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1. Úvod 

Analytická chemie hraje v lidské společnosti významnou roli, například ve výrobě 

léčiv1, řízení procesů v průmyslu, monitorování životního prostředí2, lékařské diagnostice3, 

výrobě potravin4 nebo forenzních vyšetřováních5. Má také velký význam v různých oblastech 

výzkumu. Analytická chemie je tak zaměřena především na vytváření a aplikaci nových 

analytických metod v reakci na rostoucí nároky či nové požadavky různých odvětví. Jednou 

z oblastí analytické chemie je prvková analýza. Její význam nespočívá jen ve stanovování 

celkového obsahu chemických prvků, ale zaměřuje se také na stanovení jednotlivých forem 

daných prvků, tzv. specií. Pojem „speciační analýza“ definuje IUPAC jako analytickou činnost 

identifikace a/nebo měření množství jedné nebo více chemických specií ve vzorku, přičemž 

chemickou specii definuje jako specifickou formu prvku definovanou izotopovým složením, 

elektronovým nebo oxidačním stavem a/nebo strukturou molekuly či komplexu.6 Pod pojem 

specie tak spadají kromě různých sloučenin prvků také nanočástice, které se ve speciační 

analýze objevily teprve nedávno. Stanovení jednotlivých specií je důležité kvůli jejich 

rozdílným vlastnostem. Chemická forma prvku určuje jeho mobilitu v životním prostředí, 

biologickou dostupnost nebo toxicitu. Protože se tyto vlastnosti mezi jednotlivými speciemi 

často velmi liší, určení zastoupení specií prvků umožňuje mnohem lépe hodnotit vlastnosti 

analyzovaného vzorku než pouhé stanovení celkového obsahu prvků. 

Habilitační práce vychází z mých odborných znalostí a z výsledků mé výzkumné práce 

prováděné na Ústavu analytické chemie VŠCHT Praha, kde se dlouhodobě věnuji vývoji 

nových metod pro speciační analýzu a jejich aplikacím. Práce je zaměřena na dvě oblasti, 

z nichž první pokrývá téma speciační analýzy nízkomolekulárních specií selenu a arsenu 

a druhá se pak věnuje poměrně nové skupině specií, kterými jsou nanočástice. Jednotlivé části 

jsou uvedeny krátkým seznámením se stavem problematiky v době, kdy byla daná problematika 

řešena a následuje stručný text psaný formou komentářů k publikovaným výsledkům. Cílem 

habilitační práce je shrnout autorův přínos k dané problematice.  
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2. Speciační analýza 

Koncept prvkové speciace se objevil koncem padesátých let 20. století a od té doby byla 

vyvinuta řada metod pro stanovení různých specií. Jen velmi málo technik však umožňuje 

speciační analýzu přímo bez separace specií. Patří sem například Mössbauerova spektroskopie7, 

rentgenová fotoelektronová spektroskopie8, nukleární magnetická rezonance9, nebo tandemová 

hmotnostní spektrometrie10.  

V současnosti jsou nejběžnějšími metodami pro speciační analýzu kombinace 

separačních technik spojených s vysoce citlivými prvkově selektivními detektory. Ze souboru 

dostupných separačních technik hraje hlavní roli kapalinová chromatografie (HPLC) a plynová 

chromatografie, ale v menší míře se používají i jiné nechromatografické techniky, jako je 

kapilární elektroforéza11, dialýza a ultrafiltrace12 či frakcionace polem13. Vzhledem k tomu, 

že speciační analýza je většinou využívána ke stanovení specií stopových a ultrastopových 

prvků, lze k jejich detekci využít pouze citlivé techniky, jako jsou atomová fluorescence, 

optická emisní spektrometrie nebo hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem 

(ICP-MS).14 

Právě v osmdesátých letech, kdy se začala psát historie komerčně dostupných ICP-MS 

nastal bouřlivý rozvoj speciační analýzy. Tyto přístroje se staly nejuniverzálnějšími 

a nejcitlivějšími prvkově selektivními detektory, které umožňují měření stopových množství 

jednotlivých specií. Od té doby došlo k rychlému rozvoji metod prvkové speciační analýzy, 

v nichž dominantní roli jako prvkově selektivní detektor hraje právě ICP-MS, nejčastěji 

ve spojení s HPLC, která je nejuniverzálnější separační metodou. Současně s tím byly metody 

speciační analýzy rozšířeny od analýzy jednoduchých iontů prvků ve vodných roztocích 

přes malé molekuly, až po biomolekuly ve složitých biologických matricích. Rozvoj metod 

speciační analýzy však začal zpomalovat kolem roku 2008 (Obr. 1A). Tento vývoj má dvě 

příčiny. Zaprvé nedošlo k očekávanému masivnějšímu rozšíření metod speciační analýzy 

do rutinních laboratoří a tím vývoj nových metod začal stagnovat, zadruhé se pozornost obrátila 

k nové skupině specií prvků, a to k nanočásticím (Obr. 1B). Od roku 2009 tak dochází k nárůstu 

publikovaných prací zaměřených na metodu ICP-MS v režimu měření jednotlivých částic 

(single particle ICP-MS; sp-ICP-MS), přičemž tento růst stále trvá.  

S produkcí nanočástic v průmyslovém měřítku a jejich přidávání do běžně používaných 

produktů, např. kosmetických přípravků15 či potravin16, přichází také potřeba jejich stanovení 

jak pro kontrolu výrobních procesů, tak pro monitoring jejich osudu v životním prostředí 

či organismech. Kromě toho bylo zjištěno, že nanočástice různých prvků mohou být také 
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metabolitem řady mikroorganismů a mohou se tak vyskytovat v přírodě přirozeně17,18. 

V současnosti by tak stanovení nanočástic mělo být vedle obvyklého stanovení anorganických 

a organických sloučenin chápáno jako nedílná součástí speciační analýzy. 

