocastic gadolinia v Fezech mysi ledviny [43]
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Zmrazeni

Dalsi moznosti ptipravy vzorku za ti¢elem Stanoveni 2D nebo 3D distribuce prvku je piiprava
kryotezl. Pfi ni jsou vzorky nejprve omyty a jsou ochranény proti vzniku krystalti vody pii
zmrazeni napiiklad pouzitim sachar6zového roztoku. Poté dojde k samotnému zmrazeni
(teploty okolo —20 az —30 °C) a nafezani na tenké platky, kdy mohou byt pouzity ruzné $irky
fezli (desitky mikrometrl). Ackoli se pro uchyceni kryofezii pouzivaji specidlni
mikroskopicka skli¢ka (naptf. SuperFrost Plus pokryta adhezivni vrstvou), pro bézné
pouzivana podlozni sklicka mohou byt pro zlepSeni adheze pouzity iroztoky glycerolové
zelatiny nebo zelatiny kamence chromitého [44].

2.2 Nanoéastice

2.2.1 Nanotechnologie

Za zakladatele oboru nanotechnologie je povazovéan Richard Feynman, ktery zna¢né piedbéhl
dobu auz v50.letech minulého stoleti piedpovédél beézné vyuziti nanomateriali
v budoucnosti. Jeho vize se zacala napliovat v 80. letech 20. stoleti, kdy se zacaly objevovat
a vyuzivat prvni nanoobjekty. Od té doby jsou nanotechnologie na vzestupu a zasahuji do
cetnych odvétvi lidské cinnosti. Nanotechnologiemi se obecné rozumi kazdy material
0 velikosti v fadu nanometrt, ktery nachazi uplatnéni v realném svété [46].

2.2.2 Nanomaterialy

Nanomaterial se definuje jako materidl s alespon jednim vnéj$im rozmérem v fadu nanometrti
(1-100 nm) s vlastnostmi, které lze piipsat pfitomnosti téchto rozméri. Nanomaterialy se
rozumi 1imaterialy s vnitini nebo povrchovou strukturou v fadu nanometrt. [47-49].
Nanomateridly nachédzi uplatnéni pramyslu (elektronika, automobilovy a letecky pramysl)
i v mnoha pfedmeétech denni potieby (zubni pasty, opalovaci krémy) [49].

Rozdéleni nanomateriali dle rozméri

Nanomaterialy miizeme rozd¢lit podle po¢tu rozmeérii v fadu nanometrli na tii hlavni skupiny:
e nanomaterialy s jednim rozmérem v nanoméfitku (tenké filmy a vrstvy)
e nanomateridly se dvéma rozméry v nanométitku (nanotrubice a nanodratky)
e nanomaterialy se tfemi rozméry v nanoméfitku (nanocastice) [46]

2.2.3 Druhy nanocastic
Nanocastice (NPs, z anglického nanoparticles) jsou nanomaterialy, které maji vSechny tfi
rozméry v fadu nanometrt. Daji se déale rozd¢lit podle nékolika kritérii.
Rozdéleni dle struktury
e nanoklastry — ¢astice jsou vazany slabymi interakcemi
e nanokrystaly — ¢astice jsou vazany kovalentnimi vazbami
e kvantové tecky — polovodi¢ové nanocastice [46, 50]

Rozdéleni dle chemického sloZeni a vlastnosti
e polovodi¢ové nanocastice, napt. kvantové tecky
e kovové nanocastice, které ziskavaji své unikatni vlastnosti diky relativné
volnym elektrontim na svém povrchu (napt. zlaté nebo stiibrné NPs)
e nanocastice oxida kovi (napi. TiO, NPS)
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e organické a biologické nanocastice (napf. peptidové NPs) [51]

e hybridni a kompozitni nanocastice slozené ze dvou a vice vysSe uvedenych
druhii nanocastic (napf. Au/Cu;O NPs, tedy nanocastice oxidu kovu
a polovodicova) [52]

Rozdéleni dle puvodu
e pfirodni, vznikajici naptiklad pfi lesnich poZzarech, erozich, vulkanickou aktivitou
a biologickymi procesy
e syntetické, které jsou vyrabény cilen¢, ale mohou vznikat isamovolné pii
spalovacich procesech [49]

2.24 Kvantové tecky

Kvantové tecky (QDs, z anglického Quantum Dots) jsou sférické polovodi¢ové nanokrystaly
o velikosti 2 az 100 nm, obsahujici okolo 200-—10 000 atomd, s unikatnimi optickymi
a elektrickymi vlastnostmi. Netvofi pravé roztoky, ale koloidni vodné disperze. V soucasné
dob¢ nachazi uplatnéni pfedevsim v mediciné nebo v elektrotechnickém priamyslu. Jednou
z nejcenngjSich vlastnosti kvantovych teek je jejich schopnost jasné a vysoce stabilni
fluorescence, diky ¢emuz mohou byt uplatiiovany napiiklad v biomedicinském zobrazovani
za ucelem zaméfeni a sledovani specifickych biologickych procesti a zmén Vv organismu.
Barvu fluorescenéniho zatfeni urcuje velikost kvantovych tecek, z cehoz plyne, Ze barva zafeni
je snadno nastavitelna jiz pfi samotné syntéze, jak je znazornéno na Obrazku 10 [4, 47, 53].

00009
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Obrazek 10: Zavislost barvy fluorescence kvantovych tecek na jejich velikosti [54]
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V soucasnosti se rovnéz zkouma moznost jejich pouziti v systémech s cilenym transportem
1é¢iv. I pfes nesporné vyhody a moznosti jejich uplatnéni v celé fadé¢ odvétvi lidské Cinnosti
mohou kvantové tecky predstavovat rizika pro zivotni prostfedi i pro lidské zdravi. Jejich
toxicita predstavuje komplexni problém, jelikoz je zavislA na mnohych fyzikdlnich,
chemickych a environmentalnich faktorech [4, 55].

Stavba kvantové tecky

Kvantové tecky se skladaji z krystalického jadra, které tvoii aktivni centrum (viz Obrazek 11),
a nékteré QDs maji navic 1 dalsi vrstvu tzv. obal. Jadro kvantovych tecek je typicky slozeno
z atomu piechodného kovu (tradi¢né kadmium) a chalkogenu (sulfidy, selenidy a telluridy)
[51]. U QDs je, diky jejich velkému povrchu, v nejvyssi vrstvé pfistupno velké mnozstvi
atoml pfitomnych v jadre, které Casto nemaji zcela zaplnéné valen¢ni orbitaly, coz vede
k jejich nestabilité a reaktivité. Z tohoto divodu je pfidan obal tvofeny dal§im polovodicem
(Casto se pouzivaji ZnS, SiO,, ZnSe, CdS, CdSe [2, 3]), ktery je biokompatibilni a ma za tikol
pasivovat povrch, zvysit efektivitu fluorescence a snizovat toxicitu, zabrafiuje oxidaci,
slabnuti fluorescence a zvySuje chemickou stabilitu [4].
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Obrazek 11: Fotografie CdTe QDs 0 priiméru 3,5 nm ve vysokém rozlisent z transmisniho
elektronového mikroskopu [56]

Syntetizované kvantové teCky jsou hydrofobni, coz zna¢né limituje moznosti jejich
biologického vyuziti. Pro zlepSeni jejich vlastnosti mize byt pfidana vn&jsi vrstva, jejiz
ulohou je zlepSit rozpustnost QDs a zachovat je pfitom v neagregovaném Stavu, jedna se
o0 tzv. povrchovou modifikaci. Ktomu se pouzivaji povrchové surfaktanty, kuptikladu

23



merkaptopropionova kyselina nebo polyethylenglykol, které mohou byt dale konjugovany se
zaméiovacimi molekulami (protilatky, ligandy), které navedou QDs do specifickych organi.
Ackoli vysledky zobrazovani pomoci QDs jsou povzbudivé, je tieba brat v potaz, ze QDs
obsahuji vysoce reaktivni formu kadmia. Proto je tifeba podrobné prozkoumat jejich
toxikologické a farmakologické vlastnosti, véetné bezpeéné davky, a charakterizovat material
Vv zavislosti na zpsobu piipravy a pouziti riznych povrchovych modifikaci [4]. V soucasnosti
jsou nejrozsifenéjsi formou kademnatych QDs CdSe a CdTe zapouzdiené do riznych obala,
jak je uvedeno vyse.

