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§ Sazetak vi

§ SazZetak

Nanocestice su sveprisutne tvari koje se koriste u svrhu poboljSanja materijala i potroSackih
proizvoda, pri ¢emu najveéi broj potrosackih proizvoda sadrzi upravo nanocestice srebra.
Opcenito je otpustanje nanocestica u prirodu opasno za sve zive vrste (ukljucujuci i ljude). Kako
bi se precizno procijenila njihova Stetnost na ljudsko zdravlje i okoli§, potrebno je uvesti
standardne analiticke metode pomocu kojih se moze utvrditi njihov kemijski sastav,
morfologija, reaktivnost i veli¢ina. U okviru ovog zavr$nog rada dana je podjela nanocestica
prema raznim svojstvima, te pregled najcesc¢e koristenih tehnika spektrometrije masa uz
induktivno spregnutu plazmu za kvantitativnu i kvalitativnu analizu nanocestica U realnim

uzorcima.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Nanocestice su Cestice u kojima je, barem jedna od tri dimenzije (x, y, z), veli¢ine u rasponu od
1 do 100 nm.* Iako se koriste jos od doba starog Egipta u proslom je stoljeéu doslo do ubrzanog
razvoja U njihovoj sintezi i primjeni u cilju poboljSanja svojstava materijala: ¢vrstoce,
elasti¢nosti, toplinskog kapaciteta i sl. Osim §to se nanocestice mogu biti prirodno prisutne u
okolisu i nalaze se posvuda oko nas, svjesnim ili nesvjesnim ljudskim djelovanjem mogu se
na¢i U gotovo svim prehrambenim proizvodima (npr. mlijeko, morski plodovi), kozmetici
(kreme za suncanje, kreme u borbi protiv starenja i sl.) i okoliSu (prirodne i otpadne vode, biljni
i zivotinjski svijet). Na globalnoj razini, uvelike se istrazuju posljedice dugotrajnog izlaganja
nanocesticama, a najbitniji parametri za odredivanje njihove toksi¢nosti su njihov broj te udio
razli¢itih veli¢ina nanocestica. Kako bi se dobili navedeni podatci o nano¢esticama primjenjuju
se brojne metode kao $to su primjerice mikroskopija i atomska spektrometrija, te danas jedna
od najcesce koriStenih preciznih metoda za pojedinacne cCestice, spektrometrija masa uz
induktivno spregnutu plazmu (engl. Single Particle Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry, sp-ICP-MS). Prednost navedene metode sp-ICP-MS je §to se njezinom
primjenom mogu u samo jednoj analizi prikupiti svi potrebni podatci o broju i veli¢ini

nanocestica.?®

Karla Remar Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 2

§ 2. ANALIZA NANOCESTICA 1Z UZORAKA

2.1. Nanocdestice
Prema Medunarodnoj organizaciji za standardizaciju (eng. International Organization for
Standardization, ISO), nanocestice se definiraju kao Cestice u kojima je barem jedna od tri
dimenzije u smjeru osi (x, y, z) veli¢ine u rasponu od 1 do 100 nm.*

lako je moderna ciljana primjena nanocestica relativno nova, koristene su jos§ u vrijeme
starog Egipta (4 000 godina pr. Kr.). ,,Egipatsko plavo™ prvi je sintetski prireden pigment,
dobiven usitnjavanjem CaCuSisO1o i SiO2 do razine nanocestica. Jo§ jedan primjer primjene
nanocestica je i Likurgov pehar iz 4. st. u ¢ije je staklo ugradeno koloidno srebro koje doprinosi
neprozirnoj zelenoj boji ukoliko je pehar obasjan izvana, a kada je obasjan iznutra, pehar je
prozirne crvene boje (Slika 1).*

Slika 1. Prikaz Likurgovog pehara (lijevo) i Egipatskog plavog (desno) kao jednih od prvih

primjera uporabe nanoCestica. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog izvora >®.

1857. godine Michael Faraday objavio je rad o pripremi koloidne otopine nanocestica srebra,
Sto je prvi znanstveni opis postupka priprave nanocestica. Takoder, otkrio je kako se opticke
karakteristike koloidnog srebra razlikuju ovisno o udjelu srebra u otopini. Richard Feynman
prvi je znanstvenik koji je 1959. godine skrenuo pozornost na nanotehnologiju, a 1974. godine
Norio Taniguchi je prvi upotrijebio izraz ,,nanotehnologija“ i to u izradi poluvodica. Tek 1981.
godine nakon $to je izumljen skeniraju¢i tunelski mikroskop (engl. Scanning tunneling
microscope, STM) postalo je moguce promatrati tvari na nanoskali §to je to omogucilo daljnji

razvoj nanotehnologije.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 3

Danasnje nanocestice mogu uvelike poboljsati odredene karakteristike materijala kao $to su:
tvrdo¢a, provodljivost, izdrzljivost i sli¢no. Cinjenica da je u 2019. godini ukupna dobit od
koriStenja nanocestica u podrucjima kao $to su tehnologija, kozmetika i medicina iznosila 64,2
milijardi USD, govori o njihovoj sirokoj upotrebi.’
Nanocestice se klasificiraju prema nekoliko parametara pa je najcesca podjela s obzirom:

1. porijeklo,

2 dimenzije,
3. kemijski sastav,
4

potencijalnu toksi¢nost.

