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Abstrakt

Generovani t€¢kavych sloucenin (VSG) zahrnuje skupinu technik zaloZzenych na derivatizaci
analytu za ucelem vytvoreni t¢kavé slouceniny pied spektrometrickou detekci. Selektivni
pfeména analytu z kapalné do plynné faze vede ke zvySeni ucinnosti zavedeni analytu do
detektoru, jeho separaci od matrice a snizeni rizika interferenci. Krok VSG Ize navic vyuzit
pfi speciacni analyze nebo pii prekoncentraci analytu. NejcastéjSimi atomizatory t€kavych
latek jsou externé vyhtivané kifemenné trubice (QTA). Jako alternativa ke QTA pro
atomizaci hydridii se osvéd¢ily atomizatory s plazmovym vybojem s dielektrickou bariérou
(DBD). Rozdil v toxicité riznych sloucenin téhoz prvku vede k vyvoji novych metod pro
speciacni analyzu. V této praci byly studovany rizné piistupy ke speciani analyze
toxikologicky vyznamnych specii arsenu, véetné anorganického iAs™ a iAsY, kyseliny
monomethylarsenicné (MMA), kyseliny dimethylarseniéné (DMA) a trimethyl arsen oxidu
(TMAsO) pomoci atomové absorpéni spektrometrie s generovanim hydrida (HG-AAS).
Vsechny tyto sloucCeniny arsenu lze pfevést na tékavé slouCeniny, tj. arsan a jeho
methylované analogy. Nejprve byla zkoumdna schopnost QTA a DBD atomizatoru
atomizovat razné tékavé specie As. Pro dany atomizator byla pozorovéna srovnatelna
citlivost mezi jednotlivymi speciemi arsenu. Nasledné byly porovnany dva piistupy ke
speciacni analyze. Prvni z nich vyuzival kyogenni past (CT) k separaci a zaroven k
prekoncentraci specii As. Tato metoda byla kompatibilni s obéma atomizatory a lepsi
citlivosti a mezi detekce dosahovala ve spojeni s QTA. Druhy pfistup ke speciacni analyze
byl zaloZen na separaci specii As v kapalné fazi pomoci HPLC, s vyuzitim postkolonového
HG, po kterém nasledovala in-situ prekoncentrace v DBD atomizatoru a AAS detekce. Tato
metoda byla pln¢ automatizovana diky sestrojeni kontrolni jednotky fidici proces
prekoncentrace. QTA nelze timto zplisobem pro in-situ prekoncentraci pouzit. Ob¢ vyvinuté
metody pro speciacni analyzu As byly validovany analyzou certifikovanych referenc¢nich

materiala.

Kli¢ova slova
Arsen, generovani hydridl, speciacni analyza, atomova absorpcni spektrometrie, DBD

atomizator, prekoncentrace analytu



Abstract

Volatile species generation (VSG) comprises a group of techniques based on analyte
derivatization in order to form a volatile compound prior to spectrometric detection.
Selective analyte conversion from liquid to gas phase results in enhanced analyte
introduction efficiency, but also in matrix separation and reduced risk of interferences.
Moreover, VSG step can be utilized during speciation analysis or analyte preconcentration.
The most frequent atomizers of volatile species are externally heated quartz tubes (QTA).
Dielectric barrier discharge (DBD) atomizers have proved to be alternative hydride
atomizers to QTA. The significant difference in toxicity of various species of the same
element leads to the urgent need to develop new strategies for speciation analysis. Various
approaches to speciation analysis of toxicologically relevant arsenic species including
inorganic iAs''and iAs", monomethylarsonic acid (MMA), dimethylarsinic acid (DMA) and
trimethylarsine oxide (TMAsO) by hydride generation atomic absorption spectrometry (HG-
AAS) were investigated in this work. All these species can be converted to volatile
compounds. i.e. arsane and its methylated analogues. Firstly, the ability of both atomizers,
QTA and DBD, to atomize volatile As species was investigated. Comparable sensitivity was
found among the species in given atomizer under the optimized conditions. Secondly, two
approaches to speciation analysis were compared. The first one employed a cryotrap device
(CT) to separate and also preconcentrate the As species at the same time. This strategy is
compatible with both atomizers reaching better sensitivity and limits of detection for the
QTA. The second approach was based on HPLC separation of the species in the liquid phase
to be subsequently treated by post-column HG followed by in-situ preconcentration in DBD
and AAS detection in a fully automated procedure operated by a self-designed control unit.
The QTA cannot be employed for in-situ preconcentration in that way. Developed methods

were validated by analysis of certified reference materials.
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Arsenic, hydride generation, speciation analyses, atomic absorption spectrometry, DBD

atomizer, analyte preconcentration
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Seznam pouzitych zkratek a symbol

AAS Atomova absorp¢ni spektrometrie

AES Atomova emisni spektrometrie

AFS Atomova fluorescen¢ni spektrometrie
CRM Certifikovany referencni material

CT Kryogenni past

CVG Chemické generovani t€kavych sloucenin
DBD Plazmovy vyboj s dielektrickou bariérou
tDBD in-situ prekoncentrace v DBD atomizatoru
DMA Kyselina dimethyl arseni¢na

GF Grafitovy atomizator

GC Plynova chromatografie

GLS Separator fazi

HG Generovani hydridi

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
ICP-MS Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
LC Kapalinovéa chromatografie

LDR Linearni dynamicky rozsah

LOD Mez detekce

MMQTA Vyhtivany kiemenny multiatomizator
MMA Kyselina monomethyl arsenicna

PTFE Polytetrafluorethylen

QTA Vyhftivany kiemenny atomizator

TMAsO Trimethyl arsen oxid

THB Tetrahydridoboritan

VSG Generovani tékavych sloucenin



1. Uvod

1.1. Cile prace

Porovnat G¢innost atomizace nejvyznamnéjSich specii As tvoticich tékavé specie ve
dvou typech hydridovych atomizatori pouzivanych v atomové absorpéni spektrometrii
(AAS) za optimalizovanych podminek. Konkrétné¢ se jedna o vyhfivany kiemenny

multiatomizator (MMQTA) a plazmovy vyboj s dielektrickou bariérou (DBD).

Porovnat rizné pfistupy ke speciatni analyze arsenu zaloZzené na generovani

hydridii (HG) a jejich kompatibilitu s DBD-AAS detekci. Konkrétné se jedna o:

1) Generovani substituovanych hydridi s jejich néaslednou prekoncentraci a separaci v
kryogenni pasti (HG-CT-DBD-AAS).
2) Separaci specii As pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s

postkolonovym generovanim hydridi (HPLC-HG-DBD-AAS).

3) HPLC separaci specii As s postkolonovym generovanim hydridi a in-situ
prekoncentraci v DBD atomizatoru (HPLC-HG-tDBD-AAS).
Pro nejvyhodnéjsi usporadani urcit analytické charakteristiky a ovéfit pouzitelnost

metody analyzou certifikovanych referen¢nich materialt.



2. Teoreticka cast

2.1. Arsen a jeho specie

Arsen, As, je polokov, jemuz v periodické tabulce nalezi misto v 15. skupin¢ a 4.
period€. Ve slouc¢eninach muze byt ptitomny v oxidaénich ¢islech -3, 0, +3 a +5. Arsen je
vSudypritomny, ve stopovych koncentracich ho lze detekovat témét kdekoli. V zemské kuire
se nachazi nejcastéji ve forme sulfidi, nebo jako piimés rud riznych kovi. [1] Pétimocny
anorganicky arsen (iAs") a trojmocny anorganicky arsen (iAs') jsou rozsifené v piirodnich
vodach, jelikoz jejich soli jsou rozpustné v Sirokém rozmezi pH. [2] V dobie okyslicenych
povrchovych vodach je obecné nejzastoupenéjsi specii iAs¥. Pokud se arsen nachazi
v redukujicim prostfedi, jakym jsou naptiklad sedimenty fek, vice dominantni formou je
iAs"!. [3] Kontaminace Zivotniho prostiedi arsenem a jeho slouteninami je diky jejich
stoupajicimu vyuziti v riznych oblastech primyslu, naptiklad ve sklafstvi, vyrob¢ slitin, a
hlavné polovodicl, zdvaznym problémem. K uvoliiovéni arsenu do pudy ptispiva jeho
vyuziti v zemedélstvi, kam se dostava z pesticidl, herbicidl ¢i veterinarnich 1€Civ, jejichz je
ucinnou slozkou, a také jako kontaminant z pouzitych fosfatovych hnojiv. Do vody se arsen
dostava depozici ze vzduchu, rozpousténim svych minerala a rud které arsen obsahuji, nebo

nedostateCnym zpracovanim tézebnich odpadnich vod. [2]

Mezi organické specie arsenu fadime methylované specie, kterymi jsou kyselina
monomethyl arseni¢nd (MMA), kyselina dimethyl arseni¢nd (DMA) a trimethyl arsen oxid
(TMASsO). Strukturni vzorce nejbéznéjSich sloucenin arsenu nalezneme na Obr. 2.1.
V piipadé obou methylovanych kyselin se arsen mize vyskytovat také v trojmocné formé,
avSak kyseliny monomethyl arsenitd a dimethyl arsenita snadno oxiduji na své pétimocné
arsenocukry. [2,4,5] Methylace arsenu je brana jako detoxifika¢ni mechanismus riiznych
organismil. Anorganické specie arsenu jsou methylovany bakteriemi a houbami za produkce
dimethyl a trimethyl derivatl arsenu mechanismem, ktery zahrnuje substituci atomu kysliku
za methylovou skupinu. [5] Ryby jsou diilezitym bioindikatorem pro mnoho znecistujicich
latek ve vodé véetné specii arsenu. K bioakumulaci arsenu v rybach dochéazi piimo skrz
zabry nebo kiizi z vody, ale také konzumaci jejich pfirozené kofisti. V rybach tak miZzeme
nalézt anorganické, methylované i1 dalsi organické specie arsenu. [6] Neddvné studie se

zaméfily na speciacni analyzu arsenu ve vodnich organismech konzumovanych ¢lovékem.
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Nejdominantnéj$i specii v motskych organismech je netoxicky arsenobetain, jehoz frakce
mize byt az 70 % celkové koncentrace As. Kromé néj lze nalézt v téchto organismech
nezanedbatelné koncentrace DMA, MMA, TMAsO, arsenocholinu a také anorganického
arsenu jako minoritni specie. Ve sladkovodnich organismech je obecné celkova koncentrace
As nizsi s vice proménlivym rozdélenim specii. [7] Methylované specie arsenu muzeme
nalézt také v rostlinach a plodinach. V ryzi byla stanovena frakce DMA v rtiznych vzorcich
o podilu 10-90 % v zavislosti na mist¢ odbéru a odrid¢. U rostlin se ale pritomnost
methylovanych specii arsenu odivodnuje jejich pfijmem z pidy, ktera obsahuje bakterie
nebo houby, které disponuji redukénimi metabolickymi drdhami schopnymi methylace
anorganického arsenu. Pfi vystaveni plidy anoxickym podminkdam Z4adné z rostlin nebyla
schopna samostatné methylace arsenu. Pfimy ditkaz methylace arsenu u vyssich rostlin zatim

nebyl prokdzan. [4,8]

iAsTT iAsY o
l
HO—ﬁis——DH HO— As—OH
|
OH OH
kyselina kyselina
arsenita arsenicna
MMA o DMA 0 TMAsO 0
| Il I
HO—J':\lS—CH:, H:\C—wﬂiS—CH_\_ H:,C—ﬁiE—CHﬁ
OH OH CH,
Kyselina kyselna oxid
monomethylarseniéna  dimethylarseniéna trimethylarsenicny

AsB CH,COO"
|
H.C— As

|
CH,

arsenocbetain

+

CH,

Obr. 2.1.: Chemické struktury nejbéznéjsich specii arsenu [9]

U clovéka jsou metabolismus arsenu a jeho vylu€ovani z organismu dobie popsany. Ke

studiu metabolismu arsenu u ¢loveka je ¢asto pouzivana moc. Pfijaty anorganicky arsen je
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z velké Casti metabolizovan na MMA a DMA. [10] Obsah specii arsenu v moci je podle
dostupnych dat rozdélen na frakce obsahujici 10-30 % anorganického arsenu, 10-20 %
MMA a 60-80 % DMA. [11] Metabolismus arsenu probiha dvéma procesy, jedna se o: a)
redukéni reakce preménujici pétimocné specie arsenu na trojmocné a b) oxida¢ni methylaci,
behem které je anorganicky arsen substituovan na mono-, di- a tri-methylované derivaty.

Oba kroky popisuje reakéni schéma 2.1. [12]

As™MO3*” + CHs" — CH3AsV03% +2e — CH3As™MO,* + CH3"

2.1
— (CH3)2AsVO?” + 2e” — (CH;3)2As™O™ + CH3" — (CH3)3AsVO™ @1

Methylované specie arsenu jsou hlavnimi metabolity anorganického arsenu v lidské
moc¢i, do které jsou vylucovany spolu s anorganickymi speciemi iAs’ a iAs". P¥itomnost
methylovanych specii v lidské mo¢i souvisi s chronickou expozici organismu vii¢i arsenu.
K chronické expozici dochazi nejastéji kviili pfitomnosti anorganického arsenu v pitné
vod¢ ¢i inhalaéni expozici. Findlnim metabolitem arsenu produkovanym v jatrech ¢lovéka
je DMA. U jinych zivociSnych druhti byla ale prokdzana i metabolickd pfemeéna

anorganického arsenu koncici produkci TMAsO. [13]

2.1.1. Toxicita specii arsenu

V zivotnim prosttedi se arsen vyskytuje ve form¢ arsenitant a arseni¢nanti. Za toxictejsi
z téchto dvou specii jsou povazovany arsenitany. Po vstupu do organismu je arsen ukladan
do jater, ledvin, srdce a plic. Akumulace v téchto tkanich je spojovéana s mnoha
onemocnénimi véetné rakoviny, diabetu nebo srdecnich problémi. Kromée toho plisobi arsen
a jeho slouceniny hepatotoxicky a neurotoxicky. Znamkami chronické expozice arsenu jsou
hyperpigmentace ktize, folikuldrni kerat6éza nebo vypadavani vlasi. Akutni otrava arsenem
je provazena zavratémi, bolesti bficha, zvracenim a prijmem. [2,14] Pétimocné methylované
kyseliny arsenu (MMA a DMA) jsou obecné povazované za méné toxické nez anorganické
specie arsenu. Arsenobetain a arsenocholin jsou pro ¢lovéka netoxické. Nekteré studie
nicméné povazuji metabolismus arsenu za bioaktiva¢ni proces, jehoz nékteré metabolity
metabolity trojmocnych methylovanych kyselin MMA a DMA. Tyto slou€eniny jsou pro

lidsky organismus toxické a byly prokdzany jejich genotoxické ucinky. V posuzovani
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toxicity je ale nutno brat v potaz jak celkovou koncentraci arsenu, tak i koncentraci

jednotlivych specii v organismu. [8,15]

V soucasnosti pouzivané analytické metody pro stanoveni arsenu a jeho specii jsou
zalozené na detekci atomovymi spektrometrickymi technikami (kapitola 2.3.) a casto
vyuzivaji generovani tékavych specii (kapitola 2.2.) jako zplsob vnaSeni analytu do

detektoru.

