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Speciace hliniku v environmentalnich vzorcich

Souhrn

V této diplomové praci byly na zékladé¢ literarnich dat studovany metody speciace hliniku,
konstanty stability jednotlivych forem vcetné¢ komplikovanych toxickych forem typu
Kegginova izomeru [AlOsAl12(OH)24(H20)12 ]7*. Na zakladé literatury byla sestavena nové
aktualizovana tabulka kritickych hodnot stability s nejbéznéjsimi ligandy (OH", F", H3SiO4?*,
S04 a nékteré dalsi).

V oblasti metod speciace byly diskutovany metody skupinové speciace hliniku, jako je
vyluhovani vzorku specifickymi roztoky napi. 1M KCI, 0,5 M CuCl, 0,1M NasP>07, NHa4
oxalat, citrat dithionitu.

Podstatna ¢ast diplomové prace byla vénovana postuptim validace analytické metody IC
pro stanoveni AI**. Na zakladé literarnich idajii byla identifikovana kritéria, ktera by méla byt
splnéna. Jedna se zejména o presnost, linearitu, mez detekce a mez stanovitelnosti, selektivitu,
asymetrii piku a robustnost metody.

V experimentalni ¢asti byly vySe uvedené parametry méfeny a vyhodnoceny. Ve vSech
ptipadech, s vyjimkou robustnosti, byla pozadovana kritéria splnéna a metodika stanoveni A1
tedy vyhovuje pozadavkiim spravné laboratorni praxe. Pro urceni robustnosti je potieba
dlouhodobé pozorovani zmény podminek, napt. detektoru teploty, slozeni mobilni faze,
koncentrace derivatiza¢niho ¢inidla, pfipadné posouzeni mezilaboratorni shody vysledkd.
Z Casovych davodi (dlouhodoba nefunkénost chromatografické sestavy) nebylo mozno tento
parametr spolehlivé testovat a nasledné vyhodnotit.

V ¢Casti prace tykajici se realnych pudnich vzorkt jsme oc¢ekavali potvrzeni shodného
nalezu koncentrace Al dvéma analytickymi postupy pro vzorky identického pivodu. Celkovy
Al (ICP-OES) se o¢ekaval vyssi nez Al (IC), protoze k nému se jesté piicitaji dalsi reaktivni
i nereaktivni komplexy. Nicméng, experimentalné byl nalezen nizs$i celkovy obsah Al
stanoveny metodou ICP OES neZ byl obsah vyménny AI** podle metody IC. Tento paradoxni
zavér ukazoval, ze bud’ méfené hodnoty AI** podle metody IC jsou nespravné vyssi nez Al
nebo naopak, ze metoda ICP-OES dava nespravné nizsi hodnoty Al nez jsou ve skutecnosti.

Vysvétleni je mozné na zakladé dvou variant. Prvni varianta naznaduje, ze by se s AI¥*
koeluoval dalsi trojvalentni kation jako napt. Mn®* a Fe3*. Druh4 varianta je podle literarnich
udaji mozna pravdépodobnéjsi. Podle nékterych autori je pro kvantitativni pievod vzorku do
meéfitelné formy pomoci ICP-OES nutné zpracovat vzorek mikrovinnym rozkladem a nésledné
pouzit pneumatickou nebulizaci.

Na zékladé téchto zjisténi je ziejmée nutné v budoucich pracich spravnost jedné z téchto
variant potvrdit experimentaln¢.

Klicova slova: hlinik, konstanty stability, speciace, HPLC, validace



Speciation of aluminium in environmental samples

Summary

On the basis of literature data the methods of speciation of aluminum, stability of
complexes, including complicated forms of highly toxic [AlOsAl12(OH)24(H20)12 17*, were
studied in a submitted thesis. A new actualized table of critical values of stability constants with
common ions (OH", F, H3Si04*, SO4% and others) is provided.

In the area of speciation, the methods of group speciation were discussed as are specific
solutions as 1M KClI, 0,5 M CuCly, 0,1M NasP.O7, NH4 oxalate, dithionite citrate.

Important part of the thesis was devoted to the procedures of validation of the
determination of AI** by IC method. On the basis of literature data we identified criteria which
ought to be adhered to. They are mainly: repeatability, linearity, limit of detection, limit of
determination, selectivity, robustness, and asymmetry of the peaks. These all, with the
exception of robustness were proved to be valid.

For properly evaluate robustness a long term observation of the changes of the conditions
is necessary, e.g. temperature of the detector, composition of the mobile phase and
concentration of derivative reagent, or results of intra — laboratory tests. From time reasons
(long time non-functionality of chromatographic assembly) it was not possible to reliably test
and evaluate this parameter.

At the part of thesis dealing with real soil samples we expected to find a same amounts
of Al based on identical samples but by different experimental method. Total Al (ICP-OES)
was expected to be higher than A" (IC), because to it also reactive and nonreactive complexes
are added. However a lower total Al content determined by ICP-OES method was measured
than that of AI** by the IC method.

This paradoxical result had shown that either the measured Al according to IC are either
incorrectly higher than Al or, on the contrary, that ICP-OES method yields incorrectly lower
values than they are in reality.

Possible explanation is based on two variants. According to first one there may proceed
co-elution of another trivalent cation as Mn®" and Fe**. Second variant according to the
literature data is more probable. Namely, some authors in order to obtain full content of Al in
ICP-OES claimed that it was necessary to treat a sample beforehand by microwave digestion
and/or pneumatical nebulization.

On the basis of these facts, it will be necessary in further works to experimentally decide
which variant is more correct.

Keywords: aluminum, stability constants, speciation, HPLC, validation
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1 Uvod

Kontaminace pid kovovymi elementy je kritickd pro posouzeni kvality pud a jejich
toxicity. Vyhodnoceni toxicity hliniku je pomérné specifické. Zatimco vétSina tézkych kova
Vv piidach je bezprostifedné toxicka, pro hlinik je toxicita v prvé fad€ urcena kyselosti ptdy. Pii
neutralnich a alkalickych se hlinik nachéazi ve form¢é neskodnych neutralnich komplext typu
Al(OH)z a odvozenych polymernich variant.

Toxicita Al pro rostliny kvalitativné klesa v pofadi ~ AlOsAl12(OH)24(H20)12"* (Alss,
Keggintiv kation) > AI¥* > AI(OH)?* > AI(OH)2* > Al(OH)4 > AISO4* (podminéng). Al vazané
ve fluoridech, organickych komplexech, fosfatech, kiemicitovanych polymerech a AI(OH)3 je
povazovano za netoxickeé.

Nebezpecnost hliniku v ptide je tedy v prvé fad€ spojena se zvysenou kyselosti pudy. Ty
existuji v soucasné dobé v rozsahlych oblastech stfedni Afriky a jizni Ameriky, ale i ve
vychodnich oblastech USA a v severni a stfedni Evropé, De la Fuente-Martinez a Herrera-
Estrella (1999). Acidifikace pudy v evropskych zemich je pfevazné zptisobena kyselymi desti
Z primyslové vyroby, jedna se tedy téméf vzdy o antropogenni pivod.

Vzhledem K rtiznosti vyskytu jednotlivych forem Al v ptirodnim prostiedi je dulezité
kvantitativné znat pro dané podminky jejich koncentrace (speciace). Jako zaklad pro
vyhodnoceni speciace jsou prislusné konstanty stability jednotlivych komplext, problematika
studovana v této praci.

Pro vysloveni podlozenych zavéru je potfeba mit spolehlivé analytické metody. Proto
v dal§i Gasti prace bude proveden ideovy ndstin validace metody pro stanoveni AI**. Pro

vvvvv

postupu.



2 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo vypracovat reSerSi zaméfenou na speciaci hliniku
vV environmentalnich  vzorcich a studium toxickych vlastnosti hliniku. Rovnéz
sledovani zavislosti pH a rozpustnosti Al v kyselych pudach a jeho uvoliiovani do Zivotniho
prostiedi bylo prioritnim z&jmem této prace.

Literarni reSerSe se opira o nov¢jsi, ale i neméné dulezité historické poznatky vyskytu
jednotlivych forem Al v pidnim prostiedi v navaznosti na jeho toxické specie.

Dale bylo cilem sestaveni tabulky konstant stability Al s rliznymi ligandy.

V experimentalni ¢asti bylo cilem vypracovani kritérii validace analytického postupu
tykajici se konkrétni metodiky. Experimentalni validace metody pro jednoduchy ptipad
existence AP



3 Literarni reSerse

Hlinik je velmi rozsifeny kovovy prvek v zemské kiife a zivotnim prostfedi. Podle Bi et
al. (2001) je jeho zastoupeni v zemské kuie zhruba 8 vahovych procent, coz je treti
nejrozsifenéjsi prvek po kysliku a kiemiku a je viibec nejrozsifenéjsi kov (Martin 1988).
Nejrozsifenéjsi rudou obsahujici Al je bauxit, coz je smés aluminosilikati. Ve smésnych
oxidech se vyskytuje Al ve slidach a zivci. Mezi mineraly patii také polodrahokamy jako
korund, granat (se stopami Cr) a safir (stopy Co) a dalsi (Martin (1988). Kryolit (NazAlFs) byl
diive nalezen ve vyznamnych mnozstvich pouze v Grénsku, tento zdroj je vycerpan a je
pfipravovan synteticky (Martin 1988). Podle Sramka et al. (2011) se hlinik v anorganické formé
vyskytuje ve 250 mineralech, napt. v oxidech (korund Al>03) nebo hydroxidech (gibbsit —
Al(OH)3). Jinymi zdroji Al jsou napiiklad diaspor - AIOOH. Asi 40 % celkového mnozstvi
minerali obsahujicich Al tvoii alumosilikaty — napf. Zivce, slidy &i jilové mineraly (Sramek et
al. 2011).

Kovovy hlinik se do poloviny 19. stoleti fadil mezi velmi vzacné a drahé kovy. Naptiklad
Napoleon III jedl pfi recepci hlinikovou vidlickou, zatimco ostatni se museli spokojit se zlatym
a stiibrnym servisem (Martin 1988).

Teprve elektrochemicka metoda piipravy nalezena nezavisle v roce 1886 Hallem (USA)
a Heroultem (Francie) a zaloZena na pouziti roztaveného kryolitu jako rozpoustédla pro bauxit
znamenala rozhodujici krok pro masovou vyrobu Al (Martin 1988).

Ackoliv je hlinik tak rozsiteny, vyskytuje se pfevaznou mérou ve formé nerozpustnych
oxidfi a alumosilikatil a ve vodach je ho jen velmi malo, napf. < 1pg/l v motské vodé. Cinnosti
¢loveka dochazi ke vzniku kyselych destd a tim k hromadéni Al v povrchovych vodach (Martin
1988; Bi et. al. 2001; S¢ancar a Milagi¢ 2006).

Zvysené koncentrace Al vedou k Ustupu lesil, snizeni zemédé&lské produkce, uhynu
vodnich zivoc€ichil a ryb. ZvySené hladiny v pfirodnich vodnich zdrojich také ovliviuji kvalitu
vody pufrovanim pH a tim se ovliviiyji cykly jinych kritickych prvka jako fosforu,
rozpusténého organického uhliku atp.

Vlivu Al na vodni faunu a fléru je vénovan napi. obsazny ¢lanek (Gensemer a Playle
1999). Autofi studovali ucinky hliniku na sladkovodni fasy, vys$Si vodni rostliny, vodni
bezobratlé a ryby. Hlinik je nejvice toxicky pro fasy v mirné€ kyselych prostfedich okolo pH 6.
Vodni bezobratli nejsou ve srovnani s rybami pifili§ citlivi. Hlinik je jedem pro Zabry dospélych
ryb, a to negativnim ionoregulacnim efektem a také pisobenim na procesy dychani. Rizné
formy Al jsou navic rizné toxické, naptiklad AI(OH)s je silné toxicky pro ryby, ale netoxicky
pro rostliny (Gensemer a Playle 1999).

K zachytu Al lidskymi organizmy vedou riizné cesty (jidlo, kohoutkovéa voda, voda v Al
nadobi, dialyzaty), které mohou vést k vaznym neurologickym nemocem jako Alzheimerova
nemoc, Parkinsonismus, dialyzacni encefalopatie, osteomalacie a anemie (Bi et. al. 2001).
Ackoliv zdravotni nasledky piitomnosti Al u lidi nejsou pfedmétem této prace, je nutno neékteré
novejsi prace zminit.

Gupta et al. (2005) v prehledném c¢lanku shrnuli dosavadni znalosti o vlivu Al na
Alzheimerovu nemoc (AD), zav€rem shrnuji, Ze na zaklad¢€ rozsahlé literatury nemtize byt vliv
hliniku na AD vyloucen, ale zda je hlinik jedinym faktorem pii vzniku AD a zda je faktorem
ve vSech pfipadech AD nemiize byt zatim rozhodnuto.



O Sest let pozdéji Tomljenovic (2011) piSe: ,,The hypothesis that Al significantly
contributes to AD is built upon very solid experimental evidence and should not be dismissed.
Immediate steps should be taken to lessen human exposure to Al, which may be the single most
aggravating and avoidable factor related to AD*“ (Hypotéza, ze Al podstatné ptispiva k AD, je
vybudovana na velmi solidnich experimentech a neméla by byt opominuta. M¢ly by byt
podniknuty okamzité kroky ke zmensSeni lidské expozice Al, ktery miize byt zhorSujici, ale ne
nevyhnutelny faktor ve vztahu k AD). Sordet-Guépet a Manckoundia (2014) prostudovali vice
nez 600 abstrakt a precetli 352 ¢lankt tykajicich se problematiky AD. Autofi jednoznacné
pfifazuji hlinik do skupiny neurotoxickych latek, tento nazor je vSak diskutabilni, viz Bondy
(2010). Sordet-Guépet a Manckoundia (2014) vystihli sou¢asnou situaci nasledovné: ,,Protoze
realné ucinky téchto latek (tj. véetné Al) jsou zatim nejasné, vzhledem k nedostatku opa¢ného
dikazu jsou tyto latky povazovany za neskodné. To vyvolava pochyby vzhledem k explozi AD
a NDD (neurodegenerative diseases). Vsichni ale souhlasi, Ze tyto nemoci jsou heterogenni a
multifaktorialni.*

Toxicita Al pro rostliny kvalitativng klesa v pofadi ~ AlO4Al12(OH)24(H20)12"* (Al3,
Keggintv kation) > AI3* > AI(OH)2+ > Al(OH)2+ > Al(OH)4 > AISOs+ (podminéng).

Al vazané ve fluoridech, organickych komplexech, fosfatech, kifemicitovanych
polymerech a Al(OH)s je povazovano za netoxické (Boudot et al. 1993; Drabek et al. 2003;
Street et al. 2007).