2.3 Ekotoxikologie

Termin ekotoxikologie byl poprvé pouzit roku 1969 francouzskym védcem René Truhautem
jako rozsifeni oboru toxikologie, ktera se zabyva pouze vlivem jedovatych latek na ¢lovéka,
0 ekologickou stranku, tedy ovliv na ostatni zivé organismy. Dle starSich definic je
toxikologie popisovana jako testovani toxicity na jednom nebo vice komponentech jakéhokoli
ekosystému. Zkouma efekty jevll na individudlni organismy a ekologické uc€inky polutantii
[57].

V soucasné dobé se ekotoxikologie definuje jako véda o kontaminantech v biosféfe a jejich
efektech na jeji jednotlivé slozky, véetné ¢lovéka. Ekotoxikologie je komplexni véda, ktera
spojuje dohromady mnoho védnich disciplin a metod, od geologie a geografie az po
hydrochemii a 1ékafstvi, a zabyva se negativnimi efekty polutantd od molekularnich procest,
az po vliv na celé populace a ekosystémy [58].

Soucasna potieba ekotoxikologie
Potfeba rozvoje ekotoxikologie se objevuje predevsim kvili rozvoji primyslu, védeckému
pokroku a vyvoji stale novych materiali, které mohou pronikat do ptirody. Diive bylo
znecisténi pomérné jednoduchou zalezitosti zahrnujici ptedevSim kovy, pesticidy nebo
organické chemikalie, avSak komplexnost znecisténi se diky objeviim a vyuziti novych
materialt stale zvysuje. [52, 53].
V ekotoxikologii se setkdvame s n€kolika vyznamnymi pojmy:
e Dbiosystém je ziva soustava na kterémkoli stupni zebticku hierarchické biotické
organizace (od jednotlivych bunék po celé ekosystémy)
e toxikant je chemicka latka nebo jejich smés, kterd jiz v relativné nizkych
koncentracich negativné ptisobi na biosystém
e expozice je stav, kdy jsou biosystém a toxikant v pfimém kontaktu
e Ucinek je zména, kterou vyvola toxikant v biosystému
e kontaminant je latka, ktera zneCist'uje zivotni prostiedi [60]
e xenobiotikum je cizoroda latka, ktera neni bézné ptitomna v zivotnim prostiedi
aneni povazovana za normalni stavebni slozku biologickych systémi, na
rozdil od kontaminantu vSak zivotni prostfedi nezne¢ist'uje [61]

Rozdéleni ekotoxikologie
Ekotoxikologie se da obecné rozdélit podle rtiznych kritérii: podle zptisobu zavedeni latky do
prostfedi, chemické povahy toxikantu, praktickych aplikaci a charakteru piijemce [60].
Vyznamné je piedev§im rozdéleni ekotoxikologie na terestrickou, tedy pozemni, kdy
expozice probiha Vv padé, vzduchu ¢i zpiijaté potravy nebo dermalné, a akvatickou,
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probihajici ve vodném prostiedi, kdy testovaci organismy pfijimaji toxikant z vodného
roztoku nebo sedimentu [57, 62, 63].

2.3.1 Ekotoxicita
Ekotoxicita je vlastnost latek, které pii vyskytu v zivotnim prostfedi predstavuji akutni nebo
pozdni hrozbu, v pfirodé se akumuluji nebo toxicky ptisobi na zivé biotické systémy [64].
Stanovi se podle tfech kritérii:
e LCys — letalni koncentrace, pii které umira 50 % z celkového mnozstvi
sledovanych organismu
o ECs5y — efektivni koncentrace, pfi niz dochazi u 50 % z celkového mnozstvi
sledovanych organismil ke zménam Vv chovani
e ICs — inhibi¢ni koncentrace, pii které dojde u50 % z celkového mnozstvi
sledovanych organismi k zamezeni ristu [64]

2.3.2 Biotesty
Biotest (Bioassay) lze popsat jako proces, pii némz je testovaci organismus vystavovan
pusobeni definovanych koncentraci toxikantu po piesné stanovenou dobu. Cely proces musi
byt snadno kontrolovatelny, vysledky testu se snimaji detekénim systémem (jako ktery slouzi
testovaci organismus) a jsou pozorovany nastavajici zmény. Z reakce detek¢éniho systému je
mozno rozpoznat, zda je pro néj sledovana latka za téchto podminek toxicka, ¢i nikoli [59].

Ekotoxikologické biotesty jsou samostatnym odvétvim, které se nevztahuje k ¢lovéku, ale
k ekosystémim nebo k matricim (ptidni a vodni ekosystémy, odpady, chemické latky). Diive
byla mortalita v podstaté jedinym sledovanym indikatorem, v dne$ni dob¢ se jiz sleduje fada
dalsich faktord, ato predevsim dlouhodobéjSich ahife detekovatelnych, jako je
karcinogenita, mutagenita, vliv na schopnost reprodukce a rstu. Ac¢koli se zdravi ekosystému
uruje na tfech urovnich, kterymi jsou individudlni, popula¢ni a na rovni spoleenstva,
biotesty se zaobiraji pouze ptisobenim toxikantl na individudlni organismy [59].
Druhy ekotoxikologickych biotestii
Ekotoxikologické biotesty 1ze rozdélit podle nékolika riznych kritérii:

e doby expozice — akutni, subchronické (subakutni, semiakutni), chronické
e pokrocilosti designu testovaciho systému na Ctyfi generace:
klasické
mikrobiotesty
biosenzory, biomarky a biosondy
o online systémy s dalkovym pienosem dat

e trofické Grovné testovacich organismi — producenti, konzumenti, destruenti
e testované matrice — puda, vzduch, voda, odpad, sediment, chemicka latka
e spektra testovacich organismi — jednodruhové a vicedruhové

o O O

e typu testovaného vzorku — Cisté chemické latky, pfirodni vzorky
e zpusobu pfipravy vzorku
e stupné komplexnosti detekéniho systému — od nejjednodussich, coz jsou enzymy,
po nejslozitéjsi: Zivé organismy, populace, terénni experimenty
e zpusobu vyhodnoceni
o letalni efekt zptisobujici umrti nebo imobilitu organismu
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o subletalni efekty, které zplisobi zmény v chovani organismu, kuptikladu
sniZenou mobilitu
o fyziologicka aktivita, kde se sleduji prirastky (napt. pocet bunék populace,
hmotnost organismu, pfirtstek kofene), enzymaticka aktivita, membranové
efekty, nachylnost k napadeni sktidci, chorobami nebo parazity
o malformace a teratogenita
e specidlni testy pro urceni jinych efektii na organismus, nez které jsou bézné
sledovany — genotoxicita, mutagenita,
e dalsi biotesty — testy bioakumulace a biodegradability, které nejsou zafazovany do
ekotoxikologickych biotestu z hlediska evaluace toxicity nebo letalnich efektt [59].

Testovaci organismy

Testovaci organismy lze rozdélit podle trofické urovné na producenty, konzumenty
a destruenty. Zapojenim vétsiho mnozstvi testovacich organismi a jejich rtiznych druht je
ziskdna komplexnéjsi pfedstava o plsobeni sledovaného toxikantu, protoze vysledky jsou
druhové nepftenositelné. Dnes se jako testovaci organismy pouzivaji nejriznéj$i organismy:
bakterie, sinice, fasy, mechy, liSejniky, vyssi rostliny, plidni a vodni organismy i teplokrevni
obratlovci, nej¢astéji hlodavci, ve vyjimeénych nutnych pfipadech i primati [59].

End-pointy

End-point je vysledek eckotoxikologické studie urCujici nebezpeci zkoumané latky. Mezi
end-pointy se fadi mortalita, zmény v chovani, schopnost reprodukce, fyziologické
a biochemické zmény a dalsi. End-pointy se déli na akutni a chronické [62].