2.1.1. Podjela nanocestica s obzirom na porijeklo

Nanocestice mogu S obzirom na porijeklo biti antropogene ili prirodne. Antropogene
nanocestice mogu Se podijeliti na one koje su nastale slu¢ajno i one koje su nastale kao rezultat
ljudskog djelovanja. Nanocestice nastale prirodnim ili slu¢ajnim antropogenim putem nazivaju
se ultrafine Cestice, a njihovo podrijetlo vezano je uz vulkanske erupcije, pjes¢ane oluje, Sumske
pozare i sl. Pojedine nanocestice nalaze se u zivim organizmima, a neki od primjera su feritin i
kalcijev hidroksiapatit. Antropogene nanocestice nastaju ¢esto kao rezultat ljudskog djelovanja,
iz motora s unutarnjim izgaranjem, raznih spalionica, procesa transformacije (o¢uvanja) hrane,
dima cigareta i sl. Za razliku od prirodnih nanocestica, ciljano sintetizirane nanocestice imaju

kontrolirani oblik, veli¢inu i sastav.®*

2.1.2. Podjela nanocestica s obzirom na dimenzije

Obzirom na dimenzije nanocestice se dijele prema veli¢ini u smjeru osi (X, Yy, z) u rasponu od
1 do 100 nm. S obzirom na navedeno, postoje nultodimenzionalne (0D), jednodimenzionalne
(1D), dvodimenzionalne (2D) i trodimenzionalne (3D) nanocestice. Primjeri nanocestica

razli¢itih veli¢ina prikazani su na slici 2.3

Karla Remar Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme

oD 1D 2D
Nulta dimenzija Jedna dimenzija Dvije dimenzije

3D
Tri dimenzije

@Ko
XY |
&

Klasteri, kvantne tocke,
agregati atoma, metalne
nanocestice, fulereni

Nanocijevcice,
nanovlakna,
nanoZice

grafen

Dimenzijau jednom

Dimenzije u x, y smjeru
smjeru< 100 nm

Dimenzije ux, y, Z smjeru
su< 100nm

su< 100nm

Nanofilmovi, slojevi,

&

Grafit, polikristali,
Dijamant, MOF-ovi

Dimenzije u x, y, z smjeru
>100nm

Slika 2. Podjela nanocestica prema razli¢itim dimenzijama u smjeru osi (X, Yy, z) u rasponu od

1 do 100 nm. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog izvora ’.

2.1.3. Podjela nanocestica prema kemijskom sastavu

Podjela nanocestica prema kemijskom sastavu prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. Podjela nanocestica prema kemijskom sastavu uz primjere realnih uzoraka. Preuzeto

i prilagodeno iz literaturnih izvora 389,
Kemijski sastav nanoCestice Primjer Uporaba
Antibakterijsko sredstvo
Ag Procis¢ivag zraka
Metal Perilice rublja
Katalizator
Cu Vodi¢
Antibakterijsko sredstvo
) Kozmetika
Metalni oksid TiO2, ZnO )
Katalizator
Fe203, Fe304 Medicini

Zavr$ni rad
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§ 2. Prikaz odabrane teme 5

Mg-Al silikat
Silikati, karbonati, nitridi Zeolit Katalizatori
Kalcij karbonat Molekulska sita

Silicijev nitrid

Elektrode za solarne ¢elije

Grafen Elektroni¢ke komponente

Ugljik Nanocjevcice Senzori
Nanovlakna Kozmetika u borbi protiv

starenja

Na temelju primjera iz tablice 1 moZe se zakljuéiti kako nanocestice razli¢itog kemijskog

sastava imaju Siroku i razli¢itu primjenu.

2.1.4. Zakonska i pravna regulativa primjene nanocestica

Nanocestice TiO2 su dodatno klasificirane kao prehrambeni aditivi u prehrambenim
proizvodima unutar Europske unije (E171) i u Sjedinjenim americkim drzavama (INS171).
Najcesce se koriste kao izbjeljiva¢i hrane kako bi se postigla bijela boja ili neprozirnost
proizvoda, primjerice u prehrambenim proizvodima koji su posebno popularni medu djecom,
kao $to su sladoled, slatkisi, ¢okolada i zvaka¢e gume.'® U Europskoj Uniji, za koristenje E171
nisu propisane gornje granice prisutnosti u proizvodu, ali je Europska agencija za sigurnost
hrane (engl. European Food Safety Authority, EFSA) objavila kako postoji potreba za
detaljnijim istrazivanjima raspodjele veli¢ine ¢estica E171 prisutnih u hrani.'* Francuska vlada
je u potpunosti zabranila prodaju prehrambenih proizvoda koji sadrze TiO2 (E171).12 S obzirom
na ¢injenicu da se i TiO2 1 ZnO smatraju potencijalno kancerogenim pri udahu, ne preporucuje
se njihovo koristenje u obliku pudera ili sprej-proizvoda npr. krema za sunéanje u spreju.’®
Nadalje, EFSA je 2021. godine donijela odluku kako se titanijev dioksid (E171) ne moze
Smatrati sigurnim ako se upotrebljava kao prehrambeni aditiv zbog nemoguénosti isklju¢ivanja
genotoksi¢nosti koja je nedovoljno istrazena.’* Medutim, Europska regulatorna agencija za
lijekove (engl. European Medicines Agency, EMA) ukazala je na potrebu uporabe TiO2 u
¢vrstim 1 polucvrstim oralnim farmaceutskim oblicima brojnih osnovnih lijekova. Kako bi se
izbjegla nestaSica lijekova za vrijeme pronalazenja alternative za TiO2 (E171), Uredbom je

propisano da ¢e privremeno ostati na popisu odobrenih aditiva. Europska komisija (European

