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SOUHRN

Tato prace podava literarni piechled o vyuziti atomové spektrometrie ke stanoveni
specii prvku. Uvadi definice a pojmy specia¢ni analyzy. Charakterizuje vlastnosti, vyskyt a
toxicitu vybranych prvki. V praci jsou popsany zakladni principy metod, kterych se vyuziva
ke stanoveni specii prvkl. V zavéru prace jsou zpracovany moznosti vyuZziti atomové
absorpc¢ni spektrometrie ke speciaci vybranych kovl v riznych matricich (krevni séru, mléce,

raSelin€, vzorcich vody) za pouziti riznych atomizac¢nich technik.



SUMMARY

This thesis deals with the possibilities of using the atomic spectrometry to determine the
species of elements. Definitions and terms of speciation analysis are determined and the
properties, frequency and toxicity of some selected elements are characterised in the thesis.
The basic principles of methods used in determining the species of elements are described.
The conclusion of the thesis summarises the possibilities of using the atomic absorption
spectrometry for the speciation of some selected metals in various matrices (blood serum,

milk, peat, water samples) using various atomising techniques.
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Uvod

Rozpoznani skute¢nosti, ze v chemii Zivotniho prostfedi, vyzivé a mediciné jsou
biologické, chemické a toxikologické vlastnosti prvku kriticky zavislé na formé, ve které se
prvek ve vzorku vyskytuje, mélo za disledek urychleny vyvoj oblasti analytické chemie
oznacované jako specia¢ni analyza. Termin specia¢ni analyza v chemii odkazuje na distribuci
prvku mezi definované chemické specie, tj. mezi specifické formy prvku definované
izotopickym slozenim, elektronovym nebo oxida¢nim stavem, komplexni nebo molekularni
strukturou.

Speciacni analyza se vyvijela v poslednich 20 az 30 letech do podoboru analytické
chemie majici zna¢ny dopad na monitorovani stavu Zivotniho prostiedi. Oblast nej¢astéjsiho
zkoumani speciacni analyzy jsou antropogenni organokovové slouceniny a produkty jejich
degradace v zivotnim prostedi jako napt. methylrtut’, jednoduché organoslouceniny arsenu a

selenu.?



1. Speciacni analyza

V zivotnim prostiedi se stopové prvky vyskytuji v riznych formach, studium jejich
chovani ptfineslo v minulosti mnoho informaci o zdrojich kontaminace, vyskytu, moznostech
pohybu a toxickych ucincich na organismy. Z toxikologického hlediska nesta¢i znat jen
celkovy obsah toxického prvku ale i jednotlivé formy, ve kterych se ve vzorku nachazi.
Poznatky toxikologii o rizné toxicit¢ a rozdilnych vlivech jednotlivych sloucenin tézkych
kovli na zivé organismy Vvedl K analytické speciaci riznych forem prvki v biologickych
materialech i ve vzorcich ze zivotniho prostiedi.

Termin speciace se roz$ifil v analytické literatufe na prelomu sedmdesatych a
osmdesatych let. Slovo speciace je v soucasné dob€ pouZivano ve dvou vyznamech. Prvni
vyznam oznacuje postup, ktery ma za cil rozliSeni, stanoveni jednotlivych specii ve vzorku.
Pak je slovo speciace synonymni s vyrazem speciacni analyza. Termin specia¢ni analyza neni
piesné definovan a autofi si jej vysvétluji riizng.Speciaéni analyza dle Florence® je definovéana
jako stanoveni koncentraci jednotlivych fyzikélné-chemickych forem prvku, jejichz soucet
tvoii celkovou koncentraci prvku ve vzorku. Ure a Davidson® definovali speciatni analyzu
jako proces identifikace a kvantifikace rozdilnych, definovanych specii, forem a fazi
piitomnych v latce. Templeton a spol°. definovali speciaéni analyzu jako analytické aktivity
vedouci k identifikaci a méteni kvantitativniho zastoupeni jedné nebo vice individualnich
chemickych specii ve vzorku. Druhy vyznam slova speciace je také forma nebo formy prvku,
v nichz se ve vzorku vyskytuje, tedy fyzikaln&-chemicky stav.

RozliSované specie prvku byvaji vétSinou rizna chemicka individua (napf. komplexy,
ionty v riznych oxida¢nich stavech, organokovové slouceniny atd.). Nékdy se specie definuji,
déli na zéklad€ rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti jako je extrahovatelnost riznymi
rozpoustédly, rizna reaktivita, rozpustnost nebo afinita k modifikovanym fazim.

Specia¢ni analyza je odpovédi na otazku v jakych formach je prvek ve vzorku
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1.1 Doporuéeni IUPAC®

Z divodu sjednoceni pouzivané terminologie ve speciani analyze Vvydala
Mezinarodni unie pro Cistou a aplikovanou chemii (IUPAC) v roce 2000 doporuceni, které
prezentuje definice pojml souvisejicich se speciani analyzou a chemickymi speciemi.
Odlisuje frakcionaci od speciacni analyzy a navrhuje tfidéni specii podle isotopického slozeni,

oxidaéniho a elektronického stavu, komplexni a molekulové struktury.

Chemicka specie prvku — specifickd forma prvku definovand izotopovym slozenim,

elektronovym nebo oxida¢nim stavem nebo molekulovou strukturou
Speciacni analyza — analyticka ¢innost k identifikaci nebo stanoveni specii
Speciace prvku — distribuce prvku mezi jednotlivé specie v systému

Frakcionace — proces klasifikace analytii na zakladé¢ fyzikalnich (velikost, rozpustnost) nebo

chemickych (vazby, reaktivita) vlastnosti

2. Stanovované prvky

Mezi stanovované prvky ve speciacni analyze patii antimon, arsen, cin, chrom, hlinik,
kadmium, kobalt, kfemik, mangan, méd’, molybden, nikl, olovo, paladium, platina, rtut, selen,
sira, vanad, zinek, zlato, zelezo. Stanoveni specii téchto prvku je velmi dulezité, protoze jejich
toxicita, biodostupnost, akumulace, reaktivita a metabolismus jsou zavislé na tom, v jaké

formé¢ se prvek v zivotnim prostiedi Vyskytuje.2



2.1 Antimon

Antimon je relativné vzacny prvek, jeho vyskyt je okolo 0,2-0,3 mg/kg v zemské kiife.
Antimon se vyskytuje spolecné s jinymi prvky (arsen a sira). V nekontaminované vodé¢ je
typicky koncentrace antimonu okolo nebo pod 1 pg/l. Maximalni pfipustna koncentrace
v antimonu Vv pitnych vodach byla ustanovena na 10 ug/l v Evropé a doporuc¢ena koncentrace
pod 2 pg/l vJaponsku®. Do Zivotniho prostiedi se antimon dostavé z prirodnich zdroji
(sopecna ¢innost, zvétravani hornin), ale 1 antropogenni Cinnosti (spalovani fosilnich paliv,
tézba nerostnych surovin a uhli a pti vyrobé olova a médi).

Speciacni analyza antimonu je dileZitd zvlast€ v Zivotnim prostiedi a biomedicing,
protoze jeho toxicita, biodostupnost, reaktivita je zavisla nejen na oxida¢nim stavu ale také na
povaze specifické slouceniny.

Obecné jsou anorganické formy antimonu vice toxické nez formy organické.
Elementarni antimon je vice toxicky nez jeho soli. Trojmocny antimon ma 10 krat vétsi
toxicitu nez pétimocny. VéEtSina specii antimonu je vylu€ovéna v nezménéné podobé béhem
48 hodin po poziti. Velkd oblast pro speciani analyzu patfi biomedicin€ kvili pouziti
antimonu jako terapeutické latky proti tropickym nemocim. Stanovované specie antimonu
jsou Sb"', ShY, (CH3)3SbCl,.2

Antimon se pouziva jako tvrdidlo kulek z mé&kkého olova, pfisada v procesu
vulkanizace gumy a jako barvivo na keramické a sklenéné zboZzi. Slou€eniny antimonu se

Vi e R RIETI RY )
pouzivaji v medicing pii 1écbé AIDS a sifilisu. 689

2.2 Arsen

Arsen se nachdzi ve vSech slozkach zivotniho prostfedi. V pide se arsen vyskytuje
hlavné¢ ve form¢é malo rozpustnych arsenitani a arseni¢nanti Zeleza a hliniku a vétSinou
Vv loziskach sulfidickych kovi. Nejbéznéjsi mineral je arsenopyrit (FeASS). Nekontaminované
pady obsahuji obvykle 0,2-40 mg/kg arsenu, u kontaminovanych ptd se obsah zvysuje az na
550 mg/kg. Pohyblivost arsenu je ovliviiovana pH a velikosti ¢astic. Obvyklé koncentrace
arsenu v podzemi vodé jsou v rozsahu od 0,5 do 10 ug/l.2 Do Zivotniho prostfedi se arsen
dostava jednak antropogenni ¢innosti (spalovani a t€zba uhli, hnojiva, preparaty na ochranu

dieva a pii vyrob¢ olova a médi), ale i vulkanickou aktivitou a zvétravanim hornin.