AlOsAl12(OH)24(H20)12"* je povazovan za jesté zhruba 10x toxi¢téjsi formu nez Al
(Parker a Bertsch 1992; Street et al. 2007).

Velmi podrobné ¢lanky (269 stran textu a 145 stran textu) o toxicité vysly v nedavné dobé
(Krewski et al. 2007; Willhite et al. 2014). Obsah téchto ¢lankt je mimo dosah nasi prace, proto
budou citovany jen dva dileZité poznatky z abstraktu novéjsi prace.

Willhite et al. (2014) popisuji mechanismus toxicity Al nasledujicim zpisobem:
»Rozpustny trojmocny Al reaguje s vodou se vznikem bidentatnich superoxidovych
koordinaénich sfér [Al(O2)(H204)*" a Al(H20)6>"], které po komplexovani s Oz, vytvaii Al
superoxidy. Semiredukované radikaly konsumuji mitochondrialni Fe a podporuji vznik H2O»,
02 and OH radikéli. Tudiz AI** - indukovany vznik kyslikovych radikal vysvétluje oxidaéni
poskozeni, které vede k apoptdze. Naopak toxicita nerozpustnych oxidi Al zavisi primarné na
chovani zi¢astnénych ¢astic.*

Autofi se stavi kriticky k vyrokim o toxicité Al pro lidské zdravi. V piekladu pisi: ,,Hlinik
byval spojovan s lidskou morbiditou a mortalitou, ale neexistuje Zadny konsistentni a
presvédcivy ditkaz pro spojeni Al nalezeného v potrave a pitné vode v davkéach pouzivanych v
Severni Americe a zapadni Evropé€ se zvétSenym rizikem vzniku Alzheimerovy nemoci (AD).
Rovnéz neexistuje dukaz Skodlivosti antiperspirantd a kosmetiky s obsahem Al pro vznik AD
nebo rakoviny prsu. Expozice Al pii neonatdlni a pediatrické parenterdlni vyzivé muze
zhorSovat mineralizaci kosti a zpozdit neurologicky vyvoj. Byly pozorovany nezadouci efekty
nékterych vakcin s Al adjuvanty, ale ty nebyly Castéjsi (a v nékterych pfipadech méné Casté)
nez pii identické vakcinaci bez Al adjuvantt.*

S poslednim tvrzenim nesouhlasi fada autord, napi. (Tomljenovic 2011; Shaw a
Tomljenovic 2013; Exley 2016; Exley 2017; Klotz et al. 2017).



Pro souvislost mezi vstiebanym Al a neurodegerativnimi poruchami svéd¢i nedavny
¢lanek Yokela (2012), v zavéru kterého uvadi: ,Jsou dikazy pro transportérem mediovany
influx a efflux Al pfes BBB (Blood-brain barrier) coz je primarni sidlo influxu Al do mozku...
Zda se, ze Al pietrvava v mozku po dlouhou dobu (odhadem od 20 % az k celkové délce zivota)
a béhem zivota se akumuluje, ¢imz tvoii potencial pro vznik neurodegenerativnich poruch.*

Ackoliv autofi (Willhite et al. 2014) idajné nenasli presvédCivy dikaz o spojitosti Al a
AD, takova vazba podle jinych autorii véetn¢ Yokela (2012) existuje. Je nepochopitelné, ze
Yokel je spoluautorem spole¢né publikace s Willhitem et al. (2014), kde naopak obhajuje nazor
o nizké Skodlivosti Al. Dokud tyto rozpory nebudou jednozna¢né vyieSeny, jediny piistup
zfejme spociva v omezeni piisunu Al Zivym organismim vSude tam, kde je to mozné.



4 Metody speciace
4.1 Definice speciace, typy speciace s ohledem na speciaci hliniku

Speciace je definovana podle IUPAC Gold book jako ,,Speciace v chemii = Distribuce
elementu mezi definovanymi chemickymi speciemi v systému* a ,,Speciacni analyza v chemii
= Analytické aktivity identifikace a/nebo méfeni mnozstvi jedné nebo vice specii ve vzorku*
(IUPAC 2003).

Striktn€ vzato termin speciace by mél byt aplikovan na pfesné stanovenou formu ¢astice.
Podle Quevauvillera (1998) by nemé¢l byt termin speciace uzivan pro ne zcela jednoznacné
definovanou skupinu, jak to ilustruje na nasledujicim ptikladu. Mnozina ,,extrahovatelné
stopové prvky* podle n¢j nemé byt oznacena terminem speciace, protoze se jedna o operacné
uréené skupiny stopovych prvkil bez jasné identifikace. Takto definovana skupina podle n¢j
sice predstavuje uziteCny ptistup, ale porovnatelnost vysledkll je mozna jen pokud jsou znadmy
a dodrzovany standardizované protokoly.

V pripad¢ hliniku jsou ale takovéto viceméné volné definované skupiny jako napft. ,,volné
vazané formy* a ,,vyménitelné formy* velmi ¢asto pouzivany.

V této diplomové praci bude pro tyto ptipady vyhrazen termin ,,skupinova speciace*
zatimco pro jednotlivé jednoznacn€ definované Castice se jednad o ,,individudlni speciaci®.

Jednoznacnou charakteristikou komplexu je jeho kumulativni konstanta stability Bn
vyjadiend pro nejjednodussi ptipad jednomocného ligandu a pro celkové nizké koncentrace
elektrolytu, takZe aktivity mohou byt nahrazeny koncentracemi, jako:

[AlLy]

A3+ L = AL = -
to n Bo = TAFIL

kde [AIL,],[AI3*]a [L] oznaduji rovnovazné koncentrace odpovidajicich ¢&astic

V systému.

4.2 Individualni speciace Al

Pro modelovani chovani forem hliniku ve vzorcich se vétSinou pouzivaji zjednodusené
postupy s omezenym poctem castic, pro které jsou znamy termodynamické parametry tvorby
komplexi.

Nejjednodussi ptipad ptitomnosti pouze Al ve vodnych roztocich je napt. popsan v praci
(Gregory a Duana 2001), viz Obr. 1.
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Obr. 1 Distribuce monomerniho Al jako funkce pH (Z. Gregory & Duana 2001).

V jinych soutfadnicich miize byt vynesena celkova rozpustnost Al v zavislosti na pH a
definovanych konstantach stability tak, jak je znazornéno na Obr. 2 podle Parkera (2005).

Minimum na kfivce celkové rozpustnosti Al na pH odpovida podle autorid rovnovaze
gibbsitu podle reakce AIF* + 3H,0 = AI(OH)3(s) + 3H", logp = -8.0.

Celkovy
rozpustény

Loa koncentrace

-10 ] R P R s [ PR R P e e s
3 4 5 6 7 8 9 10
pH
Obr. 2 Zavislost celkové rozpustnosti hliniku na pH podle Parkera (2005).



Alternativni hodnota rozpustnosti byla pouzita napt. Blancem et al. (2006). Rozpustnost
Al(OH)3) je podle nich uréena mineralem boehmitem (pfi 101,5°C) a je zhruba o fad vyssi nez
u gibbsitu. Také pH minimalni rozpustnosti je podle Parkera (2005) pti pH ~ 6,5 a podle Blanca
et al. (2006) pii pH ~ 4,8, viz Obr. 1 a Obr. 2.

V literatuie jsou pak uvadény grafy podilu forem Al na pH i za piitomnosti dalSich
komplexujicich ligandii. Pro systém za pfitomnosti SO4% uvadi Ure a Davidson (2002)
nasledujici rozlozeni, Obr. 3.

10 [SO,)r = 2 x 10™ mol dm™? .
[Ally = 1 x 10" mol dm™? A{OH),
08 I AI(OH),
A".
Al(OH),*
06 |
04
AISO,*
0,2 | AIOH®
0 _ . : 5
z 4 6 8 10

pH

Obr. 3 Rozdéleni forem Al za piitomnosti SO4>" podle Ure a Davidsona (2002), konstanty v
tabulce viz Ptiloha ¢. 1.



Pro systém s pfitomnosti Al za ptitomnosti SO4>” a F~ podle Parkera (2005) je potom
prubéh uveden na Obr. 4.
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Obr. 4 Rozdéleni &etnosti vyskytu jednotlivych forem Al za p¥itomnosti SO4* a F~ podle
Parkera (2005).

Iontové medium 1 mmol.l* CaSOa, s piidavkem 15 pmol.I? celkového F v roztoku.
Speciace byla vypoctena podle konstant (Parker 2005) v tabulce Piiloha ¢. 1 a jim
piedpokladané rozpustnosti gibbsitu, Obr. 2.

Z Obr. 4 je zfejmé, Ze anionty F~ podstatnéji ovliviiuji rovnovahy Al nez siranové anionty.
To je nazorn¢ ukazano na Obr. 5 podle Driscolla a Schechera (1990).
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Obr. 5 Pievzaty obrazek 7 z Driscolla a Schechera (1990).

Z Obr. 5 je ziejmé, ze podobné jako F~ také SO4% tvoti v kyselém prostiedi komplexy s
Al aje vytésiiovan OH™ komplexy v zasaditém prostiedi. P¥i nizkych koncentracich SO4% je
dominantnim z Al-SO4 komplexti Al1SO4" a prechazi na Al(SOs)? pii vyssich koncentracich
SO4%. Sulfatové komplexy Al nejsou tak silné jako s F~ komplexy. Ackoliv ve sladkovodnich
vodach jsou koncentrace SO4? jsou typicky vyssi nez F, Al-SO4 komplexy jsou podstatné
pouze pii vysokych SO4? koncentracich a nizkych hodnotach pH, (Driscoll a Schecher 1990).

4.3 Aktualizovana databaze konstant stability, metody vypoctu

Posledni podrobny kriticky ptehled speciac¢nich konstant byl publikovan Nordstromem a
Mayem v roce 1999. V této praci jsme proto povazovali za nutné udaje aktualizovat.
V tabulce Piiloha ¢. 1 jsou uvedeny vybrané sety dat od roku 1986 do dnesni doby.

Pro finalni doporuc¢ené hodnoty konstant v poslednim sloupci tabulky Ptiloha ¢. 1 byly
hodnoty Nordstroma a Maye (1999) vzaty s dvojitou vahou (zapoéteny do priméru a standardni
odchylky dvakrat), protoze jsou zaloZeny na zpriimériovani jiz zndmych a diive publikovanych
udaju. Tito autofi jako jedini uvadi i statistickou chybu doporuc¢enych hodnot (nebyla nami
pouzita v hodnotach posledniho sloupce tabulky Ptiloha ¢. 1).
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Dalsi podstatnou databazi je set publikovany Blancem et al. (2006) viz ¢tvrty
ptedposledni sloupec v tabulce Ptiloha ¢. 1. Jejich hodnoty byly vybrany jako nejspolehlivéjsi
z ruznych udajii nalezenych v literatuie, zejména z praci Pokrovského a Helgesona (1995,
1997), Tagirova a Schotta (2001) a vlastni francouzské databaze (Blanc et al. 2006).

Blanc et al. (2006) uvadi v jejich tabulce hodnoty doporuc¢ené a navrzené. Jejich
doporucené hodnoty jsou v tabulce Pfiloha ¢. 1 této prace vyznaceny tu¢né a vzaty s dvojitou
vahou stejné jako u udajii Nordstroma a Maye (1999).

Akualizovana data v tabulce Ptiloha ¢. 1 se diametralné nelisi od setu Nordstroma a Maye
(1999) a rovnéz standardni odchylky od priméru jsou analogické. Pro zachovani konsistence
doporucujeme pouzivat novéjsi set z nasi prace. Naproti tomu hodnoty log B pro OH™ a F
komplexy udavané Milacicem (2005), zalozené pievazné na starSi kompilaci Martella a
Smithse (1977), jsou zcela nekompatibilni s hodnotami uvedenymi v tabulce Ptiloha ¢. 1, a
proto nebyly uvazovany. Vétsi rozdily vidime pouze pro oxalaty a citraty, které mohou byt
ptitomny jako dusledek vlivu Al na kofeny rostlin a které mohou byt ptitomné jako kofenové
exsudaty (Hubova et al. 2017).

Samostatnou kapitolu predstavuji komplexy Al s vSudyptitomnymi huminovymi latkami.
Nekteti autofi oznacuji tyto organické kyseliny terminem ,,fulvic acids, FA* (Parker 2004), ale
vhodnéjsi je nazev ,,humic substances, HS“ skladajici se z ,,fulvic acid, FA“ a ,,humic acid,
HA* (Lambert et al. 1995). Jejich konstanty stability s Al lezi podle Parkera (2004) v Sirokém
rozmezi hodnot logP = 3-6, takZze mohou byt silnymi chelatory jako fluorid nebo slabymi jako
siran. Vzhledem k tomu, ze tyto latky mohou byt x-vazné s blize neuréenym X, je mozno
vycislit pouze podminéné (conditional) konstanty stability. Ty se pohybuji podle Lamberta et
al. (1995) v rozmezi logp = 2-4,3.

Konstanty stability hliniku s ligandy jsou hojné vyuzivany ve specialnich programech
urcenych pro vypocet rovnovaznych koncentraci ¢astic v multikomponentnich smésich.

Neékteré programy, jako napi. MINEQL, GEOCHEM, WHAM, and ALCHEMI byly
uvedeny v piehledném ¢lanku (Bi et al. 2001). Bi a Yin (1995) sami navrhli jejich jednoduchy
pocitadovy program ALSCM, S¢andar a Milaci¢ (2006) uvadi ve formé zkratek dal§i programy
SOLMINEQS88, SIMPLISIMA, KIRMAT, MINTEQA2, FORTRAN77, HARPHRQ, Model V
a Model VI, NICA-Donnan, EQ3NR a HKF a v dal$ich letech Mata$ a Kubova (2008) uvadi
programy pod zkratkami HALTAFALL, SOLGASWATER, MINTEQ, MINEQL+, SOILE.

Popularni jsou dva voln¢ dostupné programy a to PHREEQC (Thyne 2007) a Visual
MINTEQ, verze 3.1 (Gustafsson 2018).

