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Abstrakt

Zajem o nanocastice a nanomateridly obecné prudce vzrostl a diky jejich
specifickym fyzikalnim a chemickym vlastnostem se staly klicovou technologii pro
21. stoleti. Tyto mimotadné vlastnosti je u€inily atraktivnimi pro aplikace v mnoha
oblastech mediciny, farmacie, elektroniky, zeméd¢€lstvi, kosmetiky ¢i potravinarském
primyslu. Z tohoto diivodu zacaly vznikat pochybnosti a obavy ohledné jejich potencidlni
toxicity a negativniho dopadu na zivotni prostfedi. Kvili tomu v poslednich letech

dochazi k rozvoji technik a metod pro u¢inné stanoveni nanocastic.

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim kovovych nanocéstic stiibra ve
vzorcich kosmetickych ptipravkll s deklarovanym obsahem nanocastic dostupnych na
¢eském trhu. Ke stanoveni nanocastic byla vyuzivana perspektivni technika spICP-MS,
nebot’ se jednd o moderni, spolehlivou techniku s nizkymi limity detekce. Bylo
optimalizovano vhodné stabiliza¢ni ¢inidlo, pfi¢emz nejvhodnéjsi byl Triton X-100. Déle
byla optimalizovana navazka vzorku a doba sonikace. Po stanoveni nanocastic ve vzorku
kosmetickych ptipravki bylo zjiSténo, Ze nejvice nanocastic bylo obsazeno v tekutém
mydle (284 ng g), poté v Samponu (100,49 ng g') a nejméné ve sprchovém gelu
(3,28 ng gh).

Klicova slova

analyticka chemie, nanoc¢astice, primeér nanocastice, koncentrace ¢astic



Abstract

Interest in nanoparticles and nanomaterials in general has grown rapidly, and due
to their unique physical and chemical properties they have become a key technology for
the 21st century. These extraordinary properties have made them attractive for
applications in numerous fields, including medicine, pharmacy, Electronics, agriculture,
cosmetics and the food industry. This has raised concerns about their potential toxicity
and negative environmental impact. Because of this, techniques and methods for the

efficient determination of nanoparticles have been developed in recent years.

This thesis focuses on the determination of metallic silver nanoparticles in
cosmetic product samples with declared nanoparticle content and available on the Czech
market. The promising technique spICP-MS was used for the determination of
nanoparticles as it is modern, reliable technique with low detection limits. A suitable
stabilizing reagent was optimized, with Triton X-100 being the most suitable.
Furthermore, the sample weight and sonication time were also optimized. After analysing
nanoparticles in cosmetics samples, it was found that the highest concentration of
nanoparticles was found in liquid hand soap (284 ng g'!), followed by shampoo
(100,49 ng g, and the lowest in shower gel (3,28 ng g™!).
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Seznam zKkratek

A4F-ICP-MS Frakcionace v proudovém poli s asymetrickym tokem s detekei

AC
CE

CEM

CLP

CTAB

DC
DLS
Exin
EM

ENPs

FFF
GC

HPLC

ICP-MS

ISO

LOD

LOQ

hmotnostni  spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem
(Asymmetrical field — flow fraction inductively coupled plasma
mass spectrometry)

Stiidavy proud (Alternating current)
Kapilarni elektroforéza (Capillary electrophoresis)

Elektronovy nasobi¢ s kontinualni dynodou (Channel electron
multiplier)

Klasifikace, oznacovani a baleni latek a smési (Classification,
Labelling and Packaging of substances and mixtures)

Cetrimoniumbromid

Primér

Stejnosmérny proud (Direct current)

Dynamicky rozptyl svétla (Dynamic Light Scattering)
Kinetickd energie

Elektronovy nésobi¢ (Electron multiplier)

Uméle vytvotené nanocastice (Engineered nanoparticles)
Primérny pocet pikl pfipadajici na jednotku ¢asu
Frakcionace v proudovém poli (Field-flow fractionation)
Plynova chromatografie (Gas chromatography)

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (High-performance
liquid chromatography)

Hmotnostni  spektrometr s indukéné vazanym plazmatem

(Inductively coupled plasma mass spectrometry)

Mezinarodni  organizace pro normalizaci  (International

Organization for Standardization)
Diskriminace kinetickou energii (Kinetic energy discrimination)
Limit detekce (Limit of detection)

Limit stanovitelnosti (Limit of quantification)
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m/z

MALS

NPs

NTA
PNC
PVA

REACH

ROS
RSD
SD
SDS
SEM

spICP-MS

TEM

TMAH

TOF

vf

Hmotnost

Pomér hmotnosti (m) a naboje (z)

Viceuhlovy rozptylovy detektor (Multi-Angle light scattering)
Celkova koncentrace ¢astic ve vzorku

Pocet méfeni

Nanocastice (Nanoparticles)

Analyza sledovani nanocastic (Nanoparticle tracking analysis)
Koncentrace Castic (Particle number concentration)
Polyvinylalkohol

Registrace, hodnoceni, autorizace a omezovani chemickych latek

(Registration, Evaluation, Authorisation and Restrictions of
Chemicals)

Radiofrekvenéni

Reaktivni formy kysliku (Reactive oxygen species)

Relativni smérodatna odchylka (Relative standard deviation)
Smérodatna odchylka (Standard deviation)

Dodecylsiran sodny

Skenovaci elektronovy mikroskop (Scanning electron microscope)

Analyza jednotlivych ¢astic hmotnostni spektrometrii s indukéné
vazanym plazmatem (Single particle inductively coupled plasma)

Transmisni elektronova mikroskop (7Transmission electron

microscopy)

Tetramethylamonium hydroxid

Analyzator doby letu (7ime of flight mass spectrometry)
Objem

Vysokofrekvenéni elektromagnetické pole

Transportni Gi¢innost

Hustota



1 Uvod

V soucasnosti miliony lidi denné¢ vyuzivaji kosmetické produkty a produkty
osobni hygieny (napft. opalovaci krémy, produkty pro ¢isténi zubt, téla a vlast, pripravky
proti starnuti). Obecné maji kosmetické produkty velmi slozitou matrici s mnoha riiznymi
slozkami. Nékteré ze slozek, které se v kosmetickych produktech objevily neddavno
mohou byt ve formé nanocastic. Naptiklad TiO2 a ZnO ve form¢ nanocastic se vyuzivaji
v opalovacich krémech diky své vysoké fotostabilité. Mimo toho se naptiklad nanoc¢astice
zlata nebo sttibra vyuzivaji v riznych sprchovych gelech a zubnich pastach vzhledem ke

svym vysokym antibakterialnim a antimikrobidlnim vlastnostem [1].

Nanotechnologie predstavuje klicovou technologii ve 21. stoleti, kterd ma vysoky
potencial k pokrokim v inZenyrstvi materialt. [2]. Nanocastice jsou pevné Castice, které
predstavuji podskupinu nanomateriald. Jsou definovany tim, Ze maji alespon jeden
rozmér a velikost v fadu jednotek nebo desitek nanometri. Kromé zminéné kosmetiky se
nanocastice vyuzivaji v mnoha oblastech kazdodenniho Zivota, naptiklad v elektronice,
chemii, textilnim primyslu, mediciné zemédélstvi a potravinaistvi [3]. Rozvoj
nanotechnologii vyzaduje i sofistikovanéj$i nanometrologii, kterd umoziuje presné
a spolehlivé kvantitativni stanoveni a charakterizaci nanocastic a struktur v nanoméfitku.
S vétSim vyuzitim nanocastic vznika 1 otdzka ohledné jejich potencidlni toxicity
a Skodlivosti pro Zivotni prostiedi. V reakci na tuto vyzvu byla citlivost, pfesnost
a preciznost hmotnostni spektrometrie s indukéné€ vazanym plazmatem ptizptsobena pro
analyzu jednotlivych nanocéstic technikou, ktera byva v literatufe oznacovana jako single
particle ICP-MS. Rychly rozvoj této techniky z ni d€la G¢inny nastroj pro kvantitativni

stanoveni nanocastic [2].

1.1  Cil diplomové prace

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat a nasledn¢ validovat metodu pro
stanoveni koncentrace (particle number concentration) a stfedniho priméru nanocastic
sttibra (Ag NPs) ve vzorcich kosmetickych pfipravkii pomoci techniky spICP-MS.
Konkrétné se jednalo o vzorky Samponu, sprchového gelu a tekutého mydla od vyrobce
Nanostiibro plus s. r. 0, ktery se zaméfuje na vyrobu osobni hygieny s deklarovanym

obsahem nanocastic stibra. Ke splnéni cilti bylo potieba najit vhodné fedici a stabilizacni
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¢inidlo, optimalni navazku a optimalni dobu sonikace za uGcelem zajistit co nejvetsi

ptesnost, spolehlivost a opakovatelnost.
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2 Teoreticka &ast

2.1 Nanodastice

Podle definice Mezinarodni organizace pro normalizaci (ISO) jsou nanomateridly
takové materialy, které maji alespon jeden rozmér v rozsahu velikosti piiblizné od 1 do
100 nm a disponuji jedine¢nymi vlastnostmi, které se obvykle 1isi od vlastnosti chemicky
identickych materiali [4,5]. Jak jiz bylo zminéno, nanomaterialy mohou mit jeden ¢i vice
rozmért a vice tvarti. Existuji nanocastice, které¢ maji tfeti rozmér, nanovldkna ve 2D ale
1 jednorozmérné nanodesky [6]. Nanocastice mohou mit rizné tvary a struktury. Mohou
byt kulovité, valcovité, kuzelovité, s dutym jadrem, spirdlovité a podobné [7]. Vyskytuji
se bud’ pfirozené, naptiklad jako koloidy, ale mohou byt také uméle vytvoteny pro
konkrétni ucel (ENPs) [5]. Nanomateridly mohou byt anorganického nebo organického
puvodu. V soucasnosti 1ze nanoc¢éstice a nanomaterialy rozdélit do ¢tyf kategorii podle
typu materialu. Prvni kategorii jsou nanomaterialy na bazi uhliku, které se vyskytuji jako
ruzné tvary, naptiklad jako duté trubice nebo jako sféry. Do této kategorie patii fullereny
(C60), uhlikové nanotrubice nebo grafen. Druhou kategorii jsou nanocastice kovi a jejich
oxidl. Mezi nej€astéji vyuzivané kovové nanocastice patii napiiklad oxid titanicity
(Ti02), oxid zinecnaty (ZnO) nebo nanocastice zlata a stfibra, nejcastéji vyuzivané
v kosmetice nebo l€karstvi. Treti kategorii jsou organické materidly, které¢ zahrnuji
nanostruktury na bazi lipidi, tenzidii a polymerti vyuZzivané jako nosice aktivnich molekul
nebo nanokrystaly, které slouZi ke zvySeni rozpustnosti sloucenin. Posledni kategorii jsou
kompozitni nanomaterialy, které jsou tvofeny kombinaci riznych typll nanoc¢astic mezi

[6,8].

Za poslednich 30 let doslo k vyraznému rozvoji a produkci nanomaterialt
a v soucasnosti jsou nanocastice Siroce vyuzivany diky svym jedine¢nym a vyhodnym

vlastnostem v zemédélstvi, 1€katstvi ¢i v kosmetickém primyslu [9].

rowr

Takto malé Castice pfinaSeji fadu vyhod pii formulaci drogistickych produkti.
Jejich drobné rozméry jsou vice kompatibilni s biologickymi strukturami, coZ umoziuje
snadnéjsi vstiebavani sloucenin ptes kozni bariéru i bunécné membrany. To znamena, Ze
latky aplikované na povrch téla mohou byt nejen 1épe absorbovany kizi, ale 1 ve vétsi
mife pfijimany builkami a mohou snaze pronikat pfes bunééné membrany i1 vnitini
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membrany bunéénych organel. Nanoc¢éstice nachazeji Siroké uplatnéni jako UV filtry,
antimikrobidlni latky, barviva ¢i nosice bioaktivnich molekul. Mezi vyhody pouziti
nanocastic v kosmetice patii lepsi ochrana pied UV zéaifenim, hlubsi penetrace nebo

zlepSena hydratace [6,10].

2.2 Legislativa

Nanocastice  se  vyznacuji ~ vlastnostmi  jako  vysokd  chemicka
bioaktivita, reaktivita, schopnost pronikat na bunééné urovni a vyssi biologicka
dostupnost. Tyto schopnosti je €ini atraktivnimi pro biomedicinské aplikace, ale zaroven
mohou pfedstavovat potencidlni hrozbu v podobé toxicity. Z tohoto diivodu vladni
organizace zavedly regulace formou legislativy, zakont a pravidel s cilem minimalizovat
a eliminovat rizika spojend s nanomaterialy. Pfesto neexistuje specifickd mezinarodni
smérnice nebo dohoda tykajici se vyroby, manipulace, oznacovani, testovani toxicity
nebo hodnoceni enviromentalnich dopadli nanocéastic. V tomto vyvoji novych piedpist
pro kontrolu nanomateriali zavislém na zlepSeni soucasnych znalosti o toxicité
a ekotoxicité nanomateriall, stejn¢ jako o jejich vyskytu a osudu v Zivotnim prostiedi
[8,11]. V soucasnosti maji USA a Evropska unie silné regulacni orgdny a legislativni
smérnice pro kontrolu potencialnich rizik nanoc¢astic a nanomaterialii obecné. Evropska
komise vypracovala nékolik casti legislativy a technickych ptedpisti s odkazy na
nanomateridly. Tato legislativa je uplatiiovana v zemich EU k zajisténi jednotnosti naptic
sektory. Podle Evropské komise je termin nanomateridl definovan jako ,,pfirodni,
nahodné vznikly nebo uméle vyrobeny material obsahujici ¢astice v nevazaném stavu,
jako agregat nebo aglomerat, pticemz 50 % nebo vice ¢astic v rozlozeni velikost mé jeden
nebo vice vnéjSich rozméra v rozmezi 1 nm az 100 nm*. JelikoZ specifikace materialt
a produkti spliiuji definice latek podle REACH a nafizeni, klasifikace, oznacovani
a baleni chemickych latek (CLP), plati pro n¢ ustanoveni téchto ptedpist [12]. V roce
2013 byla smérnice 76/768/EEC nahrazena natizeni EU o kosmetice 1223/2009 které
kromé definice velikosti fika, Ze se jednd o nerozpustny nebo biopersistentni material.
Také podle tohoto nafizeni musi byt slozky pfitomné ve formé nanomaterialii jasné
uvedeny v seznamu slozek. Nazvy téchto slozek musi byt nasledovany slovem ,,nano*

v zavorkach [8,13].
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2.3 Zdravotni rizika

Produkce, pouzivani, likvidace a zpracovani odpadli obsahujici nanomateridly
jsou hlavnimi diivody uvoliovani nanocastic do zivotniho prostredi. Zatimco lidska ktize
predstavuje pomyslnou bariéru pred cizorodymi latkami, organy jsou vici nim
nachylng€jsi [14]. Nanocastice maji velikost srovnatelnou s viry, a proto jim jejich mala
velikost usnadnuje transport pies bariéry, jako jsou prave kiize, plice, télesné tkan¢€ a dalsi
organy [15]. Nanocastice, které se dostavaji do t€la nejcastéji inhalaci mohou poté snadno
pronikat do télniho ob¢hu a jinych ¢asti lidského téla zahrnujici jatra, srdce nebo krevni
bunky. Mezi obecné akutni toxické G¢inky expozice nanoc¢asticim patii tvorba reaktivnich
forem kysliku, denaturace proteinti nebo poruSeni mitochondrii. Chronické toxické
ucinky zahrnuji hromadéni v retikuloendotelidlnim systému, jadru nebo nervové tkani
a tvorbu neoantigentl, coz muze vést ke zvétseni nebo dysfunkci organd. Je vsak dilezité
mit na paméti, ze toxicita nanoc¢astic zavisi na jejich ptivodu a mnoho z nich se jevi jako

netoxické a nékteré maji naopak pozitivni zdravotni G¢inky [8,16].