Karla Remar Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 6

Commission, EC) se obvezala da ¢e u roku od tri godine od datuma stupanja na snagu ove
Uredbe (14. sijeCanja 2022. godine) preispitati potrebu zadrzavanja TiO2 na popisu

prehrambenih aditiva ili kao bojila u lijekovima.®®

Prema Uredbi EC br. 1129/2011® dozvoljeno je koristenje elementarnog srebra (E174)
za ukrasavanja slatkisa, u alkoholnim pi¢ima, ¢okoladi i ostaloj hrani. Uz navedeno, nanocestice
srebra se zbog svog antimikrobnog djelovanja sve vise koriste u pakiranjima za hranu, no jos§
uvijek nisu uvrstene u popis dozvoljenih tvari.!’ lako E174 spada u kategoriju uslovno sigurnih
aditiva, EFSA je 2011. godine objavila kako su za dodatnu zakonsku regulativu potrebna
dodatna istrazivanja, primjerice 0 udjelu veli¢ine Gestica, otpuStanju Ag* iz Ag te o toksi¢nosti
E174.18

2.2. Analiticke metode za analizu nanocestica

Nanocestice se mogu analizirati na temelju raznih svojstva, kako bi se, izmedu ostalog, utvrdila
njihova sigurnost za uporabu i utjecaj na okolis. Neki od svojstva ukljucuju kemijski sastav,
veli¢inu, oblik, specifiénu povrsinu i kemijsku povrsinu, odnosno morfologiju. Tehnike koje se
koriste za odredivanje razli¢itih svojstava nanoclestica prikazane su na shematskom

prikazu (slika 3).

Kemijski sastav Veli¢ina Morfologija
ICP-MS, UV-VIS, FFF, HPLC, TEM, SEM, XRD
GC/LC-MS TEM, SEM, DLS

AAS

Slika 3. Tehnike za odredivanje razli¢itih svojstva nanocestica. Preuzeto i prilagodeno iz

literaturnog izvora 3.

Mikroskopske metode omogucuju prikupljanje informacija o veli¢ini, obliku i stupnju
agregacije nanocestica. Uz elektronski mikroskop, najkoriStenije opti¢ke sprave su STM i
mikroskop atomskih sila (engl. Atomic force microscopy, AFM). STM dodatno opisuje i

strukturu povrSine na atomskoj razini te prikazuje sliku rasporeda atoma u realnom prostoru.

Karla Remar Zavr$ni rad
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Za analizu nanocestica u otopini koriste se metode rasprSenja svjetla: dinamicko rasprsSenje
svjetla (engl. Dynamic light scattering, DLS) i visekutno rasprsenje svjetla (engl. Multi-angle
light scattering, MALS). Uz navedene metode, jedna od najceSe koriStenih tehnika je
spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom (engl. Inductively coupled plasma mass

spectrometry, ICP-MS).2

2.2.1. Nacelo metode ICP-MS
Spektrometar masa je instrument u kojem nastaju ioni, odnosno razli¢iti fragmenti, iz
analizirane tvari/ analita. Ioni se zatim odvajaju na temelju razli¢itog omjera mase i naboja (m/z)

i odreduju na analizatoru masa. Slika 4. prikazuje osnovne dijelove spektrometra masa.

Uzorak

Ulazni sustav Izvor iona An;];zsztor Detektor iona

Vakum

Obrada
signala

Vizualizacija

Slika 4. Osnovni dijelovi spektrometra masa. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog izvora *°.

Svrha ulaznog sustava, najcesce rasprsivaca, je unosenje vrlo malog volumena uzorka
(mikrolitri) u izvor iona na kojem se uzorak prevodi u ione u plinovitom stanju bombardiranjem
elektronima, fotonima, ionima ili molekulama. loni potom dolaze do analizatora masa koji ih
razdvaja na temelju razli¢itog omjera m/z (slika 4.). Primjena razli¢itih analizatori masa:
kvadrupolni (engl. Quadrupole, Q), trostruki kvadrupolni (engl. Triple quadrupole, QQQ),
sektorski (engl. Sector field, SF) i analizator vremena leta (engl. Time of flight, TOF) utjece na

preciznost analize uzorka.*®

Karla Remar Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 8

Prema definiciji, plazma je plinovito stanje koje sadrzi visoku koncentraciju iona i
elektrona. Induktivno spregnuta plazma (ICP) je sustav koji desolvatira, pobuduje i ionizira
atome u plinovitom stanju pri visokim temperaturama (7000-8000 K). Osim za spektrometriju
masa, ICP se koristi za pobudu atoma za atomsku emisijsku spektroskopiju (AES). Sam
instrument sastoji se od tri cijevi, napravljene od kvarca, kroz koje prolazi plinoviti argon
brzinom izmedu 11 1 17 L/min. Na vrhu cijevi nalazi se elektri¢na zavojnica. Uzorak, pomijesan
s plinovitim argonom, dolazi do plazme pomocu kapilare. Osciliraju¢a radio-frekvencija u
elektricnim zavojnicama stvara osciliraju¢e magnetsko polje zbog kojeg se ioni argona i
elektroni kre¢u po kruznoj putanji. KoriStenjem sustava ICP, desolvatacija i isparavanje analita

je potpuno, a atomizacija u¢inkovita (slika 5). *°

6§ OOOK /

8000K

10 OOOK Elektrifna zavojnica

Oscilirajuée magnetsko

polje
Cijev za plazmu /{

Cijev za hladenje

Kapilama cijev

Ulaz za Ar koji hladi
sustav
—

T Ulaz za Ar plazmu

—

Ulaz za uzorak

Slika 5. Shematski prikaz nastajanja induktivno spregnute plazme. Preuzeto 1 prilagodeno iz

literaturnog izvora 2.

