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ABSTRAKT

Piedlozena diplomova prace se zabyva vyhodnocenim toxicity a bioakumulace foton-
upkonverznich nanoc¢astic (UCNPs) v modelové rostliné kukufici seté (Zea mays). V této
praci byly testovany lanthanoidy dopované UCNPSs lisici se slozenim nebo velikosti a to ve
ttech raznych koncentracich. Jako pozitivni kontrola byla pouzita smés odpovidajicich
chloridi. Expozice probihala hydroponicky po dobu 168 hodin. Toxicita byla vyhodnocena na
zaklad¢ Ctyf makroskopickych toxikologickych endpointi (mortalita, délka podzemni Casti
rostliny, délka nadzemni Casti rostliny a délka celé rostliny). Prostorové rozlozeni prvka
yttria, ytterbia, erbia a gadolinia v modelové rostliné bylo stanoveno metodou spektroskopie
laserem buzeného plazmatu S prostorovym rozlisenim 100 a 26 pm. Distribuce UCNPs
vrostlinach byla dale stanovena metodou foton-upkonverzniho mikroskenovani
S prostorovym rozliSenim 40 um. V praci byla diskutovana stabilita UCNPs v prabéhu a po
ukonceni expozice rostlin.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with evaluation of toxicity and bioaccumulation of photon-
upconversion nanoparticles (UCNPs) in model plant maize (Zea mays). Lanthanide-doped
UCNPs with different composition and size were tested in three different concentrations in
this work. The exposure took place for 168 hours. Toxicity was assessed based on four
macroscopic toxicological endpoints (mortality, the length of belowground part of the plants,
the length of aboveground part of the plants and whole plants length). Spatial distribution of
elements yttrium, ytterbium, erbium and gadolinium in model plants was determined using
laser induced breakdown spectroscopy with spatial resolution of 100 um and 26 pum.
Distribution of UCNPs in plants was further studied with photon-upconversion microscanning
with spatial resolution of 40 um. Stability of UCNPs during and after the plant exposure was
also discussed in this thesis.
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spektroskopie laserem buzeného plazmatu, toxicita, ytterbium, yttrium
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1 UVOD

Rostliny tvofi nedilnou soucast zivotniho prostiedi. Na jejich schopnosti vyroby kysliku je
zavisly veskery zivot a na fungovani ekosystému se podili i jako soucast potravniho fetézce.
Kvalita a zivotaschopnost rostlin se odviji od sloZeni ptudy, vzduchu a vody, se kterymi jsou
Vv kontaktu. Proto je nesmirné diilezité znat vliv jednotlivych prvki a slou€enin na rostliny, ale
I posuzovat toxicitu nové vznikajicich materiald. Piikladem takového nového a dynamicky se
rozvijejiciho materialu jsou foton-upkonverzni nanocastice (UCNPs, z anglického Photon-
Upconversion Nanoparticles) [1].

Na rozdil od jinych fluorescen¢nich nanocastic funguji UCNPS na principu tzv. upkonverze
— po sekvencni absorpci n€kolika nizkoenergetickych fotont vyzaii jeden vysokoenergeticky
foton. Uplatnéni nachazi UCNPS v mnoha odvétvich lidské ¢innosti. Diky budici vinové délce
v infracervené (IR, z anglického Infrared) oblasti nezpusobuji poskozeni biologickych tkani
a jsou vhodné pro vyziti v mediciné. Ze stejného divodu maji potencial i v energetice, kde by
mohly zvySovat G¢innost solarnich ¢lankd prevedenim IR zafeni na vyssi energii. Mezi jejich
prednosti patii piedevSsim dlouhotrvajici a barevné nastavitelna luminiscence. S jejich
rozSifenim se zvySuje i riziko pruniku do Zivotniho prostfedi, aje proto nutné zabyvat se
vlivem UCNPs narizné zivé organismy. Modelovy organismus byl zvolen z trofické fady
producentt. Konkrétné byla jako modelova rostlina pro tuto praci zvolena kukufice seta (Zea
mays), coz je zemédelska plodina rozsitend do témer vSech Casti svéta a bézné vyuzivana
v testech toxicity.

Znalost pfijmu, translokace a mist bioakumulace vybraného kontaminantu v organismu je
klicovéa pro pochopeni jeho toxického ucinku. Pro analyzu rostlin je nutné vyuzivat metodu
schopnou analyzovat pomérné velké vzorky s dobrym prostorovym rozlisenim. Vhodna je
metoda spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS, zanglického Laser Induced
Breakdown Spectroscopy), coz je opticka emisni metoda prvkové analyzy. Vyznacuje se
predevsim rychlosti a ekonomickou dostupnosti. Dokaze analyzovat vzorky o velikosti v fadu
cm? s prostorovym rozligenim v nizsich desitkach mikrometri. Metoda foton-upkonverzniho
skenovani je schopnd detekovat ptimo UCNPs na zaklad¢ jejich fotonové upkonverze. Oproti
tomu metoda LIBS nedokdze rozlisit formu detekovanych prvkil, pouze jejich pfitomnost.
Ob¢ metody se tedy vhodné dopliiuji.

Tato diplomova prace se zabyva vyhodnocenim toxicity a bioakumulace lanthanoidy
dopovanych UCNPs v modelové rostliné Z. mays. Byl studovan vliv slozeni UCNPs
(NaYo,6Ybo2Ero 2Fa@SiO2-COOH a NaYo,6Yho,2Gdo,18 Tmo,02F2@SiO2-COOH) avliv
velikosti UCNPs (hydrodynamicky primér nanocastic 25,9; 28,8 a 58,2 nm) na pusobeni na
rostlinu Z. mays. Testy toxicity jednotlivych druhtt UCNPs byly doplnény o tzv. koexpozi¢ni
testy toxicity. Rostliny v nich byly exponovany smési dvou druhtt UCNPs soucasné. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita smés chloridu yttria, ytterbia, erbia, gadolinia a thulia.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Spektroskopie laserem buzeného plazmatu
Opticka emisni metoda LIBS je metoda prvkové analyzy, ktera vyuziva vysokoenergetického
laserového pulzu pro vypafovani, atomizaci a excitaci vzorku [2].

2.1.1 Princip metody LIBS

Vysokoenergeticky piesné zaméfeny laserovy pulz po dopadu na vzorek iniciuje fadu reakci
souhrnné se nazyvajici laserova ablace, pii nichz dojde ke generaci laserového plazmatu.
Postupné dochézi k odpateni malého objemu hmoty ze vzorku, jeho atomizaci, excitaci
a ionizaci. Pti ptechodu zpét do zakladniho stavu vyzaii ¢astice v plazmatu elektromagnetické
zateni o charakteristické vlnové délce, podle kterého je mozné stanovit piitomnost
jednotlivych prvki. Procesy na atomarni urovni jsou znazornény na Obrazku 1. Kazdy
laserovy pulz generuje jedno emisni spektrum [2]. Emisni spektralni ¢ary jednotlivych prvka
jsou dohledatelné naptiklad v databazi NIST (National Institute of Standards and
Technology) [3, 4].
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Obrazek 1: SChematické znazornéni procesi probihajicich pri laserové ablaci na atomarni
urovni, prevzato a upraveno [5]



Laserové plazma

Laserové plazma vznikd interakci laserového pulzu se vzorkem. Jelikoz je generovano
pulznim laserem, vysledné spektrum je velmi proménlivé v Case a Vv dobé mezi vznikem
a zanikem prochazi n€kolika riiznymi fazemi. Prvnim stadiem v procesu laserové ablace je
zahfati povrchu vzorku a roztrhdni chemickych vazeb mezi atomy pevné ¢i kapalné latky,
V plynu pak dochazi k optickému prirazu, neboli breakdown, po kterém metoda LIBS dostala
své jméno. K témto jeviim dochazi diky tomu, Ze vysokoenergeticky laserovy pulz je zaméien
na velmi malou plochu povrchu vzorku, ¢imz vznika vysoka plosna hustota vykonu neboli
iradiance. Samotna energie fotonl z laseru, kterd se pohybuje v rozmezi ultrafialové (UV,
z anglického Ultraviolet) a IR oblasti elektromagnetického zafeni, neni dostate¢na na rozbiti
chemickych vazeb, proces atomizace ale zahrnuje multifotonové procesy a lavinovou
ionizaci. Prvnim krokem je generace nékolika volnych elektronl. Jejich energie se poté
zvySuje trojnymi srazkami s fotony aneutrdlnimi Casticemi, a zvySenim rychlosti
Vv elektrickém poli iontl nebo absorpci fotonu. Se vzrlstajici energii elektront pii srazkach
dochazi k ionizaci atomd, ¢imz se produkuji dal$i elektrony. Takto vznika lavinova ionizace
[2, 4].

Po optickém prirazu dochazi k expanzi plazmatu do vSech smért, v pocatku ma expanze
rychlost 10° m-s™t. Tato expanze neni prostorové rovnomérna, ale je rychlejsi ve sméru, odkud
ptichdzi laserovy paprsek, protoze v tomto sméru do plazmatu vstupuje nejvétsi mnozstvi
energie. Vysledkem je tvar pfipominajici hrusku. Prudka expanze plazmatu je provazena
stlacovanim okolni atmosféry do radzové viny, kterd se projevi hlasitym prasknutim.
V prubéhu expanze emituje plazma do svého okoli uzite¢né zafeni [2, 4].

V prvopocatcich plazmatu prevliada emise kontinualniho bilého svétla, jehoZ intenzita se
Vv zéavislosti na vlnové délce vyznamné neméni. Emise bilého svétla je zplisobena zéaifenim
vznikajicim pii rekombinaci volnych elektronti a iontd v plazmatu, a brzdnym zafenim (tzv.
Bremmstrahlung), coz je elektromagnetické zafeni produkované pii ndhlém zpomaleni
nabitych ¢astic (nejcastéji elektronll) prochdzejicich hmotou v blizkosti siln¢ho elektrického
pole atomového jadra [2, 6]. Je-li signal zaznamenavan po celou dobu zivota plazmatu, neni
mozné detekovat emisi ze stopovych prvki vzorku. Ztohoto divodu jsou LIBS méfeni
casov€ omezena na dobu po vyhasnuti brzdného zafeni, ¢ehoz se dosdhne zpoZdénym
spusténim detektoru. Proto je nutné ptfed métenim optimalizovat tzv. dobu zpozdéni detektoru
(GD, z anglického Gate Delay) a soucasné i integra¢ni dobu (GW, z anglického Gate Width),
coz je doba, po kterou se spektrum snima. Bilé svétlo v plazmatu nema dlouhou Zivotnost,
takZe, v dob¢ kdy vyhasind, se atomarni signél Casto teprve objevuje. V té chvili se drasticky
zlepsi pomér signalu k pozadi a zmensi se irozsifeni Car, protoZe se snizuje elektronova
hustota plazmatu. Z ¢astic se nejdiive v plazmatu objevuji ionty, poté neutralni atomy
anakonec pti nizsi teplot¢ imolekuly. Zména slozeni plazmatu v Case je schematicky
znazornéna na Obrazku 2 [2, 4].
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Obrdzek 2: SloZeni plazmatu v zavislosti na case, prevzato a upraveno [2]

Typicka teplota plazmatu po iniciaci se pohybuje v fadu desitek tisic stupiii Celsia. Teplota
vramci plazmatu je heterogenni. Pii prichodu fotond chladngjSimi vnéj$imi vrstvami
plazmatu dochézi k samoabsorpcim. Jak se postupné snizuje energie jednotlivych slozek
plazmatu, plazma chladne a zanika. Energie z plazmatu unika v podobé zafeni a tepla, uvnitf
plazmatu se pak ionty a elektrony rekombinuji na neutralni atomy nebo molekuly. V misté
interakce laseru se vzorkem zistane ablacni krater. Cely proces interakce laserového pulzu se
vzorkem je znazornén na Obrazku 3. Prubéh laserové ablace ovliviiuje mnoho vné&jsich
faktorti, jako je tlak, vlnova délka laseru, doba trvani a energie laserového pulzu, méfici
atmosféra nebo odrazivost povrchu vzorku [3].

Metoda LIBS mé obecné limity detekce v jednotkach ppm. Lepsi citlivosti se d& dosdhnout
napiiklad zvySenim teploty nebo doby Zivota plazmatu. Jednou z cest, jak toho dosdhnout je
pouziti tzv. dvoupulzniho uspotadani (DP LIBS, z anglického Double Pulse LIBS). Pti
dvoupulzni konfiguraci se s casovym odstupem vyuzivaji dva laserové pulzy. Dvé
nejobvyklejsi geometrické konfigurace laserovych pulzi jsou kolinearni, kdy oba pulzy
dopadaji kolmo na vzorek, nebo ortogonalni, kdy jeden laserovy pulz dopad4d kolmo na
vzorek a druhy je veden rovnobézné s jeho povrchem, atedy v pravém uhlu oproti prvnimu
laserovému pulzu [4]. ZvySeni signalu se u DP LIBS dosahuje ptfedablacnim ohievem
prostiedi a iniciaci jiskry, nebo postablatnim ohievem plazmatu [7]. Tyto dva jevy mohou
fungovat i soucasné, ¢ehoz se vyuziva v trojpulznim uspotadani [8].

9
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Obrazek 3: Schematickd vizualizace jednotlivych fazi interakce laseru s povrchem vzorku
doplnéna o fotografie z méreni, prevzato a upraveno [5]

Matri¢ni efekt je nezadouci jev v plazmatu, pii kterém slozeni a vlastnosti matrice ovliviuji
intenzitu signalu, ptestoze koncentrace sledovaného prvku zlstava stejna. Matriéni efekt se da
rozdélit na dva zékladni typy: fyzikalni a chemicky. Fyzikdlni matri¢ni efekt zpisobuje
riznou intenzitu signalu ze stejného mnozstvi latky v zavislosti na fyzikalnich vlastnostech
vzorku. |v piipadé, Zze se parametry ablac¢niho laserového pulzu nezméni, mnozstvi
ablatovaného prvku muize byt ovlivnéno rozdily ve vodivosti, skupenském teple vypatfovani,
mérné tepelné kapacité nebo absorpci zafeni. A¢koli se da skuteéné mnozstvi prvku v matrici
ptepocitat pomoci poméru sledovaného prvku a matri¢niho prvku o znamé koncentraci, da se
tak ucinit pouze za pfedpokladu, Ze tento pomér zistane po celou dobu méfeni konstantni.
Dalsi moZnosti kalibrace je analyza akustického signdlu generovaného pfi ablaci. Chemicky
matricni efekt je pozorovan v piipad€, Ze ptitomnost jednoho prvku ovliviluje emisni
charakteristiky druhého prvku. Tim se vyrazn€ komplikuje kalibrace. Vzajemny vliv prvka je
mozné kompenzovat v ptipadé, Ze jsou znamé koncentrace a efekty interference mezi obéma
prvky. S ménicim se slozenim i koncentraci jednotlivych prvkl se tato korekce jesté vice
komplikuje [2].

2.1.2 Vyhody a nevyhody metody LIBS

Z ekonomického hlediska patii mezi hlavni vyhody metody LIBS piedevsim cenova
dostupnost, nenaro€nost vybaveni a snadna tprava laboratorni sestavy konkrétnim potfebam
daného méfeni. Z hlediska chemické analyzy je pak vyznamna schopnost detekovat témet
vsechny prvky z periodické tabulky, vcetné lehkych prvkl a halogend, a moznost snimani
vice prvkl soucasné. Dalsi velkou vyhodou této metody je moznost analyzy materiald ve
vSech tfech skupenstvich, tedy s minimalni piipravou vzorku pfed samotnym métenim. Tato
skuteCnost dale usti v moznost méfeni in situ ¢i na velkou vzdalenost — typicky mize byt
mefici sestava umisténa ve vzdalenosti nékolik metri (obecné se uvadi vzdalenost az do
30 metrti) od analyzovaného vzorku. U pevnych vzorkl je dale umoznéna jejich prostorova
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analyza: hloubkové profilovani a mapovani povrchu vzorku (tvorba 2D prvkovych map).
Kombinace téchto dvou postupti mize vést k tvorbé 3D modelu [1, 9, 10].

Metoda LIBS vSak ma i nékolik nedostatka, které jeji vyuziti limituji. Jedna se piedevsim
0 vySe popsany matri¢ni efekt, ktery vyrazné¢ komplikuje kvantifikaci, a kvali némuz se
metoda LIBS v sou¢asné dob¢ pouziva piedevs$im pii semikvantitativni analyze. Dale se jedna
o relativné vysoké limity detekce, které jsou oproti ostatnim analytickym metoddm pomérné
silné zavislé na vlastnostech vzorku. Vzhledem Kk pouziti vysokoenergetickych laserd je
kladen velky duraz na jejich zabezpeceni v pribéhu samotného méfeni tak, aby nedoslo
k poskozeni zraku ¢i zranéni Vysokym napétim, kterym jsou lasery napajeny. Riziko
predstavuje i mozny vznik toxickych produktu [2].

Ackoli nenaro¢na piiprava vzorkl predstavuje vyraznou usporu Casu, muze tento pristup
zpusobit problémy se spolehlivosti analyzy. Jelikoz se tada vzorkll analyzuje v podstaté
v nezménéném stavu, nedochazi k jejich homogenizaci a vysledek méfeni metodou LIBS je
nutno povazovat pouze za vyjadfeni lokdlniho sloZeni vzorku. Dalsi problém muze
predstavovat nereprezentativni slozeni povrchové vrstvy vzorku, kde dochdzi k laserové
ablaci. To mize byt ptipad napiiklad kovovych slitin. Metoda je rovnéz siln¢ zavisla na
struktufe a hrubosti povrchu vzorku [2].

2.1.3 Instrumentace

Kazda LIBS aparatura se sklada znékolika zakladnich komponent. Prvni znich je
vysokoenergeticky pulzni laser. Nasleduje zamétovaci optika, kterd zaméti laserovy pulz na
povrch vzorku. Kolize laserového paprsku se vzorkem zplsobi vznik plazmatu
a elektromagnetického zafeni, které se ptres sbérnou optiku a piipadné i optické vlakno vede
do spektrometru. Ve spektrometru dojde k rozdéleni svétla podle vinové délky na miizce,
signal je detekovan a nasledné mifi do pocitate. Schéma LIBS aparatury je uvedeno niZe na
Obrazku 4 [4, 11].

Obrdzek 4: Schéma LIBS aparatury: (1) pulzni laser, (2) zamérovaci optika, (3) posuvny
stolek s upevnénym vzorkem, (4) sbérna optika, (5) optické vidkno, (6) spektrometr,
(7) detektor, (8) pocitac, (9) prikiad LIBS spektra, prevzato [11]
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Laser

Vyvoj metody LIBS byl navazan na vynalez laseru. Ackoli teoreticky byly lasery
predpovézeny uz na pocatku 20. stoleti, prvni funkéni lasery byly svétu predstaveny az v roce
1960. Pro metodu LIBS se nejcastéji pouzivaji pulzni nanosekundové pevnolatkové lasery
typu Nd:YAG (yttrito-hlinity granat dopovany ionty neodymu) se zakladni vinovou délkou
1064 nm. Za vyuziti generdtoru vys$sSich harmonickych frekvenci 1ze vSak pomérné snadno
dosahnout i vlnovych délek 532 nm, 355 nm, 266 nm a 213 nm, ¢imz se pokryje infracervena,
viditelna i ultrafialova oblast elektromagnetického zaieni. Dillezitymi parametry laseru pro
metodu LIBS jsou opakovaci frekvence nebo kvalita laserového svazku, z praktického
hlediska pak pozadavky na chlazeni a ptikon elektrické energie, velikost a hmotnost laseru.
Vliv na ablaci a velikost krateru ma kromé vinové délky i energie a pramér laserového pulzu.
Méné¢ Casto se vyuzivaji i femtosekundové lasery, které sice umoznuji vétsi kontrolu laserové
ablace, ale za cenu niz§i emise [2, 4, 12]

Zaméiovaci a sbérna optika

V nejjednodussich sestavach je zaméfeni laserového paprsku zajisténo pouze ¢Eockou,
které umoziiuji volbu priméru paprsku nebo zajisti jeho homogenizaci. Pro klasické
uspofadani metody LIBS je ohniskova vzdalenost cocky v fadu nékolika centimetrl. Pro
konfiguraci tzv. pLIBS, ktera umoznuje pii prvkovém mapovani dosahnout lepsSiho
prostorového rozliSeni (nizs§i desitky mikrometrd) tim, ze vytvaii mensi kratery, se vzdy
pouziva objektiv mikroskopu s ohniskovou vzdalenosti jen nékolika milimetrd. Tim se
dosahne lepsiho zaostieni a ablace mensiho objemu materialu [3, 16].

Transport signdlu zplazmatu do spektrometru se d& provést nékolika zplisoby.
Nejjednodussi konfigurace sbérné optiky je opét pouziti jednoduché cocky, piipadné
kombinace &olky a zrcadla s otvorem. Casté je i pouziti vlaknové optiky, kdy je svazek
optickych vldken na stran€ vzorku opatfen objektivem a na strané spektrometru jsou vldkna
rozpletena tak, aby veskeré zateni bylo pfevedeno do §térbiny spektrometru [4].

Spektrometry a detektory
Diilezitymi vlastnostmi spektrometrii pro metodu LIBS jsou ptfedevs§im rozliSovaci schopnost,
citlivost, rychlost snimani a rozsah vlnovych délek. Dva nejpouzivanéjsi typy spektrometri
pro metodu LIBS jsou Echelle a Czerny-Turner. Spektrometry typu Echelle maji Siroky
spektralni rozsah, od UV po IR oblast, a proto jsou vhodné pro viceprvkovou analyzu. Maji
v8ak niz8i citlivost a obvykle i pomalejsi opera¢ni rychlost. Spektrometry typu Czerny-Turner
maji naopak velmi vysokou citlivost ajsou rychlé. Jeden Czerny-Turner spektrometr je
vybaven vice mfizkami, takZe se spektralni rozliSeni d4 upravit na miru poZzadované aplikaci.
Jejich nevyhodou je tizké spektralni okno, Siroké jen nékolik desitek nanometrt, které limituje
mnozstvi soucasn¢ detekovanych prvku [12].

V kombinaci se spektrometry se jako detektory pouzivaji nejCastéji intenzifikovana zatizeni
S vazanymi naboji (ICCD, z anglického Intensified Charge-Coupled Device). Pozadavky na
detektory pro LIBS jsou piedevsim synchronizace s laserovymi pulzy, rychlé zapinani
a citlivost. Detektory zacinaji snimat spektra dle nastaveného GD a ¢ini tak po dobu GW [4].
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Dalsi instrumentace

Aparatura LIBS miize byt doplnéna o0 vzduchotésnou interakéni komoru s manipulatorem,
ktery umoznuje prvkové mapovani, a systém regulace tlaku. Tak se daji provadét méteni
nejen za rizného tlaku, ale i v rizném slozZeni atmosféry [14].