 

Obrázek 1: Počet publikací týkajících se speciační analýzy s využitím ICP-MS (A) 

a analýzy nanočástic metodou sp-ICP-MS (B) do roku 2020. Zdroj: Web Of Science, 2021. 

 

Jak již bylo zmíněno, speciační analýza zatím nenašla širší uplatnění v rutinních 

laboratořích. Je to v menší míře tím, že techniky speciační analýzy jsou často komplexní 

a obtížně se adaptují pro rutinní použití, ale hlavním důvodem je absence požadavku ze strany 

legislativy na stanovení jednotlivých forem prvků. Chybí tak hybná síla vytvořená z právních 

požadavků a vývoj nových metod je poháněn spíše zkoumáním technických možností 

než tržními silami. V současné době začíná být důležitost speciační analýzy zákonodárci 

vnímána především díky rozsáhlé podpoře specializační analýzy v rámci akademických 

výzkumných skupin, které rozšiřují stávající znalosti o speciaci prvků a upozorňují na možná 

toxikologická rizika spojená s bezpečností potravin, ochrany zdraví i životního prostředí apod. 

Na základě toho již byla některá stanovení do legislativy zařazena, například byla stanovena 

maximální úroveň anorganických specií arsenu v rýži19, šestimocného chromu v hračkách20 

nebo organických sloučenin cínu ve směsích a předmětech dodávaných pro širokou veřejnost21. 

Oblast regulace nanočástic se teprve vyvíjí a jsou zavedena zatím pouze dílčí opatření týkající 

se jejich použití a označování.22 Budoucnost speciační analýzy tedy kromě výzkumného 

sektoru, kde hraje nezastupitelnou roli při základním výzkumu, spočívá také v další podpoře 

získávání dat pro tvorbu legislativních požadavků a následné uplatnění speciační analýzy 

v běžné laboratorní praxi. 
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2.1 Speciační analýza nízkomolekulárních specií 

I přestože vývoj nových metod speciační analýzy malých molekul již není tak bouřlivý, 

stále jsou nové metody vyvíjeny a v dohledné budoucnosti se dá očekávat, že mnoho laboratoří 

bude nuceno legislativou a/nebo ekonomickými hledisky speciační analýzy provádět. 

Při výběru vhodných metod budou parametry, jako je čas, náklady a automatizace, hrát 

mnohem důležitější roli než dnes. Pro rutinní použití jsou tak výhodné metody umožňující 

analýzy co největšího množství specií v jedné analýze. Vzhledem k univerzálnosti použití jsou 

nejčastěji specie separovány pomocí HPLC, která nabízí nesrovnatelně větší množství 

kombinací stacionárních a mobilních fází než ostatní chromatografické metody. V této oblasti 

se objevují dva perspektivní směry: víceprvkové speciační analýzy a jednoprvkové speciační 

analýzy se zaměřením na co největší počet separovaných specií23. U víceprvkových speciačních 

analýz jsou popsány metody umožňující v jedné analýze stanovení specií až šesti prvků 

současně24, avšak vzhledem k různorodosti sloučenin jednotlivých prvků lze tyto metody použít 

zpravidla jen pro velmi omezený počet kombinací specií25. Ve druhé kategorii se pro stanovení 

co největšího počtu specií jednoho prvku využívá speciálních režimů HPLC, jako je například 

iontově párová chromatografie. Ta umožňuje vhodnou volbou iontově párových činidel 

separovat současně specie s různými vlastnostmi, zejména co se týče náboje. Iontově párová 

chromatografie na reverzní fázi tak umožňuje v jedné analýze stanovit jak kationty, tak anionty 

i neutrální látky, čímž se odlišuje od většiny ostatních módů HPLC. Právě tento přístup, tedy 

separace široké škály specií biologicky či toxikologicky významných prvků v jedné analýze, 

bude demonstrován na analýze specií selenu a arsenu.  

 

2.1.1. Vývoj metod 

Příkladem prvku tvořícího celou řadu nízkomolekulárních specií může být selen. Selen 

se řadí mezi důležité biogenní prvky a v biologických systémech tvoří celou řadu sloučenin. 

Důležitou roli hrají především selenoproteiny, v nichž je selen vázán ve formě selenocysteinu, 

který se ve volném stavu vyskytuje jako dimer selenocystin (SeCys2). Dalšími významnými 

formami selenu jsou například selenomethionin (SeMet), Se-methyselenocystein (MeSeCys), 

selenan (SeVI) či seleničitan (SeIV).26 V současnosti je však popsáno již několik desítek specií 

selenu vyskytujících se v organismech.27 Je zřejmé, že uvedené sloučeniny jsou jak 

organického, tak anorganického charakteru, jejich náboj se liší a závisí na pH prostředí. 

Pro jejich stanovení v biologických materiálech metodou HPLC-ICP-MS bylo popsáno mnoho 

různých možností separace, z nichž většina je založena na iontově-výměnné chromatografii 

nebo iontově párové chromatografii na reverzní fázi28. Pro separaci sedmi specií selenu (SeMet, 
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MeSeCys, SeVI, SeIV, kationtu trimethylselenonia, selenomočoviny a selenoethioninu), bylo 

využito HPLC kolony s reverzní fází C8 v kombinaci s kationtově- i aniontově-párovými 

činidly.29 Mobilní fáze obsahovala 2,5 mmol/l butan-1-sulfonátu sodného, 8 mmol/l hydroxidu 

tetramethylamonného, 4 mmol/l kyseliny malonové a 0,05 % (v/v) methanolu, a výsledné pH 

bylo upraveno pomocí HCl na hodnotu 3.0. Uvedené specie byly separovány během 25 minut 

(Obr. 2A), přičemž během této doby byla kromě standardů separována také řada dalších 

neidentifikovaných specií vyskytujících se ve vzorcích potravinových doplňků obsahujících 

selen. Ukazuje se tak potenciál metody separovat další specie a do budoucna tak ještě mnohem 

více rozšířit její využití. 

