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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem metod simultanniho stanoveni pomoci atomové
absorpcni spektrometrie s kontinudlnim zdrojem zafeni a monochrométorem o vysokém
rozliSeni. Metody stanoveni byly vyvinuty zejména s ohledem na analyzu environmentalnich
matric. Byly vyvinuty dvé metody simultanniho stanoveni s aplikaci tfi druhti vzork Zivotniho
prostfedi. Prvni z nich byla zamétena na simultanni stanoveni niklu a Zeleza v ¢ajovych listcich.
Tato metoda byla dale aplikovana i na vzorky pud. Druhou metodou je stanoveni manganu
a zeleza ve vodach. Zde byl zkoumam 1 vliv modifikatoru. Dale byla z literatury pfevzata
kombinace vinovych délek jiz zavedené metody simultanniho stanoveni kadmia a Zeleza
v ovesnych produktech. V ramci diplomové prace, byla tato metoda optimalizovana na
stanoveni téchto specifickych prvkil v Caji. Mezi primarni vyhody simultanni analyzy patii
uspora chemikalii, vCetné argonu, ale také mens$i Casova naroCnost pii obsluze. Vyvinuté
metody lze zavést do praxe. Vystupem je také navrh laboratorni ulohy pro zavedeni simultanni

analyzy do vyuky.

ABSTRACT

This thesis deals with the development of simultaneous determination methods using atomic
absorption spectrometry with a continuous radiation source and high-resolution
monochromator. The determination methods were developed especially with regard to the
analysis of environmental matrices. Two methods of simultaneous determination were
developed with the application of three types of environmental samples. The first of them was
focused on the simultaneous determination of nickel and iron in tea leaves. This method was
also applied to soil samples. The second method is the determination of manganese and iron in
water. Here I also examined the influence of the modifier. Furthermore, the combination of
wavelengths of the already established method of simultaneous determination of cadmium and
iron in oat products was taken from the literature. As part of the thesis, this method was
optimized to determine these specific elements in tea. The primary advantages of simultaneous
analysis include the saving of chemicals, including argon, as well as less time-consuming
operation. The developed methods can be put into practice. The output is a design of
a laboratory task for the introduction of simultaneous analysis into teaching.
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Simultanni analyza, HR-CS AAS, nikl, zelezo, mangan, kadmium
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1 UVOD

V soucasné dobe¢ je velka pozornost vénovana spotieb€ materiald a ekonomickému nakladani
se surovinami. To se projevilo i v odvétvi atomové absorpcni spektrometrie. A to predevsim pri
prilezitosti, kdy se odbornici v této metodé snazili objevit neskutecny potencial. Atomova
absorp¢ni spektrometrie, ktera vyuziva monochromator o vysokém rozliseni, kontinualni zdroj
zateni (HR-CS AAS) a CCD detektor, je schopna zaznamenat velice blizké rozmezi vinovych
délek v rozsahu od 0,2 do 1 nm [1, 2]. Diky této instrumentaci jsme pfistroj schopni vyuzivat
pro simultanni stanoveni vice prvkd, coz je zekonomického hlediska a nakladani
s chemikaliemi a vlastnim casem velice pfivétivé. Nespornou vyhodou multiprvkového
stanoveni je bezesporu menS$i spotfeba plynu, coz je v pfipadé vyuziti elektrotermické
atomizace argon. Dale tyto metody zarucuji zkraceni doby analyzy. Piikladem muze byt
stanoveni dvou prvka simultanné, kde je Casova tspora 50 %. V klasickém pouziti pfi stanoveni
jednoho prvki je doba analyzy zpravidla okolo 10 min. Pfi simultannich metodach je obrovskou
vyhodou mensi opotiebeni grafitové kyvety a vét§i uspora chemikalii, at uz se jedna
o mineralizacni roztoky, ale také standardy a modifikatory. Stejn¢ jako u klasické AAS, ktera
vyuziva jednoprvkové stanoveni, tak 1 zde u viceprvkového stanoveni je zapotiebi pouze 20 pl
vzorku, coz déla tuto analytickou techniku nenahraditelnou. Hlavni nevyhodou téchto
simultannich stanoveni je ¢asova narocnost pii optimalizaci a omezené mnozstvi kombinaci
spektralnich car.

Prvni zminky o atomovém absorpénim spektrometru s kontinualnim zdrojem zafteni,
vysokorozliSovacim systémem a CCD detektorem byly jiz v roce 2003. OvSem tento pfistroj
vyuzival jako zdroj atomizace plamen. Az v roce 2007 byla vyvinuta technika, ktera vyuzivala
elektrotermickou atomizaci. Zpoc¢atku byla HR-CS AAS pouzivana jako jednoprvkova metoda.
Postupem ¢asu jiz vznikaly metody zaloZzené na principu stanoveni vice prvka simultanné [1].

V soucasné dobé je jiz vyvinuta fada metod a je narocné nalézt dalSi kombinace
spektralnich ¢ar. Mezi prvni zavedenou metodu, kterou vyvinul Welz a kol., patii simultanni
stanoveni kadmia pfi priméarni vinové délce (228,802 nm) a zeleza pfi sekundarni absorp¢ni
care (228,726 nm). Tuto metodu vyuzili pfi stanoveni Cd a Fe v obilnych produktech. Jako
certifikovany referen¢ni material (CRM) byl pouzit BCR 191 a NIST SRM 1573a. Jedna se
o hnédy chléb a rajcatové listi. Kadmium a Zelezo jsou velmi dilezité prvky ze dvou zcela
odlisnych divodi. Kadmium se fadi mezi extrémné toxické prvky, a tojiz pfi nizké koncentraci.
A také ma schopnost bioakumulace. Na druhou stranu zelezo, je nejhojnéj§im prvkem, ktery se
vyskytuje v lidském téle a jeho nedostatek muze zpusobit rizna onemocnéni, napf.
anémii [2, 3]. Ferreira a kol. tuto metodu rozsifili o dalsi prvek, a to konkrétné o cin, ktery
simultanné stanovili s t€émito dvéma prvky ve vzorcich konzervovanych potravin. Obecné plati,
ze interakce pocinovaného obalu s potravinou zptsobuje migraci kovia do potravin. Ackoliv byl
cin prokazan jako netoxicky prvek, nékteré studie prokazaly, ze zpusobuje gastrointestinalni
poskozeni, jako je napf. nevolnost, prijem a zvraceni [4]. Mezi dalsi vyvinuté metody lze
zafadit stanoveni kobaltu, Zeleza, olova a niklu v uhlikovych nanotrubicich. Tyto prvky se
obecné vyskytuji v nanotrubicich jako necistoty, které vznikaji v pribéhu vyroby, a to
predevsim ve formé katalyzatord. VétSina uhlikovych nanotrubic se vyrabi pomoci
vysokoteplotnich odparovacich procest nebo chemickou depozici. Dokonaly prubéh téchto
dvou variant vyroby zajistuje jiz zminény katalyzator bazi prechodnych kovu [2, 5].



Velmi ¢asto probiha vyvoj simultannich metod na pfistroji AAS ContrAA 800D, kterym
je vybavena 1 laboratof FCH VUT, a také v tomto pfipade byla tato instrumentalni technika
vyuzita ke zpracovani diplomové prace.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Zaklady simultanni analyzy

Primarnim parametrem pro vyvoj simultannich metod na HR-CS AAS je nalezeni vhodné
kombinace spektralnich Car prvkd v rozmezi od 0,2 do 1 nm, a to v zavislosti na vlnové
délce[1, 2]. Nejvetsi pocetnost spektralnich absorpénich Car se vyskytuje v UV oblasti. Nekteré
prvky, jako napt. Fe, Co, Cr, Ni a dalsi, maji v této oblasti stovky Car. Prvky jako Cu, Mn, Pb,
Pd maji pouze desitky ¢ar. Pii vybéru blizkych absorpcnich ¢ar v UV oblasti je limitujicim
parametrem spektralni interval 0,2 az 0,3 nm [1]. S pfechodem do viditelné oblasti se tento
interval rozsifuje, pficemz pocet vhodnych kombinaci spektralnich Car se snizuje [1].

Dal$im neméné dulezitym faktorem je relativni citlivost, ktera je pro kazdy prvek
a vlnovou délku jedine¢na. Jedna se o veliCinu, ktera je dana podilem zmény odezvy pfistroje
a zmény koncentrace sledovaného analytu. V tom pfipadé je relativni citlivost uréena smérnici
kalibracni zavislosti [1].

Pii vybéru prvkd k simultanni analyze také zalezi na termochemickych vlastnostech
stanovovanych prvki. Pokud jsou prvky stabilni, pak je stanoveni zpravidla jednodussi. Mezi
stabilni prvky patii témér vétsina kova. Klasickym piikladem je napi. méd’, zelezo, mangan,
kobalt, nikl a dalsi. Druhou skupinou jsou prvky tékavé, kam muzeme zafadit predevsim
kadmium, zinek a olovo. V situaci stanoveni prvku s odliSnymi termochemickymi vlastnostmi,
kdy napft. jeden prvek je tékavy a druhy stabilni, je optimalizace jiz ndro¢n¢jsi. Nejdiive dochazi
k pyrolyze nejvice t€kavého analytu, nasledné k jeho atomizaci, pii které zpravidla dochézi
k pyrolyze stabiln¢jsiho prvku. Opétovnym navySenim teploty nasleduje atomizace nejvice
stabilniho analytu. Zakladem je tedy dokonale provedena optimalizace teplotniho programu
pyrolyzy a atomizace pro stanovované prvky [2, 3, 6].