2.14 Prvkové mapovani

Princip prvkového mapovani metodou LIBS

Mapovani povrchu vzorkt metodou LIBS je zaloZeno na stejnych fyzikalnich principech, jako
bodova analyza, liSi se vSak postupem v pribé¢hu méfeni. Ke generaci plazmatu postupné
dochazi v riznych mistech vzorku sdanym pravidelnym krokem, uréujicim velikost
prostorového rozliSeni. Kazdému spektru jsou pak pii zpracovani pfifazeny soufadnice, proto
je mozné sestavit prvkovou mapu odpovidajici povrchu vzorku. Prostorové rozliseni mapy je
limitovano poskozenim povrchu vzorku v okoli abla¢niho krateru. Dojde-li K ptekryvu
nového krateru s oblasti ovlivnénou pfedchozim ablaénim kraterem, snizuje se opakovatelnost
méfeni [12].

Pro mapovani metodou LIBS existuji 2 zakladni mody: kontinudlni a bodovy. Pii
kontinualnim skenovani, znazornéném v ¢asti b) na Obrazku 5 se vzorek plynule pohybuje
VvV 0se X, pficemz rychlost tohoto pohybu je synchronizovana s frekvenci laserového pulzu.
Bodova analyza, viz Obrazek 5 ¢ast c), probiha tim zptisobem, Ze se analyzuje konkrétni bod
povrchu vzorku, nésledné se vzorek posune apo zastaveni se analyzuje dal$i bod. Tohle
uspofadani umoziuje akumulaci signalu, realizaci hloubkového profilovani a celkové ziskani
3D informace o0 prvkovém slozeni vzorku. Pfi kontinualnim skenovani sice neni mozné vyuzit
akumulace signalu z jednoho bodu, protoze vzorek je neustale v pohybu, ale tento mod
umoznuje vyssi operacni rychlost. Rovnéz obvykle dosahuje i lepsiho prostorového rozliseni,
coz je dano pravé pouzitim jediného laserového pulzu a poskozenim mensi oblasti povrchu
vzorku [12].

Namisto pohybu laserovym paprskem vyuziva vétSina zatizeni pro pohyb vzorku posuvny
manipulator. Tento piistup se voli, protoze, je-li plazma stile na stejném misté vici sbérné
optice, je vysS§i ucinnost sbéru signalu [12]. Pti méfeni velkého povrchu vzorkl s vysokou
opakovaci frekvenci laserového pulzu (az 1kHz) neni mozné dosdhnout pozadovaného
vysledku s tradi¢ni LIBS aparaturou a je nutné pohybovat laserovym paprskem. Tento zpisob
se hodi naptiklad pii analyze minerald a hornin v geochemii [15].

Prvkové mapovani metodou LIBS se vyuzivd v mnoha riznych odvétvich: archeologie,
geologie, katalyza, biologické aplikace, forenzni véda, metalurgie, analyza cementu a betonu
nebo mineralogie [12, 13]. V biologickych aplikacich se jedna o analyzu tvrdych (zuby, kosti)
i m&kkych (karcinomy, mys$i organy) tkani, bakterii, fas arostlin (makronutrienty,
mikronutrienty, kontaminanty) [1, 13].
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Obrazek 5: Grafické znazorneéni priubéhu LIBS mapovani pri riizném nastaveni; a) Obecny

princip mapovani, b) kontinualni méd, c) bodovy mad, prevzato a upraveno [12]

Piiprava vzorkii pro prvkové mapovdani metodou LIBS

Ackoli se jako Casta vyhoda metody LIBS uvadi, ze neni nutna tprava vzorku, pro prvkové
mapovani to Uplné neplati. Protoze laserovy paprsek musi byt na vzorek dobie zaostien,
I tvrdé vzorky, které se daji snadno analyzovat, je ticba alespon zbrousit, aby bylo dosazeno
rovného povrchu. U biologickych materiald je pak piiprava zcela klicova, protoze vyrazné
ovliviiuje kvalitu ziskanych dat. To plati i pro analyzu rostlin [1].

In situ analyza prostorového prvkového rozlozeni rostlinnych vzorkd byla doposud
publikovana pouze vyjimeéné [16]. Nejéastéjsi postup piipravy rostlinnych vzorki je jejich
vysus$eni, vylisovani a nasledné upevnéni do epoxidové pryskytice na podlozni sklicko. Tento
zpusob pfipravy je sice Casty, levny a nenaro¢ny, ale umoznuje ziskat pouze omezené
mnozstvi informaci o lokalizaci vybraného analytu v rdmci rostlinného vzorku. Piesnéjsi
lokalizace je pak mozna v ramci analyzy pfi¢nych ¢i podélnych fezi rostlinnych tkani [1, 17].
Dalsi metody prvkového mapovani
Zajem o prostoroveé rozliSenou prvkovou analyzu v odvétvich jako materidlové védy nebo
povrchové analyza vedl k velkému rozvoji riznych analytickych metod. Mezi nejvyznamné;jsi
patii laserova ablace S indukéné vdzanym plazmatem a hmotnostné spektroskopickou detekci
(LA-ICP-MS, z anglického Laser-Ablation Inductively-Coupled Plasma Mass Spectroscopy).
Stejné jako LIBS vyuzivd i LA-ICP-MS vyuZivad pro vzorkovani laserovou ablaci s tim
rozdilem, Ze ablatovany material je transportovan nosnym plynem (nejcastéji argon, nebo
smés argonu a helia) do indukéné vazaného plazmatu, kde dochazi k jeho ionizaci. lonty jsou
nasledné rozdéleny podle poméri hmotnosti anaboje a detekovany v hmotnostnim
spektrometru. Bézn¢ uzivané prostorové rozliseni se pohybuje mezi 1-500 pum, ale da se snizit
az na 0,3 um. Méteni metodou LA-ICP-MS je velmi citlivé a pomérné nezavislé na matri¢nim
efektu, tudiz umoznuje kvantifikaci [1, 18, 19]. Pro mapovani biologickych tkani byla
vyjimecné jiZz vyuZita ilaserova ablace s indukéné vazanym plazmatem a optickou emisni
detekci (LA-ICP-OES, z anglického Laser-Ablation Inductively-Coupled Plasma Optical
Emission Spectroscopy), kterd funguje na podobném principu jako LA-ICP-MS s tim
rozdilem, ze k detekci prvkll dochazi za vyuziti optické emisni spektroskopie. Tento zpisob
analyzy vSak neni zdaleka rozsifeny tolik jako LA-ICP-MS [1, 20].

Dalsi rozsifenou metodou prvkového mapovani je hmotnostni spektroskopie sekundarnich
iontd (SIMS, z anglického Secondary lons Mass Spectroscopy), S jejiz pomoci je mozné
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dosahnout vyborného prostorového rozliSeni, pii specialnim nastaveni dokonce az v tadu
vysSich desitek nanometrti. Princip metody SIMS je zalozen na vyuziti iontového svazku
k odstranéni nékolik vrstev atomil z povrchu vzorku. Pfi této interakci jsou uvolfiovany
tzv. sekundarni ionty, které se dale analyzuji v hmotnostnim spektrometru. Pro méfeni je
vyzadovano velmi vysoké vakuum a méfeni vétsi plochy povrchu vzorku je relativné pomalé.
Metoda SIMS pro velmi malé vzorky umoziuje i sestaveni 3D modeld. Vyznamnou roli
Vv analyze hraje ptiprava vzorki, problém ptedstavuje napiiklad vysoky obsah vody, takze se
vzorky musi vysusit nebo zmrazit. Metoda SIMS se rovnéz povazuje za semikvantitativni,
protoze iontovy svazek pronikd pouze do hloubky 0,2-10 nm asignal je siln¢ ovlivnén
matri¢nim efektem [1, 18, 19].

Dalsi velkd skupina analytickych metod umoznujici analyzu prvkového rozlozeni je
zalozend na detekci nebo absorpci rentgenového zafeni. Metoda skenovaci/transmisni
elektronové mikroskopie s energiové disperzni rentgenovou spektroskopii (SEM/TEM-EDS,
z anglického Scanning/Transmission Electron Microscopy with Energy Dispersive X-Ray
Emission) je zalozena na detekci charakteristického rentgenového zatfeni generovaného
paprskem elektronil. Prostorové rozliSeni SEM-EDS je zéavislé na pouzitém urychlovacim
napéti elektront a dosahuje 2—-3 um. Prostorové rozliseni TEM-EDS je déano tloustkou vzorku
a primérem elektronového svazku a umoziuje prvkové mapovani az na subcelularni tirovni.
danou kontinualnim brzdnym zafenim. Ptiprava vzorkli vyzaduje naneseni tenké vrstvy uhliku
nebo jiného vodivého materialu. Vyhodou obou metod je soucasna detekce struktur vzorku,
ktera vhodné dopliiuje informace o prvkovém slozeni. Umoziuji rovnéz kvantifikaci prvka
[1, 21].

Protony indukovana rentgenova emise (PIXE, zanglického Proton-Induced X-Ray
Emission) taktéz detekuje rentgenové =zafeni -charakteristické pro jednotlivé prvky.
Rentgenové zafeni je indukovano svazkem ionti, nejcastéji protonti. Mira ionizace a produkce
rentgenového zatfeni stoupd s energii iontového paprsku a klesa se zvySujicim se poctem
elektrontt v elektronovém obalu. Protony ptichazi o energii v disledku Coulombickych
interakci s elektrony. Méfeni probiha ve vakuu na vzorcich s nanesenou tenkou vrstvou
uhliku. Maximalni velikost jednolité mapy je 2,5 x 2,5 mm, pfi analyze vétsiho povrchu se
vzorek musi posouvat a vysledna mapa je mozaikou jednotlivych méfeni [1, 21].

Rentgenova fluorescenéni mikroskopie (XRF, z anglického X-Ray Fluorescence) patii mezi
synchrotronové techniky a vyuziva kexcitaci svazek rentgenového zareni. Excituji se
elektrony z vnitinich elektronovych hladin blizkych jadru. Vzniklou diru vzapéti zaplni jiny
elektron z vnéjsiho obalu za vyzafeni charakteristického fluorescenéniho zateni. Takto se da
zmapovat celd oblast vzorku a ziskat mapa prvkového rozloZeni, jejiz prostorové rozliSeni
muze byt v desitkdch nanometri a analyzovat se daji vzorky v fadu milimetrd. XRF umoziuje
meéfeni na vzduchu. Méfené vzorky se Casto susi, ¢imz se zlepsi limity detekce [1, 19, 21].

Rentgenova absorpéni spektroskopie (XAS, z anglického X-Ray Absortion Spectroscopy)
rovnéZ patii mezi synchrotronové techniky a pfindsi dodatecné informace o chemické
struktufe vzorku. Ackoli se XAS spektra ziskavaji v pribéhu jednoho méfeni, pro ucely
zpracovani se d€li do dvou casti, z nichz kazda piinasi rozdilné informace. Prvni z nich je
spektroskopie blizké struktury rentgenové absorpéni hrany (XANES, z anglického X-Ray
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Absorption Near Edge Structure) a druha je spektroskopie jemné struktury daleké cCasti
absorp¢ni hrany (EXAFS, z anglického Extended X-Ray Absorption Fine Structure). Snaze
meéftitelnou metodou je XANES, ktery je ale nachylnéjsi k chybnému vykladu. Metoda
XANES je citliva pfedev§im na oxidaéni stavy prvku a elektronegativitu ligandt, EXAFS
piinasi informace o koordinacnich vlastnostech jako mezijaderna vzdalenost nebo pocet
koordina¢nich atomti. Metody XAS a XRF se daji vramci jednoho métfeni kombinovat
[1, 19, 21].

2.2 Opticka emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem

Metoda optické emisni spektroskopie s indukén€¢ véazanym plazmatem (ICP-OES,
z anglického Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy) je zalozena na
detekci zafeni emitovaného excitovanymi atomy pii navratu elektroni do zékladni hladiny.
Kapalné vzorky jsou nejprve ve zmlzovacim zatizeni rozpraseny na aerosol a poté pracovnim
plynem (nejcastéji argon) vedeny do indukéné vazaného plazmatu. Zde dojde k vysuseni,
vypafovani, atomizaci, excitaci a piipadné ionizaci atomu. Charakteristické zafeni je ve
spektrometru rozlozeno na jednotlivé vinové délky a v detektoru detekovano. Vyhodami
metody ICP-OES je ptedevsim vysoka citlivost a selektivita, nizké limity detekce, moznost
soucasného stanoveni vice prvkl, moznost kvantifikace vzorku [22, 23].

2.3 Foton-upkonverzni nanocastice

Foton-upkonverzni nanocastice (UCNPs, z anglického Upconversion Nanoparticles) jsou
relativné novy, rychle se rozvijejici nanomaterial, kterému se prevazné v poslednim desetileti
dostava od védecké komunity znacné pozornosti. Maji velky potencial rozsifit se do riznych
oblasti pramyslu imediciny, kde by vbudoucnu mohly nahradit tradi¢né vyuZzivana
fluorescenéni barviva nebo kvantové tecky. Za svou oblibenost vdéci UCNPs piedev§im
unikatnim optickym vlastnostem, jako je velmi stabilni, barevné nastavitelna a dlouhotrvajici
luminiscence. S jejich rozsifenim se vSak poji i riziko priniku do zivotniho prostredi, kde je
nutné monitorovat jejich vliv na rizné ekosystémy [24, 25].

2.3.1 Fotonova upkonverze

Fotonova upkonverze je jednim zjevl spadajicich do tzv. nelinearni optiky, kterd je
definovana zavislosti optickych vlastnosti materidlu na intenzité excitacniho zareni. V ptipadé
fotonové upkonverze se jedna o absorpci elektromagnetického zéateni s vy$$imi vlnovymi
délkami, atedy nizkou energii, z IR nebo blizké IR (NIR, z anglického Near IR) oblasti,
ajeho preméné na zareni s niz8i vlnovou délkou a vétsi energii, typicky do viditelné (VIS,
z anglického Visible) nebo UV oblasti. K tomu mize dojit diky sekvenéni absorpci dvou nebo
vice nizkoenergetickych fotonti a naslednému vyzareni jednoho fotonu s vyssi energii.
Ktomu muiZe dochazet n€kolika riznymi mechanismy. Pfi excitaci zafeni tedy dochazi
k Anti-Stokesové posunu [26]. K procesu fotonové upkonverze muze v UCNPs dochazet
nc¢kolika mechanismy, které se mohou vzijemné i1kombinovat. VSechny popsané
mechanismy fotonové upkonverze jsou schematicky znazornény na Obrazku 6 [24].
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Absorpce v excitovaném stavu (ESA, z anglického Excited state Absorption) — ESA
probiha pouze na jediném iontu formou nasledné absorpce dvou fotonl a excitace az
do druh¢ excitované hladiny. To je umoznéno "Zebtikovitou" strukturou energetickych
hladin iontu, kde je vzdalenost mezi zakladni, prvni excitovanou a druhou excitovanou
energetickou hladinou stejna, coz je typicka vlastnost nékterych lanthanoidd, a rovnéz
dlouhotrvajicim prvnim excitovanym stavem, ktery zvysuje pravdépodobnost priibéhu
druhé excitace. Emise potom zpétné probihd z druhé excitované hladiny. Pro tento
mechanismus jsou vhodné ionty Er®*, Ho®*", Tm®" a Nd*'. Pro ucinny pribéh je taktéz
nutné zvolit vhodnou excita¢ni vinovou délku. Jelikoz Se jedna o proces na jednom
iontu, neni ucinnost ESA zavisla na koncentraci dopantu.

Energeticky transfer (ETU, z anglického Energy Transfer Upconversion) — ETU
zahrnuje dva sousedici ionty. Prvni z nich se nazyva senzibilizator a pii procesu je
absorpci fotonu excitovan ze =zakladniho stavu do metastabilniho prvniho
excitovaného stavu excitaénim zafenim. Pfi relaxaci odevzdéd ziskanou energii do
prvniho excitovaného stavu sousedniho iontu — aktivatoru. Tento proces se zopakuje
dvakrat, aktivator se excituje do druhé hladiny a nasledné vyzati foton. Uginnost
tohoto mechanismu zévisi na vzdalenosti mezi obéma ionty, ktera je urcend jejich
koncentraci. Jako pary senzibilizator/aktivator jsou vhodné: Yb** /Tm3*, Yb**/Er¥*,
Yb**/Ho*".

Spole¢na senzibilizace (CSU, z anglického Cooperative Sensitization Upconversion) —
CSU vyzaduje tii ionty, pficemz krajni ionty 1 a 3 jsou stejného typu. lonty 1 a 3 jsou
absorpci fotonu oba soucasné excitovany do prvniho excitovaného stavu a mohou
naraz piedat energii prostfednimu iontu ¢islo 2, ¢imz ho excituji do druhého
excitovaného stavu. Prostfedni ion pii relaxaci do zékladniho stavu excituje
upkonvertovany foton. Uginnost tohoto mechanismu je fadové nizsi nez oba vyse
zminéné typy. Spole¢na senzibilizace funguje pro pary: Yb3*/Tb**, Yb3*/Eu®*
a Yb**/Pr3*,

KfiZzova relaxace (CR, zanglick¢ého Cross Relaxation) — CR vyZaduje dva ionty
stejného nebo riizného typu. Dojde pii ni k pienosu energie z druhého excitovaného
stavu iontu 1 na iont 2 za soucasné excitace do prvni excitované hladiny. Oba ionty
tedy skoné&i v prvni excitované hlading. Uginnost procesu opét zavisi na vzdalenosti
podilejicich se iontl, a tedy na koncentraci dopantu. Mechanismus CR se vyuziva pfi
fotonové laving — dalsim mechanismu fotonové upkonverze.

Fotonova lavina (PA, z anglického Photon Avalanche) — PA je proces fotonové
upkonverze probihajici az nad urcitou pevné danou hranici energie. Pod touto hranici
je intenzita luminiscence velmi nizka, pfi jejim ptekroceni skokové naroste o nékolik
fadl. Jedna se o kombinaci ESA a CR. Pti PA dochazi k cyklu, ktery odstartuje ESA
na iontu 1, energie se nasledné pteda iontu 2 v prvnim excitovaném stavu, dojde tedy
k excitaci na druhou hladinu. Poté ptichazi na fadu CR mezi ionty 1 a2. Dojde
k obsazeni prvnich excitovanych hladin obou iontdl, poté ion 1 pfenese svoji energii na
dalsi ion 2, ¢imz dojde k obsazeni jeho prvni excitované hladiny. Z jednoho
iontu 2 v metastabilnim stavu timto procesem vzniknou dva, ze dvou Ctyfi, a tak dale.



Mechanismus PA je snadno rozpoznatelny, jelikoz nez dojde k emisi viditelného
zateni, uplyne doba v fadu nékolika sekund [24].
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Obrazek 6: Schematické zndazornéni mechanismii fotonové upkonverze, (a) absorpce
V excitovaném stavu, (b) energeticky transfer, (c) spolecna senzibilizace, (d) kiizova relaxace,

(e) fotonova lavina, prevzato [24]

2.3.2 Syntéza a sloZzeni UCNPs

Lanthanoidy dopované foton-upkonverzni nanocastice jsou systémy o velikosti men$i nez
100 nm s unikatnimi luminiscen¢nimi vlastnostmi. Obecné se skladaji ze tii slozek. Prvni
slozkou je matrice, ktera materialu poskytuje foton-upkonverzni optické vlastnosti véetné
ucinnosti a emisniho profilu. Druhou slozkou je senzibilizator, ktery je snadno excitovan
excitacnim zafenim, a posledni slozkou je aktivator, ktery tvofi centrum luminiscence foton-
upkonverzni nanocastice. Senzibilizator i aktivator jsou do miiZky pfidavany jako dopanty
v koncentracich mezi dvéma (aktivator) a dvaceti (senzibilizator) molarnimi procenty. Jako
senzibilizator se nejéast&ji pouziva Yb* diky jednoduché struktufe svych energetickych
hladin. lonty Er**, Tm®* a Ho®* zase maji Zebiikovitou strukturu energetickych hladin
a vyuzivaji se proto Casto jako aktivatory. Jako mfiizka se nejcastéji uziva NaYF4, protoze ma
vysokou chemickou stabilitu anizkou energii fonont [27]. Za pomoci vhodného vybéru
dopantl 1ze dosahnout rtizn¢€ barevné luminiscence, viz Obrazek 7 [28].

Pro syntézu UCNPs se vyuziva fada metod, kupiikladu koprecipitace, termalni
dekompozice, solvotermalni syntéza nebo mikrovinna syntéza. Obecné se vsak ke kontrole
rastu, tvaru avelikosti pfi vSech pfistupech vyuZivaji hydrofobni ligandy. Jelikoz se
hydrofobni ligandy nemohou rozpoustét ve vode, nejsou tyto UCNPs biokompatibilni, a proto
se piistupuje K riznym povrchovym upravam. Hydrofilniho povrchu je mozné dosahnout
interakci ¢i oxidaci ligandl, zdmeénou ligandli, nebo depozici po jednotlivych vrstvach.
Pritomnost funkénich skupin na povrchu UCNPs navic umoziiuje navazani dalSich
biomolekul [28].
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Obrazek 1: Barva disperzi UCNPs v zavislosti na pridanych dopantech, prevzato [28]

2.3.3 Vlastnosti a vyuziti UCNPs

Foton-upkonverzni nanocéstice jsou vhodné pro vyuziti v mediciné a dalSich biologickych
aplikacich pfedevsim diky své vysoké ucCinnosti, vicebarevné emisi, velmi nizké
autofluorescenci, vysoké citlivosti, nizké interferenci pozadi a dobré hloubkové prostupnosti
tkani. Za tu UCNPs vdéci své excitacni vinové délce v IR oblasti elektromagnetického zareni,
kterd spadd do tzv. optického transparentniho okna biologickych tkéani, které se nachézi
v rozmezi 700-1100 nm. Diky velkému anti-Stokesovu posunu se snadno odlisi excita¢ni
a emisni zafeni. Vyhodou UCNPs je, Ze nepodléhaji vysviceni a sviti kontinualné. Navic diky
vyuziti budiciho svétla s vysSi vlnovou délkou nezplsobuji poskozeni tkani a neobsahuji
zadné pro lidi toxické prvky [24, 29-31]. Daji se vyuzivat pfi in vivo zobrazovani riznych
zivych organismu [32], nebo i v technologickych aplikacich jako solarni ¢lanky nebo optické
senzory [30].