 

    

Obrázek 2: Chromatogram standardů specií selenu (A) [1-seleničitan, 2-selenan, 3-

selenomočovina, 4-kationt trimethylselenonia, 5-Se-methyselenocystein, 6-

selenomethionin, 7-selenoethionin] a arsenu (B) [1-arseničnan, 2-arsenitan, 3-

methylarseničná kyselina, 4-dimethylarseničná kyselina, 5-arsenobetain 6-oxid 

trimethylarseničný, 7-kation tetramethylarsonia, 8-arsenochilin, 9- thiomethylarseničná, 

10-dithiodimethylarseničná kyselina, 11-sulfid trimethylarseničný]. 

 

Nejběžnější separační technikou pro stanovení specií arsenu je aniontově-párová HPLC 

s kolonou Hamilton PRP-X100. Je to z toho důvodu, že toxikologicky nejvýznamnější jsou 

anorganické formy arsenu jako např. arseničnany nebo arsenitany.30 Mezi běžné specie arsenu 

přítomné v biologických vzorcích se však řadí také methylarseničná kyselina, 

dimethylarseničná kyselina, arsenobetain, arsenocholin, kation tetramethylarsonia a oxid 

trimethylarseničný30, 31. Pro separaci těchto specií, které se liší nábojem i strukturou, byl využit 
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stejný princip separace jako v případě selenu32. Ukázalo se, že ačkoliv jsou výše zmíněné specie 

arsenu strukturně odlišné od specií selenu a nezahrnují například aminokyseliny, jejich chování 

je z hlediska separace velmi podobné. Byla proto použita stejná HPLC kolona i stejné složky 

mobilní fáze, u nichž se pouze změnila koncentrace: 6,2 mmol/l butan-1-sulfonátu sodného, 

1,2 mmol/l hydroxidu tetramethylamonného, 4 mmol/l malonové kyseliny a 0,05% (v/v) 

methanolu, pH mobilní fáze (3,0) dodatečně upravováno nebylo. Během 18 minut trvající 

analýzy (Obr. 2B) bylo separováno osm nejběžnějších specií arsenu uvedených výše včetně 

jejich tří sirných analogů (thiomethylarseničná kyselina, dithiodimethylarseničná kyselina 

a sulfid trimethylarseničný). Metoda tak jako jediná pokrývá všechny běžně stanovované specie 

arsenu a také poměrně nově studované sirné specie arsenu, jejichž stanovení je pomocí tradiční 

aniontově-párové chromatografie problematické, protože jsou méně polární a vykazují vysokou 

retenci ústící v dlouhé retenční časy a deformované píky33.  

 

2.1.2 Robustnost metod 

Kromě časové náročnosti je důležitým procesem pro rutinní použití analytických metod 

také prokázání vhodnosti pro daný účel neboli validace. Jedním z nejdůležitějších parametrů, 

vzhledem k rozmanitosti analyzovaných vzorků, je robustnost. Robustnost je parametr, který 

charakterizuje schopnost analytické metody poskytovat spolehlivé výsledky i při malých 

změnách v experimentálních podmínkách.34 Nejčastějším a také nejběžnějším problémem 

při speciační analýze metodou HPLC-ICP-MS je vliv matrice, který se projevuje jako 

nespektrální interference. Nespektrální interference lze rozdělit na reverzibilní, které jsou 

přechodné a dochází k nim pouze během měření vzorku (změna účinnosti zmlžování, vliv 

matrice na intenzitu signálu apod.), a na nereverzibilní způsobující trvalý vliv na stanovení, 

například depozice solí ve zmlžovači a na vzorkovacích kónech.35 Jejich eliminace je důležitá 

především z hlediska toho, že jejich vliv na výsledek analýz je u neznámých vzorků s neznámou 

matricí nepředvídatelný. Chyby spojené s nespektrálními interferencemi lze eliminovat 

vhodnými kalibračními postupy36, přípravou vzorku nebo omezením množství vzorku 

dodaného do zmlžovače, například aplikací průtokové vstřikovací analýzy.37  

Jednou z možností je kalibrace s využitím vnitřní standardizace. Ta spočívá v přidání 

známé koncentrace referenčního prvku zvaného vnitřní standard ke všem vzorkům 

a kalibračním standardům a měření poměru signál analytu a vnitřního standardu namísto 

prostého měření signálu analytu. Vnitřní standard by měl být v ideálním případě během měření 

ovlivňován stejnými procesy jako analyt, a poměr signálu analytu a vnitřního standardu by měl 

být konstantní. Tím se minimalizuje vliv kolísání signálu v důsledku matričních 
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či instrumentálních vlivů.38 Nespektrální interference jsou při analýze biologických vzorků 

metodou HPLC-ICP-MS nejčastěji způsobeny přítomností většího množství solí v extraktech 

vzorků, které zpravidla vedou ke snížení intenzity signálu v důsledku změn ionizační 

rovnováhy v plazmatu. Na příkladu arsenu byl ukázán nejen vliv solí na pokles signálu, ale 

i opačný vliv přítomnosti sloučenin uhlíku na zesílení detekovaného signálu.39 V této práci byl 

na rozdíl od klasicky používaných kovů (např. Rh, In,  Y…)40 použit jako vnitřní standard selen, 

čímž bylo docíleno téměř ideální shody parametrů analytu a vnitřního standardu (relativní 

atomová hmotnost Arel,As=74,9216 g/mol a Arel,Se=78,96 g/mol; první ionizační potenciál 

U1,As=9,81 eV a U1,Se=9,752 eV).41 To umožnilo během speciační analýzy korigovat nárůst 

signálu arsenu až do koncentrace uhlíku v roztoku 3 g/l a podhodnocení signálu způsobené 

ionty sodíku až do koncentrace 9 g/l chloridu sodného, což odpovídá fyziologickému roztoku. 

Metoda tak umožňuje speciační analýzu arsenu i v nezředěných tělních tekutinách či extraktech 

biologických vzorků. 