2.2 Instrumentace nutna pro simultanni analyzu metodou AAS

Primarni soucasti atomového absorpcniho spektrometru, ktery vyuziva kontinualniho zdroje
zateni (CS), je vysokotlakd xenonova vybojka. Jednd se o zcela zakladni prvek pro
multiprvkové simultanni stanoveni, ktery disponuje vlastnosti vyzafovat zafeni v daleké UV
oblasti jiz okolo 190 nm az po viditelnou oblast 900 nm. Coz je klicova vlastnost tohoto typu
pristroje, kde je pro stanoveni v§ech méfitelnych prvka potieba pouze jedna vybojka. Vykon
tohoto druhu vybojky se pohybuje okolo 300 W (20V/15A), kvili cemuz musi byt cely systém
chlazen. Chlazeni zaji§tuje zacykleny kruh, ktery vyuziva jako medium destilovanou vodu.
Intenzita zafeni CS je u vétSiny prvku alespon o jeden az dva fady vyssi nez u odpovidajiciho
carového zdroje zafeni (LS), vcetné bezelektrodovych vybojek a superlamp [7]. Tato
mimoradna intenzita xenonové vybojky zarucuje vynikajici pomér signalu k Sumu, ¢imz doslo
k vyraznému snizeni detek¢nich limitta [8]. Typicka polositka absorp¢ni Cary je 1 pm, k Cemuz
je jiz potteba monochromator o vysokém rozliSeni, tzn. typ Echelle.

Tento Echelle monochromator, ackoliv je velice malych rozméra, tak dosahuje velké
ucinnosti disperze. Pti optimalizaci je nastaven tak, aby mfizky distribuovaly vice energie do
vysSich tadu spektra, tim je také dosazeno vysSi disperze [9, 10]. Tato vlastnost vyplyva
z rovnice, ktera popisuje difrakci zafeni na odrazné miizce:

mA = d(sina + sin ) (1)

kde m je tad difrakce, 4 je vinova délka, d je mfizkova konstanta (vzdalenost mezi vrypy),
a a 3 je uhel dopadu, resp. odrazu [9, 10].

Oproti klasickému typu mfizky vyuziva Echelle monochromator odraz od uzkych ploch
jednotlivych vrypu, které jsou na mfizce usporadany stupniovité. K dispozici je 8 az 80 vrypu,
které jsou presné upraveny na mm. Mezi nejvétsi vyhody Echelle monochromatora 1ze zaradit
vysokou tepelnou stabilitu a také to, ze presnost spektrometrii neni ovlivnéna pohyblivymi
mechanickymi prvky [9, 10]. Odraz na Echelle mfiZce je vyobrazeny na Obr. 1.
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Obr. 1: Odraz zdareni vyobrazeny na Echelle miiZce, upraveno dle [11]
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Poslednim prvek pred vyhodnocenim signalu je detektor typu CCD. Jedna se o nejbéznéjsi
vysoce vykonné a citlivé zobrazovaci zafizeni, které je slozeno z malych snimacl nazyvanych
pixely. Byvaji usporadany v jedné fadé nebo matici. Zakladnim principem tohoto zafizeni
je preména dopadajicich fotont na povrch detektoru na elektricky naboj. Jeho velikost je pfimo
umérna intenzité dopadajiciho zafeni. Pomoci zesilovace je vyjadiena velikost naboje, ktera je
na prevodniku pfeménéna na napéti, které je nasledné méteno. Detekce signalu probih4 pomoci
200 pixela, ale dalsich 312 se podili na korekci pozadi. Hlavnimi vyhodami tohoto typu
detektoru jsou nizké naroky na prostor, nizka hmotnost, ale predevsim vynikajici citlivost
a vysoka rozliSovaci schopnost [12—-14].

Pfi¢emz hlavni a primarni proces probiha v grafitové kyveté pii elektrotermické atomizaci.

2.3 Déje elektrotermické atomizace

Po nadavkovani kapalného vzorku do prostoru grafitové kyvety je nutné vysuSeni. Pro suseni
jsou zvoleny teploty 5 az 10 °C nad bodem varu rozpoustédla. U smési rozpoustédel je nutnost
zvolit vice teplotnich krokt, které odpovidaji teplotam konkrétnich rozpoustédel. Prabéh
ohfevu vzorku musi byt konstantni, aby nedochazelo k nezadouci jevim. Vhodné podminky
se zajisti sledovanim vzorku v prostoru grafitové kyvety pomoci kamerového systému, ktery
snima prabéh faze suseni [10].

Dalsim krokem je pyrolyza, jejimz hlavnim cilem je pfedevsim eliminace negativniho vlivu
matrice na priabéh analyzy. Organicka ¢ast ve vzorku je pfeménéna na CO2 a H>O. Anorganicka
cast je odpafovana [15]. Béhem tohoto procesu nesmi dojit ke ztrat€¢ analyzovaného prvku.
K tomu je nutna optimalizace celého procesu. VSechny parametry zastanou konstantni
a postupné se navysuje teplota pyrolyzy. Od urcité hodnoty, specifické pro kazdou matrici,
pozorujeme pokles absorbance. Tento jev je zpisobem prave ztratami analytu, kterému chceme
zamezit. Pro stanoveni volime teplotu pyrolyzy asi o 50 az 100 °C niz$i od zaznamenaného
poklesu intenzity [10].

Tteti fazi je atomizace, jejiz teplota je urCena z atomizacni kiivky. Jeji sestrojeni je zalozeno
na obdobném zpusobu, jako v piedchozi fazi, ovSem zde je nastavena konstantni teplota
pyrolyzy a méni se atomizacni teplota. Dalezitym parametrem je doba atomizace, ktera se zvoli
tak, aby s jeji zménou nedochazelo ke zméné plochy piku. Mezi dalsi parametry patfi rychlost
narustu teploty a pratok plynu. Na prubéh atomizace ma také vliv mnozstvi vzorku, které muze
byt az 50 pl, ovSem v obvyklych pfipadech je davkovano 20 pl, a pokud se vyuziva modifikator,
tak je celkovy davkovany objem jesté o 5 pl vyssi [10, 16].

Probihajici déje behem atomizace nelze dikladné popsat, protoze jejich prubéh je velmi
komplikovany. Zpravidla se tyto déje rozdé€luji do dvou hlavnich kategorii. Prvni dilezitou
skupinou a také primarni jsou déje, které vedou k produkci volnych atomt danych prvki
z analytu. Druhou skupinou jsou déje, které vedou k jejich zaniku nebo eliminaci z optické
drahy spektrometru. Z chronologického pohledu je proces zahdjen vyparovanim analytu
v molekularni a atomarni formé. V pfipadé, kdy veskery analyt v atomarnim stavu nebyl
odpaten, pokracuje proces disociaci molekularnich forem, které se jiz nachazeji v plynném
skupenstvi. Nasledné mohou v prostoru grafitové kyvety probihat reakce vzniklych volnych
atomd v plynném stavu se slozkami atmosféry. Tento nezadouci dé€ nastava v piipadé€, kdy
nejsou uzivatelem nastaveny optimalni hodnoty v teplotnim programu. Jedna se predevsim
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o dostatecny prutok inertniho plynu, ale také jeho doba zdrzeni a vCasné aplikovani. Dale
v atomizatoru mohou probihat reakce mezi povrchem kyvety a také fyzikalni transportni
déje [10].

V dobé ukonceni termickych procesu slouzicich k upravé vzorku je mozné predpokladat,
ze se analyt nachazi ve formé oxidu nebo karbidi v monoatomarni grafitové vrstve.
Vyprodukované volné atomy mohou vznikat specifickymi reakcemi. Primarné se miZze analyt
vypafovat ve forme¢ oxidu. Néasledné zpravidla dochazi kjeho disociaci jiz v plynném
skupenstvi. Timto mechanismem vétSinou probiha stanoveni napt. Ca, Mg, Mn. V piipadé
vzniku karbida, které jsou velice termicky stabilni, mtze nastat pfipad, kdy prvky jako napf.
Hf, Ta, TI, W nelze stanovit. Nebo u fady prvkd nemusi stanovené hodnoty koncentraci
odpovidat skutenym hodnotam. Je to z divodu pamétovych efektt a nizké citlivosti. Jedna se
predevsim o prvky jako je Ba, Mo, P, Si, U a V. Mimo jiné mohou pamétové efekty vznikat
pii nedokonalém odpareni vzorku [10].

Aby se zabranilo reakcemi vzorku s grafitovou kyvetou, tak je jeji povrch potazen vrstvou
pyrolytické formy uhliku. Jedna se o vrstvu, ktera je prakticky neporézni. Diky tomu je snizena
reaktivita povrchu a grafit tak odolava i vyssi teploté. Pro stanoveni prvkd, které jiz potfebuji
vysokou atomizacni teplotu, se doporucuje nasyceni grafitové kyvety vhodnym prvkem, napft.
Ir, Zr, Ta, W, Au [10].

ZaveéreCna faze Cisténi zajistuje odstranéni zbytkd a necistot, které zistaly po atomizaci
vzorku. Pii nedokonalém vycisténi mohou necistoty v grafitové kyveté zistat a negativné
ovlivnit nasledujici analyzu. Pti ¢isténi se v§ak nedoporucuje volit prilis§ vysoké teploty, které
obecné snizuji zivotnost elektrotermického atomizatoru. Jako opatfeni pii vyssich teplotach, ale
je vhodné zvolit maximalni pratoky inertnich plyna vnitfnim prostorem atomizatoru. Po tomto
Cisticim kroku nastava chlazeni elektrotermického atomizatoru [10].

2.4 Ovlivnéni signalu

Citlivost metody zavisi predevsim na dvou jevech. Tim primarnim je Ucinnost atomizace
v grafitové kyveté. Druhym jevem, zcela zasadnim je absorp¢ni schopnost vzniklych atomd.
Uginnost atomizace miize ovlivnit fada jevi. Hlavni vliv maji termické a chemické parametry
atomizatoru. Mezi termické parametry mizeme zafadit rychlost ohfevu kyvety, dosazena
teplota kyvety a teplotni gradient. Chemickymi parametry se rozumi typ grafitové kyvety,
struktura povrchu kyvety, ale také slozeni plynu. Dale také na u€innost atomizace mohou mit
vliv chemické a termické vlastnosti analytu a jednotlivych slozek matrice. Konkrétné se jedna
o teplotu varu, termickou stabilitu, t€kavost, tendenci ke tvorbé karbida, intermetalickych
a lamelarnich sloucenin [17].

Jeden z negativné pasobicich dé&ji na prabéh atomizace je sorpce kysliku. K tomuto déji
dochazi zpravidla jiz pfi nizkych teplotach, kdy v prubéhu stanoveni vznikaji oxidy. Tyto
sloueniny oxidu jsou navazany na povrch grafitové kyvety a desorbuji az pfi
teploté 950 °C [17].

