Vysoka Skola chemicko-technologickd v Praze

Fakulta chemicko-inzenyrska

Prispévek k prvkové speciacni analyze

Habilita¢ni prace

Ing. Antonin Kana, Ph.D.

Praha 2021



Prohlaseni:

Predkladanou praci jsem vypracoval samostatn€. V textu jsem fadné uvedl odpovidajici citace

na préce jinych autord.



Obsah

17 TR 5
2. SPECIACTIT ANALYZA ..veivviiiiiie ettt 6
2.1 Speciacéni analyza nizkomoleKularnich Specii ........ccccvviiiiiiiiiiiiniiiie e 8
2.1.1. VIVO] MELOM. ...ttt 8
2.1.2 RODUSENOSE MELOM.......coiiiiieiiiiiiieeiie e 10
2.1.3. APIIKACE MELOM ..o 13

2.2 ANALYZA NANOCASTIC ...ttt b e nb et e bt e nnnenne s 15
2.2.1 VYVO] MELOA....uiiiiiiiiiiiiiiiiiiei i 17
2.2.2 RODUSENOSE MELOD. ......cviiiiiiiiici s 20
2.2.3 APHIKACE MELOM .....c.veeeieciic e sre e re e 22

B ZLAVET .ttt R e R e et Rt e R et e b e e et neenneeareennre s 23
A, LIEEIALUIE ..ot 24
5. S€ZNAM PUBITKACT ...t 29

L 5 110 OO OO 31



1. Uvod

Analyticka chemie hraje v lidské spole¢nosti vyznamnou roli, napiiklad ve vyrob¢
1é¢ivi, fizeni procesti v primyslu, monitorovéani Zivotniho prostiedi?, 1ékaiské diagnostice?,
vyrobé potravin® nebo forenznich vysetfovanich®. M4 také velky vyznam v riiznych oblastech
vyzkumu. Analyticka chemie je tak zaméfena piedev§im na vytvafeni a aplikaci novych
analytickych metod v reakci na rostouci naroky ¢i nové pozadavky riznych odvétvi. Jednou
Z oblasti analytické chemie je prvkova analyza. Jeji vyznam nespocivd jen ve stanovovani
celkového obsahu chemickych prvki, ale zamétuje se také na stanoveni jednotlivych forem
danych prvkd, tzv. specii. Pojem ,,speciacni analyza“ definuje [IUPAC jako analytickou ¢innost
identifikace a/nebo méfeni mnozstvi jedné nebo vice chemickych specii ve vzorku, pficemz
chemickou specii definuje jako specifickou formu prvku definovanou izotopovym sloZenim,
elektronovym nebo oxidaénim stavem a/nebo strukturou molekuly &i komplexu.® Pod pojem
specie tak spadaji kromé rtiznych sloucenin prvka také nanocastice, které se ve speciacni
analyze objevily teprve neddvno. Stanoveni jednotlivych specii je dilezité kvuli jejich
rozdilnym vlastnostem. Chemickd forma prvku urcuje jeho mobilitu Vv zivotnim prostiedi,
biologickou dostupnost nebo toxicitu. Protoze se tyto vlastnosti mezi jednotlivymi speciemi
¢asto velmi lisi, ur€eni zastoupeni specii prvkli umoziuje mnohem Iépe hodnotit vlastnosti
analyzovaného vzorku neZ pouhé stanoveni celkového obsahu prvki.

Habilitaéni prace vychazi z mych odbornych znalosti a z vysledki mé vyzkumné prace
provadéné na Ustavu analytické chemie VSCHT Praha, kde se dlouhodobé vénuji vyvoji
novych metod pro speciacni analyzu a jejich aplikacim. Prace je zamétena na dvé oblasti,
Z nichZ prvni pokryva téma speciacni analyzy nizkomolekuldrnich specii selenu a arsenu
a druha se pak vénuje pomérné nové skupiné specii, kterymi jsou nanocastice. Jednotlivé ¢asti
jsou uvedeny kratkym seznamenim se stavem problematiky v dob¢, kdy byla dana problematika
feSena a nasleduje stru¢ny text psany formou komentéaii k publikovanym vysledktim. Cilem

habilitacni prace je shrnout autorv pifinos k dané problematice.



2. Specia¢ni analyza

Koncept prvkoveé speciace se objevil koncem padesatych let 20. stoleti a od té¢ doby byla
vyvinuta fada metod pro stanoveni riznych specii. Jen velmi mdlo technik vSak umoziiuje
speciaéni analyzu p¥imo bez separace specii. Patii sem napiiklad Mdssbauerova spektroskopie’,
rentgenova fotoelektronova spektroskopie®, nuklearni magneticka rezonance®, nebo tandemova
hmotnostni spektrometrie™®.

V soucasnosti  jsou nejbéznéjSimi metodami pro speciatni analyzu kombinace
separacnich technik spojenych s vysoce citlivymi prvkové selektivnimi detektory. Ze souboru
dostupnych separa¢nich technik hraje hlavni roli kapalinova chromatografie (HPLC) a plynova
chromatografie, ale v mensi mife se pouzivaji i jiné nechromatografické techniky, jako je
kapilarni elektroforéza®!, dialyza a ultrafiltrace!? ¢i frakcionace polem®3. Vzhledem k tomu,
ze speciacni analyza je vétSinou vyuzivana ke stanoveni specii stopovych a ultrastopovych
prvki, 1ze k jejich detekci vyuzit pouze citlivé techniky, jako jsou atomova fluorescence,
opticka emisni spektrometrie nebo hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-MS).*

Pravé v osmdesatych letech, kdy se zacala psat historie komeréné dostupnych ICP-MS
nastal bouflivy rozvoj speciani analyzy. Tyto pfistroje se staly nejuniverzalngjSimi
a nejcitlivéjsimi prvkové selektivnimi detektory, které umoziuji métfeni stopovych mnozstvi
jednotlivych specii. Od té doby doSlo k rychlému rozvoji metod prvkové speciacni analyzy,
vV nichz dominantni roli jako prvkové selektivni detektor hraje praveé ICP-MS, nejcastéji
ve spojeni s HPLC, ktera je nejuniverzalnéjsi separa¢ni metodou. Soucasné s tim byly metody
speciacni analyzy rozSifeny od analyzy jednoduchych iontd prvkd ve vodnych roztocich
pfes malé molekuly, az po biomolekuly ve slozitych biologickych matricich. Rozvoj metod
speciacni analyzy vSak zacal zpomalovat kolem roku 2008 (Obr. 1A). Tento vyvoj ma dveé
pficiny. Zaprvé nedoSlo k ofekdavanému masivnéjSimu rozsifeni metod speciacni analyzy
do rutinnich laboratofi a tim vyvoj novych metod zacal stagnovat, zadruhé se pozornost obratila
k nové skupiné specii prvku, a to k nanocasticim (Obr. 1B). Od roku 2009 tak dochazi k nartstu
publikovanych praci zaméfenych na metodu ICP-MS v rezimu meéfeni jednotlivych castic
(single particle ICP-MS; sp-ICP-MS), pti¢emz tento rust stale trva.