2.2. Generovani tékavych sloucenin

Béhem generovani t€kavych sloucenin (VSG) dochézi k pfeméné netékavych specii
(vétSinou 1ontovych, kovovych nebo organokovovych) na slou¢eniny tékavé. Dochazi
k pfevodu slou¢enin z kondenzované taze do faze plynné pomoci chemickych, biologickych
a fyzikalnich procesii. V analytické chemii se techniky VSG vyuzivaji k derivatizaci analytu
a jeho pfeméné na malo polarni az nepolarni tékavé slouCeniny, které jsou nésledné
detekovany. Jednou z téchto technik je generovani hydridi (HG), pfi kterém dochazi
k prevedeni analytu na t€kavy hydrid. [16] Konverze analytu na t€kavou slouceninu lze
dosahnout reakci chemickou, fotochemickou, elektrochemickou nebo piisobenim plazmatu.
Generovani tékavych hydridi, s vyuzitim tetrahydridoboritanu (THB) jako redukéniho

¢inidla, fadime mezi techniky chemického generovani tékavych slouc¢enin (CVG). [17]

Kapalny vzorek mize byt do generatoru tékavych specii piivadén kontinudlng, v rezimu
prutokové injekéni analyzy nebo vystupem z chromatografické kolony po piedchozi
separaci specii analytu v kapalné fazi (postkolonové generovani). V generatoru dochazi k
derivatizaci analytu a vzniku tékavych specii, které jsou odd€lené od zbylé kapaliny v
separatoru fazi (GLS). Plynna faze postupuje dale smérem k detektoru a kapalna faze je
odvadéna do odpadu (Obr. 2.2.). Poslednim pouzivanym typem generatoru tékavych
slou¢enin je davkové uspotadani (tzv. batch), kde hydridovy generator funguje zaroven i
jako GLS. Vygenerovana t€kava specie miuze byt ihned zavedena z GLS do detektoru, coz
je nejbezngjsi ptistup. Piipadné muize byt pied detekci za wcelem dosazeni lepSiho
detek¢niho limitu prekoncentrovéna. [17] Krok VSG je nezavisly na pouZzitém detektoru. V
ptipad€ pouziti VSG pro prvkovou a specia¢ni analyzu na ultrastopovych urovnich jsou k

detekci vyuZivany metody atomové spektrometrie blize popsané v kapitole 2.3.
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Obr. 2.2.: Schéma aparatury pro CVG s kontinualnim generovanim (PP — peristaltické pumpy, GLS

— separator fazi)

2.2.1. Chemické generovanim hydridud

Reakce THB s analytem (v iontové form¢e) v kyselém prostiedi, tj. chemické generovani,
je nyni nejpouzivangj§im piistupem ke generovani hydridd. Mezi typické hydridotvorné
prvky patii As, Sb, Bi, Ge, Sn, Se, Te a Pb. Redukce analytu probiha ve dvou krocich.
Prvnim krokem je hydrolyza THB v kyselém prostiedi, kdy konecnym produktem je
kyselina borita. Reakce je provazena tvorbou meziproduktii po postupné hydrolyze B-H

vazeb viz reakcni schéma 2.2. [18]

BH4 — H,0-BH; — H,0-BH,OH — H,0-BH(OH), — H3BOs (2.2)

As"(OH); — HAs"(OH), — H,As"(OH) — HsAs™ (2.3)

Druhym krokem je redukce analytu probihajici ptenosem vodiku z borohydridu.
S analytem muze reagovat kazdy ze ctyf produktl hydrolyzy borohydridu v reak¢énim
schématu 2.2. Piiklad generovani hydridu ilustruje reakéni schéma 2.3.; kdy je pomoci
borohydridu z vodného roztoku kyseliny arsenité generovan plynny AsHs. NejpouZzivané;jsi
kyselinou pro HG je HCI, kterd se pouziva vkoncentracich o rozsahu 1-9 mol-dm?.
Koncentrace THB ve vodném roztoku byva v rozsahu 0,5-3 %. Koncentrace reakénich
¢inidel zavisi na zvoleném analytu a typu hydridového generatoru. Alternativou k HCI

mohou byt riizné anorganické a organické kyseliny nebo pufry. [16,19]
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Diky vyS$$i ucinnosti generovani a rychlejs$i reakéni kinetice ptedc¢ilo generovéni
hydrida s pouzitim tetrahydroboritanu diive pouzivanou metodu redukce pomoci kovu

v kyselém prostiedi (redukénim ¢inidlem byl kovovy Zn). [18]

2.2.2. Hydridové aktivni specie arsenu

Rada specii As vyznamnych z toxikologického pohledu je tzv. hydridové aktivnich. To
znamena, ze je lze prevést na tékavé slouceniny = arsany s riiznym poctem methylovych
skupin. Znalost vztahu mezi speciemi arsenu a jim odpovidajicim tékavym slou¢eninam je

dualezita pro dosazeni spravnych vysledku pti speciacni analyze. [20]

Obecné je ucinnost generovani hydridi za rtiznych podminek pro jednotlivé specie
rlizna. Za optimalizovanych analytickych podminek dochdzi pii reakci THB s iAs™ a iAsY
k tvorb& AsHjs. Pied prevedenim iAs" na hydrid je vhodné nejdiive provést jeho piedredukci
na iAs". Tvorba AsHs z iAs" totiz probiha pomaleji, a tudiZ by reakce nemusela prob&hnout
v daném experimentalnim uspoifadani kvantitativné. Redukci 1ze provést 30-60 min pred
analyzou za piitomnosti L-cysteinu nebo s pouzitim KI a kyseliny askorbové (tzv. off-line
predredukce), nebo pfimo v pritoku (on-line piedredukce) za pomoci koncentrované HCI a
THB. [20,21]

Methylované specie MMA, DMA a TMAsO té¢kavé slouceniny tvoii, ale s nizsi
I

ucinnosti nez anorganicky As, coz vede k nizs§i odezvé na detektoru. Z methylovanych As

a As" specii vznikda CH3AsH> z MMA, (CH3)2AsH z DMA a (CH;);As z TMAsO. [20,22]

vvvvvv

arsenocukry tékavé slouceniny netvoii. Aby bylo mozné tyto slouceniny stanovit pomoci
technik generovani tékavych sloucenin, je nutné je pfed generovanim nejprve podrobit
mikrovinnému rozkladu, nebo fotooxidaci pomoci UV zéfeni za pfitomnosti peroxodisiranu
draselné¢ho, coz zplsobi rozstépeni téchto molekul za tvorby strukturné jednodusSich
produktli, které jiz jsou hydridové aktivni. NejcastéjSimi produkty rozkladu organickych
sloucenin As jsou MMA, DMA a anorganicky As. [17,23] Nicméné pouziti rozdilnych
metod rozkladu vzorku vede k tvorbé mnozstvi produkti, které poskytuji riznou odezvu na
detektoru. Neuplny rozklad organickych slouc¢enin As tedy mulZe vést k rozdilnym
vysledkim celkové koncentrace As. Pro spravné stanoveni celkového obsahu As ve vzorku
je proto vhodnd uplna mineralizace vzorku, naptiklad ve smési kyselin dusicné a sirové za

ptitomnosti peroxidu vodiku. [22]
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2.2.3. Vyuziti HG pro speciacni analyzu

Separace specii Ize v n¢kterych ptipadech docilit kromé chromatografickych metod (viz
kapitola 2.5.) také bez jejich pouziti, a to pomoci VSG kroku, diky moznosti selektivniho
generovani t€kavych sloucenin, nebo s vyuzitim generovani alkyl substituovanych tékavych

sloucenin.

V ptipad¢ selektivniho generovani se vyuziva faktu, ze volbou podminek generovani
(pH, koncentrace reduk¢niho ¢inidla apod.) 1ze dosdhnout stavu, kdy je na té€kavou specii
selektivné a kvantitativné pfevedena pouze jedna specie analytu, zatimco ostatni specie
zistavaji v roztoku. [17] Prikladem mulzZe byt selektivni generovani trojmocného a
pétimocného anorganického arsenu. Metodou piedredukce pomoci L-cysteinu l1ze selektivné
generovat anorganické specie As, jelikoz iAs¥ tékavé slouceniny netvoii (z roztoku bez
piidavku L-cysteinu bude generovan pouze iAs™). Nejdiive tedy zméfime koncentraci iAs™
a nasledné po pridavku L-cysteinu a redukci pétimocné formy zmétime celkovy obsah
anorganického arsenu. Koncentraci iAs" ziskdme z rozdilu téchto hodnot. Analogicky lze
takto docilit 1 separace trojmocnych a pétimocnych methylovanych sloucenin arsenu. [24]
Zaroven nekteré specie nejsou hydridoveé aktivni viibec. Prikladem muze byt arsenobetain,
ktery je majoritni specii arsenu v materialech motského plvodu, a zatazenim kroku

postkolonového generovani mtize byt odstranén z chromatogramu, kde by interferoval s piky

jinych zajmovych specii (viz kapitola 2.5.1). [25]

Dalsim ptikladem vyuziti HG pro separa¢ni krok je moZnost generovani alkyl
substituovanych hydridii. Tento pfistup je pouzitelny v ptipad¢, Ze jednotlivé specie analytu
mohou byt pfevedeny na rizné tékavé alkyl substituované hydridy. Vygenerovana smés
rizné substituovanych tékavych sloucenin stejného analytu je néasledné zakoncentrovana
vymrazovanim v kryogenni pasti (CT) za teplot kapalného dusiku a jednotlivé specie jsou
nasledné pfi postupném ohfivani pasti separovany. Tento pfistup je uziteCny pro speciacni
analyzu methylovanych sloucenin As, Ge a Sb. V pfipadé€ As se jednd o arsan a jeho methyl-

substituované derivaty. [26]

Selektivniho generovani anorganickych i methylovanych forem s riznym oxidacnim
Cislem As lze dosahnout zménou reakénich podminek, zejména pH. Generovani t€kavych
sloucenin ze specii As je zavislé na pH, které v pfipadé HG zavisi na koncentraci HCI v
roztoku. Pfi nizkém pH (okolo 1) dochazi pfi reakci s THB k vzniku hydridl z trojmocnych

1 pétimocnych specii As, naopak pii vy$sim pH (okolo 6) jsou pétimocné specie As v roztoku
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disociovan¢ a hydridy jsou generovany pouze z trojmocnych specii. Timto zpisobem lze od
sebe oddélit jak anorganické specie, tak methylované specie o rizném oxidac¢nim Cisle As.
Selektivné generované specie As jsou nasledné separovany pomoci CT a detekovany.
Princip kryogenni pasti je blize popsan v kapitole 2.5.2. Tento pfistup ndm umoziuje
stanovit koncentraci trojmocnych specii a ode¢tem od celkové koncentrace dopocitat také

koncentraci pétimocnych specii diky upravé pH reakéniho roztoku. [24]

2.3. Spektrometricka detekce té€kavych specii

K detekci tékavych specii jsou pouzivany metody atomové spektrometrie vcetné
hmotnostni  spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). Atomové
spektrometrické detektory slouzi k velmi citlivému kvantitativnimu stanoveni, zatimco
nekteré MS techniky umoziiuji, v ptipadé pouziti mékké ionizace, kvalitativni stanoveni

vedouci k uréeni nebo potvrzeni struktury tékavych specii. [18]

Metody atomové spektrometrie funguji na fyzikalnim principu interakce zafeni
s volnymi atomy analytu. V dasledku toho vyzaduji atomizaci molekuly tékavé slouceniny,
ve které byl analyt ptivodné vazan. Podle typu interakce zaieni s volnym atomem analytu
rozliSujeme: atomovou absorpcni spektrometrii  (AAS), atomovou fluorescencni
spektrometrii (AFS) a atomovou emisni spektrometrii (AES). Ctvrtou a hojné vyuZivanou
spektrometrickou technikou piifazovanou k metodam atomové spektrometrie je hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS), ackoli zde nedochazi k interakci

atomu analytu s fotony, ale dochazi k ionizaci analytu a méteno je hmotnostni spektrum.[27]

V AAS je analyt pfeveden v atomizatoru na volné atomy v zédkladnim stavu a méfi se
mnozstvi zafeni absorbovaného pii jeho prichodu atomizatorem. To je dle Lambert-Beerova
zakona pfimo umérné koncentraci volnych atomi. Zdrojem zéatfeni v AAS je nejcastéji
monochromatické zafeni o vinové délce charakteristické pro analyzovany prvek. Zateni
prochazi skrz atomizator a je, videdlnim ptipad€, absorbovano pouze atomy analytu.

Mnozstvi absorbovaného zatfeni poskytuje informaci o koncentraci analytu ve vzorku. [27]

V AFS probiha proces atomizace obdobné jako v AAS. Volné atomy analytu jsou
nasledné ozareny monochromatickym zatenim o specifické vlnové délce a jsou excitovany
do vysSich energetickych stavll. Pfi névratu excitovanych atomd na niz§i energetickou

hladinu je emitovano zafeni (fluorescence) o charakteristické vlnové délce, které je
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detekovano obvykle ve sméru kolmém na paprsek excitujiciho zdroje a jehoz intenzita

poskytuje kvantitativni informaci o analytu ve vzorku. [27]

V ptipad¢ AES je analyt atomizovan a volné atomy analytu jsou nasledné excitovany
na vyssi energetickou hladinu vhodnym zdrojem, naptiklad indukéné vazanym plazmatem
nebo plamenem. Excitované atomy pfi navraceni na niz$i energetickou hladinu emituji
zateni. Vysledkem je emisni spektrum umoziujici kvantitativni 1 kvalitativni analyzu.
V AES je tedy energie potiebna k excitaci dodana termalné (plazmatem, plamenem), na
rozdil od AFS, kde k excitaci volného atomu analytu ze zakladniho stavu do excitovaného

dochazi dodanim energie, kterou nese absorbovany foton. [27]

Metodou vyuzivajici detekci analytu ve formé atomarnich iontd je ICP-MS. Atomy
nebo molekuly analytu jsou ionizovany v plazmové hlavici, a vzniklé ionty jsou nasledné
separovany v hmotnostnim analyzatoru hmotnostniho spektrometru dle své hmotnosti (m),
resp. poméru m/z, kde z je nadboj iontu, pficemz plati, Ze v plazmatu dominantné vznika;ji
jednou nabité ionty (z = 1). Separované ionty jsou nasledn¢ detekovany, nejcastéji
elektronasobicem. Méfené hmotnostni spektrum poskytuje kvantitativni 1 kvalitativni

informaci o prvcich a jejich izotopech ve vzorku. [18]

Na rozdil od ICP-MS mohou nékteré hmotnostné spektrometrické techniky vyuzivajici
mekké ionizacni zdroje poskytnout strukturni informace o analytu. Mezi takové iontové

zdroje tadime napiiklad ionizaci elektrosprejem. Strukturni analyza mize pomoci

vvvvvv

2.4. Atomizatory pro HG-AAS detekci

Atomizator je zafizeni schopné pfemény analytu na volné atomy v plynném stavu
s dostate¢nou tcinnosti. Pro AAS detekei je dllezité, aby tyto volné atomy byly v zakladnim
energetickém stavu. K atomizaci tékavych sloucenin lze v AAS pouzit plamen,

elektrotermicky atomizator, vyhtivané kiemenné trubice nebo miniaturni plazmata. [30]

Atomizace je pro AAS detekci klicovym krokem po HG. Nejvice rozsifenym
atomizatorem tékavych sloucenin je vyhiivany kiemenny atomizator (QTA). Alternativou
ke QTA je plazmovy vyboj s dielektrickou bariérou, tzv. DBD atomizator, ve kterém
dochazi k atomizaci hydrida pii nizkych teplotach ve srovnani s QTA (viz kapitoly 2.4.1. a
2.4.2.). Mechanismus atomizace je v obou piipadech radikdlovy. Konkrétné se jednad o
vodikové radikaly, jejichZ pfitomnost byla prokazéana jako klicova pro atomizaci, kterd byla
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bez pfitomnosti vodiku v atomizéatoru vyrazn€ nizsi. Uvnitf ramene atomizatoru, které je
umisténo v optické ose spektrometru (tzv. optické rameno) dochazi k tvorbé vodikovych
radikali za reakce stop kysliku s piebytkem vodiku, a to za vysoké teploty (QTA) nebo
v prostifedi plazmatu (DBD). Mnozstvi vodiku generované pii HG rozkladem THB je
dostatecné pro tvorbu vodikovych radikali v mnozstvi fadové presahujicim koncentraci
hydridG analytu. V atomizatoru dochézi k tvorbé nehomogenniho oblaku vodikovych
radikalti, uvniti kterého dochazi k atomizaci molekularni formy analytu. Volné atomy
analytu jsou stabilni pouze uvniti tohoto oblaku. Podil vodikovych radikali na atomizaci

analytu byl prokazany v obou typech atomizatort. [31-34]

2.4.1. Vyhfivany kfemenny atomizator

V literatufe bylo popsdno mnoZstvi riznych modifikaci tohoto atomizétoru.
Nejcastéjsim typem je QTA ve tvaru pismene T, méné pouzivanad je pak verze tvaru
pismena L. Takovy atomizator je externé vyhiivan na atomizaéni teplotu bud’ plamenem
acetylen-vzduch, nebo ¢astéji odporove pickou. Teplota uvnitt atomizatoru dosahuje hodnot
700-1100 °C. Plynna faze z generatoru je pfivadéna vstupnim (pfivodnim) ramenem
T-trubice a vstupuje do vyhiivané ¢asti horizontalniho (optického) ramene, kde dochézi
k atomizaci hydridii analytu radikdlovym mechanismem, jak bylo diskutovano vySe v
kapitole 2.4. Nevyhodou QTA je Uzky linearni rozsah kalibracnich zavislosti a Spatna
odolnost vii¢i interferencim, naopak vyhodou tohoto typu atomizatoru je nizkéd potizovaci

cena, jednoduchost a vysoka citlivost. [30,31]

Novym typem atomizatoru, ktery byl vyvinut, aby pifekonal nevyhody QTA je
kfemenny multiatomizator (MMQTA). Jeho konstrukce vychéazi z QTA, tedy jedna se o
trubici tvaru pismena T. V ptipadé MMQTA (Obr. 2.3.) je ale horizontalni rameno trubice
dvouplastové a je tvofené¢ dvéma koncentrickymi trubicemi, pfi¢emz vnitini z nich je
dérovana. Plyn obsahujici kyslik (vzduch nebo plynnd smés argon/kyslik) je zaveden do
vnéjsi trubice, odkud vstupuje skrz n€kolik malych otvort do vnitini trubice. U téchto otvorti
dochézi k reakei kysliku s vodikem a tvorbé vodikovych radikalii dilezitych pro atomizaci
analytu. Vysledkem je homogennéjsi rozloZeni vodikovych radikali po celé¢ délce vnitini
trubice optického ramene. Vyhodou je také fakt, ze mnozstvi kysliku pfivadéného do trubice
muzeme presné regulovat. Za téchto podminek volné atomy existuji del$i dobu, ptipadné

mohou byt v trubici po svém zéniku znovu atomizovany (reatomizace). Nejnovéejsi verze
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tohoto atomizatoru umoznuji stejnomérné vyplnéni horizontalni trubice radikaly vodiku, coz

vede ke snizeni vlivu atomizacnich interferenci a lepsi linearité kalibracnich ktivek. [30,35]

| Vvyhiivana ¢ast |
T N—— —

ﬁ'ﬁ; f- i.,{ :

0 50 mm “
ﬁ { "r'erllCh ﬂﬂbﬂ' k‘-’S]ﬂC

Nosny plyn s hydridem analytu

Obr. 2.3.: Schéma kfemenného multiatomizatoru [35]

Dalsim z typt kfemennych atomizatort, ktery na rozdil od QTA a MMQTA nepotiebuje
externi vyhiivani je atomizator typu plaminek v kfemenné trubici (FIT). Kyslik je ptfivadén
do atomizatoru z tlakové lahve, kapilarou ustici do spoje pfivodniho a optického ramene. Do
nosné¢ho plynu je nutné dodavat navic vodik z tlakové lahve k podpoteni hoteni plaminku.
K atomizaci hydridii dochazi opét v oblaku vodikovych radikala. V piipadé FIT je ale oblak

pevné fixovan na konci pfivodni kapilary. [30]

2.4.2. Atomizace v plazmovém vyboji s dielektrickou bariérou

Mezi atomizatory nevyZzadujici externi vyhtivani patii DBD. Jedna se o plazma nizkého
vykonu pracujici za atmosférického tlaku. Plazma vznikd mezi dvéma kovovymi
elektrodami, umisténymi paralelné, které jsou od sebe vzdalené typicky nékolik mm.
Minimaln¢ jedna z elektrod je kryta dielektrickou bariérou a mezi elektrody je vloZeno
vysoké sttidavé napéti. Pti zapaleni vyboje se toto dielektrikum nabije, ndboj na dielektriku
vytvoii lokalni elektrické pole, které plisobi proti elektrickému poli na elektrodach a zabrani

tak dal§imu pokracovani vyboje. Protoze pro dalsi pokracovani vyboje je tieba zvysit napéti
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nebo zménit jeho polaritu, je mozné vyboj s dielektrickou bariérou (DBD) udrzet pouze pfti
napdjeni stfidavym napétim. V okamziku zapaleni vyboje se ve vybojovém kanalku vytvori
elektrony s velkou energii, které zpusobi ionizaci nebo excitaci plynu mezi elektrodami.