Veskeré faktory puasobici na prubéh stanoveni je nutné posuzovat komplexné. Zcela
primarnim krokem pted kazdou analyzou je optimalizace podminek stanoveni. AvSak pii kazdé
chemické analyze muze nastat fada komplikaci. Jednim z nezadoucich vlivii jsou interference.
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2.5 Interference

Pritomnost interferenci neboli rusivych vlivt je dano matrici vzorku. Interference je efekt, ktery
je dan rozdilnou velikosti signalu pro analyt pouze s pfitomnosti cistého standardu
a za pritomnosti ruSivé matrice. Matrice muze byt jednoducha, napi. vzorek pitné vody
konzervovany kyselinou dusi¢nou, nebo komplikovanéjsi, napf. mineralizaty a vyluhy pid,
komposti nebo odpadt, kde matrice predstavuje smeés iontd, organickych latek a komplexa
o vysoké koncentraci. Cim je variabilita matrice v&tsi, tim je i obtizn&j§i odstranit veskeré rugivé
vlivy [10].

Interference muze ovlivnit pfesnost stanoveni, ale také pravdivost. Proto je nutnost
interference eliminovat nebo zohlednit v procesu vyhodnoceni. K ¢emuz slouzi korekce pozadi
nebo volba vhodné kalibra¢ni techniky, napf. technika piidani analytu, nebo pouziti
chemickych slouCenin, napt. pti eliminaci PO a NO molekul [18].

Vysledny signal také ovliviiuje prutok a Cistota plynu, material atomizatoru a také zvolené
rozpoustédlo. Zminéné parametry nelze povazovat za potencialni interferenci, protoze prubéh
stanoveni je stejny jak pro kalibracni roztoky, tak pro realny vzorek. Z hlediska vyskytu
interferenci se Castéji a vyrazné uplatiiuji v ET-AAS nez v FAAS. OvSem ve srovnani s OES
se v AAS vyskytuji méné Casto [10, 18].

Druhy interferenci lze klasifikovat dle fady hledisek. Ruzné kategorie se vzajemné
nevylucuji, ale spise se dopliu;ji pfi charakterizaci konkrétnich rusivych vlivli. Velmi Casto se
rozdéluji mezi specifické a nespecifické nebo mezi aditivni a multiplikativni interference. Dle
doporuceni IUPAC, ktera jsou uvedena v narodnich a mezinarodnich normach, se interference
déli na spektralni a nespektralni [10, 18].

Spektralni interference jsou zpusobeny nedokonalym rozliSenim absorpcéniho signalu
analytu od jiného zafeni nebo absorpce zafeni interferentu. U AAS lze rozlisit riazné priciny
spektralnich interferenci, mezi které patii pfimé piekryvani analytické Cary, absorpce zareni
molekulami plynu, absorpce doprovodnymi latkami, které nedokaze monochromator oddélit
a dal§i moznou pficinnou je rozptyl zafeni zptisobeny piitomnymi Casticemi [10, 18].

V ET-AAS také dochazi k absorpci pozadi, ktera zpisobuje pozitivni chybu. Jeji vyskyt
1ze ptedpokladat u slozitych matric a u vzorkti obsahujicich soli. K eliminaci rusivych vliva
pozadi lze vyuzit kontinudlni zdroj zafeni, metodu Smith—Hieftje nebo Zeemanovskou
korekci [10, 18].

Nespektralni interference jsou takové, které maji vliv na poCet atomt analytu v absorpénim
prostredi. Diive se rozliSovaly na dva typy: fyzikalni a chemické interference. Nyni se nejcastéji
klasifikuji dle mista nebo doby jejich vyskytu. Nespektralni interference se primarn€ rozd¢€lu;ji
na interference v kondenzované a v plynné fazi. Interference v kondenzované fazi se vyskytuji
jak u FAAS, tak 1 u ET-AAS. V pfipadé atomizace v plameni spocivaji tyto ruivé vlivy
ve zméné rychlosti sani a ucinnosti zmlzovani. Mohou vznikat méné nebo vice tékavé
slouCeniny. V pfipadé elektrotermické atomizace jsou interference zalozeny na zmeéné
rozlozeni vzorku na platforme grafitové kyvety pii davkovani nebo susSeni vzorku. Dochézi ke
zméne povrchového napéti a viskozity vzorku. K pozitivnimu ovlivnéni 1ze vyuzit slou¢eninu
zvanou Triton X-100. Nejcasteji dochazi ke ztraté analytu kvili nevhodné zvolené teplote
pyrolyzy, v pfipad€ nepouziti chemickych modifikatort. DalSim potencialnim interferentem
mohou byt obtizn€ t€kavé slouceniny, napt. karbidy. Do této skupiny patii také pfili§ rychlé
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nebo brzké odparovani analytu doprovodnymi slozkami, které serozkladaji béhem
atomizacniho kroku. Interference v plynné fazi se mohou vyskytovat u vsech technik AAS.
Jsou zptisobeny zménou frakce analytu, ktery je disociovan, excitovan nebo ionizovan v plynné
fazi. V této fazi dochazi k posunu disociacni rovnovahy, jak u ET-AAS, tak i u FAAS. Zména
disociacni rovnovahy je zavisla na prostorovém rozlozeni teploty v atomizatoru. Je mozné ji
pozitivn€ ovlivnit pouzitim modifikatoru. DalSim nezddoucim jevem je zmeéna rychlosti
vystupu analytu z prostoru elektrotermického atomizatoru. VétSinou je mozné ji eliminovat
vhodnou optimalizaci termické faze. Nebo opét vyuzit aplikaci modifikatoru [10, 18].

Pro zajisténi realnych vysledka je nutné od celkové absorbance odecist absorbanci pozadi.
K ¢emuz slouzi tzv. korekce pozadi.

2.6 Metody korekce pozadi

V soucasné dobé neexistuje technika, kterd by umoziiovala stanovit vyhradné absorpci
samotného analytu. Je nutné zméfit celkovou absorpci (specifickou a nespecifickou), poté
absorpci pozadi a provést odecteni od celkové absorpce. Metody korekce pozadi l1ze rozdélit na
sekvencni a simultanni. Pfi sekvencni korekci se nejdiive zméfi celkova absorbance pfi
odpovidajici vinové délce, ktera pfislusi stanovovanému prvku, nasledné je zméfeno pozadi,
ovSem na analytické ¢afe s blizkou vzdalenosti od ¢ary analytu, kde vSak konkrétni analyt
neabsorbuje zafeni zvolené vinové délky. Predpokladem je, ze v tomto misté je hodnota
absorpce pozadi pfiblizné totozna jako na pozici Cary analytu. Ke zméfeni pozadi lze vyuzit
neabsorbujici ¢ary z emisniho spektra stanovovaného prvku, nebo pouzit analytickou ¢aru
jiného prvku, coz je mozné pouze u multielementarnich vybojek. Metodu sekvenéni korekce
nelze pouzit v piipadé, kdy se pozadi méni s vinovou délkou a pro pozorovani procesu, které
se meéni scasem. Tato metoda je vyuzitelna pouze u FAAS a pouze v nouzovém
reSeni [10, 18, 19].

V dnes$ni dobé jsou moderni pfistroje vybaveny simultannim typem korekce pozadi.
V zasad¢ existuji ti1 nejcastéji vyuzivané techniky. Jednd se o korekci vyuzivajici zdroj
kontinua, dale Zeemanovu korekci a metodu Smith—Hieftje [10].

Korekce zalozena na kontinualnim zdroji zéafeni stifida paprsky carového a kontinualniho
zdroje zareni v optické ose spektrometru. Pomoci ¢arového zdroje zafeni se stanovuje celkova
absorpce a vyuzitim zdroje kontinua je urceno absorp¢ni pozadi ve sledovaném spektralnim
rozsahu. Specificka absorpce je ziskana z rozdilu hodnot obou méteni. Zafizeni na pocatku
stanoveni nastavi intenzitu ¢arového a kontinualniho zdroje zafeni na stejnou hodnotu. Pokud
bude dochézet k specifické absorpci, tak se adekvatné snizi intenzita Carového zdroje, pticemz
intenzita zdroje kontinua se snizi minimalné [10, 18].

Jako zdroje kontinualni zafeni se v UV oblasti v rozmezi 190-350 nm pouzivaji deuteriové
vybojky. Nad 350 nm se vyuziva jiz halogenova zarovka s wolframovym vldknem. Vyhodou
korekce vyuzivajici kontinualni zdroj zafeni je nizka cena a vysoka frekvence pfi odecitani
signalu. Mezi nevyhody patii nedokonalé korigovani strukturovaného pozadi [10, 18].

Dalsim zpisobem korekce je vyuziti metody Smith—Hieftje. Metoda je zaloZzena
na rozSifeni a samozvratu ¢ary. K samozvratu dochazi z divodu samoabsorpce. Tato technika
funguje na periodickém principu, kdy se stiidaji tfi faze. Prvni fazi je normalni zhaveni, proces
pokracuje vysokoproudovym pulsem a je zakoncen uklidilovaci fazi. Celkova absorpce se méfi
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v normalnim zhaveni, tedy pfi normalnich provoznich proudech, a tedy s normalnimi profily
Car. Zatimco pozadi se méfi vedle analytické cary pomoci pfezhaveni vybojky za vysokého
proudového pulsovani. Tuto metodu korekce lze vyuzit 1 pfi strukturovaném pozadi a v celém
spektralnim rozsahu. Nevyhodou muze byt snizeni citlivosti od 10 do 70 %, v zavislosti na typu
prvku, a omezena rychlost stanoveni, z divodu doby potiebné na uklidiovaci fazi, zpravidla
40 ms. Dalsi nevyhodou muze byt nedocileni samozvratu u nékterych prvkd, jako
napt. Al, Mo, W a V [10, 18].