Nebezpe¢i arsenu je zavislé na fyzikdlnich a chemickych vlastnostech, toxicité,
mobilit¢ a biotransformaci specii arsenu. Toxicita sloucenin arsenu je 10 krat veét$i nez
antimonu, coz pievazné zavisi na oxidacnim stavu a chemické struktufe. Obecné jsou
anorganické formy arsenu vice toxické nez organické formy. Rlizné specie arsenu lze sefadit
podle toxicity: arsan > anorganické arsenitany > organické trojmocné slouceniny >
anorganické arseniCitany > organické pétimocné slouceniny > elementdrni arsen.
Arsenobetain a arsenocholin jsou povazovany za netoxické. Mnohé prace prokazuji, ze
slouceniny arsenu jsSou nejen toxické, ale maji i karcinogenni, mutagenni a teratogenni ucinky.
Stanovované specie arsenu jsou As', As’, MMA (kyselina monomethylarseni¢na) a DMA
(kyselina dimethylarseni¢na) v mo¢i.?

Elementarni arsen se pouzivé jako pfisada do specidlnich slitin. Arsenidy se pouzivaji
v mikroelektronice a polovodicovém priimyslu. Slouceniny arsenu se vyuZzivaji v zemédélstvi
a lesnictvi jako insekticidy nebo herbicidy. Oxid arsenity je aplikovan ve sklarském a
keramickém primyslu na béleni (odbarvovani), prisada do olova pti vyrobé broki. Arsen a
jeho slouceniny maji vyuziti i v medicin€. Z historického hlediska byl oxid arsenity zneuzivan

. 1 o 1w 1 26810
pro vrazedné a sebevrazedné ucely.

2.3 Chrom

Chrom je kovovy prvek, ktery se pievazné vyskytuje v zemské kife ve formé
chromitu Cr,03 x FeO. Prevazné se vyskytuje v oxida¢nim stupni III (jako chromity kation) a
VI (chromanovy nebo dichromanovy anion). V kyselém prostfedi je Sestimocny chrom silné
oxidaéni ¢inidlo, v pfitomnosti darct elektrond jako je organicka hmota nebo anorganické
redukujici latky se redukuje na trojmocny chrom. V lidech a zvitatech je trojmocny chrom
stopovym prvkem, ktery se podili na metabolismu sacharidi a tukd, stimuluje aktivitu
enzymu metabolizujicich glukosu, syntézu mastnych kyselin a cholesterolu.?*?

cr'" a Cr¥' se 1isi nabojem, fyzikalng-chemickymi vlastnostmi, coZ mé za disledek
rozdilnou chemickou a biochemickou reaktivitu. Biologicka aktivita chromu zavisi na
oxida¢nim ¢islu kovu, kovovy chrom (nulové mocenstvi) je biologicky nete¢ny, trojmocny
stav pfedstavuje zdkladni prvek a Sestimocny chrom povaZzujeme za toxickou formu.

Slouceniny Sestimocného chromu patifi mezi karcinogenni a mutagenni latky. Stanovované

specie chromu jsou Cr'"', cr¥!2



Chrom se pouziva pii vyrobé oceli, pii povrchové upravé chirurgickych nastroji
(skalpely, sterilizatory), V elektrolytickém pokovovani, vyrobé pigmenti a kozedélném
pramyslu. Feromagneticky CrO, je wuzivany jako materidl na zvukové pasky a

Videopésl<y.2‘6’8’11‘12

2.4 Rtut’

Rtut patii mezi nejvice sledované kovy v zivotnim prostiedi a nejvice
bioakumulované stopové prvky v lidském potravnim fetézci. Rtut se nachazi nejvice v
cesta vystaveni lidského organismu speciim rtuti je konzumace kontaminovanych ryb,
dentalni amalgam, ve specidlnich pfipadech pracovnimi podminkami (prostiedim).
Koncentrace rtuti ve vzduchu se pohybuje od 2,5-15 ng/m® a ve vod& pod 1 ng/l.? Nedavné
studie ukdzaly, Ze velkd vétSina rtuti je bioakumulovand skrz potravni fetézec jako
methylrtut’. Z disledku rozdilné toxicity jednotlivych forem rtuti je velmi dulezité stanovit
nejenom celkové obsahy rtuti, ale také zastoupeni riznych specii ve vsech slozkach zivotniho
prostiedi a predevs§im Vv potravinach.
formy a organické formy rtuti, které jsou mnohem vice toxické nez formy anorganické.
Elementarni rtut’ je zna¢né toxicka, jelikoz ma relativné vysoky tlak par (14 mg/m? pfi 20 °C,
31 mg/m3 pii 30 °C), dobrou rozpustnost v tukovych tkanich. HgII je vice toxicky nez
elementarni forma, coZ je zpusobeno vyss§i rozpustnosti ve vodé. Toxicitu rtuti zpusobuje i
reaktivita se slouceninami, které obsahuji koncové thiolové (SH-) a alkylové skupiny.
Organické slouceniny rtuti tvofi linearni struktury, které obsahuji jeden nebo dva
uhlovodikové zbytky navdzané na atom rtuti, tvofi tak slouceniny typu RHgX nebo RHgR’,
kde R a R’jsou uhlovodikové zbytky (CHs-, CoHs-, CgHs-) a X je anion (halogenid, sulfid,
dusi¢nan). Organické kationty R-Hg" ve formé soli s anorganickymi organickymi kyselinami
(napf. chloridy a octany) jsou biologicky velmi reaktivni. Methylrtut' je toxin negativné
pusobici na centralni nervovou soustavu, ktery produkuji mikroorganismy v sedlin€ i fasach.
Alkylrtutové slouceniny jsou vice odolné proti biodegradaci nez arylrtutové slouceniny
(PhHg). Stanovované specie rtuti jsou Hg", methylrtut (MeHg"), fenylrtut’ (PhHg"), ethylrtut’
(EtHg").



Rtut’ se pouziva na vyrobu elektrod, teplomérd, dentalnich amalgami, fyzikalnich
pfistroju, vybojek, dalsi vyuziti pfi elektrolyze a v polarografii. HJO je pouzivan jako
fungicid a dalsi slouCeniny rtuti jako detonatory (napf. fulminat rtutnaty). Fenylrtutové

slouceniny jsou soucasti venkovnich barev. 20813

2.5 Selen

Obsah selenu v pudach se pohybuje v rozpéti 0,02-2 mg/kg.? Selen se vyskytuje
hlavné ve form¢ selenidu ale i jako ptimés sulfidickych rud. Pfitomnost v zivotnim prostfedi,
biologickych materidlech v anorganickych a organickych formach, vedla k pouziti specia¢ni
analyzy, protoZe biodostupnost a toxicita prvku zavisi na formé¢, ve které se vyskytuje. Selen
patii pro lidsky organismus mezi esencialni prvky. Selen se vaze do selenoproteint,
nejznaméjsi je glutathionperoxidasa (GPx), které chrani bunky proti oxidaénimu poskozeni.
Snizeny obsah selenu v organismu zvySuje riziko karcinomt, kardiovaskularnich a dalSich
onemocnéni, jeZ zpusobuji volné radikaly. Doporuc¢ena davka pro dospélého ¢loveéka je 55
png/den. Pii piijmu 1000 pg/den nastava intoxikace, davka vyssi nez 5 mg/kg je smrtelna.**
Selen se do ovzdusi uvoliiuje pii spalovani uhli, petroleje, pii tavbé a ¢isténi dalSich kovi.

Ekotoxicita specii selenu spociva v jejich bioakumulaci, metabolizovani a ptenosu
skrz potravni fetézec. Zivé organismy jsou schopny metabolizovat selen v riiznych
chemickych formach, kterym byly vystaveny zvlasté organické slouceniny selenu.
Stanovované specie selenu jsou Se'”, SeV', selenomethionin (SeMet), selenocystein (SeCys),
selenoethionin (SeEt), selenometylselenocystein (SeMeSeCys)*

Selen se wuplatituje v elektrotechnice (fotoClanky, usmérniovace), v ocelafstvi,
gumarenstvi, farmacii a sklarském pramyslu. Selenidy riznych kovi, které maji vlastnosti
polovodi¢t, se pouzivaji pii vyrobé elektrotechnickych a  optoelektronickych

oy 268,141
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2.6 Zelezo

Zelezo je v poradi &tvrté v hojnosti vyskytu prvka (po O, Si, Al), a na druhém misté
V hojnosti vyskytu kovl v zemské kufe. Vyznamné Zelezné rudy jsou hematit (Fe;03),

v chemii je Fe' a Fe""!