Teplota plynu pfi tom zlstava stejnd, jako je teplota okoli. [30,36]

Zdroj napéti

!

A

Nosay plyn s
hydridem analytu

Obr. 2.4.: Schéma atomizatoru s plazmovym vybojem s dielektrickou bariérou [37]

Mezi nejCastéji pouzivané uspoirddani v AAS patii plandrni DBD (Obr. 2.4.).
Atomizator ma tvar pismene T. Horizontaln¢ umisténé optické rameno ma tvar kvadru. Jeho
plast’ se sklada ze dvou mikroskopickych sklicek z kfemenného skla, tvoficich protilehlé
stény. Tato sklicka funguji jako dielektrické bariéry, na které jsou z venku pevné pfipevnéné
dvé ploché kovové elektrody. Zbylé dvé stény jsou tvofeny uzkymi hranoly z kiemenného
skla. Kfemenné stény jsou stavené dohromady a mezi nimi vznik4 prostor, ve kterém hoti
plazma a do kterého je pfivodnim ramenem realizovanym uzkou trubi¢kou z kiemenného
skla ptitavenou do stiedu optického ramene zavadéna plynna faze z generatoru. Tvar a
konstrukce elektrod se mlze liSit mezi riiznymi typy planarnich DBD. Planarni DBD je
vhodné pro spojeni s AAS deteket, jelikoz elektrody jsou uspotadané paralelné se zdrojem

zateni a poskytuji dostate¢né dlouhou optickou drahu. [37,38]

Mezi vyhody DBD atomizatoru patfi schopnost prace za laboratorni teploty bez

externitho vyhfivani, snadnd miniaturizovatelnost, nizky vykon plazmatu (jednotky az
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desitky W) a nizké provozni ndklady. V porovnani s QTA je DBD atomizitor méné
nachylny na atomizacni interference, je ale citlivy na piitomnost aerosolu v plynné fazi
vznikajiciho pii HG. K odstranéni aerosolu dochazi pomoci susidla umisténého mezi GLS a
atomizator. Pro DBD atomizétor v uspofadani HG-AAS byla prokézana vysokéa ucinnost

atomizace a dobra citlivost pro hydridy As, Sb, Se a Te. [17,37,39]

2.5. Speciacni analyza arsenu

Specie je chemickd forma daného prvku, ktera je definovand svou molekulovou
strukturou nebo oxida¢nim cislem. Speciace je pojem, kterym se rozumi distribuce
definovanych specii prvku v rdmci systému. Stanoveni celkového obsahu prvku neposkytuje
informace o jednotlivych speciich analytu. Specie dané¢ho prvku se od sebe lisi toxicitou,
biodostupnosti a dopadem na ekologické a biologické systémy. Speciacni analyza je
piistupem k porozuméni chemickym a biologickym procesiim, do kterych se jednotlivé
specie zapojuji. Dllezitou soucasti speciacni analyzy je separace jednotlivych specii pred

jejich detekci metodami atomové spektrometrie (viz kapitola 2.3.). [40]

K separaci specii dochazi jiz pted jejich vstupem do atomizatoru/iontového zdroje,
jelikoz pti atomizaci dochazi ke St€peni chemickych vazeb a ztrat¢ informace o molekulové
struktuie dané specie. Zpusoby separace specii As rozdélujeme dle toho, kde a v jaké fazi
k separaci dochazi. Pokud dochazi k separaci v kapalné fazi pfed HG, vyuzivame
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) nej¢astéji s iontové vyménnou kolonou

(viz kapitola 2.5.1.). [17]

Nachézi-li se analyty po HG v plynné fazi, separace specii lze docilit pomoci plynové
chromatografie (GC), obvykle metodou kryogenni separace, coz je nejbézné&jsi ptistup
vyuzivany pii generovani alkyl substituovanych hydrida (viz kapitola 2.2.3.). Poslednim
zpusobem je separace specii pfimo pomoci HG diky moznosti selektivniho generovani

tékavych sloucenin (vice v kapitole 2.2.3.). [17]

2.5.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Mnozstvi slou€enin stopovych prvki je netékavych a nelze je pfeménit derivatizaci na
t€kavé slouceniny bez premény z jejich pivodni chemické podoby. BéZné pouZivanou
metodou k separaci takovych sloucenin za laboratorni teploty je HPLC. Jedna se o

kapalinovou chromatografii (LC), jejiz efektivita je zvySena pouzitim menSich castic
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stacionarni faze, které je spojeno s pouzitim vysokych tlakd (az 600 atm) nutnych
k prekonani pratokového odporu. K separaci specii analytu v LC dochazi na zékladé
interakce staciondrni faze s molekulami analytu. Moderni techniky LC pouzivané pro
speciatni analyzu jsou pomérn¢ vsestranné vzhledem k mnozstvi komeréné dostupnych
stacionarnich a mobilnich fazi. Jednim z typti LC je iontové vyménna chromatografie, ktera
se pouziva k separaci iontovych i neiontovych slouc¢enin, komplext a neutralnich molekul.
Stacionarni faze mlze v tomto ptipad¢ obsahovat silné i slabé, kationtové i aniontove
vymeénné skupiny vazané na nosici, kterym je nejcastéji silikagel. Mobilni faze je vétSinou
vodnd, s moZnosti pfidani malého mnoZstvi organického rozpoustédla pro zvySeni
rozpustnosti analytu. Separace je kontrolovana pomoci pH a iontové sily eluentu, ktery
soutézi s molekulami analytu o misto na iontové vyménnych skupinach stacionarni faze.

[41]

V ptipadg¢, Ze jsou separované specie preveditelné na t€kavou slouceninu, Ize na vystupu
z HPLC zaradit on-line VSG krok a snizit tak detek¢ni limity pouzitého spektrometrického
detektoru. Tento pfistup oznacujeme jako postkolonové generovani tékavych sloucenin. Je
tteba zdaraznit, ze pouzity VSG krok zde nemd zadny vliv na separaci specii. S jeho
pouzitim je vSak dosaZeno vyssi citlivosti stanoveni diky efektivnéj§imu zavedeni specii
analytu do detektoru. V porovnani se zmlzovanim mobilni faze, jehoz Gi¢innost je zpravidla
mezi 5-10 %, lze citlivost pii pouziti postkolonového VSG zvysit 10-20x, pokud se t¢innost
konverze specii analytu do plynné faze blizi 100%. Takovéto uc€innosti je pii postkolonovém

generovani hydridi bézné dosahovano. [42]

2.5.2. Separace v kryogenni pasti

Separace v CT se ve speciacni analyze vyuziva pii stanoveni specii kovu lisicich se
stupném alkylace (€asto methylace) a ve spojeni s VSG, resp. HG, krokem. Je vyuZivéana pfi
generovani alkyl substituovanych hydridd, kdy je v HG kroku za optimalnich podminek
kvantitativné vygenerovana sm¢s t€kavych specii analytu. Ta je nasledné prekoncentrovana
a separovana v kryogenni pasti. K separaci v CT dochazi diky chromatografickym
vlastnostem pasti a na zéklad¢ rozdilnych bodd varu substituovanych hydridi analytu

zachycenych uvnitt pasti pii nizké teploté.

Past se skladd z trubice tvaru U (Obr. 2.5.), kterd je pfed analyzou ponofena do
Dewarovy nadoby naplnéné kapalnym dusikem o teploté -196°C. Nejcastéji pouzivanymi
materidly pro konstrukci CT jsou kiemenné nebo borosilikatové sklo, jelikoZ jsou schopné
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vydrzet velmi rychlé zmény teplot (-196 °C az +280 °C), ke kterym b&hem cyklického
chlazeni a ohfivani pasti dochazi. Samotna trubice je pak naplnéna silanizovanym
chromatografickym materidlem, naptiklad kiemennou vatou a funguje jako jednoducha
chromatografickd kolona. U vétSiny kryogennich systému je nezadouci ptitomnost vodni
péry, kterd by mohla zamrznout uvnit trubice a zablokovat ji. Resenim je pfidanim rtiznych
typt susidel pred vstupem do CT. Nizka teplota v pasti je dostatecna pro kondenzaci hydrida
zavadénych do trubice z generatoru. Trubice je omotana civkou, ktera je odporové vyhtivana
dle zvoleného teplotniho programu a tékavé slouceniny analytu jsou z pasti postupné
uvolnovany na zakladé stoupajici teploty varu (Tab. 2.1.) a v plynné fazi pokracuji do
detektoru. Nosnym plynem v ptipad¢ pouziti CT je He, jelikoz Ar, ktery se jinak Castéji
pouzivd v technice HG, by pfi teploté¢ kapalného dusiku v CT zkapalnél. Mezi typické
aplikace pro CT patii separace hydridu analytu a jeho methyl-substituovanych derivati.
Kryogenni zachyt fadime zarovenl mezi prekoncentracni techniky (viz kapitola 2.6.2.) [43—
45]

Solenoidovy ventil

| —|

Odporova civka

Separator fazi Atomizitor

> A r *

—
» Izolace

» U-trubice

_ Evakunovana
" dvoupliitova baiika

Dewarova nadoba

Obr 2.5.: Schéma semi-automatické kryogenni pasti [24]
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Hlavni vyhodou syst¢ému HG-CT v porovnani s Siroce rozsifenou separacni metodou
HPLC je moznost separace specii analytu bez nutnosti pfedipravy vzorku. Tento fakt je
velmi dulezity naptiklad pro biologické vzorky se slozitymi matricemi. Nevyhodou HG-CT,
ktera zamezila komer¢nimu rozsifeni této metody, je narocna obsluha pasti spojend s

nutnosti chlazeni pasti kapalnym dusikem. [24,46]

Tab. 2.1.: Teploty varu vybranych hydridti As

Specie As Teplota varu (°C)
AsH3 -55

CHzAsH» 2

(CH;)AsH 36

(CH3)3As 70

2.6. Prekoncentracni techniky pro analyzu hydridotvornych prvku

Ve stopové analyze prvki je v fad€ piipadii koncentrace analytu ve vzorku velmi nizka,
nebo se jeSté snizuje béhem piedupravy vzorku k analyze, jakym je naptiklad fedéni
z divodu snizeni vlivu matrice a snim spojené riziko vzniku interferenci. Zatfazenim
prekoncentra¢niho kroku do procesu analyzy dochazi k vyraznému zlepSeni detekcnich
limitd techniky HG-AAS, kterd v tomto uspofaddni mize byt alternativou pro techniku
ICP-MS, ktera byva pro stopovou analyzu prvki ¢asto vyuzivana. Vhodna prekoncentracni
procedura by s ohledem na zamezeni kontaminace vzorku méla obsahovat co nejmensi pocet
kroki a pouzitych ¢inidel. Zachyt analytu by mél byt co nejblize k 100 % a takova technika
by méla byt dostatecné robustni 1 pro komplikovanéjsi matrice vzorki. Hydrid ptichazejici
z generatoru, muze byt prekoncentrovan ve zvlaStnim prekoncentraénim zatizeni, kdy
hovotime o prekoncentraci tlakové, v absorpénim mediu nebo kryogenni (kapitola 2.5.2.).
Druhym typem je prekoncentrace piimo v atomizatoru, v tomto piipadé hovotime o in-situ
prekoncentraci. Tlakova prekoncentrace vyuzivé zachytavani hydridu spolu s generovanym
vodikem do balénu, nebo jiné hermeticky uzaviené nadoby. Nasledné je najimany hydrid ve
vhodnou dobu uvolnén do atomizatoru. Pii prekoncentraci v absorpénim mediu vyuzivame
vhodné absorpcni kolony nebo kapaliny, ve kterych dochéazi k zakoncentrovani analytu.
Prekoncentrace tlakova a v absorpénim médiu vzhledem k rozvoji dalSich technik nejsou

v soucasnosti ptili§ pouzivany. Prekoncentracni technikou ve zvlaStnim zafizeni, kterd
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nachazi §irsi uplatnéni zejména ve speciacni analyze je kryogenni zachyt (vice kapitoly 2.5.2
a 2.6.2.). Prekoncentrace pfimo v atomizatoru je instrumentalné méné naro¢nym feSenim.
Mezi atomizatory pouzivané pro prekoncentraci fadime grafitovy atomizator, MMQTA a
DBD atomizator. V pripadé¢ MMQTA nedochazi k zachytu hydridu ptimo v prostoru, kde
dochazi k atomizaci, tj. v optickém rameni atomizatoru, ale v pfivodnim rameni. Divodem

je odlisnost optimalni teploty zachytu a uvolnéni analytu od teploty atomizacni. [30,43,47]

2.6.1. Prekoncentrace v kryogenni pasti

Kromé separace specii analytu (viz kapitola 2.5.2.), dochazi sou€asné v CT 1 k jejich
prekoncentraci. Diky prekoncentraci v CT ziskavame uzsi piky a lepsi pomér signal/Sum
v porovnani s on-line métenim. Nedavna automatizace procesu prekoncentrace v CT déle

rozviji moZnosti aplikaci této techniky. [24,47]

2.6.2. Prekoncentrace v grafitovém atomizatoru

Atomizatorem, ktery je velmi oblibeny pro in-situ prekoncentraci té¢kavych sloucenin je
grafitovy atomizator (GF). K zachytavani dochazi v grafitové kyveté, jejiz povrch je
modifikovan riznymi kovy (Ir, Pt a Rh), obdobn¢ jako pfi konvenénim vyuziti GF pro
davkovéani kapalnych vzork. Modifikaci povrchu délime na permanentni (Ir) nebo
jednorazovou (Pt). Na nemodifikovaném povrchu k zachytu hydridu totiz témét nedochazi.
Pti in-situ prekoncentraci je hydrid zavadén do prostoru GF, vyhtivaného na 200-600 °C,
v zavislosti na stanovovaném prvku. Po skonceni generovani se atomizator se zachycenym
hydridem zahieje na teplotu 2500 °C a dochazi k uvolnéni a atomizaci analytu. Pro bézné
stanovované hydridotvorné prvky se prekoncentracni u€innost pii in-situ prekoncentraci v
GF blizi 100 % a nejlepsi publikované detekéni limity se pohybuji v fadech ng-dm™. Metodu
lze pln€ automatizovat pfipojenim automatického davkovace, do které¢ho je kiemennou

kapilarou zavadén plynny vzorek obsahujici hydridy analytu z generatoru. [47,48]

2.6.3. Prekoncentrace v DBD

Na rozdil od GF, prekoncentrace a uvolnéni hydridii analytu v DBD atomizatoru neni
fizena zménou teploty v atomizatoru, ale zménou sloZeni plynné faze Vliv na zachyt analytu
na vnitinim povrchu optického ramene DBD atomizatoru, v rameni leZicim pfimo v optické
ose spektrometru ma piidavek kysliku do nosného plynu (nejcastéji Ar, He). Po piidavku

kysliku (obvykle pritok v jednotkdch cm*min') do smési nosného plynu dochézi
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k u¢innému zachytu analytu, ktery je nésledné po vypnuti ptivodu kysliku rychle uvolnén,
atomizovan a detekovan, nejcastéji pomoci AAS nebo AFS. Kyslik mize byt pfimichén do
nosného/plazmového plynu, nebo mize byt do optického ramene atomizatoru pifivadén
pomoci tenké kiemenné kapilary (o priméru priblizn€¢ 0,53 mm) ustici do T-spojeni
pfivodniho a optického ramene (Obr. 2.6.). V literatuie byla doposud popsana
prekoncentrace v DBD s ucinnosti 100 % pro hydridy anorganického As a Sb [49,50]. Nizsi
ucinnost, a to okolo 60-70 % byla pak popsana pro hydridy Se a Bi [51]. Mezi vyhody
prekoncentrace v DBD patii moznost miniaturizace, nizsi prutok kysliku nutny pro zachyt
analytu nez v kfemennych atomizatorech nebo snadny a rychly zachyt/uvolnéni analytu,
fizeny pouze piepinanim piivodu plynu, misto ¢asoveé naro¢nych teplotnich programu jako
v piipadech GF a v kiemennych atomizatorech. Prekoncentrace v DBD atomizatoru
v syst¢tmu HG-AFS byla jiz dfive pouzita napiiklad pro stopové stanoveni iAs v ryzi.
MozZnosti aplikace této metody pro speciatni analyzy v kombinaci s HPLC, nebo

automatizace tohoto procesu zatim nebyla ovétena a zistava predmétem diskuse. [17,49,52]

Zdroj napéti

—~

Nosny plyn s -
hydridem analytu

Kiemenna kapilara

0,

Obr. 2.6.: Usporadani DBD atomizatoru pro prekoncentraci analytu [49]
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2.6.4. DalSi zpusoby prekoncentrace