Poslednim druhem je Zeemanova korekce. Tento typ korekce je vyuzivan nejCastéji.
Pracuje na principu Stépeni spektralnich ¢ar v pfitomnosti silného magnetického pole. Existuji
dva typy, zalozené na Stépeni Car. Prvni typ, ktery §t€pi emisni Cary, se nazyva piima
Zeemanovska korekce. Druhym typem Stépici absorpéni Cary je inverzni Zeemanovska
korekce, kde je zdroj magnetického pole umistén na atomizatoru. Pfi vypnutém magnetu
je métena celkova absorbance. Pokud je magnetické pole zapnuté dojde ke rozdéleni Cary na ti
komponenty, kdy centralni m komponenta je pifitomna na analytické vlnové délce
a je polarizovana paralelné¢ s magnetickym polem. Slozky o jsou symetricky posunuty
o nekolik pikometrti od centralni slozky 7 a jsou polarizovany kolmo k magnetickému poli.
Slozky 7 a ¢ 1ze od sebe rozlisit, protoze vykazuji polarizaci svétla. Slozky & jsou polarizované
rovnobézné s magnetickym polem a o slozky jsou polarizované kolmo k magnetu. Zcela
primarni vyhodou zafizeni vyuzivajici inverzni Zeemanovskou korekci je, ze proces korekce
probiha presné v misté absorpcni Cary, tudiz je velmi dobfe korigovano i slozitéjsi strukturni
pozadi. Dalsi vyhodou je vyuziti pouze jednoho zdroje zafeni, tudiz odpadaji komplikace
s nastavenim dvou zdroji zafeni, jak je tomu v piipadé korekce vyuZzivajici kontinualni zdroj
zateni. Negativné pusobi vzorky s vysokou koncentraci analytu, kdy se rozsifuji o slozky, které
casteCné mohou absorbovat zafeni a ve vysledku muze dojit k nespravnému rozliSeni odezvy
analytu od pozadi [10, 18-20].

2.7 Volba modifikatoru

Jako modifikatory Ize oznacit latky, které jsou schopny pozitivné ovlivnit priabéh stanoveni,
at’ uz se jedna o vliv na proces termické upravy nebo atomizace. Jedna se o latky, které potlacuji
nezadouci interference. AvSak hlavni podminkou je, ze modifikator nesmi obsahovat
stanovovany prvek. Mezi nejrozsifenéj$i modifikatory lze zaradit slou¢eniny na bazi Pd, Pt
a Mg. Lze je rozdé¢lit dle slozeni, kdy modifikatory obsahujici uslechtilé kovy, jako napf. Ir, Pd,
Pt, Rh a Ru, vynikaji vysokym bodem tani. Druha skupina obsahuje prvky tvofici karbidy.
Jedna se zejména o Hf, Mo, Nd, Ta, Ti, V, W a Zr [21]. Modifikatory Ize pouzivat samostatné
nebo kombinované. V posledni dobé& se vyuzivaji tzv. permanentni modifikatory, které zarucuji
dlouhodobou chemickou odolnost a stalost povrchu grafitové kyvety [10, 21, 22].

Hlavni divod vyuzivani modifikatoru je stabilizace analytu do vysSich teplot. Vznika tak
stabiln€jsi slouCenina, ktera se v prub&hu termické upravy efektivné zbavi t€kavejsi slozky
z matrice. Dalsi pozitivni vlastnosti je reakce s analytem, pfi¢emz vznika tekavejsi slouCenina.
Tim se zabrani tvorbé termicky stabilni sloudeniny a zvy$i se citlivost stanoveni. Casto
se modifikator vyuziva k odstranéni interferenci, za produkce vice tékavé slouCeniny. Jako
priklad Ize uvést dusi¢nan amonny, ktery zajisti odstranéni chloridu sodného, a to prevedenim
na chlorid amonny, ktery vytéka jiz pii cca 355 °C [10, 22, 23].
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2.8 Vyskyt zajmovych prvku
2.8.1 Zelezo a nikl v ¢ajovych listcich a piidé

Zelezo je jeden z 16 zakladnich prvka, které zaruduji spravny riist a reprodukei rostlin. Radi se
mezi mikroziviny a pro prosperujici rist rostlin je vyzadovana pfistupnost tohoto prvku
v pudach. Rostliny ziskavaji Zelezo predevsim z rhizosféry. Ackoliv je Zelezo rostlinami
vyzadovano pouze v malém mnozstvi, tak se podili v mnoha dulezitych fyziologickych
procesech. Zelezo hraje nezastupitelnou roli pii vzniku chlorofylu a je nezbytné pro spravnou
funkci nékterych enzyma. Pfi nedostatku zeleza maze u rostlin dochazet ke chlordze neboli
zloutnuti listd. Ackoliv je Zelezo jednim z nejrozsifenéjSich kovi v zemské kufe, jeho
dostupnost pro koteny rostlin je velmi nizka [24-26].

Nejhojn¢jsi formou Zeleza v pudach je hematit neboli oxid Zelezity, ktery je ovSem
nerozpustny [25]. Dodava pudé typicky Cervenou barvu. V pudach se uvadi typické mnozstvi
5 % zeleza (tj. 50 gkg™') [27]. Dostupnost zeleza je dana redoxnim potencidlem pldy
a pH. V pudach, které jsou aerobni nebo maji vyssi pH, je Zelezo snadno oxidovano a vyskytuje
se prevazné ve formé nerozpustnych oxidi nebo hydroxidia Zeleza. Pii niz§im pH se Zelezité
soli uvolnuji z oxidu a stavaji se dostupné;jsi pro piijem koreny. Pokud se v pudé€ vyskytuje také
organickd hmota, miize byt zelezo pfitomné v redukované formé jako Fe**, a to v plidnim
roztoku nebo adsorbovano na povrchu plidnich ¢astic. Organické latky v ptidach maji zasadni
vliv na dostupnost zeleza pro rostliny. Biochemické slouceniny a organické kyseliny typu
alifatické kyseliny, aminokyseliny, huminové a fulvové kyseliny mohou tvofit rozpustné
komplexy s zelezem. Dals§i moznosti je pfitomnost chelatacnich Cinidel a tim se zvysi
1 dostupnost zeleza pro rostliny [25, 28].

Nikl je v poradi 24. nejhojnéji se vyskytujici prvek v zemské kire. Je povazovan za
mikrozivinu a nachazi se ve vegetativnich castech vétSiny rostlin v rozmezi
1-10 mg.kg. Jeho nedostatek miiZe zpiisobit sniZeni ristu a metabolismu dusiku a dale také
snizeni pifijmu Zeleza. V nadmérném mnozstvi ma nikl pro rostliny a lidskou populaci jiz
toxické ucinky. Nékteré druhy rostlin maji schopnost hromadit nikl ve vyhonech ve vysokych
koncentracich. Tyto rostliny se nazyvaji hyperakumulatory auplatiuji se v piipadech
kontaminovaného prostfedi. Obecné je znamo, ze pokud je rostlina schopna akumulovat vice
nez 1 000 mg Ni na kg suché hmotnosti, je oznaCovana jako hyperakumulator. Tyto rostliny
pak lze suspéchem vyuzit pro tzv. fytoremediaci [29]. Pfijem niklu rostlinami probiha
predevsim pred kofenovy systém prostiednictvim pasivni difuize a aktivniho transportu. Pomér
mezi aktivnim a pasivnim transportem nelze urcit. Zalezi na druhu rostliny, chemické formé
niklu a koncentraci v pidé nebo pidnim roztoku. Celkovy pfijem niklu rostlinami zalezi na
koncentraci niklu, metabolismu rostlin, pH pady nebo roztoku, ptitomnosti dalSich kovia
a slozeni organické hmoty. Pfijem obvykle klesa pfi vyssim pH pudniho roztoku, z divodu
tvorby méné rozpustnych sloucenin [29-31].

Nikl se dostava do pidy predevsim z antropogennich zdrojl, jako je napf. spalovani
fosilnich paliv, likvidace komunalniho a pramyslového odpadu a té€Zebni pramysl
a zemé&délstvi. Vétsina niklu se vyuziva v metalurgickém a galvanickém primyslu a také jako
katalyzator v chemickém a potravinaiském pramyslu. A v posledni dobé Cim dal Castéji
v bateriich dopravnich prostiedkd. Ve vétsin€ prirodnich puad je obvykla koncentrace niklu
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vrozmezi 1-450 mgkg! V kontaminovanych pidach vSak koncentrace niklu miize
dosahnout 200-26 000 mg kg™ [29, 30].

2.82 Zelezoa mangan ve vodach

Zelezo a mangan jsou piirozené se vyskytujici prvky v ptid&, horninach a vodg. Tyto prvky také
byvaji Casto pfitomny ve vodach podzemnich. Jejich pfitomnost muaze zpusobit znacné
nepiijemnosti, zejména zhorSeni organoleptickych vlastnosti vody, coz je pfiinou napt. skvin
na obleCeni, sanitarnim zafizeni nebo muze zpusobit drazdivou chut pii konzumaci. Poziti
zeleza pritomného v pitné vodé neni pfimo spojeno s negativnimi ucinky na lidské zdravi.
Ve znacné mife je pro lidské télo prosperujici, jelikoz pomaha prenaset kyslik v krvi. Druhym
zajmovym prvkem je mangan, ktery je také pritomny ve vodach a vyskytuje se spolecné
s zelezem, ovSem v niz§ich koncentracich. Mangan je nezbytny pro lidské zdravi, podporuje
traveni, zvySuje pevnost kosti a zlepSuje funkci imunitniho systému. Kazdopadné malé nebo
naopak prili§ velké mnozstvi pfijatého manganu muaze vyvolat toxicitu spojenou s nervovou
soustavou [32, 33]. Limitni obsah zeleza ve vodach je 200 pg/l a manganu 50 pg/l [34].

2.8.3 Kadmium a zelezo v ¢ajovych listcich

Ackoliv je ¢aj vynikajicim zdrojem tfislovin, alkaloidt, aminokyselin a stopovych prvka, které
obzvlasteé hraji v lidském organismu duilezitou roli, ¢ajové listky mohou byt zdrojem kovi.
Nekteré kovové prvky, jako je méd, mangan a zinek jsou nezbytné pro zakladni procesy
v lidském téle. OvSem piitomnost kadmia v Cajovych listcich je nezadouci, z divodu toxicity
pro lidsky organismus. Kadmium neni obsazeno pouze v Caji. Vyskyt toxickych kovi
v produktech urenych pro lidskou spotfebu se stal celosvétovym problémem.
Nejvyznamnéj$im zdrojem toxickych prvka jsou zejména obiloviny [35, 36].