S produkci nanocastic v primyslovém méfitku a jejich pfidavani do bézné pouzivanych
produktii, nap. kosmetickych pripravka®® & potravin'®, prichazi také potieba jejich stanoveni
jak pro kontrolu vyrobnich procesti, tak pro monitoring jejich osudu v Zivotnim prostiedi

¢i organismech. Kromé toho bylo zjis§téno, Zze nanocastice ruznych prvkd mohou byt také



metabolitem fady mikroorganism@i a mohou se tak vyskytovat v piirodé ptirozeng'’8,

V soucasnosti by tak stanoveni nanoc¢astic mélo byt vedle obvyklého stanoveni anorganickych

a organickych sloucenin chapéano jako nedilna soucasti speciacni analyzy.

200 200
180 180 | B
160 160
— 140 — 140
& &
£ 120 £ 120
S 100 S 100
o o
£ 80 £ 80
Q0 >0
8 60 S 60
40 40
20 20
0 0
TN NI NN O WINDNO TN NI NN NN NO
OO OO OO OO O OO0 O ™ v o o o OO OO OO OO OO OO ™ o o o o
OO OO0 OO O OOOOO O OO Oo OO OO0 OO O OOOOO O OO O
™ - - " AN AN AN AN AN AN ANANANN ™ - " AN AN AN AN AN AN ANANANAN
rok rok

Obrazek 1: Pocet publikaci tykajicich se specia¢ni analyzy s vyuZitim ICP-MS (A)
a analyzy nanocastic metodou sp-1CP-MS (B) do roku 2020. Zdroj: Web Of Science, 2021.

Jak jiz bylo zminéno, speciacni analyza zatim nenaSla Sir$i uplatnéni v rutinnich
laboratofich. Je to v mensi mife tim, Ze techniky speciacni analyzy jsou casto komplexni
a obtiZzn¢ se adaptuji pro rutinni pouZiti, ale hlavnim dlivodem je absence poZadavku ze strany
legislativy na stanoveni jednotlivych forem prvkt. Chybi tak hybna sila vytvotfena z pravnich
pozadavkli a vyvoj novych metod je pohanén spiSe zkoumanim technickych moznosti
nez trznimi Silami. V soucasné dobé zacina byt dileZitost specia¢ni analyzy zakonodarci
vnimana piedev§im diky rozsahlé podpotfe specializacni analyzy v rdmci akademickych
vyzkumnych skupin, které rozsifuji stavajici znalosti o speciaci prvki a upozoriiuji na mozna
toxikologicka rizika spojena s bezpecnosti potravin, ochrany zdravi i zivotniho prostiedi apod.
Na zakladé toho jiz byla néktera stanoveni do legislativy zafazena, napiiklad byla stanovena

maximalni Girovedt anorganickych specii arsenu v ryzi'®, Sestimocného chromu v hratkach?

nebo organickych slougenin cinu ve smésich a predmétech dodavanych pro irokou vefejnost?..
Oblast regulace nanocastic se teprve vyviji a jsou zavedena zatim pouze dil¢i opatieni tykajici
se jejich pouziti a oznaCovani.?? Budoucnost specia¢ni analyzy tedy kromé vyzkumného
sektoru, kde hraje nezastupitelnou roli pfi zékladnim vyzkumu, spociva také v dal$i podpote
ziskavani dat pro tvorbu legislativnich poZadavkil a nasledné uplatnéni speciacni analyzy

V bézné laboratorni praxi.



2.1 Specia¢ni analyza nizkomolekularnich specii

I prestoze vyvoj novych metod speciacni analyzy malych molekul jiz neni tak bouflivy,
stale jsou nové metody vyvijeny a vV dohledné budoucnosti se da ocekavat, ze mnoho laboratofi
bude nuceno legislativou a/nebo ekonomickymi hledisky speciacni analyzy provadét.
Pti vybéru vhodnych metod budou parametry, jako je Cas, naklady a automatizace, hrat
analyzy co nejvétsiho mnozstvi specii v jedné analyze. Vzhledem k univerzalnosti pouziti jsou
nejCasteji specie separovany pomoci HPLC, kterd nabizi nesrovnatelné veétSi mnozstvi
kombinaci stacionarnich a mobilnich fazi nez ostatni chromatografické metody. V této oblasti
se objevuji dva perspektivni sméry: viceprvkové speciacni analyzy a jednoprvkové speciacni
analyzy se zamé&fenim na co nejvétsi pocet separovanych specii?. U viceprvkovych speciaénich
analyz jsou popsany metody umoznujici v jedné analyze stanoveni specii az Sesti prvka
soucasné?*, aviak vzhledem k riznorodosti slou¢enin jednotlivych prvki Ize tyto metody pouzit
zpravidla jen pro velmi omezeny poéet kombinaci specii?®. Ve druhé kategorii se pro stanoveni
co nejvetsiho poctu specii jednoho prvku vyuziva specialnich rezimiu HPLC, jako je napiiklad
iontové parova chromatografie. Ta umoziiuje vhodnou volbou iontové parovych c¢inidel
separovat soucasné specie s riznymi vlastnostmi, zejména co se tyce naboje. lontové parova
chromatografie na reverzni fazi tak umoznuje v jedné analyze stanovit jak kationty, tak anionty
I neutralni latky, ¢imz se odliSuje od vétsiny ostatnich moédi HPLC. Pravé tento pfistup, tedy
separace Siroké Skaly specii biologicky ¢i toxikologicky vyznamnych prvka v jedné analyze,

bude demonstrovan na analyze specii selenu a arsenu.