2.3.1 Osud nanoéastic v Zivotnim prostredi

Nedavné studie prokazaly toxicky vliv nanocastic na rizné organismy, coz
vyvolava obavy ohledné chovani a osudu nanopolutantli v zivotnim prostiedi [17]. Po
uvolnéni nanocastic do Zivotniho prostiedi podléhaji dynamickym transformacnim
procestim. Fyzikalni, chemické a biologické procesy, jako jsou homo ¢i heteroagregace,
sedimentace, adsorpce, oxidace, redukce, sulfidace ¢i fotochemicky a biologicky tizené
reakce probihaji v prostfedi a zasadné ovliviiuji mobilitu a biologickou dostupnost

nanocastic [17,18].

2.4 Metody stanoveni nanocastic

Chemické slozeni, struktura, velikost a tvar hraji dfleZitou roli v unikatnich
vlastnostech, které charakterizuji nanoc¢éstice a jejich dopad na zdravi a Zivotni prostiedi
[19]. Mnoho studii zdlraznilo potfebu provadét charakterizaci nanocastic spolehlivym
arobustnim zplUsobem, ktery by zdraznil, které charakteristiky jsou nezbytné pro
identifikaci nebezpec¢i [20,21]. K charakterizaci téchto vlastnosti se bézné€ pozivaji rizné

metody.
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Ke stanoveni velikosti se bézné¢ vyuziva skenovaci a transmisni elektronovy
mikroskop (SEM a TEM). Krom¢ velikosti poskytuje informace o povrchu vzorku,
krystalické struktuie tvaru a dalSich vlastnostech jako je naptiklad elektricka vodivost.
S rozliSenim pftiblizn€ 10 nm u SEM a 1 nm u TEM je rozliSeni dostatecné k ziskani
detailnich snimkl nanocastic. Nicméné vyuziti této techniky je limitovano tim, Zze

vyzaduje specialni vybaveni, které neni bézné v tradi¢nich laboratotich [19,22].

NTA, neboli analyza sledovani nanocastic, je metoda pro ur¢ovani velikosti ¢astic
v kapalinach na zakladé¢ korelace rychlosti Brownova pohybu [23]. Tato metoda
stanovuje velikost ¢astic individualné pro kazdou ¢éstici a umozniuje tak vytvofit profil
distribuce velikosti s primérem ptiblizné 30—1000 nm [22]. NTA byla napiiklad vyuzita
pro stanoveni zlatych nanocastic v pomeran¢ovém dZzusu. V tomto piipadé bylo stanoveni
nanocastic pomoci NTA ptijatelné (tj. odchylka byla mensi nez 20 %), ackoli pfesnost
nebyla tak vysokd jako v ptipad¢ elektronového mikroskopu a spICP-MS u stejného
vzorku [24].

DalSi moznost je pouziti frakcionace v proudovém poli (FFF) pro separaci
nanocastic podle velikosti. Je vSak dilezité¢ vzit na védomi, ze FFF je frakcionacni
technika, ktera neumoziuje stanoveni velikosti nanocéstic, ale pouze jejich separaci.
Urceni velikosti nanocastic je mozné pouze po spojeni s dynamickym rozptylem svétla

(DLS) nebo jesté lépe s MALS detektorem [22].

V neposledni fadé béhem nékolika poslednich let je na vzestupu technika single
particle ICP-MS pro stanoveni kovovych nanocéstic v suspenzich. PresnéjSimu popisu

této techniky a principu méfeni se vice vénuje Oddil 2.10 na strané 28.

2.5 Stiibrné nanocéastice

Stiibro se pouziva v mediciné jiZ stovky let. Jeho antibakteridlni U¢inky byly
vyuzivany pii 1écbé traumatickych ran, popalenin, anginy ¢i syfilisu [25]. Byly popsany
antimikrobialni 1 antibakterialni vlastnosti [26]. Z toho divodu se stiibro ve formé ¢astic
stalo velice popularnim v riznych odvétvich, nejen v I¢karstvi jako antibakteridlni
a protizanétlivé Cinidlo, ale 1 v enviromentalnim ¢i primyslovém sektoru. Hraji dileZitou
roli pii €isténi vzduchu a vody nebo pii vyrobé textilnich spotebnich vyrobkt [27,28].
Nanocastice sttibra se diky své popularité¢ vyskytuji v 50 % vSech vyrobkii obsahujici

nanocastice [29]. Tradi¢né€ se pro své antimikrobidlni Gi€inky vyuZival dusi¢nan stiibrny,
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avSak v souCasnosti maji nanocastice stiibra diky svym fyzikdlné — chemickym
vlastnostem vyrazné¢ vysSi antimikrobidlni Uc¢inek. Vétsi pomér povrchu k objemu
zajistuje vyssi expozici povrchu vii¢i mikroorganismim, coz vede pravé k lepSimu
antimikrobidlnimu ucinku [27]. V 1€kafstvi se krom¢ jiného vyuzivaji nanocastice stiibra
jako vhodné nosi¢e riznych terapeutickych molekul, vcetné protizanétlivych
a protirakovinnych bio latek [30]. Stfibrné nanocéstice se také vyuzivaji v zubnim

1ékaftstvi at’ uz jako piidavek do zubnich past nebo pii vyrob¢ zubnich protéz [31].

Jak jiz bylo zminéno v Oddile 2.3 na stran¢ 14 nanocastice mohou byt potencidlné
toxické. Neni tomu jinak ani v pfipad¢é nanocastic stiibra, které mohou narusit dychaci
fetézec mitochondrii, ovlivnit syntézu ATP a poSkozovat DNA. Nejcastéji vSak toxicita
nanocastic stfibra souvisi s produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), které¢ jsou
nezbytné pro normalni fyziologické procesy, ale jejich nadmérna tvorba mize poskodit
DNA a narusit antioxida¢ni systém [32]. Rada studii potvrzuji souvislost mezi hladinou
ROS a posSkozenim mitochondrii. ROS, které jsou uvoliiovany mitochondrii, naruSuji
syntézu ATP tim, Ze vyvolaji oxidacni stres a nésledné¢ dochdzi k posSkozeni DNA
a apoptoze bunky [33,34]. V jedné studii malé nanocéstice stiibra produkovaly ROS
a vyvolavaly apoptézu v kmenovych bunkidch mysi [35]. Je tedy dulezité sledovat

a prozkoumat ptivod toxicity nanocastic stiibra.
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2.6 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem neboli ICP-MS je
analyticka spektralni metoda spojujici indukéné vazané plazma (ICP), které slouzi jako
zdroj kladné nabitych iontli, a hmotnostni spektrometrii (MS), kterd mé za wkol tyto
kationty detegovat [36]. Tato metoda se vyznacCuje vysokou citlivosti a selektivitou,
umoziuje stanoveni izotopového pomeéru prvki a dosahuje velmi nizkych detekcnich
limith. Pouziti této metody je v soucasné dobé velice Siroké, nicméné nejcastéji je
vyuzivana ke stopovym stanovenim kovi, polokovii a vybranych nekovii v koncentracich
pohybujicich se vrozmezi pg/l az po pg/l [37]. Dalsi vyhodou ICP-MS je jeji
univerzalnost a lze ji efektivné spojovat s jinymi, pfevazné¢ chromatografickymi nebo
elektromigra¢nimi technikami, napiiklad s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

(HPLC), plynovou chromatografii (GC) nebo kapilarni elektroforézou (CE) [38].

ICP-MS se diky své vysokeé citlivosti a schopnosti stanovovat vice prvkil soucasné
uplatituje v Sirokém spektru oblasti prvkové analyzy. Také se jednd o metodu, kterd
vynika velmi nizkou spottebou vzorku a je predurcend ke stanoveni prvka, které nelze
stanovovat jinymi spektralnimi metodami. Mezi takové prvky patii naptiklad prvky

vzacnych zemin, platinové kovy, wolfram ¢i niob [36].

2.6.1 Princip metody

Zakladnim principem ICP-MS je propojeni plazmového vyboje o kinetické teploté
iontl piiblizné 10 000 K s hmotnostnim spektrometrem, ktery pracuje pfi tlaku ptiblizné
10° torr. Vzorek, jenz je pieveden ve zmlzovadi na aerosol, je zaveden do kanalu
plazmatu a posléze je vysuSen, atomizovan a ionizovan. Poté ionty vstupuji
supersonickou rychlosti malym otvorem sampleru do pfedvakua. Svazek iontl prochéazi
malym otvorem ve skimmeru do vakua hmotnostniho analyzatoru, ktery rozdé€li ionty
podle jejich poméru m/z v case (TOF analyzatory) nebo v prostoru (sektorové
analyzatory). Alternativné miize byt pouzit kvadrupdlovy filtr, ktery vyfiltruje ze svazku
pouze ionty o zvoleném m/z. Po prichodu analyzatorem dopadaji ionty na detektor, ktery

pfevadi intenzitu dopadl iontd na méfitelny elektricky signal [38].
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2.7 Konstrukéni prvky ICP-MS

V ICP-MS najdeme nékolik kli¢ovych komponent, které umoziiuji efektivni vnos
vzorku, ionizaci, separaci a detekci analytti a podileji se tedy na presnosti stanoveni.
Ptistroj 1ze rozdélit na dve Casti, na ¢ast, ktera se nachazi v prostiedi atmosférického tlaku
a na Cast, ktera se nachazi v prostiedi vysokého vakua [36]. Hlavni casti ICP-MS
spektrometri zahrnuji zafizeni pro pfivod vzorkl, plazmovy zdroj, rozhrani mezi
plazmovym zdrojem a hmotnostnim spektrometrem. Samotny hmotnostni spektrometr je
tvofen iontovou optikou, danym typem analyzatoru (napt. kvadrupdlovy) a nakonec
detektorem a nezbytny je také zdroj hlubokého vakua. Schéma ICP-MS spektrometru je

uvedeno na Obrazku 2.1.

. PLAZMOVY ZDROJ

| oviadani  detektoru iontova | expanzpi plazmoyy hofék
a kvadrupélu optika komora =F
) \ vnitfni - generator peristaltické
detektor kvadrupdl kuzel ‘kuZel _— cerpadlo
: h\JII L komora
i T . se zmlzovacem
=t LWy >
i civka "

turbomolekulami__— I . |J odpad

cerpadla
L {  idici . . [Mrzorek

potitad . | veorek

rotaéniiCerpadla . .

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

Obrazek 2.1.: Schéma kvadrupolového hmotnostniho spektrometru s indukcné vazanym plazmatem, Zdroj:
[36], upraveno

2.7.1 Indukéné vazané plazma

Indukéné vazané plazma (ICP) piedstavuje standardni vysokoteplotni iontovy
zdroj vyuzivany v pfistrojich pro hmotnostni spektrometrii. Plazma generuje teploty
pfiblizné¢ 5500°C, kterym zadny materidl nemize dlouhodobé odolat, coz z né&j tvoii
nejuniverzalnéjsi dostupny atomizator a ionizator prvkd. Na rozdil od nizkoteplotnich
iontovych zdroji uréenych pro molekuldrni ionty v plazmatu dochazi k Gplnému
rozruSeni vSech chemickych vazeb bez ohledu na jejich typ [39]. Iniciace ICP vyboje

probiha pomoci ionizace jiskrovym vybojem z Teslova transformatoru. Uvolnéné
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elektrony jsou nasledné akcelerovany vysokofrekvenénim elektromagnetickym polem

(vf), coz spousti fetézovou ioniza¢ni reakci v pracovnim plynu [38].