2.2.2. Metoda sp-ICP-MS za analizu nanocestica

U otopini su Cestice homogeno rasporedene ¢ak i pri vrlo niskim koncentracijama, zbog ¢ega

je masa elementa koji ulazi u plazmu konstantna, a dobiveni signal stalan. Suprotno tome, kada

Karla Remar Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 9

otopina sadrzi nanocestice one nisu homogeno rasporedene vec se radi o odvojenim skupinama

Sestica razlicitih veli¢ina (slika 6.).2

Komora za rasprivanje Podatci

Plazma

Otopina

Intenzitet

Vrijeme

Slika 6. Razlike u unosu otopine ,klasi¢nog® uzorka i uzorka nanocestica u plazmu te

odgovarajuéi spektri masa. Preuzeo i prilagodeno iz literaturnih izvora 2422,

U spektrometriji masa s induktivno spregnutom plazmom pojedinac¢nih éestica (engl. Single
particle -Inductively coupled plasma mass spectrometry, sp-ICP-MS) svaki pojedini signal
odgovara jednoj nanocestici, frekvencija signala je proporcionalna koncentraciji nanocestica
dok je intenzitet svakog signala proporcionalan masi elementa i broju atoma u pojedinoj
nanocestici. Za kvantifikaciju nanocestica koristi se kalibracijski pravac otopljenih otopina

.....

I usporedbe rezultata prikazan je na shemi (slika 7).
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Nepoznati uzorak Odgovarajuci otopljeni
nanocestice standardi nanocestica
B ‘ g ’
M Ep
K| i I I e -

ki 1 (ug/)

PVOZd.’i.:iSki l W= [T],, * Qlig * tae * C]l

T >

/ (Ip —Igga) *ni) — b
‘;"’/ N My =fils 17( £ "-"m )

Intenzitet

|
oo m/pg
Intenzitet

FUp) s 3 16* m,.l l
C = p*T
Qlig * Mn

Distribucija veli¢ine Cestica

______________

/7

| i

1
: Brojéana ! | - |
1 koncentracija ' : ET :
‘ ¢ : g :

. %,

i (estica/ L) 1 1 = 1
| ! | 0 o6 o owm o )
RO 4 S 1/ nm ’

f(lp) - frekcencija pulsa, qiiq - brzina protoka uzorka, #n - u¢inkovitost prijenosa,
mp - masa Cestice, lp - intenzitet individualnog pulsa, Isgd - prosje¢ni pozadinski
signal, i - efikasnost ionizacije, fa* - maseni udio &estice,

C — broj Cestica/L

Slika 7. Obrada podataka za dobivanje broja Cestica i raspodjele veli¢ine nanocestica u uzorku

koriste¢i kalibracijski pravac. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog izvora 2.

2.2.3. Priprema uzoraka

Iako se priprema tekucih uzoraka za analizu metodom sp-1CP-MS sastoji gotovo iskljuc¢ivo od
razrjedenja®*°,  Fernandez-Trujillo i sur. proucavali su ucinkovitost uporabe
tetrametilamonijeva hidroksida (engl. Tetramethylammonium hydroxide, TMAH) i 2-[4-
(2,4,4,-trimetilpentan-2-il)fenoksi]etanola (eng. 2-[4-(2,4,4-trimethylpentan-2-
yl)phenoxy]ethanol, Triton X-100) pri razli¢itim koncentracijama za ekstrakciju i stabilizaciju
nanocestica platine iz uzoraka mokrace. Nakon dodatka reagensa, uzorci su sonificirani kako
bi se postigla sto bolja homogena disperzija nanocCestica platine U uzorku. Za odredivanje
stabilnosti veli¢ine 1 koncentracije, otopine su analizirane odmah 1 nakon 24 sata

inkubacije (slika 8).
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Slika 8. Utjecaj 5%-tnog TMAMH i/ili 0,1%-tni Triton X na stabilizaciju nanoCestica platine.

Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog izvora 3L,

Najbolju ulinkovitost pokazao je 1%-tni TMAH, koji je u daljnjoj analizi koriSten za
stabilizaciju uzoraka nanodestica platine.3! Za kompleksnije uzorke, kao $to su prehrambeni
proizvodi, naj¢esce se prvo koristi 20%-tni TMAH kako bi se uzorak razorio, a zatim slijedi
razrjedenje uz 1%-tni TMAH i 0,1%-tni Triton X-100.32-%

2.2.4. Analiza nanocestica metodom sp-1CP-Q-MS

Kvadrupolni analizator masa najcesce je koristeni analizator masa zbog relativne jednostavnosti
i cijene. Sastoji se od Cetiri cilindricne Sipke, a primjenom izmjeni¢nog i istosmjernog napona
duz zajednicke osi moguce je filtrirati ione ovisno o vrijednosti m/z. Glavni nedostatak je

propustanje iona samo jednog m/z i manja rezolucija u odnosu na ostale analizatore.*®
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Tablica 2. Primjena metode sp-ICP-Q-MS za analizu nanocCestica iz uzoraka pri ¢emu je

detekcijeska granica (engl. Limit of detection, LOD) najmanja veli¢ina nanoCestice koja je

odredena.
C
Nanocestica Uzorak LOD/nm (broj &estica/ | y/ugmL™? Autori
L)
Fern’andez-
Pt Ljudski urin 21,6 1,9 10° / Trujillo i sur.
31
) Kreme za Bocca i sur.
TiO2 25 / 0,6
suncanje 36
Kreme za
ZnO . 50 / 0,03
suncanje
) Prehrambeni Givelet i sur.
TiO2 . ) 27 / /
proizvodi 37
) Farmaceutski Givelet i sur.
TiO2 . ) 25 / /
proizvodi 37
) Konzerviran 1,3-10° Grasso i sur.
TiO2 ) 35 /
ariba 38
Konzerviran 1,3-10° Grasso i sur.
Ag ) 20 /
ariba 32
Destilirana )
Ag 20 8-10* / Yang i sur. 2°
voda
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2.2.5. Analiza nanocestica metodom sp-1CP-QQQ