Další možností eliminace nespektrálních interferencí je kalibrace pomocí izotopového 

zřeďování, které se řadí mezi primární metody.42 Jedná se o vůbec nejpřesnější variantu 

kalibrace, avšak je experimentálně nejnáročnější a vyžaduje měření alespoň dvou izotopů 

analytu, což není možné u mononuklidických prvků. Způsoby provedení speciační analýzy 

s využitím izotopového zřeďování jsou při spojení HPLC a ICP-MS dva: speciově-specifický 

a speciově-nespecifický (Obr. 3).43 Je-li použito speciově-specifické izotopové zřeďování, 

ke vzorku jsou před separací na HPLC koloně přidány izotopově obohacené specie, které budou 

stanovovány, přičemž ostatní stanovit nelze. Naopak speciově-nespecifické izotopové 

zřeďování spočívá v kontinuálním mísení výstupu z HPLC kolony s roztokem obsahujícím 

libovolnou izotopově obohacenou specii daného prvku, čímž lze stanovit veškeré separované 

specie.44 Druhý režim je velmi výhodný také z hlediska toho, že izotopově obohacené 

sloučeniny různých prvků jsou obtížně dostupné a zde postačí přídavek roztoku jakékoli 

izotopově obohacené běžné anorganické sloučeniny analyzovaného prvku. Nevýhodou je však 

obtížnější následné vyhodnocení výsledků. Naměřený poměr izotopů se mění v průběhu celého 

chromatografického píku a chromatogramy se musí vyhodnocovat bod po bodu. Tento způsob 

vyhodnocení komerční software u přístrojů ICP-MS vůbec nenabízí a data se tak musí 

vyhodnocovat externě. Z tohoto důvodu byl vyvinut software, který takové vyhodnocení 

umožňuje.45 Program (Obr. 4) nabízí kromě základního vyhodnocení chromatogramů i korekce 

spektrálních interferencí a jevů specifických pro izotopové zřeďování – korekce mrtvého času 

detektoru a korekce hmotnostní diskriminace izotopů. Práci pak usnadňuje také integrovaná 

databáze přirozených izotopových zastoupení všech prvků s automatickou detekcí analytu. 
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Obrázek 3: Schéma přídavku izotopově obohaceného roztoku pro speciově-specifické 

izotopové zřeďování (A) a speciově-nespecifické izotopové zřeďování (B) u metody 

HPLC-ICP-MS. 
 

 

 

Obrázek 4: Okno programu s ukázkou chromatogramu při analýze rtuti.  
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2.1.3. Aplikace metod 

Popsané metodiky jsou díky možnosti stanovení velkého počtu specií aplikovatelné 

na širokou škálu biologických vzorků. Aplikační potenciál metod je demonstrován na speciační 

analýze selenu v rostlinách, živočišných tkáních a mikroorganismech, v nichž je speciace 

selenu rozmanitá.  

Selen je pro živočichy základním mikronutrientem, jehož nadměrný příjem však může 

vést až k toxickým účinkům. U zvířat se selen vyskytuje především ve formě specií zmíněných 

již v kapitole 2.1.1. Hlavním zdrojem selenu v potravě živočichů jsou rostliny. V nich se kromě 

těchto specií vyskytuje ve formě mnoha dalších sloučenin, například dimethylselenid, 

dimethyldiselenid, Se-methylselenomethionin, oxid selenomethioninu a γ-glutamyl-

selenomethylselenocystein, přesto není role selenu v rostlinách stále zcela objasněna. Je však 

prokázáno, že selen v nízkých dávkách chrání rostliny před různými abiotickými stresy, jako je 

chlad, sucho a vysychání, nebo stresem indukovanou tvorbou reaktivních forem kyslíku.46 

Rostliny mohou hrát zásadní roli při překonávání nutričního nedostatku selenu v různých 

oblastech světa, proto je pro navrhování účinných strategií biofortifikace rostlin selenem 

nezbytné studium metabolismu Se v rostlinách a následný osud specií selenu při jejich 

konzumaci živočichy. Aktuální je také myšlenka nutričního doplnění selenu prostřednictví 

selenem obohacených mikroorganismů využívaných v průmyslovém měřítku47. Nejčastěji se 

tak jedná o kvasinky48 nebo bakterie mléčného kvašení49, v nichž se selen vyskytuje kromě již 

všech uvedených specií selenu také jako například selenohomocystein, selenohomolanthionin, 

N-acetylselenocystathionin či methylselenoglutathion,  a oproti rostlinám a živočichům také 

ve formě nanočástic elementárního selenu27, 49, 50. Výhoda obohacení stravy organickými 

sloučeninami selenu je oproti potravinovým doplňkům obsahujícím anorganické formy selenu 

ta, že organické sloučeniny selenu mají vyšší biodostupnost než anorganické. 

První studie byla věnována posouzení reakce vybraných druhů travních porostů 

na aplikaci roztoku seleničitanu formou postřiku51. V případě akumulace selenu travinami 

a jeho metabolismu na organické sloučeniny by mohly být takto obohacené rostliny vhodným 

zdrojem selenu pro dobytek spásající travní porosty a maso těchto hospodářských zvířat 

pak zdrojem selenu pro konzumenty. Zkoumány byly jak jednoděložné traviny, tak 

dvouděložné luční rostliny, přičemž zjištěná akumulace selenu byla u všech testovaných druhů 

trav podobná. Z hlediska speciace však byly zaznamenány rozdíly. Jednoděložné traviny 

obsahovaly větší podíl MeSeCys než dvouděložné rostliny, které naopak obsahovaly více 

SeCys2. Kromě těchto dvou sloučenin byla zaznamenána také větší množství SeVI a SeMet, 

a malá množství dalších šesti neidentifikovaných specií selenu. Zde však žádné výrazně trendy 
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v jejich zastoupení nebyly pozorovány. Jedná se vůbec o první studii, která se systematicky 

věnovala rozdílům v metabolismu selenu mezi jednoděložnými a dvouděložnými rostlinami. 