Ionizovany plyn pokracuje dale skrze plazmovou hlavici v prostoru indukcni
civky, ve které zacne vznikly sekundarni vysokofrekven¢ni proud zahiivat proudici plyn
na teplotu, pii které pfechazi do stavu vodivého plazmatu. Toto plazma se samo udrzuje
diky indukovanému vysokofrekvencnimu proudu a ma charakteristicky kapkovity tvar,
pricemz teplota v ném miize dosahovat az 10 000 K (vypoctena kineticka teplota iontl)
[38]. Pii takoveé teplot€ je schopna ionizace vétSina prvki periodické soustavy. Minimalni
energie potiebna pro ionizaci molekuly se oznacuje jako ioniza¢ni energie nebo ionizacni
potencial. Podminkou ionizace je, aby mél prvek nizs§i hodnotu ioniza¢ni energie, nez ma
argon (Ar) tj, 15,76 eV. Velké skupina prvkd ma prvni ionizacni potencidl niz$i, nez ma
argon. Diky tomu jsou pomoci plazmatu ionizovatelné a ndsledné je lze analyzovat.
Naopak prvky jako fluor, helium ¢i neon nelze ionizovat a zméfit, jelikoz jejich hodnota

prvniho ioniza¢niho potencialu je vyssi nez hodnota 15,76 eV [36].
2.7.1.1 Plazmova hlavice

Plazmova hlavice (angl. torch) je tvofena ze tii koncentrickych trubic, které jsou
béZné vyrobeny z kifemene a proudi jimi tok pracovniho plynu, obvykle argonu. Pracovni
plyn nebo také vnéjsi plazmovy plyn prochédzi vnéjsi a stiedni trubici pritokem ptiblizné
12-17 1 min! a je nositelem vyboje. Druhy proud plynu (pomocny plyn) proudi mezi
stiedni trubici a injektorem vzorku pritokem piiblizng 1 1 min™' a izoluje plazma od
prostiedni trubice. Tieti plyn (nosny plyn), rovn&Z s priitokem cca 1 1 min™! pfivadi vzorek
ve formé aerosolu do vyboje [38,40]. Okolo plazmové hlavice je omotana indukéni civka,
ktera doddavd energii do plazmatu prostfednictvim  vysokofrekvenéniho
elektromagnetického pole [40]. Schéma plazmové hlavice je na Obrazku 2.2. na strané

20.
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Obrazek 2.2: Schéma plazmové hlavice, Zdroj:[41], upraveno

2.7.2 Peristalticka pumpa a zmlZovac

Pro méteni kapalnych vzorkd na ICP-MS je nutné vytvofit jemny aerosol. Toho
je dosazeno za pomoci zmlzovace a mlzné komory. Nejprve vSak byva vzorek ¢erpan do
zmlzovace peristaltickou pumpou. Peristaltickd pumpa je pumpa s mnoha malymi valci,
které rotuji stejnou rychlosti a tlaci na hadicku, ¢imz vytvaii kontinudlni tok. Tim
zajistuje konstantni prittok vzorku do zmlZovace obvykle rychlosti do 1 ml min™!, bez
ohledu na viskozitu vzorku [40]. Nevyhodou mize byt deformace hadicky v dusledku

opotfebeni, zpisobujici pokles pritoku a tedy citlivosti [38].

Nejbéznéjsim typem zmlZovace pouzivanym v ICP-MS je koncentricky nebo
pravouhly pneumaticky zmlZzovagé. V koncentrickém zmlzovaci je roztok piivadén
kapilarni trubici do oblasti nizkého tlaku, ktera vznika rychlym proudénim plynu kolem
konce kapilary. Nizky tlak a vysokorychlostni plyn spole¢né rozbijeji roztok na aerosol,
ktery se tvofi na otevieném konci trysky zmlzovace. Koncentrické zmlzovace mohou
poskytovat Vynikajici citlivost pﬁ préci S éistymi roztoky. Nicméné jsou néchylnéjéi
Vyobrazeni koncentrického zmlZovace typu pouzitého v této praci je vidét na Obrazku

2.3. na stran€ 21.
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-«— Vzorek
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Obrazek 2.3.: Znazornéni koncentrického zmlzovace, Zdroj: [40], upraveno

Pro vzorky obsahujici slozit&j$i matrici nebo mald mnozstvi nerozpusténé hmoty
je nejlepsi volbou pouziti pravouhlého zmlZovace. U této konstrukce je argon smérovan
v pravém uhlu k hrotu kapilarni trubice, na rozdil od koncentrického zmlzovace, kde je
pritok plynu paralelni s kapilarou. Kontakt mezi vysokorychlostnim plynem a proudem
kapaliny zptsobuje rozpad kapaliny na aerosol. Obecné jsou pravouhlé zmlzovace méné

ucinné [40]. Pravothly zmlZova¢ je vyobrazen na Obrdzku 2.4.

Konce

zmlzovace

Vzorek Argon

Obrazek 2.4 Znazorneéni pravouhlého zmlzovace, Zdroj: [40], upraveno

Jakmile vzorek vstoupi do zmlZovace, kapalina je pfeménéna na jemny aerosol
pomoci zmlZovaciho plynu (argonu) jehoZ kinetickd energie je mnohem vys$si a trha
vzorek na malé kapicky. Aerosol, ktery vznikd ma vysoké zastoupeni cCastic s piilis
velkym priimérem (vice nez 10 pm), které je Zadouci z aerosolu odstranit. Nejbéznéjsi je

pouziti dvouplastové nebo také Scottovy mlzné komory. Aerosol vystupujici ze
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zmlzovace je sméfovan do centralni trubice, kterd prochéazi celou délkou komory. Kapky
cestuji spolecné s nosnym plynem a Cast velkych castic se tfiSti vlivem narazu na
zakonceni komory nebo také vlivem gravitace vypadavaji a odteCou odtokovou trubici na
konci mlzné komory. Malé kapky, s primérem menSim nez 10 um, vystupuji z mlzné
komory a jsou transportovany do plazmové hlavice. Mezi dalsi typy mlznych komor patii
napiiklad cyklonova ¢i konicka s impaktorem [40]. Znazornéni Scottovy mlzné komory,

tedy typu pouzitého v této praci je na Obrazku 2.5.

vzorek do ICP \;8

Dvouplastova
Scottova mlznd |
komora

Pravouhly
zmlZovat

Odtokova
trubice

Centrdlni trubice

Obrazek 2.5: MIzna komora dle Scotta, Zdroj: [42], upraveno

2.7.3 Interface mezi iontovym zdrojem a hmotnostnim spektrometrem

Rozhrani oznacované také jako interface je jednou z nejvice namahanych ¢asti
ICP-MS, nebot je v piimém kontaktu s plazmatem. Jeho ulohou je efektivni
a konzistentni transport iontll z plazmatu, které se nachazi za atmosférického tlaku
(760 torr), do oblasti hmotnostniho spektrometru, kde je tlak ptiblizné 107 torr. Rozhrani
se sklada ze dvou kovovych kuzelli s velmi malymi otvory. Prvni kuZel je oznacovan jako
sampler. Druhy kuZel zvany skimmer je obvykle mensi a Spicatéjsi nez sampler [40].
Mechanicka rotacni vyvéva udrzuje tlak v prostoru mezi kuzely na hodnoté¢ cca 500 Pa.
Kdyz ionty vstoupi do této oblasti dochdzi vlivem prudkého poklesu tlaku k supersonické
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expanzi iontl, ¢imz vznikd takzvany ,(free-jet”. lonty jsou nasledné vedeny skrze
skimmer do vakuové komory a nasledné navadény skrze iontovou optiku do
hmotnostniho spektrometru [43,44]. Oba kuzZely jsou vyrobeny z tepelné vodivych
materidlii, nejCastéji z niklu ¢i platiny, ktera je vice odolna vii¢i koroznim kapalinam. Pro
snizeni u¢inku plazmatu je pouzdro rozhrani chlazeno vodou [43]. Schéma rozhrani je na

Obrazku 2.6.
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_.,__‘
Vzorek
—

K turbocerpadlu
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i 10— 107 torr
K rota¢nimu ¢erpadlu

10°— 10" torr

Obrazek 2.6.: Schéma pricného Fezu oblasti rozhrani, Zdroj: [43], upraveno

2.7.4 Tlontova optika

Soustava elektrostatickych ¢ocek umisténych za skimmerem se souhrnné
oznaGuje jako iontova optika. Ulohou iontové optiky je pievést iontovy svazek
z neptiznivého prostfedi plazmatu ptes rozhrani kuzelt a nasmétovat jej do hmotnostniho
analyzatoru. Pfitom je potieba zabranit fotonlim a dalS$im neutralnim casticim v dosazeni
detektoru [43]. Tyto castice zpiisobuji nestabilitu signdlu a pokud se dostanou do
detektoru zvysi Sum pozadi a tim se snizi 1 detek¢ni schopnost. Existuje n¢kolik zpiisobi,
jak zabranit témto ¢asticim se dostat do detektoru, pficemz nejpouzivanéj§im zpltisobem
je umisténi néjakého terciku nebo mechanické zarazky za skimmer (tzv. foton-stop). Tato

zarazka spolu s iontovymi co¢kami umoziiuje fokusovanému svazku iontii pohybovat se
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kolem ni, ale fotony a neutrdlni céstice blokuje. Druhym zplisobem je nastaveni
hmotnostniho analyzatoru mimo osu. Tietim a nejnovéjsSim zplisobem je odraz iontového
svazku o 90° pomoci dutého iontového zrcadla [40]. Iontové ¢ocky jsou vyobrazeny na

Obrazku 2.7.

Skimmer

cylindrickeé
iontove cocky

clona

Obrazek 2.7.: Typicka konfigurace iontové cocky, znazornujici fotonovou zarazku a cylindrickou cocku,
Zdroj: [45], upraveno

2.7.5 Hmotnostni analyzator

Po priichodu iontovou optikou dorazi ionty do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou
rozdeleny podle jejich poméru hmotnosti k naboji (m/z). Existuji v zdsad¢ rtizné typy
dostupnych hmotnostnich analyzatorti — kvadrupo6lové analyzatory (Q-MS), analyzatory
doby letu (TOF-MS) ¢i sektorové [43]. Nicméné kvadrupolové analyzatory, bud’

jednoduché nebo trojité, vyuziva az 95 % vsech dnes pouzivanych ICP-MS.

Kvadrupél se sklada ze ¢ty rovnobéznych hyperbolickych nebo valcovych
kovovych ty¢i (obvykle o délce 15-20 cm). Na tyce je pfiveden vysokofrekvenéni
sttidavy proud (AC) a stejnosmérny proud (DC), ¢imz se v centru ty¢i vytvaii asove
proménné elektrické pole, kterym prochazeji ionty [43]. Vybérem optimalniho poméru
AC/DC na kazdém paru ty¢i jsou pak k detektoru propustény pouze ionty s konkrétnim
pomérem m/z, kde jsou pievedeny na elektricky impuls [40]. Ostatni ionty s odliSnym
pomérem m/z maji nestabilni trajektorii a dojde k jejich kolizi s néjakou ty¢i a vybiji se
nebo budou vyhozeny mezerami mezi ty¢emi ven z kvadrupodlu a na detektor nedopadnou

[40,46]. Princip kvadrupoélu je zobrazen na Obrazku 2.8 na strané 25.
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Obrazek 2.8.: Schéma a princip kvadrupolu, Zdroj: [47], upraveno

2.7.5.1 Kolizné — reakéni cely

Detekéni schopnost nékterych prvkl je vyrazné omezena pii pouziti klasického
kvadrupélového hmotnostniho z diivodu tvorby spektralnich interferenci (viz Oddil 2.8.
na strané¢ 26). Pro eliminaci spektralnich interferenci se proto zacala vyuzivat
kolizn¢ — reakéni cela [40]. Jedn4 se o celu, ve které je umistén kvadrupol (nebo multipol
vy$§iho tadu), kterd je plnéna inertnim nebo reaktivnim plynem. Obvykle se jedna o He

nebo H», ale 1ze se setkat i s NH3 nebo Xe [43].

Existuji dva pfistupy eliminace interferenci. Prvnim zplsobem je diskriminace
kinetickou energii (KED), ve kterém se jako kolizni plyn vyuZzivd helium. lonty
generované v plazmatu podstupuji kolize s molekulami plynu (He), coz zpusobi snizeni
jejich kinetické energie (Exin). Tyto polyatomické ionty lze poté jednoduse vyfiltrovat
tim, Ze bude aplikovan vhodny napétovy rozdil mezi kolizni celou a kvadrupélem. Je
také nutné podotknout, Ze ionty analytu jsou touto diskriminaci také ovlivnény a dochazi
ke srazkam, ale v mensi mife nez u polyatomickych iontd z divodu mensiho priifezu [46].
Vyhodou je, Ze vzhledem k dramatickému sniZeni polyatomickych interferenci dochazi
ke zvySeni poméru signalu k pozadi analytu a tim k niz§imu limitu detekce. OvSem
nevyhodou je, Ze pro odstranéni izobarickych interferenci dalSich prvkl z matrice se

diskriminace kinetickou energii pouzit neda [43].
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Druhym pfistupem je diskriminace interferentt iontové-molekulovymi reakcemi.
V tomto piipad¢ je reakcni cela plnéna reakénim plynem, nejcastéji H». Interferenty
reaguji s reakénim plynem za vzniku iontl o jiném m/z nez ma analyt nebo neutralnich

ionti [38,40].

2.7.6 Detektor

Nejbéznéjsim detektorem pouzivanym v ICP-MS je elektronovy nasobi¢ (EM).
Kladn¢ nabité ionty analytu narézeji na prvni dynodu detektoru, ktera je udrzovana na
vysokém zdporném napéti. Naraz iontu do detektoru zptisobi emisi né¢kolika elektronii
z povrchu, které néasledné naradZeji na dal$i dynodu a uvoliuji dalsi elektrony. Tento
proces, nazyvany sekundarni emise, pokracuje a generuje kaskadu, kterd nakonec vyusti
ve vznik signalu dostatecné velkého, aby mohl byt spolehlivé zméten [43] Existuji
vesmes dva typy elektronovych nasobici pouzivanych v ICP-MS, které maji stejny
princip, ale 1i8i se konstrukeci. Prvnim typem je elektronovy nasobi¢ s kontinudlni
dynodou (CEM), ktery se vyznacuje svou vysokou citlivosti. Jedna se o sklenény kuZzel,
ktery je pokryty materidlem polovodi¢ového typu. Druhym typem je elektronovy nasobic
s diskrétnimi dynodami. Pracuje podobné jako CEM, ale vyuziva k nasobeni jednotlivé

dynody. Také se vyznacuje velkou citlivosti, ale ma del$i dobu Zivotnosti [40].

Poslednim moZznym detektorem je Faradayiiv kelimek. Ten se vyuzivd pro
aplikace, kde nejsou vyZadovany ultrastopové analyzy. Dal$i nevyhodou je, Ze je mozné
ho pouzit pouze pii vysokych iontovych proudech. Z divodu své nizké citlivosti se

pouziva v kombinaci s elektronovym néasobicem [40].

2.8 Interference

Jako u mnoho ostatnich technik stejné¢ 1 u ICP-MS se lze setkat s tadou
interferenci, které jsou piekdzkou v analyze velkého mnozZstvi prvk a v nékterych
ptipadech dokonce znemoznit analyzu. RozliSuji se obecné dva typy interferenci,

interference spektralni a nespektralni [36,48].