2.3.4 Foton-upkonverzni mikroskenovani
Vétsina analytickych technik zaznamenavajicich luminiscenci materialu pracuje s budici
vlnovou délkou v ultrafialové nebo viditelné oblasti. Pro excitaci UCNPs je potieba sekvenéni
absorpce fotonll z infraervené oblasti, proto se béZné techniky nedaji pouZzit. Pro snimani
malych vzorki, napt. sledovani bunék a bunéénych procest in vitro, se pouziva skenovaci
laserova mikroskopie. Pro sniméni vzorkl in vivo a mapovani vétsich vzorku biologickych
tkani je mozné rovnéZ vyuzit skenovaci laserovou mikroskopii s tim, Ze se roz§ifi primer
laserového paprsku. Tato uprava sice snizi excitacni hustotu, obvykle je vSak stale dostacujici
pro detekci UCNPs [31].
Nov¢jsi  pristup k mapovani makroskopickych vzorkli vyuziva foton-upkonverzni
mikroskenovani. To nabizi citlivéjsi analyzu, jelikoz se snazi, na rozdil od skenovaciho
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mikroskopu, zaméfit laser na co nejmensi plochu. Ve stejny ¢as je mozné detekovat vybrané
nanocastice jiz od poc¢tu dvou tisic [31]. Foton-upkonverzni mikroskener byl napiiklad pouzit
k detekci UCNPs vrostlinach [11, 25]. Typické uspotfadani foton-upkonverzniho
mikroskeneru je znazornéno na Obrazku 8. Sklada se z kontinualniho pevnolatkového laseru
0 vlnové délce 980 nm, zamétovaci a sbérné optiky, objektivu mikroskopu, dichroického
zrcadla, optického vlakna, vedouciho signal do spektrometru, a pocitace [11].

Obrazek 8: Schéma foton-upkonverzniho mikroskeneru (1) laser a zamérovaci optika,
(2) dichroické zrcadlo, (3) objektiv mikroskopu, (4) drzdk na vzorek se vzorkem, (5) sbérnd
optika, (6) optické vidkno, (7) spektrometr, (8) pocitac, (9) priklad foton-upkonverzniho
spektra, prevzato [11]

2.3.5 Meéreni velikosti nanoc¢astic

Pro méfeni velikosti a tvaru nanocastic se da vyuzit celd fada metod. Disperze nanocastic se
mohou analyzovat v kapaliné metodami vyuzivajicimi rozptyl zafeni o vlnové délce
srovnatelné s velkosti nanocastic. Jedna se o metody maloahlého rozptylu neutront
a rentgenového zafeni. Dal§imi moznostmi jsou jednocasticové ICP-OES, frakcionace tokem
vpoli nebo pak tzv. hydrodynamické metody. Ty se vyznaCuji pfimym méfenim
hydrodynamickych veli¢in, jakou jsou translaéni nebo rotani difuzni koeficienty. Mezi
hydrodynamické metody patii Ramanova spektroskopie, fada fluorescencnich technik nebo
metoda dynamického rozptylu svétla (DLS, zanglického Dynamic Light Scattering).
Velikost, adokonce itvar nanocastic, je také mozné urCit tak, ze se disperze vysusi
a nanocastice jsou analyzovany metodami elektronové mikroskopie (SEM, TEM). Tento
pristup sice dokaze urcit velikost i tvar nanocastic, vysusenim ale muze dojit ke zménam
Vv systému, takze vysledky nemusi reflektovat realitu chovani nanocastic v kapalné fazi
[33, 34]. Dalsi moznosti je vyuziti mikroskopie atomarnich sil, pfi které jsou nanocastice
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adsorbovany z disperze, ztenké vrstvy, nebo deponovany ultracentrifugaci na méfeny
povrch [35].

Metoda DLS je neinvazivni, nedestruktivni a cenové dostupna technika, ktera urCuje
velikost ¢astic na zakladé méfeni jejich Brownova pohybu, coz je ndhodny pohyb zplisobeny
srazkami s ¢asticemi okolniho rozpoustédla. Browniiv pohyb je zavisly na teploté
a viskozité rozpoustédla a plati, ze ¢im vétsi ¢astice, tim pomalejsi bude jeji Brownlv pohyb.
Meéfeni je nutno provadét za konstantni teploty, aby v kapalin€ nedochézelo ke vzniku proudi.
Pro kvalitni méteni velikosti ¢astic metodou DLS je klicova také piiprava vzorku, protoze
vysledky méteni muize silné€ ovlivnit napfiklad prach nebo bubliny v kapaliné [34, 36, 37].

Brownav pohyb je zaznamenavan pomoci fluktuaci intenzity rozptyleného svétla okolo
prumérné hodnoty. Jako zdroj svétla se vyuziva laser. Pii srazce laseru s analyzovanymi
casticemi dojde k Rayleighovu rozptylu svétla. Klicova je rychlost fluktuace intenzity signalu
rozptyleného svétla, ktera se méni s rychlosti pohybu, a tedy i velikosti rozptylenych ¢astic
podléhajicich Brownovu pohybu. NiZze na Obrazku 9 je graficky znazornény rozdil pro velké
a malé Castice [34, 38].

intenzita
intenzita

cas cas
Obrazek 9: Schematické zndzornéni fluktuace intenzity rozptyleného svétla pro (4) vetsi

Castice v kapaline, (B) mensi Cdstice v kapaliné, prevzato a upraveno [38]

2.4 Ekotoxikologie

Toxikologie je v&€da zabyvajici se ucinky Skodlivych latek na Zivé organismy a ekosystémy,
mechanismem téchto ucinkidl a mnozstvim, pfi nichZ se projevi. Jak fekl Paracelsus, ktery je
povazovany za zakladatele tohoto oboru: "VSechny slouceniny jsou jedy. Neexistuje
sloucenina, ktera by jedem nebyla. Rozdil mezi Iékem a jedem tvofti davka." [39].

Ekotoxikologie se zabyva studiem vlivu Skodlivych latek na zivotni prostiedi. Jako védni
obor je kombinaci ekologie a toxikologie a jeji tlohou je nejen studium toxickych vlivii na
vSech Urovnich Zzivotniho prostfedi, ale i1vyuZiti ziskanych poznatkli pro jeho ochranu.
Historicky prvni pouziti terminu ekotoxikologie se datuje do roku 1969, kdy ji René Truhaut,
definoval jako: "studium nepfiznivych GCinkli chemikalii s cilem chranit pfirodni druhy
a spolecenstva" [39].

V ptirodnich ekosystémech se nachédzi velké mnozstvi rozmanitych Zivych organismu.
Jelikoz toxicita latek zavisi na Cetnych faktorech, jako je metabolismus organismu, zptlisob
vstupu latky do organismu, opakovani davky apod., pfistupuje ekotoxikologie k méteni
toxicity pomoci piimého testovani druht, pfi¢emz davkovani i zpiisob méfeni jsou rizné
podle druhu sledovaného organismu. Oproti ekologii studuje ptisobeni zivotnimu prostiedi
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nepfirozenych latek a nadmérnych fyzikalnich stresorti, jako jsou naptiklad zafeni nebo
hluk [39].

Zakladnim pojmem ekotoxikologie je ekotoxicita, coz je vlastnost latek, které maji
nepfiznivy u¢inek na Zivotni prostiedi zpusobeny bioakumulaci nebo toxickym plisobenim na
biotické systémy. Ekotoxicita se stanovuje pomoci biotestli, coZ jsou procesy, pii nichz se
testovaci systém vystavuje riznym koncentracim testované latky za presné stanovenych
podminek. Biotesty se vyhodnocuji pomoci sledovanych parametri, tzv. endpointli, coZ jsou
vysledky méfeni v pritbé¢hu nebo na konci biotestu, nebo hodnoty vypoctené z t€chto méteni.
Biotestt existuje Siroka Skala, pii¢emz jejich vysledky jsou druhové nepienositelné [39, 40].
Latky se mohou v zivych organismech bioakumulovat a transportovat [41, 42].

2.4.1 Testy ekotoxicity na rostlinach

Fytotoxicita, neboli toxicita pro rostliny, je dle americké agentury pro ochranu Zzivotniho
prostiedi (EPA, z anglického Environmental Protection Agency) definovéana jako nezadouci
Skodliva odchylka od normalniho vzhledu, vzristu a funkcionality v zavislosti na vystaveni
pesticidim nebo jinym toxickym chemikaliim. Toxicita se miiZze projevit v prubéhu kliceni,
rastu, diferenciace nebo dospivani rostlin a mize byt dlouhodobého i kratkodobého razu.
Fytotoxické reakce rostlin se projevuje do takové miry, ze je mozné spolehlivé urcit vztah
mezi jeji pfi¢inou a nasledkem [40].

Nejrozsitenéjsi typy biotesti na rostlindch jsou test kli¢ivosti semen a sledovani riistu po
vykli¢eni. Kli¢ivost byva obvykle ovlivnéna mén¢, protoze toxikanty obecné do semene
nepronikaji a rostlina pro svillj pocatecni riist vyuziva zasobni latky v semeni. Pfi sledovani
ovlivnéni rastu po vykli¢eni se kofen rostliny uvede do pfimého kontaktu s kontaminantem,
coz je mozno provést nékolika zpisoby — hydroponicky nebo ulozenim na savy podklad
(sklenéné kulicky, filtra¢ni papir, pisek, ...). Testy toxicity rostlin se daji provadet 1 v zeminé
nebo pudnim extraktu, pficemz vysledky pak maji sice vyssi vypovidaci hodnotu, ale tento
postup je piili§ komplexni pro zavedeni standardizovanych testli. Jako endpointy se pfti testech
toxicity na rostlinach vyhodnocuji nejéastéji parametry vzristu jako je vyska a hmotnost
vysusené rostliny, poptipadé néjaké jeji Casti, poCet ptezivSich organismli nebo pocet
a velikost plochy listii. Tyto vysledky je tfeba statisticky vyhodnotit se spolehlivosti 95 %.
Dalsi, méné standardizované, pouzivané testy se soustfedi na fyziologické procesy rostlin,
jako je fotosyntéza nebo fluorescence chlorofylu. Vizudln€ se hodnoti i semikvatitativni
parametry [39, 40].

Dle EPA jsou pro testovani toxicity latek pfi testech kliceni a elongace kotene vhodné
predevsim rostliny: lilek rajce, okurka setd, locika setd, sdja lustinata, brukev zelna, oves sety,
zito seté, cibule kuchynska, mrkev obecna a kukufice setd. Tento seznam je mozné doplnit
i 0 lokaln¢ ekonomicky a ekologicky vyznamné rostliny. Pro komplexni urceni toxicity latky
je tieba testovat minimalné 10 rostlinnych druhii, mezi kterymi se vyskytuji rostliny z tiidy
jednodéloznych i dvoud€loZznych. Semena rostlin nesmi byt oSetfena Zadnymi fungicidy ¢i
repelenty, maji pochazet ze stejné geografické oblasti a byt priblizn¢ stejné stara. Pred testem
je nutno vyradit viditelné¢ poSkozena semena. Kli¢eni rostlin mé, dle doporuceni EPA,
probihat za konstantni teploty 25+ 1 °C v Petriho miskach na inertnim materialu ve tmé.
Veskeré laboratorni sklo musi byt predem peclivé ocisténo, aby nedoslo ke kontaminaci
a zkresleni vysledkl. Rostliny musi byt do Petriho misek umistény takovym zpiisobem, aby
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meély dostatek prostoru pro piedpokladany rist. Jsou-li testované kontaminanty rozpustné ve
vodé, je vhodné pro jejich rozpusténi pouzit deionizovanou ¢i destilovanou vodu. Pokud
kontaminanty nejsou ve vodé€ rozpustné, mohou se do vodné suspenze zavést pomoci pro
rostliny relativné¢ netoxického nosice (aceton, arabska guma, polytehylen glykol, ethanol
a dalsi). Neexistuje-li pro dany kontaminant Zadny netoxicky nosic¢, rozpusti se v jakémkoli
vhodném rozpoustédle, které se necha odpafit v rotacni vakuové odparce, ¢imz se na povrchu
substratu utvoii rovnomérna vrstva. Pred samotnym testem toxicity je tfeba stanovit
koncentraci a pH roztoka [43].

2.4.2 Toxicita kovli vzacnych zemin

Mezi kovy vzacnych zemin (RRE, z anglického Rare Earth Elements) se fadi skandium,
yttrium a vSechny lanthanoidy (lanthan, cer, praseodym, neodym, promethium, samarium,
europium, gadolinium, terbium, dysprosium, holmium, erbium, thulium, ytterbium
a lutecium). Ackoli se RRE obecné povazuji za relativné netoxické prvky, mohou zptisobovat
fadu zdravotnich problémut. Napiiklad chronické vystaveni prachu RRE muze vést
k pneumonii a akutnimu zanétu. Pfi nitrozilni aplikaci chloridi RRE byly pozorovany
biochemické zmény na jatrech asleziné, zmény ve slozeni krve aV aktivit¢ nékterych
enzymi. Vysledky se vyrazné 1isi pro jednotlivé ionty RRE. Ve studii na kryse obecné pii
aplikaci citratu ceritého bfezim ¢i kojicim samicim byl pozorovan ubytek primérného
mnozstvi mlad’at ve vrhu ajejich niz8§i hmotnost, nicméné nedochazelo k malformacim.
Stejné tak nebyla ovlivnéna ani spermatogeneze krysich samcii. Tyto kovy se nepovazuji za
karcinogenni ani mutagenni [44, 45].

V ptipadé€ iontl kovil vzacnych zemin vazanych v dielektrické miizce UCNPs v podstaté
nemuze dojit k jejich samovolnému tniku, pokud nedojde k rozpadu UCNPs in situ [44].
Fytotoxicita kovii vzacnych zemin
Prestoze jsou RRE pomémé b&znymi prvky v zemské klre, ve vysSich koncentracich se
ptirozen¢ objevuji spiSe vzacné. V poslednich letech vzrista jejich tézba kvili vyuziti
Vv primyslu a vV medicin€. Ekonomické zptsoby likvidace jsou vSak limitované, proto se RRE
daji povazovat zarelativné novy polutant, ktery mize vést ke kontaminaci Zzivotniho
prostiedi [46].

Zdrojem RRE v pudé je kromé& kontaminace primyslovym odpadem i hnojeni. V Ciné se
RRE v podobé dusi¢nanti pouzivaji jako hnojiva v pribéhu poslednich ¢tyi dekad [47]. Do
pudy se béhem hnojeni mohou dostavat i pfirozené¢ jako soucast béZznych fosfore¢nych hnojiv.
Pii testech na kukufici seté (Zea mays) a vigné zlaté (Vigna radiata) trvajicich ¢trnact dni
VvV zivném roztoku bylo prokazano, Ze pokud jsou RRE pro rostliny prospésné, déje se tak az
pii koncentraci pod 0,2 uM. Ve studii byl testovan lanthan a cer a oba prvky ve vsech
testovanych koncentracich vykazovaly toxické ucinky [45, 46, 48, 49]. Tento zavér podporuje
i studie, ve které byly stejné rostliny exponovany lanthanu opét po dobu ¢trnacti dni, ale
Vv niz8i koncentraci od 0 do 1,37 uM. Zde bylo prokazano, ze pozitivni vliv na rist kukufice se
projevi pfi koncentraci 0,63 uM, kdy se délka kofene oproti kontrole zvysi o 36 %, a délka
kotene vigny se zvysi pii koncentraci 0,19 uM o 21 %. Z vysledkt vsak plyne, Ze na miru
toxicity RRE ma vliv i pfitomnost a koncentrace dalsich iontil, jmenovité manganu [49, 50].

Ptijem RRE je ddn podobnosti jejich atoml s atomy véapniku. Piestoze se 1iSi svym
nabojem, maji velmi podobny polomér. Bylo prokdzano, ze ze vSech RRE se nejvice
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vstiebava cer, ktery ma polomér nejpodobnéjsi vapniku. Navic bylo prokézéno, Ze RRE,
konkrétné gadolinium, dokaze blokovat vapnikové kandly a snizit tak celkovy piijem vapniku.
V ptitomnosti fosfore¢nanit mohou RRE v rostlinach tvotit komplexy. Toxicky efekt RRE pro
pSenici (Tritcum aestivum), pii sedmidenni a Sestnactidenni hydroponické expozici lanthanu
aceru Vkoncentracich 0,5-25 mg/l, bylo dokazano, Ze RRE v rostlinach bioakumuluji
pievazné v koteni a nedochazi k translokaci do zbytku organismu [52].

2.4.3 Toxicita foton-upkonverznich nanodastic

Nanocastice se mohou do t€l zivych organismii dostat dvéma zpusoby: zdmérné (jako soucast
1é¢by, v kosmetice, ...) nebo neumysiné (disledkem znecisténi zivotniho prostiedi). Stanoveni
toxicity vSech typd nanocéstic, vCetné UCNPs je komplexni problém, ztizeny velkym
mnozstvim fyzikalné-chemickych proménnych, jako jsou slozeni, velikost, tvar, povrchovy
naboj, navazané funkéni skupiny a ligandy. Pro jejich chovani jsou vyznamné i parametry
okolniho prostfedi, jako je pH, teplota, pfitomnost dalSich chemikalii nebo
elektromagnetického pole. Jednotlivé parametry se navic navzajem ovliviuji. Kvuli slozitosti
problematiky nejsou doposud zavedeny standardni opera¢ni protokoly pro stanoveni toxicity
nanocastic [11, 44]. Napiiklad stale diskutovanym tématem je i jejich samotna kvantifikace.
Stale nevyteSenou otazkou ziistava, zda je urcujici pocet nebo hmotnost nanocéstic ¢i velikost
jejich povrchu [44].

Toxicita UCNPs se nejcastéji sleduje s odkazem na jejich mozné vyuziti v medicing.
Probéhly jiz studie invivo na mysSi domaci, kryse obecné, embryich dania pruhovaného
a had’atku obecném, stejné¢ jako invitro studie na bunéénych kulturach s riznymi typy
UCNPs. Ze studii toxicity injekéné podanych UCNPs obecné vyplyva, ze UCNPs se daji
povaZzovat za v podstaté stabilni netoxické latky, které¢ velmi rychle vymizi z krevniho obéhu
a bioakumuluji se v jatrech a slezing, ve vyrazné nizs$i mife pak v plicich, srdci a ledvinach.
Jejich lokalizace je ovlivnéna povrchovym nabojem [44]. Jen ve vyjime¢nych ptipadech byl
zaznamenan rozpad UCNPs spojeny s Ubytkem zaznamenané luminiscence, toxicita vSak ani
tehdy nebyla pozorovana [44, 53]. Pii oralnim podani UCNPs mysi domaci pak nedochazelo
k bioakumulaci a velmi rychle doslo k eliminaci UCNPs vylucovaci a travici soustavou,
pficemz nedoslo k zadnym histologickym zménam ve sledovanych organech [44].

Studie sledujici piisobeni UCNPs na hadatko obecné stanovila nulovou toxicitu
sledovanych nanocastic ve vybranych koncentracich (0,5; 2 mg UCNPs/l) bez jakéhokoliv
negativniho vlivu na oogenezi, kvalitu vajicek, vyvoj embrya ¢i délku zivota a vzrlst
testovanych jedinct [32, 54]. Vysledky studii toxicity UCNPs na embryich dania
pruhovaného se od ostatnich uvedenych 1i$i, protoze poukazuji na toxicitu UCNPs. Po injekci
UCNPs do vajicka bylo s rostouci koncentraci pozorovano ne€kolik neZadoucich ucinkd, jako
opozdény embryondlni a larvalni vyvoj, abnormality v délce téla. Bylo vSak rovnéz
potvrzeno, Ze UCNPs jsou odolné vii¢i plisobeni travicich enzymi a neprostupuji pres stievni
bunéénou sténu [55]. Dalsi studie na daniu pruhovaném potvrdila snizeni rustu jedinctu
vystavenych pisobeni vybranych UCNPs a dale i negativni vliv na jejich krevni ob¢h. I piesto
vSak byly UCNPs desetkrat méné toxické nez kvantové tecky [56].
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Fytotoxicita foton-upkonverznich nanocdstic

S rostoucim vyuzitim foton-upkonverznich nano¢astic soucasné roste i obava o0 jejich vliv na
zivotni prostfedi. Po uniku do pfirody UCNPs mohou pronikat do rostlin, at’ uz skrze koteny
nebo nadzemni ¢ast rostliny, odkud se dostanou do potravniho fetézce zivocicht i lidi, kde se
mohou dale bioakumulovat. V téle rostliny miize dochazet i k transformaci UCNPs, pii¢emz
biologické i abiotické transformace maji vliv na toxicitu a chovani nanocastic. Transformace
nanoCastic za ucasti kofenového systému rostliny jiz byla pozorovana u jinych typua
nanocastic (napt. ZnO, CeO2, Ni(OH)2, La;0s [57-59]). | pfesto vSak fytotoxicita foton-
upkonverznich nanocastic nebyla prozatim pfedmétem mnoha studii [30, 60].

Studie na tykvi velkoplodé (Cucurbita maxima) [61] se zabyvala pouze zobrazovanim
UCNPs in vivo, ptic¢emz bylo zjisténo, ze UCNPs se nejvice nachazi v kofeni, dale se dokazi
zavérem studie bylo, ze rychlost pohybu v rostliné zavisi na velikosti ¢astice — menSi se
pohybuji rychleji [62]. Dalsi prace se zabyvala zobrazovanim UCNPs v huseni¢ku rolnim
(Arabidopsis thaliana) av orchideji (Phalaenopsis spec.). Béhem Sestidenni expozice
pronikly UCNPs do kotene, stonku i list [63].

Ve studii z roku 2012 na modelové rostlin€ vigné zlaté (Vigna radiata) byl zkouman vliv
UCNPs na rust rostlin. V hydroponickém uspofadani byly otestovany dvé koncentrace,
10 a 100 mg UCNPs /1, ptic¢emz niz$i koncentrace rist podporovala a vy$si naopak inhibovala
[64]. K podobnym zavérim dosel i vyzkum na soji lustinaté. Z péti otestovanych koncentraci
(10, 50, 100, 500 a 1000 mg UCNPs/l) pti expozici V hydroponickych podminkach pouze
koncentrace 10 mg UCNPs/l podporovala rust rostlin. S prodluzujici se dobou expozice
(1, 4 a 8 dni) se zvysovala i tendence UCNPs agregovat a aglomerovat [61].