, které se mohou snadno ptechéazet jeden v druhy coz je ovliviiovano pH
a teplotou. Rozpustnost soli obou forem se zna¢n& lisi Fe** maji ve vodnych roztocich
znaénou rozpustnost, zatimco soli Fe** diky postupné hydrolyze jsou malo rozpustné. Oba
stavy tvofi mnoho riznorodych komplext. V ¢istych vodnych roztocich se tvoifi aqua-
hydroxo-komplexy, pii velmi nizkém pH je dominantni hexaaqua-komplex a pii zvySeni pH
prevladaji  hydroxo-komplexy. Celkovy obsah Vv mineralnich vodach se pohybuje
Vv koncentracich desitek mg/l, proto jsou zbavovany Zeleza pted std€enim. Obsah Zeleza nesmi
ptekrocit hodnotu 0,5 mg/l ve vodarenskych vodach a hodnotu 2,0 mg/1 v ostatnich tocich.™®

Té¢lo dospélého Clovéka obsahuje 3-5 g zeleza, které je distribuovano mezi rtizné
fyziologické casti. Nejvice zeleza piiblizné 3 g je vazano v kyslikové rezervé a je
pfepravovano jako hemoglobin v cervenych krvinkach. Nedostatek Zeleza v téle sniZuje
koncentraci hemoglobinu v krvi, coz ma za nasledek vznik nemoci, ktera se nazyva anémie.
Stanovované specie Zeleza jsou Fe'", Fe'?

Zelezo naslo pouZiti zejména jako konstrukéni material. Dalsi slouéeniny Zeleza nasly
I jiné uplatnéni, Fe,O3 pigment, Fes04 na vyrobu elektrod pro tavné elektrolyzy. Fe(OH); se
vyuziva pii ¢isténi vod (Cefidlo). Zelena skalice (FeSO4.7H,0) se pouziva na vyrobu berlinské
modii (barvarstvi), konzervovani difevénych predméta 1 jako insekticid. Bezvody FeCls naSel
vyuziti jako katalyzator Friedel-Craftsovych syntéz, v elektrotechnice pii vyrobé¢ tiSténych
spojii a v textilnim primyslu jako moftidlo. Termickym rozkladem [Fe(CO)s] se ziskava velmi

. 2,6,8,16
Cisté zelezo.



3. Metody vyuzivané ve speciacni analyze

Nizké koncentrace toxickych prvkl a jinych specii, které se vyskytuji v zivotnim
prostiedi a v biologickych materialech, vedlo analytické chemiky kombinovat rizné separa¢ni
a citlivé detekéni techniky. Pro prvkovou speciacni analyzu se v soucasné dobé vyuzivaji
pfevazné tandemové (kombinované) techniky, které spojuji separaéni metody (vysoce
ucinnou kapalinovou chromatografii — HPLC, plynovou chromatografii — GC a kapilarni
zoénovou elektroforézu — CZE) se selektivnimi detekcemi prvki. Pouziti téchto technik
umoznuje stanoveni stopovych az ultrastopovych koncentraci analyzovanych toxickych a
esencidlnich prvki, ale i selektivni stanoveni vSech ptitomnych fyzikalné-chemickych forem
stanovovaného prvku.

Kombinace kapalinové chromatografie s riznymi detekcemi atomovou spektrometrii
skyta velmi kvalitni ndstroj na speciaci prvki. Jednd se o spojeni vysokou€inné separacni
techniky se selektivnimi a citlivymi detekénimi technikami. JelikoZ separace specii kovu,
kromé pfirozenych organickych forem, probihd vétSinou v netékavych formach, proto se
kapalinové chromatografie pouZziva pro speciacni analyzu Castéji neZ chromatografie plynova.
V plynové chromatografii se musi totiz net€kavé specie pred stanovenim derivatizovat, coz

zvy3uje nebezpedi kontaminace.®*

3.1 Separaéni metody

3.1.1 Chromatografie

Chromatografie patii mezi nejvyznamnéjsi separa¢ni metody. Chromatografie
umoznuje déleni a naslednou identifikaci, stanoveni velkého poctu anorganickych 1
organickych latek. Princip chromatografie spocivad v postupném, mnohonasobné opakovaném
ustavovani rovnovaznych stavli mezi stacionarni a mobilni fazi. Stacionarni (nepohybliva)
faze je umisténa v koloné¢ Vv raznych forméach (Castecky tuhé faze, kapalina na inertnim
nosici), mobilni (pohybliva) faze unasi separované latky pres stacionarni fazi. Separované
latky mohou byt stacionarni fazi zachycovany, coz zptsobuje jejich zdrzeni. Latky, které jsou
poutany stacionarni fazi silnéji, se vice zadrzuji v kolon¢, proto opoustéji kolonu pozdéji nez

latky zadrzované méné. K identifikaci separované slozky pouzivame retenéni charakteristiky



(retencni ¢as, redukovany retencni ¢as, retencni objem, redukovany retencni objem, atd).

Podle skupenstvi mobilni faze se rozd&luje chromatografie na plynovou a kapalinovou.'’*®

3.1.1.1 Plynova chromatografie

V plynové chromatografii je mobilni faze plyn a taktéz separované latky jsou v plynném
stavu, proto se pti chromatografii vzorki ve stavu kapalném voli teplota, aby délené slozky
byly ve formé¢ par. Nejbéznéji pouzivané staciondrni faze jsou nepolarni typy na bazi
poly(dimethylsiloxanu). Bé&zné pouzivané mobilni faze jsou plyny dusik, argon, helium,
vodik, které musi byt €ité a zbavené vodni pary a kysliku (necistoty interaguji se stacionarni
fazi nebo separovanou latkou).

Omezenost pouziti plynové chromatografie spociva v t€kavosti a tepelné stabilité

o 1aeal 17,181
separovanych latek.” 1819

3.1.1.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova kolonova chromatografie se uplatituje pfi déleni vSech méné te€kavych
organickych kapalnych a tuhych latek, které se rozpousti ve vodé, béznych organickych
rozpous$tédlech nebo zifedénych mineralnich kyselindch. NejbéZnéji pouzZivané stacionarni
faze jsou ionosphere-C, superdex200 10/30, zorbax Rx- Cg, nucleosil atd. Bézné pouzivané

mobilni faze jsou rizna organicka rozpoustédla ale i jejich smési, které se lisi elu¢ni

sﬂou 17,18,19
- F-AAS
ZHMLOVACE
IEC ETAAS
GENEROVANIE ICP-AES
RP HPLC HYDRIDOV
AFS

SEC SPRE.JE g —— -
— ' ICP-MS |
Lo e e s — — -

Obr. 1. Schéma propojeni metod kapalinové chromatografie s metodami atomové

spektrometrie pouZzitim riznych rozhran{®
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Tabulka I: Vybrané aplikace kapalinové chromatografie a atomové spektrometrie pro

vy ’ o 6
speciacni analyzu prvki

Analyty Matrice Technika LOD?®

As(11), As(V) prachové ¢astice  IEC-HG-AFS 0,01-0,02 ng/m®
As(I11), As(V), MMA, DMA  mog& RP-LC-HG-ICP-AES  36-101 ng/ml "
As(l11), As(V) voda IEC-HG-ETAAS 7,8-12 ng/mi
Se(1V), Se(VI), SeMet, rostlinny material  1EC-UV-HG-AFS 2-10 ng/g
SeMeSeCys, SeCys

Se(IV), Se(VI) voda IEC-HG-ETAAS 2,4-18,6 ng/ml
SeMet, SeEt, SeCys biologické vzorky RP-LC-ICP-AES 2-6 ng/ml
Sb(I1), Sb(V), (CH3),SbCl,  moiska voda IEC-HG-AFS 0,07-0,13 ng/ml
Hg(ll), MeHg", PhHg", EtHg"  vzorky ryb RP-LC-CV-AFS 0,06-0,2 ng/ml
Cr(l11), Cr(V1) voda RP-LC-F-AAS 2,0-3,7 ng/ml
Specie zeleza mléko SEC-ETAAS 1,4-4,7 ng/ml

3 Mez stanovitelnosti, ® mez detekce, MMA- kyselina monomethylarseniéna, DMA- kyselina dimethylarseni¢na, SeMet-
selenometionin, SeMeSeCys- selenomethylselenocystin, SeCys- selenocystin, SeEt- selenoetionin, MeHg -
methylhydragyrium, PhHg*- fenylhydragyrium, EtHg'- ethylhydragyrium.®

3.1.2 Kapilarni zénova elektroforéza

Kapilarni zénova elektroforéza patii mezi elektromigraéni metody, pouzitelné na
separaci organickych a anorganickych latek, jejichz molekuly mohou nést kladny naboj
v disledku disociace nebo protonizace (napf. sodné, draselné, hofecnaté, vapenaté kationty,
aminy, aminokyseliny), nebo zaporny naboj v disledku disociace (napi. chloridy, sirany,
dusi¢nany, fenoly, sulfonové a karboxylové kyseliny). Tato metoda je vhodna pro déleni a
identifikaci iontd, které se liSi svou molekulovou hmotnosti, ndbojem a tvarem. Separace
probihd v kapilafe ztaveného kiemene, ktera ma oba konce kapildry ponofené do
elektrodovych nadobek naplnénych zakladnim separa¢nim pufrem, jimZ je sama naplnéna.