Z nedostatkll bé&znych programil pro speciaci hliniku je moZno uvést neptesnosti ve
slozeni a konstant stability komplexti s organickymi latkami (Bi et al. 2001), s moznou
vyjimkou programu WHAM (Windermere Humic Aqueous Model). Dale pak zanedbani
polymernich ¢astic uvedenych napf. v praci (Wang et al. 2002). Alis kation, viz nasledujici
podkapitola 4.4, je zohlednén v programu SolEq podle Powella a Pettita (1997), Obr. 6.

r wr

4.4 Polymerni ¢astice a Aliz kation

Ve skutec¢nosti je chovani Al pfi hydrolyze komplikovanéjsi nez za predpokladu tvorby
pouze monomernich produkti. Dochdzi k tvorbé polymernich ¢astic, jejichz slozeni se navic
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gasové méni. Ze starSich praci je mozno uvést detekci nasledujicich &astic: [Al2(OH)2]*
[AIZOH)A]>,  [Al(OH)w0]*,  [Alg(OH)is]**,  [Alg(OH)20]**,  [Als(OH)]*" ™",
[AIO4Al12(OH)24]"", [Al13(OH)32]™, [Al1a(OH)34]%", [Alis(OH)36]** a [Alis(OH)s7]®* (Bertsch
1990).

Hydrolyzacné - polymerac¢ni proces pak probiha podle dvou schémat: (i) podle
,.gibsitového fragmentaéniho schématu je zakladni jednotkou [Als(OH)12(H20)12]%*
s kontinudlnim dvourozmérnym rustem hexametrického fetézce zatimco alternativné je (ii)
zdkladem [AlOsAli2(OH)244n(H20)120]"™*, Kegginiiv kation, ve smési s dimerem
[Al2(OH)2(H20)s 1** a trimerem [Al3(OH)4(H20)10 J°*. Jednoznaéna formulace hydrolytickych
produkti byla mozna pomoci 2 Al NMR (Bertsch 1990). Nedavno byly detailng studovany
hydrolytické komplexy v pracich Sarpoly (2004), Zhaa (2009) a Saukkoriipiho (2010). Slozeni
hydrooxidi Al véetné struktury 7 Al a 30 Al je uvedeno v pichledné praci (Caseye et al. 2001).

Nalezené ¢astice metodou electrospray ionization mass spectrometry ESI MS jsou odliSné
podle Sarpoly (2004) a Zhao (2009). Zatimco Zhao (2009) deklaruje nevyssi ¢astici s obsahem
20 Al, Sarpola (2004) uvadi data az po castici s 30 Al a Wang et al. (2002) zminuje i ¢astici
Alss. Wang et al. (2002) udavaji pro nékteré komplexy i pfislusné konstanty stability, jejich
pocet a plny diikaz jejich existence jsou vsak siln¢ limitovany. Podle autor nejpresvedEivejsi
experimentalni podpora, ackoliv obycejné nepiima, existuje pro &astice Aly(OH)*,
Alg(OH)12(H20)125*, Alg(OH)20(H20)x*", Al1304(OH)24(H20)12"*, Alsa(OH)144(H20)368", ale
vSechny nemohou existovat soucasné, dominantni ¢astice se méni podle podminek.

Wang et al. (2002) publikovali pichlednou tabulku obsahujici dostupna data pro
polymerni ¢astice. Pro jeji dilezitost je tabulka uvedena (viz Pfiloha ¢. 2). Pro doplnéni jsou
navic uvedeny hodnoty konstant podle Sarpola (2007) v tabulce Ptiloha ¢. 3.
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Hydrolyza hliniku
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Obr. 6 Rozdéleni podle Powella a Pettita (1997).

V literatufe bylo nalezeno pouze jediné schéma zavislosti Cetnosti forem Al na pH
se vzetim v uvahu Kegginiv kation Aliz a to dle Powella a Pettita (1997), viz Obr. 6. Data jsou
z databaze pouzité v programu SolEq, konstanty hydrolyzy stejné jako u Gregory a Duana
(2001), navic je uvazovana Kegginova &astice Ali1304(OH)24"* se stejnou konstantou stability
log B = 98.7 jako je hodnota podle Marina et al. (2010) uvedena v hlavnim textu v tabulce
Ptiloha ¢. 1.

Existence Al1304(OH)24"* v roztoku je diskutabilni. Jejich existence v roztoku ve formé
7+ kationtu metodou ESI-MS podle Sarpoly (2007) nebyla prokazana. Autor detekoval Alis
¢astici s 6+ ndbojem, ale tento naboj byl vzdy kompenzovan protiiontem. Naproti tomu byly
detekovany 3+ a 2+ nabité Aliz ionty. Ali3®* série ve vodném roztoku po 14 dnech zmizela, ale
znovu se objevila pii dal§ich métenich.

Metodou 2’Ar NMR byla existence Al1304(OH)24™ v roztoku prokazana pikem +62.5
ppm (Parker a Bertsch 1992; Casey et al. 2001).

Vzhledem k velmi vysokému naboji ¢astice AlisOa(OH)24"* je nutno ocekavat, Ze systém
vyuzije vSechny moznosti k jeho snizeni. To je prokdzano i pro kontakt s klasickym katexem.
Bertsch a Anderson (1989) uvadi, Ze sice pozorovali v 2’Al NMR spektru &astice
Al1304(0OH)24™ a Al2(OH),*, ale tyto nebyly detekovany pfi iontové chromatografii coZ podle
autorti indikovalo, Ze polynuklearni Castice silné reagovaly s ionexem a nebyly po standardni
dobu eluce zachyceny. ProdlouZeni doby eluce na 20 minut také nezachytilo Zadny pik.
Pozorovany vzrist absorbance pozadi pii nasledujicich analyzach by v§ak mohl nasvédcovat
pfitomnosti a ur¢ité degradaci polynuklearnich ¢astic. Promyti silnou kyselinou pravdépodobné
vedlo k jejich rozkladu.
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Meénici se nazory na existenci Al1304(OH)24"* v roztoku jsou zfejmé ze dvou formulaci
jednoho konkrétniho autora. Parker a Bertsch (1992) ukazuji na moznost identifikace a
stanoveni Aliz pomoci ferronu (,,Identification and Quantification of the “Ali3” Tridecameric
Polycation Using Ferron®). Ale Parker o 13 let pozdé€ji v Parker (2005) uvadi: ,,V soucasné
dobé je jen nizka pravdépodobnost, ze Aliz existuje mimo laboratoie a jeho existence v pidnich
roztocich je zvlasté nejista (,,At present, however, there is little evidence that this polynuclear
Al complex exists outside the laboratory, and its existence in soil solution is especially
uncertain®).

Alzse neuplatiiuje v chromatografickém separaénim procesu. Podle Drabka et. al (2003)
se Aliz za t&chto podminek pfeméfiuje na hexaquo ¢astici AI** a neni tudiz detekovatelny.

Diive byla srovnatelnd vaha jako Ali1304(OH)24™" &astici pripisovéna &astici
Alg(OH)20*", napt. (Hayden a Rubin 1974), tento polymerni kation neni v sou¢asnosti uvadén.

4.5 Skupinova speciace

45.1 Louzici (extrakéni) roztoky

Jak jiz bylo uvedeno v podkapitole 4.1, nejcastéjsi zpusob klasifikace forem Al neni
zaloZen na exaktni analyze vSech zahrnutych ¢astic, ale na viceméné volné (operacni) definici
jednotlivych frakci. Ne&kteti autofi pouzivaji pro ,,skupinovou speciaci také termin
»frakcionace nebo viceméné zaménitelné terminy ,,speciace a frakcionace™ (Matus a Kubova
2008).

Skupinova speciace pro ruzné Al frakce byla popsana v desitkach ¢lankt, viz podrobny
ptehled v Clarke et al. (1996). Autor v pichledné tabulce uvadi operacni nazev frakce, postup
stanoveni, co se méfi a validaci metody pro 26 navrzenych postupt. Z téchto 26 polozek 14
nebylo validovéano. Rozbor jednotlivych metodik zde neni moZno provést.

Piikladem diferenciace pfi louZeni jednoduchymi roztoky elektrolyti je schéma podle
Walny et al. (2005), Obr. 7.
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Pada Plda Pada Pada Plada
5.000g 3.000g 1.000g 1.000g 1.000g
EXTRAKCE
l JV \ 4 A 4 Y
25mi 40ml 100ml 50ml 60ml
1M KCI 0.5M CuCl, 0.1MNa,P,0; 0.2M NH;-oxal. buffer DCB
1h 2h 16 h 4h 8h

Y

'

Algye - Alc= Al
str.org. and
Al Interlayer

Alcc=Al ox

Alcy - Alke=
Al weakly org.

Obr. 7 Definice paralelnich frakci podle Walny et al. (2005), jejich obrazek 1, Buffer DCB je
dithionit-citratovy pufr.

Zde Alex (Alex = Alkcl) oznacuje vymeénitelnou frakci Al (exchangeable), Alweekly org j€
snadno vymeénitelna organicky vazana frakce (Alweekly organic = Alcu— Alkcr), Alstr.org and Al interlayer
je frakce pevné organicky vazaného a mezivrstvého Al (Alstr.org and Al interlayer = Alpyr — Alcy), dale
existuji Al amorfni (Alamorf) a Al volny (Alfree). Louzici media a poméry fazi jsou ziejmé
Z obrazku.

Takto definované skupiny celkem dobte souhlasi s pfedchozi praci Larssena et al. (1999),
které jsou pro ptehlednost uvedeny soucasné s originalnimi citacemi v Tabulka 2. Stoji za
povsimnuti, ze zatimco Walna et al. (2005) pouzili pro stanoveni Alex louzeni 1M KCI, Larssen
et al. (1999) pouzili roztok 0,1M BaClz. Podobné Drabek et al. (2003) pouzili pro ur€eni Alex
frakce 1M KClI.
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Tabulka 1 Operacné ptifazené skupiny forem Al pii louzeni roztoky. Drabek et al. (2003)
navrhuji vice konzervativni oznaceni této skupiny jako ,,pyrofosfatem extrahovatelny Al

Zkratka | Opera¢né definovana skupina Extrakéni roztok Citace
Alex vyménitelny 0,1M BaCl, 2hod. (Hendershot a
Duquette 1986)
Alcy slab¢ organicky vazany 0,5M CuCl;, 2 hod. (Jou a Kamprath
1979)
Alp organicky vazany? 0,1M NasP207 pii (McKeague 1967)
pH 10, 16 hod.
Aloxal amorfni a organicky NH; oxalat pti pH 3, | (McKeague a Day
4 hod. ve tm¢ 1966)
Alio reaktivni, amorfni, okludovany | citrat dithionitu, 16 (Holmgren 1967)
Vv kysli¢nicich Zeleza a v organice hod.
AlnaoH | vyménitelny, amorfni, organicky | vars0,1M NaOH, (Hashimoto a,
a oxidy 2,5 min. Jackson 1960)

Obdobn¢ jako ve dvou ptedchozich pracich byla speciace provedena v praci Porebské a

Muldera (1996).
Vybér vhodného extrakéniho ¢inidla pfi urceni frakei byl diskutovan Drabkem et al.

(2003). Pro skupinu Alex ze zkoumanych louzicich roztoki (0,1, 0,5, 1, a 2M KCI) navrhli jako
idealni koncentraci 0,5 nebo 1M. Pro frakci Alcy doporucili z mnoziny 0,1, 0,3, 0,5 a IMCuCl2
pouzit 0,3 nebo 0,5M roztok. Pro skupinu Alp pak navrhli pouzit 0,05 M NasP207 z volby 0,05

a 0,1 M NasP207.

Odlisné schéma frakcionace bylo navrzeno MatiSem et al. (2005).
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Tabulka 2 Schéma frakcionace podle Matuse et al. (2005).

Opera¢né definovana skupina Extrak¢ni roztok Poznamka

1. Al extrahovatelny kyselinou | 0,11 M CH3COOH po dobu 16 | Referovano v Rauret et al.
hodin, 1g/40 ml (1999) jako vylepsena
BCR sekven¢ni extrakce
ve tfech krocich

2. Redukovatelna frakce 0,5 M hydroxylamin
hydrochlorid v 0,05 M HNO3
(pH~1,5) po dobu 16 hodin,
19/40 ml

3. Oxidovatelna frakce 8,8 M H202 nasledovano 1M | Podrobnosti procedury
CH3COONH;4 pii pH 2, 1g/10 | uvedeny v Rauret et al.
ml (H202) opakované, potom | (1999)

1g/50 ml a 16 hodin extrakce

4. Residualni Al Smés HF, HNO3z, HCIO4 a H20> | Podrobnosti procedury
uvedeny v Matus et al.
(2005)

Protoze AI** je prakticky neoxidovatelny a neredukovatelny, neni vyznam frakce 2 a 3
pfilis jasny a miiZe se vztahovat k jinym elementiim ve vzorku, jejichZz Red/Ox stav mlze branit
nebo podporovat vyluhovani samotného Al.

Matts et al. (2005) dale provedli louZeni deseti extraktanty: 1. Redestilovana voda za
poméru objemu/vahy vzorku viw =5/1, 2. 0,01M CaCl; (v/iw = 10/1), 3. 0,2M (NH4)2C204
(viw =20/1), 4. 0,2M Na2S204 (v/w =10/1), 5. 0,5M NH4F (v/w =10/1), 6. 0,005M NTA (v/w
=10/1), 7. 0,005M EDTA (v/w = 10/1), 8. 0,05M EDTA (v/w = 10/1), 9. 0.005M DTPA (v/iw
=10/1) a 10. 0.5M HCI (v/w = 20/1). Ve vsech ptipadech (s vyjimkou 24 hodinového louzeni
redestilovanou vodou a 2 hodinového louZzeni CaClz) byly vzorky protfepavany po dobu 1
hodiny a centrifugovany 20 minut pii 2500 x g. Vyznam jednotlivych frakci neni zcela jasny, 1
kdyz frakce 2 je podobna frakci Alex z tabulky 2 a frakce 3 frakci Aloxal tamtéz.

Matus et al. (2005) pouzili pro extrakci Al roztok 0,005M a 0,05M EDTA, Uvadéji, ze

koncentrovanéjsi roztok EDTA vyluhuje 0,4 az 1,6 % Al. Polohy pikti pti HPLC stanoveni
komplexit Al s NTA a EDTA byly uvedeny Winterem a Seubertem (2016), Obr. 8.
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Obr. 8 Prekryvné chromatogramy komplexti Al. Obrazek 1 z ¢lanku Wintera a Seuberta (2016).

Pro uplnost je nutno uvést, ze n¢kdy je stanovovana dalsi

Vv deionizované vod€, Alwater. Je pravidlem, Ze pii louZeni deionizovanou vodou je mnozstvi
ziskaného Al podstatné niz§i nez pii louzeni 0,5 M KCI a slozeni komplexli je rovnéz
diametralné odlisné, viz Obr. 9 podle Drabka et al. (2005). Pti louzeni KCI se uvolni 14x vice
celkového Al neZ pfi louzeni vodou. To jde na vrub hlavné &astici A1®* (133x zvyseni). Ve
Al(Y)* a 9,0 % ve formé

vodném roztoku existuje 82,6 % ve formé Al(X)'*, 8,4 % ve formé
Al
Autofi uvadeéji, Ze tyto udaje jsou v souhlasu s praci Mitrovice

frakce a to Al rozpustny

a Milacicové (2000), ktefi
udavaji ze 45-50 % Awater je ve formé nizkomolekularnich organickych komplexti (Al citrat, Al

oxalat a AIF?*) a 30-40 % této frakce existuje ve formé Al vazaného do huminovych kyselin.