Caj miZe pfijimat t&zké kovy, mezi které se fadi i kadmium, z hnojiv, pid a emisi
z metalurgického a tézebniho prumyslu. Nejvétsi podil tézkych kovu a dalSich prvka se nachazi
v listech. Zdrojem kontaminanti mohou byt také primyslova zafizeni, ktera se pouzivaji pii
vyrobé ¢aju, kdy dochazi ke kontaktu rostliny s kovovymi prvky dané technologie [37, 38].

Opakovana konzumace kontaminovanych c¢ajovych listki je zdrojem potencialnich
zdravotnich rizik. Chronicka expozice kadmia miZze zpusobit vazné zdravotni problémy, jako
je zhorSeni paméti, fidnuti kosti nebo také rakovina. Kadmium a dalsi tézké kovy jsou schopny
se hromadit v tkanich a maji dlouhy polocas rozpadu [36-38].

Vyskyt zeleza v Cajovych listcich je popsan jiz vySe.

17



2.9 Metody simultanni analyzy

Soucasny trend ekonomiky a ekologie vyzaduje zavedeni Setrn€jSich postupi predevsim
z hlediska spotieby energie, chemikalii, ale také omezenych ¢asovych moznosti. Predstavenim
HR-CS-AAS na trhu analytickych pfistroji, otevielo fadu moznosti s primarnim vyuZzitim
v rutinnich laboratofich, kde by zavedeni simultanni analyzy, pfispélo ke znacnym usporam.

Ackoliv ma tato metoda fadu uskali, napt. nalezeni vhodnych vlnovych délek nebo snizena
citlivost v zavislosti na vybéru dané vinové délky, stale je v ni obrovsky potencial. Vyhodou
simultanniho stanoveni vice prvkil je menSi intenzita zafeni pro sekundarni cary [39].
To obvykle vede klepSimu pomeéru signalu a Sumu a pifipadné klep§im limitim
detekce [39, 40].

Pro nazornost byly vybrany Ctyfi velice zajimavé metody. Prvni dvé metody zahrnuji
stanoveni stabilnich prvka. Prvni z nich je stanoveni Co, Fe, Ni a K v odpadni vodé [41]. Druha
metoda predstavuje stanoveni Ni, Ba, Fe a Co v riznych druzich ofechti [42]. Nasleduyjici dvé
metody funguji na rozdilné t€kavosti vybranych prvki. Jedna se o stanoveni kadmia a zeleza
v obilnych produktech a simultanni analyza zinku a zeleza v zeleniné [43, 44].

2.9.1 Stanoveni Co, Fe, Ni a Kv odpadni vodé

Nil Ozbek vyvinul metodu na simultanni stanoveni Co, Fe, Ni a K ve vzorcich odpadnich
vod [41]. Méfeni byla provedena pro 344,364 nm pro Co, 344,388 nm pro Fe, 344,626 nm pro
Ni a 344,641 nm pro K pfi rozliSenim 3 pixely. Relativni citlivosti prvka byly 1,6 % Co,
0,59 % Fe, 4,5 % Ni a 0,091 % K. Na uvedenych prvcich byla provedena optimalizace
teplotniho programu. Jako nejvhodnéj$i teplota pyrolyzy byla zvolena 1 000 °C a teplota
atomizace 2 000 °C. Ackoliv hodnota pyrolyzni teploty nebyla pro draslik idealni, ponévadz
dochazelo ke ztraté citlivosti, tak byla zanedbana z divodu vysokého mnozstvi drasliku ve
vzorcich. Alternativou by mohlo byt pouziti dvoustupiiové atomizace, ktera by nejprve
detekovala K a nasledné az Co, Fe a Ni. Coz by ovSem celkové prodlouzilo analyzu [41].
Na Obr. 2 je vyobrazeno 2D spektrum.
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Obr. 2: Zndazornéné 2D spektrum 4 detekovanych prvkii [41]
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2.9.2 Simultanni stanoveni Ba, Co, Fe a Ni v raznych druzich ofechu

Dal$i simultanni metodu vyvinul Franciele Rovasi Adolfo a kol., kdy soucasné stanovili Ba,
Co, Fe a Ni viadé druhi ofechi [42]. VInové délky byly nastaveny nasledovng:
Ba - 352,497 nm, Co — 352,685 nm, Fe — 352,604 nm a Ni — 352,454 nm. Spektralni rozliSeni
na téchto Carach bylo cca 2 pm/pixel, coz odpovida spektralnimu intervalu 0,4 nm,
tedy + 0,2 nm kolem centralniho pixelu. Relativni citlivosti prvki byly 19 % Ni, 0,059 % Ba,
0,11 % Fe a 4,5 % Co. Integrované absorp¢ni signaly byly ziskany za vyuziti rozliSeni péti
pixelll (centralni pixel a Ctyfi postranni pixely). Integracni Cas byl nastaven na 10 s [42].

Vzorky ofecht byly pro tento pokus extrahovany v systému pevna latka-olej-voda. Asi
0,8 g vzorku bylo navazeno do 15ml polyethylenové zkumavky, ke kterému bylo pfidano 4 ml
vodného extrakéniho roztoku obsahujici 15 % Triton X—100 a 20 % HNOs3. Zkumavka byla
manualné tfepana po dobu 30 s. Nasledné byla umisténa do vodni 14zné o teploteé 90 °C
na 4 minuty. Poslednim krokem byla centrifugace pfi 5 000 otaCkach za minutu po dobu
10 minut. Doslo k rozdéleni na ¢tyfi faze, pfiCemz organicka vrstva byla odstranéna a vodna
faze obsahujici extrahované analyty byla odebrana pomoci mikropipety pro dalsi analyzu [42].

Déle byla také vyuzita metoda mineralizace pomoci smési kyseliny dusi¢né, vody
a peroxidu vodiku [42].

Pouze v jednom piipadé bylo nutné vyuzit primarni vinovou délku Ba, ke stanoveni obsahu
tohoto prvku ve vzorku pekanti [42]. Na Obr. 3 je znazornéné 2D spektrum 4 detekovanych
prvka.
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Obr. 3: Znazornéné 2D spektrum 4 detekovanych prvkii [42]
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2.9.3 Simultinni stanoveni kadmia a Zeleza v obilnych vlockach

Zvétina a kol. vyvinuli metodu na stanoveni kadmia a zeleza v obilnych vloc¢kach [43]. Tedy
prvka s odlisnymi termochemickymi vlastnostmi. Kdy kadmium se fadi mezi prvky tekavé
a zelezo mezi prvky stabilni a ke stanoveni potifebuje mnohem vyssi pyrolyzni a atomizacni
teplotu. Pro kadmium byla vybrana primarni vilnova délka 228,802 nm se 100% citlivosti.
A jelikoz se zeleza ve vlockach vyskytuje hojné mnozstvi, mohla byt zvolena vinova délka
228,725 nm, kterd ma citlivost pouze 0,91 %, ale stale je pro toto stanoveni dobfe
kvantifikovatelna [43].

Na Obr. 4 1ze zaznamenat, ze pyrolyza kadmia nastava jiz pfi 700 °C, nasleduje atomizace
Cd, pti které soucasné pyrolyzuje zelezo. Po zvySeni teploty na 2 325 °C dochazi u zeleza
k atomizaci.

Na Obr. 5 jsou znazornéna 3D spektra pied a po eliminaci interferenci, konkrétné se jednalo
o PO pasy [43].

Curves of: o Cd pyrolysis “® Cd atomization Fe pyrolysis Fe atomization

Cd pyrolysis (700 °C)| [Cd atomization (1250 °C) |

fom .

o= [

0.07 1 ® Fe atomization (2325 °C)|

integrated absorbance
o
e

0.06 ®

500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500

temperature [°C]

Obr. 4: Optimalizacni kFivky pro stanoveni kadmia a Zeleza v obilnych viockdch [43]
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Obr. 5: 3D spektrum redilného vzorku po (a) a pred (b) korekci pozadi [43]
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2.9.4 Simultanni stanoveni zinku a Zeleza v zeleniné

Dalsi piiklad stanoveni, kdy maji prvky rozdilné termochemické vlastnosti. Jedna
se o simultanni stanoveni zinku a zeleza v zeleniné. Zinek je fazen mezi té¢kavé prvky a zelezo
mezi stabilni. Teplota atomizace zinku byla optimalizovana jiz na 1550 °C, pfi které
simultanné probihala pyrolyza druhého stanovovaného prvku a to zeleza. Po zvySeni teploty az
na 2 500 °C se atomizovalo také Zelezo [44].

Pro stanoveni byla vybrana sekundari vlnova délka Zn 307,588 nm s relativni
citlivosti 0,02 % a Fe 307,572 nm s citlivosti 0,043 %. Konkrétni vinové délky byly zvoleny
diky lepSimu pomeéru citlivosti 1 S/N [44].

Tato metoda je vyuzitelnd pro zavedeni do praxe, jelikoz stanovuje dva Casto deficitni
prvky v lidské potrave [44].

Na Obr. 6 jsou vyobrazené optimalizacni kfivky pro simultanni stanoveni zinku a zeleza
v zelening.
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Obr. 6: Optimalizacni kiivky pro stanoveni zinku a Zeleza v zeleniné [44]
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2.10 Limity detekce a stanovitelnosti

Soucasti validace metod je nutné pro kazdy analyzovany prvek stanovit limit detekce (LOD)
a limit stanovitelnosti (LOQ). Desetkrat byla proméfena odezva blanku a zjednodusSenou
funkct, ktera je soucasti programu obsluhujici AAS, s nazvem ASpect CS, byla vypocitana mez
detekce a stanovitelnosti.

Limit detekce je definovan jako nejnizsi hodnota koncentrace konkrétniho analytu, ktera
muze byt detekovana, ovSem nemusi byt kvantifikovana. Hodnotu LOD lze vypocitat
jako trojnasobek smérodatné odchylky ziskané z odezvy blanku. Limit detekce je vyjadien
vztahem:

3-Sp

LOD == )
kde sB je smérodatnd odchylka blanku a S je hodnota ze smérnice kalibra¢ni pfimky, ktera je
definovana jako citlivost [45-47].