Toxicita foton-upkonverznich nanoc¢astic byla zatim dvakrat vyhodnocovana v kombinaci
se sledovanim prostorového rozlozeni metodou LIBS [11, 25]. V prvni z téchto dvou studii
byly pisobeni UCNPs v koncentracich 10, 100 a 1000 mg/l vystaveny rostliny okiehku
mensiho (Lemna minor) a fedkve seté (Raphanus sativus). V piipadé okiehku byla jako
toxikologicky endpoint vyhodnocovana velikost plochy listu. V nejnizsi koncentraci nedoslo
ke statisticky vyznamnému snizeni plochy, ve dvou nejvysSich koncentracich pak ano.
Nicmén¢ toxicita UCNPs byla ve vSech pfipadech niZ§i nez toxicita iontt v korespondujici
koncentraci. V piipadé fedkve seté, kdy byly jako toxikologické endpointy vyhodnocovany
délka kotfene a hypokotylu, byl trend stejny. Jediny detekovany rozdil byl, Ze pro délku
hypokotylu byla toxicka i nejnizsi testovana koncentrace. V piipadé fedkve pronikaly UCNPs
skrze celou rostlinu, av§ak mista bioakumulace se lisila dle testované koncentrace. V nejnizsi
testované koncentraci (10 mg/l) se UCNPs bioakumulovaly pfedevsim v kofeni, pfi¢emz pro
ob¢ dvé vyssi koncentrace (100 a 1000 mg/l) byla preferovana translokace UCNPs do listd
[25]. Studie na brukvi zelné vykazuje mirné¢ odlisny trend. V tomto pfipadé UCNPs
Vv koncentracich 50 a 500 mg/l nejsou viibec toxické pro zadny zvoleny endpoint (délka,
kofene, stonku, celé rostliny), ale do nadzemni ¢asti pronikaji v mnohem mensi mife.
Preferovanym mistem bioakumulace pro ob¢ koncentrace byl jednoznac¢né koten [11]. V obou
vySe zminénych studiich byly UCNPs stabilni a v prubéhu expozic a jejich pfimého kontaktu
s rostlinou nedochazelo ke zméné jejich velikosti, k nezddouci agregaci ¢i aglomeraci
[11, 23].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Studium rostlin metodou LIBS

Prostorova analyza rostlin metodou LIBS sahd az do roku 2006. Prvni experimenty se
zabyvaly studiem rozlozeni biogennich prvkl a nutrientli, pfipadné¢ béznych kontaminantt
typu olova nebo kadmia. V soucasné dobé se vyzkum soustiedi pfedevsim na stanoveni
prostorové distribuce nanocastic. V prvopocatcich rostlinného vyzkumu metodou LIBS se
mapovaly pouze malé Casti rostlin a vytvarely se mapy skladajici se z né€kolika desitek
spekter. V soucasnosti jsou standardem mapy s nékolika desitkami tisic spekter, pfi¢emz
nejvétsi dosud publikované mapy jsou slozeny az z 66 000 datovych bodu [8, 11]. Vyrazny
pokrok je graficky znazornén na Obrazku 10. Vyzkum mapovani rostlin metodou LIBS byl
vroce 2020 sumarizovan v piehledovém c¢lanku od Modlitbové a kol. [8]. Nize uvedené
studie obvykle kromé techniky LIBS také zahrnovaly analyzu rostlin dalsi (referencni ¢i
komplementarni) analytickou metodou, jejich seznam je uvedeny v piehledové Tabulce 1.
Tato tabulka déle obsahuje detaily v§ech publikovanych studii, kde byla metoda LIBS pouzita
pro prostorové mapovani rostlin ¢i jejich ¢asti.

b) 2019
a) 2009

Max
PbaMg

Min
PhaMg

Obrazek 10: Pokrok prvkového mapovdani rostlin metodou LIBS, a) mapy prostorového
prvkového rozlozZeni olova a hoiciku V rostlindch (A: kukurice setd, B: slunecnice rocni),
b) mapy prvkového rozlozeni yttria a ytterbia v redkvi seté, prevzato a upraveno [1]
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Tabulka 1: Prrehled publikovanych praci zabyvajicich se prostorovou analyzou rostlin metodou LIBS
spolecné s vybranymi parametry méreni. druh rostliny, analyzovana cast, sledované prvky, priprava
rostlin pred mérenim, parametry LIBS map — prostorové rozliseni (um) a pocet bodii (pixelit) v mape,

ouzita referencni metoda a prislusna citace.

rostlina 2D LIBS mapa , v referenéni/
rozliSeni | pocet Sledovane | priprava komplementarni | citace
druh cast [um] bodi prvky vzorki metoda
slunecnice . . rentgenova
rodni Listy 100 — Pb, Cd suseni radiografie [66]
slunevcnrlce Cas} 500 80 Pb |1soyan,1, B [67]
ro¢ni listd suSeni
slunecnice | Cast | gg 77 Ag,cu | lisovani, | A cpms | 5]
rocni listd zmrazeni
Slunecnice Cast
roéni, Fot 500 50 Pb,Mg | suseni | LA-ICP-MS | [68]
. , 1stu
locika seta
slunetnice | - Cist 200 400 | Pb,Mg,Cu | sueni LA-ICP-MS [69]
ro¢ni listd
Cast lisovani,
paprika seta liste 500 504 Pb, K, Mn su$enti, LA-ICP-MS [70]
st zmrazeni
ICP-MS,
smrk ztepily | Jehli¢i 150 514 Cu, Ca fezy fluorescencni [71]
mikroskopie
titinovec Cast P, Ca, Mg, Fe, _
cukrovy lista 750 100 Mn, Si suseni EDXRF [72]
kukufice seta ﬁ:tsé 200 400 | CI,P,Mg, K [ insitu - [16]
bob obecny | Koien 50 4773 Cu, Ag fezy ICP-OES [17]
okfehek lisovani,
y Listy 200 375 cd suseni, | ICP-OES, TEM | [73]
mensi .
epoxid
podocarpus . . y .
macrophyllus Listy 256 12 000 Li, Ca Cerstvé - [74]
ryze seta Listy - 540 Cr suSeni ICP-MS [75]
locika seta, | Cast su$eni,
pazitka lista, 300 25 P,Cl, Cd lepici - [76]
pobiezni | stonek paska
fedkev seta, Cel4 lisovani, | ICP-OES, foton-
okiehek . 100 35073 Y, Yb suseni, upkonverzni [25]
Ny rostlina . X o
mensi epoxid mikroskenovani
Al, Ba, C, Ca,
(050 Cu, Fe, H, K,
e | Kofen | 100 1681 | Mg, Mn, Na, | zmrazeni - [77]
pruttiate 0, P, Si, Sr,
Ti, Zn
lisovani
w1, | Celd 100 66 000 o
hoi¢ice bila rostlina 25 40 000 Cd susen, ICP-OES [78]
epoxid
, lisovani, ,
brukevzelna | €% | 100 | 40584 | Y,Yb, Tm | suseni, | OtON-upkonverzni |,
rostlina epoxid mikroskenovani
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Makronutrienty, mikronutrienty a béZné kontaminanty

Prvni vyzkum vyuzivajici metodu LIBS pro prvkové mapovani rostlin predstavil v roce 2006
Kaiser akol. Studie byla zaméfena na bioakumulaci ionti olova akadmia rostlinami
slune¢nice ro¢ni (Helinathus annuus), ktera je znamym hyperakumulatorem obou prvkd.
Rostliny slunecnice byly péstovany v hydroponické kultuie po dobu 3, 5 a 10 dni, pficemz
byly exponovany octanu olovnatému a chloridu kademnatého Vv rtiznych koncentracich:
0,1;2; 5 al0 mM kadmia/olova. Pfed LIBS analyzou byly rostliny vysuSeny. Pro LIBS
méfeni byl pouzit titan-safirovy laser s vinovou délkou 795 nm. Energie laserového pulzu
byla 100 mJ a prostorové rozliSeni 100 um. Pifestoze se jednalo o prostorové rozliSenou
analyzu, samotny ¢lanek neobsahuje zkonstruované prvkové mapy, ani informaci o jejich
velikosti [66].

Nékolik nasledujicich studii se i1 nadale vénovalo rostlinam slune¢nice. Galiova a kol. se
v roce 2007 v navazujici praci vénovala opét prostorové detekci olova. Expozice slunecnice
roéni probihala hydroponicky po dobu 10 dni, ionty olova byly pfidany v podobé& octanu
olovnatého v koncentracich 5 a 10 mM olova. VysuSené rostliny byly pfi analyze upevnény
na manipulator lepici paskou. Z méfeni byly sestaveny prvkové mapy [67]. Dalsi studie od
Galiové a kol. v roce 2008 zabyvala rozloZenim iontli mé&di a stiibra v rostlinach slune¢nice
roéni. Méd’ je rostlinny mikronutrient, ktery hraje roli pii fotosyntéze, dychani nebo
metabolismu bunéénych stén. Stiibro bylo rostlinam dodano hydroponicky Vv podobé
dusi¢nanu stiibrného v koncentraci stfibra 1 mM po dobu péti dni. Cerstvé rostliny byly
zamrazeny a LIBS analyza probihala na zmrazenych vzorcich listd slune¢nice. Vysledna
mapa prokazala ptitomnost stiibra pfedevsim v rostlinnych cévach, kdezto biogenni méd’ byla
rozloZzena homogenné [65]. Na tuto praci navazala Galiova a kol. v roce 2009 s dalsi detekci
olova ve slunecnici ro¢ni, kde se soustfedila predev§im na zmény v obsahu chlorofylu a a b.
Hydroponicka expozice probihala opét 5 dni, olovo bylo dodano v podobé komplexu olova
s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (Pb-EDTA), koncentrace olova byla 100, 250
a 500 uM. Metodou LIBS byly krom olova soucasn¢ detekovany i biogenni prvky hotcik
amed [69].

Studie z roku 2009 od Krystofové a kol. byla zamétena na sledovani morfologickych zmén,
zmény obsahu proteinll a enzymatické aktivity rostlin kukufice seté (Zea mays), lociky seté
(Lactuca sativa) a slunec¢nice roéni zpusobenych expozici iontim olova. Hydroponicka
expozice iontim olova v podobé Pb-EDTA v koncentracich 10, 50, 100 a 500 uM probihala
po dobu 8 dni. Méfeni metodou LIBS na vysusenych listech se zaméfila na detekci olova
a hoi¢iku [68]. Doposud posledni studie zaméfujici se na detekci olova metodou LIBS
probéhla vroce 2011 na rostlinach papriky ro¢ni (Capsicum annuum). lonty olova byly
hydroponicky dodany v koncentracich 0,5; 1; 2; a 10 mM v podobé dusi¢nanu olovnatého. Po
sedmidenni expozici byly nckteré rostliny vysuSeny a jiné zmraZeny, pii LIBS analyze byl
zaznamenan lepsi signdl z vysuSenych vzorkl. Detekovano bylo olovo jakozto kontaminant,
makronutrient draslik a mikronutrient mangan. Metodou LIBS byly prokazany zmény
V bioakumulaci drasliku v kontrolnich rostlindch a rostlinach exponovanych iontim olova
[70].

Vyse uvedené studie, které prob&hly mezi lety 2007 az 2011, byly obvykle doplnény
0 mapy prostorového rozlozeni vybranych prvka ziskané dalsi technikou, metodou LA-ICP-
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MS. Pro LIBS analyzu vyuzivaly Nd:YAG laser o vinové délce 532 nm, energii laserového
paprsku volily 10 mJ. Byl kladen diiraz na informaci o rozlozeni kontaminantt (olova, kadmia
astfibra) vuci ostatnim prvkim (napf. makronutrientim drasliku a hoi¢iku nebo
mikronutrientim médi a manganu). Kvili technickym omezenim méfici aparatury v tomto
casovém rozmezi (napi. dosazitelna opakovaci frekvence méfeni) nebylo mozné mapovat celé
rostliny, méfeni proto probihala jen na ¢astech listl s pomérné malym prostorovym rozliSenim
500 um. Velikost prvkovych map se pohybovala mezi 50 [68] a 504 [70] body. Provadéna
piiprava vzorkl nebyla dobie optimalizovana. | pfesto jsou to pravé tyto prace, které polozily
zaklad vyuziti metody LIBS jako uzite¢ného nastroje vyhodnoceni fytotoxicity [1].

Nasledujici studie pochazi z roku 2013 od Krajcarové a kol., ktera se dosavadnim studiim
vymyka Vv provedeni expozice. Kontaminantu CuCl; v koncentracich 1, 5, 10 a 50 mM bylo
po dobu jednoho dne vystaveno pouze jehli¢i smrku ztepilého (Picea abies), ane celé
rostliny. Do roztoku byla vzdy ponoiena jedna tictina celkové délky jehlice a sledovala se
difuze kontaminantu jehli¢im. Rezy exponovaného jehli¢i byly analyzovany metodou
DP LIBS, coz je poprvé, kdy se dvoupulzni uspotadani vyuzilo pro mapovani rostlin. Toto
usporadani bylo pouzito v postablaénim rezimu s lasery typu Nd:YAG o vinovych délkach
266 nm (prvni laserovy pulz oenergii 10 mJ) a 1064 nm (druhy laserovy pulz o energii
100 mJ). Prostorové rozliSeni se podatilo snizit na 150 um a bylo sledovano rozlozeni médi
a vapniku [71].

Detekei biogennich prvku se ve své praci zabyval Guerra a kol., ktery analyzoval listy
titinovce cukrového (Saccharum officinarum) nasbirané na poli ve mésté Piracicaba
Vv Brazilii. Rostliny byly pfed analyzou vysuSeny pii 60 °C. Metodou LIBS pak byly
detekovany biogenni prvky fosfor, vapnik, mangan, Zelezo a bor, z neesencialnich prvka pak
kiemik. S Nd:YAG laserem o vinové délce 1064 nm a energii laserového pulzu 50 J/cm? bylo
dosazeno prostorového rozliSeni 750 um. Jedna se o studii, kterd je vyznamna zeméd¢lsky,
ale nenese toxikologicky vyznam [72]. Zemé&dé€lskému vyzkumu se vénuje i Studie od Zhao
a kol. z roku 2016, kdy byly metodou LIBS analyzovany rostliny kukufice seté pfimo in situ
a in vivo. Vzorky listl byly narovnany a lepici paskou uchyceny na pevnou podlozku a méteni
probéhlo pomoci pienosného LIBS zafizeni vybaveného Nd:YAG laserem o0 vinové délce
1064 nm. Detekovany byly biogenni prvky fosfor, chlor, hoicik a draslik. Pomoci fosforu
a chloru se sledovalo rozlozeni insekticidu chlorpyrifos, které¢ bylo naneseno ptimo na listy.
Rostlina byla postupné ablatovana laserovymi pulzy o energii 90 mJ v n€kolika vrstvach, coz
umoznilo tvorbu 3D modelu a pozorovani difuze insekticidu do listu. Prostorové rozliSeni
prvkovych map bylo 200 um. Do soucasnosti se jedna o jediné vyuziti metody LIBS pro
insitu analyzu rostlin [16]. V roce 2019 Singh akol. analyzovali listy Podocarpus
macrophyllus. Expozice ionti, lithia byla provedena stejnym zptisobem jako ve vySe
uvedeném piipad¢ smrkovych jehlic. Listy byly ponofeny do roztoku LiCl o koncentraci
1000 mg/l po dobu 8, 16, 24 a 48 hodin a byla pozorovana difuze lithia skrz list rostliny
Vv zavislosti na ¢ase. Analyza metodou LIBS byla provedena Nd:YAG laserem (vlnova délka
266 nm) s energii laserového pulzu 15 mJ. Prostorové rozliseni bylo odlisné v osach x ay,
256 a 600 um. Meéfeni distribuce lithia ukazalo, ze jeho difuze probiha rostlinnymi cévami
[74]. Studie od autorti Peng a kol. sledovala prostorové rozlozeni chromu z K>Cr207 v listech
ryze seté (Oryza sativa). lonty chromu byly rostlinam podavany hydroponicky po dobu
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dvanacti tydnt Vv koncentracich 25, 50, 75 a 100 uM. Po ukonceni expozice byly vzorky
3 hodiny suSeny a listy byly poté analyzovany metodou LIBS v dvoupulznim uspotadani
S postabla¢nim ohfevem plazmatu. Oba lasery byly typu Nd:YAG, pricemz prvni m¢l vinovou
délku 532 nm (laserovy pulz o energii 60 mJ) a druhy 1064 nm (laserovy pulz o energii
60 mJ) [75].

Zhao a kol. roku 2019 vyuzili metodu nanoc¢asticemi zesileny LIBS (NELIBS, z anglického
Nanoparticle Enhanced LIBS) k detekci instekticidu chlorpyrifos na listech pazitky pobiezni
(Allium schoenoprasum). Na vysuSené listy pazitky byla nakapana disperze stiibrnych
nanocastic, jejichZ piitomnost zvysuje signal sledovanych prvkt chloru a fosforu, jejich limity
detekce se zlepsily az o dva fady. Funk¢nost metody NELIBS se ve stejné praci potvrdila
znovu, kdyz bylo s lepsim signalem detekovano kadmium v locice seté. K méfeni byl vyuzit
Nd:YAG laser (vinova délka 1064 nm), energie laserového pulzu byla 160 mJ a prostorové
rozliseni 300 um. Metodu NELIBS nelze vyuzit in situ, protoze by mohlo dojit ke
kontaminaci rostlin nanocasticemi [76]. llhardt a kol. vroce 2019 pouzili metodu LIBS
k mapovani kofene prosa prutnatého (Panium virgatum). Expozice probihala ptimo v pudé
podobu deviti tydni. Metodou LIBS byla sledovana komplexni distribuce nutrientl v rostling,
jejich seznam je uveden v Tabulce 1. Dosazené prostorové rozlieni bylo 100 um pii energii
laserového pulzu 20-25 mJ s Nd:YAG laserem o vinové délce 266 nm [77].

Nanoddstice

Prvni detekci nanocastic v rostlinach metodou LIBS provedla Krajcarova a kol. roku 2017.
Studie se zabyvala rozdily v bioakumulaci sttibrnych iontti (AgNQO3) a stiibrnych nanoéastic
Vv bobu obecném (Vicia faba). Po dvou dnech kli¢eni byly semenacky bobu obecného
ptesunuty do hydroponické kultury s koncentraci stfibra 10 pM. Po sedmidenni expozici byl
experiment ukoncen, k dalsi analyze byly pouZzity pouze kofeny rostlin. Pro LIBS méteni byly
otestovany dva zpusoby pfipravy fezli kofene — Kryofezy auchyceni v parafinu. Byla
testovana irtzna tlouStka feza: 15, 20, 40, 80 a 100 um. Analyza probéhla v ortogonalnim
dvoupulznim uspotadani s postablaénim ohfevem plazmatu. Lasery typu Nd:YAG s vlnovymi
délkami 266 a 1064 nm a energie laserovych pulzi byla 5 mJ a 100 mJ. Dosazené prostorové
rozliseni bylo 50 pm. Optimalni tloustka fezu pro méteni byla stanovena na 40 pm. Rozlozeni
stiibra v kofenech rostlin se vyrazné liSilo v zavislosti na zdroji — ionty stfibra byly
homogenné rozlozeny skrze cely fez, stiibrné nanoc¢astice byly zaznamenany pouze ve vnéjsi
vrstvé v okoli kryciho pletiva. Tento vysledek naznacuje velmi nizky pfijem nanocéstic
rostlinou [17].

Dalsi studie zabyvajici se detekci nanocastic v rostlinach metodou LIBS je od Modlitbové
akol. zroku 2018. V této praci je porovnano prostorové rozlozeni kadmia v zavislosti na
zdroji na vodni rostlin¢ okiehku mensim (Lemna minor). Jako kontaminant byly pouzity dva
rizné typy kvantovych tecek — CdTe s glutathioninem a CdTe s 3-merkaptopropionovou
kyselinou. Jako pozitivni kontrola a zdroj iont kadmia byl pouzit chlorid kademnaty.
Koncentrace kadmia byly 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5; 10 a 15 mg/l. Expozice trvala
sedm dni. Po umyti, vysuSeni a vylisovani byly listy okiehku epoxidovou pryskyfici
pfipevnény na podlozni skli¢ko a analyzovany metodou LIBS V postablacnim ortogonalnim
dvoupulznim usporadani. Prvni laser Nd:YAG (266 nm) mél energii laserového pulzu 10 mJ,
druhy ovlnové délce 1064 nm mél 100 mJ. Prvkové mapy kadmia byly sestaveny
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s prostorovym rozlis§enim 200 um. Jelikoz byly kvantové tecky ve vodé a v kontaktu
srostlinami nestabilni, vysledky neprokazaly Zzadny rozdil Vv rozlozeni kadmia mezi
nanocasticemi a pozitivni kontrolou. Kromé rozlozeni byla vyhodnocovana i toxicita vSech
zdroji kadmia, pfiCemz jako dva toxikologické endpointy byly zvoleny inhibice rustu
a hmotnost. Bylo prokazano, ze kademnaté ionty jsou vyrazné vice toxické nez oba druhy
testovanych kvantovych tecek [73].

Dalsi studie od Modlitbové a kol. z roku 2019 probéhla na dvou rostlinach, na fedkvi seté
(Raphanus sativus) ana sladkovodni vodni rostlin¢ okiehku mensSim (Lemna minor).
Testovany byly foton-upkonverzni nano¢astice NaYF4: Yb**Er**@SiO,-COOH a ionty yttria
a ytterbia (chlorid yttrity a ytterbity — pozitivni kontrola) ve tfech koncentracich - 10, 100
a 1000 mg UCNPs/I. Expozice probihala v hydroponickych podminkach po dobu tii (okiehek)
a sedmi (fedkev) dni. Po ukonceni expozice byly rostliny umyty, vysuseny a vylisovany. Jako
toxikologické enpointy byly pro fedkev zvoleny délka kofene stonku a pro okiehek velikost
plochy listu. Pfed LIBS analyzou byly vysusené rostliny upevnény epoxidovou pryskyfici na
podlozni mikroskopické sklicko. Méfeny byly celé rostliny a sledované prvky byly yttrium
a ytterbium. Obé rostliny byly analyzovany Nd:YAG laserem o vlnové délce 532 nm, pouzita
energie laserového pulzu se vSak lisila. Pro okiehek mensi byla energie laserového pulzu
10 mJ, pro fedkev setou 20 mJ. Rozdilné energie byly zvoleny v dusledku rtizné tloustky
apevnosti obou druhti rostlin. Prostorové rozliseni prvkovych map bylo 100 um. Kromé
metody LIBS bylo prostorové rozlozeni UCNPs potvrzeno i metodou foton-upkonverzniho
mikroskenovani, ktera dokdze potvrdit pfitomnost prvkil v podobé nanocastice. V této studii
se UCNPs projevily jako stabilni a malo toxické. Toxicitu vykazovaly UCNPs ve dvou
nejvyssich koncentracich (100 a 1000 mg UCNPs/I). Yttrium a ytterbium bylo vice toxické ve
formé iontd nez ve formé& nanocastic, navic UCNPs prostupovaly skrze celou rostlinu az do
listt, jejich bioakumulace byla v§ak vyrazné niz§i nez u pozitivni kontroly. V této praci byla
navic prokazana schopnost UCNPs adsorbovat se na povrchu rostlin [25].