Bioakumulace a translokace

Latka muze byt pro testovaci organismus vice nebezpecna, pokud dochazi k jejimu
nadmérnému hromadéni tedy bioakumulaci. Ta je definovana jako proces, kterym v sobé
organismus akumuluje chemikalie pfimo z nebiotického prostiedi (voda, vzduch, ptida), nebo
je piijme spole¢né s Zivinami. Moznost bioakumulace je ovlivnéna chemickou odolnosti latky
ajeji koncentraci v Zivotnim prostiedi. Pro kazdou chemikalii ¢i prvek je typicka
bioakumulace v ur¢itych oblastech, tkanich ¢i organech organismu [61] (napiiklad u ¢loveéka
dochazi k bioakumulaci kadmia v ledvinach [55]). Latky bioakumulované z pidy se mohou
ukladat v koteni, nebo mohou byt presunuty do stonku a dal$ich ¢asti rostliny, véetné semen.
Tomuto procesu se fika translokace [65].

2.3.3 Toxicita a bioakumulace kadmia v rostlinach
Navzdory tomu, Ze je toxicita kadmia aktivné zkoumana jiz vice nez 50 let, védomosti v této
oblasti nejsou jesté zdaleka uplné. Pritomnost kadmia plisobi na riist vy$$ich rostlin negativné,
snizuje délku kofene rostlin a hmotnost suSiny, piisobi inhibicné na proces fotosyntézy
a snizuje koncentraci nutrienttl v téle rostliny [65]. Navzdory rozsahlému vyzkumu v oblasti
toxicity kadmia vSak zlistdva mnoho oblasti neprozkoumanych [4].
Toxicita a bioakumulace QDs
Nanocéstice maji obecné¢ jiné vlastnosti nez makro formy tychz prvkd ¢i sloucenin.
U nanocastic diky jejich velikosti prevladaji pfedev§sim kvantové efekty, jako je efekt
potencialové jamy akvantového vézeni, ktery nastavd, jsou-li kovové a polovodi¢ové
nanocastice mensi, nez je Bohrtv radius (1-5 nm).
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Toxicita QDs je pfipisovana reaktivnim kyslikovym skupindm a uvoliiovani Cd** z jadra
[2], Cemuz se da piedejit pouzitim vné&jSiho polovodicového obalu s Sir§im zakazanym pasem
(ZnS, SiOy, ZnSe [2]). Toxicita QDs je predevsim dana jejich fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, napiiklad velikosti, nabojem, koncentraci, biologickou aktivitou vnéj$iho obalu
¢i povrchového surfaktantu (napf. funk¢ni skupiny), oxidativni, fotolytickou a mechanickou
stabilitou [1, 55]. Pfidanim wvn¢&j§i vrstvy organické povahy, lze nékteré vlastnosti
modifikovat. Vlastnosti této vrstvy pak urcuji toxicitu QDs, jejich pfijem, bioakumulaci
i translokaci v ramci organismu.

QDs s kladn¢é nabitym obalem (polyethyenimin) pronikaji do rostlin snaze nez QDs se
zaporn¢ nabitym obalem (polyakrylova kyselina), ato dokonce i pokud maji vyrazné vétsi
hydrodynamicky pramér (rozdil ve velikostech az 15,8 nm) [66]. Obecné vSak zvySujici se
velikost QDs a jejich ptipadna aglomerace ¢i agregace v okolnim médiu brani jejich piijmu
a nasledné ucinné translokaci rostlinnymi tkanémi [67].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Metoda LIBS je pro analyzu biologickych vzorkt, véetné rostlinnych tkani, vhodna hned diky
nékolika aspektim. Jedna se o metodu srelativné jednoduchou instrumentaci a nizkymi
naklady na provoz, metoda je rychld, ukazuje vysledky téméf v redlném case, dokaze sledovat
vice analytd soucasné, véetn¢ lehkych prvku, a je schopna stanovit prostorovou distribuci
téchto analyti v dostate¢ném rozliSeni. Dokaze rovnéz analyzovat vzorky o relativné velké
plose (jednotky az niz§i desitky cm?), coZ je podminkou pro analyzu distribuce analytu
v rostlinnych vzorcich [68, 69]. Diky témto skute¢nostem muze byt metody LIBS vyuzito
napiiklad v zemédélstvi, kde se da vyuzit jako rychla in situ metoda, dale v potravinafstvi
nebo genetickém inzenyrstvi. V zemédélstvi ma nejveétsi vyznam detekce nutrientd
a toxikantd Vv rostlinach [69]. V soucasnosti se metoda LIBS ve sméru analyzy rostlinnych
vzorkl ubira predevs§im smérem detekce absorpce kovii a jejich transportu v rostlinach [70].

Detekce vybranych prvkii v rostlindch

Vyuziti metody LIBS pro analyzu rostlinnych tkani jiz bylo studovano v fadé¢ odbornych
publikaci, jak je souhrnné uvedeno v ptehledovych ¢lancich [69, 71]. Byla sledovana
ptitomnost makronutrienti (C, O, P, K, S, Ca, Mg), mikronutrienti (Fe, Cl, Mn, B, Cu, Zn),
ale i t€zkych kovu (Cd, Pb, Cr, Co) a dalsich neesencialnich prvka (Li, Sr, Be, Sn, V, Au).

Stanovenim prostorové distribuce s rozliSenim 100 um u vybranych tézkych kovi, véetné
kadmia, metodou LIBS za pouziti laseru o vlnové délce 795 nm se ve své praci zabyval
Kaiser J. akol. Cilem této studie byla kvalitativni detekce Cd aPb v listech a kofenech
slune¢nice rocni (Helianthus Annuus L.), expozice rostlin probihala po dobu 5 dni
V hydroponickych podminkach, kontaminanty byly pfidany v podobé soli (CdCl;
a Pb(C;H30,)2-3H,0). Oba kovy se podafilo detekovat arozdily v jejich distribuci byly
diskutovany spole¢né s vhodnosti pouziti metody LIBS pro analyzu rostlin [71].

Dalsi prace zabyvajici se distribuci vybranych kovt, Au a Cu, v listech modelové rostliny
slune¢nice ro¢ni (H. Annuus) byla vydana Galivou M. a kol. Oba kovy se podaftilo detekovat
metodou LIBS, za pouziti laseru o vinové délce 532 nm. U médi byl zkouman jeji pfirozeny
vyskyt v rostling, proto byl ziskany signal citelné¢ niz$i a méd’ byla rozloZena téméf
rovnomérné v celém modelovém organismu. V porovnani se stiibrnymi ionty, které do
rostliny ptechazely z cilen& kontaminované vodného roztoku AgNOs o koncentraci 1 mmol-I™
Vv pritbéhu osm dni trvajici expozice, stfibro pak bylo detekovano v nejvyssi mife v centralni
céve [20].

Detekce nanoéadstic Vv rostlindach

Detekei nanocastic v rostlinnych vzorcich metodou LIBS se doposud zabyvaly pouze tii
studie. Prvni znich je prace vydana Krajcarovou L.akol., jez je zaméfena na detekci
stiibrnych nanocastic (AgNPs, z anglického Ag nanoparticles) v fezech kofene modelové
rostliny bobu obecného (Vicia fabaL.). Jedna se o vibec prvni studii zabyvajici se
stanovenim prostorové distribuce NPs v rostlinach metodou LIBS. V praci byla dale
sledovana 1 distribuce stifibrnych a méd’natych kationtdi, ty slouZily k diskuzi rozdilné
distribuce iontt a nanocastic. Expozice testovacich organismt tfem testovacim latkam
(CuSO4, AgNO; a AgNPs) probihala po dobu sedmi dni. Po uplynuti stanovené doby
experimentu byly ptipraveny kryotezy kotend rostlin o Sifce 40 um. Takto piipravené vzorky
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byly analyzovany metodou LIBS ve dvoupulznim uspotfadani (vinové délky laserti byly
266 a 1 064 nm) s prostorovym rozliSenim 50 um. Vysledky této studie nejen prokazaly, Ze je
metoda LIBS vhodna pro detekci NPs Vv rostlinnych tkanich, poukdzaly navic na odlisné
chovani Cu®* a Ag" kationtd oproti AgNPs. Jak je patrné z Obrazku 12, kationty snadno
pronikaly do vnitinich tkani rostlin, kdezto AgNPs se adsorbovaly na povrch kotene [44].