Rezultati analize nanoc¢estica metodom sp-ICP-MS uvelike ovise 0 kompleksnosti i sastavu
realnog uzorka. Iz tog razloga, mjerenje koncentracije i veli¢ine nanodestica *®Ti u uzorcima je
otezano zbog smetnji nastalih uslijed prisutnosti “4Ca. Metoda ICP-MS visoke razlu¢ivosti
(HR-ICP-MS) teoretski moze razlikovati “Ca i *Ti, medutim kada je “*Ca prisutan u velikim
udjelima (u kravljem mlijeku) odjeljivanje signala koji odgovara “8Ca i “®Ti dodatno je otezano.
Osim kalcija, i1 ostali elementi koji se nalaze u raznim prehrambenim proizvodima, kao $to su
primjerice S, P, Si, C, tvore poliatomne ione koji takoder otezavaju precizno mjerenje “®Ti.
Kako bi se doskocilo ovom problemu, Vidmar i sur. su 2019. godine analizirali nanocestice
titanija uz prisutnosti izobarnih smetnji pomocu ICP-QQQ koji djeluje na temelju dva
kvadrupolna analizatora mase pri ¢emu svaki detektira razli¢iti omjer m/z (slika 9.). Postignuta
je LOD od 30 nm pri koncentraciji Ca od 10 mg/mL, $to je zadovoljavajuce s obzirom na
kompleksnost uzoraka.

Wojcieszek i sur. su 2020. godine prvi istrazivali unos, raspodjelu i potencijalne
transformacije nanocestica TiO2 u rotkvici (Raphanus sativus L.) pomoc¢u metode sp-ICP-
QQQ. Uspjesno optimiziranje uvjeta u reakcijskoj ¢eliji (najviSe brzina protoka Oz i Hp),
omogucilo je smanjenje pozadinskih signala te povecanje osjetljivosti analize. Posljedi¢no,
LOD za nanocestice TiO2 u destiliranoj vodi iznosi 15 nm, a u uzorku koji sadrzi 50 mg/L Ca

je 21 nm.*
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Slika 9. Odredivanje “8Ti* u obliku *3Ti**O* koriste¢i ICP-QQQ. Preuzeto i prilagodeno iz

referenci 3940,

Rua-lbarz i sur. istrazivali su razli¢ite metode sp-ICP-MS-a za karakterizaciju nanocestica
Zeljezovog oksida- Fe3Os uz interferenciju ArO*. Usporedeni su rezultati analize dobiveni
instrumentom sp-ICP-MS s jednim (sp-ICP-Q-MS), s tri kvadrupolna analizatora masa (ICP-
QQQ) te sektorskim analizatorom masa (sp-ICP-SF-MS). Zaklju¢eno je kako su sva tri
instrumenta pogodna za analizu nanocestica FesOs, Uz prisutne razlicite interferencije, ukoliko

su njihove dimenzije oko 50 nm.*2

2.2.6. Analiza nanocestica metodom sp-1CP-SF-MS

U sp-ICP-SF-MS, ioni ulaze prvo u analizator masa s magnetskim sektorom gdje bivaju
otklonjeni isklju¢ivo po masi. Kako bi se postigla dobra rezolucija, odnosno kako bi svi ioni s
istim omjerom m/z bili ukljuceni pod isti signal, ioni moraju biti i odvojeni na temelju kineticke
energije $to se odvija u elektrostatskom sektoru.*®

Shema rada sektorskog analizatora masa prikazana je na slici 10.
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Slika 10. Shema rada sektorskog analizatora masa. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog

izvora *3.

Rasprsivac je instrument koji unosi uzorak u ICP u obliku aerosola, suhog ili mokrog. Nacelo
nastajanja suhog aerosola uzorka temelji se na visokoj temperaturi (oko 140 °C) u rasprsivacu
pri kojoj dolazi do desolvatacije uzorka. Hadioui i sur. te Jreije i sur. proucavali su utjecaj
unosenja uzorka nanocestica u obliku suhog i mokrog aerosola u sustav ICP-SF-MS u svrhu
postizanja nizih detekcijska granica za odredivanje veli¢ine nanocestica u uzorcima losiona za
suncanje, ki$nica i bazenskih voda. Analiza u ova dva istrazivanja provedena je metodama ICP-
Q-MS i ICP-SF-MS, a dobiveni rezultati su usporedeni. Uoceno je kako je koriStenjem
desolvatacijskog rasprsivaca postignut uc¢inkovitiji prijenos nanocestica u plazmu, te zatim iz
plazme na detektor masa pri ¢emu je uspjesno snizena LOD za odredivanje veli¢ine nanocestica
u uzorcima.**# Rezultati su prikazani u tablici 3, a nacelo rada desolvatacijskog rasprsivaca na
slici 11.
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Tablica 3. Detekcijske granice (LOD) za odredivanje veli¢ine nanocestica ovisno o koristenoj

metodi (ICP-Q-MS i ICP-SF-MS). Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog izvora #44°

LOD/nm
ICP-Q-MS ICP-SF-MS
Nanocestice Mokri aerosol Suhi aerosol
Ag 16,3 +2,1 49+0,2 35+04
TiO2 / 19,2+ 0,6 12,1 +£1,3
Au 19,0+ 1,0 4.4 +0,1 2,8+0,1
Ce0O; 16,8 £ 1,1 4,0+0,2 2,3+0,2
" Ulazni Ar
Lotwlowna im0
P 1
Nebulizator o ... .. L o . |_
A_ @, ., o o + Suhi aerosolide
\lTI % . o.’ .
. ® . =
AI.- 1 ’j B M
nebu(l[i)llar;ora) l l ® Otap:alo
Izlazni Ar ¢ Analit
Wk Odvod

Slika 11. Nacelo rada desolvatacijskog rasprsivaca. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog

izvora *4.