Na svou praci navazali Modlitbova a kol. i v roce 2020. V publikované studii byla tentokrat
vyhodnocovana toxicita, bioakumulace a translokace kadmia z riznych zdroji v rostling
hot¢ice bilé (Sinapis alba). Expozice probihala tii dny v hydroponickych podminkach. Zdroje
kadmia piedstavovaly dva druhy kvantovych tecek (QDs, z anglického Quantum Dots) — bez
a s povrchovou vrstvou oxidu kiemicitého (CdTe QDs, respektive CdTe/SiO. QDs). Jako
zdroj iontt kadmia a pozitivni kontrola slouzil chlorid kademnaty. Koncentrace kadmia byly
20 a 200 uM pro vsechny typy expozice. Ususené a vylisované rostliny upevnéné v epoxidové
pryskyfici byly méfeny metodami LIBS, (A) LIBS analyza celé rostliny s prostorovym
rozlisenim 100 pm (laser Nd:YAG o vlnové délce 532 nm s energii laserovych pulzi 20 mJ)
a (B) pLIBS mapovani s prostorovym rozlisenim 25 um (laser Nd:YAG o vinové délce
266 nm s energii laserovych pulzii 3 mJ) (Obrazek 11). Pomoci pLIBS byly analyzovany
pouze nejdilezitéjsi ¢asti rostliny, jako pfechod kofene a stonku nebo kofenova cepicka, a to
z diivodu velké ¢asové naro¢nosti analyzy. Bioakumulace kadmia byla zavisla na koncentraci
expozi¢niho roztoku/disperze a v rostlinach klesala v potadi CdCl. > CdTe QDs > CdTe/SiOz
QDs. Prostorové rozlozeni kadmia bylo identické pro pozitivni kontrolu a CdTe QDs, protoze
Zjejich jadra mohou unikat ionty kadmia. Kadmium ze vSech zdroji se akumulovalo
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prevazné v kofeni. Toxicita QDs byla vyhodnocena pomoci toxikologickych endpointd délky
kofene a fluorescence chlorofylu. Nejvyssi toxicitu vykazovaly CdTe/SiO2 QDs [78].
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Obrdzek 11 RozlozZeni kadmia v rostliné horcice bilé exponované CdTe v koncentraci
200 uM kadmia, detekované A) metodou LIBS, B) metodou uLIBS, pricemz 1) fotografie
rostliny, 2) LIBS (prostorové rozliseni 100 um)/uLIBS (prostorové rozliseni 25 ym) mapy

rozloZeni kadmia, 3) prelozena fotografie rostliny a prvkové mapy, prevzato z [78]

Nejnovéjsi studie zabyvajici se detekci nanocastic metodou LIBS je z roku 2021 rovnéZ od
Modlitbové a kol. aje zaméfena na detekci UCNPs v brukvi zelné (Brassica oleracea).
Rostliny byly hydroponicky exponovany nano&asticim NaYF4:Yb® Tm**@SiO.-COOH
a iontim yttria a ytterbia v podob& smési chloridu yttritého a ytterbitého (pozitivni kontrola)
v koncentraci 50 a 500 mg UCNPs/I po dobu tfi dnid. Metodou LIBS byly detekovany kovy
vzacnych zemin: yttrium, ytterbium a thulium s prostorovym rozlisenim 100 um. M¢teni
probéhlo s Nd:YAG laserem o0 vinové délce 532 nm a s energii laserového pulzu 20 mJ. Jako
referencni metoda k metodé¢ LIBS bylo pouZito foton-upkonverzni mikroskenovani, které
potvrdilo pfitomnost UCNPs. Toxicita byla vyhodnocovana porovnanim délky kotene, stonku
a celé rostliny. Potvrdila se stabilita UCNPs v kratkodobé expozici pti kontaktu s rostlinou.
Sledované prvky byly vice toxické v iontové podobé, UCNPs pro brukev zelnou neprokézaly
toxicitu ve sledovanych koncentracich. Ackoli UCNPs v omezené mite pronikaly az do lista,
bioakumulace UCNPs probihala ptedevsim v kofeni [11].

V poslednich letech se pro analyzu rostlin metodou LIBS pouZivaji témét vyhradné lasery
typu Nd:YAG v riznych harmonickych frekvencich. Celkové je snaha pfedevsim o zlepSeni
prostorového rozliseni a citlivosti. V dnesni dob¢ je velmi bézné mapovani listi nebo celych
mensich rostlin s prostorovym rozliSenim 100 pym. Ackoli oba parametry zaznamenaly za
posledni roky velky posun (naptiklad nejlepsi doposud dosazené publikované prostorové
rozliSeni rostlinnych vzorkii metodou LIBS je 25 um pro ¢asti rostlin), v porovnani s dalSimi
analytickymi metodami je LIBS stidle v nevyhodé€. V Usili o zlepSeni téchto parametrii se
vyuzivaji riizna usporddani meéficich sestav (DP LIBS, puLIBS), nebo specialni piiprava
vzorkit (NELIBS). Metoda LIBS miize, diky své rychlosti, poslouzit jako zptsob rychlé
predbézné analyzy, pficemz je dostacujici pro sledovani trenda distribuce prvkl v rostling, ale
neni vhodna na analyzu dé&jii na bunécné trovni.
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3.2 DalSi analytické metody prostorové rozliSené analyzy rostlin

Z dal$ich analytickych metod vyuzivanych pro prostorovou analyzu rostlin je pravdépodobné
nejCastéji vyuzivand metoda LA-ICP-MS. Oblibenosti pii analyze biologickych vzorka
dosahla piedevsim diky vysoké citlivosti (az v fadu ng/g) a Sirokému rozsahu prostorového
rozliSeni 0,3-500 um [1]. Konkrétni piiklady vyuziti LA-ICP-MS pro analyzu rostlin jsou
sledovani prostorového rozlozeni selenu a siry v rostlinach slunecnice ro¢ni s prostorovym
rozliSenim 22,05 um [79], nebo k analyze distribuce Zeleza v séji lustinaté (Glycine max)
S prostorovym rozliSenim 16,2 um [80]. Metoda LA-ICP-OES byla pro analyzu pouzita zatim
pouze jednou, pro sledovani distribuce vépniku, sodiku a drasliku v rostlinich tabdku
virginského (Nicotiana tabacum) s prostorovym rozliSenim 15 um [20].

Z ostatnich metod bylo napiiklad metodou PIXE analyzovano prostorové rozlozeni niklu,
kobaltu, arsenu, manganu, zinku a kadmia v rostlin¢ Berkheya coddii [81]. Metodou XRF byl
s krokem 2 um detekovan nikl v rostliné Rinorea javanica [21] a metodou SIMS byl v ryzi
set¢ sledovan arsen, zelezo, zinek a mangan s prostorovym rozliSenim na subceluldrni
urovni [82].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
e chlorid erbity hexahydrat (CAS 10025-75-9)
chlorid yttrity hexahydrat (CAS 10035-01-5)
chlorid thulity hexahydrat (CAS 1331-74-4)
oxid gadolinity (CAS 12064-62-9)
kyselina chlorovodikova (CAS 7647-01-0)
o Sigma Aldrich, St. Louise, Spojené staty americké
e NaYo,YboEr Fs@SiO2-COOH (hydrodynamicky pramér 58,2 nm)
NaYo,6Yhbo2Er 2Fs@SiO.-COOH, (hydrodynamicky pramér 28,8 nm)
NaYo,6Yhbo2Gdo18Tmo 02F4@Si02-COOH, (hydrodynamicky pramér 25,9 nm)
o Ustav analytické chemie AV CR, v.v.i., Brno, Ceska republika, syntézu
a charakterizaci provedl Mgr. Antonin Hlavacek, Ph.D.
e Milli-Q voda (Purite Neptune, Suez, Patiz, Francie), epoxidova pryskyfice (Bison,
Goes, Nizozemi), Parafilm (Merck, St. Louis, USA), semena kukufice seté (Sema,
Smrzice, Ceska republika)

4.2 Pouzité pristroje a software

4.2.1 Pristroje
e LIBS Discovery systém (CEITEC, Brno, Ceska republika)
o abla¢ni komora s pohyblivym stolkem (CEITEC, Brno, Ceska republika)
o sbérna optika F2 (SOL instruments, Minsk, Bélorusko)
o optické vlakno (ThorLabs, Newton, USA)
o spektrometr Shamrock (typ Czerny-Turner, LOT Oriel, Darmstadt,
Némecko)
o laser CFR 400, Nd:YAG 532 nm, doba laserového pulzu 10 ns, pramér
paprskt 7 mm (Quantel, Lannion, Francie)
o ICCD detektor iStar 734 (Andor, Belfast, Spojené kralovstvi)
e FireFly systém (Lightigo, Brno, Ceska republika)
o ablaéni klec s pohyblivym stolkem (CEITEC, Brno, Ceska republika)
o optické vlakno (ThorLabs, Newton, USA)
o laser Sta-01, Nd:YAG 1064 nm, doba laserového pulzu 0,9 ns, pramér
laserového svazku 0,2 mm (Standa, Vilnius, Litva)
o spektrometr AvaSpec s CCD detektorem (typu Echelle, Starline, Avantes,
Apeldoorn, Nizozemi)
e Foton-upkonverzni mikroskener (Ustav analytick¢ chemie AV CR, v.v.l., Brno,
Ceska republika)
o laserova dioda, 976 nm, 1 W (Laserland, Oakville, Kanada)
o dichroické zrcadlo (Thorlabs, Newton, USA)
o objektiv mikroskopu (Olympus, Sindzuku, Japonsko)
o laserovy skener PharosFX (Bio-Rad, Hercules, USA)
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o optické vldkno (ThorLab, Newton, USA)
o CCD spektrometr QE65000 (Ocen Optics, Duiven, Nizozemi)
e pH metr Lab 870 (Schott Instruments, Mainz, Némecko)
e Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Malvern, Velka Britanie)
e [CP-OES spektrometr iCAP 6500 Duo (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
e opticky mikroskop (Pomeas, Kuang-Tung, Cina)

4.2.2 Software
e LIBSNavigator (CEITEC, Brno, Ceska republika)
e Andor Solis (Andor, Belfast, Spojené kralovstvi)
e Spectra Controller (Lightigo, Brno, Ceska republika)
e Pylon Viewer (Basler, Ahrensburg, Némecko)
e LIBSAnalyzer (CEITEC, Brno, Ceska republika)
e Imagel Fiji (National Institute of Health, Bethesda, USA)
e Photoshop CC (Adobe, San Jose, USA)
e Origin 2019 (OriginLab, Northampton, USA)
e Lightigo ImageLab (Lightigo, Brno, Cesk4 republika)

4.3 Test toxicity

4.3.1 Testované latky

Kukuftice setd (Zea mays L.) byla vystavena pisobeni disperzi nékolika druhtt UCNPs
ve tfech rtiznych koncentracich. Mnozstvi nanocéstic bylo korigovano pomoci obsahu yttria
tak, aby vysledné disperze byly v koncentracich 0,5; 5 a 25 mg Y/I. Jako pozitivni kontrola
byly pouzity chloridy pfislusnych RRE (YCls, YbCI;, ErCl;, GdCls aTmCls)
Vv korespondujicich koncentracich.

V Tabulce 2 jsou podrobné rozepsané jednotlivé typy expozic. Kukufice byla exponovana
jak kazdému jednotlivému typu UCNPs zvlast’, tak jejich kombinacim. Pro lep$i orientaci
Vv nasledujicim textu bylo ke kazdému druhu UCNPs ptifazeno schematické oznaceni, v némz
Cislice zna¢i hydrodynamicky primér nanocastice pied expozici. Koexpozice, tedy expozice
rostliny dvéma druhtim UCNPS ve stejny ¢as, jsou oznaceny dvéma cCislicemi a znaménkem
plus.
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Tabulka 2: Podrobny rozpis druhii disperzi/roztokii expozice kukurice

. wroge e o velikost oznaceni
expozice druh nanocastic/ionta s e .
castic [nm] | V textu prace
UCNPs: NaYo,6Ybo2Gdo18Tmo,02F4@Si02-COOH 25,9 UCNPs-26
samostatna NaYo6Ybo2Ere 2F2@SiO2-COOH 28,8 UCNPs-29
expozice NaYo,6Ybo2Er Fa@SiO,-COOH 58,2 UCNPs-58
NaYo,6Ybo 2Gdo 18 Tmo02F4@SiO2-COOH _ ]
UCNPs: NaYo6Ybo2Ere 2F2a@SiO2-COOH 259,288 | UCNPs-26+29

koexpozice NaYo,6Ybo2Gdo 18 Tmo 02F2@SiO2-COOH

NaYo6Ybo2Ere 2F2@SiO2-COOH 25,9,58,2 | UCNPs-26+58

pozitivni

ionty Y3*, Yb%, Er¥*, Gd®", Tm®* — smés chlorid
kontrola
kontrola Milli-Q voda — voda

Provedeny byly dvé koexpozice. V prvni z nich byl studovan vliv slozeni UCNPs na jejich
pfijem a naslednou biodistribuci V rostliné. Pro tuto koexpozici byly zvoleny UCNPs-26
a UCNPs-29, které maji velmi podobnou velikost. SloZeni miizky je totozné, ale lisi se
druhem obsazenych dopantd. Pravé rizné prvkové slozeni umoziiuje monitorovat pfitomnost
riznych typl nanocastic metodami foton-upkonverzniho mikroskenovani a LIBS.

Ve druhé koexpozici byl studovan vliv velikosti UCNPs na jejich biodistribuci. Experiment
probihal s kombinaci UCNPs-26 a UCNPs-58, jez se opét lisi v charakteru dopantt.
Koncentrace vztazené k jednotlivym prvkim jsou vypsany v Tabulce 3. Pied samotnou
expozici byly vSechny zasobni disperze UCNPs proméieny na ICP-OES, kde byla stanovena
koncentrace jednotlivych prvka. Chemicky vzorec UCNPs vychazi z navazky jednotlivych
chemikalii pro syntézu. Jestlize vSak nezreaguje veSkery obsah reakéni smési do podoby
nanocastic, piebyte¢né nenavazané ionty RRE se pfi ¢isténi vymyji. Proto se realny obsah YD,
Er, Gd, aTm pro jednotlivé typy nanocastic 1isi, ackoli ma byt dle vzorce totozny. Pro
ptipravu pozitivni kontroly byla jako navazka volena jejich primérna koncentrace ze vSech
druht UCNPs. Koncentrace yttria byla stanovena pro v§echny typy UCNPs pevné.

U vSech typut disperzi i roztokl byly po expozici opét zméteny koncentrace yttria, ytterbia,
erbia, gadolinia a thulia metodou ICP-OES. Dale bylo zméfeno pH vSech roztoku a disperzi
pred apo expozici. U disperzi UCNPs byl zméfen i hydrodynamicky primér nanocastic
metodou DLS, ve sklenéné kyveté s optickou drahou 10 mm, a foton-upkonverzni maxima
tak, ze 100 pl pfislusné disperze bylo nakapano do jamek mikrotitracni desti¢ky a spektra
byla automaticky nasnimana pomoci foton-upkonverzniho mikroskeneru.
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Tabulka 3: Nomindlni koncentrace kovii vzacnych zemin a UCNPS V expozicnich disperzich/roztocich

druh nominalni koncentrace [mg/l]
dr'gfteofsl Y3 Yb3* Erd Gd®* Tm3+ UCNPs
0,5 0,22 — 0,25 0,02 2,72
UCNPs-26 5 2,25 _ 2,52 0,25 27,17
25 0,45 _ 12,60 1,23 135,83
0,5 0,29 0,30 — 3,21
UCNPs-29 5 2,87 2,96 _ _ 32,05
25 14,35 14,78 _ _ 160,25
0,5 0,21 0,24 — — 2,80
UCNPs-58 5 2,07 2,40 _ _ 28,02
25 10,33 12,00 _ _ 140,08
0,5 0,26 0,15 0,13 0,01 2,96
%%ngs 5 2,56 1,48 1,26 0,12 29,61
25 12,79 7,39 6,30 0,61 148,04
0,5 0,25 0,27 — _ 2,76
UCNPs- 5 2,47 2,68 - - 2759
26+58
25 12,34 13,39 _ _ 137,96
] 0,5 0,24 0,27 0,25 0,02 _
smes 5 2,39 2,68 2,52 0,25 _
chlorida
25 11,97 13,39 12,6 1,23 _
voda — — — — — —

4.3.2 Nakli¢eni semen
Kultivace rostlin kukufice seté (Z. mays) probihala pii laboratorni teplot¢ 22 °C a pfi
svételném cyklu 16/8 (16 hodin svétla, 8 hodin tmy). Devét set semen kukufice seté bylo
nejprve vysazeno do filtracnim papirem vyloZenych a Milli-Q vodou navlh¢enych Petriho
misek. V kazdé Petriho misce bylo umisténo cca 16 semen ve vzajemnych rozestupech
piiblizné 1 cm. Pti udrzované dostatecné vlhkosti filtraéniho papiru zde semena klicila po

dobu 96 hodin. Rast rostlin byl kazdych 24 hodin monitorovan, viz Obrazek 12.

0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
. |/ V- T
Bogn)\ ¥ r ¢ Wi e %
AT o o) B %~ ﬁ»’g
Pl %v 4 188
— = G‘ . i; _’ w ¥

37

Obrazek 12: Kliceni semen kukurice seté, foceno kazdych 24 hodin




Celkovy pocet vysazenych semen vyrazné prevySoval potiebny pocet rostlin vyuzitych pro
expozici proto, aby bylo mozné pro expozici kontaminantim vybrat pouze zdravé semenacky
s podobné dlouhym a silnym koienem. Piebytecné rostliny vSak byly vyuzity pro optimalizaci
podminek méfeni metodou LIBS.

4.3.3 Expozice rostlin

Kukufice setd patii mezi jednod€lozné rostliny. Jeji kliceni a riist probihaji dle schématu
uvedeném na Obrazku 13 [83]. Kofen a koleoptile jsou pro ucely této prace oznacovany jako
podzemni ¢ast rostliny, epikotyl aprvni listy jsou vramci této prace oznacovany jako
nadzemni c¢ast rostliny. K tvorbé prvnich listd doSlo pouze u kontrolnich rostlin, rostliny
exponované RRE v jakékoli podobé utvotily pouze epikotyl. V pritbéhu expozice byl
v ptimém kontaktu s disperzemi/roztoky testovanych latek pouze kofen rostlin a translokace
tedy mohla probihat v ramci podzemni ¢asti do koleoptile, nebo do epikotylu (nadzemni ¢asti
rostlin).

——endosperm ) '
. osemeni epikotyl  koleoptile

délozni listek
— koleoptile |

—— epikotyl Q ( \
‘ hypokotyl A
3/
radikula / \
, ‘ h kO ot | koFen
osemeni radikula yKopoty

Obrdazek 13: Schéma kliceni a riistu jednodélozné rostliny kukurice seté, prevzato
a upraveno [83]

Expozice rostlin kukufice seté (Z. mays) probihala ve 20 ml zkumavkach po dobu
168 hodin ve 25 opakovanich pro kazdy typ expozice. Zkumavky byly naplnény vzdy piesné
20 ml disperze nanocastic ¢i roztoku smési chloridi pfislusnych lanthanoidi (pozitivni
kontrola), ve tfech nominalnich koncentracich: 0,5; 5 a 25 mg Y/l. Koncentrace roztoki
i disperzi byla zvolena na zakladé udaju v literatufe [11, 25, 61, 64]. Zkumavky byly
neprodySné uzavieny transparentni plastovou folii, aby se Vv co nejvétsi mife zamezilo
odpafovani kapaliny. Do folii byly nésledné vytvoreny dirky o priméru cca 2 mm, kterymi
byly provleeny kofinky naklicenych rostlin kukutice. Semeno i s nadzemni ¢asti rostliny
ztstalo nad folii a s kapalinou nikdy nepfislo do ptimého kontaktu. Hladina kapaliny ve
zkumavce dosahovala ptiblizné 3 mm pod jeji okraj, takze kofeny rostlin do ni byly od
zacatku ponofeny. Rist rostlin byl kazdych 24 hodin dokumentovan a pro vybrané expozice
je zobrazen na Obrazku 14.
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kontrola, Milli-Q voda

0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin 120 hodin 144 hodin 168 hodin

UCNPs-58, koncentrace 0,5mg Y/I

Obrazek 14: Rust semenacki kukurice seté monitorovan po 24 hodinach, v horni casti
obrazku jsou rostliny péstované v Milli-Q vode, ve spodni casti obrdzku rostliny exponované
UCNPs-58 v koncentraci 0,5 mg Y/I

Expozice rostlin byla ukoncena po 168 hodinach. Jednotlivé rostliny byly peclivé omyty
Milli-Q vodou a byla zméfena délka jejich podzemni a nadzemni ¢asti jako toxikologické
end-pointy. Statisticky vyznamné rozdily (oznaceni p-hodnoty: *p<0,05, **p<0,01,
***p < 0,001) mezi kontrolni skupinou a jednotlivymi expozicemi byly vyhodnoceny pomoci
neparametrického Mann-Whitney testu. Na konci expozice byly také zméfeny objemy
testovanych disperzi a roztoku, typicky se odpafil z kazdé zkumavky objem v rozmezi 1 az
1,5 ml.

Z rostlin byl skalpelem opatrné odstranén zbytek semene. Nasledné byly rostliny po dobu
jednoho tydne suseny a lisovany. Vzdy minimalné deset reprezentativnich vzorki rostlin
z kazdé expozi¢ni skupiny bylo ¢irou dvouslozkovou epoxidovou pryskyfici upevnéno na
podlozni mikroskopické sklicko. Ptiklad rostliny kukufice seté (kontrolni rostlina exponovana
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pouze vodou) uchycené v epoxidové pryskyfici je uveden na Obrazku 15. Epoxidova
pryskytice se pied uskladnénim vzorkt nechala dikladné zatvrdnout po dobu 24 hodin.
Pripravené vzorky byly vyfotografovany na optickém mikroskopu. Pro analyzu vlastnosti
disperzi a roztoku (pH, velikost nanocastic, emisni maxima a koncentrace lanthanoidt) bylo
uschovano vzdy minimalné pét vzorkd.

Obrdzek 15: Rostlina kukurice z kontrolni skupiny upevnénd v epoxidové pryskyrici na

podloznim mikroskopickém sklicku

4.4 Foton-upkonverzni mikroskenovani

Jelikoz je analyza foton-upkonverznim mikroskenerem zcela nedestruktivni, byla pouZzita jako
Vv pofadi prvni metoda analyzy rozlozeni UCNPs v rostling. Ten stejny vzorek je nasledné
mozné analyzovat metodou LIBS, ¢imz se ziskd ovéfend informace o stabilit¢ nanocéstic
Vv téle rostliny.