Pouzitim vysokych intenzit elektrického pole (desitky kV/m) se dosahuje vysoké
ucinnosti a rychlosti separace. Kationty a anionty mohou byt detekovany a stanoveny béhem
jednoho experimentu. Metoda CZE je vhodnd pro separaci a stanoveni molekul, které nesou

naboj, nevhodna je pro elektroneutralni molel<uly.18‘20
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3.2 Atomova spektrometrie

Metody atomové spektrometrie se v analytické chemii pouzivaji pro kvalitativni a
kvantitativni stanoveni jednotlivych prvkti. Pro stanoveni prvkii pomoci atomové
spektrometrie je nutné prevést stanovované prvky z analyzovaného vzorku na volné atomy v
plynném stavu. Tato podminka je spojena s praci za vysokych teplot, ponévadz vétSina
kovovych a nekovovych prvki stanovovanych pomoci téchto metod mize existovat v podobé
volnych atomt v plynném stavu pouze pfi teplotdch nad 2000 K (vyjimku tvofi rtut).

Poloha spektralni ¢ary ve spektru je ovliviiovana celkovym systémem valenénich
elektrond a je charakteristicka pro jednotlivy prvek. Prechody elektronut, které ve spektrech
poskytuji spektralni Cary, se oznacuji jako dovolené piechody. Pfechody neposkytujici

spektralni ¢ary se oznacuji jako zakézané.

Dovolené piechody se fidi vybérovymi pravidly:
1. Pti pfechodu jsou povolené libovolné zmény hlavniho kvantového cisla n

(dovoleny jsou piechody 1S - 2P, 1S - 3P, 1S - 4P)

2. Vedlejsi kvantové €islo L se pii pfechodu miize ménit o jednotku AL =+1

(dovoleny jsou piechody S —P, D —P,aleneS—S, S— D apod.)

3. Pii pfechodu se nesmi ménit spin elektronu, tedy ani spinové kvantové €islo S, AS =0

Intenzita spektralnich ¢ar predevsim zavisi na poctu atomd ve vychozim stavu, na
statistické vaze tohoto stavu, na pravdépodobnosti energetického ptrechodu z vychoziho do
vysledného stavu a dale je zavisla na tom, zda je prechod dovoleny ¢i zakazany, ale i na

teploté.zoﬂ‘22
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V atomové spektrometrii se setkdvame se Ctyfmi déji, které vedou ke zméné kvantové
energie valencnich elektronti. Tyto dé&je nasly analytické vyuziti v metodach atomové
spektrometrie.

a) spontanni emise — samovolné vyzatrovani: opticka emisni spektrometrie (OES)
b) absorpce zéfeni: atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS)
¢) sekundarni emise — fluorescence: atomova fluorescencni spektrometrie (AFS)

d) vynucena (stimulovand) emise: lasery, pouziti jako zdroj zareni

3.2.1 Atomova absorp¢ni spektrometrie

Atomova absorpéni spektrometrie patii mezi metody anorganické prvkové analyzy,
umoznuje stanoveni az 68 prvkd v nizkych koncentracich. Princip atomové absorpéni
spektrometrie spociva v pohlceni fotonu o dané energii atomy daného prvku v plynném stavu
a tim k ptechodu (excitaci) valen¢niho elektronu ze zakladni energetické hladiny na hladinu
energeticky bohatsi. Z Boltzmanova zakona vyplyva, ze absolutni vétSina atomu je za teplot
pouzivanych pfi atomizaci v AAS Vv zékladnim stavu, proto v absorpcnich spektrech miizeme
pozorovat jen prechody ze zakladniho stavu do stavil excitovanych, coz je spojeno s absorpci
energie. Pocet spektralnich (absorp&nich) €ar je relativné nizky.

Atomovy absorpéni spektrometr se sklada ze zdroje zafeni, atomizatoru,

monochromatoru, detektoru a zafizeni na zpracovani signéllu.Zl’22

3.2.1.1 Zdroje zareni

V AAS se vyhradné uplatiiuji ¢arové zdroje zareni, které emituji intenzivni zafivou
energii do uzkych spektralnich intervali. Jako ¢arové zdroje se uplatnily vybojky s dutou
katodou (HCL — Hollow cathode lamp), bezelektrodové vybojky (EDL — Electrodeless

discharge lamp), superlampy.
Vybojka s dutou katodou

Nejpouzivangj§im zdrojem ¢arového zafeni je vybojka s dutou katodou, kterd emituje
uzké Cary, jenz nejsou ovlivnény samoabsorpci a ve spektru prevazuji Cary rezonancni.

Vybojka s dutou katodou je evakuovana banka vyrobena ze skla, ktera je naplnéna plynem
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(neon, argon) na nizky tlak ( 100 - 200 Pa). Vystupni okénko je vyrobeno z
optického kiemene pro oblast do 240 nm, nad 240 nm ze specialnich druht skla a nad 300 nm
Z bézného optického skla. Uvniti vybojky je dutd katoda vyrobena bud’ piimo z velice ¢istého
materidlu stanovovaného prvku (Cu, Zn, Ni,...), nebo je pouzit duty valeCek z materialu
S chudym emisnim spektrem (Al). Do vnitini dutiny valecku je vlozZena félie kovu nebo je na
valecek kov nanesen ve formé prasku, tato technologie je pouzivana pro vzacné, drahé kovy a
tézko obrobitelné prvky. Nad katodou je umisténa anoda z tézkotavitelného materialu (Zr, Ti,
W, Ta). Princip funkce je zaloZen na tvorb& doutnavého vyboje v duté katods. Zivotnost je

dana stabilitou tlaku plniciho plynu, pokles tlaku zptsobi kolisani intenzity zafeni.???3

anoda duta katoda

A /

SN

7 “‘_b_-i:
R y
/ N

stinéni izolovany nosnik

Obr. 2. Vybojka s dutou katodou®*

Bezelektrodova vybojka

Vybojka je valcovita bani¢ka vyrobena z kiemene s vnitinim primérem od 5 do 15
mm. V banicce je vhodné mnozstvi smési Cistého kovu s jeho t€kavou slouc¢eninou (nejcastéji
jodid) a je naplnéna plnicim plynem (neon, argon, helium) na tlak 30 — 300 Pa. Banicka je
umisténa do pole civky radiofrekvencniho generatoru (budici frekvence 20 az 50 MHz). Ve
vybojce dochézi pii sténach k vytvoreni stabilniho prstencového vyboje, takze zatfeni uvnitt
vybojky projde zanedbatelnou vrstvou atomové pary a samoabsorpce rezonancnich cCar je
minimélni. Hlavni vyhodou bezelektrodovych vybojek je zvysSeni intenzity emitovaného

zatreni az o tad proti vybojkam s dutou katodou. Nevyhoda vybojek spociva ve vysoké cené,
VVVVVV 212,23
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civka

kfemenné okénko

Obr. 3. Bezelektrodova vybojka®*
Superlampa

Superlampa se sklada z cylindrické katody beze dna, anody a emitoru elektronti. K buzeni
dochazi mezi cylindrickou katodou a anodou umisténou pod ni, z opa¢né strany je prostor
uvnité katody bombardovan elektrony z emitoru elektrond, jenz zptsobi homogenni buzeni
Vv celém objemu katody. CimZ je dana mala pravdépodobnost vyskytu atomi dlouhodobé
v zakladnim energetickém stavu (potlacena samoabsorpce). Vyhodou superlamp je velmi
dlouha zivotnost, vyssi intenzita ¢ar (5 az 75 krat vyssi nez u vybojek s dutou katodou), vyssi
linearita kalibrace pro nékteré prvky a niZ8i pofizovaci ndklady nez u bezelektrodovych
vybojek.?t?

valcova
kitoda

/ / ( anoda HE

Pomoeny v§boj gy
elektrond

Obr. 4. Superlampa®*
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3.2.1.2 Atomizatory

Atomizator slouzi jako zdroj, rezervoar volnych atomu, ale i jako absorpéni prostiedi. Mezi
nejCastéji pouzivané atomizacni techniky patii plamenova, elektrotermickd atomizace nebo

atomizace v kiemennych atomizatorech.