Mrwe

a polyatomickymi ionty, které se piekryvaji a jsou detekovany pii stejném m/z jako
stanovovany prvek. Piikladem je stanoveni Ni*, ktery je piekryvany *Fe’. Tyto

piekryvajici se signaly vedou k nadhodnocenému vysledku ve srovnani se skute¢nou
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koncentraci analytu [49]. Za vétsi Cast spektralnich interferenci vSak stoji polyatomické
ionty. Zdrojem interferujicich polyatomickych iontl je pfedev§im matrice vzorku, ale
1 plazma nebo vzduch obklopujici plazma. Piikladem casté interference jsou ionty argonu
ve spojeni s dal§imi ionty, jako jsou napiiklad ArH", ArCl", ArC" nebo ArO". Z matrice
to mohou byt prvky jako kyslik, chlor, vapnik a mnoho dalsich. Naptiklad pti stanoveni
SAs" mlze byt polyatomickou interferenci “°Ar*>CI" nebo pii stanoveni *°Se je to
polyatomicky iont ®*Zn'®O*. Nutné je také podoktnout, Ze vétsina prvki m4 izotopy, coZ

miiZze komplikovat stanoveni jesté vice prvkll na vice hmotach (napf. *°Ar, *8Ar) [48].

Nejcastéjsi zpisob potlaceni spektralnich interferenci je vyuziti kolizné-reakéni
cely (viz Oddil 2.7.5.1. na stran¢ 25). Nicméné existuji i jiné zplsoby, které se
v poslednich letech osvédCily. Jeden ze zpusobu je pouziti takzvaného studené¢ho
plazmatu, protoze existuji interferenty, které vznikaji v disledku vysokych teplot
plazmatu [49]. Tento zpisob spociva v tom, ze dojde ke snizeni RF vykonu (500-1100 W)
na civee, ¢imz dojde ke sniZeni teploty plazmatu. Toto sniZeni teploty potlaci mnoho
interferenci [40]. Podminky studeného plazmatu jsou vSak omezeny na malou skupinu
prvki s relativné nizkymi ioniza¢nimi potencidly ve vodnych roztocich, které jsou
nachylné na spektralni interference na bazi argonu (napi. >°Fe*). Pro prvky s vysokym
prvnim ioniza¢nim potencidlem je vSak nevhodné a pouziti studeného plazmatu vede

k nizké citlivosti pro tyto prvky (As, Se) [49].

Naopak nespektralni interference jsou zpusobené matrinimi prvky, které
ovliviiuji energetické poméry, a tudiz i1 ionizaéni rovnovahy v plazmatu [50].
Nespektralni interference lze rozdélit na reverzibilni (napf. zesileni nebo potlaceni
signalu) a na ireverzibilni (napf. hromadéni soli v okoli kuzeld) [51]. Potlaceni signalu
funguje tak, Ze pokud mame dva prvky, tak signal izotopové lehkého analyty v izotopové
tézké matrici bude potlacen mnohem vice, nez by tomu bylo naopak. Miru potlaceni
signalu urcuje hodnota ioniza¢niho potencidlu. Signdl mlZe mit nejen potlacen, ale
1naopak zesilen v pfitomnosti polarnich sloucenin uhliku [36]. Z praxe je zndma
nespektralni interference pfi stanoveni As (ale 1 jinych metaloidl) zptisobena piitomnosti
uhliku ve vzorku a posléze i v plazmatu. Uhlik mize ovlivnit ioniza¢ni podminky

v plazmatu, coz ma za nasledek ke zvySeni signalu As [50].
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2.9 Aplikace

Diky mnoha vyhodam je metoda ICP-MS vyuzivana v mnoha oblastech. Piiblizné
tretina vSech provadénych analyz ma enviromentdlni charakter. Mezi nejcastéji
analyzované vzorky zivotniho prostiedi jsou vzorky pitné, podzemni nebo odpadni vody.
Druhym nejcastéjSim aplikacnim polem je biomedicina, jelikoz ICP-MS nabizi
rychly, efektivni zpisob pro analyzu stopovych prvki v kliCovych oblastech
biomedicinského vyzkumu, jako je toxikologie, patologie, vyziva nebo forenzni védy. Na
ultrastopovych urovnich je mozné pomoci ICP-MS stanovit koncentrace mnoha prvki
v t€lnich tekutinach, coz umoziuje biochemické studie. Mezi mnohé analyzy provadéné
pomoci ICP-MS patii naptiklad stanoveni toxickych prvki, jako je arsen, kadmium nebo
olovo v krvi, stanoveni stopovych prvkl v kostech a zubech jako indikator expozice

tézkym kovim ¢i studium biologické dostupnosti zinku [40,52].

Tato metoda se kromé¢ stanoveni celkového obsahu kovl Casto vyuzivad jako
vysoce citlivy a selektivni detektor pro speciacni analyzu, ptfiCemz ICP-MS byva
propojeno s HPLC chromatografii. Mimo jiné je metoda ICP-MS hojné vyuzivana pro
stanoveni geologickych vzorkl, protoZze umoziuje multielementarni stanoveni nizkych
koncentraci vzacnych zemin. Také ve spojeni s laserovou ablaci muze slouzit k citlivé

analyze povrcht [46,52].

Vzhledem k vzestupu pouzivani nanotechnologii a nanomateridlu v riznych
odvétvich lidské cinnosti, zaCalo byt nutné se zajimat o pfipadné negativni disledky
nanocastic na ekosystémy a potazmo piimo na lidské zdravi. V disledku toho doslo
v poslednich letech k vyvoji a vylepSeni metod pro detekci nanocastic. Pro tento ucel je
také vhodnd metoda analyzy jednotlivych castic hmotnostni spektrometrii s indukéné
vazanym plazmatem (spICP-MS) pouZivana v této praci [53]. Jedna se o metodu, kterd je
schopna na zaklad¢ statistického zpracovani intenzit signalli kvantifikovat rozdil mezi
iontovymi a nanoc¢asticovymi formami analytu, stanovit koncentraci ¢astic (PNC) a ur¢it

jejich velikost [54].

2.10 Single particle inductively coupled plasma mass spectrometry (spICP-MS)

Za poslednich tficet let se diky svym unikdtnim vlastnostem staly nanocéstice
sttedem revolu¢nich pokrokii v mnoha oblastech védy a techniky. Jejich Siroké vyuziti

a pfinosy vSak vyvolava obavy ohledné mozného dopadu na lidské zdravi a zivotni
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prostiedi. Kviili tomuto bylo potfeba vyvinout €¢inné metody pro stanoveni velikosti
a koncentrace nanocastic [55]. Existuje nckolik analytickych metod pro stanoveni
nanocastic. Mezi nejcastéji pouzivané techniky patii elektronovd mikroskopie (TEM
1 SEM), frakcionace tokem v asymetrickém proudovém poli (A4F-ICP-MS) ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii s indukéné vdzanym plazmatem nebo technika analyzy
jednotlivych ¢éastic hmotnostni spektrometrii s indukéné¢ vazanym plazmatem

(spICP - MS) [56].

Technika spICP-MS piedstavuje efektivni pfistup pro mefeni nanoc¢astic na bazi
kovovych oxidi, ktera poskytuje informace nejen o jejich pocetni koncentraci, ale
1 o distribuci jejich velikosti nebo hmotnosti [11]. Single particle ICP-MS je zaloZena na
ptedpokladu, Ze kazdy prechodny pik nebo pulz pfedstavuje uddlost souvisejici s jednou
Castici. Frekvence téchto udalosti je pfimo umérnd poctu c¢astic vstupujicich do

plazmatu, zatimco intenzita udalosti je umérna prameru castice [57].

Klicovym faktorem rozhodujicim o pfesnosti méfeni spICP-MS je vhodné fedéni
vzorku. Vyhodou je, Ze pii takto velkém natedéni vzork se snizuje vyskyt matricovych
efektd. Nicméné u nekterych slozitych matric, jako jsou krémy, biologické tkan¢, krev
nebo pastové materialy je nutné pouziti riiznych extrakénich technik, jako jsou naptiklad
enzymatické ¢i chemické [58]. Dal$im aspektem ovliviiujici stanoveni pomoci spICP-MS
je pritomnost iontovych forem sledovaného prvku v matrici. Signal pochazejici
z nanoCastice a signal ziontové formy lze rozlisit, ale pouze do urcité miry. Pokud
koncentrace iontové formy vyrazné vzroste, stava se detekce malych nanoc¢astic pomérné
obtiznou [59]. Mimo jiné se lze setkat i vyskytem spektralnich i nespektralnich
interferenci jako je tomu u klasického ICP-MS. U spICP-MS spektrélni interference
zpisobuji zvySeni signalu pozadi a chovaji se stejné¢ jako rozpustény prvek. To znamena,
Ze tyto interference neovliviiuji samotny signal nanocastice a velikost nanoc¢éstice by
m¢ela byt urena spravné po korekci pozadi. Na druhou stranu nespektralni interference
ovliviuji jak pozadi, tak 1 signal nanocastice. Napftiklad pfitomnost NaCl snizi citlivost,
protoze snizi u€innost ionizace a mize zpusobit podhodnoceni priméru ¢astic. Naopak
zvySené mnozstvi uhlikatych sloucenin v matrici mize ucinnost ionizace zvysit, ¢imz

zvysi citlivost a dojde k nadhodnoceni rozméru ¢astice [60].
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2.10.1 Princip méfeni

Technika spICP-MS vyuziva tradi¢ni princip méfeni pomoci ICP-MS, ovSem za
podminky zavadéni vysoce ziedéné suspenze Castic do pfistroje. Princip techniky je
takovy, Ze ziskava idaje o intenzité jednotlivych €astic pfi velmi kratkych integracnich
casech (dwell time), v rozmezi n¢kolika set mikrosekund az milisekund na jeden datovy
bod. Pouzitim takto kratkych integracnich Casii ve spojeni s vysoce ziedénymi
suspenzemi ¢astic umoziuje detekci jednotlivych udalosti, kdy se do detektoru dostanou
shluky castic, ktera maji vyssi odezvu nez pozadi, odtud nézev "single particle". Cilem je
tedy zajistit, aby do plazmatu vstupovaly oddélené Céstice a v ramci doby integrace byl
integrovan signal vyvolany rozpadem a ionizaci vzdy pouze jedné Castice [58]. Studie
publikované v poslednich letech naznacuji, Ze pro dosazeni objektivnich vysledki je
vhodné pouzivat krat$i doby méfeni, ptiblizn€ 0,1 ms. V ptipadé, Ze do plazmatu vstoupi
a je ionizovano vice ¢astic souc¢asné nebo v pripad¢, ze je pouzit delsi integracni ¢as, hrozi
riziko, Ze analyza poskytne nespravné vysledky. V takovém piipad¢ bude vicero ¢astic

zapocitano dohromady jako jedna castice o vétSim rozméru [57,61].

Pomoci spICP-MS nelze ptimo stanovit velikost a koncentraci nanocastic. Ptistroj
nejprve méfi intenzitu signdlu, kterd se bézné¢ pomoci kalibrac¢ni kiivky prevadi na
hmotnost ¢astice. Pro ¢astice se znamou geometrii, typicky se predpoklada kulata castice,

stechiometrii a hustotou lze primér ¢astice ,,d* vypocitat pies nasledujici rovnici:

— 3om 104
d= /ﬂ.p 10 @2.1)

kde m je hmotnost astice v ng a p je hustota ¢astice v g cm™.

Celkovou koncentraci ¢astic ve vzorku ,,N*“ 1ze vypocitat podle rovnice:
N =2 (2.2)

kde f [s']je primérny pocet pikii pripadajici na jednotku &asu, # je transportni
Gi¢innost, ktera je bezrozmérna a ¥ [ml min™'] je priitok vzorku nasavaného do zmlzovace

[53].
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2.10.2 Distribuce

Na Obrazku 2.9. 1ze pozorovat, jak vypada zaznam z méteni. Nejprve vidime
puvodni naméfeny signal jednotlivych nanocastic, ktery se poté prepocte na distribuci
frekvence vs integrovand intenzita (Obrdazek 2.9b). Zde mizeme vidét statistické
zastoupeni generované iontovou formou a nanocasticemi. Vysoka frekvence, ale mala
intenzita pulsti nalezi iontové formé. Naopak nizsi frekvence, ale velkd intenzita je
nanocasticova forma. Toto grafické znazornéni lze pievést po provedeni piislusné
kalibrace na distribuci frekvence vs hmotnost analytu (Obrdazek 2.9c) ve které se jiz pocita
pouze s nanocasticovou formou. Pro ziskani distribuce frekvence vs primér Castice
(Obrazek 2.9d) je potieba mit idaje o hustoté€ a ptes rovnici pro vypocet objemu, pticemz
se predpoklada kulovy tvar ¢astice, 1ze dopocitat velikost ¢astice podle Rovnice 2.1.[59].
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wn
—

b) ' c)

=3
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Obrazek 2.9.:Data a distribuce ziskand pomoci spICP-MS po adekvatnim zpracovani a kalibraci, Zdroj: [59],
upraveno

2.10.3 Priprava roztoku pi'ed analyzou a kalibrace

Nanocastice se Casto vyskytuji ve slozitych matricich (napf. pevné matrice,
potraviny, enviromentalni vzorky) a n€kdy vyzaduji peclivou ptipravu vzorku pro jejich
uspeésnou extrakci a analyzu pomoci spICP-MS [62]. Pti vybéru optimalniho postupu
ptipravy vzorku je nutné zvazit chemické vlastnosti materidlu nanocéstic, chemické
sloZzeni matrice a rozpustnost jednotlivych slozek. Piiprava vzorki je také kli€ova pro
dosazeni spravnych vysledkl. Pfi pfipravé mohou vznikat rGizné problémy, jako je
nelplnd extrakce nanocastic, agregace, disoluce nebo zména velikosti extrahovanych
nanocastic. Kapalné vzorky nebo biologické tekutiny lze analyzovat pfimo po zfedéni
vhodnym fedicim ¢inidlem. Casto pouzivanym ¢inidlem je methanol nebo Triton X-100.
Pro piipravu vzorkd je také velmi diilezitd sonikace, kterd zajistuje homogenitu vzorku
[13,53]. U pevnych biologickych vzorkl (napt. organy nebo rostlinna pletiva) je nezbytna
homogenizace s cilem narusit biologické struktury (naptf. bunécné stény), nasledovana

extrakci nebo hydrolyzou vzorku [53].
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3 Experimentilni ¢ast

3.1

Pouzité chemikalie
Ar odpatovany z kapalného Ar (99,999%, SIAD, CR) nebo plynny Ar (99,999%,
Linde, CR) jako ioniza¢ni plyn

Kyselina dusiénd (HNO3) — 67-69% (Analpure, Analytika, spol. s. r. 0., Ceské
republika)

Kyselina chlorovodikova (HCI) — 34-37% (Analpure, Analytika, spol. s. r. 0.,
Ceska republika)

Peroxid vodiku (H202) — 30% p.a. nestabilizovany (Lach-Ner, s. r. 0., Ceské
republika)