2.1.1. Vyvoj metod

Ptikladem prvku tvoticiho celou fadu nizkomolekularnich specii mize byt selen. Selen
se fadi mezi dilezité biogenni prvky a v biologickych systémech tvoii celou fadu sloucenin.
Dhlezitou roli hraji pfedevsim selenoproteiny, v nichz je selen vazan ve formé& selenocysteinu,
ktery se ve volném stavu vyskytuje jako dimer selenocystin (SeCysz). DalSimi vyznamnymi
formami selenu jsou naptiklad selenomethionin (SeMet), Se-methyselenocystein (MeSeCys),
selenan (Se“") ¢i selenicitan (Se'v).2® V soucasnosti je viak popsano jiz nékolik desitek specii
selenu vyskytujicich se v organismech.?’ Je zfejmé, Ze uvedené sloudeniny jsou jak
organického, tak anorganického charakteru, jejich naboj se 1i§i a zavisi na pH prostiedi.
Pro jejich stanoveni v biologickych materidlech metodou HPLC-ICP-MS bylo popsdno mnoho
riznych moznosti separace, z nichz vétSina je zaloZena na iontové-vyménné chromatografii

nebo iontové parové chromatografii na reverzni fazi’®. Pro separaci sedmi specii selenu (SeMet,
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MeSeCys, SeV!, Se!V, kationtu trimethylselenonia, selenomocoviny a selenoethioninu), bylo
vyuzito HPLC kolony s reverzni fazi C8 v kombinaci s kationtové- i aniontové-parovymi
¢inidly.?° Mobilni fize obsahovala 2,5 mmol/l butan-1-sulfonatu sodného, 8 mmol/I hydroxidu
tetramethylamonného, 4 mmol/l kyseliny malonové a 0,05 % (v/v) methanolu, a vysledné pH
bylo upraveno pomoci HCI na hodnotu 3.0. Uvedené specie byly separovany béhem 25 minut
(Obr. 2A), pricemz béhem této doby byla kromé standardii separovana také tada dalSich
neidentifikovanych specii vyskytujicich se ve vzorcich potravinovych doplikli obsahujicich
selen. Ukazuje se tak potencial metody separovat dalsi specie a do budoucna tak jest¢ mnohem

vice rozsifit jeji vyuziti.
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Obrazek 2: Chromatogram standardid specii selenu (A) [1-selenilitan, 2-selenan, 3-
selenomocovina,  4-kationt  trimethylselenonia, 5-Se-methyselenocystein, 6-
selenomethionin, 7-selenoethionin] a arsenu (B) [l-arseni¢nan, 2-arsenitan, 3-
methylarseni¢na kyselina, 4-dimethylarseni¢na Kkyselina, 5-arsenobetain 6-oxid
trimethylarseni¢ny, 7-kation tetramethylarsonia, 8-arsenochilin, 9- thiomethylarseni¢na,
10-dithiodimethylarseni¢na kyselina, 11-sulfid trimethylarseni¢ny].

Nejbeznéjsi separacni technikou pro stanoveni specii arsenu je aniontové-parova HPLC
s kolonou Hamilton PRP-X100. Je to z toho divodu, ze toxikologicky nejvyznamnéjsi jsou
anorganické formy arsenu jako napf. arseni¢nany nebo arsenitany.®® Mezi b&zné specie arsenu
ptitomné v biologickych vzorcich se vSak fadi také methylarseni¢na Kkyselina,
dimethylarseni¢na kyselina, arsenobetain, arsenocholin, kation tetramethylarsonia a oxid

trimethylarseni¢ny® 3. Pro separaci téchto specii, které se 1idi ndbojem i strukturou, byl vyuzit
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stejny princip separace jako v piipadé selenu®?. Ukazalo se, Ze ackoliv jsou vySe zminéné specie
arsenu strukturn¢ odlisné od specii selenu a nezahrnuji naptiklad aminokyseliny, jejich chovani
je z hlediska separace velmi podobné. Byla proto pouzita stejna HPLC kolona i stejné slozky
mobilni faze, u nichz se pouze zménila koncentrace: 6,2 mmol/l butan-1-sulfonatu sodného,
1,2 mmol/l hydroxidu tetramethylamonného, 4 mmol/l malonové kyseliny a 0,05% (v/v)
methanolu, pH mobilni faze (3,0) dodate¢né upravovano nebylo. Béhem 18 minut trvajici
analyzy (Obr. 2B) bylo separovano osm nejbéznéjSich specii arsenu uvedenych vyse vcetné
jejich tii sirnych analogl (thiomethylarseni¢na kyselina, dithiodimethylarseni¢na kyselina
a sulfid trimethylarseni¢ny). Metoda tak jako jedina pokryva vSechny bézné stanovované specie
arsenu a také pomérné nové studované sirn€ specie arsenu, jejichZ stanoveni je pomoci tradi¢ni
aniontove-parové chromatografie problematické, protoze jsou méné poldrni a vykazuji vysokou

retenci ustici v dlouhé reten¢ni asy a deformované piky>2.

2.1.2 Robustnost metod

Kromé¢ ¢asové narocnosti je dilezitym procesem pro rutinni pouziti analytickych metod
také prokazani vhodnosti pro dany ucel neboli validace. Jednim z nejdilezitéjSich parametra,
vzhledem k rozmanitosti analyzovanych vzorku, je robustnost. Robustnost je parametr, ktery
charakterizuje schopnost analytické metody poskytovat spolehlivé vysledky i pti malych
zménach v experimentalnich podminkach.>* Nejéastéjsim a také nejbéZnéjsim problémem
pii speciaéni analyze metodou HPLC-ICP-MS je vliv matrice, ktery se projevuje jako
nespektralni interference. Nespektralni interference lze rozdé€lit na reverzibilni, které jsou
prechodné a dochazi k nim pouze béhem méfeni vzorku (zména G¢innosti zmlzovani, vliv
matrice na intenzitu signalu apod.), a na nereverzibilni zpisobujici trvaly vliv na stanoveni,
napiiklad depozice soli ve zmlZovaéi a na vzorkovacich konech.®® Jejich eliminace je dilezita
predevsim z hlediska toho, Ze jejich vliv na vysledek analyz je u neznamych vzorkt s neznamou
matrici nepiedvidatelny. Chyby spojené s nespektralnimi interferencemi lze eliminovat
vhodnymi kalibra¢nimi postupy®®, p¥ipravou vzorku nebo omezenim mnozstvi vzorku
dodaného do zmlzovaée, napiiklad aplikaci priitokové vstfikovaci analyzy.>’