Cu Ag AgNPs

Intenzita [a.u.] Intenzita [a.u.] Intenzita [a.u.]

0 7800 0 9800 0 5500

Obrazek 12: Porovnani distribuce kationtit médi a stiibra prijatych z roztoku jejich soli s distribuci

stribrnych nanocastic [44]

Modlitbova P. a kol. se ve své studii zabyvali sledovanim toxicity a distribuce CdTe QDs pro
modelovou vodni rostlinu okfehek mensi (Lemna minor L.). V této praci byly testovany CdTe
QDs se dvéma ruznymi  povrchovymi  surfaktanty:  glutathionem  (GHS)
a 3-merkaptopropionovou kyselinou (MPA, z anglického mercaptopropionic acid) a jejich
pusobeni bylo porovnano s pozitivni kontrolou, chloridem kademnatym. Expozice testovacich
organismu trvala sedm dni, po jejim ukonceni byly stanoveny makroskopické end-pointy
monitorujici toxicitu vybranych kontaminantd (inhibice rychlosti rdstu rostlin a inhibice
narastu biomasy), dale byla stanovena bioakumulace kadmia (celkovy obsah) nasledovany
sestavenim 2D map distribuce kadmia v listech okfehku mensiho s rozliSenim 200 um
(dvoupulzni LIBS uspofadani, lasery o vinovych délkach 266 a1 064 nm). Vysledky této
studie poukazaly na srovnatelnou toxicitu MPA-QDs a GHS-QDs. Bioakumulace byla
kvantitativné€ zavisla na koncentraci kadmia v okolnim médiu, jeho prostorova distribuce vSak
nezavisela na jeho zdroji. Méfeni transmisni elektronovou mikroskopii (TEM, z anglického
Transmission Electron Microscopy) ukazalo, ze nedochazelo k adsorpci QDs nebo jejich
agregati na povrch rostliny, QDs rovnéz nebyly detekovany uvniti rostlinnych tkani.
Vysledky naznacuji, Zze bioakumulované kadmium pochazi z volnych ionti kadmia, které byly
uvolnény do testovaciho média z jader QDs, z ¢ehoz plyne, ze zvolené surfaktanty nejsou pro
stabilizaci QDs dostatecné a je vhodnéjsi pouzit obaly napt. jiz zminény ZnS ¢i SiO; [2].
Nejnovéjsi odborna publikace soustfedici se na problematiku detekce NPs v rostlinnych
tkanich byla rovnéz vydana Modlitbovou P. akol. Prace se zabyva pusobenim foton
up-konverznich nanocastic (UCNPs, z anglického Photon Up-conversion Nanoparticles) na
modelové rostliny okiehek mensi (L. minor) afedkev setou (R. sativus). Testovany byly
UCNPs/SiO,—~COOH (nanokrystaly NaYF; dopované kationy Er** a Yb** s karboxylovanym
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obalem oxidu kiemicitého), jejich ptisobeni bylo porovnano s pozitivni kontrolou (smés
chlorida Y, Yb a Er). Expozice L. minor probihala po dobu 168 hodin, R. sativus po dobu
72 hodin, po jejich ukonceni byly stanoveny makroskopické end-pointy uréujici toxicitu
kontaminantd (délka kofene a hypokotylu pro R. sativus, a plocha listu pro L. minor), celkovy
obsah Y, Yb a Er, a dale byly vybrané rostliny vysuSeny a zafixovany v epoxidové pryskyfici
pro naslednou LIBS analyzu (byl pouzit laser o vinové délce 532 nm). Distribuce Y a Yb byla
stanovena s prostorovym rozliSenim 100 pm, pro ablaci veskeré hmoty bylo méteni na stejné
ploSe vicekrat opakovano. Vysledky LIBS experimentu poukédzaly na odliSnou distribuci
YaYb zUCNPs/SiO—COOH nez zjejich chloridi arovnéz naznaluji, ze
UCNPs/SiO,—~COOH se mohou pohybovat cévami rostlin a pronikaji az do listd rostliny
a zaroven se mohou adsorbovat na jeji povrch (viz Obrazek 13), tyto zavéry byly také
potvrzeny foton up-konverznimi skeny rostliny. Vysledky této studie poukazaly nejen na
vysokou stabilitu UCNPs/SiO,—~COOH ve vodnych roztocich béhem expozice rostlin, ale
pfedev§im na jejich snadnou distribuci v rdmci celé rostliny s velkym potencidlem pro
nasledny troficky transfer [72].

300000

3 ; |

Obrazek 13: Mapy distribuce Y a Yb z UCNPs/SiO,-COOH v R. sativus vV porovnani s jejim
mikroskopickym snimkem [72]
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Ke stanoveni bioakumulace a translokace analytu v modelovém organismu je nutno zjistit
jeho prostorové rozlozeni. Pro mapovani prostorového rozlozeni NPs v rostlinnych vzorcich
se pouziva hned n€kolik riznych technik. Jedna se predevsim o TEM, rastrovaci elektronovou
mikroskopii (SEM, z anglického Scanning Electron Microscopy), Ramanova mikroskopie,
fluorescenéni mikroskopie, LA-ICP-MS, nebo techniky vyuzivajici rentgenového zafeni [5].
K detekci prostorového rozlozeni prvkil je mozno pouzit napiiklad mikroradiografii nebo
rentgenovou mikroradiografii [71]. VySe uvedené metody jsou finanéné i Casové nakladné,
a nejsou proto vhodné pro analyzu velkého mnozstvi vzorku nebo vzorki o velikosti v fadu
centimetrui ¢tvereénich. Vyuziti metody LIBS se tedy jevi jako vhodna alternativa [5].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Milli-Q voda

hydroxid sodny

chlorid kademnaty

citronan sodny dihydréat
3-merkaptopropionova kyselina
telluri¢itan sodny

borohydrid sodny

Lachner, CAS 1310-73-2

Sigma Aldrich, CAS 10108-64-2
Sigma Aldrich, CAS 6132-04-3
Sigma Aldrich, CAS 107-96-0
Sigma Aldrich, CAS 10102-20-2
Sigma Aldrich, CAS 16940-66-2

(3-merkaptopropyl)-trimethoxysiloxan
ethanol, 96%

kfemicitan sodny

CRM, Cd 1 000 mg/ml v HNO3

Sigma Aldrich, CAS 4420-74-0
Lachner, CAS 64-17-5

Merck, CAS 1344-09-8
Analytika spol. s r.0., 2 % HNO;

4.2 Pouzité pristroje a software

421

Pristroje
Sci-Trace LIBS systém (AtomTrace, Ceska republika)
o Ablaéni komora s pohyblivym stolkem (AtomTrace, Ceské republika)
o Série dielektrickych laserovych zrcadel (ThorLabs, USA)
o CFR 400 laser (Nd:YAG 532 nm, délka pulzu 10 ns, pramér laserového
paprsku 7 mm Quantel, Francie)
o Echelle spektrometr Emu-65 (190—1 100 nm, Catalina Scientific, USA)
o Czerny-Turner spektrometr Shamrock (LOT Oriel, Némecko)
o ICCD detektor iStar 734 (Andor, Spojené kralovstvi)
Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Nizozemi)
FP-8500 Spektrofluorometr (Jasco, USA)
ICP-OES spektrometr iCAP 6500 Duo (Thermo Fisher Scientific, USA)
Opticky mikroskop Stemi 2000-c (Zeiss, Némecko)

Software

Andor Solis (Andor, Spojené kralovstvi)
Kestrel (Catalina Scientific, USA)
AtomAnalyzer (AtomTrace, Ceska republika)
RStudio (RStudio, inc. USA)

Photoshop CC (Adobe, USA)

Origin 2019 (OriginLab, USA)

4.3 Syntéza a silanizace kvantovych tecek

Ve vodé rozpustné CdTe kvantové tecky byly pfipraveny jednokrokovou syntézou. Milli-Q
voda, pouzivana ve vSech experimentech, proSla demineralizaci za pomoci reverzni osmézy
a byla dale vyc¢isténa za pouziti Millipore RG (Merck KGaA, Némecko). V 70 ml této Milli-Q
vody bylo rozpusténo 69 mg chloridu kademnatého, poté bylo ptidano 200 mg dihydratu
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citratu sodného a 194 ul MPA. Nasledné bylo pH roztoku upraveno piidanim 10 kapek 1 M
roztoku hydroxidu sodného na hodnotu 10. Posléze bylo do roztoku pifidano 18 mg
telluri¢itanu sodného a Vv poslednim kroku bylo rychle piisypano 100 mg borohydridu
sodného. Jednotlivé chemikalie byly do roztoku kvantitativné pievadény Milli-Q vodou
0 celkovém objemu 15 ml, celkovy objem roztoku tak ¢inil 85 ml. Roztok byl v olejové 1azni
pod refluxem za stalého michani zahtivan pfi teploté 95 °C po dobu Sesti hodin.