3.2.1.3 Monochromatory

V AAS se jako disperzni prvky vyhradné pouZzivaji monochromatory. Hlavni funkce
monochromatoru je separovani ur¢itého intervalu vinovych délek ze spektra, velikost tohoto
intervalu se voli vystupni Stérbinou monochromatoru. Nejéastéji pouzivané usporadani je
Ebbertovo nebo Czerny-Turner, kde jsou pouZivany rovinné difrakéni miizky s po¢tem vrypu
1200 az 2400 mm. VétSinou neni nutnd vysokd rozliSovaci schopnost monochromadtoru,

Ao X o . Y : s 21,22
protoze Castecné¢ funkci disperzniho prvku piebira zdroj produkujici ¢arové spektrum.”™

3.2.1.4 Detektory

Mezi nejpouzivangjsi detektory patii fotonasobi¢. Fotonasobi¢ je evakuovana barika ze
skla se vstupnim okénkem z kifemene. Uvniti banky je fotocitlivd katoda, anoda a systém
dynod (9 az 13). Fotonasobi¢ je umistén hned za vystupni Stérbinou monochromadtoru a je
uzavien ve svétlotésném pouzdie. Princip fotonasobice spociva v dopadu fotonu na
fotocitlivou katodu, ze které vyrazi elektron, jenZ je urychlen v elektrickém poli a pfitaZzen na
prvni z dynod. Dopad elektronu na povrch dynody zptisobi vyrazeni sekundarnich elektront
(maximaln¢ Ctyf), které jsou pritahovany dalsi dynodou, coz je zpiisobeno udrzovanim
potencialového spadu mezi dynodami (50 — 150 V). Timto zpiisobem je zarucen lavinovity
nartst poctu elektronti a méfitelnost vystupniho proudu i pii nizkych intenzitach dopadajiciho
zateni. Pouzitelnost fotonasobice omezuje material fotokatody, protoze dopadajici foton musi
mit dostateCnou energii pro vyrazeni elektronu z jejiho povrchu. Pro celou spektralni oblast se

. . foreix 21222
pouziva pouze jeden fotondsobic.” " 3
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Obr. 5. Schéma fotonasobice®
1- kiemenné okénko, 2- fotokatoda, 3- primarni elektrony, 4- sekundarni elektrony, 5- systém

dynod

3.2.1.5 AAS s atomizaci v plameni

Plamenova atomizace je nejstarSi pouzivand technika. Princip spociva v prevedeni
roztoku ve zmlzovadi na aerosol a zavadéni aerosolu do laminarniho pfedmichavaného
plamene. Ve zmlZovaci vznikly aerosol narazi na narazovou kuli¢ku, na které dojde
K roztfisténi a odstranéni kapek piekracujici urcitou velikost, vznikajici aerosol je smichavam
se smési paliva a oxidovadla a poté je smés vedena do hofaku. Cely proces probiha v mlzné
komote vyrobené¢ z inertniho materialu (teflon, polypropylen). Rychlost proudéni Stérbinou
V hotaku musi byt 2 — 3 krat vyssi neZ rychlost hoteni.

V AAS se pro zmlzovani pouZivaji vétSinou pneumatické zmlZovace, které maji nizsi
ucinnost, jenz je zavisla na viskozit¢ vzorku. Pneumatické zmlZovafe jsou vyrobeny
Z chemicky odolnych materialti (plasty, titan, slitiny Pt/Ir), sklenéna narazova kulicka se pfi
praci s kyselinou fluorovodikovou nahrazuje kuli¢kou z korundu nebo plastu. Specialnim
typem je vysokotlaky zmlzovaé, ktery se pouzivd pro pifimé spojeni atomové absorpéni
spektrometrie s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, kde spektrometr plni funkci
detektoru prvkil. Areosol vznika tiiSténim velice tenkého paprsku kapaliny o ndrazové télisko.
Tento zpusob zmlzovani ma vyssi ucinnost, mensi spotiebu vzorku a umoznuje zmlzovani
viskoznich kapalin.

Atomizace vzorku probihd ve §térbinovych hofacich vyrobenych z nerezu nebo titanu.

Jako palivo se nejcastéji pouziva acetylén, ve specialnich ptipadech propan/butan nebo vodik.
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Oxidovadlem byva vétSinou vzduch nebo oxid dusny. Délka Stérbiny zavisi na pouzitém typu

plamene, pro acetylén — vzduch ma délku 100 mm a pro acetylén — oxid dusny délku 50 mm.

Proces atomizace kapalného vzorku Ize popsat nasledujicimi pochody:

- zmlzovéani kapalného vzorku (mokry aerosol)

odpareni rozpousteédla (suchy aerosol)

- vypafeni Castice

- chemické reakce se slozkami pfitomnymi v plameni
- vznik volnych atomt (atomizace)

- ionizace a rekombinace

- termicka excitace a deexcitace

Nevyhodou plamenové atomizace je silné nafedéni vzorku spalnymi plyny, nizka

y s T 21,22,23.24
(i¢innost zmlZovani a nizk4 citlivost. 21?223

3.2.1.6 AAS s elektrotermickou atomizaci

Jelikoz plamenova AAS nedosahuje detekénich mezi, jenz jsou dostacujici pro feSeni
analytickych probléml (analyza zivotniho prostfedi, Cistych chemikalii,...), proto byly
hledany dalsi techniky atomizace. MoZnosti je atomizace v elektrotermickém atomizatoru,
coz jsou specialni miniaturni trubicky vyhtivané pomoci elektrického proudu, bud’ G€inkem
vlozeného napéti (odporové vyhiivané atomizatory), i€¢inkem opaénych elektrickych nébojt
(kapacitn€ vyhtivané atomizatory), pfipadné€ indukci elektromagnetického pole.

NejcCastéji pouzivany materiadl atomizatoru se pouzivaji rtizné modifikace grafitu
(atomizacni teploty az 3000 °C), ptipadné mlze byt pouzit i néktery téZkotavitelny kov- Ta,
Mo, Pt, W (pro W atomizacni teplota az 3200 °C).

Pro ochranu atomizatoru ptfed oxidaci za vysokych teplot se pracuje za pouziti
ochranné atmosféry, nejbéznéji se pouzivd argon o vysoké Cistot¢ (maximalné¢ 1 ppm
kysliku). Atomizace nadavkovaného malého mnozstvi vzorku (10 az 40 pl) nastava
postupnym ohiivanim kyvety v disledku prochazejiciho elektrického proudu, kyveta se chova

jako elektricky odpor.
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Posloupnost procesu pfi teplotnim programu:

- suSeni -ohfev nad teplotu varu rozpoustédla

- pyrolyza -odstranéni nejvetsi Casti matrice (anorganické soli, nerozlozené organické
zbytky matrice)

- atomizace -vytvoreni oblaku volnych atomt v plynném stavu

- Cisténi -kratkodobé zahtati nad teplotu atomizace

Vyhodou elektrotermické atomizace je znacné zlepSeni meze detekce ve srovnani

s plamenovou atomizaci.?*#2%32*

3.2.1.7 Generovani tékavych sloucenin v AAS

Metoda generovani tékavych hydridd je zaloZena na prevedeni analytu na tékavou
formu, necastéji hydrid, ktery se oddéli od matrice a je atomizovén ve specidlnim kfemenném
atomizatoru.

Pro tuto metodu se pouziva:
- generovani tékavych hydrida (As, Se, Bi, Ge, Sn, Te, In, Sb, Pb),
- metoda studenych par-generovani par Hg

- Qgenerovani t€kavych organokovovych sloucenin, fluoridi a chelath

Generovani tékavych hydridi patii mezi nejrozsitenéj$i metodu pro stanoveni As, Sb,
Se, Sn, které je zalozeno na pievedeni analytu kovu na plynny hydrid reakci analytu ve
vhodném oxida¢nim stupni s tetrahydridoboritanem sodnym (stabilizovany roztokem NaOH
nebo KOH) v kyselém prostiedi. Dilezité je udrzet optimalni kyselost reak¢éniho prostiedi i
oxidacni stav analytu (As>*, Sb®, Se*"), je-li analyt ve vyssim oxida¢nim stavu (As>*, Sb>*,
Se6+) je nutné provést predredukci na niz§i oxidacni stav jodidem draselnym nebo

hydroxlaminem.

BH, + 3H,0 + H" — H3BO3; + 8H (atomarni vodik)
M™ + (m+n)H — MHn + mH"

3BH, + 4H,Se03 + 3H" — 3H3BO;3 +4SeH; +3H,0
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Alternativni metodou je elektrochemické generovani, jenz je zaloZzeno na generovani
hydridd pomoci elektrického proudu v prostfedi ¢istych minerdlnich kyselin. Tento postup
feSi mnohé problémy chemického generovani tékavych sloucenin (kontaminace vzorku
interferujicimi ionty, pfimé generovani tékavych sloucenin kovu z vyssich oxidacnich stavii,
uspora reduk¢niho €inidla).