Jednou z moZnosti je kalibrace s vyuZitim vnitini standardizace. Ta spociva v ptidani
znamé koncentrace referencniho prvku zvaného wvnitini standard ke vSem vzorkim
a kalibracnim standardim a méfeni poméru signal analytu a vnitfniho standardu namisto
prostého méteni signalu analytu. Vnitini standard by mél byt v idedlnim ptipadé béhem méteni
ovliviiovan stejnymi procesy jako analyt, a pomér signalu analytu a vnitiniho standardu by mé¢l

byt konstantni. Tim se minimalizuje vliv kolisdni signalu Vv disledku matri¢nich
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&i instrumentalnich v1ivi.*® Nespektralni interference jsou pii analyze biologickych vzorki
metodou HPLC-ICP-MS nejcastéji zpuisobeny pritomnosti vétsiho mnozstvi soli v extraktech
vzorkl, které zpravidla vedou ke snizeni intenzity signalu v disledku zmén ionizacni
rovnovahy v plazmatu. Na ptikladu arsenu byl ukazan nejen vliv soli na pokles signalu, ale
i opa¢ny vliv pfitomnosti slou¢enin uhliku na zesileni detekovaného signalu. V této praci byl

na rozdil od klasicky pouzivanych kovii (napt. Rh, In, Y...)%

pouzit jako vnitini standard selen,
¢imz bylo docileno téméi idealni shody parametrti analytu a vnitiniho standardu (relativni
atomova hmotnost Areas=74,9216 g/mol a Arese=78,96 g/mol; prvni ioniza¢ni potencial
U14s=9,81 eV a U1s=9,752 eV).*! To umoznilo béhem speciacni analyzy korigovat narist
signalu arsenu az do koncentrace uhliku v roztoku 3 g/l a podhodnoceni signdlu zpiisobené
ionty sodiku az do koncentrace 9 g/ chloridu sodného, coz odpovida fyziologickému roztoku.
Metoda tak umoziuje speciacni analyzu arsenu i v nezfedénych télnich tekutinach ¢i extraktech
biologickych vzorkd.

Dalsi moznosti eliminace nespektralnich interferenci je kalibrace pomoci izotopového
ziedovani, které se fadi mezi primarni metody.*? Jedna se o viibec nejpfesnégjsi variantu
analytu, coz neni mozné u mononuklidickych prvki. Zpusoby provedeni speciacni analyzy
s vyuzitim izotopového zied’ovani jsou pii spojeni HPLC a ICP-MS dva: speciové-specificky
a speciové-nespecificky (Obr. 3).* Je-li pouZito speciové-specifické izotopové zied’ovani,
ke vzorku jsou pied separaci na HPLC koloné ptidany izotopové obohacené specie, které budou
stanovovany, priCemz ostatni stanovit nelze. Naopak speciové-nespecifické izotopové
zied'ovani spoc¢iva v kontinualnim miseni vystupu z HPLC kolony s roztokem obsahujicim
libovolnou izotopové obohacenou specii daného prvku, ¢imz lze stanovit veSkeré separované
specie.** Druhy rezim je velmi vyhodny také z hlediska toho, Ze izotopové obohacené
slouCeniny riznych prvki jsou obtizn¢ dostupné a zde postaci pridavek roztoku jakékoli
1zotopove obohacené bézné anorganické slouceniny analyzovaného prvku. Nevyhodou je vSak
obtizné;si nasledné vyhodnoceni vysledk. Naméfeny pomér izotopti se méni v pritbéhu celého
chromatografického piku a chromatogramy se musi vyhodnocovat bod po bodu. Tento zpisob
vyhodnoceni komer¢ni software u ptistroji ICP-MS vibec nenabizi a data se tak musi
vyhodnocovat externé. Z tohoto davodu byl vyvinut software, ktery takové vyhodnoceni
umoziiuje.”® Program (Obr. 4) nabizi kromé zakladniho vyhodnoceni chromatogrami i korekce
spektralnich interferenci a jevl specifickych pro izotopové zfed’ovani — korekce mrtvého ¢asu
detektoru a korekce hmotnostni diskriminace izotopt. Praci pak usnadiiuje také integrovana

databaze piirozenych izotopovych zastoupeni vSech prvki s automatickou detekei analytu.
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Obrazek 3: Schéma pridavku izotopové obohaceného roztoku pro speciové-specifické
izotopové zied’ovani (A) a speciové-nespecifické izotopové zied’ovani (B) u metody
HPLC-ICP-MS.
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2.1.3. Aplikace metod

Popsané metodiky jsou diky moznosti stanoveni velkého poctu specii aplikovatelné
na sirokou skalu biologickych vzork. Aplika¢ni potencial metod je demonstrovan na speciacni
analyze selenu v rostlinach, zivocisnych tkanich a mikroorganismech, v nichZ je speciace
selenu rozmanita.

Selen je pro zivo€ichy zékladnim mikronutrientem, jehoz nadmérny piijem vsak mize
vést az k toxickym ucinktim. U zvifat se selen vyskytuje predev§im ve formé specii zminénych
jiz v kapitole 2.1.1. Hlavnim zdrojem selenu v potravé Zivo¢ichi jsou rostliny. V nich se kromé
téchto specii vyskytuje ve form¢é¢ mnoha dalSich sloucenin, napiiklad dimethylselenid,
dimethyldiselenid, Se-methylselenomethionin, oxid selenomethioninu a y-glutamyl-
selenomethylselenocystein, piesto neni role selenu v rostlinach stale zcela objasnéna. Je vSak
prokazéano, Ze selen v nizkych davkach chrani rostliny pied riiznymi abiotickymi stresy, jako je
chlad, sucho a vysychani, nebo stresem indukovanou tvorbou reaktivnich forem kysliku.*
Rostliny mohou hrat zasadni roli pii prekondvani nutricniho nedostatku selenu v rtiznych
oblastech svéta, proto je pro navrhovéani ucinnych strategii biofortifikace rostlin selenem
nezbytné studium metabolismu Se v rostlindich a nasledny osud specii selenu pii jejich
konzumaci Zivocichy. Aktualni je také mySlenka nutriéniho doplnéni selenu prostfednictvi
selenem obohacenych mikroorganismi vyuzivanych v primyslovém méiitku®’. Nejcast&ji se
tak jedna o kvasinky*® nebo bakterie mlé¢ného kvaseni®®, v nichZ se selen vyskytuje kromé jiz
vSech uvedenych specii selenu také jako naptiklad selenohomocystein, selenohomolanthionin,
N-acetylselenocystathionin ¢i methylselenoglutathion, a oproti rostlinam a Zivo¢ichiim také
ve formé nanodastic elementdrniho selenu?” 4 *0, Vyhoda obohaceni stravy organickymi
slouceninami selenu je oproti potravinovym doplitkiim obsahujicim anorganické formy selenu
ta, Ze organické slouceniny selenu maji vyssi biodostupnost nez anorganické.