80 nm Silver Nanospheres, koncentrace 0,020 mg ml", matrice 2mM citrat

o pH =9, NanoXact™ (nanoComposix)

40 nm Silver Nanospheres, koncentrace 0,020 mg ml™!, matrice 2mM citrat

o pH =9, NanoXact™ (nanoComposix)

60 nm Gold Nanospheres, koncentrace 0,054 mg ml!, matrice 2mM citrat

o pH =9, NanoXact™ (nanoComposix)

30 nm Gold Nanospheres, koncentrace 0,053 mg ml"!, matrice 2mM citrat

o pH =9, NanoXact™ (nanoComposix)
Triton X-100, 93420, (Fluka chemie GmbH, Némecko)

Kyselina citronova (p.a., 99,5%) monohydrat, M; = 210,14 (Penta, Ceska
republika)

Polyvinyl alkohol, Cas-No: 9002-89-5, (Merck Schuchardt OHG, Némecko)

Deionizovana voda o mérném odporu 18,2 MQcm pfipravena zafizenim

MilliQpLus (Millipore, USA)

Vodny kalibra¢ni roztok stfibra AN 90011N — o koncentraci 1,000 +2 mg 1!,
matrice 2% HNO; (v/v) (Analytika, spol. s. r. 0., Ceska republika)
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Vodny kalibra¢ni roztok zlata AN 90041C — o koncentraci 1,000 +2 mgl !,
matrice 5% HCI (v/v) (Analytika, spol. s. r. 0., Ceské republika

3.2 Pouzité pristroje

Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Agilent 7900 ICP-MS
s kvadrupolovym hmotnostnim analyzatorem vybaveny SW balickem pro stanoveni
nanocastic (Agilent Technologies, USA) a osazeny plazmovou hlavici pro spICP-MS (1.0
mm i.d., Agilent, USA)

Mikrovinné rozkladné zatizeni SpeedWve Xpert (Berghof, Némecko)

Analytické vahy RC 210 D (Sartorius, Némecko)

3.3 Pracovni postup

3.3.1 Priprava disperzi nanocasticového standardu pro kalibraci

Standard stifbrnych nanocastic (Ag NPs) o koncentraci 0,020 mg ml'! byl po
vyjmuti z lednice sonikovan v ultrazvukové lazni po dobu 3 minuty. Posléze bylo
odpipetovano 100 pl nanocasticového standardu do 15ml zkumavky a objem byl doplnén
do 10ml zvolenym stabilizaénim Cc¢inidlem. Poté byla tato zkumavka sonikovéana
v ultrazvukové 1azni. Tento postup byl opakovan jesté¢ dvakrat, dokud nebylo dosazeno
koncentrace 20 ppt stiibra, resp. asticové koncentrace 5,3-107 &astic I'!. Takto pfipravena
zfedénad suspenze mohla byt pouZzita pro kalibraci nebo jako modelovy roztok pro
optimalizace. Nikdy nebylo pipetovano méné nez 100 pl nanoc¢ésticové disperze, aby bylo

snizeno riziko chybné koncentrace kvili horsi homogenité disperze.

Nanocasticovy standard zlata (Au NPs), ktery byl pouZivan pii kalibraci jako
referenéni material byl pfipravovan analogickym zplisobem. Pfipravovana byla

koncentrace 20 ppt Au respektive 9,2-10° ¢astic 1.

Slepym vzorkem bylo, neni-li uvedeno jinak, stabilizacni Cinidlo pouzivané

v daném experimentu.

3.3.2 Priprava roztoku iontového standardu stfibra a zlata

Ze z4sobniho roztoku stifbra (Ag) o koncentraci 1000 mg I ! byl nejprve ptipraven

roztok o koncentraci 10 mg 1"! tim, Ze bylo odpipetovano 100 pl roztoku o koncentraci
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1000 mg 1" a doplnéno vhodnym fedicim ¢inidlem (citratovy pufr, PVA, Triton X-100)
na 10 ml. Poté bylo zroztoku o koncentraci 10 mg 1"! znovu pipetovano 100 ul a byl
piipraven roztok o koncentraci 100 pg I"!. Nasledné bylo tohoto roztoku odpipetovano
100 pl a doplnéno do 10ml, ¢imz vznikl roztok iontového standardu stiibra (1Ag)
o koncentraci 1 ug I !. VSechny roztoky byly piipravovany do plastovych centrifugacnich

zkumavek a dopliovany do 10 ml.

V ptipad¢ iontového standardu zlata byl pouzit zasobni roztok zlata o koncentraci
1000 mg I'!. Postup byl totozny jako u piipravy iontového standardu stifbra, avsak
s pouzitim jin¢ho rozpoustédla. K ptipraveé iontového standardu byla vzdy pouzita 5%
lu€avka kralovska, pfipravend z 67-69% kyseliny dusiéné a 36% kyseliny

chlorovodikové.

3.4 Stanoveni celkového obsahu stiibra ve vzorcich

Na analytickych vahach Sartorius bylo navazeno 250 mg vzorku do teflonovych
kalisk. Konkrétné se jednalo o sprchovy gel s nanostiibrem pro zeny, Sampon
s nanostfibrem pro muze a ptirodni tekuté mydlo s obsahem nanosttibra. V§echny vzorky
byly od vyrobce kosmetiky s deklarovanym obsahem nanostiibra — Nanostfibro plus
s. 1. 0. Poté byly teflonové misky za pomoci pinzety vlozeny do rozkladnych patron.
Nasledné byla k témto vzorkiim pipetovana kyselina dusicnd a peroxid vodiku. Po
ptidavku peroxidu vodiku byly rozkladné patrony ponechany 15 minut v digestofi kviili
pfipadné bouflivé reakci chemikalii se vzorkem. Poté byly patrony uzavieny a byl
rozloZeny s pouzitim teplotniho a tlakového programu vyvinutého vyrobcem rozkladného

zafizeni. Pouzity program je popsan v Tabulce 3.1.

Tabulka 3.1: Pouzity rozkladny program

Doba zmény

Krok Teplota, °C Tlak, bar Cas, min
teploty, min
1 170 30 2 5
2 190 35 5 30
3 50 25 1 10
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Rozlozené vzorky byly néasledné pievedeny z rozkladnych patron do plastovych
50ml zkumavek a jejich objem byl doplnén deionizovanou vodou na celkovy objem 50ml.
Poté byl obsah stfibra v téchto vzorcich stanoven na ICP-MS proti modelové tadé
kalibra¢nich roztoki o koncentracich 0; 10; 25; 100; 300; 500 pg I"'. Pro stanoveni bylo

zvoleno m/z = 107 a métici mdd bez kolizniho plynu.

3.4.1 Kyvalifikace pristroje ICP-MS a zajisténi kvality vysledku

Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem je ovladan programem
MassHunter, ve kterém probiha i vyhodnoceni vysledkti. Na tivod kazdého méticiho dne
bylo v programu MassHunter spusténo ladéni pfistroje ICP-MS, pfi kterém jsou napéti
na iontovych ¢ockéach a dal§i parametry pfistroje optimalizovany za pomoci ladiciho
roztoku na co nejvyssi citlivost. Nasledné je vygenerovana zprava o citlivosti
a opakovatelnosti méfenych hmot, pfifazeni hmotnostni osy a zastoupeni dvojnasobné
nabitych iontd a oxidii za danych podminek v plazmatu. V spICP-MS uspotadani bylo
toto ladéni provadéno v ramci batch a ve dvou krocich. V prvnim kroku bylo toto ladéni
provadéno s vyuzitim hmot 7, 89 a 205 pro pfifazeni hmotnostni osy (s presnosti lepsi
nez 0,1) a urCeni citlivosti a opakovatelnosti a s vyuzitim poméri hmot 156/140
(zastoupeni oxida Ce) a 70/140 (zastoupeni dvojnasobné nabitych oxidi Ce. Zastoupeni
oxidil bylo Zadouci pod 6 % vzhledem k tomu, Ze Ag netvoii ochotné AgO a interference
917r'%0" je ve vzorcich velice nepravdépodobna. Zastoupeni dvojnasobné nabitych iontti
bylo Zadouci pod 3 %. Vy$si procenta zastoupeni jsou zpisobena pouzitim torche, u které
je potieba snizit pratok pracovniho plynu. Ve druhém kroku bylo doladéni iontovych
cocek pro idedlni zaostfeni paprsku zopakovano za pouziti hmot 107 a 197. V tomto

kroku byla zjistovéana pouze citlivost, pfirazeni hmotnostni osy a opakovatelnost.

Kazdé méfeni také zacinalo kalibraci Gi€innosti transportu a citlivosti. Jako prvni
byla zmé&fena odezva slepého vzorku, jemuz je SW piifazena nulova koncentrace
nanocastic 1 iontové formy. Nasledn¢ byly zmeétfeny iontové standardy Ag a Au
o koncentraci 1 pg 1! pro vytvoieni dvoubodové kalibrace citlivosti (tedy vzdy slepy
vzorek a jeden standard). Bohuzel SW Mass Hunter neumozniuje vicebodovou kalibraci
citlivosti. Poslednim krokem kalibrace bylo vzdy zméfeni nanocasticového referenéniho
materidlu o znamé koncentraci a primeéru Castic. Z distribuce signalii tohoto RM je

urovana ucinnost transportu NPs a je zni kalibrovana zavislost mezi citlivosti
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a prumérem nanocastic. Z detekovaného poctu NPs a znamé (zméfené) rychlosti pritoku

¢erpaci hadickou je pak ur€ovéana koncentrace castic (viz Oddil 2.10.1. na stran¢ 30).

Dle potteby byly métfeny slepé vzorky nebo nanocasticovy referenéni materialy
1 jako kontrolni vzorky. Podminkou zac¢atku méfeni vzorkl byl plynuly pritok vzorku,
uréeni spravné koncentrace castic a pruméru c¢astice u RM a ucinnost transportu
v rozmezi 2-10 %. Nesplnéni téchto podminek znamenalo bud’ zopakovani kalibrace

nebo zastaveni experimentalni prace a vyfeseni pficiny.
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4 Vysledky a diskuse

V nasledujici kapitolach jsou shrnuty vSechny dosazené vysledky, které jsou

diskutovany.

4.1 Stabilita nanoc¢astic v citratovém pufru p¥i riaznych ¢asech a pH

Nanocastice nejsou kvili svému velkému relativnimu povrchu a reaktivité piilis
stabilni. Konkrétn¢ nanocastice stiibra se mohou rozpoustét i v deionizované vodé. Jako
prvni byla otestovana jejich stabilita v deionizované a kohoutkové vodé a bylo
pozorovano kompletni rozpusténi nanocastic jiz v prubéhu jednotek hodin. Je tedy
nezbytné pouzivat stabilizatory, coz jsou latky vazajici se na povrch ¢astice a branici jeho
interakci s rozpoustédlem a také interakci s dal§imi Casticemi. Jako prvni stabilizaéni
¢inidlo byl zvolen citratovy pufr, protoze ho pro syntézu a stabilizaci nanoc¢astic pouziva
jejich vyrobce. Citrat se vaze k povrchu nanocastice pies kyslik jedné nebo vice —OH
skupin. Zbylé nenavazané O™ funguji jako elektrostaticka zébrana proti agregaci takto
obalenych nanocastic [63,64]. Koncentrace byla od vyrobce pievzata, ale bylo testovano,
zda a jaky vliv ma na dlouhodobou stabilizaci Ag NPs proti agregaci a rozpousténi pH
citratového pufru. Nejprve byly testovany stability nanocéstic v citratovém pufru
opH =28 apH =9 v ¢asovém rozmezi 0 az 50 hodin. Vzhledem k tomu, Ze pti pH = 8 je
citrat prakticky Uplné€ disociovan, stejné jako pii pH = 9, tak bylo ocekavano, Ze zaporné
nabité vrstva, kterd se vytvoii na povrchu nanocastic zabrani jejich agregaci a vysledky
budou prakticky srovnatelné s pH = 9. Na Obrdzku 4.1 na stran¢ 38 pro pH = 8 lze vidét,
ze Cerstvé pripraveny vzorek ma velikost pifiblizné 40 nm, coz odpovidé certifikované
hodnoté uvadéné vyrobcem (41 = 5 nm). V pritbéhu dalSich hodin (2h, 4h) dochazi ke
snizeni velikosti ¢astic pod optimalni hodnotu, tento pokles mlize naznacovat agregaci
menSich ¢astic nebo rozpousténi. Po 16 hodinach se velikost ¢astic zvySuje, pficemz se
zvySuje 1 variabilita vysledki a s tim miZeme pozorovat i véts§i smérodatnou odchylku.
Po 50 hodinach velikost opét narlistd a dosahuje hodnoty pfiblizné 40 nm, coz je opét
v rozmezi a mize to naznacovat stabilizaci nanocéstic, avsak toto je v rozporu s trendem,

ktery miizeme pozorovat s nartistajicim casem.

Z vysledkti lze tedy pozorovat, ze dochazelo k nadhodnoceni poctu Ccastic
a podhodnoceni jejich velikosti. Zajimavé je, ze hlavné u cerstvého vzorku

a 50hodinového vzorku lze sledovat obdobné vysledky. Pokud by se nanocastice
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rozpoustély, tak by mél byt pozorovatelny urcity trend. Nicméné nelze prokazat, ze tento
navrat velikosti ¢astic k o¢ekavané souvisi s néjakou nestabilitou nanocéstic v pufru.
Vzorky nebyly méfeny v jeden den a ICP-MS nebylo v provozu celych 50 hodin
amezitim byl stroj vypnut aznovu nakalibrovan. Nékdy v pribéhu opakovanych
kalibracich tedy mohly nastat nepodchycené efekty, které maji za dusledek to, ze
pozorujeme narist sttedniho priiméru ¢astic pti delSich ¢asech. Lze vSak pozorovat trend
(Obrazek 4.1) ukazujici, ze v prubéhu ¢asu nam klesa stiedni primér castic, coz by
naznacovalo, Ze se stiibrné nanocastice ¢astecné rozpoustéji. Lze tedy fict, ze pH pufru

nebylo dostatecné vysoké, aby zajistilo plnou stabilizaci nanocastic.
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Obrazek 4.1.: Velikosti nanocastic pri pouziti citratového pufiru o pH = 8

V ptipad€é Obrdzku 4.2 na strané 39, ktery znazorfiuje pocet ¢astic na litr vzorku
(PNC) v zavislosti na ¢ase mezi ptipravou a analyzou vzorku mizeme vidét, Ze ani jedna
hodnota se nenachazi v rozmezi odchylky 10 % od certifikované hodnoty koncentrace
standardu, pii¢emz teoretickd koncentrace byla vypocitana jako 5,3-107 ¢astic v 1 litru.
Pouze Cerstvy vzorek se bliZi této hranici, ale ma pomérné velkou smérodatnou odchylku.
Celkovy vzhled trend odpovida situaci, kdy je naméfeno bud’ vy$$i mnozstvi Céstic
o men$im primeéru nebo naopak mensi mnozstvi ¢astic o vétSim praméru; tedy nedatilo
se spravné urcit soucasn¢ koncentraci ¢astic a jejich prumér. Z vysledku experimentu

nebylo mozZné urcit, zda je pti¢inou pH pufru nebo jina pficina.
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Obrazek 4.2.: Koncentrace castic v jednom litru pri pH =8

Soucasné dochazelo k velkému nadhodnoceni poctii ¢astic, pfevazné v rozmezi
2 hodiny aZ 24 hodin, které byly méfeny v jeden den. Cerstvy vzorek a 50hodinovy byly
meéfeny spolecné dalsi den. Pficinou téchto dat mize byt jak efekt pH tak fakt, ze to bylo
meéfeno v ramci dvou dnti a dvou kalibraci, stejné jako v ptipadé experimentu s velikosti

¢astic.