Drabek et al. (2005) v zavéru uvadi, Ze za normalnich podminek je tnik Al do prostredi

minimalni (Alwater), miZe se ale podstatné zvysit po poruSeni stavajici rovnovahy.
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Obr. 9 Vyluh vodou a 0,5M KCI podle Drabka et al. (2005).
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Obr. 10 Rozdéleni Al v pudnich horskych horizontech pii louzeni a) 0,5M KCI, b)
deionizovanou vodou. Obrazek 2 z Pavlu et al. (2018). Horizonty: F: fermentacni, H:
humifikované, A: organomineralni, Ep: eluvialni albické, Bspod: spodické, Bv: kambické, C:
substr

Markantni rozdily KCl a vodnych vyluhli byly neddavno potvrzeny pro rizné ptdni
horizonty v praci Pavlu et al. (2018), viz Obr. 10.

Kromé prosté vyménné reakce K'aq <> Al**aq mtize byt pro pochopeni markantniho
rozdilu hodnoty Alex pfi louzeni 1M KCIl a deionizovanou vodou dulezity pozorovany pokles
pH roztoku pted a po louZeni. Rozdil v hodnotach pH pro pocate¢ni a vysledné pH roztoku pfi
louzeni 1M KCl, 1M NH4Cl a 0,5M CuCl: ¢inil pfiblizné 1,5 jednotky pH pro tii studované
pudni profily, Ponette et al. (1996). Autofi pfipisuji uvolnéni protonit z pevné faze adsorpci
nebo komplexovani K*, NHs* a Cu?* iontli na koloidnich povrsich, zvyseni iontové sily a
hydrolyze Al iontl (pti pH>4).

Otazka koroze Al ve vodnych roztocich soli s chloridovym aniontem v roztocich byla
studovana Natishanem a O’Grady (2014). Jak je znamo, na volném povrchu kovového Al se
automaticky tvofi vrstva AloOz3. Tato vrstva je bodoveé korodovana ionty Cl™a to i v neutralnich
nebo mirné alkalickych roztocich. Podle autort je slozeni pevné zoxidované vrstvy v podstaté
vyjadieno vzorcem AIOOH (pseudoboehmit). Izoelektricky bod nebo pH nulového néaboje
PHpz hliniku je pHpze ~ 9 @ pHpzc oxidu hliniku pHpze = 9,5. Tudiz ptfi pH mens$im nez 9 je
naboj Al kladny a umoziiuje korozi zapornymi chloridovymi anionty.
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4.5.2 Chromogenni a fluorimetricka ¢inidla

Specifickou reakci forem Al s vhodnymi ¢inidly dochdzi ke vzniku zabarveného
komplexu, ktery mtize byt detekovan spektrofotometrickymi metodami. Podrobny popis metod
je uveden napt. Clarkem et al. (1996) nebo Bloomem a Erichovou (1996), novéji pak MatuSem
a Kubovou (2002).

Pro stanoveni speciace pozivaji tyto metody kineticky model s predpokladem, ze v daném
reakénim Case a za urCitych reak¢énich podminek je detekovana jedna skupina specii, pfi zméné
parametri pak detekujeme jinou frakci. Piikladem mutze byt metoda podle Lalandové a
Hendershota (1986). Podle autort jsou definovany tii operativni skupiny: (i) Aly frakce ziskana
rychlou reakci s oxinem (fast — oxine) jmenovité 15 sec. reakce pii pH 5, (ii) Al> stejné
podminky jako v (i) ale reakce v prostiedi o pH 8,3, (iii) Alz, pomala reakce (slow — oxine)
reakce v prostiedi o pH 8,3 po dobu 60 min. Na zaklad¢ téchto tii méfeni plus stanoveni
celkového obsahu Al byly autory postulovany skupiny monomerniho Al, komplexniho
monomerniho Al, skupina polymernich forem a skupinu residualniho Al.

Dnes je jiz historicka metoda navrZzena Barnesovou (1975) spocivajici v 20-30 vtetinové
reakci a extrakci monomernich frakci Al 8-hydroxychinolinem (oxinem) do methyl isobutyl
ketonu pii pH 8,3 s nasledujici atomovou absorpcni spektrometrii. Metoda byla rozpracovana
dale Driscollem (1984), ktery pouzil jednak Barnesovu extrakci z pivodniho vzorku
(,,monomerni frakce®) a dale nechal vzorek projit katexem a znovu pouzil oxinovou extrakci
(,,nelabilni monomerni frakce®). ,,Labilni monomerni frakce* je pak rovna rozdilu vyse
uvedenych hodnot. Metoda byla validovana na zakladé méfeni koncentraci F~ po ptidavku F-
jako indikatoru, pouziti znamych konstant stability AL:F~ komplexti méfenim F~ citlivou ion
selektivni elektrodou.

La Zerte (1984) pouzil 15 vtefinovou reakci a extrakci oxinatu, ¢imZ se udajné zabrani
extrakci polymernich forem. Stejnou metodu pouzil na identicky predem dialyzovany vzorek
pro zjisténi anorganickych monomernich forem. Také tento postup byl validovan s pouzitim
fluoridové selektivni elektrody.

Clarke et al. (1996) pouzili jesté kratsSi reak¢ni Cas ve flow injection varianté (FIA),
jmenovité 2,3 vtefiny pii pH 5. Timto zplisobem jsou mé&feny monomerni hydroxo komplexy
Al + sulfatové, silikatové a karbonatové komplexy. Komplexy Al s F~ iontem nejsou méfeny,
stejné tak jako objemné polymerni hydroxo komplexy. Rovnéz tato metoda byla validovana.

Z dal$ich chromogennich indikatorti je mozno jmenovat 4,4'-(3H-2,1-benzoxathiol-3-
ylidene)bisbebenzen-1,2-diol S,S-dioxid, pyrokatecholova violet’ (PCV), triamoniova sul 5-
[(3-carboxy-4-hydrox~henyl)(3-carboxy-4-oxocyclohexa-2,5-dien-1-ylidene)methyl]-2-
hydroxybenzoové kyseliny, aluminon, 8-hydroxy-7-iodochinolin-5-sulfonova kyselina,
ferron, trisodna sal 3,3'-(3H-2,l-benzoxathiol-3-ylidene)bis[6-hydroxy-5- methylbenzoové
kyseliny S,S-dioxide, eriochrome cyanine R (ECR), 3"-sulfo-2",6"-dichloro-3,3'- dimethyl-
4-hydroxyfuchson-5,5'-dicarboxylova kyselina, chromazurol S (CAS).

Z repertoaru fluorimetrickych stanoveni zde muizeme zminit 5-chloro-3-[(2,4-
dihydroxyfenyl) azo] -2-hydroxybenzensulfonic acid, lumogallion (Sutheimerova a Cabaniss
1995). Autoti udavaji detek¢ni limit mén€ nez 5 nm, podstatné nizsi nez u jinych metod.

Nehledé na velké mnozstvi navrzenych Cinidel pro spektrofotometrické a fluorimetrické
stanoveni Al, vyzkum v této oblasti stale pokracuje.
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Z nov¢jsich metod miizeme zminit spektrofotometrické stanoveni Al pomoci xylenolové
oranZe (Tehrani et. al. 2013), pomoci 2-hydroxynafaldehydebenzoyl hydrazonu, HNPBH
(Ahmed et al. 2010), nebo s pouzitim 5-Bromo-2-hydroxy-3-metoxybenzaldehyde-P
hydroxybenzoic hydrazonu (Saritha a Reddy 2014). Pro HPLC s obracenymi fazemi byl
pouzit také 3,5,7,3",4"-pentahydroxyflavone, quercetin (Lian et al. 2004).

Z fluorimetrickych metod je moZzno napiiklad jmenovat stanoveni 4-chloro-2-
phenyliminomethylphenolem, CI-PMP (Kim et al. 2008) a dale pouziti 8-hydroxyquinoline-5-
sulfonové kyseliny, 8-HQSA (Kumar et al. 2014).

4.5.3 lontové selektivni elektrody

Pro ucely speciace je velmi Casto pouzivana F~ sensitivni elektroda (FISE). Elektroda je
zalozena na pouziti diskovitého vyfezu krystalu fluoridu vzacné zeminy (LaFs, NdF3 nebo
PrFs), (Frant a Ross 1966). Elektroda je vysoce selektivni na F-koncentraci, udajné s 10° vyssi
selektivitou nez pro jiné anionty.

Pro uréeni forem Al v roztoku se méfi FISE jednak koncentrace volného F-, jednak
koncentrace celkového F a na zdklad¢ hodnoty pH a znamych konstant stability komplext Al:
F je mozno vypocist speciaci Al. Modelovy priklad je napiiklad stanoveni forem Al s pomoci
FISE a fluorimetrického ¢inidla lumogallionu (Hara et al. 2001).

Metoda je podrobné popsana v Clarke et al. (1996) a v Bloom a Erich (1996).

Nov¢ji byly navrzeny ISE pro piimou detekce iontii Al.

Aglan et al. (2012) pouzili pro tento ucel karbonovou pastu s obsahem ionoforu 8 -
dihydroxyanthrachinonu (DHAQ). Detekéni limit elektrody je 5,0.107 mol. L™t Al(I11) iontu a
elektroda je selektivni pro AI®".

Jen o néco méné citlivé je elektroda podle Liu et al. (2011), jmenovité 7,0.10° mol. L*
AI(I11) iontu, Tato elektroda je zalozena na pouziti salicylaldehyd salicyloyl hydrazonu (SSH).

Ob¢ elektrody byly Gspésné testovany pro pouziti na redlnych vzorcich véetné vzorki
vod.

4.5.4 Elektrochemické metody

V piehledu (Bi et al. 2001) je uvedeno 16 elektrochemickych metod pro stanoveni Al.
VétSina metod pouziva jako elektrodu visici rtutovou kapku a chelataéni €inidlo ze skupiny
alizarin S, morin, 4-nitrokatechol, PCV, kupferron, solochrom, violet’ RS, kyselinu
rubeanikovou. Vétsina publikovanych ¢lankd pochazi z dilny Bi et al. Diskuze téchto metod
pfesahuje rozsah této diplomové préce.

455 NMR techniky

Bi et al. (2001) a S¢an¢ar a Milagi¢ (2006) ve svych prehlednych &lancich vénuji znaénou
pozornost 2’Al NMR metoddm. Jejich nevyhodou je mala citlivost, takze se spi§ hodi pro
identifikaci a charakteristiku polymernich ¢astic, viz podkapitola 4.4.
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456 HPLC

Zavedeni vysokoucinné kapalinové chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) s pouzitim vhodného kationtového iontoménice jako pevné faze
znamenalo vyznamny pokrok ve studiu speciace Al. Metoda je rychla, spolehliva a umoznuje
korektni frakcionaci. Tyto metody se také nékdy oznacuji podle pouzitého iontoménice jako
stacionarni faze jako iontové vyménna chromatografie IC.

Drabek et al. (2003) pro zjisténi potencialné rizikovych forem Al provedli speciaci Al
pomoci HPLC v extraktu 0,5M KCI a ve vodném extraktu. Pouzita metoda umoziuje separaci
Al forem do tfi skupin podle néboje ¢astic:

« AIX)= {AI(OH),* Al(SO4)*, AIF?*, Al(org.)"'"etc.};
« AI(Y)* {AI(OH)?*, (AIF)**, etc.};
o AP {APP* a transformované Al hydroxy-polymery}.

Hlinikové formy Al(X)<!" a AI(Y)?" jsou relativné netoxické, nicméné velice mobilni.
Forma AI®* piedstavuje pro rostliny toxickou formu hliniku, ktera je navic v kyselych roztocich
stabilni a vysoce mobilni.

Gradientova eluce s rostouci koncentraci NH4NO3 (0 - 8M NH4NO3z v prubéhu 10 minut)
s pouzitim HPLC ETAAS techniky byla studovana Mitrovi¢em et al. (1998). Byly uspésné
detekovany &astice AI¥*, AI(OH),*, AI(OH)?*, Al(OH); a AI(OH)4 pii elucich z prostiedi pH =
3-8.
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45.7 Priklady kombinace metod

Casto se pouzivaji kombinace vysSe uvedenych metod, jak je zfejmé ze dvou nize
uvedenych priklada.

’ 1
5°%%7 %%

Obr. 11 Procentualni obsahy forem Al v rtiznych typech pid, A. vrchni horizont, B. spodni
horizont.

Na Obr. 11 je uveden procentualni obsah riznych forem Al v riznych typech pid a v
riznych horizontech (Drabek et al. 2003). Celkovy obsah vyménitelného Al se podstatné meéni
pro uvedené tfi typy pud a to 715,7 mg/kg pro lesni ptidu, 10,4 mg/kg pro obd¢€latelnou ptidu a
9,2 mg/kg pro lu¢ni ptdu. Pro lesni pidu je pozorovan navic markantni rozdil mezi hornim H
(991,6 mg/kg) a spodnim S (439,4 mg/kg) horizontem. pH vyluhu stoupalo od lesni pudy (3,1
pro H a 4,0 pro S) k obd¢lavatelné pudé (4,8 a 5,3) a k luéni pude (5,3 a 6,8).
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Jednotlivé formy byly ur¢eny podle nasledujiciho schématu, Obr. 12

tsuchy vzorek

H.O

HPLC/IC

HPLC/IC

¢

UVNVIS

FAAS

FAAS

Obr. 12 Speciace podle Drabka et al. (2003).

Ptikladem rozdé¢leni jednotlivych forem Al pro pudy odvozené od granitu je prace
Auxtera a Madeiry (2011), viz Obr. 13.

V praci byl celkovy obsah Alr stanoven pomoci indukéné vazané plasma — atomové
emisni spektrometrie, (ICP-EAS), anorganické monomerni formy Aln aluminovou metodou
podle Hsua (1963) a Blameye (1983). Organicka frakce Alorg je potom podle autorii rovna

rozdilu Alorg = AIT - Alm

FAAS
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Obr. 13 Prumérna koncentrace celkového Al (AIT), monomerniho Al (Alm) a organického Al
(Alorg) v 11 riiznych lokalitach A — K, A..povrchové a B..podpovrchova vrstva, podle Auxtera

a Madeiry (2011).
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4.6 Validace metody

Validace metody je dulezity proces pii vyvoji spolehlivé a presné analytické metody.
Pravné je v CR proces validace zakotven v normé CSN EN ISO/IEC 17025:2005, kap. 5.4.5,
kde se pravi (pouzit text z Effichem (2018)):

,»J.4.5.1 Validace je potvrzeni piezkousenim a poskytnuti objektivniho dikazu, ze jsou
jednotlivé pozadavky na specifické zamyslené pouziti splnény.