Prvni studie byla vénovédna posouzeni reakce vybranych druhd travnich porostl
na aplikaci roztoku seleni¢itanu formou postiiku®. V piipadé akumulace selenu travinami
a jeho metabolismu na organické slouc¢eniny by mohly byt takto obohacené rostliny vhodnym
zdrojem selenu pro dobytek spasajici travni porosty a maso téchto hospodarskych zvirat
pak zdrojem selenu pro konzumenty. Zkoumany byly jak jednodélozné traviny, tak
dvoudélozné lu¢ni rostliny, pficemz zjiSténa akumulace selenu byla u vSech testovanych druhti
trav podobna. Z hlediska speciace vSak byly zaznamenany rozdily. Jednod€lozné traviny
obsahovaly vétsi podil MeSeCys nez dvoudé€lozné rostliny, které naopak obsahovaly vice
SeCysz. Kromé téchto dvou sloucenin byla zaznamenana také vetsi mnozstvi SeV! a SeMet,

a mala mnozstvi dalSich Sesti neidentifikovanych specii selenu. Zde vSak zadné vyrazné trendy

13



V jejich zastoupeni nebyly pozorovany. Jednd se viibec o prvni studii, ktera se systematicky
vénovala rozdilim v metabolismu selenu mezi jednodéloznymi a dvoudéloznymi rostlinami.
Druh4 studie®® tykajici se obohaceni rostlin selenem byla zaméfena na fortifikaci rostlin
urcenych k pfimé konzumaci spotiebiteli bez potieby mezikroku s hospodaiskymi zvitaty. Jako
modelova rostlina byla vybrana brokolice, ktera patii do ¢eledi brukvovitych rostlin. Ty jsou
znamé dobrou schopnosti akumulace selenu.®® Postfik roztokem seleniGitanu v mnoZstvi
odpovidajicim 25 g/ha a 50 g/ha selenu vedl k G¢innému zvySeni obsahu selenu u vsech
testovanych odrud brokolice. Aplikace selenu vedla k nartistu obsahu pifedevsim organickych
sloucenin selenu, jako jsou SeCysz, SeMet a MeSeCys. Kromé nich bylo pozorovano také
tiindct neidentifikovanych slouenin, jejichz obsah byl vSak spiSe minoritni. To ukazuje
na skute¢nost, ze 1 pfi aplikaci roztoku seleni¢itanu na list je selen rostlinou uU¢inné
metabolizovan do mnoha organickych sloucenin.

Dalsi moznosti, jak doplnit potraviny o selen, je vyuziti mikroorganismi. Metabolismus
mikroorganismu je velmi rychly a pestry co se ty¢e mnozstvi riznych organickych sloucenin
selenu. Metabolismus selenu byl popsan pro mikroorganismy vyuZivané v pekaistvi*?,

55

vinafstvi®, pivovarnictvi® a mlékarenském pramyslu®® ¥

Mikroorganismy pouZzivané
v mlékarenském primyslu nabizi nejvétsi perspektivu, protoze pocet kmenti pouzivanych
mikroorganismi je mnohem vétsi nez v ostatnich oblastech potravinaistvi.®® Vyhodou je také
skute¢nost, Ze naptiklad na rozdil od vina nebo piva jsou mlé¢né vyrobky dostupné pro vSechny
vékové kategorie. Schopnost mikroorganismi selen akumulovat a metabolizovat byla
zkoumana na dvou kmenech bakterii mlééného kvaSeni Streptococcus thermophilus
a Enterococcus faecium, pouzivanych pfi fermentaci jogurti®. Ukazalo se, ze oba kmeny jsou
schopny tolerovat selenicitan sodny v ristovém médiu aZ do koncentrace 50 mg/1 a selen také
v bunikach akumulovat (az 7 g/kg Se). Specia¢ni analyza prokazala podobné chovani obou
kmenti z hlediska metabolismu selenu, pficemz pozorovano bylo pouze jiné zastoupeni
jednotlivych specii (Obr. 5). Uvedené dva kmeny bakterii mlééného kvaseni obohacenych
selenem byly dale studovany z hlediska jejich potencialu zlepsit zdravi konzumenti®.
Sledovan byl zejména piinos selenizace mikroorganismil oproti jejich pfirozenym benefitim,
jako je imunomodulace nebo snizovani hladiny cholesterolu. Uginky zatazeni selenizovanych
mikroorganism@ do stravy byly sledovany na potkanech (kmen CD® IGS). Ve skupinach,
kterym byly do stravy pfidany selenizované mikroorganismy, byl zaznamenan nartst celkového
obsahu selenu v jatrech a mirny nartst také v ledvinach, avSak speciace selenu se
mezi kontrolnimi skupinami a skupinami se selenem obohacenou stravou nelisila. Také ostatni

biochemické parametry (napt. hladina cholesterolu, proteini oxidativniho stresu atd.) se
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mezi skupinami nelisily. Byl tak prokazan pozitivni vliv suplementace selenu prostiednictvim

mikroorganismu na hladinu selenu v téle bez negativnich vedlejSich u¢inkii na organismus.
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Obrazek 5: Chromatogram extraktu Streptococcus thermophillus (A) a Enterococcus
faecium (B) rostoucich v médiu obsahujicim 10 mg/l seleniCitanu: 1-seleniitan, 2-
selenocystin, 3-Se-methylselenocystein, 4-selenomethionin.

2.2 Analyza nanocastic

Analyza nanocastic prvka mize byt realizovana mnoha zptsoby. Vyuzit 1ze jak metody
optické (napiiklad dynamicky rozptyl svétla) a spektroskopické (napiiklad UV-VIS
spektrometrie, rentgenova difrakce, Mdssbauerova spektroskopie), tak rizné druhy elektronové
mikroskopie. Kompletni piehled metod charakterizace nanoéastic uvadi Mourdikoudis a kol.®*
Z metod vyuZivajicich spojeni separanich metod s metodami atomové spektrometrie 1ze uveést
ptiklad analyzy nanoéastic platiny pomoci HPLC-ICP-MS®2, spojeni asymetrické frakcionace
polem s ICP-MS pro analyzu nanoéastic stiibra® nebo spojeni kapilarni elektroforézy s ICP-
MS taktéZ pro analyzu nanoéastic stfibra®®. Vechny tyto metody maji spole¢né to, ze pomoci
nich mohou byt méfeny vzdy pouze vybrané vlastnosti nanocastic.