Experiment se stabilitou nanocéstic ve 2mM citratovém pufru o pH = 8§ byl
zopakovan pii kratSich ¢asovych intervalech, protoze bylo usouzeno, Ze pro manipulaci
s nanoc¢asticemi bude nejlepsi vyuzit kratsi ¢asy do 4 hodin, vzhledem k vysledktim, které
byly ziskany pfi delich ¢asech. Na Obrdzku 4.3 na stran€ 40 1ze vidét, Ze vSechny vzorky
jsou pod limitni velikosti nanoc¢ésticového standardu stfibra a maji pfiblizn€ stejnou
velikost. Ve vSech ptipadech vychazi velikost kolem 33 nm. V pfipadé poctu €astic na litr
vzorku, si 1ze na Obrdzku 4.4 na stran¢ 40 vSimnout, ze naméiena PNC se nejvice blizi
k teoretické u 2 a 3hodinového vzorku. U 1hodinového vzorku lze také sledovat vysledek,
ktery se blizi rozmezi, ale Zadnd z naméfenych hodnot neni vrozmezi = 10 %.
U 4hodinového vzorku Ize sledovat vysokou koncentraci Castic a zarovenl i1 velkou
smérodatnou odchylku, ¢imz se vymyka viditelnému trendu. Divodem mohla byt
systematickd chyba pifi fedéni vzorku nebo pii samotném meéfeni. Vysledkem

experimentu bylo tedy nadhodnoceni veSkerych koncentraci ¢astic a podhodnoceni jejich
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rozméru. Pufr o pH = 8 byl tedy jako stabiliza¢ni ¢inidlo zamitnut, protoze v ném nebylo

mozné ziskat reprodukovatelné a smysluplné vysledky.
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Obrazek 4.3.. Velikosti nanocdastic pri pouziti citratového pufru o pH = 8 pri kratkych casech
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Obrazek 4.4.: Koncentrace cdstic v jednom litru pri pouZiti citratového pufru o pH = 8 pri kratkych
Casech
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Dale byl studovén vliv pH = 9 z dGvodu problematickych vysledkti u pH = 8. Pti
tomto pH je citratovy pufr jesté vice disociovan. To znamena, Ze by ¢astice mély byt 1épe
stabilizované, nez tomu bylo u pH= 8 a vysledky by m¢ly byt vice reprodukovatelné
a smysluplné. Nejprve byla znovu studovéana stabilita nanoc¢astic pii delSich Casech.
Obrdazek 4.5 zobrazuje zavislost stfedniho priméru v nanometrech na ¢ase v hodinéach.
Srafovana oblast v obrazku znovu oznaéuje optimélni rozmezi velikosti astic stanovené
vyrobcem, tedy 41 = 5 nm. Z obrazku je patrné, Ze vétSina velikosti byla nadhodnocena.
Jiz u Cerstvého vzorku lze sledovat, ze velikost nanocastic dosahuje hodnoty piiblizné
60 nm. Po dvou hodindch dochazi k vyraznému nartstu velikosti ¢astic k hodnoté 90 nm
a predstavuje to maximalné naméfenou hodnotu v pribéhu méteni. V dalsich hodinach
lze pozorovat postupny pokles velikosti Castic. Pfi 24 hodinach se velikost pohybuje
kolem 47 nm a jedna se o jedinou znaméfenych hodnot, ktera se tomuto rozmezi
priblizila. Pfi 50 hodinach velikost znovu vzrostla. Divodem takto zvySené hodnoty
u dvou casovych intervalti miize byt vznik agregati castic, coz mize vysledek ovlivnit
k vy$§im hodnotam. Pfi¢inou tohoto vysledku je nejspis§ systematicka chyba, zaptic¢inéna

moznym nepiesnym fedénim nebo nedostatecné sonikace vzorku.
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Obrazek 4.5.: Velikosti nanocastic pri pouziti citratového pufru o pH = 9
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Ziskané vysledky lze vidét na Obrazku 4.6, zachycujici Casovou zavislost
koncentrace nanoéastic stfibra. Srafovana oblast opét vymezuje vypocitané optimalni
rozmezi koncentrace, které se pohybuje od 4,77-107 do 5,83-107 &astic na litr, pii¢emz
ocekavana hodnota je 5,30-107 &astic na litr. Z Obrdzku 4.6. je viditelné, Ze v piipadé
cerstvého vzorku je koncentrace ¢astic mirn€ nad optimalnim rozmezim. U 2 hodin lze
pozorovat vyrazny pokles koncentrace a poté opét nésleduje vzestup koncentrace
k hodnotam piiblizné 6,5-107 &astic na litr. V ¢ase 16 hodin se koncentrace dostala na
hodnotu 5,80-107 &astic na litr, coz odpovid4 horni hranici rozmezi. Nejvyssi koncentrace
je viditelna v ase 24 hodin, kdy koncentrace dosahuje hodnot az 1,05-108 &astic na litr.
V tomto case lze pozorovat i znatelnou smérodatnou odchylku. Po 50 hodinach
koncentrace klesa na hodnotu 5,80-107 &astic na litr, coZ opét odpovida optimalni rozmezi,
koncentrace ¢astic v ¢ase 2 hodiny muze byt stejné jako v ptipadé stfedniho priméru
Castic systematickd chyba zplisobena nepfesnym fedénim nebo nedostate¢nou sonikaci,

coz zpusobilo pokles koncentrace ¢astic.
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Obrazek 4.6.: Koncentrace castic v jednom litru pri pouziti citratového pufiu o pH = 9
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Obrazek 4.7 zobrazuje zavislost koncentrace ¢astic v jednom litru na ¢ase mezi
pfipravou a analyzou pii pH = 9. Teoreticky vypocitand koncentrace byla znovu
5,3-107 ¢astic 1!, pticemz akceptovatelné rozmezi je definovano jako + 10 %, tedy od
4,77-107 do 5,83-107 ¢astic I''. Z Obrdzku 4.7 1ze pozorovat, Ze &erstvé piipraveny vzorek
ma koncentraci velmi blizkou teoretické hodnoté. U 1hodinového vzorku miizeme vidét
mirny pokles ke spodni hranici, avSak stale je v akceptovatelném intervalu. Méfeni po
dvou a tfech hodinach ukazuje mirny rist koncentrace ¢astic, ktera by se vSak mohla
pohybovat v ramci stanovenych limitd. Po &tyfech hodinach dochazi k vyraznému
poklesu, coz miize naznaCovat agregaci ¢i rozpousténi nanocastic. Pro dosazeni
nejlepsich vysledka se tedy nabizi analyzovat vzorky nejpozdéji do tfi hodin po ptiprave
a nejlépe Cerstvy vzorek. Vzhledem k pfipravé pufru titraci kyseliny citronové
hydroxidem sodnym je mozné, Ze ve vzorku je vy$§i koncentrace Na" iontd, které mohou
vést k interferencnim efektim (ioniza¢ni interference) nebo i negativné ovliviiovat
stabilitu nanocastic, coz mize mit za nasledek zkreslené koncentrace nebo stfedni

prameéry nanocéstic. Vysledky jsou ovSem ve srovnani s pH = 8 akceptovatelné.
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Obrazek 4.7.: Koncentrace nanocdastic v jednom litru pri pouziti citratového pufru o pH = 9 pri kratkych
Casech

Na Obrazku 4.8 na strané 44 l1ze opét vidét zavislost medianu velikosti nanoc¢astic
na Case mezi pfipravou a vzorku a jeho analyzou metodou spICP-MS pii pH = 9.
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Optimalni velikost stanovena vyrobcem standardu je 41 £ 5 nm, odpovidajici rozmezi
36 — 46 nm, ktera je vyznacené Srafovanymi hranicemi. Z obrazku je patrné, ze medidn
velikosti nanocastic se u vSech ¢asti pohybuje v optiméalnim rozsahu a velikost zlstava
stabilni. U dvou hodin lze pozorovat mirné snizeni, které i pfesto zlstavd v ramci

stanovené hranice. Nizké smérodatné odchylky mohou naznaCovat minimalni agregaci
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Obrazek 4.8.. Velikost castic v jednom litru pri pouziti citrdatového pufru o pH = 9 pii kratkych c¢asech

nanocastic.
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Pii porovnani vysledka s pfedchozim méfeni za pouziti s pH = 8 lze fict, ze
pH =9 poskytuje lepsi distribuci nanocastic. Pfi pH = 8 bylo mozné pozorovat vétsi
variabilitu vysledkil jak u medidnu velikosti nanocéstic, tak u poctu €astic na litr vzorku
(PNC). To znamend, ze pii pH = 8 mohlo dochézet k agregaci nanocastic ¢i naopak
k jejich rozpousténi, coz pravé vedlo k variabilit¢ vysledkii. Naopak pH = 9 nejspise

poskytuje lepsi elektrostatickou stabilizaci nanoc¢astic a zabranuje agregaci nanocastic.

Na zéklad¢ ziskanych dat Ize fict, Ze citratovy pufr o pH = 9 je vhodnéjsi nez
o pH = 8 pfi manipulaci s nanocasticemi, protoze nepodléhaji vyznamnym zménam ve

velikosti ani v koncentraci.
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4.2 Stabilita nanoéastic v PVA

Pro porovnani byly vyzkousSeny i latky, které by mohly stabilizovat nanocastice
nikoliv elektrostatickym mechanismem, ale i sterickym mechanismem. Jedna se o latky
s del$Simi organickymi fetézci. V literatufe byly popsany nasledujici: SDS, Zelatina,
Triton X-100, TMAH nebo CTAB [1,3,13,65,66]. Pouziti sterického stabilizatoru by

nemélo byt zatiZzeno problémy zpiisobenymi interferencemi soli (napf. Na").

Jako prvni stericky stabilizator byl zkouman polyvinylakolhol o riznych
koncentracich. Byl zvolen jako alternativa k Zelating, protoze se na rozdil od ni, nekazi.
Hypotéza byla takova, Ze pii pouziti sterickych stabilizatorii 1ze dosdhnout lepSich
vysledkl z divodu jiného principu stabilizace nanocastic. Z vysledkl testovani stability
nanocastic v riznych koncentracich PVA, které¢ Ize vidét na Obrdazku 4.9 vyplyva, ze
medidnova velikost nanocéstic v jednotlivych vzorcich se pohybuje v rozmezi od 36 nm
do 41 nm. Jiz zminénd optimalni velikost je stanovena na 41 = 5 nm, coZ znamena, Ze
vSechny métené koncentrace splituji pozadované rozmezi. Nejlepsi vysledky z hlediska
velikosti nanoc¢astic poskytuji koncentrace PVA 0,001% a 0,01%. Pti 1% koncentraci
PVA dochazi k mirnému poklesu velkosti na hranu tolerancniho rozmezi, coz miize
souviset s interakcemi mezi nanocasticemi. Diivodem muze byt pravé vyssi koncentrace

polymeru, vedouci ke zméné povrchovych vlastnosti ¢astic.
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Obrazek 4.9.: Velikost castic pri pouziti PVA o riiznych koncentracich
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V piipad€ Obrazku 4.10, ktery zndzornuje koncentraci nanocastic v jednom litru
vzorku v zavislosti na koncentraci PVA mtzeme vidét, Ze vzorek s nejnizsi koncentraci
0,001% dosahuje hodnoty piiblizné 6,7 -107 &astic 1!, coz piesahuje horni hranici.
V ptipadé dalSich koncentraci 1ze pozorovat, ze vzorky s koncentraci 0,01% a 0,1% PVA
jsou mirné nad horni hranici a pohybuji se kolem hodnoty 6,5 -107 ¢astic 1. Vyznamny
nariist koncentrace miizeme vidét u vzorku s 1% PVA, kde hodnota dosahuje koncentrace
az hodnot 1-10% ¢astic 17!, Zarovef je patrnd zvySena smérodatna odchylka, a tudiz
1 variabilita métfeni. Tento velky narist mize byt zplisoben vysokou koncentraci PVA,
kterd méd za nasledek ovliviiovani fyzikalné-chemickych vlastnosti nanocastic a také

potencialné€ vliv na ionizaci (nespektralni interference uhliku).
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Obrazek 4.10.: Koncentrace castic v jednom litru pri pouziti PVA o riiznych koncentracich

Na zéklad¢ ziskanych dat se jako nejvhodnéjsi koncentrace PVA jevi 0,001% ¢i
0,01%. Bylo rozhodnuto, Ze bude otestovana stabilita s 0,001% PVA. Tato koncentrace
byla zvolena na zakladé toho, Ze by mohla poskytnou dostate¢nou stabilizaci nanoc¢éstic
a minimalné ovlivnit jejich povrchové vlastnosti. I pfes uspokojivé vysledky 0,01% PVA
vznikaly obavy ohledné potencidlnich negativnich disledkt vysoké koncentrace, které
bylo mozné pozorovat béhem meéieni. Vyssi koncentrace PVA by také mohla zpusobit

zvétSeni hydrodynamického priiméru Castice.
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Obrazek 4.11.: Velikost castic pri pouziti 0,001% PVA
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Ze ziskanych vysledkd, které jsou vyobrazeny na Obrazku 4.11 vyplyva, ze
velikost nanocastic v roztoku 0,001% PVA se pohybuje pfiblizn€ v rozmezi 41-45 nm,
coz je skutecné uvniti rozmezi deklarovaného vyrobcem (36-46 nm). To naznacuje Ze
vSechny hodnoty jsou v optimalnim rozmezi a nebyl sledovan vyrazny trend zmény
velikosti ¢astic v casovém horizontu 4 hodin. Malé smérodatné odchylky svéd¢i o dobré

stabilité nanoc¢astic v daném roztoku PVA.
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Obrazek 4.12.: Koncentrace castic v jednom litru pri pouziti 0,001% PVA

V ptipadé koncentrace nanocastic neboli poctu castic v jednom litru roztoku
znazornéné na Obrdzku 4.12 lze pozorovat vysledky, které jsou nad horni hranici
pozadovaného rozmezi. Cerstvy vzorek, jehoz koncentrace je pfiblizng
6,0-107 &astic 17!, prekrauje mirné horni hranici pozadovaného rozmezi. U dalsich
vzorkll 1ze sledovat trend zvySovani koncentrace ¢astic v pritbéhu ¢asu. U 4hodinového
vzorku je koncentrace nejvyssi, dosahujici hodnot az 8,5 -107 ¢astic 17! a zaroven lze vidét
1 nejveétsi smeérodatnou odchylku, coz naznacuje velkou variabilitu méfeni a pocinajici

agregaci ¢astic nebo jiné procesy, které mohou destabilizovat systém.