Limit stanovitelnosti je definovan jako nejniz§i koncentrace analytu, kterou Ize
kvantifikovat, neboli ur€it, s danou pfesnosti a nejistotou. Je vyjadien vztahem:

10-Sp

LOQ = 3)

kde sBje smérodatna odchylka blanku a S je hodnota ze smérnice kalibracni pfimky, ktera je
definovana jako citlivost [45-47].
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3 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je zpracovat literarni reSerSi se zaméfenim na problematiku
simultanni analyzy rizikovych prvkd v environmentalnich vzorcich. Experimentalni cast
probihala na atomové absorpéni spektrometrii s kontinualnim zdrojem zareni
a s monochromatorem o vysokém rozliseni. Praktickym cilem je vyvinout metody simultanni
analyzy, tzn. vybrat vhodné kombinace analyti a optimalizovat podminky méfeni
na HR-CS-ET-AAS. Soucasti je oveéfeni metody pomoci certifikovanych referencnich
materiala a nasledna analyza realnych vzorku.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

Kalibra¢ni standard niklu ASTASOL®, ¢ (Ni) =1 000,0 + 0,002 mg/l, (ANALYTIKA, spol. s
r.o., CR)

Kalibra¢ni standard zeleza ASTASOL®, ¢ (Fe) =1 000,0 + 0,002 mg/l, (ANALYTIKA, spol.
sr.0., CR)

Kalibra¢ni standard manganu ASTASOL®, ¢ (Mn)=1 000,0 + 0,002 mg/l, (ANALYTIKA,
spol. s r.0., CR)

Kalibra¢ni standard kadmia ASTASOL®, ¢ (Cd)=100,0+ 0,2 mg/l, (ANALYTIKA, spol.
sr.0., CR)

Modifikator matrice PA(NO;)z - 2 g/l v 0,2 % HNO3; (ANALYTIKA, spol. s r.0., CR)
Modifikator matrice Mg(NO3)z - 2 g/l v 0,2 % HNO; (ANALYTIKA, spol. s r.0., CR)
Kyselina chlorovodikové konc., p.a. (Merci, CR)

Kyselina dusi¢na konc., p.a. (Merci, CR)

Peroxid vodiku 30%, (PENTA s.r.0., CR)

Milli-Q voda

4.1.1 Certifikované materialy

Matricovy certifikovany referencni material zeleného ¢aje METRANAL® CRM AN-BMO02,
(ANALYTIKA, spol. sr.0.)

Certifikovany referencni materidl TEA LEAVES (INCT-TL-1), (Institute of Nuclear
Chemistry and Technology, PL)

Material pro kontrolu jakosti METRANAL® (QCM 1) — Ri¢ni sediment (ANALYTIKA, spol.
sr.0., CR)

Certifikovany referenéni material, ICP multi—element standard solution IV, (Merck KGaA,
Germany)

4.2 Pouzité pomiucky

Mikropipety (Finnpipette, 1-10 pl, 10-100 pl, 100—1 000 pl, 1 000—10 000 pl)
Laboratorni odmérné sklo
Parafilm

4.3 Pouzité zarizeni

AAS ContrAA 800D (Analytik Jena, Némecko)
Mikrovinné zatizeni ETHOS EASY (Milestone, Italie)
Mili-Q Ultrapure Water Systems (Merck, Némecko)
Laboratorni analytické vahy (Denver Instrument Co., USA)
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4.4 Popis vzorku

4.4.1 Vzorky ¢ajovych listku

Vzorky &ajovych listkG byly zakoupeny v obchodni siti Ceské republiky, od spole¢nosti
ManuTea. Jednalo se o vzorky zelenych Caju, a to bez primési, ale také s pridavkem pfirodnich
dochucovadel typu jasmin nebo brusinka. Dale také o cesminu paraguayskou a citronovou
travu. Konkrétni vybrané vzorky jsou zapsany v Tab. 1. Mapa plantazi stanovovanych vzorku
je na Obr. 7. Dva vzorky &aji byly vypéstovany na plantazich v Cin& a dal§i v Argenting,

Egypté a Japonsku [48].

Tab. 1: Vybrané vzorky cajii 48]

Oznaceni vzorku Néazev Misto péstovani

1 China gunpowder super — zeleny Caj Cina
Yerba mate elaborado con .

2 , . Argentina
palo — cesmina paraguayska

3 Jasminovy — zeleny &aj Cina

4 Brusinkovo — kaktusovy — zeleny caj Japonsko

5 Citronova trava — bylina Egypt

Obr. 7: Mapa plantdzi analyzovanych cajii [48, 49]
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4.42 Vzorky pud

Vzorkovani pid probéhlo v blizkosti hlavni dopravni komunikace vedouci do mésta Brna.
Konkrétni silnice je velmi dopravné zatizena. Proto je v této oblasti oCekavané zvySeni
znecCisténi praveé z dopravnich prostiedkti. Vzorek byl odebran pomoci plastové lopatky smésny
vzorek z 5 pudnich horizontt. Jedna se o nadlozni organicky horizont a nasledné ptdni profil
0-2 cm, 2—-10 cm, 10-20 cm a 20-30 cm. Vzorky byly uchovany v polyethylenovych saccich.

Vzorky pud byly transportovany do laboratofe FCH VUT v Bmé, kde byly suSeny pii
laboratorni teplot&, nasledné zhomogenizovany a dle normy CSN ISO 11464 [50] upraveny na
velikost plidnich Castic <2 mm. Jedna se o tzv. jemnozem. Timto zptlisobem predupravené
vzorky jiz byly vyuzity k mineralizaci. Odbérné misto pld je znazornéno Cervenym bodem
na Obr. 8.
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Obr. 8: Odbérné misto pid [49]
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4.4.3 Vzorky vod

Vzorky vod byly odebrany zaskolenym a akreditovanym pracovnikem Vyzkumného ustavu
vodohospodarského T. G. Masaryka v Brmé. Vzorkovani probihalo na fece Svratce. Celkem
bylo odebrano 12 vzorkdi povrchovych vod. Vzorky byly odebirany do predem uréenych
vzorkovnic, umistény do termoboxu a v neprodlené dobé doruceny do laboratoire FCH VUT
v Brné. Vzorkovani prob&hlo v souladu s normou CSN EN ISO/IEC 17025 a CSN EN
ISO 5667-14 [51, 52]. Na Obr. 9 jsou vyznafena odbérna mista na fece Svratce. Celkem na
fece bylo odebrano 12 vzorkl vod. Dale byly navzorkovany 4 vzorky vody podzemni, piesnéji
studni¢ni.

Obr. 9: Odbérna mista na rece Svratce [49]
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4.5 Priiprava vzorku

Namineralizaci predupravenych vzorka ¢ajovych listka a pid byl vyuzit mikrovinny rozkladny
systém ETHOS EASY. Jedna se o zafizeni, které je pfizpisobeno pro praci za vysokych teplot
a tlaka. Kapacita tohoto zafizeni je 15 vzorkd.

4.5.1 Mineralizace vzorku ¢ajovych listku

Pro ptevedeni vzorka Cajovych listkii do kapalného skupenstvi bylo na analytickych vahach
s presnosti na Ctyfi desetinna mista navazeno priblizné 100 mg vzorku. Toto mnozstvi bylo
kvantitativné pievedeno do teflonovych patron. Ke vzorku bylo pfidano 9 ml kyseliny
chlorovodikové (HCI) a 1 ml peroxidu vodiku (H202). Po spusténi specifického programu
(Tab. 2) a po jeho dokonceni byly mineralizované vzorky kvantitativné pfevedeny do 50ml
odmérnych bané€k, které byly nasledné Milli-Q vodou doplnény po rysku. Vzorky byly
uchovany v polyethylenovych nadobkach do doby analyzy.

Tab. 2: Teplotni program pro mineralizaci cajovych listkil

Kok | i | ra |
Zahtivani 20 190 1 800
Rozklad 15 190 1 800
Chlazeni 20 - =

4.5.2 Priprava vodného vyluhu ¢aje

Vodné vyluhu vzorkl ¢aja byly pfipraveny na zakladé doporuceného postupu od vyrobce.
Do pfedem dekontaminovanych a vy¢isténych titraénich ban€k bylo odméfeno 100 ml mQ
vody, ktera byla pomoci topné ploténky zahtata na danou teplotu ptislusici konkrétnimu vzorku
caje. Po ohfevu na doporucenou teplotu bylo do vody vlozeno urcité mnozstvi Caje v zavislosti
na mnozstvi vody. Doba louhovani probihala dle instrukci vyrobce. Po uplynuti doby louhovani
byla oddélena vodni faze od pevné (Cajové listky) a Cajovy vyluh byl pfeveden do predem
dekontaminovanych a vycisténych 100ml polyethylenovych vzorkovnic. Pro konzervaci bylo
do vzorku aplikovano 500 pl koncentrované kyseliny dusi¢né.
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4.5.3 Mineralizace vzorku pud

Mineralizace vzorku ptd probihala obdobnym zptisobem jako u ¢ajovych listki. Také bylo na
analytickych vahach navazeno 100 mg vzorku a kvantitativné prevedeno do teflonovych patron.
Ke vzorkta bylo ptidano 3 ml HCl a 1 ml HNOs. Byla spusténa mineralizace, viz Tab. 3.
Po ukonceni procesu byly mineralizaty kvantitativné prevedeny do 50ml odmérnych banek
a opet Milli-Q vodou doplnény po rysku. Dale byly vzorky skladovany v polyethylenovych
nadobkach, az do doby analyzy.

Tab. 3: Teplotni program pro mineralizaci piid

Kok | i |G|
Zahtivani 15 200 1 800
Rozklad 15 200 1 800
Chlazeni 20 - =

4.5.4 Priprava vzorku vod

Vzorky vod byly odebrany do predem dekontaminovanych a vycisténych 100ml
polyethylenovych vzorkovnic. Ke konzervaci byla pouzito 500 pl koncentrované kyseliny
dusi¢né. Odbér vzorki vod byl zajistén ve spolupraci s pracovniky z Vyzkumného uastavu
vodohospodaiského T. G. Masaryka v Brné€. Vzorky byly ulozeny v chladu a temnu do doby

analyzy.