V praxi se pouzivaji tfi uspofadani generovani hydridd, kontinualni davkovani (signal
ma konstantni charakter), davkovy generator (Casové zavisly tvar signalu), davkovani do
proudu FIA (zvySeni produktivity prace, snadna automatizace). K transportu hydridu do
atomizatoru se uziva nuceného toku inertu (Ar, Ny), jelikoz pfi transportu muze dochazet
k sorpci nebo rozkladu hydridu na sténach aparatury, tudiz je nutné minimalizovat povrch
aparatury a transportni cestu do atomizatoru.

K atomizaci hydridu je vyuzivdna atomizace plaminkem v kfemenné trubici, ktera je
zalozena na atomizaci vodikovymi radikaly vytvarejicich se v plaminku vodik-kyslik.
Atomizator je slozen znevyhiivané kiemenné trubice ve tvaru pismene "T", dal$im
pouzivanym atomizatorem je kiemennd trubice ve tvaru pismene "T" vyhfivdna plamenem
nebo elektricky. Elektricky vyhtivané trubice dosahuji lepsich citlivosti a vysSich Zivotnosti

. . : o £ 21,222
nez kiemenné trubice vyhiivané v plameni.?#?

Metoda studenych par

Metoda studenych par je zaloZzena na faktu, Ze rtut’ ma za laboratornich podminek
dostatecné velkou tenzi par, proto jsme schopni méfit piimo absorpci odpovidajici
koncentraci volnych atomil rtuti pfi této teploté. V kapalné fazi je iontovd dvojmocna rtut
redukovana chloridem cinatym nebo tetrahydridoboritanem sodnym na kovovou rtut, jejiz
pary jsou vypuzeny nosnym plynem (N, Ar) pfes susici vrstvu do méfici cely. Pii méfeni
nizkych koncentraci rtuti je mozné pouzit prekoncentracni krok na amalgatoru (kfemelina
potazena vrstvou zlata nebo stiibra), ze kterého je po zakoncentrovani vypuzena zvySenim

teploty na 1000 °C do méfici cely.?*?
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Termooxidac¢ni stanoveni rtuti

Termooxida¢ni stanoveni rtuti je zalozeno na spaleni vzorku v proudu kysliku pfi
teplot¢ 850 - 900 °C, vzniklé spaliny jsou vedeny do katalytické pece (650 °C), ve které
dochdzi k dokonceni oxidace a zachyceni oxidl dusiku a siry na bazickych slozkach
katalyzatoru. Ostatni spaliny se transportuji v proudu kysliku do amalgétoru, kde dojde
k zachyceni rtuti. Po zakoncentrovani je rtut’ zvySenim teploty vypuzena do tandemovych

kyvet, kde je zmé&fena absorpce pii 254,4 nm.**?

3.2.1.8 Interference

Interference definujeme jako rozdilné velikosti signalu, které ziskame méfenim
roztoku o stejné koncentraci v ¢istém standardu a ve vzorku (v pfitomnosti doprovodnych
slozek). Interference zptisobuji doprovodné slozky ve vzorku.

Interference Lze rozdé€lit na spektralni a nespektralni. Spektralni interference jsou
interferentu, prekryvem dvou absorpénich past, absorpci pozadi, rozptyl zafeni. Nespektralni
interference jsou zapfiCinény ovlivnénim ionizac¢nich a disociaénich rovnovahy, zménou

hustoty ¢i viskozity vzorkt, vznik méné té¢kavych slou¢enin. %

3.2.2 Opticka emisni spektrometrie

Princip optické emisni spektrometrie spoc¢iva v registrovani fotonti vznikajicich pfi
pfechodu valenc¢nich elektront z energeticky bohatSich stavii na stavy s nizsi energii. Emisni
spektrum ma carovy charakter, poloha ¢ary ve spektru urcuje kvalitativni slozeni a intenzita
cary v emisnim spektru udéva kvantitativni slozeni. S poctem valenc¢nich elektronii roste i
pocet Car ve spektru, analyticky vyuzivana oblast spektra je od 110 - 900 nm.

Jako budici zdroje se v OES pouzivaji plamen, elektricky vyboj, indukéné vazana
plazma, laser. Pfi buzeni musime dosahnout teploty, pfi které je vzorek atomizovan a
preveden do plynného stavu, pfi této teploté jsou atomy excitovany na vyssi energetickou
hladinu a pii deexcitaci vysilaji zafeni (fotony) jenz registrujeme. V plamenové fotometrii se

jako budici zdroj pouziva plamen (nizka teplota), proto se plamenova fotometrie pouziva pro
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kvantitativni stanoveni snadno excitovatelnych prvka (Na, K, Li, Ca, Mg). V OES se jako
budici zdroj hojné vyuziva indukéné vézané plazma. Plazma je ionizovany plyn obsahujici
dostate¢nou koncentraci elektricky nabitych Castic, pfiCemz pocet kladnych a zapornych iont
je stejny. Cela soustava je elektricky vodiva, ale celkové nevykazuje elektricky naboj.
Vyhody ICP OES jsou multielementarni analyza, vyborna reprodukovatelnost, dlouhodoba
stabilita pfistroji, dobré detek¢ni limity, vysokd linearita kalibraci, moznost analyzy
organickych latek ale i nekovovych prvki (S, N, CI, I, Br). Nevyhodou je zna¢na spotieba
argonuy, 21222324

Optickd emisni spektrometrie se ve spojeni s riznymi typy HPLC naptiklad vyuziva
ke stanoveni specii arsenu v moci a ke stanoveni organickych specii selenu v biologickych

vzorcich.®

3.2.3 Atomova fluorescencni spektrometrie

Atomova fluorescencni spektrometrie je zalozena na registraci fotont vznikajicich pii
piechodu valenénich elektront z vyssi energetické hladiny na hladinu nizsi. Fluorescence je
proces s nizkou ucinnosti, proto je potfeba intenzivnich zdroji zatfeni. Jako zdroje budiciho
(excita¢niho) zafeni se pouzivaji vybojka s dutou katodou, bezelektrodova vybojka, lasery,
xenonova vybojka.

Intenzita fluorescenéniho zafeni je zavisla na intenzité zdroje a v realnych vzorcich je
snizovana srazkami atoml a molekul pfitomnymi ve vzorku (zhaSeni fluorescence), nebo
rozptylem fluorescenniho zéafeni na nevypafenych casticich v atomizatoru a na optice
spektrometru.

V AFS se vyuzivd rlznych typl fluorescencnich mechanisml, rezonan¢ni
fluorescence (fluorescen¢ni zafeni ma stejnou vinovou délku jako zafeni budici), pfima
carova fluorescence (excitovany elektron se vraci z nékterého z vyssich energetickych stavi),
postupna fluorescence (elektron nejprve prechédzi bezradiacnim pfechodem na nizsi hladinu,
poté nasleduje vyzafeni fluorescenéniho zafeni), termicky asistovana fluorescence
(excitovany atom je vlivem tepelné energie vybuzen jeSté na vysSsi energetickou hladinu,
vyzafené fluorescenéni zafeni ma vysSi energii nez zafeni budici). Vyhody AFS jsou
jednoduché instrumentace, velka linearita kalibraci, citlivost ovlivnénd intenzitou excitacniho

zdroje. 22232
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Atomova fluorescencni spektrometrie se ve spojeni s HPLC pouziva ke stanoveni

L4 , 4 L4 . A /4 )
specii arsenu v pachovych ¢asticich, selenu a antimonu vV moiské vode¢.