5.4.5.2 Aby se potvrdilo, ze metody jsou vhodné pro zamyslené pouziti, musi laboratof
validovat metody neuvedené v normdch nebo normativnich dokumentech, metody
navrzené/vyvinuté laboratofi, normalizované metody pouzivané mimo zamysleny rozsah
pouziti a normalizované rozsifené¢ anebo modifikované metody. Validace se musi provést v
takové §ifi, jak je to tfeba ke splnéni potieb tykajicich se daného pouziti nebo oblasti pouZiti.
Laboratof musi zaznamenat ziskané vysledky, postup pouzity pro validaci a vyjadieni, zda je
metoda vhodna k zamyslenému pouziti.

5.4.5.3 Rozsah a spravnost hodnot, které 1ze ziskat z validovanych metod (napft. nejistota
vysledk, mez detekce, selektivita metody, linearita, meze opakovatelnosti a/nebo
reprodukovatel-nosti, robustnost z hlediska vnéjSich u¢inka a/nebo koeficienty citlivosti vici
ovlivnéni zptisobenému matrici vzorku/zkouseného predmétu) tak, jak byly posouzeny pro
zamyslené pouziti, musi odpovidat potfebam zdkaznika.*

Podle Novakové et al. (2013) je validace definovéana jako ,,ziskani dikazu ve formé
dokumentace, ktery poskytuje vysoky stupen jistoty, ze urcity proces bude trvale poskytovat
produkt odpovidajici pfedem urc¢ené specifikaci.*

Metody validace jsou popsany v monografiich, napt. (Huber 2007; Thompson a Lowthian
2011; Magnusson a Ornemark 2014), v kapitolach monografii (Snyder et al. 1997; Swartz
2010). Posledni text je orientovan na validaci HPLC technik. Na validaci HPLC je zamétfen
také text Lindy L. Ng. (1994). Zminme také nedavné piehledné ¢lanky, napt. (Kazusaki et al.
2012) nebo (Paithankar 2013).

Podrobnéjsi rozbor tvofici zéklad dalSiho popisu byl Cerpan ze tfi zdroji: (i) Metody
validace pro HPLC metody popsané v Novakové et al. (2013) a na strankach
http://www.hplc.cz, Anonymni (neznamo), (ii) podrobna uZzite¢na publikace (Ellisona et al.
2009) a (iii) stranky firmy EffiChem® (2018). Posledni zdroj odkazuje na samostatny program

zaméfeny na validaci, jehoz 30 denni trial verzi je moZno =ziskat na odkazu
http://www.effichem.cz/ke-stazeni/.

Linearni regresi véetné vypoétu mnoha parametri je pochopitelné mozno provést v Excelu®
(Excel 2010, zalozka data, analyza dat, regrese) nebo s pouzitim rozsiteni Excelu podle
Zaointza (2013-2018).
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Validac¢ni kritéria jsou vyjadiena nasledujicimi polozkami, podle EffiChem®© (2018):

e Opakovatelnost (piesnost)

e Stiedni (mezilehld) presnost

e Mez detekce / Mez stanovitelnosti
e Spravnost (versus odchylka, chyba)
e Linearita

e Reprodukovatelnost

o Selektivita/Separace/Rozliseni

e Robustnost

Nazorné jsou uvedeny piipady, které mohou nastat na nasledujicim obrazku, Obr. 14.
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O
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&

O

Odchylka  neznama velika velika mala velika
(bias)

Presnost neznama Spatna dobra dobra Spatna
Chyba velika velika velika mala velika

Obr. 14 Varianty odchylek, pfesnosti a chyb. Podle MareSové (2007).

V dal$im rozboru pokracujeme v zasadé podle ptehlednych smérnic ICH Harmonised
Tripartite Guideline, ICH Expert Working Group (2005) a Novakové et al. (2013).

4.6.1 Opakovatelnost (presnost)

Ptesnost zavisi pouze na rozdéleni ndhodnych chyb a nema vztah k referencni hodnoté.
Je vyjadiovéna (pocitana) jako relativni smérodatnd odchylka vysledkti zkouSek. Podle
Novakové et al. (2013) je pro stanoveni presnosti nutno analyzovat nejméné 3 vzorky, a to
minimaln¢ na 3 koncentra¢nich trovnich (3x3 matrice). Tzn. vzorek tfech koncentrac¢nich bodi
bude prométen tiikrat v kazdém bodé piipravené koncentrace. Tyto trovné by mély pokryvat
cely rozsah koncentraci potencialné métenych vzorkd, napt. 5%, 45%, 95%. Podle normy ICH
Expert Working Group (2005) je mozno alternativné provést minimalné 9 meéteni pii 100%
testované koncentraci. Podle Rosinga et al. (2000) by mély byt méteny vzorky odpovidajici
LLQ, 2-5% LLQ, 0,5 ULQ a ULQ.
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Smérodatna odchylka je definovana jako:

. — A2
s = /% 46.1.1

kde x; je namétend hodnota, X je primér méfeni a n je pocet méteni.

Casto se vyjadiuje relativni smérodatna odchylka (RSD), také nazyvana koeficient
variace (CV):

RSD = CV = 46.1.2

Ll

nebo percentualne:

100s

% RSD =% CV = 4.6.1.3

Ptesnost by podle Novakové et al. (2013) m¢la byt verifikovana i1 jako dlouhodoba
pfesnost (inter-day precision) v delsim ¢asovém intervalu i né¢kolika mésicti. Povolena velikost
RSD je urcena zadavatelem. Novakova et al. (2013) udava jako priklad kritérii zvolenych
farmaceutickymi firmami %RSD = +15 %, jinde (Ellison et al. 2009), se posuzuji modelové
ptiklady s %RSD fadové jednotek procent.

Pti analyze ptresnosti na zakladé smérodatnych odchylek je nutno vyloucit nahodné
jednozna¢né nespravné hodnoty (outlayers, ,,odlehlé” body). Ty jsou vétSinou okamzité
viditelné, pro delSi soubory dat je vhodné pouzit ncktery statisticky algoritmus, jako je
Cochrantiv, Grubbstv nebo Dixonav test, viz (Ellison et al. 2009).

4.6.2 Stredni (mezilehld) piFesnost

Test se obvykle provadi métenim stejného vzorku v riznych dnech, riznymi analytiky,
riznym vybavenim atd. I kdyz individudlni %RSD mohou byt nizké, je nutno pocitat vSechna
méfeni v jednom souboru a %RSD muze byt podstatné vyssi.

4.6.3 Mez detekce / Mez stanovitelnosti

koncentraci, ktera mize byt danou metodou detekovana. Plati (Ellison et al. 2009):
DL = 3,30/S 4.6.2.1

kde o je smérodatna odchylka odezvy a S je sklon kalibra¢ni kiivky.

Mez stanovitelnosti (quantitation limit QL, nebo LOQ = limit of quantitation) udava

cvwr
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Plati:

QL = 10a/S. 4.6.2.2
Nekdy je téz pouzivan horni limit stanovitelnosti (upper limit of quantitation, ULQ).
Novakova et al. (2013) udavaji pro metody HPLC obdobny vzorec, ve kterém je ¢ nahrazeno

hodnotou Sumu (o = Sum) a S je vyjadiena v jednotkach pouzitych pro méfeni Sumu (plocha
piku), viz Obr. 15.

' Mez stanovitelnosti (10xo/sklon)

Mez detektovatelnosti (3, 3xo/s kion)

Uroven $umu

Obr. 15 Typicky chromatogram ukazujici DL a QL. Urovné $umu jsou variabilni a jsou
pozorovatelné v normalnim distribuc¢nim spektru. Obrazek 3 z Kazusaki et al. (2012).

4.6.4 Spravnost (versus odchylka, chyba)

Spravnost (accuracy) je podstatnou ¢asti validace a je zakladnim tdajem. Vysledek mtze
byt pfesny a presto nespravny, viz Obr. 14.

Systematicka (soustavnd) chyba vysledku v pribéhu tady vysledki zkousek zustava
konstantni nebo se méni ptedvidatelnym zplisobem (proporcionalni chyba). Slozka chyby, ktera
se v prubehu fady vysledkli zkouSek méni nepiedvidatelnym zpiisobem, je nazyvana nahodna
chyba vysledku. Ndhodnou chybu nelze zddnym zplsobem odstranit. Rozdil mezi stiedni
hodnotou vysledkti zkousek (obvykle vyjadieny jako priimér) a pfijatou referenéni hodnotou je
nazyvan odchylka (bias), viz (Novakova et al. 2013). Efekt konstantni a proporcionalni chyby
je ztejmy z Obr. 16.
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Obr. 16 Konstantni a proporcionalni chyba podle Novakové et al. (2013).

Konstantni chybu, zplsobenou napiiklad kontaminaci analytu, Ize odstranit,
proporcionalni chybu odstranit nelze, 1ze ji vSak ¢asteéné redukovat (Novakova et al. 2013).

4.6.5 Linearita

BéZna analytickd stanoveni se provadi na zéklad¢ pfedem stanovené kalibracni piimky,

ktera udava zavislost odezvy (absorbance, Sitky nebo plochy chromatografického piku) na
koncentraci analytu:

y=ax+b 4.6.5.1
Optimalni parametry a a b se ziskaji linearni regresi podle vztahl (pro zjednoduseni

zéapisu pouZijeme misto Y;j-, z pouze ), z), vztahy vzaty z Ellison et al. (2009):

Y xXiyi —XXiYi

b= s ga)?

4.6.5.2

p = Yx? Yyi—Xx; Txiyi

nzxiz C )2 4.6.5.3
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nebo s pouzitim praméra X a y:

_ e =0 @i=y)l
b = S 2 4.6.5.4
a
a =73 — bx 4655

Shoda naméfenych dat s idealné prolozenou piimkou je pak dana korelacnim
koeficientem r podle rovnice 4.6.5.6:

= Xlxi — %) (yi—y)] 4656

V2 - D2][X0i — )]

Smérodatna odchylka kvadratu residui (y; — §;)? je potom d4na vztahem:

. — AT 2
Sy/x = /—Z(ﬁ_;") , 465.7

standardni odchylka odhadu sklonu:

s
sy = y—/"z 46.5.8
JZ0i = %)
a standardni odchylka odhadu useku:
Y xf
Sqg = S 4.6.5.9
¢ Yz - %)

Zdlouhavé ru¢ni vypocCty byly dnes nahrazeny automatickymi subrutinami napf. v
Excelu® (zalozka data, analyza dat, regrese).

Linearita poskytuje vic informaci nez pouhé méteni piesnosti. Ellison et al. (2009) to
ilustruji grafem zavislosti residui (y; — ;) na koncentraci, viz Obr. 17.
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Obr. 17 Tvar zavislosti residui linearni regrese podle Ellisona et al. (2009), jejich a) Idealni
nahodny rozptyl, b) standardni chyba se zvétSuje s koncentraci, ¢) zakiivend odezva, d) tisek
nespravné urcen jako nula, €) vzajemna korelace residui

Zatimco ptipad a) neni problematicky, varianty b) — e) zasluhuji zvySenou pozornost.

Zavislosti uvedené na Obr. 17 je mozno snadno vytvofit v Excelu® (data, analyza dat,

regrese, oznacit ,,Graf s residui®).

Prakticky postup ur€eni linearity metody zahrnuje piipravu nejméné 5 kalibra¢nich
roztokd na riznych koncentracnich trovnich pokryvajicich cely rozsah metody (pro stanoveni
Cistoty ve farmacii napt. QL az 120 % nebo 150 % specifika¢niho limitu), (Novakova et al.
2013). Podobné Dong (2006) uvadi kritérium méteni peti vzorkli na urovni 50 % az 150 %,
konkrétné 50, 75, 100, 125 a 150 % standardniho obsahu, a r > 0,999.

4.6.6 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost metody (reproducibility) vyjadiuje podle Novakové (2013) tésnost
shody mezi navzdjem nezéavislymi vysledky zkouSek ziskanymi za podminek
reprodukovatelnosti, tj. vysledky meéfeni stejného analytu ve vzorcich téhoz materialu.
jednotliva méteni jsou vSak provadéna za riznych podminek (experimentator, pfistroj, misto,
podminky, c¢as, avSak stejnd metoda). Reprodukovatelnost je realizovana pomoci
mezilaboratornich porovnavacich zkousek, tim se 1i§i od mezilehlé pfesnosti.
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4.6.7 Selektivita/Separace/RozliSeni

Selektivita analytické metody (method selectivity) je definovana jako schopnost metody
poskytnout informaci o kvalitativnim 1 kvantitativnim slozeni vzorku i1 v pfitomnosti
interferujicich latek (matrice), (Novakova 2013). Autorka nedoporucuje pouzivat termin
»specificita®, protoZe v praxi neexistuji systémy uplné specifické, tj. reagujici pIn€ jen na jednu
komponentu a nulové na jiné komponenty.

Podle EffiChem© (2018) je mozZno selektivitu zjistit tfemi zpusoby: (i) porovnanim
kalibra¢nich ptimek, (ii) porovnanim vysledka se standardem nebo (iii) porovnanim vysledku
S méfenim bez interferentu.

Pro HPLC stanoveni se pouziva ,,rozliSovaci rovnice (resolution equation):

k= (55) () ()

kde k je retence, o je selektivita a N je ucinnost (pocet teoretickych pater) kolony,
(Dong 2006).

Pro maximalizaci rozliSeni musi byt k dostate¢né velké, ale pro vysoka k se prvy ¢len
rovnice 4.6.7.1 blizi k jedné. Pro k = 0 je Rs rovno nule, totéz plati pro o = 1. Pro podobné latky
je o vétsinou rovno 1,01 az 1,50.

Z chromatogramu je rozliSeni uréeno vztahem (Dong 2006):

trz —tr1 . Atg
R, = —

- (Wb1+Wb2) - wp
2

4.6.7.2

kde tg, @ tgq jsou Casy odpovidajici maximu piku latky 2 a 1 a wy, a wy; jsou Sitky piku, viz

Obr. 18. Protoze Sitky dvou pfilehlych piki jsou ptiblizné shodné, je mozno vztah zjednodusit

tak, jak je dano poslednim ¢lenem vztahu 4.6.7.2.
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Obr. 18 Rozliseni chromatografickych piki podle Donga (2006), obrazek 2.6 z jeho knihy.