V roce 2003 byla poprvé popsana technika umoziujici pfimé stanoveni anorganickych
nanodastic metodu ICP-MS. Degueldre a kol.®® prokazal, ze pomoci ICP-MS mohou byt

kvantitativné detekovany jednotlivé Castice v suspenzi a zavedl koncept ICP-MS Vv rezimu
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méfteni jednotlivych ¢astic oznaovany zkratkou sp-ICP-MS. V dnesni dob¢ je metoda sp-ICP-
MS jiz uspésSné pouzivana pro charakterizaci anorganickych nanocastic a pro studium jejich

dopadu na Zivotni prosttedi® a zivé systémy®” 8

, ale jeji aplikace nejsou omezeny pouze na tyto
oblasti. Metoda sp-1CP-MS umoziuje, oproti jinym metodam méfeni nanoc¢astic, stanoveni jak
velikosti Castic a jejich koncentrace, tak i koncentrace rozpusténych forem daného prvku
V jedné analyze. Zatimco v klasické metodé ICP-MS je do plazmatu zavadén aerosol obsahujici
rozpusténou formu analytu a je tak detekovan signal analytu stabilni v case, v metodé sp-1CP-
MS je do plazmatu zavadén aerosol suspenze nanoéastic, obvykle o koncentraci 10° az
108 ¢astic/ml, a signal odpovidajici nano¢asticim je zaznamenan jako rychly pfechodovy signal
(pik) (Obr. 6). Spojité oblasti zaznamu, které neobsahuji piky pak odpovidaji koncentraci
analytu v rozpusténé form¢, podobné jako v ptfipadé klasické metody ICP-MS. Hmotnostni
analyzator musi byt schopen métit velmi rychle, protoze $ifka jednotlivych pikt se pohybuje
viadu desetin az jednotek milisekund. Z tohoto divodu mohou bézné kvadrupolové
analyzatory méfit v jedné analyze pouze jeden izotop. Plocha kazdého piku je umérna velikosti
Castice a pocet pikl je imérny koncentraci ¢astic ve vzorku. Pfevod zaznamenané plochy piku
na hmotnost prvku a tim na velikost ¢astice a pievod poctu piki na koncentraci ¢astic vyzaduji
spravnou kalibraci. Nejjednodussi a nejptesnéjsi kalibrace je zalozend na pouziti standarda
nanocastic, ale ¢asto neni mozné ji vyuzit z divodu nedostupnosti téchto materiali. Proto
Pace a kol.*®® navrhli alternativni postup kalibrace s pouzitim standardéi rozpusténych forem
prvki jako pii klasickém meéfeni metodou ICP-MS zalozeny na protokolu pro stanoveni

ucinnosti transportu ¢astic a ucinnosti detekce.
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Obrazek 6: Srovnani principa metody ICP-MS (A) a sp-ICP-MS (B).

2.2.1 Vyvoj metod

Stanoveni nanocastic metodou sp-ICP-MS, podobné jako stanoveni celkového obsahu
prvki metodou ICP-MS, ovlivituje cela fada parametri: transportni u¢innost vzorku, citlivost
signalu, ale také stabilita vlastnich nanoc¢éstic ve vzorku.

U nanocastic stfibra, které byly pouZzity pro demonstraci vlivu podminek méteni
na vysledek stanoveni, byla pozorovana velmi rychla degradace nanocastic v suspenzich

piipravenych pouze v demineralizované vodé®. Zatimco v demineralizované vodé se
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nanocastice stiibra zacaly rozpoustét jiz po nékolika desitkach minut, v roztoku 0,05% Zelatiny

¢l Na takto stabilizované

nedochazelo ani po sedmi hodinach k viditelnym zménam ve stabilit
suspenzi nanocastic stiibra byl ukazan vliv podminek méteni:
- vyssi piikon do plazmatu vede ke snizeni signalu odpovidajiciho nanocasticim na rozdil
od jinych autori, ktefi pozorovali narist signalu napf. u nanoéastic zlata’?. To je
zpusobeno niz§im prvnim ioniza¢nim potencidlem stiibra ve srovnani se zlatem, které
neni pi1 nizSich ptikonech ionizovano zcela. Pti vysSich pfikonech tak u stiibra,
narozdil od zlata, dochazi krychlej$i ionizaci jiz v oblastech plazmatu dale
od vstupnich kont do vakua a tim k hor§imu transportu iontu.
- pratok argonu zmlzovadem ma vliv na tvorbu aerosolu a tim na ucinnost transportu
vzorku do plazmatu. Uginnost transportu rychle rostla na urovei pfiblizné 7 % az
do prutoku 0,75 1/min argonu a pii vy$$ich prutocich jiz byla stabilni. Naopak intenzita
signalu vykazovala ostré maximum pii prutoku 0,85-0,90 I/min.
- prutok vlastniho vzorku do zmlzovace také ovliviiuje transportni ti€innost. Vyssi prutok
vzorku sice vede dle oc¢ekavani k vy$Simu mnozstvi detekovanych nanocastic, avSak
redlnd transportni uc¢innost se snizuje. Tyto jevy jdou proti sobé a je nutné najit
kompromis mezi transportni €innosti a mnoZstvim detekovanych nanocastic.
- analyza prili§ koncentrovanych suspenzi nanocastic, stejné jako analyza pfiliS malych
nanocastic, vede k chybnému stanoveni nizsi transportni G¢innosti, nez je skute¢na.
Pouziti metody sp-ICP-MS tedy neni z hlediska nastaveni ICP-MS pfili$ robustni a pro spravné
stanoveni velikosti a koncentrace nanocastic je potfeba uvedené parametry fadné optimalizovat.

Parametrem, ktery zasadné ovliviiuje kvalitu namétenych dat je ¢as snimani signalu,
tj. doba méfeni jednoho bodu ¢asové rozliseného zaznamu. Aby kazdy pik odpovidal pouze
jedné castici a nedochazelo tak ke zkresleni dat vlivem splynuti signali vice ¢astic, musi byt
analyzovany ziedéné suspenze Castic nebo musi hmotnostni analyzator detekovat signaly
s vysokou frekvenci, aby byly blizké signély rozliSeny. Druhy pfistup by mél byt vyhodné;si
jak v moznosti analyzy koncentrovanéjsich suspenzi Castic, tak z hlediska detek¢énich limita.
Hineman et al.”® tvrdi, ze rychlejsi sbér dat (doba méfeni jednoho bodu 100 ps a méng)
umoziuje mefit mensi ¢astice ve srovnani s daty ziskanymi pomoci delSich ¢ast méteni diky
zvySeni pomeéru signal/pozadi, coz by mohlo vést ke snizeni detekcnich limith z hlediska
velikosti ¢astic. Dosud vSak byla publikovana pouze méfeni s ¢asy snimani 50 ps a vice. Méteni
s ¢asy az 10 ps, tedy s frekvenci 10° Hz, které je dostupné u novych generaci ICP-MS firmy
PerkinElmer, zatim nebylo dikladnéji popsdno a byly tak poprvé studovany disledky
ultrarychlého méfeni na kvalitu dat ziskanych metodou sp-1ICP-MS.
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Nejprve byl sledovan vliv rychlosti snimani na tvar vysledného signalu (Obr. 7).