Vyuziti ktemenného skla pro prekoncentraci analytu bylo studovano jiz v 80. letech
minulého stoleti pro kapalné¢ vzorky s detekci pomoci plamenové atomové absorpéni
spektrometrie. Tento postup lze vyuzit i pro plynné hydridy vygenerované béhem HG kroku,
nicméné pii pouziti kfemenného skla nebo kiemenné trubice uc¢innost prekoncentrace
dosahuje pro nejbéznéjsi hydridotvorné prvky maximalné 70 %. Prekoncentraci hydridi na
kfemenném povrchu je proto lepsi realizovat s vyuzitim kfemennych atomizatort.
Nejcastéji se prekoncentrace hydridu analytu provadi v nezavisle vyhtivaném ptivodnim
rameni QTA ¢i MMQTA. K zachytu dochazi po zapnuti ptivodu kysliku, jehoZz musi byt
stechiometricky nadbytek va¢i vznikajicimu vodiku a vyhtati pfivodniho ramene
atomizatoru na optimalni teplotu zadchytu (100-800 °C v zavislosti na stanovovaném prvku).
Hydridy analytu jsou v takovych podminkach pfeménény na oxidy a zachytavaji se na
vnitinim kfemenném povrchu atomizatoru. Pro uvolnéni analytu z kiemenného povrchu je
nutné ohiat ptivodni rameno na vyssi teplotu (600-900 °C v zavislosti na analytu) a vypnout
piivod kysliku do atomizitoru. Analyt je nasledné uvolnén do optického ramene
atomizatoru, kde dochdzi k jeho atomizaci. Pro vétSinu hydridotvornych prvki lze v
kifemennych atomizatorech za optimalnich podminek dosdhnout 100 % prekoncentrace.
Vyjimkou je As a Se, jejichz prekoncentracni ti€innost dosahuje pouze 50, resp. 70 %. To je
dano nizsi optimalni teplotou privodniho ramene pii zachytu, kdy dochazi k ztratam vlivem
tékavosti téchto analyta. Dalsi komplikaci pti stanoveni As a Se jsou spektralni interference
zpusobené nespecifickou absorpci molekuldrniho kysliku na vinové délce, na jaké dochézi
k detekci téchto analytl. Pro fadu analytd, véetné As, je tento pfistup k prekoncentraci
komplikovany a pracny, jelikoz procesy zachytu a uvolnéni analytu jsou fizeny teplotou a
slozenim plynné faze. Pouze v piipad¢ nékterych analyti, napt. Sb a Bi, se intervaly
optimalni teploty zachytu a uvolnéni piekryvaji a jsou navic blizké atomizac¢ni teploté. V
takovém ptipadé€ je proces zachytu a uvolnéni fizen jen sloZenim plynné faze, nikoli teplotou
povrchu. Aparaturu i prekoncentraéni postup lze pak vyrazné zjednodusit. Prekoncentrace
se provadi misto v pfivodnim rameni pfimo v optickém rameni atomizatoru, jehoz teplota je

po celou dobu konstantni (870 °C). [47,53,54]

Dalsi moZnosti je prekoncentrace hydridi na kovovych materialech (plisky a spiralky z
W, Au a Mo). Kovové materidly mohou byt vkladany také do nezavisle vyhtivaného

ptivodniho ramene QTA ¢i MMQTA za ucelem modifikace prekoncentracniho povrchu a
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zvySeni prekoncentracni uc¢innosti. Modifikaci lze provadét i kapalnymi ¢inidly. Pikladem
muze byt Gspésna 100 % prekoncentrace hydridu Se na zlatém dratku nebo pouziti zlatych
nanocastic k modifikaci povrchu modularniho (oddélitelného) pasti pfivodniho ramene
napojeného na optické rameno MMQTA. Prekoncentracni Uc¢innost hydridu As na
kfemenném povrchu modifikovaném zlatymi nanocésticemi se pro hydrid As blizila 90 %.

[47,55]
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Seznam pouzitych chemikalii

Deionizovand voda o vodivosti <0,1 uS-cm™! ptipravena zafizenim Ultrapur (Watrex, USA)
Tetrahydroboritan sodny tablety, 98 %, Sarze STBK0014, (Sigma-Aldrich, Némecko)
Trizma® hydrochlorid (TRIS HCl), >99,0 %, sarze SLCP0122 (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina chlorovodikova >37 %, semiconductor grade, Sarze K3280 (Honeywell, USA)
Kyselina dusi¢na 65 %, &ista (Lach-Ner, Ceska republika)

Hydroxid draselny G.R. vlogky, p.a.,3arze PP/2020/0050 (Lach-Ner, Ceska republika)
Hydroxid sodny perle, chemicky &isty, Sarze PP/2020/10236 (Lach-Ner, Ceska republika)
Hydroxid sodny pecky, p.a., Sarze 2711221122 (Penta, Slovensko)

Peroxid vodiku 30 %, p.a.+, $arze 13160305 (Analytika, Ceska republika)

Uhli¢itan amonny, p.a., $arze 40544 (Lachema, Cesk4 republika)

Amoniak 25 % pro analyzu, Sarze K52658032 031 (Merck, Némecko)

L-cystein hydrochlorid monohydrat pro biochemii, Sarze K55138438 348 (Millipore, USA)
Kapalny dusik, technicky (SIAD, Ceska republika)

Argon Ar, istota 99,996 % (SIAD, Ceska republika)

Vodik Ha, &istota 99,95 % (SIAD, Ceska republika)

Helium He, &istota 99,998 % (SIAD, Ceska republika)

Kyslik O, &istota 99,998 % (SIAD, Ceska republika)

Zasobni standard iAs™ pfipraveny z pevného As;Os (Fluka, Némecko). Navazené mnozstvi
bylo rozpustétno v 2,5 ml 10% NaOH a poté doplnéno ptevafenou a odplynénou

deionizovanou vodou.

Zéasobni standard iAs" , piipraveny z pevného As;Os (Merck, Némecko) rozpusténého v 0,5

mol-dm= HNO;

Zasobni standard MMA, rozpusténi 0,0974 g hexahydratu methylarsenicnanu sodného
(NaxCH3As03-6H20, Mr =292), Sarze 410-37B (Chem. Service, USA) v deionizované vode
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Zasobni roztok DMA |, rozpusténi 0,0461 g dimethylarseni¢né kyseliny (C2H7AsO2; Mr =

138) (Strem. Chemicals, USA) v deionizované vodé

Zasobni roztok TMAsO, rozpusténi oxidu trimethylarseni¢éného (CH3)3AsO) (University of

British Columbia, Kanada) v deionizované vodé

Standardni referen¢ni material NIST 2669 specie arsenu v zmrazené lidské moci (Level I a

Level II), Sarze H-479 (NIST, USA)
Certifikovany referencni material DOLT-5 rybi jatra, Sarze 00048662 (NRC, Kanada)

Certifikovany referencni material TORT-3 humii hepatopankreas, Sarze 00048662 (NRC,
Kanada)

Certifikovany referencni material NASS-7 motska voda, Sarze 1130185 (NRC, Kanada)

Certifikovany referen¢ni material SLRS-6 fi¢ni voda, Sarze 00055275 (NRC, Kanada)

3.2. Pouzité pristroje a pomucky

Atomovy absorpéni spektrometr Shimadzu AA-7000 (Shimadzu Corporation, Japonsko),
s vybojkou s dutou katodou pro As (Photron, Japonsko). VInova délka analytické Cary
arsenu 193,7 nm. Nastaveni pro méieni s MMQTA a DBD atomizatorem s technikou
generovani hydrida: Sitka §térbiny 0,7 nm, deuteriova korekce pozadi. Software pro
vyhodnocovani dat WizAArd (verze 5.02., Shimadzu Corporation, Japonsko) a
LabSolutions (verze 5.63 SP1, Shimadzu Corporation, Japonsko).

Analytické vahy (Sartorius, Ceska republika)
Laboratorni vahy Kern EW (Kern & Sohn, Némecko)
Peristalticka pumpa Ismatec Reglo ICC (Ismatec, Svycarsko)

Atomovy absorpcni spektrometr AAnalyst 800 (Perkin Elmer, USA) s bezelektrodovou
vybojkou (Perkin Elmer, USA) a automatickym ddvkovacem AS 800 (Perkin Elmer, USA).
Vlnova délka analytické ¢ary arsenu 193,7 nm. Nastaveni pro stanoveni arsenu metodou
ptimého davkovani kapalného vzorku do grafitové kyvety: Sitka spektralniho intervalu 0,7
nm; Zeemanovskd korekce pozadi. (Tento pfistroj byl pouZity pouze pro ovéfeni

koncentrace v zasobnich standardech specii As (Kap. 3.3.1.))

Systétm HPLC 1260 Infinity II (Agilent technologies, USA) pro gradientovou eluci
s kolonou PRP-X100 pro aniontové vyménnou chromatografii (Hamilton, USA)
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pH metr Seven easy pH s elektrodou InLab®413 (Mettler Toledo, Svycarsko)
Suchy blok s ohfevem Grant typ QBD2 (P-LAB, Ceska republika)

Programovatelny systém peristaltickych pump pro davkovani do proudu FIAS-400

(PerkinElmer, USA) fizeny pocitacem

Odporova picka pro ohfev MMQTA (Perkin Elmer, USA)

Regulator teploty odporové picky (MSVT-1, Ustav analytické chemie AV CR)
Termoclankovy senzor typu K (Omega engineering, USA)

Kontrolni jednotka GCbox02 vlastni konstrukce pro automatizaci prekoncentracnich méteni

s DBD atomizatorem

Laboratorni spinany zdroj stejnosmérné¢ho proudu model EA-PS 3065-10 B (Elektro-
Automatik GmbH, Némecko)

Generétor frekvence (Lifetech, Ceska republika)
Vysokonapétovy transformator (Lifetech, Ceské republika)

Regulatory hmotnostniho prutoku plynt (Omega, USA)

3.2.1. Atomizatory

Pro atomizaci t€kavych specii As byl pouzit MMQTA s oznac¢enim MHO017 a DBD

atomizator s oznacenim #8.

Optické rameno MMQTA pouzitého v této praci bylo tvofené¢ dvéma koncentrickymi
trubicemi, tedy jednou vnitini a jednou vnéjsi trubici (Obr. 3.1.). Vnitini primér vnitini
trubice MMQTA byl 6 mm a tato trubice byla pravideln¢ dérovana 14 otvory po celé své
délce. Vnitini primér vnéjsi trubice €inil 14 mm a tato trubice byla celistva a bez dér.
Celkova délka ptivodniho ramena byla 100 mm a toto rameno bylo také tvoreno dvéma
koncentrickymi trubicemi, z nichz ale ani jedna nebyla dérovand. Vnitini trubice pfivodniho
ramene m¢la vnitini primér 2 mm a slouzila k ptivodu plynné faze z GLS. Vnéjsi trubice
pfivodniho ramene slouzila k pfivodu vzduchu do optického ramene atomizatoru.

Konstrukce atomizatoru byla diive detailné popséana v literatute. [35,56]
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Obr. 3.1.: MMQTA v odporové vyhiivané picce

Planarni DBD atomizator (Obr. 3.2.), ktery byl pouzity v této praci se konstrukéné 1isi
od jinych typa DBD tim, zZe vyuziva dvé paskové médéné elektrody (délka 50 mm, Sitka 5
mm a tloustka 0,15mm) pfilepené ve stiedni ¢asti kiemenného téla optického ramene
atomizatoru. Povrch elektrod byl zvenku pokryty izola¢ni vrstvou z epoxidové pryskytice
pro zabranéni vzniku nezadouciho parazitniho vyboje mezi stranami/hranami elektrod.
Kfemenné télo atomizatoru (délka 73 mm, vySka 15 mm a Sitka 6 mm. Plazmovy kanal
uvnitt t€la atomizatoru mél pak Sitku 3 mm a vySku 7 mm) bylo umisténé do drzaku
z polyvinylchloridu, ktery udrzoval atomizator ve stalé poloze, chranil ho pted poskozenim
a usnadnil umisténi atomizatoru do optické osy spektrometru. Na spodni ¢asti tohoto drzaku
byl umistén maly ventilator, ktery chladil DBD atomizator béhem méfeni proudem vzduchu.

Konstrukce tohoto DBD atomizatoru byla dfive popsédna v literatute. [38]

Na externi vyhiivani MMQTA byla pouzita odporova picka s reguldtorem teploty a
termoclankovym senzorem typu K. Pfed méfenim byl MMQTA zahtaty na teplotu 900 °C.
Jako zdroj napéti pro DBD atomizator byl pouzity vysokonapétovy zdroj se sinusovou
modulaci stfidavého vysokého napéti skladajici se z laboratorniho spinaného zdroje,
frekvenéniho generatoru (28 kHz) a vysokonapétového transformétoru. Pracovni vykon
DBD atomizatoru béhem méteni byl 15 W, coz odpovidalo nastavenému napéti o velikosti
25 Va proudu 0,7 A vkladanych zlaboratorniho proudového zdroje do frekvencniho

generatoru.
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Obr. 3.2.: DBD atomizator s lepenymi elektrodami v drzaku z polyvinylchloridu

3.2.2. Kryogenni past

Pro méfeni v instrumentalnim uspotadani HG-CT-AAS byla pouzita laboratorné
zkonstruovana kryogenni past. Sklenénd U-trubice pouZita pti konstrukci této pasti méla
délku 600 mm, jeji vné&jsi pramer byl 4 mm a vnitini 2 mm. Vnitiek trubice byl voln€ naplnén
chromatografickym materidlem Chromosorb WAW-DCMS 45/60 (15 % OV-3). Po
naplnéni byla trubice ponechdna zapojend v proudu helia po dobu nékolika hodin. Trubice
byla nasledné omotéana 80 % Ni/20 % Cr dratkem o priméru 0,51 mm (Omega engineering,
USA) a celkovém odporu 15 Q. Takto obmotana U-trubice byla vlozena do evakuované
dvouplastové sklenéné banky (viz obrazek 2.5.). Banka méla zespodu vstupni otvor a
navrchu vystupni otvor. Oba konce U-trubice byly pfilepeny na korkové viko a sklenéna
banka byla vzduchotésné¢ uzaviena. K vystupnimu otvoru byl ptipojen solenoidovy ventil,
ktery byl pfipojen k systému FIAS-400 a slouzil k vypousténi plynného N> vzniklého pii
ohfevu pasti. Takto pfipravend banka s U-trubici byla ponofena do Dewarovy nadoby o
objemu 4,3 litru, kterd byla naplnéna kapalnym dusikem a pfikryta polyethylenovym vikem.
Vzdy po 10 cyklech byla past doplnéna asi pullitrem kapalného dusiku. Hladina kapalného
dusiku tak byla udrzovana piiblizné ve 3/4 vySky U-trubice. [24]

K ovladdani kryogenni pasti, davkovani vzorku a kontrole peristaltickych pump byl
pouzit systém FIAS-400, ktery disponuje dvéma vicekanalovymi peristaltickymi pumpami
a kontrolni jednotkou, kterd umoZznuje automatizaci procesu separace v CT diky moZnosti
nastaveni teplotniho programu pro zapinani a vypinani ohfevu pasti (Tab. 3.1.). Davkovani

vzorku bylo provadéno manuélné do plastové §picky o objemu 0,5 ml.
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Tab. 3.1.: Teplotni program kryogenni pasti

Krok t(s) HG Ventil otevien Ohfev zapnut Popis d¢je

1 60 ano - - Zachyt hydridu v
o) 90 _ — — pasti
3 23 - ano ano

Uvolnéni hydridu
4 7 - ano - )

Z pasti

5 30 - ano ano

Ochlazeni pasti
6 120 - - -
na teplotu zachytu

3.2.3. Kontrolni jednotka pro prekoncentraci v DBD

Kompaktni kontrolni jednotka vlastni konstrukce s pracovnim nazvem GCbox02 byla
sestrojena na Oddéleni stopové prvkove analyzy pro ucely prekoncentra¢nich méfeni v DBD
atomizatoru (Obr. 3.3.). V instrumentalnim usporadani HPLC-HG-tDBD-AAS tato jednotka
zajistovala komunikaci mezi HPLC, stolnim pocitatem a automatickym tiicestnym
ventilem, ktery slouzil k regulaci ptivodu kysliku do DBD atomizatoru. Signal vyslany
z HPLC byl zaznamenan jednotkou GCbox02 a spustil nastaveny Casovy program pro
otevirani a zavirani automatického ventilu. Zaroven s Casovym programem byl automaticky
spustén zaznam meéieni v software LabSolutions na stolnim pocitaci. Jednotka umoziiovala
takto nastavit az 10 casovych intervali pro chromatografické piky v rédmci jednoho
chromatogramu. Pilotni experimenty byly provadény bez pouziti této kompaktni kontrolni
jednotky a b&hem téchto experimentli bylo davkovani kysliku do aparatury ovladano
manualné. PouzZiti jednotky GCbox02 vedlo ke sniZzeni pracovni naro¢nosti méfeni a lepsi

reprodukovatelnosti analyz.
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GCbox(02

Obr. 3.3.: Kontrolni jednotka GCbox02 pro prekoncentra¢ni méieni s DBD atomizatorem (01 —
sériovy konektor pro propojeni jednotky s HPLC, 02 — kabel pro napajeni jednotky ze sité, 03 —
USB konektor pro propojeni jednotky se stolnim pocitac¢em, 04 — automaticky tficestny ventil pro

regulaci privodu kysliku)

3.3. Pr¥iprava standardl a referenénich materiall

Ze zasobnich roztokii jednotlivych specii As byly piipraveny standardy o koncentraci
100 pg-dm™ a 10 pg-dm™, které byly skladovany v lednici pii teploté 4 °C (detailni popis a
koncentrace standardi viz kapitola 3.1.). Pfed fedénim na pozadované koncentrace byly
zéasobni standardy nejprve vytemperovany na laboratorni teplotu. Piedredukce pétimocnych
specii As pred generovanim byla provadéna pridavkem roztoku L-cysteinu tak aby bylo
dosazeno jeho 2% koncentrace v roztoku standardu. Takto pfipraveny roztok byl ponechan

stat po dobu 1 hodiny, pro Gplné zredukovani pétimocnych specii As na trojmocné.