Rs = 0 znamenda uplnou koeluci a zadné rozliSeni, pfi Rs = 0,6 je viditelné rameno
(shoulder), tj. slaba parcialni separace. Rs=1 je parcidlni separace, Rs= 1,5 indikuje zakladni
(baseline) separaci. Ideélni je Rs= 1,5-2,0 pro vSechny analyty (Dong 2006).

Podstatna pro stanoveni je rovnéz asymetrie piku (Ravisankar et al. 2015). Faktor
asymetrie (rovny piiblizné tailing faktoru — efektu chvostu) je uren jako As = B/A, kde B je
vzdalenost bodu stfedniho bodu piku méfeného v 10 % vysky piky od bodu chvostu — trailing
edge a A je totéz pro ¢elo piku. Tailing faktor TF se urCuje ve vySce 5 %. Definice jsou ziejmé

Z obrazku, Obr. 19.

Viyborny Piijatelny v
As=10-1.05 As=12
Faktor ocasu
As = BIA TF = AB / 2AC
AS =2 As =4

——L b anm e }vyéky piku
10% vysky piku J\ e =

Neprijatelny Velmi spatny

Obr. 19 Urceni tailing TF a asymetrick¢ho As faktoru, podle Ravisankara et al. (2015), jejich
obrazek 5.
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Podle autorti pak plati nasledujici kritéria pro vhodny proces:
e Pocet teoretickych pater N > 2000
e Separace nebo relativni retence o > 1
e RozliSeniRs>1,5
e Tailing faktor TF nebo asymetrie As <2
e Relativni standardni odchylka RSD <2

Podobna kritéria uvadi také Novakova et al. (2013).

4.6.8 Robustnost

Robustnost metody je definovana jako mira vlivu mirného kolisani hodnot jednotlivych
parametri metody na Vvysledek analytického stanoveni (Novakova et al. 2013). Nékdy jsou
Vv literatufe pouzivany dva parametry a to ,,robustness* a ,,rugedness®, vztahujici se na zmény
parametrl v jedné nebo dvou laboratotich, podle Novakové et al. (2013) jsou to ale synonyma
pod spole¢nym pojmem robustnost (robustness).

Variace podminek mtze byt napiiklad rozdilna teplota prosttedi nebo postupna degradace
kolony. Doporucuje se kvantifikovat robustnost jesté pred kone¢nym vypracovanim metodiky,
aby nemusela byt pozdéji metodika nahrazena jinou spolehlivéj$i metodou.

Podle Paithankara (2013) by meéla byt kontrolovana stalost pouzitych roztoki
v intervalech 4, 12, 24, 48 hodin atd. Pro 1é¢iva a jiné produkty by méla byt relativni chyba <
2,0 % a pro stanoveni necistot < 10 %.

Group (2005):
—  vliv zmény pH mobilni faze
—  vliv zmény slozeni mobilni faze
— ruzné kolony (rGzné vyrobni SarZe a/nebo vyrobci)
— teplota
— pritok

Pro detailni rozbor multifaktoridlni analyzy vSech moznych vlivii na robustnost se
pouziva schéma podle Placketta a Burmana (1946).

36



5 Vysledky

5.1 Experimentalni ¢ast

5.1.1 Chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. nebo vyssi od firem Sigma Aldrich a Lach-Ner. Tiron
(4,5-Dihydroxy-1,3-benzenedisulfonic acid disodium salt monohydrate, Sigma Aldrich
172553) byl deklarovan jako 97% Cisty. Vodné roztoky byly pfipraveny s pouzitim
deionizované vody. Roztok tohoto derivatiza¢niho &inidla o sloZeni 6.10 mol/l Tiron v 1M
octanu amonném byl pfipraven vzdy Cerstvy pied zapoc¢etim pokusu. Byla pouzita 0,75 M HCI
jako mobilni faze. Roztoky byly ptfed pouzitim tlakovou filtraci zbavené necistot (filtra¢ni
membrana typu CRONUS FILTER NYLON 47 mm/0,2 um) a dale byl roztok zbaven
rozpusténého vzduchu — odplynén probublavanim stlacenym heliem.

5.1.2 Pouzita zaFizeni a postupy

Byla pouzita kationtova kolona Dionex™ lonPac™ CS5 IC v diivéjsi praci Vodickova
(2017). Jeji charakteristiky podle vyrobce viz
http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/4396-32558-05_CS5 V17.pdf odpovidaji
rozmérim 4x250 mm, priméru ¢astic 13 pm, zesiténi divinylbenzen/styren polymerem 2 %,
primér latexu 110 nm, zesiténi latexu 2 %, kapacita kolony 150 mikroekvivalent, udajna
hydrofobnost je nizkd. Definované operacni parametry pro analytickou kolonu jsou: zpétny tlak
< 850 psi, standardni pritok 1 ml/min a maximalni priitok 3 ml/min.

Byla pouzita tato instrumentalni sestava: pumpa GP 50 (Dionex, USA), automaticky
davkovac Triathlon (Sparks, Nizozemi), termostat kolon TCC 100 (Dionex, USA), detektor
DeltaChrom PDA (Watrex, Ceska republika). Smé&Sovaci T-spojka s reakéni smy&kou. Bylo
méteno v UV oblasti pti 310 nm se srovnavaci vinovou délkou 500 nm. Signal detektoru byl
zpracovan a uloZen chromatografickym softwarem Chromeleon 6.2 (Dionex USA).

Pro detailnéjsi popis instrumentalni sestavy viz téZ kapitola 6. Diskuze.

Byla pouZita mobilni faze 0,75M HCI, dale byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky. Pro
kalibraci byl pouzit roztok 1000 mg AI*'/I, ktery byl postupné fedén na odpovidajici
koncentrace 1, 2, 10, 20, 40 a 100 mg/I.

Pro méfeni ICP-OES byl pouzit pfistroj s axialni plasma konfiguraci ICP-AES — Varian

VistaPro, Australia, vybaveny auto davkovacem, a bylo méteno pfi spektralni linii 396,152 nm.
Zpracovani vzorkl bylo nésledujici:
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Pro ob¢ metody ICP-OES a IC:

e Odbér vzorku

e Vysuseni

e Homogenizace, drceni

e Prosati pfes sito s velikosti ok 2 mm

e NavaZeni

e Extrakce 0,5M KCI podle Drabka (2003)

e Odstfedéni
Dalsi tprava pro IC:

e Filtrace ptes diskovy nylonovy filtr 0,45 um
Dalsi tprava pro ICP-OES:

e Redéni 10x

e Filtrace ptes diskovy nylonovy filtr 0,45 um

5.2 Opakovatelnost (presnost)
Opakovatelnost (piesnost) procesu byla méfena pro 13 vzorkdi na 5 koncentrac¢nich
tirovnich a to od 2 do 100 mg AI**/I. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 3. V tabulce jsou

uvedeny naméfené hodnoty, pruméry %, a percentualni relativni smérodatné odchylky (%RSD),
nazyvané alternativné koeficienty variace (%CV), viz podkapitola 4.6.1.
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Tabulka 3 Parametry pro stanoveni presnosti

pocet pramér

Série 1 2 4 3 bodu X %RSD
mg Al/l in mg Al/l mé&feno
1 0,91
0,88
0,89
1,06
0,98
1,16 6 0,98 11,4
2 1,57 1,94 1,78

1,77 1,87 1,83
1,74 1,22 1,68
1,82 1,47 1,84
1,90 1,53 1,88

1,80 1,89 1,93 18 175 | 10,82
10 9,81 9,97 1054 10,63

931 1049 898 10,42

1004 954 1051 947 12 9,97 5,56
20 19,83 21,47 2155 20,12

19,86 2021 20,05 19,55

1985 20,78 1890 20,78 12 2025 | 382
40 3897 4158 4184 40,53

41,08 38,60 40,06 40,08

40,71 3829 3784 3873 12 3986 | 337
100 100,00 99,28 101,87 99,37

96,50 102,51 99,67 99,76
103,42 98,40 98,49 100,96 12 100,02 1,91

Z tabulky je ziejmé, Ze pro koncentrace > 2 mg Al/l jsou splnéna 1 pom&rné narocna
kritéria pouzivana farmaceutickymi firmami (%RSD < 15 %), viz podkapitola 4.6.1. Relativni
piesnost stoupa s rostouci koncentraci Al.
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Zavér: Metoda vyhovuje (pro > 2 mg Al/l). Vzhledem v podkapitole 5.4 stanovené mezi
stanovitelnosti QL > 3mg Al/l je asi spravnéjsi pouzit tuto vyssi hodnotu.

5.3 Linearita

Linearita dat byla testovana na 18 udajich v rozmezi 2-102 mg Al/l ve dvou nezavislych
sériich. Otazka, zda je pro vyjadieni koncentrace latky vhodnéjsi plocha nebo vyska piku, je
diskutovana v monografiich, O’Haver (2019) i na webovych strankach. Al-Rimawi (2017) a
dalsi preferuji plochu piku a my jsme pouzili tuto metodu 1 zde. Naméfena data jsou uvedena
v Tabulce 4.

Tabulka 4 Souhrn naméienych dat

Série 1 Série 2
Mnozstvi Plocha Mnozstvi Plocha
mg/L mV*min Sum mg/L mV*min Sum
AR AR mV AlRY AR mV
1,938 1,186 0,352 1,571 0,937 0,183
1,869 1,144 0,289 1,772 1,056 0,146
1,224 0,750 0,262 1,743 1,039 0,144
1,470 0,900 0,524 1,821 1,086 0,108
1,527 0,935 0,311 1,901 1,133 0,071
1,891 1,158 0,517 1,805 1,076 0,169
9,966 6,039 0,138 9,810 5,817 0,123
10,490 6,353 0,512 9,308 5,522 0,121
9,544 5,787 0,293 10,037 5,951 0,139
21,473 12,824 0,171 19,829 11,682 0,058
20,208 12,088 0,068 19,864 11,703 0,097
20,783 12,423 0,243 19,852 11,695 0,228
41,584 24,194 0,106 38,974 22,674 0,087
38,598 22,545 0,224 41,081 23,866 0,064
38,285 22,371 0,236 40,707 23,655 0,101
99,277 53,377 0,161 96,499 53,998 0,193
98,404 52,974 0,146 99,999 55,822 0,104
102,507 54,860 0,188 103,418 57,594 0,090

Linearni korelace je zndzornéna a kalibracni grafy jsou uvedeny na Obrazku 20.
Parametry piimky jsou pro prvou sérii y = 0,5574x + 0,3578 skvadratem korela¢niho
koeficientu R? = 0,9997 (R = 0,99984). U druhé série plati y = 0,5355x + 0,7167 s kvadratem
korelaéniho koeficientu R? =0,9987 (R = 0,99935). Hodnoty R odpovidaji dobie pozadované
korelaci podle Donga (2006), jmenovité R = 0,999. Ptitom jsme splnili rovnéz jeho pozadavek
meéfeni v trojndsobném rozsahu nejnizsi hodnoty.

40



Rovnéz je splnéna podminka spravné volby nulového bodu, tj. zavislosti y = a.x, protoze
hodnoty 0,3578 a 0,7167 lezi pod limitem stanovitelnosti.

70
60 -
y = 0.5574x + 0.3578
R2 = 0.9997

£ 50 -
£
*
Z 40 -
2 y = 0.5355x + 0.7167
2 30 R2 = 0.9987
<
[S)
o
T 20

10 -

O * T T
0 50 100 150
MnozZstvi Al mg/L

Obr. 20 Linearni korelace metodou nejmensich ¢tverct

I'kdyZ se na prvy pohled kalibra¢ni pfimky jevi jako optimalni (linearita, poloha nulového
bodu), provedli jsme hlubsi analyzu s pouZitim rezidui (y; — ¥;), viz podkapitola 4.6.5. Ta
byla vypoétena s pouzitim Excelu® postupem ,.data, analyza dat, regrese”. Vysledky jsou
uvedeny na Obrazku 21.

Podle Ellisona et al. (2009) a jeho rozboru typickych piipadi v podkapitole 4.6.5 je
mozno usoudit, Ze nedochazi k systematickym trendiim nespravné uréené nulové hodnoty nebo
narastu chyby s koncentraci. Nejlépe je vyjadien typ zéavislosti jako ,,zakfivend odezva“.
Vysledek: vyhovuje testu
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Obr. 21 Rezidua (y; — ¥;) pro dv¢ série z Obr. 20

5.4 Mez detekce DL / Mez stanovitelnosti QL

Podle podkapitoly 4.6.3 jsou tyto meze ur¢eny pro HPLC z idaji Sumu tak, jak jsou
uvedeny v Tabulce 4 a sklonu kalibra¢ni ptimky. Zde byly tyto hodnoty vypocteny metodou
podle Kazusaki et al. (2012).

Primérné hodnoty Sumu jsou pro prvou sérii rovny 0,263 =+ 0,14 a pro druhou sérii 0,124
+ 0,05. Tomu odpovidaji meze detekce 1,56 a 0,76 mg Al/l a meze stanovitelnosti 4,72 a 2,31
mg Al/l pro 1. a 2. sérii.

V nezavislé sérii bylo méteno celkem 75 bodl a mez detekce byla stanovena podle vyse
uvedeného postupu. Vysledky jsou prehledné uvedeny na Obrazku 22. Body pro koncentrace
1,2 a 10 mg Al/l jsou zatizeny experimentalni chybou, proto jsme pocitali primér a standardni
odchylku jen pro body s 20, 40 a 100 mg Al/l.

Vysledna hodnota meze detekce je 0,81 = 0,31 mg Al/l. Tento udaj je v perfektni shod¢
s referen¢ni hodnotou LOD 0,8 mg/kg Al podle prace Mindak a Dolan (2010).
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Obr. 22 Mez detekce pro soubor 75 bodti, pevna vodorovna ptimka je vysledna hodnota LOD,
¢arkovanymi pfimkami je oznacena standardni odchylka namétené LOD

Vysledek: vyhovuje testu, mez detekce je 0,81 + 0,31 mg Al/Il

5.5 Selektivita/Separace/RozliSeni

V nasem piipadé je rozliseni piku AI** od méné valentnich forem Al, Obrazek 23,
perfektni. Podle vypoctu stanovena hodnota RS v podkapitole 4.6.7 dle vzorce 4.6.7.1 je
pochopitelné velmi vysoka, RS =12,1.
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Obr. 23 Separace piktt AI** od méné valentnich Al forem

Vysledek: vyhovuje testu

5.6 Asymetrie piku

Asymetrie AP* piku je zfejmé z Obrazku 24, viz také podkapitola 4.6.7.
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Obr. 24 Asymetrie AP* piku

Podle vySe uvedeného postupu je asymetrie As 1,05, coz jeste zapada do kritéria vyborny
(1 - 1,05). Asymetrie se podstatné neméni v rozsahu méfenych koncentraci Al, viz Vodickova
(2017).
Vysledek: vyhovuje testu

5.7 Realné vzorky

Vyse uvedeny text zabyvajici se validaci analytické metody IC pro stanoveni Al se
pouze Al v riznych koncentracich. Jakkoliv je potvrzeni validace pro Cisté roztoky Al bez
dalsich ptimési dulezité, v praktickych ptipadech stanoveni Al v pidach rizného pivodu je
situace komplikovana vlivem dal$ich slozek, zejména jinych kationtii, organické hmoty a pH
extraktl. Jen ¢astecné byla tato problematika naznacena v kapitole 4.