U drugom istrazivanju, Amiri i sur. odredivali Su veli¢inu nanocCestica srebra prisutnim u soku
od narance i mlijeCnim pripravcima za dojencad koriste¢i metodu SP-ICP-SF-MS. Postigli su

detekcijsku granicu od 4,9 nm.*
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2.2.7. Analiza nanocestica metodom sp-ICP-TOF-MS

lako najkoriSteniji, kvadrupolni analizator, nije bez svojih nedostataka: u vremenu moze
analizirati i prikupiti informacije samo o jednom omjeru m/z. Medutim, i antropogene i prirodno
prisutne nanocestice pronadene u realnim uzorcima vode imaju kompleksniji sastav, 0dnosno
sadrze vise elemenata.*’ Navedeni problem potaknuo je istrazivanje Mehrabija i sur. koji su
proveli multielementnu analizu nanocestica metodom sp-ICP-MS. Koristili su analizator
vremena leta ¢ije se nacelo rada temelji na generiranju iona, ubrzavanju i iona te mjerenju
,vremena leta” Cestica. Tijekom procesa ubrzavanja, ioni imaju istu kineticku energiju, a
razli¢ite brzine ione posljedica su razli¢itih omjera m/z. Kada se odredi putanja leta, moguce je

izraCunati omjer m/z za pojedini ion mjerenjem ,,vremena leta“ koriste¢i jednadzbe:

2zeV
v m
m
b= v ~\2zeV L
o (£)2 2zV
z L
pri ¢emu je:
v- brzina iona
z- naboj iona

e- naboj elektrona
V- napon

m- masa iona

t- vrijeme leta

L- udaljenost koji ion prode

Na temelju kalibracije pomocu signala mikrokapljica rasprSenih u plazmi, analita i signala
plazme te uporabom analizatora vremena leta omoguéena je simultana kalibracija za masu i
broj nanocestica pri ¢emu Se Kkoristi multielementni standard s mikrokapljicama, sto
pojednostavljuje postupak. Na slici 12 shematski je prikaz uredaja sp-ICP-TOF-MS s dva ulaza:

jedan za uzorak s nanocesticama, a drugi za standard s mikrokapljicama.
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Slika 12. Shematski prikaz sp-ICP-TOF-MS uredaja s dva ulaza: jedan za uzorak s
nanocesticama, a drugi za standard s mikrokapljicama. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog

izvora 8,

U uzorke destilirane, otpadne vode i otopine standardnih otopina nanocestica dodane su otopine
poznatih koncentracija Au, Pt i Ag nakon Cega je slijedila njihova simultana analiza u svrhu
odredivanja njihova broja u uzorku. Dodatno je potvrdena i moguénost simultanog odredivanja
i veli¢ine razli¢itih nanocCestica u uzorku otpadnih voda. U navedenim uzorcima otkrivene su i

nanodestice Ce i Rh* (slika 13.).
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Slika 13. Rezultati odredivanja broja razli¢itih nanocéestica metodom sp-ICP-TOF-MS u
uzorcima voda (lijevo) te rezultati odredivanja veli¢ine nanocestica metodom sp-ICP-TOF-

MS u uzorku otpadne vode. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog izvora .

Analizirajuci ki$nicu metodom ICP-TOF-MS, Jreije i sur. su odredili ¢ak 1,5 - 108 nanogestica
Ce po litri uzorka. Takoder su pokazali kako ¢ak treina nanocCestica iz kiSnice pripada
antropogenim nanoéesticama CeO2.*

Tian i sur. usporedivali su moguénosti metoda ICP-Q-MS | ICP-TOF-MS za analizu
izotopa ’Ag i Ag u nanocesticama srebra u cijanobakterijama koje su bile izloZzene
nanodesticama srebra. Dobiveni omjer ®°Ag : 19”Ag usporeden je s omjerom 1%°Ag : 17 Ag koji
prirodno prisutan u okoliSu. Ranije je navedeno kako kvadrupolni analizator masa moze
istovremeno mjeriti samo jedan omjer m/z, medutim autori su uspjeli doskociti ovom problemu
na nacin da su podesili postavke prema kojima se izmjenjuju dva omjera m/z koja se prati i
odreduju ioni Ag. Usprkos prilagodbi metode ICP-Q-MS, metoda sp-ICP-TOF-MS se ponovno

pokazala kao preciznija i to¢nija za odredivanje Ag u nano¢esticama u cijanobakterijama.*®

2.3. Spregnute tehnike sp-ICP-MS
S obzirom da se nanocCestice Ti, Ag, Zn i SiO2 u prirodi nalaze pri niskim koncentracijama