4.6 Vyvoj metody simultanniho stanoveni niklu a zeleza v ¢ajovych listcich
4.6.1 Volba vinovych délek a nastaveni parametru

Pro vyvoj metody simultanniho stanoveni vice prvka na HR-CS AAS byly zvoleny prvky nikl
a zelezo. Pro nikl byla zvolena sekundarni vinova délka s citlivosti 59 %. Jedna se o vinovou
délku 231,0960 nm. Pro stanoveni zeleza byla vybrana vinova délka 231,3100 nm s citlivosti
0,91 %. Pfistroj je tedy schopen v tomto spektralnim rozsahu zaznamenat odezvu v oblasti cca
0,21 nm. RozliSeni pro simultanni stanoveni bylo experimentalné ovéfeno a adekvatni je
hodnota 3 pixely. Pro zajisténi stability vzorku v prub€hu termické upravy bylo k realnému
vzorku a standardu aplikovano 5 ul modifikatoru na bazi Mg. Jedna se konkrétné o Mg(NO3)s.
Podrobné parametry stanoveni jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4: Parametry pro simultanni stanoveni niklu a Zeleza

VInova délka | Citlivost RozliSeni e
Prvek [nm] [%] [pxl] Modifikator
Nikl 231,0960 59 3
- Mg(NO3)»
Zelezo 231,3100 0,91 3
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4.6.2 Optimalizace teplotniho programu

Optimalizace teplotniho programu probihala nasledovné. V prvnim kroku byla za niz§ich teplot
pyrolyzy experimentalné zjisténa vhodna teplota atomizace pro Fe a Ni a nasledovné byly
promé&feny teploty pyrolyzy s jiz zjiSténou teplotou atomizace. Na Obr. 10 lze vidét kiivku
pyrolyzy a atomizace pro Zelezo a nikl. Teplota pyrolyzy pro nikl a Zelezo byla zvolena
1 100 °C. Déle lze zaznamenat, ze pyrolyzni kiivka zeleza po prekroceni této teploty klesa.
Teplota atomizace byla zvolena 2 375 °C, ackoliv jiz u Zeleza byla zaznamenana nizsi odezva.
Duivodem, pro¢ nebyla zvolena teplota pii nejvyssi absorbanci je vyskyt interference, proto byla
zvolena vyssi teplota, kde byl zaznam kvalitnéj§i a pomér signalu k Sumu vyrazné lepsi.
Zvoleny teplotni program je také zaznamenan v Tab. 5.

—6—Nipyrolyza —@—Niatomizace ——Fe pyrolyza —@—Fe¢ atomizace

0.09 1 Ni atomizace (2375 °C)
0,08 - Ni pyrolyza (1100 °C)

>

0,07 -

0,06 - Fe pyrolyza (1100 °C) Fe atomizace (2375 °C)

0,05 A

Absorbance [-]

0,04 A
0,03 A

0,02

>

750 1 000 1250 1500 1750 2 000 2250 2500
Teplota [°C]

Obr. 10: Optimalizacni kFivky pro stanoveni niklu a Zeleza

Tab. 5: Teplotni program pro stanoveni niklu a Zeleza v caji

Proces Teplota | Narust teploty | Doba zdrzeni | Celkovy cas
[°C] [°C.s”] [s] [s]
Suseni 120 5 10 28,0
Pyrolyza 1 100 300 10 12,7
Pfivod plynu | 1100 0 5 5,0
Atomizace 2375 1 500 6 6,9
Cisténi kyvety | 2 500 500 4 43

31



Na Obr. 11 je vyobrazené dvojrozmérné spektrum zavislosti absorbance na vinové délce
a meéfenych pixelech. Lze zaznamenat vyskyt pika pattici niklu a Zelezu.

Wavelength [nm]
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Obr. 11: Zobrazené dvourozmérné spektrum niklu a Zeleza v caji

Na Obr. 12 je znazornéné trojrozmémé spektrum, na kterém lze opét vidét piky nalezici
niklu a zelezu. Spektrum je vyobrazené v zavislosti absorbance na pixelech a Case.

Nikl |
Nikl Lelero

a0

Spectr.no,

oon O

Obr. 12: Zobrazené trojrozmérné spektrum niklu a zeleza v caji
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4.6.3 Validace metody

Validace metody pro simultanni stanoveni zeleza a niklu v €ajovych listcich probihala za
pomoci vytvoreni smeésného standardu obsahujici tyto dva prvky. Méfeni kalibracni kiivky
a realnych vzorkt probihalo za simultanniho modu.

Pro stanoveni niklu v &ajovych listcich byla vytvoiena kalibrace v rozsahu 0-18 pg.1!. Pii
nejvyssi koncentraci je absorbance cca 0,1. Zvoleny rozsah kalibracni kiivky byl pfizptisoben
obsahu Ni v realnych vzorcich. Kalibracni kfivka je v tomto rozsahu linearni, Cemuz nasvédcuje
1 hodnota korelac¢niho koeficientu (0,9980). Podle literatury by méla byt vyssi nez 0,99 [53].
Kalibra¢ni kfivka pro nikl, v€etné parametrti rovnice regrese, je na Obr. 13.

0,12 -
Dle rovnicey =ax+b
0,10 + a 0,0057
b 0,0020
<~ 0,08 - R? 0,9980
S
£ 0,06 1
2
2 0.04 A
0,02 -
0,00 N T T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Koncentrace niklu [pg.1]

Obr. 13: Kalibracni kiivka pro stanoveni niklu v caji

Pfi simultdnnim stanoveni zeleza musely byt s ohledem na realny obsah Zzeleza ve vzorcich
zvoleny vy$§i hodnoty koncentraci. Rozsah kalibraéni kiivky byl zvolen od 0 do 900 ugl™,
kdy posledni bod mél odezvu cca 0,09. Hodnota spolehlivosti byla stanovena na 0,9993.
Na Obr. 14 je zobrazena kalibracni kfivka, vCetn€ parametri rovnice regrese pro stanoveni

zeleza v Caji.
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Obr. 14: Kalibracni kFivka pro stanoveni zeleza v caji

Vyvinuta metoda simultanniho stanoveni Zeleza a niklu v €ajovych listcich byla ovéfena
pomoci certifikovanych referencnich material. Veskera meéteni probihala dle teplotniho
programu uvedeného v Tab. 5. Prvni referen¢ni material byl vzorek Cinského zeleného Caje
AN-BMO02 a druhy byl Cerny ¢aj INCT-TL-1, pivodem z Argentiny. Experimentalné zjisténa
hodnota CRM AN-BMO02 stanoveného na obsah niklu odpovidala koncentraci
4,69 + 0,20 mg.kg™!, certifikovana hodnota je 4,84 + 0,13 mg kg™. Pravdivost tohoto stanoveni
byla cca 96,9 %. Koncentrace Zeleza byla stanovena na 215 + 8 mg kg™, pficemz certifikovana
hodnota je 216+ 15 mgkg! Pravdivost stanoveni Zeleza v. CRM AN-BMO02 byla
priblizn€ 100 %. Pfi stanoveni druhého certifikovaného referen¢niho materialu INCT-TL-1
byla experimentalné zméiena koncentrace niklu, ktery odpovidal hodnoté 6,51 & 0,32 mg kg™
Certifikovana hodnota je 6,12+0,52 mgkg”'. Vypocitana pravdivost stanoveni &inila
cca 106,4 %. Hodnota zeleza u kontrolniho materidlu INCT-TL—-1 mé pouze informativni
charakter, nejednd se o certifikovanou hodnotu. Experimentalné zjisténé hodnoty jsou
zaznamenané v Tab. 6.

Tab. 6: Experimentalné zjisténé hodnoty CRM

Oznaceni Koncentrace Ni Certifikovarolé Koncentrace Fe Certifikovana
vzorku [mg.kgl] hodnota_lNl [mg.kel] hodnota_lFe
[mg.kg™] [mg.kg™]
AN-BMO02 4,69 + 0,20 4,84+ 0,13 215,0+£ 8.0 216 £ 15
INCT-TL-1 6,51 +£0,32 6,12+0,52 461,8 £24,9 *432

*Pouze informativni hodnota
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Pro zisténi limitu detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) byl pfistrojem 10krat zméfen
blank. Byla spoctena smérodatna odchylka a vypocteny LOD a LOQ pro zajmové prvky, které
jsou zaznamenané v Tab. 7.

Tab. 7: Stanovené limity detekce a kvantifikace pro zajmové prvky

Prvek LOD LODprocedurilni LOQ LOQpProcedurilni
[ng.I"] [ngI] [ng.1"] [ngI]

Nikl 0,4257 5,077 1,277 15,23

Zelezo 35,74 91,08 107,2 273,2

4.7 Vyvoj metody simultinni stanoveni Ni a Fe v pudé
4.7.1 Optimalizace teplotniho programu

Optimalizace teplotniho programu probéhla zkracenym zptsobem, s ohledem na jiz vyvinutou
simultanni metodu pro stanoveni niklu a zeleza v ¢ajovych listcich. Byla proméfena potencialni
teplota pyrolyzy v rozmezi 900—1 300 °C a atomizacni teplota v rozpéti 2 100-2 500 °C. Bylo
zjisténo, ze zvoleny teplotni program u metody vyse je vhodny i pro simultanni stanoveni niklu
a zeleza vpudé. Analyza opét probihala za teploty pyrolyzy 1100 °C a teploty
atomizace 2375 °C. Podrobné parametry simultanniho stanoveni jsou uvedeny
v Tab. 4 a Tab. 5. Optimalizacni kiivky jsou vyobrazeny na Obr. 10.

Na Obr. 15 je znazornéné dvourozmérné spektrum simultanniho stanoveni niklu a zeleza
v pudach. Lze zaznamenat odezvy nalezici prave niklu a zelezu. Ve srovnani s Obr. 11, 1ze
pozorovat vyssi odezvu zeleza.
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Obr. 15: Zobrazené dvourozmérné spektrum niklu a Zeleza v piidé
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Na Obr. 16 1ze vidét trojrozmérné spektrum simultanniho stanoveni niklu a zeleza v pade.
Lze v malé mife zaznamenat pfitomnost rusivych vliva.