10 ml vodné disperze CdTe QDs, ziskanych z ptedchoziho kroku syntézy, bylo po dobu
dvou hodin  michano  Sroztokem  obsahujicim  10ml  ethanolu al1,5ml
(3-merkaptopropyl)-trimethoxysiloxanu. Poté byl cely roztok pieveden do dialyzacni
membrany (Roth, Membra-Cel(TM), celuléza), kde byl za mirného michani dialyzovan proti
2 | Milli-Q vody, s pH upravenym na hodnotu 11 piidavkem odpovidajiciho mnozstvi 1 M
roztoku NaOH, po dobu dalsich dvou hodin. Poté byly do roztoku za stalého michani velice
pomalu piikapavany 2 ml kiemiCitanu sodného tak, aby se stihl v redlném case rozmichat
anedochazelo ke tvorbé srazenin. Takto piipraveny roztok se nasledné michal po dobu
dalsich 72 hodin.

Pro oba druhy kvantovych tecek byla zméfena emisni maxima (nm) na spektrofluorometru,
a nasledn¢ byl stanoven jejich hydrodynamicky pramér (nm) metodou dynamického rozptylu
svétla (DLS, z anglického Dynamic Light Scattering). Do testl toxicity byly pfipraveny vodné
disperze CdTe QDs a CdTe/SiO, QDs 0 nominalni koncentraci 20 a 200 uM Cd arealna
koncentrace Cd byla zméfena na ICP-OES. Syntéza i silanizace QDs probé¢hla na oddéleni
Bioanalytické instrumentace, Ustavu analytické chemie, Akademie véd CR, pod dohledem
Ing. Karla Kleparnika, CSc.

4.4 Test toxicity

Nakli¢eni seminek S. alba

Do dvanacti Petriho misek byl vlozen filtracni papir, ktery byl navlhéen destilovanou vodou
ze stiicky tak, aby malé mnozstvi vody zlstalo na dné nevsaknuto. S rozestupem piiblizné
1 cm bylo na dno kazdé Petriho misky na filtra¢ni papir pinzetou pieneseno 60 az 70 semen
hoi¢ice seté (S. Alba), ktera byla den piedem namocena v destilované vodé. Petriho misky
byly nasledné uzavieny a ponechany po dobu 3 dnt ve tmé (viz Obrazek 14).
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Obrazek 14: Vlevo semena S. Alba v Petriho misce, vpravo naklicené rostliny S. Alba v Petriho
misce

Expozice

Po uplynuti stanovené doby byly nakli¢ené rostliny pfeneseny do specialné upravenych 2 ml
mikrozkumavek typu Eppendorf. Tyto mikrozkumavky mély ve svém vicku vyvrtany diru
0 pruméru piiblizné 2 mm, kterou bylo mozno protahnout kotfen nakli¢ené rostliny. Spodni
¢ast zkumavek byla obalena ¢ernou izolepou, aby byly simulovany podminky, kdy ke kofeni
do pady nepronika svétlo. Do 25 zkumavek byly ptevedeny vzdy 2 ml jednoho typu roztoku
nebo vodné disperze: destilovana voda, ktera slouzila jako kontrola; roztok CdCl, 0 nominalni
koncentraci 20 a 200 uM Cd, ktery byl zvolen jako pozitivni kontrola, a ptedevs§im vodné
disperze CdTe QDs 0 nominalni koncentraci 20 a 200 uM Cd a CdTe/SiO, QDs 0 nominalni
koncentraci 20 a 200 uM Cd. Do testu byly nasazeny rostliny s pevnym a zdravym kotenem
aty byly pfeneseny do naplnénych zkumavek tak, aby kotfen rostliny byl zcela ponofen
v disperzi a stonek rostliny zistal nad mikrozkumavkou (Obrazek 15). Takto piichystané
vzorky byly pfeneseny do kultivaéni mistnosti, kde po dobu 72 hodin probihala expozice.
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Obrazek 15: Zahdjeni expozice rostlinnych vzorki

Ukonceni expozice

Po dvaasedmdesati hodinach byly jiz narostlé rostliny (viz Obrazek 16) opatrné vytazeny
z mikrozkumavek. Kvuli vysoké variabilité biologickych vzorki byla délka kofene zmétena
na 10 vybranych rostlinach, ta byla nasledn¢ statisticky vyhodnocena Mann-Whitney
U testem, ktery slouzil k urceni statisticky vyznamnych rozdili mezi délkami kofenii rostlin
Vv kontrolni skuping a t€émi exponovanymi rtiznymi zdroji kadmia, a to na hladin¢ vyznamnosti
0,05. Déle bylo vybrano pét nejlépe narostlych a navzajem nejvice podobnych rostlin z kazdé
testovaci skupiny pro analyzu LIBS. Vybrané rostliny byly vylisovany, vysuseny a poté
upevnény na tenkou vrstvu epoxidové pryskytice na mikroskopicka sklicka. Test toxicity
probihal na Ustavu experimentalni biologie, Piirodovédecké fakulty, Masarykovy univerzity
pod dohledem RNDr. Marie Kummerové, CSc. a RNDr. Stépana Zezulky, Ph.D.

Obrazek 16: Rostliny po 72 hodindch expozice
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4.5 LIBS experimenty

45.1 Optimalizace parametri méreni

Jak jiz bylo zminéno, optimalizace parametri méfeni musi probihat na matrici co nejvice
podobné skuteénym vzorkiim. Pro optimalizaci parametri méfeni byly proto v Petriho misce
na zvlhéeném filtranim papite zvlast vypéstovany dalsi rostliny S. Alba. Po ¢tyfech dnech
byly ostfihany jejich listy, které byly diky své velké ploSe idealni pro pouziti pfi
optimaliza¢nim méfeni. Listy S.Alba byly nasledné vylisovany, vysuSeny a upevnény
epoxidovou pryskyfici na mikroskopické sklicko. Poté byl na kazdy list automatickou pipetou
nanesen 1 pl standardniho roztoku kadmia o koncentraci 0,5 g-I™*. Tato koncentrace byla
zvolena na zakladé pifedbézného testovani, které probéhlo na koncentracich 1; 0,5; 0,1; 0,05;
0,01; 0,005; 0,001 g-I™%, protoze se ukazala jako nejvhodngjsi, jelikoZ byla méfici aparaturou
snadno a zietelné detekovatelna. Kapky aplikované pipetou byly vzdy nechany schnout pfi
laboratorni teploté na vzduchu a nasledné na nich byly optimalizovany jednotlivé parametry
méfeni.