(ng/L), njihovo proucavanje je otezano zbog prisutnosti otopljenih ionskih vrsta navedenih
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metala. U takvim uvjetima, dobiveni rezultati imaju veliki ,,pozadinski Sum® $to posljedicno
povisi detekcijske granice za odredivanje nanocestica. Kako bi se rijeSio ovaj problem, u
istrazivanjima metodom sp-ICP-MS koriste se i razne tehnike u svrhu proc¢is¢avanja uzorka i

poboljsanja detekcijske granice.*

2.3.1. Metoda CPE-sp-ICP-MS

Mayan i sur., Wimmer i sur. te Yang i sur. koristili su ekstrakciju do tocke zamucenja (engl.
Cloud point extraction, CPE) kao metodu priprave uzorka prije analize. Osnovna ideja
koristenja ove metode je ukoncentrirati i ekstrahirati nanocestice iz vodenih okolisnih uzoraka.
Zagrijani uzorci mijeSaju se s neionskim povrsinski aktivnim tvarima, npr. Triton X-100, u
dovoljno velikim koncentracijama kako bi nastale micele, Cija je svrha ,zarobljivanje
nanocestica® i njihovo uc¢inkovito odvajanje. Nastaju dva vidljivo odvojena sloja: vodeni sloj i

sloj u kojem se nalaze micele. Nakon odvajanja sloja u kojem se nalaze micele, slijedi analiza

nanodestica (slika 14.).%°
8
= | Promjena
e uvjeta, LN m

* npr porast o -

° 'S temperature I

o |/ Pl o |—P| o .o
o
2 e N
o ,
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Slika 14. Nacelo ekstrakcija do tocke zamucenja (CPE). Preuzeto i prilagodeno iz

literaturnog izvora °L.

Mayan i sur. kvantificirali su nanocestice TiO iz uzoraka bazenskih voda. Nakon optimizacije

parametara za CPE: 0,03 % (w/v) Triton X-114 i 2,5 mM NaCl i razaranja sloja koji sadrzi
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micele s HNOs3 i H202 u ultrasoni¢noj kupelji 10 min pri 60 °C, dobivena je detekcijska granica
za nanocestice TiO2 od 0,13 pg/L. Zatim su analizirani uzorci bazenskih voda i dobiveni su
masene koncentracije TiO> u rasponu od 3,5-5 pg/L.%?

Wimmer i sur. dodatno su unaprijedili ovu metodu koriste¢i 1 M otopinu natrijeva
acetata, 1,25 M otopinu octene kiseline te 10% (w/w) Triton X-100. Dodatno, upotrijebili su
zasi¢enu otopinu EDTA kako bi nastali hidrofilni kompleksi Ag-EDTA. Za kraj, nakon
inkubiranja otopine u trajanju od 30 min pri 40 °C, slojevi su odvojeni dekantiranjem. S
obzirom na ¢injenicu da nanocestice u prirodi ve¢inom postoje u dimenzijama < 20 nm (§to je
detekcijska granica za metodu sp-ICP-MS), upotrebom ovakve poboljsane metode CPE-sp-
ICP-MS, s detekcijskom granicom od 4,5 nm, moze se zakljuéiti kako je ova metoda pogodna
za analizu nanogestice TiOz iz vodenih okolisnih uzoraka. *°

Yang i sur. optimizirali su parametre za CPE prije analize nanocestica ZnO prisutnim u
vodovodnoj i otpadnoj vodi te rije¢nim stajacicama i teku¢icama metodom CPE-sp-ICP-MS.
Za lakse odvajanje nanodestica ZnO od Zn?", koristen je p-merkaptoetanolamin. lako i EDTA
i B-merkaptoetanolamin kompleksiraju s ionima metala, u ovom istrazivanju je izabran f-
merkaptoetanolamin kao bolji izbor radi manje promjene pH. Postignuta je detekcijska granica

od 0,06 pg/L za odredivanje nanodestica ZnO u vodenim uzorcima.>®

2.3.2. Metoda FFF-sp-ICP-MS

Metoda frakcioniranja uzorka na temelju narinutog polja (eng. Field flow fractionation, FFF)
omogucuje odvajanje makromolekula, koloida, nano- i mikrocestica prema velicini, kemijskom
sasatavu ili gusto¢i u rasponu od nekoliko nanometara do nekoliko mikrona. Odvajanje
komponenata odvaja se u praznoj cijevi primjenom vanjskog polja okomitog na smjer pruzanja
uzorka. Cestice razli¢itih veli¢ina difundiraju nasuprot narinutog polja u razli¢itim vremenima.
Najmanje Eestice najbrze difundiraju i prve se pojavljuju na fraktogramu.!® Shematski prikaz

nacela metode frakcioniranja uzorka na temelju narinutog polja prikazano je na slici 15.
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Slika 15. Shematski prikaz nacela metode frakcioniranja uzorka na temelju narinutog polja.

Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog izvora >,

S obzirom kako je optimizacija parametara asimetriénog frakcioniranja uzorka na temelju
narinutog polja (engl. Asymmetric flow field flow fractionation, AF4) vremenski zahtjevna i
skupa, Cascio i sur. prethodno optimizirane podatke za analizu nanocestica srebra, stabiliziranih
citratom, primjenili za analizu u antimikrobnim proizvodima. Usporedili su veli¢inu
nanocestica srebra U antimikrobnim proizvodima dobivenih razli¢itim metodama (CLS, TEM i
AF4-1CP-MS). Potvrdeno je postojanje nanocestica srebra u pet od Sest analiziranih uzoraka, a

rezultati su prikazani u tablici 4.
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Tablica 4. Veli¢ine nanocestica srebra (nm) u antimikrobnim proizvodima dobivene razli¢itim

metodama (CLS, TEM i AF4-ICP-MS). Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog izvora .