Ukazalo se, ze celkovy signal (plocha piku) jedné nanocastice se pii vyssi rychlosti snimani

vwvr

vvvvv

musi byt pouzity, aby nedoslo k deformacim signalu. Pii vysokych rychlostech snimani signalu
totiz dojde k takové deformaci piku, Ze se objevuji nulové intenzity signélu i tam, kde by m¢l
byt signal odpovidajici ¢astici (viz Obr. 7, ¢as snimani 10 us). To bohuzel vede k tomu,
ze software Syngistix™ Nano, dodavany k piistrojam ICP-MS firmy PerkinElmer, identifikuje
takto deformovany pik jako signal n€kolika malych nanoc¢éstic namisto jedné vétsi. Na piikladu
nanocastic stfibra bylo ukazano, Ze pfistroj pii ultrarychlém snimani (pod 20 ups) tedy
neumoziuje spravné vyhodnoceni velikosti nanocastic o velikosti 40 nm a menSich.
S deformovanymi piky si neporadi ani dal§i softwarové moduly vyvinuté pro vyhodnoceni
méfeni sp-ICP-MS, kterymi jsou Single Particle Calculation Tool”* nebo Nanocount™. Z tohoto
divodu byl vyvinut vlastni software’®. Software jiz b&hem nacitani souboru umoziuje
dle zvolenych parametru filtraci dat, ktera nenesou informaci, ¢imz se vyznamné snizi objem
zpracovavanych dat, kdy v ¢asové rozliSeném zdznamu muze byt az 6 000 000 naméfenych
bodu. Take jsou ihned detekovany jednotlivé piky, u nichZ jsou vypocteny parametry jako Sitka
u zakladny a plocha. Software jiz tedy pii dal$im zpracovani nepracuje s primarnimi daty, ¢imz
se cely proces vyznamné zrychli. Také umoziiuje variabilni nastaveni délky nulového signalu
(¢i pozadi), ktery odd€luje signaly jednotlivych nanocastic, ¢imz definuje miru deformace piku
identifikovanou jako signal Ccastice. Podafilo se tak dosahnout vyznamného zlepSeni
vyhodnoceni dat (Obr. 8) pfi méfeni mensich nanoc¢astic (40 nm) 1 pfi rychlém snimani signalu
(10 us). Tim se oteviela cesta k ovéfeni moznosti sniZzeni detekcénich limith pfi rychlém snimani
signalu.

Vliv rychlosti sniméani signdlu na mez detekce z hlediska velikosti nanocastic byl
sledovan opét pro nanocastice stiibra a k vyhodnoceni byl pouzit vlastni software. Ukézalo se
vSak, navzdory pfedpokladiim v literatufe, ze sniZovani ¢asu snimani signalu pod 100 ps jiz
zlepSeni detekénich limit neptinasi a ty jsou srovnatelné (10—11 nm).”” U malych nanogastic
bylo navic ukézéano, Ze v disledku transportnich jevi je ucinnost jejich detekce nizsi. Pouze
5 % nanocastic stiibra o priméru 14 nm dosahne detektoru, zatimco u ¢astic o velikosti 20 nm
je tento podil 44 % a teprve 30 nm c¢astice dosahly detektoru vSechny, pficemz tyto podily
nebyly ovlivnény rychlosti snimani signalu. Pfinos ultrarychlého snimani signalu je tedy
u metody sp-ICP-MS zna¢né€ omezeny, a to jak z hlediska potfeby vyhodnoceni signalu, tak

Z hlediska vyslednych parametri metody.
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Obrazek 7: Profil signalu nanocastice stiibra (40 nm) méieny pii Casech snimani
jednotlivych bodii 100 ps, 50 ps, 20 ps a 10 ps.

200

pocet pikd
[S=Y
Ul
o

[N
o
o

50

—— vlastni software
— Syngistix
0 20 40 60

80

plocha piku (pocet pulz)

pocet pikd

200
B —— vlastni software
— Syngistix
150
100
50
0

0 20 40 60 80

plocha pik( (pocet pulzd)

Obrazek 8: Histogram ploch piki ziskany metodou sp-ICP-MS pro nanocastice stiibra
0 velikosti 40 nm pri ¢ase snimani signalu 100 ps (A) a 10 ps (B). Porovnani vyhodnoceni
komerc¢nim softwarem Syngistix a vlastnim softwarem.

2.2.2 Robustnost metod

Demineralizovana voda je rozpoustédlem nejkompatibiln€jsim s metodou ICP-MS,

avsak takto idealni vzorky zpravidla k dispozici nejsou. Analyzu nanocastic metodou sp-ICP-

MS lze samoziejmé provést také ve slozitéjSich matricich, avSak to vyzaduje, aby vyvinuté

metody byly robustni vii¢i matri¢nim vlivim. Velkym problémem u metody sp-ICP-MS jsou,
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podobn¢ jako pfi stanoveni celkového obsahu prvkil nebo pii speciacni analyze s vyuzitim
metody ICP-MS, nespektralni interference. Ty maji stejny pivod jako pfi tradicni ICP-MS,
avSak mirn¢ odlisné dusledky. Nejzasadnéjsi rozdil je ten, ze pokles ¢i zesileni signalu dany
nespektralnimi interferencemi se na stanoveném pruméru nanocastic projevi v mensi mife.
Ve vypoctu praméru nanocastic totiz vystupuje tfeti odmocnina intenzity signalu. Z tohoto
divodu je vliv nespektralnich interferenci u metody sp-ICP-MS mensi nez u tradi¢niho
stanoveni prvki metodou ICP-MS a byl tak dlouhou dobu piehlizen. Ukazalo se vsak, ze v fadé
piipadl nelze vliv matrice ignorovat, zvIasté pti analyze nezfedénych vzorka.

Pti analyze nanocastic v biologickych vzorcich se vyznamné projevuje vliv pfitomnosti
chloridu sodného, ktery je soucasti vSech biologickych tekutin. Nespektralni interference
vlivem soli nastavaji jak pfi zmlzovéani vzorku v disledku zmény iontové sily roztoku, tak
v dtisledku ovlivnéni ionizaéni rovnovahy v plazmatu.’® Jiz pomérné malé mnozZstvi chloridu
sodného (450 mg/l, tj. 20x ziedény fyziologicky roztok) vede k podhodnoceni velikosti
nanocastic stiibra o 15 %, pficemz k vyznamnému zkresleni ¢iselné koncentrace nanocastic
dochazi az pfi koncentraci 4500 mg/l NaCl.”® Podobn& byl zaznamenin vliv povrchové
aktivnich latek (proteiny, lipidy apod.) a slou¢enin uhliku ptitomnych ve vzorcich na pfesnost
stanoveni. Zde byly tyto latky simulovany roztokem methanolu, v jehoz pfitomnosti dochazelo
k nadhodnoceni velikosti nanocastic stiibra o 6 % pii koncentracich methanolu 2 % (v/v)
a vyssich.