3.2.4 Hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem

Metoda ICP-MS patii mezi techniky stopové, piedev§im ultrastopové
multielementarni analyzy, vice nez 50 prvki je ionizovano do prvniho stupné z vice nez 90 %,
niz8i hodnoty poskytuji nekovové prvky s vysokym ionizacnim potencidlem (As, Se, P, Si).
Prvky, které maji nizky druhy ionizac¢ni potencial, vytvaii dvakrat ionizované ionty (Ba).
ICP-MS je zalozeno na atomizaci a nasledujici ionizaci vzorku v argonovém indukcné
vazaném plazmatu a na nasledné separaci vzniklych iontl na zakladé jejich efektivni
hmotnosti m/z hmotnostnim analyzatorem (kvadrupolovym, s vysokym rozliSenim pouziti —
magnetického a elektrického sektoru). Vzniklé ionty jsou detekovany detektorem, zaznam
detektoru se nazyvad hmotnostni spektrum, ze kterého ziskame informace o izotopickém
slozeni a o koncentraci prvku. Problematicky je u ICP-MS transport iontd z ICP do
hmotnostniho analyzatoru, jelikoz ICP pracuje za atmosférického tlaku a hmotnostni
analyzator za tlaku nizkého. Pfenos iontli je zprostfedkovan pomoci specidlniho interface
tvofeného dvéma konusy, které jsou chlazeny vodou, kde v prvnim je otvor okolo 1 mm a ve
druhém 0,75 mm. Tlak mezi kénusy se snizuje pomoci rotacni vyvévy, tlak v hmotnostnim
analyzatoru pomoci turbomolekuldrnich pump, problém analyzy redlnych vzorkd spociva
V ucpavani otvorll v konusech, proto tato technika neni vhodna pro solné roztoky. Mezi
pouzivané detektory patii Faradayova klec, elektronovy nasobi¢ s oddélenymi dynodami,
elektronovy nasobic s jednou elektrodou (Channeltron). Mezi vyhody ICP-MS patii moznost
stanoveni velmi nizkych koncentraci, multielementarni analyza, ur€eni izotopického
zastoupeni prvkil a snadné spojeni s HPLC, GC a CZE. Mezi nevyhody patii vysoké
pofizovaci 1 provozni naklady a znemoznéni detekce neutralnich Gastic. 223245

Spojeni HPLC s detekci pomoci metody ICP/MS je vhodné naptiklad pro stanoveni

s v: 14
Speci selenu v moci.
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4. Specia¢ni analyza v atomové absorpc¢ni spektrometrii

Mezi nejvyznamnéjs$i metody stanoveni specii kovii pomoci AAS patii generovani
tékavych sloucenin. NejCastéji se vyuziva pro speciaci arsenu, antimonu a selenu za pouziti
predseparacnich, prekoncentracnich technik. Déle budou popsdny metody stanoveni specii

zalozené na elektrotermické atomizaci a atomizaci v plameni.

4.1 Generovani tékavych sloucenin v AAS

Stanoveni antimonu V listech topolu, jehli¢i borovice a smrku je zaloZeno na extrakci
antimonu z listd a jehli¢i do 0,66 mol/l NaOH. Vzorek je nasledné¢ mineralizovan smési
kyselin (chlorovodikové, sirové, dusi¢né, chloristé). Ke smési kyselin se z divodu rozloZzeni
kfemicitand, ve kterych je zna¢né ¢ast antimonu vazana, piidava kyselina fluorovodikova. Ve
vzniklém vyluhu je SbY redukovan na Sb"' roztokem KI a kyseliny askorbové, ureni
koncentrace kovu se provadi v homogennim roztoku metodou FI-HG-AAS. Hydrid byl
generovan pomoci 3 % roztoku NaBH, stabilizovaného 0,04 % roztokem NaOH, vybojka
s dutou katodou byla pouzita jako zdroj zafeni a méfeni probihalo pfi vinové délce 217,6 nm.
Utinnost extrakce specii antimonu do roztoku NaOH je nizka, proto se autofi cht&ji zaméfit
na pouziti jinych extrakénich postupli (mikrovlnna, ultrazvukova nebo superkritickd fluidni
extrakce) a testovani jinych rozpoustédel. %

Stanoveni antimonu a arsenu Vv raselin¢ je zalozeno na mineralizaci vzorku pfi teploté
310 °C smési kyselin (dusi¢na, sirova, chlorista), koncentrace kova je méfena ve vzniklém
homogennim roztoku pomoci FI-HG-AAS. Ke smési kyselin pro stanoveni antimonu se
ptfidava kyselina fluorovodikova z ditvodu rozlozeni kiemicitanti, ve kterych je znacna ¢ést
antimonu vazana. Hydridy kova byly generovany pomoci 3 % roztoku NaBH,
stabilizovaného 0,04 % roztokem NaOH. Zdrojem zafeni pro stanoveni antimonu byla
vybojka s dutou katodou a produkovana vinova délka zatreni 217,6 nm, pro stanoveni arsenu
byla zdrojem bezelektrodové vybojka a pouzitd vinova délka zafeni 193,7 nm. Koncentrace
antimonu v méfenych vzorcich byla od 18 do 1500 ng/g, koncentrace arsenu od 300 do 5700
ng/g. Metoda FI-HG-AAS je vhodna pro stanoveni stopovych mnozstvi antimonu a arsenu

V Zivotnim prostiedi.”’
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Detekce specii arsenu ve vzorcich ptipravenych ze standardniho roztoku o koncentraci
19/l As" je zalozena na elektrochemickém generovani hydridi pomoci elektrolytické
tenkovrstvé cely s katodovym prostorem vyrobenym z uhliku Vv prostiedi kyseliny sirové.

v prostredi As¥ bez

Uhlikovy povrch katody je vhodny k selektivnimu generovani As
nutnosti predchozi redukce As" L-cysteinem, pouziti vymrazovani umoZiuje eliminaci
interferenci, které zpusobuji methylované specie arsenu (MMA, DMA). Interference
zpusobujici arsenocholin a arsenobetain nejsou vzaty v avahu z divodu vysoké stability
téchto specii. Elektrochemicky vygenerovany hydrid je stanoven pomoci FI-HG-AAS.

Detekéni limit zalozeny na kritériu 36 pro stanoveni As"' dle postupu je 0,4 pg/1.%

pump
mL min’
] sample electrochemical cold traps
4| loop cell
H,S0; 0 |
¢l V77777 Ar
H,S0; -| / —I
AAS
-20°C .35°C
gas/liquid ﬁ?;’s‘;’
separator "

Obr. 6. Schéma FI-HG-AAS pouzivaného pro sociaci arsenu®

Pump — pumpa, sample loop — smy¢ka na vzorek, electrochemical cell — elektrochemicka cela, cold traps — vymrazovani,

gas/liquid separator — separator fazi, coarse silica gel — hruby silika gel

"'"a celkového arsenu ve vzorcich fosfatovych hnojiv a fosforeénych

Stanoveni As
horninach je zaloZzeno na mineralizaci vzorku kyselinou chlorovodikovou a nésledné
stanoveni metodou HG-AAS. Stanoveni celkové koncentrace arsenu se provadi

v homogennim roztoku po predchozi redukci As’ na As'"

roztokem jodidu draselné¢ho
s kyselinou askorbovou. Stanoveni As'' se provadi v prostiedi citratového pufru (kyselina
citronovéd/citrat sodny), ktery maskuje As’ a tim brani jeho generovani na hydrid.
Koncentrace kovu byly stanoveny v homogennim roztoku metodou HG-AAS. Hydridy byly
generovany 3 % roztokem NaBHj, stabilizovany 0,5 % roztokem NaOH. Zdrojem zafeni pro

stanoveni arsenu byla vybojka s dutou katodou a produkovana vlnova délka zafeni 193,7 nm.

25



Ve vzorcich se koncentrace celkového arsenu pohybovala v rozmezi 5,2 az 20,0 mg/kg a

koncentrace As'"

vV rozmezi 2,1 az 5,5 mg/kg. Limit detekce arsenu (III) je 0,1pg/l a limit
stanovitelnosti 0,3 pug/l, presnost metody byla potvrzena analyzou certifikovanych
referen¢nich materialdi sedimentd.”

Pro detekci specii arsenu V podzemni vodé se vyuziva metoda FI-HG-AAS. Stanoveni
As"' metodou generovani hydridi je zaloZeno na pomalé kinetice d&je generovani hydridu
z AsY pii pouziti nizké koncentrace roztoku tetrahydridoboritanu sodného v silné kyselém
prostiedi (pH< 0). Za téchto podminek je u¢innost generovani hydrida z As mnohem nizsi

" 'koncentrace As" se vypogita jako rozdil celkové koncentrace a koncentrace As'.

nez z As

Stanoveni celkové koncentrace arsenu se provadi po piedchozi redukei As” na As'"' roztokem

jodidu draselného s kyselinou askorbovou. Pro selektivni stanoveni As" studie stanovila

nejvhodngjsi koncentraci NaBH,4 na 0,035 %. Koncentrace celkového arsenu ve vzorcich byla
v rozmezi 30 az 308 pg/l, z celkové koncentrace arsenu bylo 0 aZ 36 % zastoupeno As'.
Detekéni limit celkového anorganického arsenu je 0,6 pg/l pii pouziti kritéria 3 ¢ pro urceni
meze detekce.®’

Stanoveni ultrastopovych koncentraci selenu a arsenu v pitnych vodach je zaloZeno na
elektrochemické generaci hydridi v tenkovrstvé cele slozené z katodové a anodové casti,
které¢ jsou propojené iontov€é vyménnou membranou. Katoda byla zhotovena z olovéného
bloku a elektrolytem v katodové ¢asti byla kyselina chlorovodikova, elektrolytem v anodové
¢asti byla kyselina sirova. Vzniklé hydridy byly stanoveny pomoci metody HG-AAS
s kfemennym atomizatorem. Rozsah stanovovanych koncentraci byl pro arsen 0,05 az 100
ng/ml a pro selen 0,5 az 250 ng/ml. Dosazena mez detekce metody pro arsen byla 0,07 ng/ml
a mez stanovitelnosti 0,24 ng/ml. Pro selen byly tyto hodnoty 0.37 ng/ml a 1,23 ng/ml,
z téchto hodnot vyplyva vétsi citlivost stanoveni pro arsen. Piesnost metody byla ovétena

pomoci referenc¢nich materiald.®
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4.2 Elektrotermicka atomizace v AAS

V literatuie se nepopisuje piimé stanoveni specii chromu, stanoveni je zaloZzeno na
redukci Cr¥' na Cr'"', timto postupem se stanovi celkova koncentrace ve vzorku a koncentrace
Cr'" se stanovi ve vzorku bez piedchozi Gpravy. Jiny zpisob stanoveni specii je zaloZen na
rozdilné rychlosti tvorby komplexu.