Vyse pozorované trendy ve velikosti ¢astic a koncentraci ¢astic naznacuji, Ze by
stericky stabilizator mohl byt vhodnéjsi nez elektrostaticky stabilizator. Piestoze vysledky
vypadaji slibné jak v pfipad¢ medianu velikosti, tak v pfipadé¢ koncentrace castic,
dochazelo béhem méfeni k mirnym komplikacim. Béhem méteni opakované dochédzelo
k ucpavani hadicky pro nanocéstice, a proto musel byt experiment opakovan. Takeé
dochdzelo i1 ke zneciSténi torche, coz se projevilo i v dal§ich métenich, které byly

pozorovany jinymi uzivateli ICP-MS. Vzhledem k tomu byl hledan dalsi stabilizator pro
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zajisténi spolehliveéjsi analyzy a minimalizaci rizika technickych komplikaci pii

experimentech.

4.3 Stabilita nanoéastic v Tritonu X-100

V literature bylo nalezeno, ze se pro manipulaci s nanoc¢asticemi hojné vyuziva
Triton X-100 [13,65]. Vzhledem ke komplikacim zpGsobenym vyssi koncentraci PVA
v minulém experimentu, byl vybran 0,001% Triton X-100 a vyssi koncentrace testovana
nebyla. Triton X-100 je strukturné zerc-oktylfenol ethoxylat a je na seznamu sledovanych
latek (REACH) z diivodu podezieni na endokrinni disruptor, tudiz by jeho pouzivani

mélo byt omezeno na minimum nebo by mél byt nahrazeny [67].
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Obrazek 4.13.: Velikost nanocastic v 0,001% Tritonu

Triton X-100 neiontové hydrofobni ¢inidlo, dochazi k tomu, Ze jeho hydrofobni
fetézec se adsorbuje na povrch nanocastice. Jeho hydrofilni polyoxoethylenovy fetézec
smétuje do okolniho prostiedi, ¢imz vytvari bariéru, ktera zabrani agregaci nanocastic.
Bylo tedy pfedpokladano, Ze pouzitim sterického stabilizatoru by mohlo dojit k lepsi
stabilizaci nanocastic. Z Obrazku 4.13 vyplyvd, Ze naméfené hodnoty velikosti
nanocastic se v celém prubéhu experimentu pohybuji v pozadovaném rozmezi. Nejsou

pozorovany zadné vyrazné odchylky, tedy nedochazi k agregaci ¢i rozpousténi nanocastic
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béhem experimentu. Nejmensi odchylku Ize pozorovat u cerstvého vzorku a vzorku
méfeného po 1 hoding. Naopak vyssi variabilitu vysledkd lze pozorovat u vzorku

analyzovaného po 3 hodinach.
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Obrazek 4.14.: Koncentrace nanocastic v jednom litru v 0,001% Tritonu

Koncentrace nanocastic u Cerstvého a lhodinového roztoku mély pomérné velkou
variabilitu vysledkil oproti ostatnim (Obrdzek 4.14). Byla tudiz vznesena otazka, jaky je
divod velké smérodatné odchylky. Vzorky byly vSak pfipravovany stejnym postupem ve
vSech pfipadech. Jedna moznd hypotéza je, ze Triton X-100 elektrostaticky obali
nanocastice, aby nemohly agregovat a pak je rozhodujici, jak dlouho trva tento proces,
neZ jsou nanocastice dostatecné obaleny stabilizatorem a je zabranéno jejich agregaci.
Pokud by tento proces trval delsi dobu, tak by se u kratSich Casovych interval
projevovala vétsi variabilita vysledkli, pficemz by se to to hlavné projevovalo
u koncentrace ¢astic nikoliv u rozméru ¢astic. Pti hledani v literatufe bylo zjisténo, ze
tento proces je témet okamzity, tudiz byla tato hypotéza vyloucena [68]. Dalsi hypotézou
bylo ohiivani vzorku pfi sonikaci, nicméné sonikace trva stejné dlouhou dobu u vSech
vzorkd, tudiz by se tento problém projevil u vSech vzorki nikoliv pouze u prvnich dvou.
Porovnanim s ptedchozimi vysledky bylo zjisténo, ze vétsi smerodatnd odchylka poctu
castic se vyskytla u 0,001% PVA a case od piipravy vzorku 4 h. Predpoklada se, ze se
jedna spiS o ndhodny jev.
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Z testovanych stabilizatortt byl Triton X-100 vyhodnocen jako nejvhodnéjsi
varianta. Pro optimalizaci a validaci metody bylo potfeba zjistit parametry, pfi kterych
bude metoda co nejvice citlivd a bude zajiSténa spolehlivost a reprodukovatelnost

vysledka.

4.4 SniZeni odezvy slepého vzorku

V ramci snahy snizit odezvu slepého vzorku bylo potfeba upravit vyplachovaci
proces mezi métenimi, kde se v prvnim kroku pouziva 2% kyselina dusi¢nd a druhém
kroku deionizovana voda, aby nasledn¢ nedochazelo k rozpousténi stiibra, a najit vhodny

postup vyplachu. Cilem bylo také snizit limit detekce a stanovitelnosti.

Experiment byl zaméfen na optimalizaci doby proplachu kyselinou dusi¢nou
a vodou, pficemz rychlost proplachu ménéna nebyla. Divodem bylo zabranit trhani
kapaliny, ke kterému by v pfipadé zméeny rychlosti mohlo dochéazet. Postup experimentu
byl takovy, ze byly prodluzovany doby proplachu kyseliny dusi¢né (10 ,20, 40, 60, 80 s)
zatimco proplach vodou zistaval stejny (40 s). Ukazalo se, Ze s prodlouzenim doby
proplachu 2% kyselinou dusi¢nou, se odezva slepého vzorku zvySuje, coZ nejspiSe souvisi

s tim, Ze dochazi k ¢asteCnému rozpousténi nanocastic.

Zavérem bylo, ze s prodluzovanim proplachu kyselinou dusi¢nou se zvySuje
pozadi, coz nejspiSe souvisi s tim, ze dochdzi k ¢astecnému rozpousténi nanocastic a tim
se zhorSuje LOD poctu ¢astic. Je tedy potieba pouzit co nejkratsi oplach HNO3, nicméné
nelze ho uplné vynechat, aby se predeslo pfenosu stfibra mezi vzorky a kontaminacim.
Na druhou stranu je potieba prodlouzit proplach deionizovanou vodou. Jako optimalni
proplachovaci proces byl zvolen takovy, Ze prvni oplachovaci krok s kyselinou dusi¢nou
byl nastaven na 10 s a druhy oplachovaci krok deionizovanou vodou byl prodlouzen na

90 s.
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4.5 Optimalizace piipravy vzorku s realnou matrici

Po optimalizaci ftedicich a zdroven stabiliza¢nich c¢inidel byly provedeny
experimenty s matrici ve formé sprchového gelu, ktery by mél dle uvedeného slozeni
obsahovat nanocastice Ag. Celkovy obsah Ag byl stanoven pomoci ICP-MS a byl
16,03 ng g! (n=4,SD=1,32 ug g’'). Nicméné pfi pokusu optimalizovat navazku vzorku
bylo zjisténo, ze vysledky jsou na trovni blanku. Proto byla optimalizace ptipravy vzorku
v pfitomnosti matrice provedena se matrici obohacenou nanocéasticovym standardem
o priméru ¢astic 80 nm a koncentraci 0,020 mg ml, tj. o &asticové koncentraci 7,1-10°

¢astic na litr.

4.5.1 Optimalizace navazKky vzorku

Prvnim optimalizovanym parametrem byla navazka vzorku. Konkrétné se jednalo
o navazky 60, 150, 300 a 600 mg. Hmotnosti byly zvoleny tak, aby pokryvaly Siroky
obsah vzorku. Divod byl takovy, ze pfi nizkych navazkach vzorku se miize projevit
nedostate¢na reprezentativnost vzorku, coz je zpusobeno nedostatecnou homogenitou
vzorku. Také se mulze projevit zvySeny vliv ndhodnych chyb. Naopak pfi vysokych
navazkach vzorku lze ofekavat vétsi riziko agregace nanocéstic. Dale mize dochazet
k zanaSeni pfistroje ¢i ucpani nasavaci hadicky ¢i zmlZovace. Vzorek sprchového gelu
byl navdZzen na analytickych vahach v duplikatech, ke kazdému vzorku byl piidan
pridavek nanocasticového standardu a kazdy vzorek byl nafedén tak, aby finalni
koncentrace standardu v roztoku byla 5-107 &astic v litru vzorku. Potom co byly vzorky
navazeny, zfedény na vhodnou koncentraci a zméteny spICP-MS byly vyhodnoceny.
Z vysledkt v Tabulce 4.1 na strané 53 lze vidét, Ze vSechny navazky mély blizkou shodu
s o¢ekdvanou koncentraci 5-10” 1" Nejprve byla vybrana navazka 600 mg vzhledem ke
indikovalo vysokou reprodukovatelnost. Nicméné v pribéhu experimentu optimalizace
doby sonikace, ktery je popsan v Kapitole 4.5.2 na stran¢ 53 doSlo k ucpani naséavaci
hadicky a vysledky se nedaly pouzit. Proto byla vybrana navazka 150 mg, ktera i pies
vétsi  smérodatnou odchylku poskytovala podobné vysledky jako navazka
600 mg, pfiCemZ odchylka naméfené koncentrace méla méné nez 1% odchylku od

koncentrace ptidavku standardu.
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Tabulka 4.1: Optimalizované navazky vzorku matrice a koncentrace nanocastic v matrici

Navazka, mg Median koncentrace &astic, 1'! Smérodatna odchylka, I'!
60 5,25 - 107 2,1-10°
150 49510’ 5,0-10°
300 5,30 - 107 42-10°
600 5,15-107 7.1-10°

Nicméné v pfitomnosti matrice pfestaly vychdzet rozméry. Primér Céstice se
pocita z s vyuzitim citlivosti zméfené s iontovymi standardy. Pfitomnost zvysSeného
mnozstvi organického uhliku v matrici by mohla zptisobit zménu citlivosti, a tedy chybny
vypocet pruméru castice. Koncentrace ¢éstic se nezd4d byt ovlivnéna, a proto jsme se

rozhodli nadale vyhodnocovat pouze pocet Castic, ktery je pro posouzeni bezpecnosti

vvvvvv

4.5.2 Optimalizace doby sonikace

Po vybéru optimélni navazky bylo potfeba optimalizovat i dobu sonikace. Po
vybéru optimalni navdzky byla tato hmotnost matrice navazena v duplikatech na
analytickych vahach. Poté co bylo pfidano pfedem vypocitané mnozstvi 40 nm
nanocCasticového standardu stiibra tak, aby findlni koncentrace v roztoku byla 5-10 &astic
v litru vzorku. Poté byly obohacené vzorky sonikovany v ultrazvukové lazni rtizné
dlouhou dobu. Konkrétné se jednalo o 1, 5, 10, 15 a 25 minut. Nasledn¢€ po odebrani
100 pl vzorku z prvni zkumavky a doplnéni na 10 ml byl kazdy vzorek znovu sonikovan,
tentokrat jiz po dobu 2 minuty. Hypotéza byla takova, ze pfi piili§ kratkych sonikacich
by nedochazelo k dostatecnému rozptyleni nanocastic z matrice. To by znamenalo, ze
nanoCastice by zlstavaly agregované v matrici, coz by vedlo k podhodnoceni jejich
skutecné koncentrace. Na druhou stranu pfi del§ich sonikacich by mohlo dochézet
k degradaci vzorku a sniZzené stabilit¢ nanocastic. Mlze opét dochéazet k agregaci
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nanocastic. Zaroven dlouhodobé sonikace vede ke zvyseni teploty vzorku, coz mize opét
ovlivnit stabilitu nanocastic a tim i ptesnost mefeni. Cilem tedy bylo najit optimalni dobu

sonikace, ktera zajisti efektivni uvolnéni nanocastic do roztoku.