Certifikovany referencni material NIST 2669 byl ptfipraven k analyze dle instrukci v
pfiloZzeném certifikatu. Vialka obsahujici lidskou mo¢ byla rozmrazena a pted otevienim
nckolikrat otocena tam a zpatky, aby doSlo k homogenizaci vzorku. Manipulace s vialkou
byla provadéna v zapnuté digestofi s nasazenymi rukavicemi s dliirazem na bezpecnost pii
praci s potencialné infekénim materidlem. Pro odstranéni Castic byla provedena filtrace pies
0,45 um PTFE stiikackovy filtr. Certifikovany referen¢ni material NIST 2669 level 2 byl

kvili vysoké koncentraci DMA fedén 2x deionizovanou vodou.
Certifikované referencni materidly NASS-7 a SLRS-6 obsahujici motskou, respektive
ficni vodu byly dle instrukci v pfilozeném certifikatu skladovany v lednici a jejich ptiprava

byla provadéna v zapnuté digestofi pro zamezeni kontaminace.
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Pro extrakci specii As z certifikovanych referen¢nich materiald TORT-3 a DOLT-5 byla
pouzita extrakéni metoda difive pouzitd v rdmci mezilaboratorniho porovnavani a
publikovana v literatufe [57]. Bylo navazeno piresné asi 0,25 g materidlu do centrifuga¢nich
zkumavek o objemu 50 ml a extrahovano v 20 ml 1% H»O; fedéného ze zasobniho roztoku
deionizovanou vodou. Centrifuga¢ni zkumavky byly umistény na 1 h do suchého bloku
zahtatého na 95 °C. Po extrakci byly zkumavky ponechany stit pies noc pro usazeni
sedimentu. Nasledn¢ byl opatrné¢ odebiran supernatant, ktery byl filtrovan pfes

0,45 um PTFE stiikackovy filtr pfimo do HPLC mikrovialky.

3.3.1. Ovéreni koncentrace standardi metodou GF-AAS

K ovéteni koncentrace specii As v zasobnich roztocich bylo vyuzito atomového
absorp¢niho spektrometru AAnalyst 800 v systému s grafitovou kyvetou a Zeemanovskou
korekci pozadi. Grafitova kyveta s platformou byla modifikovana permanentnim
modifikatorem iridiem s nadavkovanim 40 pl o koncentraci 1000 pg-dm> s 20 ul 0,2%
HNOs. Pro stanoveni As specii bylo davkovano 10 pl vzorku s 12 ul 0,2% HNO; na
platformu grafitové kyvety pomoci automatického davkovace. Koncentrace zasobniho

roztoku kazdé specie byla 100 ul-dm™. Teplotni program kyvety je uveden v tab. 3.2.

Tab. 3.2.: Teplotni program grafitové kyvety

Prutok chladiciho
Krok T (°C) tn(s) tu (s) _ Popis déje

plynu (cm*min™)

1 110 1 30 250 suseni

2 130 15 30 250 suSeni

3 1200 10 20 250 pyrolyza

4 2000 0 5 0 atomizace

5 2200 1 3 250 ¢isténi atomizatoru

tn— délka trvani teplotniho gradientu, tu — délka kroku po dosazeni dané teploty

3.3.2. Techniky generovani hydridu

V instrumentalnim uspotadani HG-AAS (Obr. 3.4.) a HG-CT-AAS (Obr 3.5.) byla
vyuzivana metoda predredukce pétimocnych specii As v roztocich standardii jednotlivych

specii pomoci 2% L-cysteinu. Hydridovy generator se skladal z peristaltickych pump,
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davkovaciho ventilu pro vzorek, reakéni civky a GLS. Nosné medium byla deionizovana
voda, do které bylo nejprve ptivedeno reakéni médium TRIS pufr o koncentraci
0,75 mol-dm™ a nasledné redukéni ¢inidlo 1% roztok NaBH4. Do roztoku redukéniho ¢inidla
byl pro stabilizaci TBH pfidavan 0,1 %KOH. Peristaltické pumpy pro reakéni roztoky a
nosné médium byly zkalibrovany pomoci priitokoméru a nastaveny na pritok 1 cm®min'.
Roztok standardu nebo slepy pokus byl manualné dévkovan injekéni stiikackou do
davkovaci civky o objemu 0,5 ml a nasledné byl oto¢enim davkovaciho ventilu davkovan
piimo do generatoru. VSechny hadicky pouzité pro konstrukci generatoru byly z materialu
PTFE, Cerpaci hadicky peristaltickych pump byly z materidlu Tygon. Reak¢ni civka pouzita
v tomto uspofadani méla délku 1 m a objem 0,8 ml. Smés kapalné a plynné faze byla
nasledné ptfivedena do GLS s nucenym odtahem, odkud odd€lena plynna faze pokracovala
dale do susidla a kapalna faze byla odvadéla do odpadu peristaltickou pumpou rychlosti 7
cm?®min’!. Susidlo slouzilo k minimalizaci vstupu vodnich par do atomizatoru a bylo tvofené
patronou z polypropylenu (délka 10 cm, vnitini primér 1,7 cm), ktera byla naplnéna NaOH

peckami.

V instrumentalnim uspotadani HPLC-HG-tDBD-AAS (Obr. 3.6.) byla vyuzivéna
metoda postkolonového generovani hydridi. Diky zméné v reakénich podminkéch a
prodlouzeni reakéni civky dochézi k redukci pétimocnych specii As pfimo v generatoru.
Nosné medium byla mobilni faze z HPLC ((NH4)2COs pufr o koncentraci 50 mol-dm™) o
pritoku 1 cm*min™!, do které byla nejprve piivedena HCl o koncentraci 2 mol-dm™ a
nasledné 2,5% NaBH4. Do roztoku redukéniho ¢inidla byl pro stabilizaci TBH ptiddvan
0,1% KOH. Peristaltické pumpy pro reakéni roztoky byly zkalibrovany pomoci pritokoméru
a nastaveny na prutok 1 cm®min!. VSechny hadi¢ky generatoru byly z materialu PTFE,
cerpaci hadicky peristaltickych pump byly z materialu Tygon. Reak¢ni civka méla délku 4,5
m a objem 8,9 ml. Davkovani roztoku standardu nebo slepého pokusu o objemu 0,1 ml bylo
provadéno automatickym davkovacem HPLC systému. Smés kapalné a plynné faze
pfichazela do GLS jehoZ princip byl stejny jako v ptipadé HG-AAS. Susidlo bylo stejné

konstrukce, patrona byla naplnéna NaOH perlami.

3.4. Instrumentalni uspofadani

V pribé¢hu meéfeni experimentalni ¢asti diplomové prace byla pouZzivéna tii rlizna

instrumentéalni uspotadani, kterd vzdy vychazela ze zakladniho uspotadani HG-DBD-AAS
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(Obr. 3.4.). U dalsich usporadani bylo do aparatury pfipojeno zafizeni pro separaci specii

As, ato CT (Obr. 3.5.), nebo HPLC (Obr. 3.6.).

DW

TRIS

THB

) roztok

standardu GLS

RC

Ar/He

susidlo

(Tl 8] .
5]

\Iv atomizator

L—— - —0nvo— — — — -

zdroj napéti

Obr. 3.4.: Instrumentalni usporadani HG-DBD-AAS (DW - deionizovana voda, TRIS — TRIS puft,

THB — tetrahydridoboritan sodny, RC — reakéni civka, GLS — separator fazi)

V uspotradani HG-DBD-AAS byl pouzivan jak MMQTA, tak DBD atomizator.

DW

FIAS 400

s roztok

TRIS

standardu

THB

He/H:

suidlo

H:

)

J, atomiziator

L———--—omno— — — — 4

zdroj napéti

Obr. 3.5.: Instrumentalni uspofadani HG-CT-DBD-AAS (DW - deionizovana voda, TRIS — TRIS

CT — kryogenni past)

pufr, THB — tetrahydridoboritan sodny, RC — reakéni civka, GLS — separator fazi,

V instrumentalni uspofddédni zobrazeném na Obr. 3.5. byly peristaltické pumpy a

davkovani vzorku do toku deionizované vody ovladany systémem FIAS 400. Kryogenni past

byla zapojena za suSidlo a za CT byl do nosného plynu ptivadén plynny vodik o pritoku

15 cm*min! pro podpofeni procesu atomizace. PouZzivan byl vtomto uspofadani jak

MMQTA, tak DBD atomizator.
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Obr. 3.6.: Instrumentalni usporadani HPLC-HG-tDBD-AAS (HPLC - vysokoucinna kapalinova
chromatografie, THB — tetrahydridoboritan sodny, RC — reak¢ni civka, GLS — separator fazi)

V instrumentalnim uspofaddani zobrazeném na Obr. 3.6. byl misto kandlu pro nosné
medium zapojen systém HPLC s automatickym davkovacem a chromatografickou kolonou.
Za suSidlem byl do nosného plynu piivadén kyslik pro ucely prekoncentrace v DBD
atomizatoru. Pro srovndni byla provadéna 1 méfeni v rezimu bez prekoncentrace, tj. v
uspotadani HPLC-HG-DBD-AAS. V takovém ptipad¢ nebyl kyslik do aparatury ptidavan.
Pti tomto uspotadani byla také vyuzivana metoda pfedoxidace vzorku pomoci 3% H>O; pted
HPLC separaci. Po ptidavku H>O» byl roztok ponechan stat pies noc. Tato uprava vzorku

1T

umoziovala prevedeni iAs" na iAs", coz umoziovalo stanoveni TMAsO, jehoZ eluéni ¢as

byl stejny jako pro iAs™. Tedy bez predoxidace dochézelo ke stanoveni iAs'!!

ke stanoveni TMASO.

a s predoxidaci

3.5. Zpracovani naméfenych dat

Data naméfend v programu WizAArd byla vyhodnocovdna pomoci programu
LabSolutions. Tento program s pomoci uzivatelsky nastavené zékladni linie vypocital
plochu piku, ktera odpovidala mnozstvi pfitomného analytu. Hodnoty byly exportovany a

dale vyhodnocovény v programu Microsoft Excel 2019.
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Atomizace specii arsenu v MMQTA a DBD atomizatorech

Experimenty byly provedeny v experimentdlnim uspofddani HG-AAS (Obr. 3.4.).
Megteny byly vzdy oddélené specie arsenu iAs¥, MMA a DMA. Podminky atomizace v
MMQTA a DBD atomizatorech, pokud nejsou optimalizovany v ramci této prace, byly
pievzaty z predchozich praci publikovanych pracovniky Oddéleni stopové prvkoveé analyzy.
Tekavé slouceniny byly generovany z prosttedi TRIS pufru za experimentalnich podminek
uvedenych v kapitole 3.3.1. Zasobni roztoky obsahujici pétimocné specie byly
predredukovany pridavkem 2% roztoku L-cysteinu po dobu jedné hodiny. Kvantitativnost
takto provedené predredukce byla sledovana v experimentu porovnavajicim velikost plochy
piku pro jednotlivé specie v piitomnosti L-cysteinu a bez ni (Obr. 4.1.). Z naméfenych dat

pii pouziti DBD atomizatoru je patrné, ze jedinou specii, poskytujici signdl i1 bez

I 11

pfedredukce L-cysteinem je 1As™. Zaroven je dilezité zminit, Ze plocha piku iAs™ se vlivem
ptedredukce L-cysteinem zvysila asi o 20 %. To mohlo byt zplisobeno ¢astecnou oxidaci

iAs™ v zasobnim roztoku standardu.

Koncentrace standardli byly pravidelné ovétovany metodou GF-AAS (kapitola 3.3.1).
Odchylka od nomindlnich hodnot koncentraci byla 1-5 %. Pfi vypoctech citlivosti bylo

pracovano s presnymi koncentracemi standarda stanovenych metodou GF-AAS.
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Obr. 4.1.: Porovnani plochy piku pfi stanoveni specii As po piedredukci L-cysteinem (m) a bez
predredukce (0), koncentrace specii iAs™, iAs', MMA a DMA ve standardech 10 pg-dm?, priitok

argonu 72 cm’min’'

41.1. MMQTA

S pouzitim iAs" jako modelové specie byl nejprve zkouman vliv priitoku vzduchu do
MMQTA na signal s pouzitim dvou rtiznych nosnych plyni (Ar a He). Nésledné byla za
optimalniho pritoku vzduchu stanovena a porovnana citlivost stanoveni jednotlivych specii

As.
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Obr. 4.2.: Zavislost plochy piku na pritoku vzduchu pro nosné plyny argon (e) a helium (A),

koncentrace standardu iAs" 10 pg-dm?

Byl optimalizovan priatok vzduchu do MMQTA pro dva nosné plyny — argon a helium
pii jejich priitoku 72 ml min™'. Priib&h zavislosti plochy piku na priitoku vzduchu je pro oba
nosné plyny podobny, jak je patrné z Obr. 4.2. Optimalni prutok vzduchu do MMQTA pro
argon jako nosny plyn byl 33 cm*min™ a pro helium 39 cm®min’!, kdy bylo dosaZeno
nejvyssi plochy signélu, a tedy i citlivosti. Pfi pouziti helia jako nosného plynu byla citlivost
za optimalnich podminek asi 1,3x vys§i nez pfi pouziti argonu. Toto pozorovani muze
souviset s faktem, ze hodnota atomového absorpcniho koeficientu je zavisla na prostredi, tj.

povaze nosného inertniho plynu a také na teploté.

Priibéh zavislosti citlivosti stanoveni iAs¥ na pritoku vzduchu pro argon jako nosny
plyn uvedeny v grafu na Obr. 4.2. velmi dobte odpovida zavislostem pozorovanym pro arsen
v MMQTA v dtivéjsich publikacich, kdy byl shodné pozorovan nartst signalu s ptidavkem

vzduchu, dosaZeni maxima signalu a nasledné pii vysSich pritocich vzduchu dochéazelo k
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poklesu analytického signalu. Uvedeny prubéh zavislosti jasné dokazuje pozitivni vliv
pfidavku vzduchu na signdl As a citlivost stanoveni As a ilustruje uzitecnost pouZziti
MMQTA pro stanoveni tohoto prvku metodou HG-AAS v porovnani s QTA. Optimalni
prittok vzduchu se v publikacich mirng li§i, pohybuje se zpravidla mezi 20 a 30 cm* min’!
[55,58]. Rozdilnosti v optimalni pozorované hodnoté pritoku vzduchu jsou dany drobnymi
odli$nostmi v konstrukeci jednotlivych kust MMQTA, zejména uniformité priméru otvora

ve vnitini trubici optického ramene, které jsou délany rucné sklarem.

—_
S
(e}

Citlivost, s'ng”!

0,75

Hi

0,50 r

0,25

0,00
iAs(V) MMA DMA

Obr. 4.3.: Porovnani citlivosti stanoveni specii As v MMQTA pro nosné plyny helium (m) a
argon (0), koncentrace specii iAs', MMA a DMA ve standardech 10 pg-dm™, pritok argonu i helia

72 cm*min™, pritok vzduchu do MMQTA pro argon 33 cm®min™ a pro helium 39 cm® min™

Nésledné byla porovnana citlivost stanoveni pro vSechny tfi specie As za optimalniho
pratoku vzduchu do MMQTA pro oba nosné plyny. Citlivost byla v daném nosném plynu
srovnatelna pro vSechny specie As (Obr. 4.3.), to poukazuje na podobnou Gi¢innost atomizace
pfislusnych hydridd téchto specii za zvolenych podminek za pifedpokladu jejich
srovnatelnych G¢innosti generovani. Citlivost pro iAs', MMA a DMA byla pfi pouziti helia

jako nosného plynu 0,83, 0,89 a 0,89 s'ng”'. Pii pouziti argonu jako nosného plynu pak
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citlivost dosahovala hodnot 0,64 s-ng™! pro iAsY, 0,71 s-ng”! pro MMA a 0,68 s:ng! pro
DMA. Citlivost ptfi pouziti helia jako nosného plynu byla tedy piiblizné¢ 1,3x vyssi, v
porovnani s Ar, pro vSechny tfi specie. Diivod vyssi citlivosti v He bude v ptipadé¢ MMA a
DMA stejny jako v pripadg iAsY, jak bylo diskutovano vyse. Smérodatné odchylky méfeni,
vypocitané z 5 replikat, se pohybovaly v rozmezi 1-3 %. Citlivost stanoveni iAs v MMQTA
za optimalnich podminek s pouzitim Ar jako nosného plynu se bézn¢ pohybuje kolem
hodnoty 0,50 s'ng! [49,55]. Hodnota pozorovana v této praci je tedy asi o 20 % vyssi, coz
muze byt pravdépodobné zpiisobeno tim, ze v pfedchozich pracich byly pouzivany standardy
|

iAs'" a méfeni byla provadéna bez predredukce v HG kroku, pfi¢emz pouzité standardy iAs

mohly byt ¢4ste¢n&, pravé piiblizné z 20% zoxidovéany na iAs".

4.1.2. DBD atomizator

Citlivost stanoveni jednotlivych specii As byla analogicky porovnavana také v DBD

atomizatoru za pouziti argonu a helia jako nosnych plynt.
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Obr. 4.4.: Porovnani citlivosti stanoveni specii As v DBD atomizatoru pro nosné plyny helium (m)
a argon (0), koncentrace specii iAs¥, MMA a DMA ve standardech 10 pg-dm™, priitok argonu i

helia 72 ¢cm® min™!
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Citlivost stanoveni vSech tfi specii je v daném nosném plynu srovnatelnd, jak vyplyva z
Obr. 4.4. To poukazuje na podobnou uc¢innost atomizace piislusnych hydriddi v DBD
atomizatoru, opét pii predpokladu srovnatelné ti¢innosti generovani vsech specii. Citlivost
pro iAsY, MMA a DMA byla pii pouziti helia jako nosného plynu 0,35, 0,33 a 0,35 s'ng™".
Za pouziti argonu jako nosného plynu a bylo dosazeno citlivosti 0,59 s-ng™! pro iAsV, 0,60
sng”! pro MMA a 0,64 s-ng™! pro DMA. Citlivost pii pouziti argonu jako nosného plynu byla
tedy asi 1,8x vyssi v porovnani s citlivosti pti pouziti helia. Vysledky jsou tedy naprosto
opacné nez ty pozorované v MMQTA (kapitola4.1.1.). Podobny rozdil v citlivosti pfi pouZiti
Ar a He jako nosnych plynt byl pozorovan jiz diive pro iAs, kdy citlivost v argonu byla
piiblizné 2x vyssi nez v heliu [49]. Citlivost stanoveni 1As v argonu v praci [49] ¢Cinila
0,48 s'ng!, coZ je asi 0 20 % méné nez v této diplomové praci, kdy byla pro iAs¥ pozorovana
citlivost 0,60 s-ng™!. Pfedchozi prace vénujici se stanoveni iAs v DBD atomizatoru uvadgji

hodnoty citlivosti kolem 0,45 s-ng™ [59].