Druhá studie52 týkající se obohacení rostlin selenem byla zaměřena na fortifikaci rostlin 

určených k přímé konzumaci spotřebiteli bez potřeby mezikroku s hospodářskými zvířaty. Jako 

modelová rostlina byla vybrána brokolice, která patří do čeledi brukvovitých rostlin. Ty jsou 

známé dobrou schopností akumulace selenu.53 Postřik roztokem seleničitanu v množství 

odpovídajícím 25 g/ha a 50 g/ha selenu vedl k účinnému zvýšení obsahu selenu u všech 

testovaných odrůd brokolice. Aplikace selenu vedla k nárůstu obsahu především organických 

sloučenin selenu, jako jsou SeCys2, SeMet a MeSeCys. Kromě nich bylo pozorováno také 

třináct neidentifikovaných sloučenin, jejichž obsah byl však spíše minoritní. To ukazuje 

na skutečnost, že i při aplikaci roztoku seleničitanu na list je selen rostlinou účinně 

metabolizován do mnoha organických sloučenin. 

Další možností, jak doplnit potraviny o selen, je využití mikroorganismů. Metabolismus 

mikroorganismů je velmi rychlý a pestrý co se týče množství různých organických sloučenin 

selenu. Metabolismus selenu byl popsán pro mikroorganismy využívané v pekařství54, 

vinařství55, pivovarnictví56 a mlékárenském průmyslu50, 57. Mikroorganismy používané 

v mlékárenském průmyslu nabízí největší perspektivu, protože počet kmenů používaných 

mikroorganismů je mnohem větší než v ostatních oblastech potravinářství.58 Výhodou je také 

skutečnost, že například na rozdíl od vína nebo piva jsou mléčné výrobky dostupné pro všechny 

věkové kategorie. Schopnost mikroorganismů selen akumulovat a metabolizovat byla 

zkoumána na dvou kmenech bakterií mléčného kvašení Streptococcus thermophilus 

a Enterococcus faecium, používaných při fermentaci jogurtů59.  Ukázalo se, že oba kmeny jsou 

schopny tolerovat seleničitan sodný v růstovém médiu až do koncentrace 50 mg/l a selen také 

v buňkách akumulovat (až 7 g/kg Se).  Speciační analýza prokázala podobné chování obou 

kmenů z hlediska metabolismu selenu, přičemž pozorováno bylo pouze jiné zastoupení 

jednotlivých specií (Obr. 5). Uvedené dva kmeny bakterií mléčného kvašení obohacených 

selenem byly dále studovány z hlediska jejich potenciálu zlepšit zdraví konzumentů60. 

Sledován byl zejména přínos selenizace mikroorganismů oproti jejich přirozeným benefitům, 

jako je imunomodulace nebo snižování hladiny cholesterolu. Účinky zařazení selenizovaných 

mikroorganismů do stravy byly sledovány na potkanech (kmen CD® IGS). Ve skupinách, 

kterým byly do stravy přidány selenizované mikroorganismy, byl zaznamenán nárůst celkového 

obsahu selenu v játrech a mírný nárůst také v ledvinách, avšak speciace selenu se 

mezi kontrolními skupinami a skupinami se selenem obohacenou stravou nelišila. Také ostatní 

biochemické parametry (např. hladina cholesterolu, proteinů oxidativního stresu atd.) se 
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mezi skupinami nelišily. Byl tak prokázán pozitivní vliv suplementace selenu prostřednictvím 

mikroorganismů na hladinu selenu v těle bez negativních vedlejších účinků na organismus. 

 

   

Obrázek 5: Chromatogram extraktu Streptococcus thermophillus (A) a Enterococcus 

faecium (B) rostoucích v médiu obsahujícím 10 mg/l seleničitanu: 1-seleničitan, 2-

selenocystin, 3-Se-methylselenocystein, 4-selenomethionin. 
 

 

2.2 Analýza nanočástic 

Analýza nanočástic prvků může být realizována mnoha způsoby. Využít lze jak metody 

optické (například dynamický rozptyl světla) a spektroskopické (například UV-VIS 

spektrometrie, rentgenová difrakce, Mössbauerova spektroskopie), tak různé druhy elektronové 

mikroskopie. Kompletní přehled metod charakterizace nanočástic uvádí Mourdikoudis a kol.61 

Z metod využívajících spojení separačních metod s metodami atomové spektrometrie lze uvést 

příklad analýzy nanočástic platiny pomocí HPLC-ICP-MS62, spojení asymetrické frakcionace 

polem s ICP-MS pro analýzu nanočástic stříbra63 nebo spojení kapilární elektroforézy s ICP-

MS taktéž pro analýzu nanočástic stříbra64. Všechny tyto metody mají společné to, že pomocí 

nich mohou být měřeny vždy pouze vybrané vlastnosti nanočástic.  

V roce 2003 byla poprvé popsána technika umožňující přímé stanovení anorganických 

nanočástic metodu ICP-MS. Degueldre a kol.65 prokázal, že pomocí ICP-MS mohou být 

kvantitativně detekovány jednotlivé částice v suspenzi a zavedl koncept ICP-MS v režimu 
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měření jednotlivých částic označovaný zkratkou sp-ICP-MS. V dnešní době je metoda sp-ICP-

MS již úspěšně používána pro charakterizaci anorganických nanočástic a pro studium jejich 

dopadu na životní prostředí66 a živé systémy67, 68, ale její aplikace nejsou omezeny pouze na tyto 

oblasti. Metoda sp-ICP-MS umožňuje, oproti jiným metodám měření nanočástic, stanovení jak 

velikosti částic a jejich koncentrace, tak i koncentrace rozpuštěných forem daného prvku 

v jedné analýze. Zatímco v klasické metodě ICP-MS je do plazmatu zaváděn aerosol obsahující 

rozpuštěnou formu analytu a je tak detekován signál analytu stabilní v čase, v metodě sp-ICP-