Vybér vhodného spektrometru a spektrdalni éary kadmia

Pted zapocetim samotné optimalizace bylo tfeba vybrat spektralni ¢aru kadmia s nejvyssi
intenzitou. K tomu ucelu byl naméfen standard kadmia, s obsahem 99,99 hm. % kadmia,
meéfeni probihalo na spektrometru typu Echelle a vysledné spektrum bylo primérem ze sta
méfeni pii energii 10 mJ acas méfeni po laserovém pulzu (GD) 1,5pus. Pro vybér
spektrometru, na némz méla nadchazejici méfeni prob&hnout, byla zvolena nejsilngjsi
spektralni cara kadmia, zjiSténd pfi méfeni spektrometrem typu Echelle, zmétena se stejnymi
parametry i monochromatorem typu Czerny-Turner a ob¢ ziskané intenzity byly porovnany.
Optimalizace energie laseru

Vybér energie je vzdy kompromisem mezi co nejvysSim ziskanym signdlem a co nejmensi
velikosti krateru, ktery je ovSem dostatecné hluboky a ma presné definované okraje. Malé
velikosti kraterQi jsou nutnosti pro zisk dobrého rozliSeni 2D rozlozeni analytu ve vzorku.
Proto byla provedena méfeni na standardu kadmia pro nékolik riznych energii laseru: 5; 10;
15; 20; 25; 30 a 35 mJ, z nichz byla v programu AtomAnalyzer uréena intenzita signalu. Pti
stejnych energiich laseru bylo nasledné provedeno méfeni na listu rostliny S. Alba
s aplikovanym 1 pl standardniho roztoku kadmia o koncentraci 0,5 g-I ™" a velikosti vzniklych
kraterh byly porovnany s pfisluSnymi intenzitami signdlu standardu kadmia. Na zakladé
téchto dvou faktorli byla vybrana optimalni energie pro dalsi experimenty.

Optimalizace roztece

Protoze cilem méfeni bylo zjisténi 2D distribuce analytu v rostliné S. Alba, bylo nutno provést
mapovani vzorkll. Dilezitym parametrem pii mapovani vzorkl je rozte¢ jednotlivych boda,
do kterych bude zaméfen laserovy pulz, a kde budou vytvofeny jednotlivé kratery. Pro
naslednou kvantifikaci bylo nutné, aby byla odablatovana veSkera hmota vzorku. Aby
nedochdzelo ke zkresleni analyzy, je tfeba zajistit, aby se jednotlivé vznikajici kratery
neprekryvaly. Pii zvolené energii byla provedena série experimentti, z priméri vzniklych
krater a dostupnych technologickych moznosti byla nasledné zvolena vhodna rozte¢ pro
mapovani.
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Optimalizace ¢asu méieni po laserovém pulzu

Pro zvolenou energii laseru a rozte¢ krok mapy byla mapovana celd zaschnuta kapka kadmia
na listu S. Alba avysledky byly vyhodnoceny dle akumulované intenzity kadmia, pro
jednotlivé GD vlozeny do grafu a navzajem porovnany. Akumulovany signal byl vypocten
v programu AtomAnalyzer jako rozdil plochy pod integralem piku kadmia (508,4-508,7 nm)
a pozadi odecten¢ho v jeho blizkosti (508,9-509,2 nm). Pro dal§i méfeni byl pouzivan GD
poskytujici nejvyssi akumulovany signal kadmia. Nejprve byly s vét§im krokem proméieny
GD rovnomérné v bézné pouzivaném rozsahu, tedy od 100 ns do 2 000 ns, oblast s nejvyssimi
intenzitami (100 ns az 400 ns) byla poté proméfena s mensim krokem dukladnéji.

45.2 Meéfeni rostlin S. Alba

Prichystané rostliny S. Alba upevnéné do epoxidové pryskyfice na mikroskopické sklicko
byly analyzovany pii optimalizovanych parametrech méfeni. Vzhledem k velikosti
testovacich rostlin a ¢asové naro¢nosti meteni bylo vyuZzito modu tzv. rychlého mapovani, pti
némz se jednotlivé laserové pulzy opakuji s frekvenci 20 Hz. Distribuce analytu byla
sledovana na celé ploSe vylisované rostliny tak, Ze pies rostlinu byla pieloZzena mapa, na které
se jednotliva méteni opakovala s jiz optimalizovanym krokem. Velikost téchto obdélnikovych
map byla obvykle v fadu cm? (rozméry Vv x se pohybovaly od 0,90 cm do 1,41 cm, v ose y od
3,09 cm do 5,27 cm).

Ziskana spektra byla zpracovana v programu RStudio, od piku kadmia (508,4—508,7 nm)
bylo odeéteno primérné pozadi (508,9—509,2 nm) a vypoctena intenzita (a.u.). Spektra byla
poté sefazena a byla vykreslena mapa distribuce kadmia, ktera byla v programu Photoshop
CC porovnana s fotografii ptislusné rostliny z optického mikroskopu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vlastnosti testovanych latek

Ve vodnych disperzich CdTe QDs a CdTe/SiO, QDs 0 obou nominalnich koncentracich byla
pred apo expozici naméfena emisni maxima (nm) a hydrodynamicky primér (nm) QDs,
vysledky téchto méfeni jsou uvedeny v Tabulce 1. Zrozdilu hydrodynamického priaméru
obou druhit QDs pied a po expozici je ziejmé, Ze oba dva druhy QDs nepodléhaly agregaci
ani aglomeraci v prub¢&hu testu toxicity a jejich velikosti s ohledem na smérodatnou odchylku
meéfeni zustaly téméf nepozménény. Velice mala zména hydrodynamického praméru je pak
patrna u CdTe/SiO, QDs, coz poukazuje na zvyseni stability QDs pifidanim vhodného obalu.
Emisni maxima pted a po expozici zlstala téméf nezménéna.

Tabulka 1: Emisni maxima [nm] ve vodnych disperzich kvantovych tecek pred a po expozici, primerny
hydrodynamicky priumér castic [nm] pired apo expozici, zméreno pro obé nomindlni testované
koncentrace CdTe QDs a CdTe/SiO, QDs (20 a 200 uM), n predstavuje pocet opakovani méreni

Nominalni mlzﬁﬁﬁlm mi)r: Ins]rlllm Hydrodynamicky | Hydrodynamicky
- koncev)ntrace pied 00 pramer pred pramér po
Testovana latka pred ., - expozici [nm] expozici [nm]
expozici | expozici
expozici [nm [nm] (prameér = SD, (prameér = SD,
CdTe QDs 20,0 547,17 42+1,5
547,9 2,8+£0,9
CdTe QDs 200,0 547,9 42+1,5
CdTe/SiO, QDs 20,0 £44.8 544.9 76427 84+2,)5
CdTe/SiO, QDs 200,0 ’ 5448 o 8,6 2,0

Dale byl pomoci ICP-OES naméfen obsah kadmia Vv jednotlivych disperzich QDs a v roztoku
CdCl; pied a po expozici, namétena data jsou uvedena v Tabulce 2. Vytéznost byla vypoctena
jako podil naméfené a nominalni koncentrace, pokles koncentrace kadmia po expozici byl
stanoven jako procentualné vyjadieny podil namétené koncentrace kadmia po a pied expozici,
odectené od 100 %. Rozdilné koncentrace ukazuji, Ze kadmium bylo testovacimi rostlinami
pfijimano nebo mohlo byt ve form¢ kvantovych tecek adsorbovano na povrch kotent.

Tabulka 2: Namérenda koncentrace kadmia (uM) ve vodnych disperzich pred apo expozici, pokles
koncentrace kadmia po expozici v procentech, n predstavuje pocet opakovani méreni

Nominalni Nam¢éiena we s
Nameétena Pokles
. | koncentrace | koncentrace s
Testovana L L Vytéznost koncentrace koncentrace
, kadmia pfed | kadmia pted . .
latka ., ., [%] kadmia po kadmia po
expozict expozict expozici [uM] | expozici [%]
[uM] (uM]
CdCl, 20,00 22,85 + 0,00 114,25 3,84 +£0,57 83,19
n=4 200,00 227,30 £ 0,56 113,65 202,90 + 7,51 10,73
CdTe QDs 20,00 20,18 + 0,09 100,90 11,99 + 1,00 40,58
n=4 200,00 192,40 + 0,23 96,20 169,50 + 4,73 11,90
CdTe/SiO, 20,00 17,59 + 0,10 87,95 10,42 + 0,47 40,76
QDsn=4 200,00 169,10 + 0,21 84,55 165,00 + 2,99 2,42
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5.2 Test toxicity se S. alba