V jedné z diive publikovanych praci byla studovana atomizace vSech tii specii As v
DBD atomizatoru a pozorovana citlivost ¢inila 0,50, 0,48 a 0,27 s'ng”! pro iAsY, MMA a
DMA [60]. Ve zminéné praci byly specie As generované z prostfedi 0,7 mol-dm™ HNOs a
stanovena u¢innost generovani byla 90 % pro iAs", 70 % pro MMA a pouze 35 % pro DMA.
Hodnoty citlivosti pozorované v této diplomové praci lze porovnat s t€émi publikovanymi
spole¢né s hodnotami ucinnosti generovani pro jednotlivé specie v praci [60]. Z téchto
vysledkt 1ze odvodit, Ze Gi€innost generovani vSech specii As z prostiedi TRIS pufru v této
diplomové praci, je blizkd 100 % a UcCinnost atomizace je pro vSechny specie As v DBD
atomizatoru srovnatelna. Smérodatné odchylky méfeni vypocitané z 5 replikati se

pohybovaly v rozmezi 2-7 %.

4.1.3. Srovnani MMQTA a DBD atomizatoru

Me¢fteni provedend v kapitolach 4.1.1. a 4.1.2. dokazuji, Ze oba atomizatory byly
v rezimu HG-AAS schopny atomizovat vSechny tii specie As. Pro dany atomizator a nosny
plyn byla citlivost pro vSechny tfi specie ve vSech piipadech srovnatelnd. Nejvyssi citlivosti
dosahuje MMQTA s heliem jako nosnym plynem, naopak nejniZsi citlivost byla namétena
v DBD atomizétoru s heliem jako nosnym plynem. Absolutni hodnota citlivosti byla

sestupnd v nasledujicim potadi:

MMQTA (He) > MMQTA (Ar) > DBD (Ar) > DBD (He)
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Z ekonomickych divodiit ma smysl uptednostnit pti vybéru nosné¢ho plynu argon pied
heliem. Jak vyplyva z ptedeslych méfeni, citlivost stanovena pro specie As v DBD
atomizatoru i MMQTA byla pfi pouziti argonu jako nosného plynu srovnatelnd. Pouziti helia
je nutné v ptipad¢ prekoncentracnich méteni a provadéni speciacni analyzy s vyuzitim CT,
jelikoz Ar pfti teploté kapalného dusiku pouzitého pro chlazeni CT zkapalni a nelze ho tak

pro tyto ucely pouzit.

4.2. Speciacni analyza s vyuzitim generovani substituovanych hydrid(

a jejich separaci v CT

Experimenty byly provedeny v uspofadani HG-CT-AAS (Obr. 3.5.). Stanovovany byly
specie iAs¥, MMA a DMA. Zasobni roztoky obsahujici p&timocné specie byly redukovéany
piidavkem 2% roztoku L-cysteinu po dobu jedné hodiny. Tékavé slouceniny byly
generovany z prostfedi TRIS pufru za experimentalnich podminek uvedenych v kapitole
3.3.1. Jako nosny plyn bylo pouzité helium, jelikoz argon by za nizkych teplot v CT

zkapalnél.

4.2.1. HG-CT-MMQTA-AAS

Zkouman byl vliv pritoku vzduchu do MMQTA za pouziti helia jako nosného plynu.
Zavislost plochy piku na pritoku vzduchu byla proméfena pro vSechny tfi specie As.
Nasledné byla za optimalniho pritoku vzduchu stanovena citlivost stanoveni specii
v MMQTA atomizatoru ve spojeni s CT, kterd byla porovndna s vysledky uvedenymi

v kapitole 4.1.1.
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Obr. 4.5.: Zavislost ploch piku na pritoku vzduchu do MMQTA za pouziti helia jako nosného
plynu v rezimu HG-CT-AAS pro iAs" (o), MMA (m) a DMA (A ), koncentrace specii iAs’, MMA

a DMA ve smésném standardu 2 pg-dm™, pritok helia 72 cm*min’

Zavislosti signalu specii As na pritoku vzduchu do MMQTA jsou uvedeny v grafech
na Obr. 4.5. a vykazuji o¢ekavany priibéh se zfetelnym maximem. Citlivost pro iAs¥, MMA
a DMA byla pfi optimalnim pritoku 18 cm?*min™ vzduchu do MMQTA 0,88, 0,81 a 0,91
sng™!. Hodnoty citlivosti byly srovnatelné s témi naméfenymi v kapitole 4.1.1. jez Cinily
0,83, 0,89 a 0,89 sng’ pro iAs¥Y, MMA a DMA. Nizi optimum pritoku vzduchu
v porovndni s kapitolou 4.1.1. ., je dano niz§im mnozstvi vodiku pfivadénym do atomizatoru
z tlakové lahve. Za experimentalnich podminek pro métfeni s CT (kapitola 3.3.2.) vznikalo
v zavislosti na mife rozkladu THB piiblizné 28 cm®-min™ Ha. Po zachyceni hydridd analytu
v CT bylo generovani vypnuto. Pfisun vodiku do aparatury byl od vypnuti generovani

kompenzovén piidavkem vodiku o priitoku 20 cm*min! z tlakové lahve do nosného plynu.
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Obr. 4.6.: Porovnani citlivosti stanoveni specii As v MMQTA pro online rezim (m) a rezim s
CT (o) za pouziti helia jako nosného plynu, koncentrace specii iAs", MMA a DMA ve standardech

2 pg-dm™, pritok helia 72 cm® min™, priitok vodiku 20 cm®-min™

Hodnoty citlivosti pro stanoveni iAs, MMA a DMA v rezimu s CT byly znovu
stanoveny béhem méfeni kalibracnich kiivek pi1 méfeni CRM. V ramci té€chto experimentti
byly stanoveny hodnoty citlivosti 0,82, 0,73 a 0,80 s:ng™ pro iAs¥, MMA a DMA.
Smérodatné odchylky métfeni vypocitané z 3 replikat se pohybovaly v rozmezi 0,1-5,5 %.
Tyto hodnoty byly nasledn€¢ porovnany s hodnotami citlivosti vSech specii v MMQTA
stanovenymi v rezimu online (kapitola 4.1.1.). Citlivosti iAs a DMA byly pfi pouZiti obou
rezimil srovnatelné. Citlivost pro MMA byla v rezimu online pfiblizn¢ 1,2x vys§i nez v

rezimu s CT (Obr. 4.6.).

4.2.2. HG-CT-DBD-AAS

Byla stanovena citlivost zdjmovych specii As v DBD atomizatoru ve spojeni s CT, ktera
byla porovnéna s vysledky uvedenymi v kapitole 4.1.2. pro DBD atomizator bez pouZiti CT.
Dale byla zkoumana moZnost pouziti vodiku jako nosného plynu misto drazSiho helia pro
instrumentélni uspotadani HG-CT-DBD-AAS. Citlivosti naméfené pti pouZiti vodiku jako
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nosného plynu byly porovnané s hodnotami pfi pouziti helia jako nosného plynu pro DBD

atomizator.
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Obr. 4.7.: Porovnani citlivosti stanoveni specii As v DBD atomizatoru pro online reZim (m) a reZim
s CT (o) za pouziti helia jako nosného plynu, koncentrace specii iAs", MMA a DMA ve

standardech 2 pg-dm™, pritok helia 72 cm*min™, pritok vodiku 20 cm*min™

Byly porovnany citlivosti zajmovych specii v DBD atomizatoru pii rezimu online
(kapitola 4.1.2.) a rezimu s CT. Hodnoty citlivosti pro stanoveni iAs¥, MMA a DMA v
rezimu s CT byly znovu stanoveny béhem méteni kalibracnich kiivek pii méieni CRM. V
ramci t&chto experimentii byly stanoveny hodnoty citlivosti 0,33, 0,28 a 0,26 s-ng™ pro iAs",
MMA a DMA. Smérodatné odchylky méteni pro 3 replikaty se pohybovaly v rozmezi
1-4 %. Citlivost pro iAs" byla v obou rezimech méfeni srovnatelna. Citlivost pro MMA byla

v rezimu online asi 1,2x vy$si a pro DMA asi 1,4x vyssi (Obr. 4.7.).
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Obr. 4.8.: Porovnani citlivosti v DBD atomizatoru v rezimu CT pro sm¢s helia a vodiku (m) a
pouze vodiku (o) jako nosného plynu koncentrace specii iAs¥, MMA a DMA ve standardech

2 pg-dm?, pritok helia 72 cm®min™', priitok vodiku 80 cm?®-min’!

Porovnavany byly dva typy nosnych/plazmovych plynti pro DBD atomizator. Jak
helium, tak vodik nekapalni pii teplotach kapalného dusiku v pasti a pti pouziti obou téchto
plyni plazma v atomizatoru hoii po celou dobu experimentu Pfi zvoleni vodiku jako
nosného plynu byl jeho pritok nastaveny na 80 cm*min!. V ptipadé pouziti helia jako
nosného plynu byl jako v piedeslych méfenich, do nosného plynu ptivadén vodik o pratoku

20 cm*min!. Citlivost pfi pouziti vodiku jako nosného plynu ¢&inila 0,29, 0,23 a 0,35 s'ng’'.

vvvvv

vvvvv

ale nejvyssi smérodatnou odchylku, konkrétné 8 %. U ostatnich hodnot citlivosti nebyla

smérodatna odchylka vyssi nez 4% (Obr. 4.8.).

Vyuziti vodiku jako nosného plynu miize byt ekonomicky zajimavou alternativou pro
méteni s DBD atomizatorem ve spojeni s CT. Vyhodou pouziti vodiku by mohlo byt i to, Ze

by se pfi méfeni pouzival pouze jeden nosny plyn, na rozdil od méfeni s heliem, kdy musi
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byt navic pridavana urcitd frakce vodiku do nosného plynu pro podpofeni atomizace.
Citlivost jednotlivych specii As pfi pouziti vodiku jako nosného plynu je srovnatelnd s tou
pti pouziti helia. Vodikové plazma bylo ale méné¢ stabilni nez plazma v heliu a dochazelo
také ke zvySovani signalu pozadi v pritbéhu méfeni, coz mohlo snizit opakovatelnost méteni.
Pouziti téchto dvou nosnych plynt pro DBD atomizitor bez zapojené CT bylo diive
zkoumano pfi méfeni iAs" a citlivost v obou plynech byla srovnatelna. Autofi této publikace

rovnéz pozorovali vysokou smérodatnou odchylkou a horsi opakovatelnost méfeni [49].

4.2.3. Uréeni analytickych charakteristik HG-CT-AAS

Byly stanoveny meze detekce (LOD) pro z4moveé specie As v MMQTA a DBD
atomizatoru, pricemz atomizace v DBD byla provadéna jak s vyuzitim smési He/H; jako

nosného/plazmového plyn, tak 1 pouze v ¢istém vodiku.

Tab. 4.1.: Meze detekce pro MMQTA a DBD atomizator ve spojeni s kryogenni separaci

LOD (ng-dm™)
Specie As MMQTA DBD (He+H>) DBD (H)
iAsY 126 387 326
MMA 139 352 420
DMA 149 344 899

Stanovené meze detekce byly pro MMQTA asi 3x nizs$i nez pro oba typy DBD
atomizace (Tab. 4.1.). Rozdily v LOD mezi atomizatory koreluji s rozdilem v naméfené
citlivosti v téchto experimentalnich uspotadanich (Obr. 4.9.). V DBD atomizatoru s H> jako
nosnym plynem byl pozorovan asi 2x vy$si LOD pro DMA nez pro ostatni specie. Tento
vykyv byl zplisobem nestabilitou vodikového plazmatu, kterd se zhorSovala v pribéhu
méteni a mohla mit na LOD negativni vliv. Pozorovana byla také vyssi hodnota smérodatné

odchylky pfi méteni DMA v H» jako nosném plynu (Obr. 4.7.).
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4.2.4. Validace metody HG-CT-AAS

Byly stanoveny koncentrace zajmovych specii As ve vybranych CRM. Jednalo se o
referencni materidly motské vody (NASS-7) a ficni vody (SLRS-6). V obou CRM je
certifikovan pouze celkovy obsah iAs, dale uvadény jako iAs(tot.), nicméné hodnoty
koncentraci zajmovych specii jsou uvedeny jako informativni hodnoty. Specia¢ni analyza
byla provedena technikou HG-CT s vyuzitim MMQTA i DBD atomizatoru. DBD atomizator
byl provozovén jak s pouzitim smési He+Ha, tak i v atmosféte Cist¢ého Hz. Vysledky jsou
piehledné uvedeny v tabulkach 4.2 a 4.3. Pro ucely detailni diskuze jsou uvedeny stanovené
hodnoty koncentraci vSech specii As, a to 1 v ptipad¢, kdy tyto hodnoty lezely pod hodnotou
LOD. Tento fakt je vSak vzdy diskutovan.

Tab. 4.2.: Koncentrace specii As stanovené v CRM NASS-7

CRM Certifikat** MMQTA  DBD (He/H;)  DBD (Hy)

NASS-7 Specie As ¢ (ng-dm™) ¢ (ng-dm™) ¢ (ng-dm™) ¢ (ng-dm?)
iAs (tot.)* 846 = 5 878+ 15 908 + 21 769 = 95
MMA 19+1 25+ 19 40 + 31 —Ax
DMA 193 £2 161 £ 30 164 £+ 39 178 £ 31

* Roztok CRM byl predredukovan 2% L-cysteinem, stanovena byla celkova koncentrace iAs
** Informativni hodnoty koncentraci specii As

*** Stanoveni koncentrace nebylo vyhodnocovano

Koncentrace iAs(tot.), stanovena v referencnim materialu NASS-7 pomoci obou
atomizatorti, se blizila certifikované koncentraci (Tab. 4.2.). Methylované specie byly
v referencnim materialu NASS-7 zastoupené v mensich koncentracich, konkrétné pro MMA
se jednalo o koncentraci pod hodnotou LOD pro vSechny metody s CT zkoumané v této
praci. Koncentrace stanovené pro MMA byly zatizené vysokou smérodatnou odchylkou a
v piipadé DBD s H> jako nosnym plynem nebyla pfitomnost MMA v CRM nalezena.
Koncentrace DMA byla pod hodnotou LOD pouze pro DBD atomizator, ale piesto byla

naméiena koncentrace v obou atomizatorech srovnatelna.
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Tab. 4.3.: Koncentrace specii As stanovené v CRM SLRS-6

CRM Certifikat** MMQTA  DBD (He/H,)  DBD (Hy)

SLRS-6 Specie As ¢ (ng-dm?) ¢ (ng-dm™) ¢ (ng-dm?) ¢ (ng-dm?)
iAs (tot.)* 362 + 4 351+ 13 408 + 48 302+8
MMA 75+2 75 £21 148 + 48 92 £ 50
DMA 73+3 58+ 17 107 £ 26 153 £ 39

* Roztok CRM byl ptredredukovan 2% L-cysteinem, stanovena byla celkova koncentrace iAs

** Informativni hodnoty koncentraci specii As

Nejlepsich vysledki pfi meétfeni referencniho materialu SLRS-6 bylo dosazeno
v MMQTA (Tab. 4.3.), zejména diky tomu, ze koncentrace specii As v tomto CRM byly
jeste nizsi nez v NASS-7. To platilo hlavné pro methylované specie, jejichZz koncentrace

byly pod LOD vSech zkoumanych metod s CT.

Vysoké hodnoty meze detekce v DBD atomizatoru ve spojeni s CT jsou spojeny
s nutnosti pouziti helia jako nosného plynu, ve kterém byla citlivost pro DBD atomizator asi
3x niz8i nez pro MMQTA. V disledku toho bylo pro stanoveni koncentraci v referencnim
materidlech vhodnéjsi spojeni CT s MMQTA. Spojeni MMQTA s CT bylo jiz dfive ispésné
pouzito pii speciaéni analyze arsenu v raznych biologickych matricich s vytéznosti
78-113 % [10]. Na zéklad€ stanovenych analytickych charakteristik pro DBD atomizator ve
spojeni s CT, zejména s prihlédnutim k nizké citlivosti a vysokym LOD, nebylo v dalSich

experimentech s timto experimentalnim uspotradani pokracovano.
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4.2.5. Srovnani atomizatord ve spojeni s CT

Oba atomizatory byly ve spojeni s CT schopné atomizovat vSechny tii specie As.

Spojeni CT s obéma atomizatory umoznovalo provadét speciacni analyzu arsenu.
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Obr. 4.9.: Porovnani citlivosti v MMQTA (m) a DBD (He/H>) atomizatoru (o) v rezimu CT,
koncentrace specii iAs', MMA a DMA ve standardech 2 pg-dm?, pritok helia 72 cm®min™, pritok

vodiku 20 cm*min™!