MS je do plazmatu zaváděn aerosol suspenze nanočástic, obvykle o koncentraci 105 až 

106 částic/ml, a signál odpovídající nanočásticím je zaznamenán jako rychlý přechodový signál 

(pík) (Obr. 6). Spojité oblasti záznamu, které neobsahují píky pak odpovídají koncentraci 

analytu v rozpuštěné formě, podobně jako v případě klasické metody ICP-MS. Hmotnostní 

analyzátor musí být schopen měřit velmi rychle, protože šířka jednotlivých píků se pohybuje 

v řádu desetin až jednotek milisekund. Z tohoto důvodu mohou běžné kvadrupólové 

analyzátory měřit v jedné analýze pouze jeden izotop. Plocha každého píku je úměrná velikosti 

částice a počet píků je úměrný koncentraci částic ve vzorku. Převod zaznamenané plochy píku 

na hmotnost prvku a tím na velikost částice a převod počtu píků na koncentraci částic vyžadují 

správnou kalibraci. Nejjednodušší a nejpřesnější kalibrace je založená na použití standardů 

nanočástic, ale často není možné ji využít z důvodu nedostupnosti těchto materiálů. Proto 

Pace a kol.69 navrhli alternativní postup kalibrace s použitím standardů rozpuštěných forem 

prvků jako při klasickém měření metodou ICP-MS založený na protokolu pro stanovení 

účinnosti transportu částic a účinnosti detekce.  
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Obrázek 6: Srovnání principů metody ICP-MS (A) a sp-ICP-MS (B).   

 

2.2.1 Vývoj metod 
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nanočástice stříbra začaly rozpouštět již po několika desítkách minut, v roztoku 0,05% želatiny 

nedocházelo ani po sedmi hodinách k viditelným změnám ve stabilitě71. Na takto stabilizované 

suspenzi nanočástic stříbra byl ukázán vliv podmínek měření: 

- vyšší příkon do plazmatu vede ke snížení signálu odpovídajícího nanočásticím na rozdíl 

od jiných autorů, kteří pozorovali nárůst signálu např. u nanočástic zlata72. To je 

způsobeno nižším prvním ionizačním potenciálem stříbra ve srovnání se zlatem, které 

není při nižších příkonech ionizováno zcela. Při vyšších příkonech tak u stříbra, 

na rozdíl od zlata, dochází k rychlejší ionizaci již v oblastech plazmatu dále 

od vstupních kónů do vakua a tím k horšímu transportu iontů. 

- průtok argonu zmlžovačem má vliv na tvorbu aerosolu a tím na účinnost transportu 

vzorku do plazmatu. Účinnost transportu rychle rostla na úroveň přibližně 7 % až 

do průtoku 0,75 l/min argonu a při vyšších průtocích již byla stabilní. Naopak intenzita 

signálu vykazovala ostré maximum při průtoku 0,85–0,90 l/min. 

- průtok vlastního vzorku do zmlžovače také ovlivňuje transportní účinnost. Vyšší průtok 

vzorku sice vede dle očekávání k vyššímu množství detekovaných nanočástic, avšak 

reálná transportní účinnost se snižuje. Tyto jevy jdou proti sobě a je nutné najít 

kompromis mezi transportní účinností a množstvím detekovaných nanočástic. 

- analýza příliš koncentrovaných suspenzí nanočástic, stejně jako analýza příliš malých 

nanočástic, vede k chybnému stanovení nižší transportní účinnosti, než je skutečná. 

Použití metody sp-ICP-MS tedy není z hlediska nastavení ICP-MS příliš robustní a pro správné 

stanovení velikosti a koncentrace nanočástic je potřeba uvedené parametry řádně optimalizovat. 

Parametrem, který zásadně ovlivňuje kvalitu naměřených dat je čas snímání signálu, 

tj. doba měření jednoho bodu časově rozlišeného záznamu. Aby každý pík odpovídal pouze 

jedné částici a nedocházelo tak ke zkreslení dat vlivem splynutí signálů více částic, musí být 

analyzovány zředěné suspenze částic nebo musí hmotnostní analyzátor detekovat signály 

s vysokou frekvencí, aby byly blízké signály rozlišeny. Druhý přístup by měl být výhodnější 

jak v možnosti analýzy koncentrovanějších suspenzí částic, tak z hlediska detekčních limitů. 

Hineman et al.73 tvrdí, že rychlejší sběr dat (doba měření jednoho bodu 100 μs a méně) 

umožňuje měřit menší částice ve srovnání s daty získanými pomocí delších časů měření díky 

zvýšení poměru signál/pozadí, což by mohlo vést ke snížení detekčních limitů z hlediska 

velikosti částic. Dosud však byla publikována pouze měření s časy snímání 50 µs a více. Měření 

s časy až 10 µs, tedy s frekvencí 105 Hz, které je dostupné u nových generací ICP-MS firmy 

PerkinElmer, zatím nebylo důkladněji popsáno a byly tak poprvé studovány důsledky 

ultrarychlého měření na kvalitu dat získaných metodou sp-ICP-MS. 
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Nejprve byl sledován vliv rychlosti snímání na tvar výsledného signálu (Obr. 7). 

Ukázalo se, že celkový signál (plocha píku) jedné nanočástice se při vyšší rychlosti snímání 

dělí mezi více bodů záznamu a pro jednotlivé body jsou tak naměřeny významně nižší intenzity 

signálu. Čím je částice menší, tedy čím nižší je celková intenzita signálu, tím delší snímací časy 

musí být použity, aby nedošlo k deformacím signálu. Při vysokých rychlostech snímání signálu 

totiž dojde k takové deformaci píku, že se objevují nulové intenzity signálu i tam, kde by měl 

být signál odpovídající částici (viz Obr. 7, čas snímání 10 µs). To bohužel vede k tomu, 

že software Syngistix™ Nano, dodávaný k přístrojům ICP-MS firmy PerkinElmer, identifikuje 

takto deformovaný pík jako signál několika malých nanočástic namísto jedné větší. Na příkladu 

nanočástic stříbra bylo ukázáno, že přístroj při ultrarychlém snímání (pod 20 µs) tedy 

neumožňuje správné vyhodnocení velikosti nanočástic o velikosti 40 nm a menších. 