Me¢teni mélo podobu postupného ozatovani vzorku laserem s krokem 40 um v osach X iy
a probihalo za tmy. Kazdému namétenému spektru byly pfifazeny soufadnice, diky ¢emuz je
v programu Image]J mozné vykreslit prostorové rozliSeni do podoby 2D mapy. Doba
skenovani se vyrazné liSila v zavislosti na velikosti vzorku, od pfiblizn¢ 20 minut az po dvé
hodiny. Byla detekovana emise aktivatorti erbia a thulia. Spektrum bylo snimano v rozmezi
vlnovych délek 350 az 1130 nm, ale foton-upkonverzni maxima se nachézela ve viditelné
(erbium — v okoli 660 nm) a infracervené (thulium — v okoli 800 nm) oblasti.

Emisni maxima disperzi UCNPs pied apo expozici byla detekovana na foton-
upkonverznim mikroskeneru tak, ze disperze byly v objemu 100 pl naneseny na dna jamek
mikrotitraéni desticky. Volbou vhodného kroku méfeni odpovidajiciho vzdalenosti téchto
jamek byl automatizovan i proces snimani spekter z disperzi. Prazdna jamka pak slouzila jako
blank pro odecet pozadi.

4.5 Meéreni prostorového rozloZeni kontaminantii metodou LIBS

45.1 Optimalizace parametri méreni

Metoda LIBS je velmi vyrazn€ ovlivnéna matri¢nim efektem, optimalizace parametrii méieni
proto probihala na listech kukufice seté¢ vypéstované ve stejnych podminkéch — stejné stari,
vyziva i ptiprava vzorku. Jednalo se tedy o ususené a vylisované listy kukufice seté upevnéné
v epoxidové pryskyfici. Oblast listu byla zvolena, protoze predstavuje vétsi plochu. Pro
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optimalizaci méfeni metodou LIBS byly zvIast’ ptipraveny roztoky smeési chloridi yttria,
ytterbia, erbia, gadolinia athulia ve vysSich, dobfe detekovatelnych koncentracich
(500 mg Y/I, 239 mg Yb/l, 268 mg Er/l, 252 mg Gd/l, 25 mg Tm/1) tak, aby vSechny prvky
zustaly v korespondujicim poméru jako v disperzich UCNPs. Z parametri méfeni byly
optimalizovany energie laserového pulzu, prostorové rozliseni, GD a vybér detekéniho okna.

Optimalizace energie laserového pulzu a prostorového rozliSeni byla provedena spole¢né,
protoze tyto dva parametry jsou na sobé zavislé. Velikost krateru vytvoieného laserovym
pulzem se zvySuje se zvySujici se energii laseru, proto obecné plati, ze pfi mapovani je tieba
volit kompromis mezi intenzitou signalu a prostorovym rozliSenim. Postupné byla testovana
energie 10, 15, 20, 25 a 30 mJ. Velikost kraterd pak byla odectena na optickém mikroskopu.
Podle ni bylo zvoleno takové prostorové rozliseni a energie, aby byla detekovana dostate¢na
intenzita signalu s co nejmensim krokem méfeni.

Optimalizace GD probihala na pfedem piipravenych vysusenych kapkach roztokiti smési
chloridi RRE. Se zvolenou energii a prostorovym rozliSenim byla tato kapka zmapovéna.
Otestovan byl GD od 250 do 2500 ns, pficemz krok méfeni se na zakladé predbéznych
vysledkli v oblasti maximalniho signalu snizoval, aby bylo mozZné zachytit maximum co
nejptesnéji. Pfi vyhodnoceni byl porovnavan pramérny signal na bod (akumulovany signal
yttria z celé kapky/pocet bodi vysuSené kapky). Signal se v programu LIBSAnalyzer scital
jako plocha pod emisni ¢arou Y 11 412,029 nm.

Mgéteni probihala na spektrometru typu Czerny-Turner, ktery mé oblast detekce vlnovych
délek omezenou na pfiblizné 40 nm. V databazi spektralnich ¢ar [11] byly proto vyhledany
emisni Cary yttria, ytterbia, erbia, gadolinia athulia s vysokymi pravdépodobnosti
spektralniho pfechodu tak, aby nedochazelo k vzajemnym interferencim, ato ani s jinymi
biogennimi prvky pfitomnymi v rostlinach. Schopnost detekce zvolenych spektralnich car
byla otestovana s optimalizovanymi ostatnimi parametry opét na zaschlych kapkdch roztoku
smési chloridi RRE.

4.5.2 Analyza rostlin kukufice seté

Rostliny kukufice seté byly analyzovany s optimalizovanymi parametry. Frekvence
laserového pulzu byla 20 Hz a doba méfeni se pohybovala od 8 do 38 minut. Velikost map
byla vrozmezi 9840 az 45024 bodu acelkova plocha mapy se pohybovala v nizsich
jednotkach c¢cm? Prvkové mapy vyjadfujici rozlozeni analytu v rostling byly sestaveny
v programu Lightigo Imagelab. Jednotlivym boduim byly pfifazeny soutadnice a do 2D mapy
byl vykreslen obsah plochy pod zvolenymi emisnimi ¢arami. Piehled emisnich car

i vykreslovanych rozmezi je piehledné vypsan v Tabulce 4.

Tabulka 4: Prehled sledovanych prvkii, zvolenych emisnich car a rozsahu vinovych délek pro
vykresleni do mapy pro LIBS méreni

. s . .| rozsah vinovych
, e s vinova délka emisni | , ,
sledovany prvek typ emisni ¢ary w délek pro vykresleni
cary [nm]
do mapy [nm]
yttrium Y 412,830 412,5-413,6
ytterbium Yb I 398,799 398,7-399,4
erbium Erl 400,796 400,7-401,4
gadolinium Gd | 368,413 368,4-368,7
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4.6 Méreni prostorového rozloZeni kontaminanti metodou pLIBS

Celé rostliny byly analyzovany imetodou pLIBS, kterdA umoziuje dosazeni lepSiho
prostorového rozliSeni. Pro puLIBS analyzu byly testovany dva systémy. Prvni méfeni se
uskutecnilo na sestavé LIBS Discovery, ktera byla modifikovéna ptidanim filtru, ktery omezi
prumér laserového paprsku ze 7 mm na 1 mm. Filtr zabrénil pfistupu vétSiny laserového
zareni. Spektra byla snimana spektrometrem typu Czerny-Turner Shamrock. Aby bylo mozné
detekovat signal, byla pouZzita maximalni mozna energie laserového pulzu 91,2 mJ. Pii uLIBS
meieni se GD voli obvykle 0 ns, protoze plazma je mensi a rychleji vyhasina. Prostorové
rozliseni mapy bylo upraveno dle velikosti vznikajiciho krateru na 40 pm v osach X 1Yy,
frekvence dopadu laserového pulzu byla 20 Hz. ZlepSenim prostorového rozliSeni se vyrazné
prodlouzi doba méfeni, mapa se skladala 97 515 bodu a méfeni trvalo 81 minut. Otestovan byl
vzorek kukufice exponovany smési chloridi v koncentraci 25 mg Y/I.

Druhy pfistup k pLIBS meéfeni zahrnoval sestavu Lightigo Firefly, kterd je vybavena
laserem s vyssi opakovaci frekvenci laserovych pulzu, az 100 Hz a fixni energii laserového
pulzu 1 mJ. Mapy byly méfeny s prostorovym rozliSenim 26 pm v obou osach a GD byl opét
nastaven na 0 ns. Spektra byla snimana na dvou spektrometrech soucasné: Czerny-Turner
spektrometr Shamrock a Echelle spektrometr Avantes. Protoze maximalni snimaci energie
spektrometru Shamrock je limitovana, bylo métfeni provadéno s frekvenci laserového pulzu
62,5 mJ. Mapy se skladaly z 341 638 az 1 166 725 bodli, méfeni trvala 91 az 311 minut.
Nasledujici volba sestavy pro realizaci nLIBS méfeni zavisela nejen na citlivosti, ale i na
rychlosti méfeni a dosazeném prostorovém rozliSeni.

Vyhodnoceni vyslednych prvkovych map probéhlo rovnéz v programu Lightigo Imagelab,
ale, jelikoz byla v obou pfipadech zaznamenavana celd doba Zivota plazmatu, bylo nutné pii
vyhodnoceni provést odecet baseline. Dal§i zménou byla volba emisni ¢ary yttria, pro pLIBS
méteni byla vykreslovana emisni ¢ara Y II 371,029 nm, rozsah pro vypocet plochy pod
kiivkou byl 370,8-371,6 nm. Ostatni emisni cary byly stejné jako v ptipadé¢ LIBS méteni. Pro
ptehlednost jsou ¢ary pro pLIBS uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5: Prehled sledovanych prvkii, zvolenych emisnich car a rozsahu vinovych délek pro
vykresleni do mapy pro pro uLIBS méreni

. s . .| rozsah vinovych
, e s vinova délka emisni | ,
sledovany prvek typ emisni ¢ary w délek pro vykresleni
cary [nm]
do mapy [nm]
yttrium Y I 371,029 370,8-371,6
ytterbium Ybl 398,799 398,7-399,4
erbium Erl 400,796 400,7-401,4
gadolinium Gd | 368,413 368,4-368,7
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vlastnosti disperzi a roztoki

Vysledky méfeni hydrodynamického pruméru foton-upkonverzich nanocastic jsou vypsany
v Tabulce 6. Pro koexpozici UCNPs-26+58, lisici se velikosti UCNPs, jsou uvedeny dveé
hodnoty hydrodynamického priméru. Z méteni vyplyva, Ze stabilni byly pouze UCNPs-58.
U ostatnich dvou typi (UCNPs-26 a UCNPs-29) se vysledky méfeni pied a po expozici
vyrazng lisi, doslo k vysokému nartistu hydrodynamického praiméru UCNPs. Z toho vyplyva,
ze s Casem dochazelo k agregaci/aglomeraci nanocastic, ato jak pii kontaktu s kofenem
rostliny, tak i v zasobnich roztocich. To mohlo byt zplisobeno rozpousténim obalu z oxidu
kfemicitého zpisobenym pouzitim nizkych koncentraci UCNPs v roztocich v kombinaci
s relativné dlouhotrvajici expozici. Tuto teorii potvrzuje i fakt, ze i stabilni UCNP-58 pfi
bylo vhodné pouzit vétsi vrstvu kiemenného obalu, piipadné vyuzit polymerizace [84].
Priklad graficky zndzornénych vysledki meéfeni hydrodynamického praméru je na
Obrazku 16.

Tabulka 6: Hodnoty hydrodynamického priiméru pouzitych UCNPs pred expozici a po 168 hodindch
v kontaktu s rostlinou a bez kontaktu s rostlinou, n predstavuje pocet méreni, v predstavuje pocet

vzorki (primérna hodnota = smerodatna odchylka)

hydrodynamicky primér [nm]
nominalni (n=5)
druh disperze ko”;tet?it;ace pied | po 168 hodinch pe 163 hodach
[mo/l] e(’i/p(_’zll? ez‘f‘jzé‘)’e s rostlinou
(v=1)
0,5 69,5 +22,3 26,3+9,2
UCNPs-26 5 25,9+6,9 122,8 £61,1 740,8 £ 146,2
25 671,3+1944 574,8 + 189,5
0,5 122,5+ 38,1 32,1+6,7
UCNPs-29 5 28,7+7,6 64,4+ 254 656,3+ 121,3
25 883,0 + 255,9 1050,0 + 522,1
0,5 67,9 + 30,5 50,2 + 16,6
UCNPs-58 5 58,2+ 15,2 53,2+ 15,6 53,5+ 14,8
25 53,7+ 14,5 177,0+ 99,6
0,5 5.0 4 6.9 304,8 + 83,5 26,6 + 6,749
UCNPs-26+29 5 28’7 N 7,6 27,7 £8,0 1229,0 + 238 .4
25 ’ ’ 802,2 +251,1 610,4 + 141,6
05 51,0+10,1 44,6 + 14,6
’ 3504 + 202,6 —
259+6,9 43,7 + 14,3 4431+ 119,4
UCNPs-26+58 > 582+152 | 12421 -
o5 59,0 + 16,7 58,1+ 16,5
604,2 + 234,3 —
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Obrdzek 16. Graficky zndzornéné priklady vysledkit méreni DLS pro vybrané expozice
UCNPs 0 nominalni koncentraci 5 mg Y/l pred a po testu toxicity. Na ose x je

Vv logaritmickém méritku znazornén hydrodynamicky priimér cdastic, na ose y intenzita signdlu

Vinové délky foton-upkonverznich maxim, uvedené v Tabulce 7, zistavaly i pfes
agregaci/aglomeraci nanocastic pomérné stabilni. Nejznatelnéjsi rozdily se vyskytovaly
U nejnizs§i nominalni koncentrace, 0,5 mg Y/I, kdy se maxima posouvala k mirné vyssim
vlnovym délkam. Priamérné hodnoty byly vypoéteny zméfeni péti vzorkl disperzi

odebranych po ukonceni expozice.
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Tabulka 7: Hodnoty vinovych délek foton-upkonverznich maxim pro disperze UCNPs pied expozici

apo expozici, n predstavuje

sméerodatna odchylka)

pocet méreni, v predstavuje pocet vzorkii (prumérnd hodnota =+

foton-upkonverzni maxima [nm]

druh nominalni (n=23)
disperze kongentrace pred po 168 hoslinéch po 168 hodinz’lch_ bez
yttria [mg/l] | expozici expozice kontaktu s rostlinou
(v=1) (v=5) (v=1)
0,5 8169+ 1,1 816,7+2,1
UCNPs-26 5 801,1+0,4 800,9 + 2,6 802,6 + 1,6
25 800,2 +0,3 800,7 £ 0,6
0,5 680,8 +4,3 661,9 + 8,6
UCNPs-29 5 658,8 £ 0,3 657,2 3,0 655,4 % 0,6
25 654,7 £2.7 661,1 £2.1
0,5 669,1 £ 7.4 6615+ 1,6
UCNPs-58 5 659,6 +£0,3 659,1 + 0,4 657,7+3,7
25 659,5 = 0,6 659,2 £ 0,6
0,5 662,6 +£0,0;8162+1,0| 660,7+27;8100+74
UZ%T;E;S 5 22;’; i 8’431 658,5+4,1;802,0+2,6 | 656,5+3,3;801,45+2,6
25 ’ | 657,0+3,5;801,1 £0,9 [ 654,6 +0,6; 800,7 £ 0,6
0,5 659,2+44;816,6+0,7 | 659,2+48;8045=+0,5
i 5 e oy [659.6% 1.8:802.0 3.3 | 656,5+3,3:8026 % 16
25 T 1659,6 £0,0;801,4+0,9 | 656,5+3,3; 800,7 + 0,6

Dalsim sledovanym parametrem roztoka a disperzi bylo pH, které bylo v ¢ase pomérné

stabilni. Pfed a po expozici nedochazelo k vyraznym zménam pH. Nejvétsi zména pH byla

cvwvr

zustavalo téméf neménné. Naméfené hodnoty pH jsou uvedeny v Tabulce 8.
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Tabulka 8: Hodnoty pH disperzi UCNPs a roztokii smési chloridii pied a po expozici, N predstavuje

ocet méreni, v predstavuje pocet vzorkii (priimérnd hodnota + smérodatna odchylka)

pH
druh nominalni ' (n=3) __
disperze/roztoku koncentrace yttria pred expozici po 168 h(_)dlnach
[mo/l] (v =1) expozice
(v=5)
0,5 57+0,2 6,4+03
UCNPs-26 5 59+0,1 6,6 +0,3
25 6,6 +0,1 6,8+0,1
0,5 58+0,1 6,6 +0,1
UCNPs-29 5 6,0+0,2 6,4+0,1
25 6,5+0,1 6,7+0,1
0,5 57+0,1 6,7+0,1
UCNPs-58 5 6,1+0,1 6,6 £ 0,1
25 6,7+0,1 6,7+0,1
0,5 56+0,2 6,5+0,1
UCNPs-26+29 5 6,2+0,1 6,6 £ 0,1
25 6,5+0,1 6,8+0,1
0,5 57+0,2 6,5+0,3
UCNPs-26+58 5 6,2+0,1 6,6 £ 0,1
25 6,6 +0,1 6,8+0,1
0,5 58+0,1 6,5+0,1
smés chloridu 5 56+0,2 5,9+0,4
25 54+0,1 5,6 0,1
voda 0 6,1+0,1 5,9+0,2

Pied zacatkem expozice byla metodou ICP-OES stanovena koncentrace yttria, ytterbia,
erbia, gadolinia a thulia v zasobnich roztocich a disperzich. Déle byla stanovena vytéznost
yttria oproti nominalni hodnoté koncentrace. Vytéznost se pohybovala mezi 74 a 111 %.
Hodnoty koncentraci jsou uvedeny v Tabulce 9. Koncentrace yttria, ytterbia, erbia, gadolinia
a thulia byla stanovena i po expozici, vysledky jsou uvedeny v Tabulce 10. Porovnani hodnot
yttria pted a po expozici je uvedeno v Tabulce 11. Zde je patrné, Ze v ramci jednotlivych typu
expozice dochazelo k navySovani piijmu sledovanych latek rostlinami s jejich rostouci
koncentraci, nejvétsi mnozstvi yttria tedy bylo rostlinou pfijimano v koncentraci 25 mg Y/I
a nejmensi mnozstvi v koncentraci 0,5 mg Y/I. Obecné platilo, Ze piijem yttria byl vyssi pro
UCNPs v porovnani se smeési chloridi Vv odpovidajicich koncentracich. V koncentraci
25 mg Y/l byl nejvyssi pfijem yttria rostlinami u testované smési UCNPS-26+29 (naméfeny
pticemz rozdil byl pfiblizné osminasobny. Ve dvou zbylych koncentraci 0,5 a 5 mg Y/l byly
rozdily mezi druhy expozice nizsi. Pro koncentraci 5 mg Y/I se ubytek yttria pohyboval mezi
13 a 33 pg a pro koncentraci 0,5 mg Y/l mezi 3 a 8 pg.

Zdanlivy narast koncentrace usmeési chloridii v nominalni koncentraci 25 mg Y/l je
zpiisoben odpafovanim vody z roztoku a vstfebavanim rostlinou. |V tomto piipadé pfi
piepoctu pro odpovidajici objem doslo k poklesu koncentrace ionti yttria.
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Tabulka 9: Hodnoty koncentrace yttria, ytterbia, erbia, gadolinia a thulia pred zacdatkem expozice

a vypoctend vytéznost yttria oproti nomindlni koncentraci, n prredstavuje pocet méreni, v predstavuje

ocet vzorkii (priimérnd hodnota + smérodatna odchylka)

nominalni

naméiena koncentrace pred expozici [mg/l]

druh n=3v=1 vytéZnost
disperze/roztoku I;:)tr;fae?:;gzt]a Ve Yb E’r3+ G T yttria [%0]
05 05225+ | 02397+ | | 02651+ | 00255+ | o
: 00010 | 00004 0,0010 | 0,0008
41166+ | 10430 21754+ | 02111
UCNPs-26 5 00257 | 00065 - 0,0062 | 0,001 2 82
" 24799+ 103087+ |112941%| L0774+ | oo
00218 | 0,0502 0,008 | 0,006 3
0.502 0+ | 02955+ | 00305+
0.5 0,0028 | 00017 | 0,0002 - - 100
4180 1= | 2,530 54 | 2.677 0+
UCNPs-29 5 00286 | 00109 | 00143 - - 84
s 220103 | 12,9544+ 133093 | - "
00831 | 00545 | 00740
05249+ | 02206 | 00261+
0.5 00015 | 00008 | 00001 - - 105
4548 1+ | 19532+ | 23524 +
UCNPs-58 5 00201 | 00052 | 00032 - - a
" 220983+ 93204+ [108404%| - "
00794 | 00107 | 00182
0e 05206+ | 02744+ | 00162+ | 04823+ | 00127+ | o
: 00007 | 00001 | 00001 | 00010 | 0002
30397+ | 21124+ | 12645+ | 09985+ | 0103 1 =
UCNPs-26+29 5 00170 | 00070 | 00046 | 00022 | 00002 ”
s 23,0262+ 12,1165+ | 70518+ | 5,880 1+ | 05829+ |
01431 | 00599 | 00440 | 00327 | 00043
0s 05317+ | 02326+ | 00138+ | 0,1263+ | 00115+ | 1 o
! 00013 | 00007 | 00001 | 00017 | 00021
37197+ | 16867+ | 09409+ | 09790+ | 01009 &
UCNPs-26+58 5 0,0270 | 00055 | 00035 | 00038 | 0,0002 4
. 232820+(10,236 3+ 5,820 1+ | 58665+ | 05774+ | o
00763 | 00183 | 00123 | 00080 | 00019
0e 0557 1= | 02743+ | 00314+ | 02717+ | 00292+ | .-
: 00004 | 00007 | 00001 | 00016 | 00004
s ehlorida - 50074+ | 2,536 1+ | 29980+ | 25836 +| 02779+ | o
00131 | 00155 | 00203 | 00130 | 00019
" 24,6512+ 12,2885+ | 13,995 2 12,156 2+ | 13175+ | oo
00092 | 00485 | 00788 | 00398 | 00068
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Tabulka 10: Hodnoty koncentrace yttria, ytterbia, erbia, gadolinia a thulia po ukonceni expozice,