Obrazek 4.15 znazornuje zéavislost doby sonikace (v minutach) na koncentraci
¢astic ve vzorku (I™"). Lze si povsimnout, Ze vSechny hodnoty jsou relativné blizko
ocekavané hodnoté koncentrace nanoc&astic, kterd je 5-107 &astic na litr vzorku. V piipadé
1 minuty jsou hodnoty blizko této koncentraci a tato doba sonikace poskytuje konzistentni
vysledky. Pfi 5 minutach lze pozorovat mirn¢ vyssi hodnotu a také pomérné velkou
smérodatnou odchylku. Pfi 10 minutach Ize naopak sledovat koncentraci nizsi, nez je
ocekavand, ptim¢emz smerodatnéd odchylka je zde jiz mensi. Doba sonikace 15 minut je
velmi blizko ocekdvané hodnot€ koncentrace a smérodatnd odchylka je nejnizsi ze vSech.
Nakonec doba sonikace 25 minut méa obdobnou hodnotu koncentrace jako doba sonikace
10 minut a je tudiz nizs$i nez predpokladand koncentrace ptidavku. Na zakladé¢ téchto
skute¢nosti bylo rozhodnuto, Ze optimalni doba sonikace je bud’ 1 minuta nebo 15 minut.
Z téchto dvou moznosti byla upfednostnéna doba sonikace 15 minut vzhledem k tomu,
ze del$i sonikace nam zajisti lepSi homogenizaci vzorku, coz pro analyzu matrice
sprchového gelu a obdobnych je dulezité, a také proto, ze pted analyzou je kazdy vzorek
sonikovan 2 minuty za c¢elem dikladného rozmichani disperze. Sonikacni ¢as 1 minuta

by byl kratsi nez ¢as michani.
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Obrazek 4.15: Koncentrace castic v zavislosti na dobé sonikace
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4.6 Limit stanovitelnosti spICP-MS

Limit stanovitelnosti koncentrace a rozmeéru ¢astic je v literatufe ur¢ovan riznymi
statistickymi zpasoby [69]. V této praci byl zvolen jednoduchy zptisob odhadu linedrniho
dynamického rozsahu koncentrace a urceni limitu stanovitelnosti na zaklad¢ prace diive
publikované autory Kana a kol. [13]. Limit stanovitelnosti byl ziskén za pouziti standardu
stiibrnych nanoc¢astic o rozméru 80 nm a koncentraci 0,020 mg ml'. Byly pfipraveny
rtizné koncentrace tohoto standardu v rozmezich 1- 10° az 5 - 107 &stic na litr vzorku
anasledné¢ zmeéteny za pomoci spICP- MS. Ziskané vysledky lze vidét v grafu na
Obrazku 4.16, ve kterém lze pozorovat zavislost mezi redln¢ stanovenou koncentraci
nanocastic a jejich teoretickou koncentraci. Cely zdznam grafu byl mél byt teoreticky
sigmoidni s linearni ¢asti odpovidajici rovnici y=x, tedy namétena koncentrace se shoduje
s o¢ekavanou, pricemz by byla prolozena pouze tato linearni ¢ast a spodni konec této
linearni ¢asti byl povazovan za limit stanovitelnosti. Linedrni ¢ast byla vybrana na

zaklad¢ testovani linearity dat metodou analyzy rezidui.
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PNC teor, I

Obrazek 4.16.: Rozsah mérenych koncentraci

Postup byl nasledujici. K zéavislosti byla v programu MS provedena regresni
analyza vcetn¢ vypoctu rezidui. Je-li trend linearni, musi byt rezidua maléd a ndhodné

rozmisténa okolo horizontalni osy. Je-li trend jiny nez linearni (sigmoidni, polynomicky)
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bude v grafu rezidui mozné pozorovat trend. Po vyneseni grafu s rezidui bylo mozné
pozorovat trend ve tvaru ,,U”, zplisobeny odlehlymi koncentracemi 1-10° 1" a 1-107 I'!
na litr (Obrazek 4.17 B). V tomto piipadé se rezidua zmensila a oblast koncentraci
2:10° - 5-107 tedy byla vyhodnocena jako linearni dynamicky rozsah. Nejnizsi bod nasi
kalibragni p¥imky a zarovei prvni bod této analyzy, konkrétné koncentrace 2-10° ¢astic
na litr, predstavuje spodni konec linearniho dynamického rozsahu. Lze ze zkuSenosti fict,
ze za situace, kdy neni kontaminovany Triton X - 100, je k dispozici Cista deionizovana
voda a ¢isté, nekontaminované hadicky pro nasavéani vzorku, tak se limit stanovitelnosti
opakovateln& pohybuje kolem koncentrace 2- 10° &4stic na litr a odezvy slepého vzorku

jsou pod touto hodnotou.
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Obrdzek 4.17.: Graf's rezidui; A = s odlehlou koncentraci 1-10° édstic na litr, B
= bez odlehlé koncentrace 1-10° éastic na litr
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4.7 Celkovy obsah stfibra ve vzorcich

Cilem experimentu bylo zméfit celkovy obsah stiibra ve vzorku. Jednalo se jednak
o stfibro v nanocasticové formé, jednak v iontové formé. Po zméfeni celkového obsahu
stiibra ve vzorcich Samponu, sprchového gelu a tekutého mydla na ruce na ICP-MS
v rutinnim roztokovém uspotfadani a v modu bez kolizniho ¢i reakéniho plynu byly
vysledky vyhodnoceny. Vysledkem byl obsah stifbra v jednotkach ng g'!. Z vysledki
v Tabulce 4.2 1ze vyvodit, Ze Sampon obsahuje nejvyssi koncentraci stiibra, pficemz
rozdil v duplikatech je minimalni. Koncentrace stfibra ve sprchovém gelu je dvakrat nizsi
nez u Samponu a rozdil je vyraznéjsi. Oproti ocekavani u tekutého mydla byla namétfena
nejniz§i hodnota koncentrace stiibra. Nizké smérodatné odchylky naznacuji vysokou

reprodukovatelnost a vysokou homogenitu vzorku.

Tabulka 4.2: Celkovy obsah stribra stanoveny pomoci ICP-MS v rutinnim usporadani

. Obsah Ag ve vzorku Smérodatna odchylka
Vzorek Navazka, ) ’ )
s ng g’ ng g’
Sampon 0,25015 13,32 10° 0,28 10°
Sprchovy gel 0,25172 6,99- 10° 1,04- 10°
Tekuté mydlo 0,25150 6,34- 10° 1,04- 10°

Ve vzorcich bylo provedeno i stanoveni obsahu nanocastic za ucelem zjisténi, zda

tyto vyrobky nanocastice skutecné obsahuji, a pokud ano, pak jaké koncentrace ¢astic.

4.8 Limit stanovitelnosti v matrici

Cilem experimentu bylo zjistit, jak se zméni limit stanovitelnosti v matrici
v porovnani se samotnym nanocasticovym standardem. Také bylo dulezité zjistit, zda
nam matrice zUzZi linedrni dynamicky rozsah, tj. zda nezvysi limit stanovitelnosti nebo
nesnizi horni limit tohoto rozsahu. Experiment byl provadén s optimalni navazkou
a optimalni dobou sonikace. Bylo o¢ekavano, Ze se limit stanovitelnosti mize zménit

v dusledku vlivu matrice a muze se 1 zhorsit.

Limit stanovitelnost byl stanoven v redlné¢ matrici v podobé sprchového gelu

s obsahem nanocastic. Po navézeni 150 mg matrice bylo ke vzorkim pfidano vypocitané
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mnozstvi standardu stiibrnych nanoéastic o koncentraci 0,020 mg ml™! a velikost 80 nm,
¢imz vznikla koncentradni fada v rozsahu od 1-10° do 5-107 &astic na litr vzorku. Ziskané
vysledky jsou zobrazeny v grafu na Obrdzku 4.18, ktery opét vyobrazuje zavislost mezi

realné stanovenou a teoretickou koncentraci nanoc¢astic.
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Rezidua byla analyzovana v celém rozsahu kalibra¢ni kiivky (Obrazek 4.19. na
stran¢ 58). Pfi nizSich koncentracich byla blizko nule, coz mize svédcCit o presnosti
méieni. S vys$i koncentraci dochazi k rozptylu, nicméné nebyly pozorovany velké
odchylky. Metoda je v celém rozsahu linearni a v pfipadé matrice vychazel limit
stanovitelnosti lepsi neZ u modelovych vzorkl (vzorku s nanoc¢asticovym standardem).
Nicméné toto je velice nepravdépodobné, tudiz byl limit stanovitelnosti ur¢en stejné jako
v ptipadé nanocasticového standardu 2-10° ¢astic na litr. Linearni dynamicky rozsah byl

také zachovan.

4.9 Obsah nanocasticového stribra v matrici

Po optimalizaci navazky vzorku a sonikace byl zméfen obsah nanostiibra
v matrici s jiz optimalizovanym postupem pftipravy. Jednalo se o vzorky sprchového gelu,
Samponu a tekutého mydla. Jednak byly stanoveny ¢asticové koncentrace Ag ve vzorcich.
Zaucelem alespon fadového odhadu, jak velka frakce Ag byla ve vzorcich pfitomna coby
nanodéstice byl vypo¢itan také obsah nanocasticového Ag v ng g!'. Celkovy obsah byl
vypocitan z priméru nanocastic s predpokladem, ze se jedna o nanocastici kruhového
prifezu a jako primér byl pouZit primér ziskany spICP-MS, 1 kdyz je nadhodnocen, coz

by mohlo mit za disledek zkreslovani vysledk.

Tabulka 4.3: Obsah nanocasticového stribra ve vzorku samponu, sprchovéeho gelu a tekutého mydla

Primérny pocet ¢astic,  Stfedni primér Obsah AgNPs ve vzorku,
Vzorek R o 1
g castice, nm ngg
Sampon 1,96- 107 79 100,49
Sprchovy gel 5,58-10° 84,5 3,28
Tekuté mydlo 2,09- 107 128,5 284

Z vysledkt v Tabulce 4.3 vyplyva, ze nejvyssi obsah nanocasticového sttibra je
ve vzorku tekutého mydla (284 ng g'') a zaroven i ¢astice s nejvétsim sttednim priimérem
(128,5 nm). U Samponu muzeme naopak pozorovat nejmensi ¢astice (79 nm). Nejmensi

obsah nano¢4stic ve vzorku vykazoval sprchovy gel (3,28 ng g™!) s velikosti kolem 85 nm.

-59-



Nameétené rozdily v koncentraci a velikosti nanocastic stiibra mezi analyzovanymi
vzorky poukazuji na rozdilné postupy ptipravy vzorkli vyrobcem nebo specifickymi

pozadavky daného kosmetického piipravku.

Tekuté mydlo podle ofekavani obsahovalo nejvyssi koncentraci Ag NPs ve
vzorku. Tento vyssi obsah nanocastic miize byt zdmérny ze strany vyrobce vzhledem
k tomu, Ze se pokozka rukou se dostava do kontaktu s riiznymi bakteriemi nejcastéji, tudiz
se u mydla ocekavaji siln¢jsi antibakterialni vlastnosti. VEtsi velikost nanocastic mtize
souviset se snahou vyrobce zvysit stabilitu nano&astic v této matrici. Sampon vykazoval
vysoky pocet ¢astic na gram a maly pramér ¢astic, coz miiZze to znamenat, ze dochazelo
k lepsi disperzi nanocastic ve vzorku. Diivod mensich ¢astic ve vzorku Samponu muze
souviset s lepSim pronikdnim do vlasovych folikulii. Naopak nizky obsah nanoc¢astic ve
vzorku sprchového gelu muize byt zplisoben vétsi mirou agregace vzorku, sedimentaci
nebo interakci nanocastic s matrici. Sprchové gely mohou mit jiné slozeni nez napiiklad
Sampony ¢i tekutda mydla nebo mit jiné pH vzhledem k jejich zamySlenému pouziti.
Slozky, které nejsou obsazené napiiklad v Samponu mohou interagovat s nanocasticemi
a zpusobovat jejich agregaci. Dalsi moznosti je také zamér pouzit mén¢ nanocastic stiibra
z diivodu bezpecnosti. Po porovnani stanoveného mmnozstvi nanocasticového stiibra
s celkovym obsahem stiibra v matrici bylo zjiSténo, Ze zastoupeni nanocasticového
stiibra je v Samponu je 0,75 %, ve sprchovém gelu 0,047 % a v tekutém mydle 4,4 %.
Z toho vyplyva, Ze nanocastice pfedstavuji jen zlomek obsaZeného stiibra ve vzorku.
Vzhledem ktomu, Ze vzorek nebyl extrahovan nebo filtrovan, pouze fedeén, tudiz
nemohlo dojit ke ztraté Ag. Lze tedy predpokladat, ze zbylé stfibro ve vzorku je ve formé

rozpusténého iontového stiibra

Dillezité¢ je zminit, ze béhem meéfeni v matrici prestaly vychazet velikosti
nanocastic, a tudiz mize byt nepiesnd. Pro ziskani lepSich vysledkii by bylo vhodné
pouzit alternativni techniky, naptiklad elektronovy mikroskop, ktery poskytuje piesnéjsi

velikosti nanocastic.
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5 Zavér

Hlavnim cilem v této diplomové praci bylo stanovit koncentraci a stfedni primér
stiibrnych nanocéstic ve vzorcich pfipravkli osobni hygieny pomoci techniky pro
stanoveni nanocastic spICP-MS. Bylo potieba vyvinout a optimalizovat metodu

a nasledné ji validovat.

Byla testovéana riiznd fedici a zaroven stabilizacni €inidla. Konkrétné se jednalo
o citratovy pufr o riiznych pH, PVA a Triton X-100. Cinidla byla vybirana na zakladé
jejich pouziti ve védeckych ¢lancich s obdobnou tématikou. Pouziti pufru o pH = 8 vedlo
k nepifesnym vysledkim (nejcastéji  k podhodnoceni stfedniho priméru castic
a nadhodnoceni koncentrace) a byl proto zamitnut jako stabiliza¢ni ¢inidlo. Naopak pufr
o pH =9 poskytoval lepsi stabilizaci, a proto byl povazovéan za vhodnéjsi pro manipulaci
s nanoc¢asticemi. Ddle byla studovdna stericka stabilizace nanocéstic pomoci PVA
a Tritonu X-100. Ackoliv PVA poskytoval slibné vysledky dochazelo k ucpavani hadicky
a zneCisténi torche. Jako dalsi byl pouzit Triton X-100, ktery ze vSech testovanych
stabilizatori poskytoval nejlepsi vysledky, a tudiz byl vybran jako vhodny stabilizator.
Poté byla optimalizovana navéazka vzorku, kterd byla 150 mg a doba sonikace, pfi¢emz
nejlepsi homogenizace vzorku byla pozorovana pti 15minutové sonikaci. Déle byl uréen
limit stanovitelnosti spICP-MS a byl stanoven celkovy obsah nanoc¢asticového stiibra

optimalizovanym postupem ve vzorcich Samponu, sprchového gelu a tekutého mydla.

Cile prace byly splnény céastecné. Problémem bylo, Ze v pfitomnosti matrice
piestaly vychdzet rozméry nanocastic, coZ mohlo byt zplisobeno uhlikovou interferenci.
Koncentrace ¢astic ovlivnéna nebyla, a proto bylo usouzeno, Ze se dale bude
stanoveni celkového obsahu nanocasticového stiibra ve vzorku bylo zjisténo, Ze je ho

nejvice obsazeno ve vzorku tekutého mydla, konktrétng 284 ng g
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