Vyhodnoceni makroskopického end-pointu (délka kofene) ukazalo, ze mezi délkou kotene
kontrolnich rostlin a rostlin vystavenych pozitivni kontrole nebo vodné disperzi QDs v obou
testovanych koncentracich neni statisticky vyznamny rozdil (na hladiné vyznamnosti 0,05)
Délky kofent, vypoctené jako prumér z deseti rostlin spole¢né se smérodatnou odchylkou
méfeni, jsou znazornény na Obrazku 17. IC50 pro S. Alba pii expozici CdCly-5H,0 trvajici po
dobu tfi dni je 547,36 uM [73]. Kadmium inhibuje rast kofene ve vysSich koncentracich,
VvV nami zvoleném rozmezi koncentraci nebyla vyznamna inhibice délky kotfene ocekavana
[74].
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Obrazek 17: Primérnd délka korene rostlin po 72 hodin trvajici expozici rostlin S. alba ve vodnych
disperzich CdTe QDs a CdTe/SiO, QDs a roztocich CdCl, 0 koncentracich 20 a 200 uM Cd

5.3 LIBS analyza

5.3.1 Optimalizace parametria méreni

Vybér vhodné spektrdlni ¢ary kadmia a spektrometru

Z Obrazku 18, na kterém je vyobrazeno naméfené spektrum standardu kadmia a jsou
pfiblizeny vyznamné spektralni ¢ary kadmia s nejvyssi naméfenou hodnotou intenzity, je
patrné, ze nejvyssi intenzity dosahuje spektralni ¢ara o vinové délce 508,56 nm s intenzitou
ptiblizné 17 000 a.u.
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Obrdzek 18: Emisni spektrum standardu kadmia namérené spektrometrem typu Echelle
zaznamenané programem Kestrel, S priblizenymi vyznamnymi spektralnimi carami, zleva: 361,25 nm,
361,29 nm, 479,99 nm, 508,56 nm a 643,85 nm

Spektralni ¢ara o nejvyssi intenzité byla nésledné detekovana monochromatorem
Czerny-Turner, na kterém, dle ocekavéani, dosahla mnohonasobné vys$si intenzity téméf
750 000 a.u. Spektrum z monochromatoru typu Czerny-Turner je znazornéno na Obrazku 19.
Tim byl potvrzen ptedpoklad vyssi citlivosti monochromatoru typu Czerny-Turner a vSechna

nasledujici métfeni byla provddéna pravé za jeho pouziti s nastavenou centrdlni vinovou
délkou 508 nm.
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Obrdzek 19: Emisni spektrum standardu kadmia namérené monochromdtorem Czerny-Turner

zaznamenané programem Andor Solis S centralni vinovou délkou 508 nm
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Energie laseru

Jak je patrné z Obrazku 20, intenzita signalu pii pouziti energie vyssi nez 15 mJ dale vyrazné
na Obrazku 21 je vyobrazeno porovnani krateru na rostliné S. Alba pii pouziti energie
15 a 20 mJ, vlastnosti krateru se pifi vyssi energii opét zhorSovaly. Jako energie laseru pro
métfeni bylo zvoleno 20 mJ, protoze bylo pifi této energii dosazeno vysokého signélu
a soucasn¢ hlubokého a presné ohrani¢eného krateru.

1,2E46
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Obrdzek 20: Viv energie laseru na intenzitu signdlu emisni ¢ary Cd 1 508,58 nm

Obrazek 21: Mikroskopické snimky velikost kraterii na listu rostliny S. Alba pri pouziti energie
15 mJ (vlevo) a 20 mJ (vpravo)

Roztec

Jako vhodna rozte¢ pro mapovani bylo zvoleno 100 um ve sméru osy X ay, vznikla tedy
ctvercova sit. Vzhledem k ¢asové narocnosti méteni, dané velikosti redlnych vzorkl v fadu
jednotek cm?, byl pouzit rezim rychlého mapovani (anglicky fastmapping), ktery umoziiuje
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mapovani s frekvenci laserovych pulz 20 Hz, coz je dalsi faktor napomahajici zvySené ablaci
hmoty.

Cas méieni po laserovém pulzu

Jak je patrné z Obrazku 22, nejvysSiho akumulovaného signalu bylo dosazeno za pouziti
nizkych hodnot GD, konkrétné nejlepsi vysledky byly ziskany pro GD 150 ns, ktery byl proto
vybran pro dalsi méfeni.

6E+8
5E+8
4E+8

3E+8

Intenzita (a.u.)

2E+8

1E+8

OE+0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Gate delay (ns)

Obrazek 22: Graf zavislosti signalu na ¢ase mereni po laserovém pulzu (ns)

Piehled optimalizovanych parametrit méieni

Spektrometr Czerny-Turner
Spektralni cara 508,56 nm

Energie laseru 20 mJ

Rozte¢ mapy 100 um

Atmosféra vzduch + ofuk a odtah
Cas méfeni po laserovém pulzu 150 ns

Integra¢ni doba 50 ps

Moaod rychlé mapovani

5.3.2 Distribuce kadmia v rostlinach

Mapy plosné distribuce kadmia pro jednotlivé rostliny spolecné s mikroskopickych snimkem
rostliny pfed samotnou laserovou ablaci pro jednotlivé testované latky (CdTe QDs,
CdTe/SiO, QDs, CdCl,, H,0) jsou znazornény na Obrazcich 23 az 29.
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CdTe QDs
Mapa distribuce kadmia v rostliné S. Alba kultivované ve vodné disperzi CdTe QDs

0 nominalni koncentraci 20 uM Cd je znazornéna na Obrazku 23, pocet namétenych spekter
byl 399 x 91.

Cd 1508,56 nm __7 _:—
Intenzita (a.u.) 0 1,5-10 3-10
Obrazek 23: Fotografie S. Alba po expozici ve vodné disperzi CdTe QDs 0 koncentraci 20 uM Cd
(vlevo), LIBS mapa zkonstruovana pro Cd 508,56 nm (uprostied) a prekryv LIBS mapy s fotografii
rostliny (vpravo). Stupnice zobrazuje intenzitu vybrané emisni cary.
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Mapa distribuce kadmia v rostliné S. Alba kultivované ve vodné disperzi CdTe QDs

0 nominalni koncentraci 200 uM Cd je zndzornéna na Obrazku 24, poc¢et naméfenych spekter
byl 469 x 104.

Intenzita (au) 0 1-10° 2-10°
Obrazek 24: Fotografie S. Alba po expozici ve vodné disperzi CdTe QDs 0 koncentraci 200 M Cd
(vlevo), LIBS mapa zkonstruovana pro Cd 508,56 nm (uprostied) a prekryv LIBS mapy s fotografii

rostliny (vpravo). Stupnice zobrazuje intenzitu vybrané emisni édry.
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CdTe/SiO, QDs
Mapa distribuce kadmia v rostlin¢ S. Alba kultivované ve vodné disperzi CdTe/SiO, QDs

0 nominalni koncentraci 20 uM Cd je zndzornéna na Obrazku 25, pocet naméefenych spekter
byl 527 x 90.

Cd I 508,5() nm __-’_—7
Intenzita (a.u.) 0 2-10 410

Obrazek 25: Fotografie S. Alba po expozici ve vodné disperzi CdTelSiO, QDs o koncentraci 20 uM
Cd (vlevo), LIBS mapa zkonstruovanda pro Cd 508,56 nm (uprostied) a prekryv LIBS mapy s fotografii
rostliny (vpravo). Stupnice zobrazuje intenzitu vybrané emisni cary.
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Mapa distribuce kadmia v rostlin¢ S. Alba kultivované ve vodné disperzi CdTe/SiO, QDs

0 nominalni koncentraci 200 uM Cd je zndzornéna na Obrazku 26, poc¢et naméfenych spekter
byl 309 x 102.

CdT1508,56 nm —— e

5 6
Intenzita (a.u.) 0 6-10 1,2-10
Obrazek 26. Fotografie S. Alba po expozici ve vodné disperzi CdTe/SiO, QDs 0 koncentraci
200 uM Cd (vlevo), LIBS mapa zkonstruovand pro Cd 508,56 nm (uprostied) a prekryv LIBS mapy

S fotografii rostliny (vpravo). Stupnice zobrazuje intenzitu vybrané emisni édry.
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Pozitivni kontrola — CdCl,
Mapa distribuce kadmia v rostliné S. Alba kultivované v roztoku CdCl, 0 nominalni

koncentraci 20 uM Cd je znazornéna na Obrazku 27, pocet naméfenych spekter byl
466 x 103.