N predstavuje pocet méreni, v predstavuje pocet vzorki (priimérnd hodnota = smérodatnd odchylka)

druh nominalni naméiena koncentrace po expozici [mg/1]
disperz:;roztoku kont_:entrace n=3v=5
yttria [mg/I] Y3 Yb¥* Erd Gd* Tm3®
o: 03630+ | 01625+ | | 0.1687= | 0,0167 =
! 0,0837 | 00381 00495 | 0,0043
26230+ | 12351 < 13590+ | 01342+
UCNPs-26 5 18612 | 08706 - 10252 | 00952
’s 200648+ 99757+ | |100964+| 1,049+
20742 | 09303 10377 | 0,0940
os 03280+ | 01850+ | 00191+ | 3
: 01152 | 00644 | 00071
30715+ | 18303+ | 1,9488 =
UCNPs-29 5 15834 | 09594 | 10289 - -
" 18,1604+ | 10461 1 =| 10,686 7=| -
46493 | 28037 | 28763
oe 01410+ | 00670+ | 00069+ | 3
: 0,0359 | 00080 | 00014
4154 1+ | 17606+ | 21543 +
UCNPs-58 5 01201 | 00435 | 00584 - -
" 18,6347+ 76657~ | 8,8984+ | 3
50280 | 24857 | 28838
os 02896+ | 01464+ | 00086+ | 0.0630% | 00059 «
: 00880 | 00419 | 00027 | 00261 | 0,0020
33157+ | 17600« | 1,021 4= | 08694+ | 00880«
UCNPs-26+29 5 15828 | 08441 | 04820 | 04362 | 00438
" 106422+ 54776+ | 31982+ | 26174« | 02595+
61119 | 31653 | 18372 | 15828 | 0155
0e 02684+ | 01139+ | 00072+ | 00574+ | 0,006 1 =
: 01545 | 00634 | 00038 | 00354 | 0,039
26323+ | 11654+ | 06632+ | 06552+ | 0,068 0+
UCNPs-26+58 5 17860 | 07943 | 05261 | 04155 | 0,0405
e 20535 1| 89944+ | 50178~ | 52380+ | 05116+
36711 | 16676 | 08882 | 1,0310 | 01011
os 02786+ | 01377+ | 00153+ | 01236+ | 00138 +
! 01061 | 00414 | 00056 | 00510 | 00049
s ehloridi - 48239+ | 23266+ | 27938+ | 23280+ | 02583 =
02361 | 01414 | 01625 | 01597 | 00146
. 248913+ 12,3366+ 140794 £ |12.162 0L | 13258 +
01756 | 01209 | 01133 | 01513 | 0,009 2
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Tabulka 11: Porovndni hodnot koncentrace yttria (c), hmotnosti yttria (m) a objemu disperze/roztoku
pred a po expozici (V), ubytek yttria je vyjadien jako pokles koncentrace yttria v mérenych roztocich

a disperzich v procentech a jako ubytek hmotnosti yttria v ug a v procentech

pied expozici po expozici porovnani mnozstvi yttria
druh nominalni Kl . i
disperze/| koncentrace ¢ m v ¢ m v kor?t:(:antersace uylg:it;{ l;/lg:le;
toku | yttri /I ;
roztoku | yttria [mg/l] | [mg Y/1] | [ng] | [MI] | [mg Y/I] | [pg] | [mI] yitria[%] | [ngl | [%]
0,5 052 | 10 | 20 | 0,36 7 | 19,09 31 3 34
UCZ'\E‘SPS' 5 412 | 82 | 20 | 262 | 49 | 1861 36 33 | 41
25 2248 | 450 | 20 | 22,06 | 415 | 18,78 2 35 8
0,5 050 | 10 | 20 | 0,33 6 | 19,02 35 4 38
UCZ'\S‘)PS' 5 418 | 84 | 20 | 307 | 57 | 1848 27 27 | 32
25 2201 | 440 | 20 | 18,16 | 337 | 18,56 17 103 23
0,5 053 | 11| 20 | 0,14 3 | 18,96 73 8 75
UCNPs-
e 5 455 | 91| 20| 415 | 78 | 18,86 9 13 14
25 2210 | 442 | 20 | 18,63 | 344 | 1844 16 08 22
0,5 052 | 10 | 20 | 0,29 6 | 19,29 44 4 46
UCNPs-
26420 5 394 | 79 20| 332 | 62 |18,78 16 17 21
25 23,03 |461| 20 | 1064 | 197 | 18,67 54 264 57
0,5 053 | 11 | 20 | 0,27 5 | 18,79 50 6 53
UCNPs-
s 5 372 | 74| 20| 263 | 48 | 18,18 29 26 36
25 2328 | 466 | 20 | 20,54 | 389 | 18,94 12 77 16
] 0,5 056 | 11 | 20 | 0,28 5 | 18,94 50 6 53
SIES | 5 510 | 102 | 20 | 482 | 89 | 18,47 5 13 12
chloridu
25 2465 | 493 | 20 | 24,89 | 461 | 18,51 1 32 7

5.2 Vysledky testu toxicity
Vyhodnoceni toxikologickych endpointii ukazalo, ze UCNPs i smés chloridi RRE jsou
toxické ve vSech testovanych koncentracich (0,5; 5 a 25mg Y/l). Prvnim sledovanym
makroskopickym endpointem byla mortalita, kterd je procentudlné zndzornéna v grafu na

Obrazku 17. Mortalita rostlin ve zvoleném rozsahu koncentraci nebyla prokazatelné

koncentracné zavisla. Rostliny exponované pouze jednomu druhu UCNPs prosperovaly
obecné Iépe (mortalita od 4 do 28 %), nez rostliny vystavené pusobeni smési UCNPS
(mortalita od 24 do 40 %) a smési chloridi (mortalita od 36 do 52 %).
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Obrazek 17: Mortalita kukurice seté pro jednotlivé expozice, Na 0Se X je nomindlni
koncentrace yttria [mg/l], na ose y je vynesena mortalita rostlin [%]

Naésledujici toxikologické endpointy se zabyvaji vyhodnocenim rlstu jednotlivych c¢asti
exponovanych rostlin. Vyhodnoceni statistické vyznamnosti rozdili v toxikologickych
endpointech bylo ur¢eno pomoci neparametrického Mann-Whitney testu, pti¢emz hladiny
statistické vyznamnosti byla stanoveny nasledovné: *p < 0,05, **p <0,01, ***p < 0,001.
Normalizovana délka podzemni ¢asti rostlin je znazornéna na Obrazku 18 a pro vsechny
koncentrace i vSechny typy expozice je toxicita potvrzena na hladin¢ statistické vyznamnosti
p <0,001. Normalizace probchla k primérné hodnoté délky podzemni ¢&asti rostlin
exponovanych pouze vodé, tj. kontrolni skuping.

2
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Obrazek 18: Normalizovana délka podzemni casti rostliny kukurice seté pro jednotlivé
expozice, cervené je oznacena priumérna délka podzemni casti rostliny, na 0Se X je vynesena
koncentrace yttria [mg Y/l], na ose y je vynesena normalizovand délka podzemni casti

rostliny. Tremi modrymi hvézdickami je vyznacena hladina statistické vyznamnosti p < 0,001.

50



Pro délku nadzemni c¢asti rostliny, jejiz normalizované hodnoty jsou znazornény v grafu na
Obrazku 19, je trend velmi podobny, UCNPs ismeés chloridi jsou toxické na hladiné
vyznamnosti p <0,001. Jediné dvé vyjimky tvoii UCNPs-26+29 v koncentraci 25 mg Y/l
asmés chloridi v koncentraci 5 mg Y/l, kde nebyl pozorovan statisticky vyznamny vliv
analytu na rtst nadzemni ¢asti rostliny. Nicméné rostliny, kterym rostla nadzemni ¢ast zcela
bez ovlivnéni, byly pravé o to vice zasazeny pusobenim testovanych latek v ptedchozim
detektovaném parametru — rustu kofene, ato tak, ze celkova délka rostliny (Obrazek 20)
nebyla touto anomalii ovlivnéna.

3
voda UCNPs-26 UCNPs-29 UCNPs-58 UCNPs-26+29 UCNPs-26458 smés chloridd
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Obrazek 19: Normalizovana délka nadzemni casti rostliny kukurice seté pro jednotlivé
expozice, cervené je oznacena priumérna délka nadzemni Cdsti rostliny, na 0Se X je vynesena
koncentrace yttria [mg Y/I], na ose y je vynesena normalizovana délka nadzemni éasti
rostliny. Tremi modrymi hvézdickami je vyznacena hladina statistické vyznamnosti p < 0,001.

Délka celé rostliny (graf hodnot normalizovanych K primérné hodnoté vzristu kontrolnich
rostlin je znazornén na Obrazku 20) byla ovlivnéna pro vSechny typy expozice. V porovnani
s kontrolnimi rostlinami (exponované pouze Milli-Q vodou) byl tento rozdil statisticky
vyznamny (***p < 0,001).
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Obrazek 20: Normalizovana délka celé rostliny kukurice seté pro jednotlivé expozice, cervene
Jje oznacena prumérna délka celé rostliny, na 0se X je vynesena koncentrace yttria [mg Y/I],
na ose y je vynesena normalizovand délka celé rostliny. Tremi modrymi hvézdickami je

vyznacena hladina statistické vyznamnosti p < 0,001.

Podle soucasné literatury byla fytotoxicita UCNPs o¢ekavana pouze pro koncentrace vyssi
nez 50 mg, coz v ramci této prace odpovida pouze koncentraci 25 mg Y/I (ptiblizné 136—-
140 mg UCNPs/I) UCNPs/l [25]. Z koncentraci pouzitych vtomto experimentu tuto
podminku spliiuje pouze nejvyssi nominalni koncentrace 25 mg Y/l. Fytotoxicita vsech
testovanych UCNPs se projevila i v obou nizsich koncentracich, to mtze mit nékolik dtivodu.
Pouzity druh modelového organismu, kukufice setd, mize byt na ptisobeni UCNPs vysoce
citlivy. Protoze kazdy druh rostliny je jinak citlivy, vysledek testli toxicity je druhové
nepienositelny a v zadné predchozi studii toxicity UCNPs nebyla kukufice setd pouZita,
nemuzeme tento fakt vyloucit. Dal§im divodem muize byt Gnik iontl lanthanoidii z nanoc¢éstic
do okolniho prostiedi, pfi¢emzZ je zndmo, Ze ionty lanthanoidl jsou pro rostliny vice toxické,
nez UCNPs. Vyse uvedené vysledky méfeni hydrodynamického priméru UCNPs potvrdily
nestabilitu pouzitych nanocastic v Case, unik iontt je tedy vysoce pravdépodobny.

5.3 Prostorové rozliSena analyza

5.3.1 Optimalizace parametri méreni

LIBS

Prvnimi optimalizovanymi parametry LIBS méfeni byly prostorové rozliSeni (limitované
velikosti krateru) a energie laserového pulzu. Velikost krateru pro rtizné energie laserového
pulzu je znazornéna na Obrazku 21. Mezi 15 az 25 mJ je velikost podobna (od 90 do
100 um), pii 30 mJ se skokoveé zvySuje na ptiblizné 200 um. Z velikosti a tvaru kratert
vyplyvé, Ze optimalni prostorové rozliSeni je 100 pm. Pro ur€eni optimalni energie byla
provedena dodatecna méfeni, popsana nize.
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velikost krateru pro rtizné energie
laserového pulsu (m))

10 15 20 | 25 | 30

Obrazek 21: Velikost krateru pro riizné energie laserového pulzu, cervené je oznacena

energie laserového pulzu vybrana pro dalsi méreni

Kvili podobnym vysledkiim velikosti krateru pro nékolik energii byly pro vyhodnoceni
mapovany zaschlé kapky smési chloridii pro vS§echny vyse uvedené energie s krokem 100 pum.
Vysledky tohoto méfeni jsou znazornény na Obrazku 22. Pro vSechny sledované prvky jsou
vykresleny LIBS mapy, ze kterych je patrné, ze energie 10, 15 a 20 mJ jsou nedostatecné.
Optimalni signal je ziskan pii 25 mJ, pti 30 mJ dochazi kromé nérhstu signalu i1 ke zvySovani
signalu z pozadi. Pro dal§i méfeni tedy byla zvolena energie 25 mJ.
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energie (m))

Er | Yb | YI
400,796 nm 398,799 nm 412,830 nm

Gd |
368,413 nm

Obrazek 22: Vykreslena mapa kapky pro rizné energie laserového pulzu, cervené je

oznacena energie laserového pulzu zvolend pro dalsi méreni

Dalsim parametrem pro optimalizaci LIBS méfeni byl GD. Pro vybér optimalniho GD byly
naméfeny vysuSené kapky smési chloridii s optimalizovanym prostorovym rozliSenim
(100 um) a energii laserového pulzu (25 mJ). Primérna hodnota signalu byla vypoctena jako
podil akumulované intenzity yttria a poctu bodli kapky. Déle byly z méfeni vykresleny
prvkové mapy yttria, ytterbia, erbia a gadolinia, které jsou znazornény na Obrazku 23. Na
zaklad¢ ziskanych vysledkt byl pro dalsi LIBS méteni zvolen GD 1500 ns.
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Obrazek 23: Vykreslené kapky yttria (Y I 412,830 nm), ytterbia (Yb 1 398,799 nm), erbia
(Er 1400,796 nm) a gadolinia (Gd | 368,413 nm) pro rizné GD, cervené je oznacen GD

zvoleny pro dalsi méreni

Na Obrazku 24 je porovnani vSech otestovanych sestav, pfi¢emz kazda z nich se lisila
pfedev§im moznym krokem méfeni a energii laserového pulzu. Sestava s prostorovym
rozliSenim 100 um byla pouZzita pro méfeni LIBS. Pro analyzu pLIBS byly otestovany dvé
experimentalni sestavy, umoziujici prostorové rozliSeni 40 um (sestava Discovery s filtrem
omezujicim prumér laserového paprsku) s a 26 um (sestava FireFly). Usporadani s krokem
40 um vykazovalo nizsi citlivost. Pro dalsi pLIBS méfeni byla proto zvolena sestava FireFly
s krokem 26 pum.

prostorové rozliSeni| prostorové rozliseni prostorové rozliseni
100 pm 40 um 26 um
o), Yb | iy Yb1 Yb |
398,799 nm B 2 . 398,799 nm B¢ ; 398,799 nm

Obrdzek 24: Porovnadni vysledkii méreni pro vzorek kukurice seté exponované smési chloridi
v koncentraci 25 mg Y/I pro emisni ¢aru ytterbia Yb I 398,799 nm, zleva prostorové rozliseni
100 um (systém Discovery), 40 um (uLIBS uprava systému Discovery), 26 um (systém
FireFly)
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uLIBS

Pro méfeni uLIBS nebylo kvuli fixni energii laseru (1 mJ) a kratké dobé zivota plazmatu
mozné optimalizovat energii laserového pulzu, ani GD, ktery je fixné dany na hodnoté 0 ns.
Velikost kroku méfeni byla ptizptisobena velikosti krateru (pfiblizné¢ 20 um) vznikajiciho po
dopadu laserového pulzu.

5.3.2 Prostorové rozliSena analyza rostlin

Prostorova analyza sestavala postupné ze dvou typid méfeni — foton-upkonverzni
mikroskenovani a méfeni LIBS/uLIBS. Pro znazornéni vysledkt foton-upkonverzniho
mikroskenovani byla pro ptehlednost kazdému typu nanocastic piifazena barva (Tabulka 12),
ktera se mezi vzorky neméni. U koexpozic je navic pro piehlednost zobrazen i piekryv
nanocastic ve vzorku, kde se vybrané barvy piekryvaji. Protoze metodami LIBS a pLIBS se
nedetekovaly rizné typy UCNPs, ale pouze jednotlivé prvky, byla pro vSechny sledované
prvky zvolena stejné barevnd Skala.

Tabulka 12: Barevné oznaceni jednotlivych typii nanocdstic pro foton-upkonverzni mikroskenovani.

typ nanocastic barva
UCNPs-26 modra
UCNPs-29 cervena
UCNPs-58 zelena

Metodou LIBS (prostorové rozliseni 100 um) byly zméteny distribuce kontaminantl
u zastupct rostlin ze vSech expozi¢nich skupin. V ramci sekce vysledka v této diplomové
praci jsou ukdzany pouze vybrané piiklady, konkrétné rostliny exponované disperzim UCNPs
a roztoku smési chloridi v koncentraci 5mg Y/l ajeden ptiklad rostliny exponované
UCNPs v nominalni koncentraci 0,5 mg Y/l. Metodou LIBS byla analyzovana i rostlina
z kontrolni skupiny, dle ocekdvani v tomto vzorku nebyl detekovan signdl zadného
Z lanthanoidd.

Dale jsou Vv praci uvedeny vysledky méfeni ziskané metodou pLIBS, u kterych se podatilo
dosdhnout téméf ctyfikrat lepSiho prostorového rozliSeni (26 pm), avSak za cenu snizené
citlivosti. Metodou pLIBS byly analyzovany vzorky exponované pouze dvéma nejvyS$im
nominalnim koncentracim (5 a 25 mg Y/l) a v ramci této prace jsou jako ptiklad vysledku
uvedeny rostliny exponované smésim UCNPs: UCNPs-26+29 a UCNPs-26+58 v koncentraci
25 mg Y/l. V rostlinach se podafilo detekovat pouze dva prvky nejvice zastoupené ve vSech
typech UCNPs: yttrium a ytterbium. Erbium a gadolinium se detekovat nepodatilo. Metodou
uLIBS se proto neda rozlisit mezi jednotlivymi typy UCNPs a v ramci této prace je tedy tato
metoda vhodna pouze pro detekci UCNPs v samostatné expozici.

Piiklad naméfeného emisniho spektra z rostliny exponované UCNPs-26+29 v koncentraci
25 mg Y/l pro metodu LIBS je uveden na Obrazku 25. Jsou zde rozeznatelné spektralni ¢ary
vSech sledovanych RRE (Gd | 368,413 nm, Yb 1 398,799 nm, Er | 400,796 nm,
Y 1412,830 nm).

Prvkové mapy metod LIBS ipLIBS jsou doplnény o foton-upkonverzni mikroskeny.
Protoze je metoda nedestruktivni, pfedchazela méfeni metodami LIBS a uLIBS. Metodou
foton-upkonverzniho mikroskenovani (prostorové rozliseni 40 um) byli analyzovani zastupci
rostlin exponovanych UCNPs ve vSech zvolenych typech a koncentracich.
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Obrazek 25: (A) Fotografie rostliny exponované UCNPs-26+29 v nominalni koncentraci

25 mg Y/l, (B) emisni ¢ary gadolinia (Gd | 368,413 nm), ytterbia (Yb 1 398,799 nm), erbia

(Er 1400,796 nm) a yttria (Y | 412,830 nm) ziskané metodou LIBS, na ose x je zndzornéna

intenzita spektralnich car (a.u.), na ose Y vinova délka (nm). Cernym ki'tzkem je oznacena
poloha spektra v rostliné.



Mapovani rostlin metodou LIBS

Mapy distribuce UCNPs z foton-upkonverzniho mikroskenu a mapy distribuce prvku yttria
(Y 1412,830 nm), ytterbia (Yb1398,799 nm) a gadolinia (Gd | 368,413 nm) ziskané
metodou LIBS v rostliné Z. mays exponované UCNPs-26 0 nominalni koncentraci yttria
5 mg/1 jsou znazornény na Obrazku 26. Rozmér map je 49,6 x 6,5 mm, LIBS mapy sestavaly
Z 496 x 63 bodu. Bioakumulace UCNPs-26 ptevladala v kofeni, Vramci podzemni Casti
rostliny dochazelo k translokaci do koleoptile, do nadzemni ¢asti rostliny (epikotylu) UCNPs
translokovany nebyly. U vzorkti exponovanych Vv nominalni koncentraci 25 mg Y/l byla
pozorovana translokace UCNPs-26 do nadzemni ¢asti rostliny (epikotylu). V koncentraci
0,5mg Y/l nebyla metodou foton-upkonverzniho skenovani potvrzena piitomnost UCNPs-
26 Vv rostliné. Metodou LIBS byla potvrzena piitomnost yttria, ytterbia a gadolinia v ramci
kotene. Translokace do koleoptile a nadzemni ¢&asti rostliny v koncentraci 0,5 mg Y/l

neprobihala.
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Obrazek 26: (4) Fotografie kukurice seté exponované disperzi UCNPs-26 v koncentraci 5 mg
Y/l, plna édara oddéluje podzemni a nadzemni Cast rostliny, prerusovana cara rozdéluje koren
a koleoptile (B) foton-upkonverzni mikrosken UCNPS-26 (modra barva), LIBS mapy
distribuce (C) yttria (Y 1 412,830 nm), (D) ytterbia (Yb | 398,799 nm) a (E) gadolinia

(Gd 1368,413 nm). Barevna stupnice zndzornuje intenzitu emisnich car (a.u.).
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Mapy distribuce UCNPs z foton-upkonverzniho mikroskenu a mapy distribuce prvki yttria
(Y 1 412,830 nm), ytterbia (Yb 1398,799 nm) a erbia (Er I 400,796 nm) ziskané metodou
LIBS v rostliné Z. mays exponované UCNPS-29 0 nominalni koncentraci yttria 5 mg/l jsou
znazornény na Obrazku 27. Rozmér map je 29,0 x 11,6 mm, LIBS mapy sestavaly
2290 x 116 bodi. Bioakumulace UCNPs-29 pievladala v kofeni, vV ramci podzemni Casti
rostliny dochazelo k translokaci do koleoptile a v malé miife i do nadzemni casti rostliny.
U vzorkl exponovanych v nominalni koncentraci 25 mg Y/l byla opét pozorovana translokace
UCNPs-29 do koleoptile a mirné¢ i do nadzemni ¢asti rostliny (epikotylu). V koncentraci
0,5mg Y/l nebyla metodou foton-upkonverzniho skenovani potvrzena piitomnost UCNPs-
26 v rostliné. Metodou LIBS byla potvrzena pfitomnost yttria, ytterbia a erbia v ramci kofene.
Translokace do koleoptile a nadzemni ¢asti rostliny v koncentraci 0,5 mg Y/l neprobihala.
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Obrazek 27: (4) Fotografie kukurice seté exponované disperzi UCNPs-29 v koncentraci
5mg Y/, plna ¢ara oddeéluje podzemni a nadzemni cast rostliny, prerusovana cara rozdéluje
koren a koleoptile (B) foton-upkonverzni mikrosken UCNPs-29 (Cervend barva), LIBS mapy

distribuce (C) yttria (Y 1 412,830 nm), (D) ytterbia (Yb 1 398,799 nm) a (E) erbia

(Er 1400,796 nm). Barevnd stupnice zndzoriuje intenzitu emisnich car (a.u.).
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Mapy distribuce UCNPs z foton-upkonverzniho mikroskenu a mapy distribuce prvka yttria
(Y 1 412,830 nm), ytterbia (Yb 1398,799 nm) a erbia (Er I 400,796 nm) ziskané metodou
LIBS v rostliné Z. mays exponované UCNPs-58 0 nominalni koncentraci yttria 5 mg/l jsou
znazornény na Obrazku 28. Rozmér map je 40,2 x 11,2 mm, LIBS mapy sestavaly
2402 x 112 bodl. Bioakumulace UCNPs-58 pievladala v kofeni, v ramci podzemni Casti
rostliny dochazelo k translokaci do koleoptile, do nadzemni casti rostliny k translokaci
nedochazelo. U vzorkii exponovanych v nomindlni koncentraci 25 mg Y/l byla opét
pozorovana translokace UCNPs-58 do koleoptile, do nadzemni ¢asti rostliny (epikotylu) uz
nikoli. V koncentraci 0,5 mg Y/l nebyla metodou foton-upkonverzniho skenovani potvrzena
pritomnost UCNPs-26 v rostliné. Metodou LIBS byla potvrzena piitomnost yttria, ytterbia
a erbia v ramci kofene. Translokace do koleoptile a nadzemni ¢asti rostliny v koncentraci
0,5 mg Y/l neprobihala.
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Obrdzek 28: (A) Fotografie kukurice seté exponované disperzi UCNPs-58 v koncentraci
5mg Y/, pind éara oddéluje podzemni a nadzemni cast rostliny, prerusovand éara rozdeéluje
koren a koleoptile (B) foton-upkonverzni mikrosken UCNPs-58 (zelend barva), LIBS mapy
distribuce (C) yttria (Y 1 412,830 nm), (D) ytterbia (Yb | 398,799 nm) a (E) erbia