Detekce chromu v krevnim séru je zaloZeno na centrifugaci srazené krve, nafedéni
vzorku krevniho séra roztokem ziedéné Kkyseliny dusi¢né, Tritonu X-100 a nasledném
stanoveni chromu metodou AAS s elektrotermickou atomizaci. Pfi teplotnim programu se
musi dat pozor na dokonalé a pozvolné vysusSeni vzorku obsahujici vysoky obsah bilkovin,
jinak dochazi k pénéni a nasledny unik vzorku z trubicky. Hlavnim problémem metody je
moznost kontaminace vzorku chromem vylouzenym z odb€rovych zatizeni. Mez detekce je
0,24 pg/l, pomoci referen¢nich materiali byla ovéfena spravnost metody. U pacientii
pravidelné dochazejicich na dialyzu byla koncentrace chromu v rozmezi 1,4-6,6 pg/l, u
dobrovolnych darci v rozmezi 0,3-0,6 ng/l. Stanoveni koncentrace chromu je velice dileZité,
protoze umoznuje u pacientl zjistit jeho nedostatek ktery je jeden z faktort civiliza¢nich
chorob (diabetes mellitus, aterosklerosa).™

Detekce specii chromu v pitné vodé je zalozeno na piedchozim zakoncentrovani
pouzitim mikrokolony naplnéné aktivnim uhlim, chrom byl eluovén z kolony za pouziti 1 %
kyseliny dusi¢né. Pro stanoveni celkového chromu byl CrY' pied zakoncentrovanim
redukovan na Cr'"' roztokem ethanolu a kyseliny chlorovodikové. Obsah Cr¥' ve vzorku byl

stanoven jako rozdil koncentrace celkové a koncentrace Cr'"

. Aktivni uhli je pouzito pro
zakoncentrovani vzorku pitné vody bez pouziti kemplexotvorného ¢inidla, pH vhodné pro
kvantitativni zakoncentrovani chromu je vrozmezi od 4,5 do 5,5. Koncentrace chromu
v zakoncentrovaném roztoku byla stanovena metodou ETAAS, zdrojem zéafeni pro stanoveni
chromu byla vybojka s dutou katodou a produkovana vinova délka zéateni 357,9 nm. Detekéni
limit stanoveni je 3,0 ng/l pii pouziti kritéria 3 o pro uréeni meze detekce.*

Stanoveni specii chromu v mineralnich vodach spociva v separaci cr'' a cr'" za
pouziti solid-phase extrakce s APDC a nasledném stanoveni metodou ETAAS. Princip
separace specii je zalozen na rdzné rychlosti tvofeni komplexu s APDC
(pyrrolidindithiokarbamat amonny), Cr¥' tvoii komplex s APDC velmi rychle, zatimco tvorba

komplexu s Cr'" je pomal4 z divodu vysoké hydratace iontd. Cr"' je z komplexu vyvazan

kyselinou dusi¢nou a nasledné stanoven metodou ETAAS, celkova koncentrace chromu byla
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stanovena piimo ve vzorku, koncentrace Cr'" je uréena jako rozdil vyse uvedenych hodnot.
Ur&ena mez detekce metody je 0,03 pg/l pro Cr¥' a 0,3 pg/l pro stanoveni celkového chromu.
Ptesnost stanoveni chromu muze byt ovlivnéna piitomnosti redukovadel (Fe”), které¢ mohou
Cr¥' redukovat. Uvedena metoda je vhodna pro stanoveni nizkych koncentraci (ug/l a ng/1)
chromu ve vzorcich mineralnich vod.*®

Stanoveni zeleza a selenu v kravském mléce je zaloZeno na nafedéni vzorku mléka
roztokem smési vodou rozpustnych terciarnich amint a nasledné stanoveni metodou AAS
s elektrotermickou atomizaci. Zdrojem zafeni pro stanoveni Zeleza byla vybojka s dutou
katodou a produkovand vinova délka zafeni 248,3 nm, pro stanoveni selenu byla zdrojem
vybojka s dutou katodou a pouzita vinova délka zafeni 196,0 nm. Rozsah stanovovanych
koncentraci ve vzorcich mléka byl pro selen 17 az 122 pg/l a pro zelezo 0,6 az 1,17 pg/l.
Detekéni limit zavisi na obsahu tuku v mléce, mez detekce zeleza byla v rozmezi 0,39 az 0,6
ng/l a mez detekce pro selen 1,2 az 2,5 ng/l. Presnost metody byla ovéfena pomoci

v 7 « 710 v , ’ 4
referenénich materialtl suseného mléka.®

4.3 Atomizace v plameni v AAS

Detekce specii chromu v moiské vodé spociva v zakoncentrovani specii pomoci
mikrokolony naplnéné sorbentem uhlovodiki C18 navazanych na silikagel. Zakoncentrovani
Cr¥' se provadi z okyselené¢ho vzorku motské vody o pH 1,5 v piitomnosti DDTC jako
koncentragniho &inidla, zakoncentrovani Cr'"' je provedeno pii pH 7 za pouziti DDTC a

roztoku Mn", ktery zvysuje 10 krat signal Cr""

. Eluce z kolony byla provedena methanolem.
Separované specie byly stanoveny metodou FAAS. Autory uvedeny pracovni rozsah metody
je 0,02 az 200 pg/l, limit detekce byl stanoven na 0,02 pg/l. Uvedena metoda je vhodna pro

. . , 1z 35
stanoveni specii chromu ve vzorcich moiské vody.
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Z7.avér

V praci byly popsany zékladni pojmy, definice a vyrazy speciani analyzy. Dale
vlastnosti, vyskyt, biodostupnost, toxicita a zdroje znecCisténi vybranych kovi. Byly popsany
vhodné separa¢ni metody slouzici k G€¢innému rozdéleni vzorku na jednotlivé specie.
Nasledné byly diskutovany metody, jenz jsou pouzitelnym nastrojem K selektivni detekci
specii kovi (AAS, OES, AFS, ICP-MS).

Zavér prace se veénoval moznostem vyuziti atomové absorpéni spektrometrie ke
stanoveni specii vybranych kovl ve skutecnych vzorcich s vyuzitim rdznych zptsobt
atomizace. Uvedené moznosti a postupy stanoveni byly Cerpany ze ¢lankt publikovanych
v chemickych casopisech.

Ze zéavéreéné kapitoly je mozno usoudit, ze generovani tékavych hydridd patii
K nejrozsitenéjSim metodam ke speciaci arsenu, selenu a antimonu V riznych matricich.
Metoda elektrotermické atomizace je vhodna pro stanoveni specii chromu a zeleza i ve

slozitych matricich jako je mléko a krevni sérum.
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Seznam pouzitych zkratek

AAS
AFS
APDC
CZE
DDTC
DMA
ETAAS
F-AAS
GC
HG-AAS
HPLC
ICP-AES
ICP-MS
IEC
MMA
OES

RP HPLC

SEC

atomova absorp¢ni spektrometrie

atomova fluorescencni spektrometrie

pyrrolidindithiokarbamat amonny

kapilarni zonova elektroforéza

diethyldithiokarbamat diethylamonny

kyselina dimethylarseni¢na

atomova absorp¢ni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
atomova absorp¢ni spektrometrie s atomizaci v plameni

plynova chromatografie

generovani t€kavych slouc¢enin v atomové absorpéni spektrometrii
vysoce u¢inna kapalinovéa chromatografie

opticka emisni spektrofotometrie s indukéné vazanym plazmatem
hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
iontové vymeénna chromatografie

kyselina monomethylarseni¢na

optickd emisni spektrofotometrie

vysoce u¢innd kapalinova chromatografie na obracenych fazich

vylu€ovaci chromatografie
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