Stanoveni citlivosti specii As v obou atomizatorech v rezimu s CT bylo porovnano (Obr.
4.9.). Poméry citlivosti koreluji s daty z online rezimu (kapitola 4.1.) s pouzitim helia jako
nosného plynu. Citlivost v MMQTA byla i ve spojeni s CT pfiblizn€ 3x vyssi nez pro DBD
atomizator vyuZzivajici smes He/H» jako nosny plyn, ktery byl vybran pro porovnani, jelikoz
pro vétsinu stanovovanych specii As je citlivéj$i nez DBD atomizétor s H, jako nosnym

plynem.
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4.3. Speciacni analyza s vyuzitim HPLC, postkolonového generovani

hydridd a prekoncentraci v DBD

Experimenty byly provedeny v experimentalnim uspoifadani HPLC-HG-tDBD-AAS
(Obr. 3.6.). Ke generovani dochazelo az po separaci specii As pomoci HPLC. Nebyla pouzita
piedredukce 2% L-cysteinem, a tedy byla mozn4 separace anorganickych forem iAs'™ a iAsY
pomoci HPLC. Kromé¢ anorganickych forem byly v tomto uspotfadani stanovovany také
methylované specie MMA, DMA a TMAsO. Stanoveni TMAsO bylo umoznéno diky pied-
oxidaci vzorku pomoci 3% H>O; pfed HPLC separaci. K atomizaci tékavych sloucenin As
byl béhem experimentl v této kapitole pouzivan pouze DBD atomizator s argonem jako

nosnym plynem. Proud argonu byl nastaven na 72 cm*-min™'.

4.3.1. Postkolonové generovani hydridd

Diky zméné reakcénich podminek (kapitola 3.3.2.) dochazi pii postkolonovém
generovani k redukci pétimocnych forem a jejich pievedeni na tékavé slouceniny piimo
v toku reakéni smési. Porovnana byla G¢innost postkolonové redukce oproti predredukci

pomoci L-cysteinu, ktera byla vyuzivana v ptredchozich experimentech.
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Obr. 4.10.: Porovnani citlivosti pfi pfedredukci L-cysteinem (m) a postkolonové redukei (o),

koncentrace specii iAs', MMA a DMA ve standardech 2 pg-dm™, pritok argonu 72 cm? min™!

Citlivost zdjmovych specii As pii pouziti obou redukénich metod byla porovnana.
Specie As byly stanoveny jednotlivé, tj. bez zapojeni HPLC. Citlivost s postkolonovou
redukci dosahovala podobnych hodnot jako za piedredukce L-cysteinem (Obr. 4.9.).
Utinnost postkolonové redukce byla v porovnani s predredukci L-cysteinem 92% pro iAs",
93% pro MMA a 77% pro DMA. Pii postkolonovém generovani hydridii byl vyuZzivan
koncentrovanéjsi (2,5% roztok) THB a hydridy byly generovany z prosttedi HCl o
koncentraci 2 mol-dm™. Za téchto reakénich podminek dochézi ke vzniku vétsiho mnoZstvi
vodiku (pfiblizn& 60 cm*min™') pfi generovani hydridd, jeho vliv na citlivost byl rovnéz
zkoumén. Bylo zji$téno, Ze veétsi mnozstvi vznikajicitho vodiku nemé vyznamny vliv na

citlivost zadné ze zajmovych specii.
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4.3.2. SpeciaCni analyza bez pfed-oxidace vzorku a naslednou

prekoncentraci v DBD atomizatoru

Optimalizovany byly podminky separace specii As pomoci HPLC. VyzkouSena byla
izokraticka i gradientova eluce. Cilem bylo analyzu co nejvice zkratit a zaroven dosahnout
dobré separace pikd Ctyi specii As. Dobra separace pikti byla duilezitd pro néslednou
prekoncentraci té¢kavych specii As v DBD atomizatoru pomoci ptidavku kysliku do proudu
nosného plynu. Predmétem speciacni analyzy bez pred-oxidace vzorku pomoci H>O: byla
separace specii iAs'"!, iAs¥, MMA a DMA. Méfen byl smésny standard zdjmovych specii o

koncentraci 10 ug-dm™.
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Obr. 4.11.: Chromatogram izokratické eluce s (NH3),COs pufrem o pH = 10
(elu¢ni potadi: iAs"™+DMA (1), MMA (2), iAs" (3)), koncentrace (NH3),COs pufru 50 mmol-dm,
koncentrace specii iAs', MMA a DMA ve smésném standardu 10 pg-dm™, priitok argonu

72 cm’min™!
Pti izokratické eluci s pufrem o pH = 10 trvala separace pfiblizn¢ 7 min (Obr. 4.11.).
V porovnani s pouZitim izokratické eluce s pufrem o pH = 8, kdy separace trvala asi 15 min,
vedlo pouziti pufru o vysSim pH k vyraznému zkraceni analyzy. Pfi téchto podminkach ale
dochézelo ke koeluci prvnich dvou analyti, konkrétné iAs™ a DMA. Na zakladé téchto dat

bylo pfistoupeno k eluci s pH gradientem.
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Obr. 4.12.: Chromatogram gradientové eluce s (NH3)CO; pufry opH=8 apH =10
(elu¢ni poradi: iAs™ (1), DMA (2), MMA (3), iAs" (4)), koncentrace (NH3)COj5 pufru 50
mmol-dm~, koncentrace specii iAs¥, MMA a DMA ve smésném standardu 10 pg-dm™, pritok

argonu 72 cm’-min’!

Pti eluci s pH gradientem ke koeluci prvnich dvou pik jiz nedochazelo (Obr. 4.12.).
Vsechny ctyfi specie As byly od sebe dostateCné separovany a doslo také k zuzeni pik.
Priibéh separace byl vhodny i pro nasledujici prekoncentraéni méteni (viz dale). Cas analyzy
se oproti izokratické eluci s pufrem o pH = 10 neprodlouzil. Zkouseno bylo vice pH
gradientli s riznym casovym prabéhem. Vybrany pH gradient efektivné separoval vSechny
Ctyfi zajmové specie v nejkratSim cCase (Tab. 4.4.). Podobnych vysledkli separace lze

doséhnout na stejné kolon¢ i béhem eluce s gradientem koncentrace (NH3)>CO3 pufru. [61]
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Tab. 4.4. Casovy pribéh pH gradientu

t (min) (NH3)2COs pufr, pH = 8 (%) (NH3)2COs pufr, pH = 10 (%)
0 100 0
3,5 0 100
7 0 100
10 100 0
12 100 0
120

Intenzita signdlu, mV
O
N

~
N
T

48
1 2| 3 4
24
0 2 4 6 8 10
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Obr. 4.13.: Chromatogram online méfeni (==) a prekoncentratniho méfeni (==) smésného
standardu zdjmovych specii As (elu¢ni pofadi: iAs™ (1), DMA (2), MMA (3), iAs" (4)),
koncentrace (NH;3),CO; pufru 50 mmol-dm™, koncentrace specii iAs"™, iAs', MMA a DMA ve

smésném standardu 10 pg-dm?, pritok argonu 72 cm’-min’', priitok kysliku 7 cm? min™!
Spojeni HPLC separace specii As s jejich postkolonovym generovanim a DBD-AAS
detekcei, tedy pouziti techniky HPLC-HG-DBD-AAS, bylo jiZ v literatuie popsano [34]. K
separaci byla pouzita stejnd kolona, mobilni fazi byl hydrogenfosforecnanovy pufr o

koncentraci 15 mmol-dm™ a hodnoté pH = 6. V této praci bylo dosaZeno pro rlizné specie

As ¢&itajici iAs™, iAsY, MMA a DMA t4dové rozdilnych hodnot LOD, coz je piekvapivé,
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nebot’ pfi ocekavané srovnatelné mife G€innosti atomizace, by i hodnoty LOD specii As
mély byt podobné. I tato diive publikovana prace byla jednou z motivaci k provedeni
vlastnich experimentl prezentovanych v této diplomové praci. Srovnani detek¢nich limit
publikovanych diive ve zminéné préci a témi, kterych bylo dosazeno v této diplomové praci
metodou HPLC-HG-DBD-AAS je detailnéji diskutovano v kapitole 4.3.4. Z chromatogramu
uvedeného na Obr. 4.12. je patrné, ze plocha piku, a tedy i citlivost stanoveni je pro vS§echny

specie As srovnatelna.

S pouzitim in-situ prekoncentrace jednotlivych specii v DBD atomizatoru Ize dosdhnout
uz8ich pikd, tedy zlepSit pomér signal Sum a snizit mez detekce jednotlivych specii.
Prekoncentrace hydridt in-situ v DBD atomizatoru je diskutovana v kapitole 2.6.3.
Proveditelnost in-situ prekoncentrace hydridu As v DBD atomizatoru byla v literatufe
popsana jak ve spojeni s AAS detekei [49], tak 1 s AFS detektorem [62]. V obou piipadech
bylo dosazeno 100% ucinnosti prekoncentrace. Ve spojeni s HPLC separaci a
postkolonovym generovanim byla in-situ prekoncentrace v DBD atomizatoru také vyuzita,
a to ve spojeni s AFS detekci, ale prekoncentrovany nebyly vSechny specie, ale jen
anorganicky vazany arsen [52]. Cilem této prace bylo ovéfit moznost postupné in-situ

prekoncetrace vSech specii As v DBD atomizatoru a proces automatizovat.

Prekoncentrace v DBD atomizatoru, jejiz pribéh je na chromatogramu (Obr. 4.13.)
zobrazeny Cervenou barvou, probihala po zapnuti ptivodu kysliku do nosného plynu. Ten
byl pfivadén vzdy v Casovém rozmezi, které bylo zaznamenano pro kazdy pik b&hem
predeslého online méfeni. Pratok kysliku pro prekoncentraci v DBD atomizatoru byl
7 cm®min’!, coZ byla optimalni hodnota pro prekoncentraci hydridu As nalezend v predchozi
praci s pouzitim stejné konstrukce DBD ve stejné laboratofi [49]. Casové intervaly byly
nasledn¢ nastaveny v jednotce GCbox02 a ovladani ptivodu kysliku probihalo automaticky.
Ptivedeni kysliku do nosného plynu a zacatek zachytu analytu bylo v chromatogramu
zobrazeno poklesem zdkladni linie. Po vypnuti pfivodu kysliku byl analyt hromadné
atomizovan a v chromatogramu vznikl velmi Gzky a vysoky pik, ktery rychle klesal zpét na
zakladni linii. U zadné ze specii As nedochazelo k ptekryvu prekoncentraéniho piku se
zonou nasledujici specie. Jak je patrné z chromatogramu na Obr. 4.13. 1 v reZimu s
prekoncentraci, tedy metodou HPLC-HG-tDBD-AAS, Ize dosdhnout srovnatelné citlivosti
pro vSechny specie As, coz svéd¢i o srovnatelné ic¢innosti prekoncentrace (blize viz kapitola
4.3.4). Pilotni experimenty byly provadény s manudlnim vypindnim a zapinanim proudu
kysliku, coz bylo pro operatora ¢asove naro¢né. Proto bylo zkonstruovana kontrolni jednotka

61



GCbox02 blize popsand v kapitole 3.2.3., kterd umoznila automatické spinani proudu
kysliku v potfebnych casech. I tento proces automatizace vyvinuty v ramci této prace je
vyznamnym piinosem k rutinnéj$imu uplatnéni vyvinuté metody. VSechny experimenty v
rezimu HPLC-HG-tDBD-AAS dale popsané v této praci byly provadény s vyuzitim
automatické regulace kysliku pomoci jednotky GCbox02.

4.3.3. SpeciaCni analyza s pfed-oxidaci vzorku a naslednou

prekoncentraci v DBD atomizatoru

Metoda vyvinutd v kapitole 4.3.2. umoZiluje provést speciaéni analyzu iAs'", iAsY,
MMA a DMA. Ve vzorcich, které obsahuji TMASsO je jeho speciacni analyza s pouZzitim
stejného pfistupu komplikovand aZ nemozn4, jelikoz pifi HPLC separaci dochazi k jeho
ko-eluci s pikem iAs™. Toto je z literatury dobfe znamo [42], feSenim je pied-oxidace

11

vzorku. Pii piedoxidaci vzorku pomoci H20 dochazi k pievedeni iAs™ na iAs”. S timto

Mna iAsY, ale stanovujeme celkové mnoZzstvi

piistupem nelze provést speciacni analyzu 1As
anorganicky véazaného arsenu iAs(tot.), které po provedené oxidaci peroxidem vodiku
odpovida signalu iAs". Koncentrace iAs je relevantni informaci z pohledu specia¢ni analyzy

a dobrym kompromisem s ohledem na fakt, Ze je diky tomu mozné kvantifikovat TMAsO.

Podminky HPLC separace i prekoncentrace v DBD atomizatoru byly shodné s té¢mi
uvedenymi v kapitole 4.3.2. Predmétem z4jmu speciacni analyzy byly tedy specie TMAsO,
DMA, MMA a iAs’. Pouzit byl smésny standard zajmovych specii o koncentraci
10 ug-dm™.
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Obr. 4.14.: Chromatogram online méfeni (==) a prekoncentraéniho méfeni (==) smésného
standardu zajmovych specii As (eluéni pofadi: TMAsO (1), DMA (2), MMA (3), iAs(tot.) (4)),
koncentrace specii TMAsO, iAs', MMA a DMA ve smésném standardu 10 pg-dm™, pritok argonu
72 em*min™, pritok kysliku 7 cm?®min™

Typicky pribéh chromatogramu v rezimu bez prekoncentrace i s prekoncentraci za
pouziti pred-oxidace vzorku pomoci peroxidu vodiku je uveden na Obr. 4.14. Pik pro
TMASsO je v prekoncentraénim rezimu asi polovic¢ni v porovnani s piky ostatnich specii.
Diivodem byla nizsi G¢innost prekoncentrace TMAsO za zvolenych podminek, které byly
vhodné pro ostatni specie As. DalSim divodem pro nizs§i odezvu na detektoru mohla byt
suprese signalu pro TMAsO vlivem H>O», ktery eluoval ve stejném case jako TMAsO. U
zadné ze specii As nedochazelo k ptfekryvu prekoncentraéniho piku se zonou nésledujici

specie.

4.3.4. UrCeni analytickych charakteristik HPLC-HG-tDBD-AAS

Byla stanovena ucinnost prekoncentrace zajmovych specii As. Byl stanoven linearni
dynamicky rozsah (LDR) pro zajmové specie As v prekoncentracnim reZimu méteni.
Stanoveny byly LOD pro speciacni analyzu bez pted-oxidace a s pfed-oxidaci vzorku

pomoci H>Oo.
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Tab. 4.5.: Prekoncentra¢ni G¢innosti

Uginnost prekoncentrace (%)

iAs™ iAsY MMA DMA TMAsO

97+4 94 +4 98+3 97+5 68+7

Prekoncentra¢ni ucinnost byla pocitana jako podil citlivosti v prekoncentracnim a
online rezimu. Za zvolenych podminek prekoncentrace dosahovaly vSechny specie As,
kromé TMASsO ucinnosti prekoncentrace nad 90 %. Prekoncentracni u€innost blizka 100%
byla v ptedchozich pracich pozorovana v DBD pro 1As [49,52], pro ostatni specie nebyla v
literatute popsana. Prekoncentra¢ni ucinnost je dilezity tidaj, znacici miru zachytu analytu

v prekoncentranim zatizeni.

Tab. 4.6.: Souhrnna tabulka LOD zajmovych specii v prekoncentracnim a online rezimu

LOD specii As (ng-dm™)

iAs"™ iAsY MMA DMA TMAsO
LOD onl. 625 920 672 731 -
LOD pre. 117 130 150 160 -
LOD onl. (H,0,)* - 703 535 808 1259
LOD pre. (H,0,)* - 209 249 189 716

Onl. — online rezim méfeni, Pre. — prekoncentracni rezim méfeni

*V roztoku standardu pfitomen 3 % H20: pro oxidaci iAs™, ktery eluuje ve stejném Case jako TMAsO

V tabulce 4.6. jsou shrnuty meze detekce dosahované v rezimech HPLC-HG-DBD-AAS

a HPLC-HG-tDBD-AAS. LOD dosazené pro jednotlivé specie v rezimu bez prekoncentrace
a pred-oxidace v této praci mohou byt porovnany s t€émi publikovanymi pro stejnou metodu
v literatufe [34]. V této diplomové praci byly hodnoty LOD pro iAs™, iAs¥, MMA a DMA
srovnatelné, v rozsahu 0,6 az 0,9 pg-dm™. Naproti tomu v praci [34], bylo dosazeno horsich
LOD a tyto hodnoty se od sebe pro rlizné specie vyrazné lisily. Stanovené hodnoty LOD
byly: 1 pg-dm™ proiAs™, 12 ug-dm= pro iAsY, 2 ug-dm= pro MMA a 18 pg-dm= pro DMA.
Dtivodem horsich LOD ve zminéné praci muze byt pouziti He misto Ar jako plazmového
plynu v DBD atomizatoru, vy$§i priitok nosného plynu (250 cm®min™') a vétsi ziedéni
volnych atomt, a také podminky postkolonového HG, ve kterych byly pouzity vyssi
koncentrace HC1 (30 %) i redukéniho cinidla (5 % KBH4), coz mohlo mit za nasledek
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bouflivéjsi reakci s vyssi produkei vodiku a negativnim vlivem na Sum zdkladni linie.
Vysvétleni rozdilnosti v hodnotach LOD, které se mezi speciemi lisi az o ad, se z vysledka
publikovanych ve vySe zminéné praci hledd té¢zko a samotnymi autory prace neni
diskutovano. Hodnoty LOD v prekoncentracnim rezimu byly pfi analyze bez pred-oxidace
asi 5x niz8i nez v online rezimu. S pred-oxidaci pak byly LOD v prekoncentra¢nim rezimu
asi 2x nizs8i. Nizsich LOD pii prekoncentraci se dosahuje diky uzsim pikim a lepSimu
poméru signal/Sum v porovnani s online rezimem meéteni. Pii méfeni LOD byl pouzivan

smésny standard o koncentraci 0,5 pg-dm?

a mefeno bylo vzdy 10 replikatd tohoto
standardu. NejvySsi LOD byla stanovena pro TMAsO. To mohlo byt dano nizsi u€innosti
prekoncentrace této specie, nebo moznou supresi signalu TMAsO zptisobenou H>O», ktery
eluoval ve stejném case. Hodnoty LOD v obou reZimech méfeni jsou s vyuzitim

pied-oxidace a bez ni pro specie iAs¥, MMA a DMA srovnatelné.
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Obr. 4.15.: Zavislost plochy piku na koncentraci iAs™ v prekoncentraénim rezimu, pritok argonu

72 cm®min™', pritok kysliku 7 cm® min™
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Obr. 4.16.: Zavislost plochy piku na koncentraci iAs" v prekoncentraénim rezimu, pritok argonu

72 cm’min™, pritok kysliku 7 cm®*min
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Obr. 4.17.: Zavislost plochy piku na koncentraci MMA v prekoncentracnim rezimu, prutok argonu

72 cm®min™', pritok kysliku 7 cm® min™
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Obr. 4.18.: Zavislost plochy piku na koncentraci DMA v prekoncentracnim rezimu, pritok argonu
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Obr. 4.19.: Zavislost plochy piku na koncentraci TMAsO v prekoncentratnim rezimu, pritok

72 cm’min™, pritok kysliku 7 cm®*min
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argonu 72 cm’min”', pritok kysliku 7 cm* min™!
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Znalost LDR je velmi dulezitd pro spravné fedéni CRM nebo vzorkl o vyssich
koncentracich specii As pii méfeni v prekoncentratnim rezimu. Pro méteni byly pouzity
standardy specii o koncentraci 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 a 50 pg-dm™ (Obr. 4.15-19.). Smérnice
a korela¢ni koeficienty zobrazené v téchto grafech jsou vypocitané pouze pro linedrni ¢ast
zévislosti plochy piku na koncentraci analytu. Pro specie iAs', iAs¥, MMA a DMA nebyla
odezva detektoru linearné zavisla na koncentraci analytu pro standardy o koncentraci vyssi
nez 20 ug-:dm=. Pro TMAsO byla odezva detektoru linearn& zavisla na koncentraci i pro
standard o koncentraci 30 pg-dm (Obr. 4.17.). Diivodem $ir§tho LDR pro TMAsO mohla
byt nizsi prekoncentracni u€¢innost TMAsO. Stanovovan byl také LDR pro online rezim
meéfeni a pfi tomto reZimu méteni byla odezva detektoru linedrné zavisla na koncentraci

specii As v celém rozsahu méfenych koncentraci (50 pg-dm™).