Veli¢ina nanocestica srebra /nm
Proizvo | Proizvod Proizvod Proizvod Proizvod Proizvod
Metoda
dA B C D E F
CLS 174 13,3 12,1 / 12,6 13,6
15,1 +
45
TEM 124+57 | 119+5,1 / 116+44 | 13,6+5,6
42,2 +
11,6
33,8
AF4-1CP-MS 473 16 16 / 18,5 174

Liisur. predlozili su u¢inkovitu ekstrakciju nanocestica SiO2 1 odredivanje veli¢ine i mase
metodom AF4 u uzorcima vrhnja za kavu. Razli¢ite veli¢ine nanoCestica SiO2 odredene u
vrhnju za kavu usporedene su s modelnim vodenim otopinama u koje je dodano 50 pg/mL
standarda nanocestica SiO: razliCitih veli¢ina. Odredeno je najviSe nanocestica veliCine
36,5 nm, a njihov broj iznosio je 2,9 -10'! &estica/ mL. Na slici 16. prikazani su udjeli
nanocestica razlicitih veli¢ina u vodenoj otopini sa standardima razlicitih veli¢ina i njihov udio

u uzorku vrhnja za kavu.*®
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Slika 16. Udio nanocestica SiO2 U vodenoj otopini sa standardima razli¢itih veli¢ina (lijevo) i

u uzorku vrhnja za kavu (desno). Preuzeto i prilagodeno iz reference °°.

U drugom istrazivanju, autori su prouc¢avali granice detekcije za odredivanje nanocestica srebra
prisutnih u mlijeku metodama AF4-sp-ICP-MS i sp-ICP-MS. Dobiveni rezultati pokazali su
nesto visu LOD 3,2 pg/L za AF4-sp-ICP-MS za odredivanje nanocestica srebra u mlijeku u

usporedbi s 0,5 ug/L s metodom sp-ICP-MS.%

2.4. Zakljuéak

Zbog prirode ljudskog djelovanja, nanocestice su postale neizbjeZan dio naSe svakodnevnice.
Nalaze se u hrani, kozmetici, zraku, vodi, okoliSu i dr. Radi zastite ljudskog zdravlja te biljnog
i zivotinjskog svijeta, potrebno je provesti dodatna istrazivanja kako bi se produbila saznanja o
toksi¢nosti nanocestica. lako se Koriste razli¢ite istrazivacke metode, za analizu nanocestica U
realnim uzorcima najboljom se pokazala metoda sp-ICP-MS zbog moguénosti simultanog
odredivanja broja i udjela veli¢ine nanocestica koji su kljucni faktori za odredivanje utjecaja
nanocestica na okoli§. Kompleksnost uzorka, opremljenost laboratorija i preciznost analize
odlucujuci su faktori koji se trebaju uzeti u obzir prilikom odabira metode za analizu

nanocestica.
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§ 4. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

AAS - Atomska apsorpcijska spektrometrija (engl. Atomic absorption spectroscopy)

AES - Atomska emisijska spektrometrija (engl. Atomic emission spectroscopy)

AFM - Mikroskop atomskih sila (engl. Atomic force microscopy)

AF4 — asimetri¢no frakcioniranje uzorka na temelju narinutog polja (engl. Asymetric flow
field flow fractionation)

CLS - Centrifugalna tekucinska sedimentacija (engl. Centrifugal liquid sedimentation)
CPE - Ekstrakcija to¢ke zamucenja (engl. Cloud point extraction)

DLS - Dinamic¢ko rasprsenje svjetla (engl. Dynamic light scattering)

EC - Europska komisija (engl. European Commission)

EFSA - Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority)

FFF - frakcioniranje uzorka na temelju narinutog polja (engl. Field flow fractionation)
GL/LC-MS - Plinska kromatrografija spregnuta s tekuéinskom kromatografijom i
masenom spektrometrijom (engl. Gass chromatography/Liquid chromatography—mass
spectrometry)

HPLC - Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-performance liquid
chromatography)

ICP-MS - spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom (engl. Inductively
coupled plasma mass spectrometry)

LOD - limit detekcije (engl. Limit of detection)

MALS - Visekutno rasprsenje svjetlosti (engl. Multi-angle light scattering)

SEM - Pretrazni elektronski mikroskop (engl. Scanning electron microscope)

Sp-1CP-MS - spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom jedne ¢estice (engl.
single particle -Inductively coupled plasma mass spectrometry)

sp-1CP-Q-MS - spektrometrija masa (s kvadrupolnim analizatorom masa) s induktivno
spregnutom plazmom jedne Cestice (engl. single particle -Inductively coupled plasma mass
spectrometry with a quadrupole mass analyzer)

sp-1CP-QQQ - spektrometrija masa (s tri kvadrupolna analizatora masa) s induktivno
spregnutom plazmom jedne Cestice (engl. single particle -Inductively coupled plasma mass

spectrometry with a tripple quadrupole mass analyzer)
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Sp-ICP-SF-MS - spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom jedne cestice
(engl. single particle -Inductively coupled plasma mass spectrometry with a sector field
analyzer)

sp-1CP-TOF-MS - spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom jedne Cestice
(engl. single particle -Inductively coupled plasma mass spectrometry with a time-of-flight mass
analyzer)

STM -skenirajuéi tunelski mikroskop (engl. Scanning tunneling microscope)

TEM - Transmisijski elektronski mikroskop (engl. Transmission electron microscopy)
TMAMH - Tetrametilamonijev hidroksid (engl. Tetramethylammonium hydroxide)

UV-VIS - spektrometrija u ultraljubi¢astom i vidljivom dijelu elektromagnetskog
zracenja (engl. Ultraviolet—visible spectroscopy)

XRD - Rentgenska difrakcijska analiza (engl. X-ray diffraction)
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