S deformovanými píky si neporadí ani další softwarové moduly vyvinuté pro vyhodnocení 

měření sp-ICP-MS, kterými jsou Single Particle Calculation Tool74 nebo Nanocount75. Z tohoto 

důvodu byl vyvinut vlastní software76. Software již během načítání souboru umožňuje 

dle zvolených parametrů filtraci dat, která nenesou informaci, čímž se významně sníží objem 

zpracovávaných dat, kdy v časově rozlišeném záznamu může být až 6 000 000 naměřených 

bodů. Také jsou ihned detekovány jednotlivé píky, u nichž jsou vypočteny parametry jako šířka 

u základny a plocha. Software již tedy při dalším zpracování nepracuje s primárními daty, čímž 

se celý proces významně zrychlí. Také umožňuje variabilní nastavení délky nulového signálu 

(či pozadí), který odděluje signály jednotlivých nanočástic, čímž definuje míru deformace píku 

identifikovanou jako signál částice. Podařilo se tak dosáhnout významného zlepšení 

vyhodnocení dat (Obr. 8) při měření menších nanočástic (40 nm) i při rychlém snímání signálu 

(10 µs). Tím se otevřela cesta k ověření možnosti snížení detekčních limitů při rychlém snímání 

signálu.  

Vliv rychlosti snímání signálu na mez detekce z hlediska velikosti nanočástic byl 

sledován opět pro nanočástice stříbra a k vyhodnocení byl použit vlastní software. Ukázalo se 

však, navzdory předpokladům v literatuře, že snižování času snímání signálu pod 100 µs již 

zlepšení detekčních limitů nepřináší a ty jsou srovnatelné (10–11 nm).77 U malých nanočástic 

bylo navíc ukázáno, že v důsledku transportních jevů je účinnost jejich detekce nižší. Pouze 

5 % nanočástic stříbra o průměru 14 nm dosáhne detektoru, zatímco u částic o velikosti 20 nm 

je tento podíl 44 % a teprve 30 nm částice dosáhly detektoru všechny, přičemž tyto podíly 

nebyly ovlivněny rychlostí snímání signálu. Přínos ultrarychlého snímání signálu je tedy 

u metody sp-ICP-MS značně omezený, a to jak z hlediska potřeby vyhodnocení signálu, tak 

z hlediska výsledných parametrů metody. 
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Obrázek 7: Profil signálu nanočástice stříbra (40 nm) měřený při časech snímání 

jednotlivých bodů 100 µs, 50 µs, 20 µs a 10 µs. 

 

   

Obrázek 8: Histogram ploch píků získaný metodou sp-ICP-MS pro nanočástice stříbra 

o velikosti 40 nm při čase snímání signálu 100 µs (A) a 10 µs (B). Porovnání vyhodnocení 

komerčním softwarem Syngistix a vlastním softwarem. 

 

2.2.2 Robustnost metod 

Demineralizovaná voda je rozpouštědlem nejkompatibilnějším s metodou ICP-MS, 

avšak takto ideální vzorky zpravidla k dispozici nejsou. Analýzu nanočástic metodou sp-ICP-

MS lze samozřejmě provést také ve složitějších matricích, avšak to vyžaduje, aby vyvinuté 

metody byly robustní vůči matričním vlivům. Velkým problémem u metody sp-ICP-MS jsou, 
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podobně jako při stanovení celkového obsahu prvků nebo při speciační analýze s využitím 

metody ICP-MS, nespektrální interference. Ty mají stejný původ jako při tradiční ICP-MS, 

avšak mírně odlišné důsledky. Nejzásadnější rozdíl je ten, že pokles či zesílení signálu daný 

nespektrálními interferencemi se na stanoveném průměru nanočástic projeví v menší míře. 

Ve výpočtu průměru nanočástic totiž vystupuje třetí odmocnina intenzity signálu. Z tohoto 

důvodu je vliv nespektrálních interferencí u metody sp-ICP-MS menší než u tradičního 

stanovení prvků metodou ICP-MS a byl tak dlouhou dobu přehlížen. Ukázalo se však, že v řadě 

případů nelze vliv matrice ignorovat, zvláště při analýze nezředěných vzorků. 

Při analýze nanočástic v biologických vzorcích se významně projevuje vliv přítomnosti 

chloridu sodného, který je součástí všech biologických tekutin. Nespektrální interference 

vlivem solí nastávají jak při zmlžování vzorku v důsledku změny iontové síly roztoku, tak 

v důsledku ovlivnění ionizační rovnováhy v plazmatu.78 Již poměrně malé množství chloridu 

sodného (450 mg/l, tj. 20× zředěný fyziologický roztok) vede k podhodnocení velikosti 

nanočástic stříbra o 15 %, přičemž k významnému zkreslení číselné koncentrace nanočástic 

dochází až při koncentraci 4500 mg/l NaCl.79 Podobně byl zaznamenán vliv povrchově 

aktivních látek (proteiny, lipidy apod.) a sloučenin uhlíku přítomných ve vzorcích na přesnost 

stanovení. Zde byly tyto látky simulovány roztokem methanolu, v jehož přítomnosti docházelo 

k nadhodnocení velikosti nanočástic stříbra o 6 % při koncentracích methanolu 2 % (v/v) 

a vyšších. 