4.3.5. Validace metody HPLC-HG-tDBD-AAS

Stanovovany byly koncentrace specii As ve vybranych CRM. Jednalo se o referen¢ni
materidl lidské moci (NIST-2669) na dvou koncentracnich trovnich (Level 1. a Level 11I.),

rybich jater (DOLT-5) a humiiho hepatopankreatu (TORT-3).
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Obr. 4.20.: Chromatogram prekoncentracniho méfeni CRM NIST-2669 level II. (elu¢ni potadi:
TMAsO (1), DMA (2), MMA (3), tot. iAs (4)), pritok argonu 72 cm®min™', priitok kysliku

7 cm’min’!
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Tab. 4.7.: Stanovené¢ koncentrace specii As v CRM NIST-2669

CRM NIST-2669 Certifikat HPLC-HG-tDBD-AAS

Level 1. Specie As ¢ (ug-dm™) ¢ (ng-dm™) Vyteznost (%)
TMAsO* - - -

iAs(tot.)** 3,88 4,06 + 0,25 105

MMA 1,87 +0,39 1,97 £ 0,02 105

DMA 3,47 £0,41 2,99 +£0,19 86
Level II. Specie As ¢ (ug-dm™) ¢ (ug-dm™) Vyteznost (%)

TMAsO 1,94 +£0,27 2,04 £0,47 105

iAs(tot.)* 11,19 12,45 + 0,08 111

MMA 7,18 £0,56 7,86 £0,14 109

DMA 25,30 £ 0,70 26,47 +0,12 105

* Koncentrace nebyla uvedena v certifikatu

**Hodnota byla stanovena jako soudet certifikovanych hodnot pro iAs™ a iAsY

Byly stanoveny koncentrace zajmovych specii As ve dvou verzich referen¢niho
materidlu NIST-2669 s matrici lidské moci, které se liSily v koncentraci zdjmovych specii.
V jeho koncentrovangjsi verzi (Level I1.) je certifikovana hodnota koncentrace pro TMAsO,
coz bylo dilezité pro validaci metody s pied-oxidaci vzorku. Méfeni tohoto referencniho
materidlu byla provedena pouze v prekoncentracnim rezimu (Obr. 4.20.). Oba referencni
materidly byly pfed analyzou podrobeny pied-oxidaci 3% H>O;. V NIST-2669 level L
hodnota koncentrace TMAsO nebyla certifikovana a ani pfi méfeni metodou HPLC-HG-
tDBD-AAS nebyla pfitomnost této specie v CRM nalezena. U ostatnich specii v této verzi
CRM stanovené koncentrace odpovidaly hodnotdam uvedenym v certifikdtu. U verze
NIST-2669 Level II. byly Gispé€$né stanovené koncentrace vSech Ctyt zdjmovych specii As,
které odpovidaly hodnotdm uvedenym v certifikatu (Tab. 4.7.). Metoda HPLC-HG-tDBD-
AAS s pred-oxidaci vzorku byla vhodné pro separaci a stanoveni koncentraci specii TMAsO,

DMA, MMA a iAs(tot.) v obou verzich referenéniho materidlu NIST-2669.
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Obr. 4.21.: Chromatogram online méfeni (==) a prekoncentracniho méfeni (==) CRM TORT-3

(eluéni potadi: DMA (1), MMA (2), iAs(tot.) (3)), pritok argonu 72 cm*min™', priitok kysliku

Tab. 4.8.: Stanovené koncentrace specii As v CRM TORT-3

7 cm*min’!

CRM TORT-3 Konsenzus* HPLC-HG-tDBD-AAS
Online rezim Specie As ¢ (mg-dm™) ¢ (mg-dm™) Vytéznost (%)
1As(tot.) 0,624 + 0,02 0,652 +27,28 105
MMA 0,360 + 0,03 0,372 £ 12,01 103
DMA 3,790 £ 0,35 2,613 £15,33 69
Prekoncentraéni rezim Specie As ¢ (mg-dm™) ¢ (mg-dm™) Vyteznost (%)
1As(tot.) 0,624 + 0,02 0,603 + 17,00 97
MMA 0,360 + 0,03 0,362 + 8,94 101
DMA 3,790 £ 0,35 2,620 £ 70,91 69

*Konsenzualni hodnoty koncentraci specii As pro danou metodu extrakce jsou prevzaty z [57]
K ovéfeni pouzitelnosti vyvinuté HPLC-HG-tDBD-AAS metody byly dale pouZity i

pevné certifikované referencni materialy s matrici Zivo€ichit motského ptiivodu. Specie As z
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nich musely byt nejprve extrahovany. Optimalizace metody extrakce nebyla predmétem této
prace, byla pouzita doporucend metoda, jez byla diive vyuzita pro stejné CRM v ramci
mezilaboratorniho porovnavani. Metoda je detailné popsana v praci [57]. Rovnéz hodnoty,
ke kterym jsou vztahovany vysledky dosazené v této diplomové praci (konsenzudlni

hodnoty) pro tyto materidly (tabulky 4.8. a 4.9.) jsou pievzaty z této prace [57].

V referenénim materialu TORT-3 byly koncentrace specii As v fadech stovek pg-dm™
az jednotek mg-dm>. Tento referenéni material byl pro uely online méfeni fedén pfiblizng
80x a pii méfeni v prekoncentracnim reZimu byl fedén asi 160x vzhledem k LDR této
metody. Koncentrace v TORT-3 byly stanoveny nejprve v online rezimu a nasledné
v prekoncentracnim rezimu a vysledky v obou rezimech byly porovnany (Obr. 4.21.).
Redéni CRM bylo v piipadé MMA a iAs(tot.) dostateéné a stanovené koncentrace obou
téchto specii se pro oba rezimy shoduji s hodnotami konsenzuélnimi (Tab. 4.8.). U DMA
dosahovala stanovena koncentrace pii pouziti obou rezimi méfeni asi 70 % hodnoty
konsenzualni. Pfi téméf shodnych hodnotach koncentrace stanovenych pro DMA v
TORT-3 pomoci online i prekoncentratniho rezimu, doslo k chybé ziejmé jesté¢ pired
samotnou analyzou pomoci metody HPLC-HG-tDBD-AAS. Vysvétlenim miize byt
nedostatecna extrakce DMA z referen¢niho materialu pfi pfipraveé vzorku. Krok extrakce byl
proveden dle instrukci obecné extrakéni metody vyvinuté pro tento typ referencnich
materidlii. Obecné vzato ma krok extrakce velky vliv na vysledky analyzy, coz se v tomto

piipad¢ pro DMA potvrdilo.
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Obr. 4.23.: Chromatogram hybridniho méteni CRM DOLT-5 (elucni poradi: DMA (1), MMA (2),
iAs(tot.) (3)), pratok argonu 72 cm®min™', priitok kysliku 7 cm®-min™
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Tab. 4.9.: Stanovené koncentrace specii As v CRM DOLT-5

CRM DOLT-5 Konsenzus* HPLC-HG-tDBD-AAS
Prekoncentra¢ni mod Specie As ¢ (mg-dm™) ¢ (mg-dm™) Vyteznost (%)
iAs (tot.) 0,033 +0,00 0,046 +0,01 138
MMA 0,249 £ 0,03 0,251 0,16 101
DMA 3,31+0,22 2,50 £0,46 76
Hybridni mod Specie As ¢ (mg-dm™) ¢ (mg-dm™) Vyteznost (%)
iAs (tot.) 0,033 £ 0,00 0,039 £ 0,02 119
MMA 0,249 £ 0,03 0,271 £ 0,09 109
DMA 3,31+0,22 3,16 £0,77 96

*Konsenzualni hodnoty koncentraci specii As pro danou metodu extrakce jsou prevzaty z [57]

Koncentrace specii As byly v referenénim materialu DOLT-5 podobné vysoké jako u
TORT-3. Vyjimkou byla koncentrace iAs(tot.), ktera byla v CRM DOLT-5 asi 20x nizsi.
Praveé kvili nizsi koncentraci 1As(tot.) byl referencni material fedén pouze 80x pro méteni v
prekoncentra¢nim rezimu, coz mélo negativni vliv na stanoveni koncentrace DMA v tomto
rezimu, jelikoz koncentrace DMA byla vzhledem k LDR i po fedéni stale piili§ vysoka.
Vytéznost DMA v prekoncentra¢nim rezimu byl tedy pouze 78 %. Tento problém byl feSen
aplikaci tzv. hybridniho rezimu, kdy pik pro DMA byl méfen v online rezimu a
prekoncentrovany byly pouze specie MMA a iAs(tot.), u kterych k ptekro¢eni LDR
nedochdzelo. Diky aplikaci hybridniho modu doSlo k zlepSeni vytéZznosti DMA na 96 %.
Stanovené koncentrace pro iAs(tot.) se v obou rezimech méteni od koncentraci uvedenych
v konsenzu vyrazné li§i. Divodem pravdépodobné byla nizkd koncentrace iAs(tot.) po
fedéni, které ale bylo nutné pro stanoveni DMA. Odhadovana koncentrace iAs(tot.) po

fedéni byla ale stdle nad LOD metody.
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5. Zaver

Podatilo se splnit vSechny stanovené cile diplomové prace. Nejprve byla porovnana
G¢innost atomizace nejvyznamnéjsich specii As, které tvoii tékavé slouceniny a to iAs",
MMA a DMA. Porovnani ti¢innost atomizace bylo uskute¢néno ve dvou typech hydridovych
atomizatord, konkrétn¢ se jednalo o MMQTA a DBD atomizéator. U obou zminénych
atomizatori byla také porovndvéana citlivost stanoveni pifi pouziti argonu a helia jako
nosnych plyni. Pro MMQTA byla provedena optimalizace pritoku vzduchu do atomizatoru
pro oba zminéné nosné plyny. Z namétenych dat je zfejmé, Ze nejvyssi citlivosti dosahuje
MMQTA atomizator s heliem jako nosnym plynem, naopak nejniZsi citlivosti dosahuje DBD
atomizator s heliem jako nosnym plynem. Citlivost stanoveni specii As byla pro oba
atomizatory srovnatelna pii pouZiti argonu jako nosného plynu. Argon je v porovnani s
heliem ekonomicky zajimavou alternativou, ale neni kompatibilni pfi speciac¢ni analyze s

CT, ktera byla dalSim pfedmétem studia této prace.

Dalsim dulezitym cilem této prace byla speciacni analyza arsenu. Prvnim studovanym
piistupem ke specia¢ni analyze bylo generovani substituovanych hydrida s jejich naslednou
prekoncentraci a separaci v CT. V tomto uspotadani bylo vyuzivano jako nosny plyn helium,
jelikoz argon za teplot kapalného dusiku v CT kapalni. Pro oba atomizatory byla ve spojeni
s CT stanovena citlivost stanoveni specii As, ktera byla nasledn¢ porovnana s vysledky
citlivosti ptedeslého on-line méteni pro helium jako nosny plyn a hodnoty citlivosti byly pro
oba dva rezimy srovnatelné, coz svédci o kvantitativnim zachytu a uvolnéni specii arsenu v
CT. Porovnana byla také citlivost stanoveni specii As pro oba atomizatory ve spojeni s CT,
ktera byla pro DBD atomizator asi 3x niz$i nez pro MMQTA, coz korelovalo s vysledky
piedeslych on-line méfeni. Pro DBD atomizator bylo také testovano pouziti vodiku jako
nosného plynu, které miize byt zajimavou ekonomickou alternativou k pouziti helia jako
nosného plynu. Citlivost ve vodiku byla v porovnani s heliem srovnatelnd. Nevyhodou pfi
pouziti vodiku bylo zvySeni signalu pozadi dané nestabilitou vodikového plazmatu a vyssi
smérodatné odchylky méfeni, které vedly k niz8i opakovatelnosti vysledkii. Nasledné byly
pro uspotfadani HG-CT-MMQTA/DBD-AAS urceny analytické charakteristiky. Nejniz§ich
LOD dosahoval MMQTA, kdy LOD byly asi 3x niZ8i neZ ty pro DBD atomizétor s pouZitim
helia nebo vodiku jako nosného plynu. To korelovalo s namétenou citlivosti, ktera je pro
DBD atomizator v heliu vyrazné nizsi nez pro MMQTA. Stanoveny byly také koncentrace

specii As ve vybranych referencnich materidlech. Zejména kvili nizkym koncentracim
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specii As v téchto referencnich materidlech poskytovalo lepsi vysledky spojeni CT s

MMQTA atomizatorem.

Druhym studovanym pfistupem ke speciacni analyze byla separace specii As pomoci
HPLC s vyuzitim postkolonového generovani hydridi a naslednou atomizaci v DBD
atomizatoru. Byla stanovena uCinnost postkolonové redukce oproti predredukci
L-cysteinem, ktera byla pouzivana v predchozich experimentech a vysledky obou
redukénich metod byly pro vSechny specie As srovnatelné. Nasledné byly optimalizovany
podminky HPLC separace umozhujici separovat specie iAs'l, DMA, MMA a iAs" béhem
10 minutové analyzy. Za téchto podminek ale dochazelo ke koeluci TMAsO s iAs'!. Pokud
byl ve vzorku pfitomny TMAsO, probihala proto speciacni analyza s pted-oxidaci vzorku
pomoci H>O; a ptitomny iAs'! byl kvantitativné preveden na iAs". Pokud ve vzorku TMAsO
pfitomny nebyl, probihala specia¢ni analyza bez pfed-oxidace vzorku a byla umoZnéna

speciace obou anorganickych forem As.

Poslednim cilem prace byla speciacni analyza As s HPLC separaci, postkolonovym
generovanim hydridl a in-situ prekoncentraci v DBD atomizatoru. Byla kvantifikovana
uc¢innost prekoncentrace pro vSechny zajmové specie As, jez byla za danych
experimentalnich podminek vyssi nez 90 % pro iAs™, iAsY, MMA a DMA. Pro TMAsO pak
byla stanovena prekoncentrac¢ni G€innost 68 %. Nasledné byly pro uspofadani HPLC-HG-
DBD-AAS ur€eny analytické charakteristiky. Pti prekoncentraci v DBD atomizétoru byly
namétené LOD asi 5x niZsi nez pro on-line méteni. Byl uren také LDR metody, ktery byl
pro iAs"™, iAs, MMA a DMA do koncentrace 20 pg-dm a pro TMAsO do 30 pg-dm™.
Nasledné¢ byly touto metodou stanoveny koncentrace specii As ve vybranych
certifikovanych referen¢nich materidlech. V zavislosti na koncentracich specii As v téchto
materidlech byl pfi méfeni pouzivan online rezim nebo prekoncentracni rezim. Pokud to bylo
mozné, byly koncentrace specii As v referencnich materidlech stanoveny pomoci obou
reziml méteni a vysledky byly nasledné porovnany. Pro referen¢ni material NIST-2669, ve
kterém je koncentrace specii As pfili§ nizka vzhledem k LOD online rezimu, bylo vhodné;si
pouziti prekoncentra¢niho rezimu. Pfi méfeni referencniho materialu TORT-3 byly pouzity
oba rezimy méfeni s podobnou vytéZnosti. V referenénim materidlu DOLT-5 byla
koncentrace DMA asi 100x vy3$§i nez koncentrace iAs". V tomto ptipadé byl vyuzity tzv.
hybridni mod, kdy DMA nebyla na rozdil od ostatnich specii As prekoncentrovana. Aplikaci
hybridniho médu doslo ke zlepSeni vytéznosti pro DMA.
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