(Er 1 400,796 nm). Barevnd stupnice zndzoriiuje intenzitu emisnich car (a.u.).
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Mapy distribuce UCNPs z foton-upkonverznich mikroskentt (modie UCNPs-26, ¢ervené
UCNPs-29) a mapy distribuce prvka yttria (Y | 412,830 nm), ytterbia (Yb 1 398,799 nm),
erbia (Er 1 400,796 nm) a gadolinia (Gd | 368,413 nm) ziskané¢ metodou LIBS v rostling
Z. mays exponované UCNPs-26+29 0 nominalni koncentraci yttria 5 mg/l jsou znazornény na
Obrazku 29. Rozmér map je 34,9 x 8,5mm, LIBS mapy sestavaly z 349 x 85 bodu.
Bioakumulace UCNPs-26 i UCNPs-29 pievladala v kofeni, v ramci podzemni ¢asti rostliny
dochazelo k translokaci obou typtit UCNPs do koleoptile a v malé mife i do nadzemni Casti
rostliny. U vzorkti exponovanych v nominalni koncentraci 25 mg Y/l byla opét pozorovana
translokace UCNPs-26 i UCNPs-29 do koleoptile a mirné i do nadzemni casti rostliny
(epikotylu). V koncentraci 0,5mg Y/l nebyla metodou foton-upkonverzniho skenovani
potvrzena piitomnost UCNPs-26 ani UCNPs-29 v rostliné. Metodou LIBS byla potvrzena
pfitomnost yttria, ytterbia, erbia a gadolinia v ramci kofene. Translokace do koleoptile
a nadzemni ¢asti rostliny v koncentraci 0,5 mg Y/l neprobihala.
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Obrazek 29: (4) Fotografie kukurice seté exponované disperzi UCNPs-26+29 v koncentraci 5 mg Y/I,

plnd éara oddéluje podzemni a nadzemni cast rostliny, preruSovana édara rozdéluje koren a koleoptile

(B) foton-upkonverzni mikrosken UCNPS-26 (modra barva), (C) foton-upkonverzni mikrosken
UCNPs-29 (¢ervend barva), (D) prekryv foton-upkonverznich mikroskenit UCNPs-26+29 (modra +
Cervend barva). LIBS mapy distribuce (E) yttria (Y 1 412,830 nm), (F) ytterbia (Yb 1 398,799 nm),
(G) erbia (Er |1 400,796 nm) a (H) gadolinia (Gd I 368,413 nm). Barevnd stupnice zndzoriiuje intenzitu

emisnich car (a.u.).
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Mapy distribuce UCNPs z foton-upkonverznich mikroskenti (modie UCNPs-26, zelené
UCNPs-58) a mapy distribuce prvka yttria (Y | 412,830 nm), ytterbia (Yb 1 398,799 nm),
erbia (Er 1 400,796 nm) a gadolinia (Gd | 368,413 nm) ziskané¢ metodou LIBS v rostling
Z. mays exponované¢ UCNPs-26+58 0 nomindlni koncentraci yttria 5 mg/l jsou znazornény na
Obrazku 30. Rozmér map je 44,7 x 11,9 mm, LIBS mapy sestavaly z 447 x 119 bodi.
Bioakumulace UCNPs-26 i UCNPs-58 pievladala v kofeni, v ramci podzemni ¢asti rostliny
dochazelo k translokaci obou typtt UCNPs do koleoptile. V malé miie dochazelo k translokaci
UCNPs-26 i do nadzemni ¢asti rostliny, pro UCNPs-58 nebyla translokace do nadzemni ¢asti
rostliny pozorovéana. U vzorkl exponovanych v nomindalni koncentraci 25 mg Y/l byla opét
pozorovana translokace UCNPs-26 i UCNPs-58 do koleoptile, pro UCNPs-26 mirné i do
nadzemni ¢asti rostliny (epikotylu). V koncentraci 0,5mg Y/l nebyla metodou foton-
upkonverzniho skenovani potvrzena ptritomnost UCNPs-26 ani UCNPS-58 v rostling.
Metodou LIBS byla potvrzena piitomnost yttria, ytterbia, erbia a gadolinia v ramci kofene.
Translokace do koleoptile a nadzemni ¢asti rostliny v koncentraci 0,5 mg Y/l neprobihala.
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fotografie
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Obrazek 30: (4) Fotografie kukurice seté exponované disperzi UCNPs-26+58
v koncentraci 5 mg Y/I, plna cara oddéluje podzemni a nadzemni cast rostliny, prerusovand
cara rozdeéluje koren a koleoptile (B) foton-upkonverzni mikrosken UCNPS-26 (modrad barva),
(C) foton-upkonverzni mikrosken UCNPs-58 (zelend barva), (D) prekryv foton-upkonverznich
Mikroskenii UCNPs-26+58 (modrad + zelena barva). LIBS mapy distribuce (E) yttria
(Y 1412,830 nm), (F) ytterbia (Yb I 398,799 nm), (G) erbia (Er 1 400,796 nm) a (H) gadolinia
(Gd 1 368,413 nm). Barevna stupnice zndzornuje intenzitu emisnich car (a.u.)

LIBS 2D mapy
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Mapy distribuce prvka yttria (Y | 412,830 nm), ytterbia (Yb 1 398,799 nm), erbia (Er I
400,796 nm) agadolinia (Gd | 368,413 nm) ziskané metodou LIBS v rostlin¢ Z. mays
exponované smeési chloridi 0 nominalni koncentraci yttria 5 mg/l jsou znazornény na
Obrazku 31. Rozmér map je 28,5 % 10,8 mm, LIBS mapy sestavaly z 285 x 108 bodu.
Bioakumulace ionti pievladala ve spodni ¢asti kofene, Kk translokaci do koleoptile ani do
nadzemni casti rostliny nedochazelo. U vzorkli exponovanych v nominalni koncentraci
25 mg Y/l a 0,5 mg Y/1 byl trend obdobny, rovnéZz dochéazelo k bioakumulaci pouze ve spodni
casti kotene a translokace do koleoptile ani do nadzemni ¢asti rostliny neprobihala.
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Obrdzek 31: (A) Fotografie kukurice seté exponované smési chloridii v koncentraci 5 mg Y/I,
plna cara oddéluje podzemni a nadzemni cast rostliny, prerusovana cara rozdéluje koren
a koleoptile, LIBS mapy distribuce (B) yttria (Y 1 412,830 nm), (C) ytterbia (Yb | 398,799

nm), (D) erbia (Er 1 400,796 nm) a (E) gadolinia (Gd I 368,413 nm). Barevnd stupnice

zndzoriuje intenzitu emisnich car (a.u.).



Piiklad mapy distribuce UCNPs z foton-upkonverzniho mikroskenu a mapy distribuce
prvku yttria (Y | 412,830 nm), ytterbia (Yb 1 398,799 nm) a erbia (Er | 400,796 nm) ziskané
metodou LIBS v rostliné Z. mays exponované UCNPs-58 0 nominalni koncentraci yttria
0,5mg/l jsou znazornény na Obrazku 32. Rozmér map je 24,4 x 8,4 mm, LIBS mapy
sestavaly z 244 x84 bodi. Bioakumulace UCNPs-58 nebyla foton-upkonverznim
skenovanim pozorovana. Distribuce yttria, ytterbia a erbia prevladala v kofeni, k translokaci
do koleoptile ani do nadzemni Casti rostliny nedochazelo.
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Obrazek 32: (4) Fotografie kukurice seté exponované disperzi UCNPs-58 v koncentraci
0,5 mg Y/I, plna cara oddéluje podzemni a nadzemni Cdst rostliny, prerusovand cdra
rozdéluje koren a koleoptile (B) foton-upkonverzni mikrosken UCNPs-58 (zelend barva),
LIBS mapy distribuce (C) yttria (Y 1 412,830 nm), (D) ytterbia (Yb I 398,799 nm) a (E) erbia

(Er 1 400,796 nm). Barevnd stupnice zndazornuje intenzitu emisnich car (a.u.).

66



Pro nejniz§i nominalni koncentraci, 0,5 mg Y/, se podafilo signal detekovat pouze metodou
LIBS. Kvili nizké koncentraci analytu, a tedy i nizkému signalu z emisnich ¢ar, byl vS8ak
vyrazné€jsi 1 signal z okoli rostliny zptisobeny redepozici rostlinného materialu. Jelikoz se
nepodatilo detekovat signal foton-upkonverznim mikroskenovanim, UCNPs pravdépodobné
nejsou Vv takto nizké koncentraci stabilni.

Jak vyplyva z vySe uvedenych map, vSechny typy UCNPs se bioakumulovaly prevazné
Vv kofeni. Rovnéz byla u vSech typtt UCNPs pozorovana translokace do koleoptile. U UCNPs-
26 a UCNPs-29 byla ve dvou nejvysSich testovanych koncentracich (5 a 25 mg Y/I) ve
velmi malé mife detekovana i translokace do nadzemni ¢asti rostliny a to jak pro samostatné
expozice, tak i v koexpozicich. Rozlozeni UCNPs v ramci koiene bylo pomémé rovnomeérné.
Z map distribuce riznych typa UCNPs vyplyva, Ze jejich slozeni nema na prostorové
rozlozeni prokazatelny vliv. Naproti tomu velikost nanocastic ovliviiuje jejich schopnost
translokace, pficemz mensi ¢astice pronikaji v rostlin¢ dale.

Naopak ionty yttria, ytterbia, erbia a gadolinia z pozitivni kontroly se bioakumulovaly
pfevazné v nejnizsi Casti kofene a nebyla pozorovana zadna translokace do koleoptile ani do
nadzemni ¢asti rostliny.

Preferovana mista bioakumulace a potencial pro translokaci UCNPS v ramci rostliny
kukufice seté je pouze v Castecné shodé s dostupnou literaturou. Ve studiich od Modlitbové
akol. [11, 25] dochazelo k vyrazné translokaci UCNPs do stonku a listi rostlin fedkve seté
i brukve zelné. V piipadé brukve zelné dochazelo k translokaci do listd az v koncentraci
500 mg UCNPs/I, v nizsi koncentraci 50 mg UCNPs/I pronikaly UCNPs pouze do stonku.
V piipadé fedkve seté dochazelo k translokaci az do listi v koncentracich 100 a 1000 mg
UCNPs/ml. Tento rozdil mize byt zptusobeny nékolika divody, ptedev§im pak druhem
testované rostliny, pricemz kukufice setd je jednodélozna rostlina a fedkev seta a brukev zelna
jsou dvoudé€lozné rostliny. Tyto dvé tiidy rostlin se lisi pravé ve stavbé kotene, stonku
a xylému rostliny, a tim tedy i v transportu vody a v ni rozpusténych Zzivin [79]. Vysledky
Vv této praci koresponduji s dostupnou literaturou. Naptiklad studie od Spielman-Sun a kol.
potvrzuje, Ze u dvoudéloznych rostlin lociky seté a rajéete jedlého dochézelo k translokaci
nanocastic s obsahem ceru mnohem dale do téla rostliny, nez u jednodé€loznych rostlin ryze
seté a kukufice seté [85]. Dale se pak v kazdé studii se 1i8il druh testovaného typu UCNPs a to
jak velikosti, tak sloZenim.
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Mapovani metodou uLIBS

Mapy distribuce UCNPs z foton-upkonverznich mikroskent (modie UCNPs-26, Cervené
UCNPs-29) a mapy distribuce prvku yttria (Y 11 412,830 nm) a ytterbia (Yb I 398,799 nm),
ziskané metodou pLIBS vrostlineé Z.mays exponované UCNPs-26+29 0 nominalni
koncentraci yttria 25 mg/l jsou znazornény na Obrazku 33. Rozmér map je 28,4 x 7,9 mm,
LIBS mapy sestavaly z 1 091 x 304 bodt. Bioakumulace UCNPs-26 i UCNPs-29 pievladala
V kofeni, v ramci podzemni casti rostliny dochéazelo k translokaci obou typi UCNPs do
koleoptile a v malé mife i do nadzemni ¢asti rostliny.
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Obrdazek 33: (A) Fotografie kukurice seté exponované disperzi UCNPs-26+29 v koncentraci
25 mg Y/l, plna cdra oddéluje podzemni a nadzemni Cast, prerusovand cara rozdéluje koren
a koleoptile (B) foton-upkonverzni mikrosken UCNPs-26 (modra barva), (B) foton-
upkonverzni mikrosken UCNPs-29 (Cervend barva), (D) prekryv foton-upkonverznich
mikroskenit UCNPS-26+29 (modrd + cervena barva), uLIBS mapy distribuce (E) yttria
(Y 11'371,029 nm) a (F) ytterbia (Yb 1 398,799 nm). Barevnd stupnice zndzoriuje intenzitu

emisnich car (a.u.).
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Mapy distribuce UCNPs z foton-upkonverznich mikroskenti (modie UCNPs-26, zelené
UCNPs-58) a mapy distribuce prvka yttria (Y 11 412,830 nm) a ytterbia (Yb I 398,799 nm),
ziskan¢ metodou pLIBS vrostlin€ Z.mays exponované UCNPs-26+29 0 nomindlni
koncentraci yttria 25 mg/l jsou znazornény na Obrazku 34. Rozmér map je 35,5 x 8,4 mm,
LIBS mapy sestavaly z 1 366 x 322 bodu. Bioakumulace UCNPs-26 i UCNPs-58 pievladala
Vv kotfeni, vramci podzemni ¢asti rostliny dochazelo k translokaci obou typtt UCNPs do
koleoptile. V malé mitfe dochazelo i k translokaci UCNPs-26 do nadzemni ¢asti rostliny.
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Obrdazek 34: (A) Fotografie kukurice seté exponované disperzi UCNPs-26+58 v koncentraci
25 mg Y/, plna cdara oddéluje podzemni a nadzemni cast, prerusovand cara rozdeéluje koren
a koleoptile (B) foton-upkonverzni mikrosken UCNPs-26 (modra barva), (B) foton-upkonverzni
mikrosken UCNPs-58 (zelend barva), (D) pirekryv foton-upkonverznich mikroskenit UCNPs-26+58
(modrd + zelend barva), uLIBS mapy distribuce (E) yttria (Y 11 371,029 nm) a (F) ytterbia
(Yb 1'398,799 nm). Barevnd stupnice znazornuje intenzitu emisnich car (a.u.).
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V této praci byla metoda pLIBS pouzita jako doplikova analyza k metodé LIBS, ktera
dokaze poskytnout podrobnéjsi informace o prostorovém rozliSeni analytu v rostling.
Metodou pLIBS bylo stanoveno prostorové rozlozeni yttria a ytterbia V rostlinach, které
korespondovalo s vysledky z méfeni metodou LIBS. Poprvé se podafilo analyzovat celé
rostliny (vzorky o velikosti 2,2-7,9cm?) svysokym prostorovym rozlienim 26 pm.
Dosavadni pLIBS méfeni, ktera probihala s prostorovym rozliSenim 25 pm, vzdy analyzovala
pouze vybrané casti rostlin (kofenova Cepicka, pfechod mezi podzemni a nadzemni casti
rostliny) [78]. RovnéZ se podatilo sestavit doposud nejvétsi LIBS mapy (1 166 725 pixelt)
rostlinnych vzorkd, pfi¢emz v rdmeci této prace byla ukazdna mapa s nejvétsim poctem pixeld
na Obrazku 34 (439 852 pixela) [1].
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6 ZAVER

Cilem ptedlozené diplomové prace bylo vyhodnoceni toxicity, pfijmu, translokace
a bioakumulace tifech druhti foton-upkonverznich nanocastic ve tfech nominalnich
koncentracich (0,5; 5a 25 mg Y/I) v modelové rostling kukufici seté. Jako pozitivni kontrola
slouzila smé&s chloridi  yttritého, ytterbitého, erbitého, gadolinitého a thulitého
Vv korespondujicich koncentracich. Dale byl zkouman vliv sloZzeni a velikosti UCNPs na
prostorové rozlozeni v ramci rostliny v ramci dvou koexpozic (UCNPs-26+29 testovala vliv
slozeni, UCNPs-26+58 vliv velikosti UCNPs na biodistribuci). Test toxicity trval sedm dni,
apo této dobé byla zhodnocena mortalita rostlin a zméfeny délky rostlin a jejich Casti
(podzemni a nadzemni ¢ast). Vysusené rostliny byly upevnény do epoxidové pryskyftice
a prostorové rozlozeni analytu bylo staveno metodami foton-upkonverzniho mikroskenovani,
LIBS a uLIBS. Toxicita byla vyhodnocena na zéklad¢ vybranych makroskopickych endpointi
(mortalita, délka podzemni ¢asti, nadzemni ¢asti a celé rostliny).

Byla prokazana toxicita v§ech testovanych typid UCNPs pro modelovou rostlinu kukufice
set¢ ve vSech testovanych koncentracich v testu toxicity trvajicim sedm dni. Prostorové
rozlozeni UCNPs bylo stanoveno nedestruktivni metodou foton-upkonverzniho
mikroskenovani S prostorovym rozliSenim 40 um. Pfitomnost prvki yttria, ytterbia, erbia
a gadolinia byla potvrzena metodami LIBS (s prostorovym rozliSenim 100 um) a pLIBS
(s prostorovym rozliSenim 26 um). Jelikoz ziskané foton-upkonverzni mikroskeny UCNPs
odpovidaly mapam distribuce jednotlivych prvki, bylo mozné potvrdit, ze prvky detekované
metodou LIBS/uULIBS byly ve formé nanocéastic. Nicméné, v rostlinaich exponovanych
nejnizsi  testované koncentraci (0,5mg Y/l) nebyly technikou foton-upkonverzniho
mikroskenovani UCNPs detekovatelné. Signal z prvka (yttrium a ytterbium) se vsak podatilo
ziskat technikami LIBS a pLIBS, tyto prvky tak nebyly Vv rostlinach obsazeny ve formé
UCNPs ale ve formé¢ iontd.

Pro vSechny druhy UCNPSs i smés chloridii probihala bioakumulace pfevazné v podzemni
¢asti (kofen nebo koleoptile), translokace do nadzemni ¢asti rostliny byla minimalni a byla
detekovana pouze metodou foton-upkonverzniho mikroskenovani pro expozice UCNPs-26,
UCNPs-29, UCNPs-26+29 a UCNPs-26+58 (velikost ¢astic 25,8 a 28,7 nm) v koncentracich
5 a25mg Y/l. Slozeni UCNPs (dopanty erbium nebo gadolinium a thulium) nemélo na
distribuci v rostliné zadny vliv. V této praci se také poprvé podafilo analyzovat celou rostlinu
metodou pLIBS s vysokym prostorovym rozliSenim.

Kombinace metod LIBS/uLIBS a foton-upkonverzniho mikroskenovani ptinasi pii analyze
prostorového rozlozeni UCNPs vyrazné vyhody. Metody se vzajemné dopliuji, zatimco LIBS
poskytuje informaci o distribuci prvki, foton-upkonverzni mikroskenovani informuje
0 formé&, v jaké se prvek vyskytuje. Ob€ metody jsou rychlé, schopné analyzovat pomérné
velké vzorky (viadu jednotek cm?)s dobrym prostorovym rozlisenim a vyzaduji stejnou
ptipravu vzorki. Spojenim téchto metod se prohlubuje informace, kterou jsme o vzorku
schopni ziskat, proto je pravdépodobné jejich spole¢né vyuziti pro analyzu i jinych
biologickych vzorkt v budoucnosti.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

UCNPs

IR

LIBS

NIST

uv

GD

GW

DP LIBS

ICCD

LA-ICP-MS

LA-ICP-OES

SIMS

SEM-EDS

TEM-EDS

PIXE

XRF

XAS

XANES

EXAFS

ICP-OES

Photon-Upconversion Nanoparticles

foton-upkonverzni nano¢astice

Infrared

infraceveny

Laser Induced Breakdown Spectroscopy

spektroskopie laserem buzeného plazmatu

National Institute of Standards and Technology

Narodni institut standardl a technologie

Ultraviolet

ultrafialova oblast

Gate Delay

doba zpozdéni detektoru

Gate Width

integracni doba

Double Pulse Laser Induced Breakdown Spectroscopy

dvoupulzni spektroskopie laserem buzeného plazmatu

Intensified Charge-Coupled Device

intenzifikované zafizeni s vazanymi naboji

Laser-Ablation Inductively-Coupled Plasma Mass Spectroscopy
laserova ablace s indukéné vdzanym plazmatem a hmotnostné
spektroskopickou detekci

Laser-Ablation Inductively-Coupled plasma Optical Emission Spectroscopy
laserova ablace s indukéné vazanym plazmatem a optickou emisni detekci
Secondary lons Mass Spectroscopy

hmotnostni spektroskopie sekundarnich iont

Scanning Electron Microscopy with Energy Dispersive X-Ray Emission
skenovaci elektronovd mikroskopie s energiové disperzni rentgenovou
spektroskopii

Transmission Electron Microscopy with Energy Dispersive X-Ray Emission
transmisni elektronova mikroskopie s energiové disperzni rentgenovou
spektroskopii

Proton-Induced X-Ray Rmission

protony indukovana rentgenova emise

X-Ray Fluorescence

Rentgenova fluorescenéni mikroskopie

X-Ray Absortion Spectroscopy

rentgenova absorp¢ni spektroskopie

X-Ray Absorption Near Edge Structure

spektroskopie blizké struktury rentgenové absorpéni hrany

Extended X-Ray Absorption Fine Structure

spektroskopie jemné struktury daleké casti absorpcni hrany
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy

80



NIR

VIS

ESA

ETU

CSu

CR

PA

DLS

EPA

RRE

EDXRF

TEM

NELIBS

QDs

a.u.

81

optickd emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem
Near Infrared

blizk4 infracervena oblast

Visible

viditelna oblast

Excited State Absorption

absorpce v excitovaném stavu,

Energy Transfer Upconversion
energeticky transfer

Cooperative Sensitization Upconversion
spolecna senzibilizace

Cross Relaxation

kfizova relaxace

Photon Avalanche

fotonova lavina

Dynamic Light Scattering

dynamicky rozptyl svétla

Environmental Protection Agency
agentura pro ochranu zZivotniho prostiedi
Rare Earth Elements

kovy vzacnych zemin

Energy Dispersive X-Ray Fluorescence
energioveé disperzni rentgenova spektroskopie
Transmission Electron Microscopy
transmisni elektronova mikroskopie
Nanoparticle Enhanced Laser Induced Breakdown Spectroscopy
nanocasticemi zesilend spektroskopie laserem buzeného plazmatu
Quantum Dots

kvantové tecky

Arbitrary Units

libovolné jednotky