X EE———— TS
508.5 :
Cd 1 508,56 nm 0 12:10° 5 5.10°

Intenzita (a.u.)

Obrazek 27: Fotografie S. Alba po expozici v roztoku CdCl, o koncentraci 20 M Cd (vlevo), LIBS
mapa zkonstruovana pro Cd 508,56 nm (uprostied) a prekryv LIBS mapy s fotografii rostliny
(vpravo). Stupnice zobrazuje intenzitu vybrané emisni cary.
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Mapa distribuce kadmia v rostliné S. Alba kultivované v roztoku CdCl, 0 nominalni

koncentraci 200 uM Cd je zndzornéna na Obrazku 28, pocet naméfenych spekter byl
413 x 132.

Cd 508,56 nm
Intensity (a.u.)
Obrazek 28: Fotografie S. Alba po expozici v roztoku CdCl, o koncentraci 200 uM Cd (vlevo), LIBS
mapa zkonstruovana pro Cd 508,56 nm (uprostied) a prekryv LIBS mapy s fotografii rostliny
(vpravo). Stupnice zobrazuje intenzitu vybrané emisni cary.
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Kontrola
Kontrolni méfeni provedené na rostliné S. Alba kultivované v destilované vod¢ je znazornéno
na Obrazku 29, poc¢et namétenych spekter byl 471 x 141.

Cd 1508,56 nm
Intenzita (a.u.)

0 3.5-10° 7-10

Obrazek 29: Fotografie S. Alba kultivované v destilované vodé (vievo), LIBS mapa zkonstruovanda
pro Cd 508,56 nm (uprostied) a prekryv LIBS mapy s fotografii rostliny (vpravo). Stupnice zobrazuje

intenzitu vybrané emisni cary.

Jak je patrné z vyse uvedenych map distribuce kadmia, nedochazi k jeho G¢inné translokaci
mezi podzemni a nadzemni ¢asti rostliny, naprosta vétSina piijimaného kadmia, nehledé¢ na
jeho zdroj, ztstava lokalizovana v kofenu testovaci rostliny.
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Na zéklad¢ poctu spekter s detekovatelnym signadlem kadmia v kazdé map¢ a na zéklade
jejich intenzit je mozné dojit k nasledujicim zavéram. U obou vodnych disperzi kvantovych
tecek (CdTe QDs iCdTe/SiO, QDs) se kadmium bioakumuluje vyrazné¢ méné nez
Vv rostlinach vystavenych ptisobeni chloridu kademnatého. K nejvyssi bioakumulaci dochazi
tedy Vv nasledujici posloupnosti: CdCl, (200 uM Cd), CdCl, (20 uM Cd), CdTe QDs
(200 uM Cd), CdTe QDs (20 uM Cd), CdTe/SiO, QDs (200 uM Cd) a CdTe/SiO, QDs
(20 uM Cd).

Tyto vysledky naznacuji, ze nedochazelo k bioakumulaci CdTe QDs do rostliny, ale pouze
uvolnénych volnych iontt kadmia. Tato situace byla ofekavana a je v souladu s nejnové;si
veédeckou literaturou. Modlitbova P. ve své studii za pouziti metod LIBS a TEM prokazala, ze
QDs nejsou pritomny v rostlinné tkani a Ze nedochazi k jejich adsorpci na povrch rostliny [5].
| ve své dalsi praci poukazala Modlitbova P. pomoci fluorescencni mikroskopie na fakt, ze
nedochazi k adsorpci CdTe QDs na povrch rostliny a dochazi tedy k bioakumulaci iontt
kadmia z jadra [75].

Protoze CdTe/SiO; QDs jsou diky SiO; obalu stabilnéjsi, nepiedpoklada se uvolnéni iontl
kadmia do média v prubéhu expozice, ale predpoklada se pouze jejich adsorpce na povrch
rostliny. Tato zjisténi koresponduji s odbornou literaturou. Modlitbova P. ve své praci
studovala CdTe/ZnS QDs s obdobnymi vysledky, méfenim na fluorescencnim mikroskopu se
ukézala jejich adsorpce na povrch kofene, ktery byl jedinym zdrojem kadmia v rostling
[2, 75].
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6 ZAVER

Cilem této bakalatfské prace bylo zhodnoceni toxicity a distribuce dvou druhtt QDs (CdTe
QDs a CdTe/SiO, QDs) a pozitivni kontroly CdCl, ve dvou koncentracich (200 uM Cd
a20 uM Cd) v modelové rostliné S. Alba metodou LIBS. Expozice testovacich rostlin
probihala po dobu 72 hodin, vysusené rostliny byly poté upevnény v epoxidové pryskytici
a byla stanovena prostorova distribuce kadmia metodou LIBS s rozliSenim 100 um.

Vysledky, podrobnéji popsané Vv predeslé kapitole, prokazaly vyssi stabilitu CdTe/SiO,
QDs. Zjejich jadra, diky pfidanému obalu, neunikaly ionty kadmia, a dochazelo pouze
k jejich adsorpci na povrch rostliny. Naproti tomu z jadra CdTe QDs dochazelo k uvoliiovani
iontd kadmia, které nasledné byly pfijimany testovaci rostlinou. Pouziti vhodnych obali, jako
napiiklad oxidu kiemicitého, by tedy mohlo oteviit cestu SirSimu vyuziti QDs, napiiklad
V biologickém zobrazovani.

Experimenty rovnéz prokdzaly, ze je metoda LIBS schopna spolehlivé a v dostate¢ném
rozliSeni zaznamenat distribuci kadmia Vv rostlinnych vzorcich. Ackoli jiné metody jsou
schopny detekovat analyt s mensim krokem méfeni, nejsou jiz schopny analyzovat vzorky
0 velikosti n€kolika ¢tverecnich centimetrd. Metoda LIBS je oproti témto metodam casove,
instrumentalné a finanéné méné narocna a mize slouzit jako screeningova metoda pro
analyzu velkého mnozstvi vzorkll. Zajimava mista mohou byt nasledné analyzovéna metodou
LIBS s mensim krokem (tzv. mikroLIBS), nebo muize byt vyuzita jind analyticka metoda
S lep$im rozliSenim. Je tedy pravdépodobné, Ze popularita metody LIBS jako alternativy pro
detekci nanocastic v biologickych materialech v budoucnu i nadale poroste.
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QDs
LIBS

OES
LIPS
AAS
ICP-OES

LA-ICP-MS
LA-ICP-OES

PMT
PD
PDA
CCD
MCP
ICCD
GD
GW
NIST
NPs
LC
EC

CAS
AgNPs
MPA
TEM
UCNPs
SEM
DLS

kvantové tecky, quantum dots

spektroskopie laserem buzené¢ho plazmatu, laser-induced breakdown
spectroscopy

optické emisni metody, optical emission spectroscopy

laser-induced plasma spectroscopy

atomova absorp¢ni spektroskopie, atomic absorption spectroscopy

opticka emisni spektrometrie indukéné vazaného plazmatu, inductively coupled
plasma optical emission spectroscopy

laserova ablace s hmotnostni spektrometrii indukéné vdzaného plazmatu, laser
ablation inductively coupled plasma mass spectroscopy

laserova ablace s optickou emisni spektrometrii indukéné vazaného plazmatu,
laser ablation inductively coupled plasma optical emission spectroscopy
fotonasobice, photomultipliers

fotodiody, photodiodes

detektory diodového pole, photodiode detector

zafizeni s fizenymi naboji, charged-coupled device

mikrokanalové desky

intenzifikované zafizeni s fizenymi naboji

Cas méfeni po laserovém luzu, gate delay

integra¢ni doba, gate width

National institute of standards and technology

nanocastice, nanoparticles

letalni koncentrace, lethal concentration

efektivni koncentrace, effective concentration

inhibi¢ni koncentrace, inhibiory concentration

registracni ¢islo, chemical abstrakt service

sttibrné nanocastice, silver nanoparticles

merkaptopropionova kyselina, mercaptopropionic acid

transmisni elektronova mikroskopie, transmission electron microscopy

foton up-konverzni nanocastice, photon up-conversion nanoparticles

rastrovaci elektronova mikroskopie, scanning electron microscopy

dynamicky rozptyl svétla, dynamic light scattering
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