Jak již bylo uvedeno, kvůli rychlosti snímání signálu lze měřit metodou sp-ICP-MS 

pouze jeden izotop v jedné analýze a nelze tak využít eliminaci nespektrálních interferencí 

metodou vnitřního standardu. Jedinou možností eliminace těchto interferencí pomocí kalibrace 

tak zůstává využití kalibračních roztoků s modelovou matricí, což lze aplikovat pouze 

za předpokladu známé matrice u vzorků. Není-li matrice vzorku dobře definována, lze vliv 

matrice redukovat v nejjednodušším případě jejím dostatečným naředěním. Ředění vzorku je 

omezeno pouze zachováním dostatečné číselné koncentrace nanočástic. V případě, že vzorek 

obsahuje příliš málo nanočástic a nelze ho dostatečně naředit, se nabízí ještě možnost 

nanočástice ze vzorku extrahovat a matrici tak odstranit. Je však nutné zajistit, aby vlastní 

extrakční činidla nepůsobila další nespektrální interference. Vliv použití roztoků methanolu, 

ethanolu a dodecylsulfátu sodného (SDS) jako extrakčních činidel byl sledován 

na příkladu stanovení nanočástic stříbra.80 Nespektrální interference v tomto případě nastávají 

jak ovlivněním ionizační rovnováhy v plazmatu v důsledku vyšší tenze par organických 

rozpouštědel či přenosu náboje prostřednictvím iontů uhlíku, tak v důsledku ovlivnění účinnosti 

zmlžování a transportu vlivem změny povrchového napětí roztoku78, 81. Vliv nespektrálních 
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interferencí se projevuje již při nízkých koncentracích činidel a pro dosažení přesnosti 

stanovení jak velikosti, tak číselné koncentrace nanočástic bez použití kalibrace s přídavkem 

modelové matrice bylo možno použít jako matrici pouze roztok methanolu do koncentrace 

0,1 %. Pro tuto matrici byla stanovena mez detekce 33 nm z hlediska velikosti nanočástic stříbra 

a přibližně 5300 částic/ml z hlediska jejich číselné koncentrace. 

 

2.2.3 Aplikace metod 

Optimalizovaná metodika sp-ICP-MS byla aplikována na analýzu neředěné říční vody 

z Vltavy71. Bylo zjištěno, že nanočástice na různých místech odběru tvořily 2–15 % podíl 

na celkovém obsahu stříbra a průměrná velikost nanočástic se pohybovala od 42 do 72 nm. Je 

však nutné poznamenat, že výsledky jsou zatíženy poměrně velkou nejistotou z důvodu nízké 

číselné koncentrace nanočástic, která byla pouze 340±140 až 1670±250 částic/ml vody. 

Výsledky však demonstrují, že metodu sp-ICP-MS lze s úspěchem použít i na přímou analýzu 

velmi zředěných vzorků, ve kterých by bylo nemožné jinými metodami velikost a číselnou 

koncentraci nanočástic stanovit. U metod, které umožnují současné stanovení jak velikosti, tak 

počtu nanočástic, se detekční limity pohybují od 105 až 106 částic/ml v případě nejcitlivější 

optické metody detekce laserem indukovaného zániku (LIBD)82, přes 1011 částic/ml v případě 

metody distribuce velikosti částic (PSD)83, až po 108 až 1015 částic/ml v případě běžně 

používaných metod dynamického rozptylu světla84. V případě zakoncentrování vzorku, 

například extrakcí s využitím zákalu micelárních roztoků, lze číselné koncentrace v řádu 

desítek až stovek částic/ml stanovit v říční vodě také atomovou absorpční spektrometrií 

s elektrotermickou atomizací, avšak tato metoda neumožňuje stanovení velikosti těchto 

nanočástic.85 

Nanočástice byly metodou sp-ICP-MS stanoveny také v kosmetických přípravcích, 

na jejichž obale bylo uvedeno, že obsahují nanočástice stříbra.80 Matrice těchto vzorků jsou 

ve srovnání s říční vodou mnohem složitější a komplikací je také obsah většího množství lipidů 

v řadě kosmetických přípravků. Ty byly proto rozpuštěny a naředěny 0,1% (v/v) methanolem 

v poměru 1:100 (hmotnost vzorku:objem roztoku methanolu). Průměrná velikost nalezených 

nanočástic se pohybovala od 47 do 80 nm, avšak distribuce velikostí byly poměrně široké 

a velikost všech částic se pohybovala mezi 30–170 nm (Obr. 9A). Nanočástice stříbra však 

nebyly detekovány ve všech vzorcích, a to zejména kvůli detekčnímu limitu metody sp-ICP-

MS, který byl přibližně 30 nm. V ostatních vzorcích byla transmisní elektronovou mikroskopií 

prokázána přítomnost nanočástic stříbra o velikosti pouze pod 10 nm (Obr. 9B). 
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Obrázek 9: Histogram velikosti nanočástic stříbra získaný metodou sp-ICP-MS 

měřením vzorku balzámu po holení (A) a snímek z transmisního elektronového 

mikroskopu vzorku pleťového tonika (B). 

 

3. Závěr 

V habilitační práci je shrnut současný stav prvkové speciační analýzy a jsou v ní 

popsány dosažené příspěvky k tématu. Použitím iontově-párové kapalinové chromatografie 

bylo dosaženo separace souboru nejčastěji stanovovaných specií selenu a arsenu, přičemž byl 

ukázán potenciál rozšíření metody na řadu dalších specií. Kromě analýzy anorganických 

a organických specií byly rozšířeny možnosti analýz anorganických nanočástic metodou ICP-

MS, kde byly vyvinuty metody pro zpracování dat získaných ultrarychlým snímáním signálu. 

U všech vyvinutých metodik metod byly také zmapovány nespektrální interference pro vývoj 

robustních metod. Všechny byly aplikovány na různé typy vzorků, na nichž byla prokázána 

praktická využitelnost. Závěrem lze říci, že i přes dlouhý rozvoj metodik speciační analýzy stále 

zbývají oblasti k řešení, aby se podařilo dosáhnout rutinního použití těchto metod. 
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