Vzorky, které jsou v této praci pfedkladany, byly méfeny nasi validovanou metodou na
témze pfistroji, na kterém byla validace metody provaddéna. Pavod vzorklt pochazi
z rekultivované vysypky po hnédouhelné tézbé Litov podle Bortivka a Kozak (2001)
odebranych znovu v roce 2018.
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Opakovany odbér byl proveden znovu na jare 2018 tak, aby bylo mozné zjistit vyvoj
pudnich charakteristik na zkoumané lokalité.

Vysypka Litov lezi v severozapadnich Cechéch pobliz Sokolova a byla vyuZivana hlavng
v letech 1991-2001 pievazné pro piekryvné materialy hnédého uhli. Hlavni sloZzky jsou tvoieny
jily s ptimésemi minerald skupiny pyritd a ¢asticemi hnédého uhli. Cast lokality byla osazena
borovicemi a olSemi. Malé plocha byla bazinata, horni vrstva byla smisena s horni pfirozenou
vrstvou nebo ponechana bez miseni. Zbytek povrchu nebyl ménén.

Celkova plocha méfené oblasti byla 1,1 km? Vzorky byly odebirany z regularni sité
100x100 m z hloubky 0-20 cm. Vzorky byly ususeny na vzduchu a piesitovany sitem 2 mm.

Plvodni labilni Al frakce (Alian) byla stanovena v 1M KCI extraktu. Smés 10 ml a 1 g
vzorku byla protfepavana po dobu 24 hodin a nasledné centrifugovana. Po té byl hlinik stanoven
metodou navrzenou Jamesem (1983) tj. reakci s 8-hydroxyquinolinem a spektrofotometrickym
stanovenim. Vybaveni (davkovace, reakéni zkumavky a parotésna uzaviratelna UV-VIS cela)
jiz nejsou ve vybavé KPOP, proto bylo uvazovano nahradit méteni labilniho hliniku dle Jamese
méfenim AI®* podle Drabka (2003, 2005) modifikovaném dle bakaliské prace Vodi¢kové
(2017) .

Nasledujici obrazky udavaji porovnani dvou metod méfeni obsahu hliniku. Obsah AI%*
byl stanoven IC metodou, Obrazek 24 doklad4d zavislost obsahu (AI**/mg/l) na pHkci
stanovené¢ho metodou IC. Na nasledujicim Obrazku 25 je vidét zavislost obsahu (Al tot. mg/l)
na pHkci stanoveného metodou ICP. Posledni Obrazek 26 je vénovan srovnani metod IC a ICP.
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Obr. 25 Zavislost obsahu obsahu A1** mg/l na pH KCI (metoda IC)
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Porovnani IC/ICP
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Obr. 27 Porovnani IC s ICP

Z obrazki je ziejmé, Ze ve vSech pfipadech dochazi pii sniZzeni pH pod hodnotu 4
k prudkému narustu hodnot rozpustnosti Al. Formace neutralniho a nerozpustného Al(OH)z se
uplatiuje pti pH vyssim nez 5 viz Gregory & Duan (2001), nicmén¢ se zvySujicim se pH roste
1 rozmanitost Al specii a klesa mnoZstvi labilniho hliniku.

https://www.amazon.com/Chemistry-Soils-Garrison-
Sposito/dp/0195313690#reader 0195313690

Podobny pribéh byl zjistén i1 v jinych studiich, napt. Mrvi¢ et al. (2008), viz jejich
obrazek, Obrazek 28.
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pH KCl

Obr. 28 Zavislost uvolnéného Al na pH (1M KCl) a Al stanoveného aluminonem, jedna se o
Obrazek 2 z prace Mrvi¢ et al. (2008), ¢erné a Sedé body oznacuji metodu analyzy, jak je
uvedeno v obrazku

Podle Hussona (2013) hraje pti Al speciaci hlavni roli pro kyselost pidy. Molekuly vody
se vazou na Al ionty za formace Al(OH2)%s iontl a tak umozituji disociaci vody s produkei
protontl. Jeden AI** mize uvolnit az tfi H*.
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6 Diskuze

Pivodnim cilem této prace bylo uptfesnéni speciacnich charakteristik hliniku v ptidnich
prostiedich, dale validace pouzitych metod a navrh dalSich postupti stanoveni a speciace Al, tak
jak to vyplyvalo =z bakalafské prace autorky, S cilem testovat pouzitelnost nové
chromatografické kolony CS 5 DIONEX 4*250 mm pro analyzu forem hliniku. Jako pracovni
hypotéza bakalafské prace byl pouzit piedpoklad, Ze je mozné adaptovat stavajici
chromatografickou metodu pro speciaci hliniku na novy typ iontové kolony (Vodic¢kova 2017).
V diplomové praci bylo experimentdlnim cilem ovéfeni speciace Al pomoci IC. Zatimco ukoly
spojené se zpracovanim literarnich dat byly splnény, prakticka cast byla omezena vzhledem
k omezenim danym pfistrojovym zafizenim.

Pouzita chromatograficka sestava (5.1.2 Pouzita zafizeni a postupy) byla z vétsi casti
pofizena v roce 2005, s vyjimkou automatického davkovace Triathlon (Sparks) z roku 1997.
Bohuzel dlouhodobé bezporuchové sestava zaznamenala béhem tvorby diplomové prace tii
fatalni kolapsy. Nejprve se neopravitelné porouchala plivodné pouzivand chromatograficka
pumpa (ICS 1000, (Dionex)), ktera vSak byla bez vétsich potizi nahrazena pumpou GP 50.
Vzapéti nato se neopraviteln¢ porouchal detektor diodového pole PDA 100 (Dionex). Tento
detektor byl s drobnou komplikaci nahrazen star§im a mén¢ citlivym detektorem UVD 200
(Watrex). Z detektoru UVD 200 bylo tieba odpojit regulator zpétného tlaku. Jeho pouZiti
znemoznovalo dodavku derivatiza¢niho c¢inidla Tiron. Toto c¢inidlo se dodava pomoci
pneumatického davkovac¢e RDU 10 (Dionex), pro ktery byl nastaveny zpétny tlak pfilis vysoky.
Odpojeni regulatoru zpétného tlaku sice umoznilo dodat derivatiza¢ni ¢inidlo do sméSovaciho
» 1 kusu, nicméné mélo dalsi neblahy nésledek na stabilitu systému. Bez zvySeného zpétného
tlaku dochazelo k ¢astému ,,vypadavani“ - tvorbé bublin v méfici cele detektoru UVD 200. To
vedlo Kk nestabilité¢ chromatografické zakladni linie ,,baseline® a Castému pieruseni méfeni, kdy
bylo nutné méfici sekvenci ukoncit. Cela pak byla odvzdusnéna proplachnutim 50%
acetonitrilem ve vodé€. Po zrovnovaznéni systému bylo mozné pokracovat v méteni, ale vzdy
s novou kalibraci. Spolu s poruchou detektoru se porouchal i automaticky davkova¢ vzorkl
Triathlon. Systém se dodnes nepodafilo pln€¢ a spolehlivé zprovoznit. Zaprvé se systém
zasekava po nckolika vzorcich a je tfeba jej vypnout, znovu zapnout a mechanicky uvolnit
zasekly pojezd davkovaci jehly. Proto neni mozné automatické méfeni vétSich sekvenci.
Za druhé systém piestal davkovat. Nejprve nedavkoval viibec, nicméné po n€kolika servisnich
zakrocich dvou rozdilnych firem, byl pfistroj uveden do nouzového rezimu, kdy
reprodukovatelné¢ davkuje jeden fixni objem 25 pl. Nicméné, ptivodné systém umoznoval
volitelné davkovani objemt v rozmezi 0,1-150 pl.

Protoze pouzita IC sestava vykazuje znacné fyzické i moralni opotiebeni, a protoze byla
jiz ukoncena vyroba nahradnich dilti, uvazuje se o nahrazeni jinou v soucasné dob¢ dostupnou
chromatografickou sestavou, ktera by umoznovala postkolonovou derivatizaci, nebo on-line
ptipojeni k ICP-OES iCap 7000 (Thermo), viz Thermo Scientific (2013).

V oblasti validace metody nebylo provedeno stanoveni robustnosti systému, podkapitola
4.6.8. Pro urceni robustnosti je potieba dlouhodobé pozorovani zmény podminek, napf.
detektoru teploty, slozeni mobilni faze, koncentrace derivatizacniho Ccinidla, pfipadné
posouzeni mezilaboratorni shody vysledki.
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Z ¢asovych divodu (dlouhodobé nefunkénost chromatografické sestavy) nebylo mozno
tento parametr spolehlivé testovat a nasledné vyhodnotit.

V casti 5.7 ,,Realné vzorky* jsme ocekévali potvrzeni shodného nalezu koncentrace Al
dvéma analytickymi postupy pro vzorky identického ptivodu. Celkovy (ICP-OES) se oc¢ekaval
vy$si nez AI®* (IC), protoze k nému se jestd pficitaji dalsi rektivni i nereaktivni komplexy viz
Vodi¢kova (2017). Nicméné, experimentaln¢ byl ale nalezen nizsi celkovy vyménny (Drabek
et al 2003a 2005) obsah Al stanoveny metodou ICP-OES nez byl obsah vyménny AI** podle
metody IC. Tento paradoxni zavér ukazuje, ze bud’ méfené hodnoty A1¥* podle metody IC jsou
nespravné vyssi nez Alot, nebo naopak ze metoda ICP-OES dava nespravng nizs$i hodnoty Al
nez jsou ve skutecnosti.

Prvni varianta by mohla byt, Ze by se s Al1** koeluoval dal§i trivalentni kation jako napf.
Mn3" a Fe®*. Tyto interference nebylo mozné provéfit. Provéovaly se s negativnim vysledkem
jen v prvni metod¢ (Drabek 2003), ted” by bylo na misté udé€lat sérii experimentd, kde by se
pouzily blanky, standardy a realné vzorky ,,spikované* riiznymi koncentracemi nejen Fe®*,
Mn?*, ale i dal§imi moznymi interferenty napt. Cr3*, ale i jinymi kationty bézné se vyskytujicimi
v pudnim KCI extraktu. Nicmén¢ to z hlediska funkénosti pfistroje nebylo stihnutelné a také
proto, ze se systém bude obménovat, tak je vyhodnéjsi provést zminéné experimenty az na
novém zafizeni.

Druha varianta je podle literarnich idaji mozna pravdépodobnéjsi. Podle Mindaka a
Dolana (2010) je pro kvantitativni pfevod vzorku do méfitelné formy pomoci ICP-OES nutné
zpracovat vzorek mikrovinnym rozkladem a nasledné pouzit pneumatickou nebulizaci. I pti
provedeni téchto postuptt mize byt obsah Al fale$né€ niz$i zejména za pfitomnosti kiemiku (,,It
should be noted that aluminum results could be biased low in some samples because of
insoluble aluminum compounds especially if silica is present). Autofi méfili obsah toxickych
elementi (mimo dalsi i Al) v potravinovych matricich jako je mléko, syr, Sunka, tunak, vajicka
a dalsi. Je mozno predpokladat, Ze v ptidnich matricich proménlivého slozeni komponent bude

Dalsi data pro stanoveni Al v potravinovych matricich jsou obsazena v databazi FAPAS®
(Food Analysis Performance Assessment Scheme). Srovnani mezilaboratornich vysledki pro
stanoveni Al v sojové mouce je uvedeno ve FAPAS® 0787 Proficiency Test, (Earnshaw et al.
2008).

Vysledky mezilaboratornich testd jsou uvedeny na Obr. 29. Z obrazku je vidét znacna
variabilita vysledkii. Podle nejspolehlivéjsi metody ICP-MS je primérnd namétena hodnota
7,22 mg Al/kg. ICP-OES je méné spolehliva metoda s rozsahem Al koncentraci 2-15 mg Al/kg.
Z téchto vysledkll je mozny rozptyl vysledkl jednotlivych méticich postupli pomérné vysoky
a tento fakt by se m¢l odrazit i v analyze realnych pudnich vzork.

Obecné se metoda IC jevi jako spolehlivéjsi z toho hlediska, Ze existence piki podle
predpokladu odpovida individualnim komponentam, zvlasté pii kombinaci s specifickou
detekci ¢i detekci umoznujici dalsi separaci analyti — napt. IC-ICP-MS Seubert A (2001).
Nicmén¢ stale hrozi moznd koeluce interferujicich kationtd. Nicméné ta se da vyloucit na
zaklade podrobného testovani a pouziti ICP-MS detekce - viz vyse.
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Pro ptdni vzorky bylo napiiklad provedeno srovnani tii technik v praci Kozuh et al.
(1997), Milaci¢ et al. (1998). Jako zaklad pouzili metodu HPLC kombinovanou s ICP-OES,
dale pouzili chelataéni iontovyménnou mikrokolonu s AAS a jako tfeti krok 8-
hydroxychinolinovou spektrofotometrii. Podle autortt kombinace téchto tii technik umoziuje
stanoveni vSech zakladnich forem Al v pidnich vzorcich.

Autofi stanovili celkovy obsah Al pomoci ICP-OES po HNO3-HCIOs- HF digesci
(varianta rovnocenna mikrovinnému rozkladu). Podle autorti je mozno timto postupem stanovit
A1% AI(OH)?*, AI(OH)2*. A1F?* koeluuje s AI(OH)?*, zatimco Al(SO4)*, AlF,* a zaporné
nabité Al organické komplexy koelujuji s AI(OH)2".

Referencni hodnota
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Obr. 29 Upraveno na zakladé Obrazku 4: Methods used for Aluminium Analysis in FAPAS®
0787 Proficiency Test, Earnshaw et al. (2008).

Nov¢ji byla speciace hliniku studovana kombinaci metod GF-AAS, ICP-AES, ICP-MS
a modelovani anorganickych komplext studovana v praci Frankowski et al. (2011). Jednalo se
o specificky pfipad podzemnich vod v okoli Poznané a autofi pouzili Mineql+ program.
Studium potvrdilo vyskyt hydroxo- a fluoridovych komplexti. Navzdory nadbytku siranti a
organické hmoty ve vzorcich, jejich zastoupeni v komplexech nebylo vyznamné.