Jak jiz bylo uvedeno, kvli rychlosti snimani signalu lze méfit metodou sp-ICP-MS
pouze jeden izotop Vv jedné analyze a nelze tak vyuzit eliminaci nespektralnich interferenci
metodou vnitiniho standardu. Jedinou moznosti eliminace téchto interferenci pomoci kalibrace
tak ziistdva vyuziti kalibrac¢nich roztokd s modelovou matrici, coz lze aplikovat pouze
za ptedpokladu zndmé matrice u vzorkll. Neni-li matrice vzorku dobie definovéna, lze vliv
matrice redukovat v nejjednodussim p¥ipadé jejim dostate¢nym nafedénim. Redéni vzorku je
omezeno pouze zachovanim dostateéné ¢iselné koncentrace nanocastic. V pripade, ze vzorek
obsahuje pfili§ malo nanocastic a nelze ho dostatetné nafedit, se nabizi je$t€ moznost
nanocastice ze vzorku extrahovat a matrici tak odstranit. Je vSak nutné zajistit, aby vlastni
extrakéni ¢inidla neptsobila dalsi nespektralni interference. VIiv pouziti roztokti methanolu,
ethanolu a dodecylsulfatu sodného (SDS) jako extrakénich ¢inidel byl sledovan
na ptikladu stanoveni nano¢astic stiibra.®’ Nespektralni interference v tomto piipadé nastavaji
jak ovlivnénim ioniza¢ni rovnovahy v plazmatu v disledku vyssi tenze par organickych
rozpoustédel ¢i pfenosu naboje prosttednictvim iontl uhliku, tak v disledku ovlivnéni u¢innosti

zmlZovéani a transportu vlivem zmény povrchového napéti roztoku’® 8. Vliv nespektralnich
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interferenci se projevuje jiz pfinizkych koncentracich ¢inidel a pro dosazeni ptesnosti
stanoveni jak velikosti, tak ¢iselné koncentrace nanocastic bez pouziti kalibrace s ptidavkem
modelové matrice bylo moZno pouzit jako matrici pouze roztok methanolu do koncentrace
0,1 %. Pro tuto matrici byla stanovena mez detekce 33 nm z hlediska velikosti nano¢astic stiibra

a priblizné 5300 castic/ml z hlediska jejich ¢iselné koncentrace.

2.2.3 Aplikace metod

Optimalizovana metodika sp-ICP-MS byla aplikovana na analyzu nefedéné fi¢ni vody
z Vltavy’. Bylo zjisténo, ze nanodastice na riznych mistech odbéru tvoiily 2—15 % podil
na celkovém obsahu stiibra a primérné velikost nanocastic se pohybovala od 42 do 72 nm. Je
vSak nutné poznamenat, ze vysledky jsou zatizeny pomérné velkou nejistotou z ditvodu nizké
¢iselné¢ koncentrace nanocastic, ktera byla pouze 340+140 az 16704+250 castic/ml vody.
Vysledky v§ak demonstruji, ze metodu sp-ICP-MS lze s uspéchem pouzit i na ptimou analyzu
velmi zfedénych vzorki, ve kterych by bylo nemozné jinymi metodami velikost a ¢iselnou
koncentraci nanocastic stanovit. U metod, které umoZnuji soucasné stanoveni jak velikosti, tak
poétu nanodastic, se detekéni limity pohybuji od 10° az 10° &astic/ml v piipadé nejcitlivéjsi
optické metody detekce laserem indukovaného zaniku (LIBD)®2, pies 101! astic/ml v piipadé
metody distribuce velikosti ¢astic (PSD)®, az po 108 az 10%° &astic/ml v piipadé bézné
pouzivanych metod dynamického rozptylu svétla®’. V piipadé zakoncentrovani vzorku,
napiiklad extrakci s vyuzitim zdkalu micelarnich roztoki, Ize c¢iselné koncentrace v fadu
desitek az stovek castic/ml stanovit v fi€ni vodé také atomovou absorpéni spektrometrii
s elektrotermickou atomizaci, avSak tato metoda neumozZnuje stanoveni velikosti téchto
nano&astic.8

Nanocastice byly metodou sp-ICP-MS stanoveny také v kosmetickych ptipraveich,
na jejichz obale bylo uvedeno, Ze obsahuji nano¢astice stiibra.®’ Matrice téchto vzorkd jsou
v fad¢ kosmetickych ptipravki. Ty byly proto rozpustény a natedény 0,1% (v/v) methanolem
v poméru 1:100 (hmotnost vzorku:objem roztoku methanolu). Primérna velikost nalezenych
nanocastic se pohybovala od 47 do 80 nm, avSak distribuce velikosti byly pomé&mé Siroké
a velikost vSech castic se pohybovala mezi 30-170 nm (Obr. 9A). Nanocastice stiibra vSak
nebyly detekovany ve vSech vzorcich, a to zejména kviili detekénimu limitu metody sp-1CP-
MS, ktery byl ptiblizné 30 nm. V ostatnich vzorcich byla transmisni elektronovou mikroskopii

prokazana pritomnost nanocastic stiibra o velikosti pouze pod 10 nm (Obr. 9B).
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Obrazek 9: Histogram velikosti nanocastic stfibra ziskany metodou sp-1CP-MS
méfenim vzorku balzamu po holeni (A) a snimek ztransmisniho elektronového
mikroskopu vzorku plet'ového tonika (B).

3. Zavér

V habilitacni praci je shrnut soucasny stav prvkové speciacni analyzy a jsou v ni
popsany dosazené piispévky k tématu. Pouzitim iontové-parové kapalinové chromatografie
bylo dosazeno separace souboru nejcastéji stanovovanych specii selenu a arsenu, pticemz byl
ukdzan potencial rozsifeni metody na fadu dalSich specii. Kromé analyzy anorganickych
a organickych specii byly rozsifeny moznosti analyz anorganickych nanoc¢astic metodou ICP-
MS, kde byly vyvinuty metody pro zpracovani dat ziskanych ultrarychlym snimanim signalu.
U vSech vyvinutych metodik metod byly také zmapovany nespektralni interference pro vyvoj
robustnich metod. VSechny byly aplikovany na rtzné typy vzorkti, na nichz byla prokazana
prakticka vyuzitelnost. Zavérem lze fici, ze 1 pres dlouhy rozvoj metodik specia¢ni analyzy stale

zbyvaji oblasti k feSeni, aby se podafilo dosahnout rutinniho pouziti téchto metod.
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