K podobnému zavéru prevalence fluoridovych komplext dosli autofi neddvné prace
Ziota-Frankowska et al. (2018). Autofi pouzili k analyze vysoce u¢innou iontovou
chromatografii s detekci pomoci diodového pole (High Performance Ion Chromatography with
Diode Array Detection (HPIC-DAD)).

HPLC ICP-MS metoda byla Gspés$né pouzita také v praci Ziota-Frankowska et al. (2015).
Autofi konstatuji zavérem c¢lanku, Ze tato metoda s pouzitim post-column derivatizaci je
vyhodna pro stanoveni volného Al a Al fluoridovych komplexii. Metoda zabranuje zhaSeni
plazmy v ICP-MS spektrometru a doba analyzi vzorku je méné nez 4 minuty.
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Na zéklad¢ téchto poznatkil si dovolejeme navrhnout potizeni nového IC umoziujiciho
jednak klasicky pfistup ve formé DAD (detektor diodového pole) detekci - po pfislusné
postoklonové derivatizaci, tak i on-line pfipojeni ke stavajici technice ICP-OES iCAP 7000
(Thermo), viz Thermo Scientific (2013).

Ze ziskanych vysledkil je mozno navrhnout dalsi postup experimentalnich praci na
novém zafizeni:

e Zjistit zda pii eluci AI** nedochazi ke kontaminaci piku sou¢asnym vymyvanim dalsich
kationtt jako Fe®* nebo Mn**,

e Zjistit jak predbézna uprava vzorka smési kyselin ovliviiuje stanovenou hodnotu Aliot
pii ICP-OES analyze, pouziti referencnich materiala pro zajisténi kvality analytickych
vysledkd.

e Zjistit robustnost procesu, tj. jeho zmény za podminek zmén napt detektoru, teploty,
sloZeni mobilni faze, koncentrace derivatiza¢niho Cinidla atd.
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Z7.avér

V piedkladané diplomové praci byla studovana speciace hliniku s ohledem na kyselé

a neutrdlni pudy. Za tim ti¢elem byl koncipovén piehled konstant stability jednotlivych

forem Al s nejbéznéj$imi ligandy za pouziti vice nez dvanacti originalnich a

prehlednych publikaci a vysledky byly kriticky vyhodnoceny.

V druhé¢ ¢asti prace byla uvedena podle literatury zjisténa kritéria pro validaci procesu

zalozenych na IC.

V oblasti validace bylo zjiiténo, Ze analytické stanoveni AI** metodou IC spliiuje

pozadavky na piesnost, linearitu, mez detekce, selektivitu a asymetrii piku a to

V nasledujicich parametrech:

- Pfesnost nalezena lepsi nez 6 % RSD (relativni smérodatna odchylka) pro > 10
mg Al/l, pozadovano ve farmacii < 15 %

- Linearita kalibra¢ni pfimky dana korelacnim koeficientem R = 0,99984 nebo R =
0,99935, pozadovano R = 0,999 nebo lepsi

- Nebyl nalezen zadny vyznamny spole¢ny trend odchylek bodii

- Mez detekce 0,81 = 0,31 mg Al/

- Selektivita, separace pikll je vy$si nez RS = 12,1, pozadovéna idealni minimalni
hodnota je 1,5-2

- Asymetrie piku byla As= 1,05, hodnoty 1-1,05 jsou povazovany za vyborné.

V pribéhu praci byl nalezen paradoxni vysledek pii studiu redlnych vzorkd, a to Ze

metodou ICP-OES, ktera by méla udat celkovou koncentraci Al, poskytla nizsi

vysledky nez metoda IC, zaméfena prevazné na AI®*. Mozné piiciny byly diskutovany.

Béhem prace jsme se potykali s dlouhodobou nefunkénosti ptistoje — IC sestavy.

Z tohoto divodu nebyly vsechny problémy uspokojivé experimentalné vyfeseny.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

Da: Dalton.
DOC: Dissolved organic carbon, rozpustény uhlik.
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DOM: Dissolved organic matter, rozpusténa organicka hmota.

DTPA:Diethylenetriamine pentaacetic acid, kyselina diethylentriaminpentaoctova.

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid, kyselina ethylendiamintetraoctova .

ESI-MS: Electrospray ionization mass spektrometry, hmotnostni spektrometrie
s elektrosprayovou ionizaci.

ES-MS-MS: Electrospray tandem mass spektrometry,elektrospray tandemova hmotnostni
spektrometrie.

ETAAS: Electrothermal atomic absorption spektrometry, atomova absorp¢ni spektroskopie
s elektrotermickou atomizaci.

FAAS: Plamenné atomova absorp¢ni spektroskopie, Flame atomic absorbtion spectroscopy
FIA: Flow injection analysis, pritokova injek¢ni analyza.

FPLC: Fast protein liquid chromatography, rychla proteinova kapalinova chromatografie.

GF AAS: Graphite Furnace AAS: Plamennd atomova absorpéni spektroskopie s pouzitim
grafitové picky

HPLC: High-performance liquid chromatography, vysoce G¢inna kapalinova chromatografie.
HMM: High molecular mass, vysoka molekularni hmotnost.

IC: Ton chromatography, iontova chromatografie.

ICP-AES Inductively coupled plasma-atomic, emission,indukéné vazana plasma — atomova
emisni spektrometrie.

ICP ES: Inductively coupled plasma (ICP)-emission spectroscopy, emission, induk¢éné vazana
plasma — emisni spektrometrie.

ICP-MS: Inductively coupled plasma mass spektrometry, induk¢éné vazané plazma hmotnosti
spektrometrie.

ICP-OES: Inductively coupled plasma optical emission spektrometry, indukéné vazané plazma
optické spektrometrie.

LOD: Limit of detection, mez detekce, také detek¢ni limit (DL).

LOQ: Limit of quantitation, mez stanovitelnosti, také QL.

NMR: Nuclear magnetic resonance, nuklearni magneticka rezonance.

NTA: Nitrilotriacetic acid, kyselina nitrilotrioctova.

SE: Size exclusion chromatography, chromatografie s vylou¢enim velikosti.

ULQ: Upper limit of quantitation, horni mez stanovitelnosti.

QL: Quantifikation limit, kvantifika¢ni limit.

[AlO4Al12(OH)24(H20)12]"*, e-Alis (e-Keggintiv izomer &astice [MOsAl12(OH)24(H20)12] ™,
také triskaidekaaluminium, Keggin Al13
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10 Samostatné prilohy

r oWz

Priloha ¢. 1 - Kompilace doporu¢enych kumulativnich konstant stability logp pro jednotlivé ¢astice Al pii 2980K. Vysvétlivky: Ox — oxalat,
Cit — citrat, Ac — acetat, mal — malonat, a pocet hodnot, z kterych byl vzat primér Nordstromem a Mayem (1999) je uveden za symbolem @, tu¢né
vytisténé pramérné hodnoty téchto autort byly pouzity s dvojitou vahou pii vypoctu hodnot v poslednim sloupci, b tu¢né vytisténé viz a, ¢, kurzivou
hodnoty z databaze LLNL.

Sullivan | Bertsch Sullivan | Nordin | Nordstrom & Gregor | Ure & Wang et | Parke | Blanc Marin | Pettit Praméf

etal. Anderso | etal. etal. May 19992 y & Davidso | al. 2002 | r2005 | & al et al. & (Smérodatna

1986 n 1989 1999 1999 Duan n 2002 2006° | 2010° | Powell | odchylka)

2001 2008
Al(OH)* 5,65 5,52 5,52 5,0£0.04 ©22 | 4,95 4.97 5,52;50 |50 4,95 4,96 5,15 (+£0.28)
AI(OH),* 11,35 11,30 11,30 9,65£0.8 @10 | 10,55 9.30 8,71- 10,1 10,58 10,60 10,4 (£0,85)
11,3

AI(OH)3 18,59 17,3 17,3 16,1+1 @5 | 17,25 15.0 16,8 16,42 16,7 (£0,96)
AI(OH)4 23,46 23,46 23+1 @23 | 22,85 23.0 23,46 23,0 | 22,87 22,87 23,1 (£0.25)
Al3;(OH) 13.57 13,6
Al1304(0OH)24’ 109.2 97-109,2 98,73 103,5(+6,6)
AlF?* 6.92 6,7 6,43 7,0£0.1 D6 7.0 6,98 7,0 6,87(£0,21)
AlRy* 12,75 12,0 11,63 12,740.2 @5 12,7 12,50 12,6 12,4(x0.41)
AlF; 16 15,50 16,8+0,3 @5 16,8 16,55 16.7 16,4(x0,51)
AlFy 19,2 18,30 19,4+0,4 @5 19,4 18,93 19,1 19,1(20,4)
AlFs* 19,40 20,6+0,5 @3 20,6 20,79 20,4(£0,56)
AlF* 19,8 20,6241 @3 20,6 21,69 20,7(£0.67)
AI(OH),F 4,21 5,70 4,95(x1,05)
AI(OH),Fy 1,99 1,66 1,82(x0,23)
AIOHF; 0.21 0,21
NazAlFs(s) 19,9 19,9
AlH3Si0.** 3,2 2,38 2,79(x0,58)
AISO4* 3,2 35405 @5 3,5 3,17 3.01 3,31(£0,21)
Al(SO.)y 3.20 5005 @2 5,0 4,9 4,62(%0,30)
AlH,PO4* ~3 ~3 ~3
AIHPO, ~7 ~7 ~7
AlOX* 7.4 4,9-6,1 7,73 6.53(x1,30)
AlOxy 12,5 9,33-17,5 13,41 13,2(33,37)
AICit 10,7 6,65-11,7 9,98 9,76(%2,19)
AICitH* 13,0 12,85 12,9(x0,11)
AICitH, 14,1 ~14,1
AlCit,* 12,95 14,83 13,9(=1,33)
AlAc? 2,1 ~2,1




| Al mal*

| 6,26

| 4,65

| 5,45(x1,14)




Priloha €. 2 - Konstanty stability nékterych polymernich forem podle Wanga et al. (2002)
Legenda: Zkratky analytickych metod: ab: potenciometrickd acidobazicka titrace; c: kationtova
iontova vymena; d : dialyzacni technika; e: iontové selektivni elektroda; f: flow injection analysis;
IR: infracervena spektroskopie; I: 1: rozptyl svétla; N : 27 A1 - NMR ; t: z modelu; u: ultracenfigace;
sx: small-angle x-ray diffraction;

code Al species lg B method definie  condition ref.
Al Al(OH)(H,0)" -3.52 c,e bl 8
S0 - pH=4.0- 7
AI(OH),(H,0)," 871  ce o 55 9
-10.1 -- 7
-11.3 - 8
AI(OH)4 -23.46 cge, ks — - 1,10
AI(OH)s* s ce, 0 pH>9 7
Al, Alz(OH)%(Hzo)g -6.3 ab,N,usx  ** 9,16
AlL(OH) s - - 0 11
Al; A13(0H)4(H20),0* -13.57 ab *x 8
-13.74 ab 9
AlL(OH)s". = I 0 11
Aly Al (OH)s"™ - I 0 7
Al(OH);o(H,0) *s - I 0 7
Als  Als(OH);™" - I 0 5 7
Alg  Alg(OH)5*" -47.0  abu s [AL"]> 9,17
Alg(OH)15(H,0)1, - c,d o 10"moll 7
16(OH)10° - - 0 B<22 7
Al;  AL(OH);,* -48.8  ab * 7,9
Al;(OH);6>" s - 0 11
Alg Alg(OH)zo(HzO)x -68.70  ab,IR)N % 7,9
AIB(OH)IZ&_Hzo)IZ - - 0 13
Aly  Aly(OH),s -- I 0 7,13
Alip  Ali(OH)p(Hy0)6™ - - 0 13
Alja Al.304(OH)24(H20).2 -97.6 f,N,sx % 14,20
-109.2 N,sx 8
Al 1 304(0H_kg -105 N,SX 0 7
Alj3(OH)s, - ab,sx,u, 0 7
Al,;(OH);ogHZO).g = sX 0 13
Al;3(OH)s4 -97.60 sx * - 7
Al,304(OH) i s - N 0 [AL7]> 7
Al 14 A114(0H)32 - ab 0 1 0 mOVI 15
Al]4(0H)34 E2 ab * 1.5<B< 7
Als Alls(OH)ss = e 0 2.8 )
Alig  Alig(OH)ss' = = 0 18
Alyg Alz4(0H)6o(H20)24 e T - b2 13
Alss  Alsg(OH) 44(H;0)36 - t * 13
Al(OH)s(aq) -16.0 du xx 8,9
Al(OH);(aJn -104 du ol pH>7, 9
Al  Alx(OH),®*Y - N * B>3 6,15
Al AlL(OH)sp -- N * 13

**: tato forma prokazatelné existuje za pfislusnych podminek; *: muze existovat; 0: existence
nejista; --: existence neznama

Vybrané citace: 7: Sposito (1996), 8: chybna citace, ma byt asi: Sullivan D. J., Nordin J. P.,.
Phillips B. L, Casey W. H. (1999) The rates of water exchange in Al(lll)-salicylate and Al(lll)-
sulfosalicylate complexes, 63, (10), pp.1471-1480, 9: Luan, Z. K; Tang, H. X. Huanjing
Kexue Xuebao. (1995), 15(1), 39 — nedostupné, 13: Hsu, P. H. Aluminum Hydroxides and
Oxyhydroxides; in Minerals in Soil Environment, 2nd, Eds, Dixon, J. B.; Weed, S. B., Soill
Sci. Soc. of Am., Madison, WI, 1988, p.99-143.



Piiloha €. 3 - Hodnoty konstant stability kompilované Sarpolou (2007)

Céstice Al2(OH).%* | Alo(OH)s® | Alo(OH)Y | Als(OH)s* | Als(OH)3s®* | Al1304(OH)24"
Log B 16,0 1,4-11,6 7.2—-8,0 13,1-13,8 9,8 104-109,5

Castice Als(OH)12%" | Alsg(OH)15>" | Alio(OH)245* | Alg(OH)20*" | Alg(OH)23*" | Al7(OH)17**
Log 43,3 53,8 81,2 68,7-69,8 80,1 59,5

Hodnoty konstant stability kompilované Sarpolou (2007) v jeho dizertaci. Hodnoty vétSinou odkazuji
na star§i praci Ohmana a Forslinga (1981), data byla ziskana potenciometricky v prostiedi 0,6M
NaCl. Udaje zde uvedené jsou zaokrouhleny na jedno desetinné misto.