Nikl

ad

Spectr.no,

Obr. 16: Zobrazené trojrozmérné spektrum niklu a zeleza v pudé
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4.7.2 Validace metody

Na realném vzorku pidy byla zméfena odezva niklu a Zeleza. Bylo zjisténo, Ze rozsah kalibracni
fady pro stanoveni niklu je dostacujici v rozmezi od 0 do 18 pgl?l tedy jak v predeslém
pripadé. Kalibracni kfivka byla zméfena opakované a je ziejmé, ze i v druhém pfipadé ma
kiivka totozny trend. Hodnota spolehlivosti zde cinila 0,9985, coz je v porovnani
s hodnotou predeslého méteni (0,9980), viz Obr. 13, zanedbatelné. Na Obr. 17 je vyobrazena
zméfena kalibra¢ni kiivka pro nikl v€etné uvedenych parametri rovnice regrese.
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3
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Obr. 17: Kalibracni kfivka pro stanoveni niklu v pudé

Pfi stanoveni realného vzorku bez vyuziti fedéni, byla hodnota odezvy Zeleza natolik
vysokd, ze oproti predeslému piipadu (Obr. 14), bylo otestovano navySeni koncentracniho
rozsahu. Na Obr. 18 je vyobrazena zavislost pro stanoveni zeleza. Nejvys§i nameéfena
koncentrace byla 9 mg.1"! a hodnota absorbance dosahovala hodnot cca 0,6. Lze zaznamenat,
ze tato zavislost jiz nema linearni charakter. Zavislost vykazovala linearni charakter piiblizné
do koncentrace 1 mg.l"'. V literatufe od Welze a kol. je uvedeno, Ze konkrétn& u stanoveni
zeleza je pozorovan specificky trend, kdy je kalibracni zéavislost pfi nizsich koncentracich
linearni, nasledné se pii zvySeni koncentrace méni na polynomicky charakter a opét pti vyssich
hodnotach koncentraci je linearni, ovSem ma jinou smérnici nez pii nizkych hodnotach
koncentraci [54]. Tento ptfipad se projevil 1 u konkrétniho stanoveni, viz Obr. 18. Lze
zaznamenat, pii hodnotach do 1 mgl” je zavislost strm&jsi, tedy ma linearni dynamicky
pracovni rozsah, coz svéd¢i o vyssi citlivosti, nez v piipadé vyssich koncentraci, kdy je pfimka
postupné vzrustajici a citlivost tim padem klesa. Obr. 18 odkazuje ¢ervenou Sipkou na Obr. 19,
z divodu linearity do hodnot koncentrace pfiblizn& 1000 ugI™.
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Obr. 18: Kalibracni kifivka pro stanoveni Zeleza v piidé
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Obr. 19: Kalibracni kffivka pro stanoveni Zeleza v pudeé

Nové vyvinutd metoda na stanoveni niklu a zeleza ve vzorcich pid byla ovéfena na
certifikovaném referenénim materiadlu Metranal 1. Experimentalné zji§ténad hodnota niklu
v certifikovaném materialu byla stanovena na 36,3 + 1,1 mgkg" a certifikovana hodnota
je 35,4+ 5 mgkg! Pravdivost tohoto stanoveni byla cca 102,5 %. Zji§téna hodnota Zeleza
vCRM byla 27829+501 mgkg! kdexto certifikovand hodnota je stanovena na
25500+2700 mgkg' Pravdivost stanoveni Zeleza v CRM Metranal 1 byla
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priblizn€ 109,1 %. V ramci odchylky je zméfend hodnota povazovana za pravdivou. V Tab. 8
je zapsana experimentalné zméfena a certifikovand hodnota niklu a zeleza v certifikovaném
referenénim materialu Metranal 1. Stanovené hodnoty LOD a LOQ jsou zaznamenané
v Tab. 9.

Tab. 8: Experimentalné zjisténd a certifikovand hodnota CRM

Oznaceni | Koncentrace Ni Certlflkovarola Koncentrace Fe Certifikovana

vzorku [mg.kg] hodnota Ni [mg.ke!] hodnota Fe
[mg.kg] [mg.kg]

Metranal 1 36,3+ 1,1 354+5 27 829 + 501 25 500+ 2 700

Tab. 9: Stanovené hodnoty LOD a LOQ pro stanoveni niklu a Zeleza v piiddach

Prvek LOD LODprocedurilni LOQ LOQpProcedurilni
[ng.I"] [ngI] [ng.1"] [ngI]

Nikl 0,4257 4,104 1,277 12,31

Zelezo 35,74 136,0 107,2 408, 1

4.8 Vyvoj metody simultanniho stanoveni Mn a Fe ve vodach
4.8.1 Volba vinovych délek a nastaveni parametru pro metodu bez vyuziti modifikatoru

Dal$i nové vyvinuta metoda simultanni analyzy je stanoveni manganu a Zeleza ve vodach. Pro
mangan byla zvolena vinova délka 210,9580 nm s relativni citlivosti 1,8 %. VInova délka pro
stanoveni zeleza byla vybrana 210,8960 nm s citlivosti 0,59 %. RozliSeni bylo nastaveno na
3 pixely, tedy jeden centralni a dva postranni. Pro tyto dva prvky je mozné vyuzit moznost
meéfeni jak bez pfidavku modifikatoru ke vzorku, tak s pfidavkem. S ohledem na sniZeni
spotfeby chemikalii byla priméarné vyzkouSena metoda bez aplikace modifikatoru. Parametry
stanoveni jsou zaznamenany v Tab. 10.

Tab. 10: Parametry pro stanoveni Zeleza a manganu bez pritomnosti modifikdtoru

Prvek Vinova délka | Citlivost RozliSeni
[nm] [%6] [px1]

Mangan 210,9580 1,8 3

Zelezo 210,8960 0,59 3
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4.8.2 Optimalizace teplotniho programu bez modifikatoru

Optimalizace teplotniho programu probihala obdobnym zptsobem jako u predeslé metody.
Nejprve byla nastavena nizsi teplota pyrolyzy a byla proméfovana teplota atomizace. Pti
zvoleni nejvhodnéjsi atomizacni teploty byla nasledné zji§tovana teplota pyrolyzy postupnym
navySovanim od 600 °C, s krokem 50 °C. Na Obr. 20 lze vidét optimalizacni kiivky pyrolyzy
a atomizace pro mangan a zelezo, bez pfitomnosti modifikatoru. V pfipad€ atomizacni teploty
zeleza lze zaznamenat nejvyssi odezvu od 2 000 °C do 2 400 °C. Diavodem, pro¢ byla zvolena
teplota 1 800 °C (Obr. 21, Obr. 22) je ten, ze pii navySovani teploty se ve spektru zacaly
objevovat ¢im dal vétsi rusivé vlivy neboli interference (Obr. 23, Obr. 24). Dle knihovny
moznych interferenci byl vyhodnocen potencialni vyskyt NO a PO past. OvSem po samotné
aplikaci a zméfeni téchto dvou chemickych individui, nebyla zaznamenana zadna viditelna
korekce spektra. Pii teploté 1 800 °C byly ve spektru zaznamenany také mensi interference,
ovSem simultanni analyza je také o kompromisech, a tudiz bylo s touto zvolenou teplotou
pokra¢ovano ve vyvoji metody. Kompletni teplotni program pro stanoveni manganu a zeleza
bez modifikatoru ve vodach je zaznamenan v Tab. 11.
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Obr. 20: Optimalizacni krivky pro stanoveni manganu a Zeleza, bez vyuZiti modifikatoru

Tab. 11: Teplotni program pro stanoveni manganu a zeleza, bez modifikatoru

Proces Teplota | Narust teploty | Doba zdrzeni | Celkovy cas
[°C] [°C.s”] [s] [s]
SuSeni 100 5 10 24,0
Pyrolyza 1200 300 10 13,2
Pfivod plynu | 1200 0 5 5,0
Atomizace 1 800 1500 4 4.4
Cisténi kyvety | 2450 500 4 53
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Na Obr. 21 lze vidét dvourozmérné spektrum simultanniho stanoveni manganu a zeleza ve
vodach, bez vyuziti modifikatoru. Ve spektru nelze zaznamenat zadné vyrazné interference,
které by mohly negativné ovlivnit vysledek.
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Obr. 21: Zobrazené dvourozmérné spektrum manganu a Zeleza pri teploté atomizace 1 800 °C, bez
vyuziti modifikdtoru

Na Obr. 22 je zobrazené trojrozmérné spektrum simultanniho stanoveni manganu a zZeleza ve
vodach, bez pfitomnosti modifikatoru. Ani v 3D spektru nejsou zieggmé zadné vyrazné
interference. Pouze negativnim jevem je velmi nizkd odezva zeleza, ktera je v urovni Sumu.
Coznasvédcuje o nevhodnosti této metody, kde nebyl vyuzit modifikator. OvSem pred finalnim
rozhodnutim, byla tato metoda jesté vyzkouSena na certifikovaném referenénim materialu.
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Obr. 22: Zobrazené trojrozmérné spektrum manganu a zeleza pri teploté atomizace 1 800 °C, bez
vyuziti modifikdtoru
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Z Obr. 23 je patrny divod, pro¢ nebyla vyuzita vyssi teplota atomizace Zzeleza, Cemuz
nasvédcoval Obr. 20. Pii teploté 2 400 °C byly ve spektru zaznamenany jiz vyrazné rusivé
vlivy.
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Obr. 23: Zobrazené dvourozmérné spektrum manganu a Zeleza pri teploté atomizace 2 400 °C, bez
vyuziti modifikdtoru

Tuto skuteCnost potvrzuje 1 Obr. 24, na kterém je znazornéné trojrozmérné spektrum
simultanniho stanoveni manganu a zeleza ve vodach, bez pfitomnosti modifikatoru. Lze
zaznamenat, ze oproti Obr. 22 byla vyznamné navySena odezva zeleza. OvSem vyrazné se
navySsily i interference.
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Obr. 24: Zobrazené trojrozmérné spektrum manganu a zeleza pri teploté atomizace 2 400 °C, bez
vyuziti modifikdtoru
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4.8.3 Validace metody bez modifikatoru

Realny vzorek povrchové vody byl podroben simultanni analyze manganu a zeleza.
Z naméfenych absorbanci byl experimentalné zji§tén rozsah kalibracnich ktivek. Pro stanoveni
manganu byl zvolen koncentraéni rozsah od 0 do 350 pug.l™. Z pfipravené smési kalibra¢niho
roztoku obsahujici mangan a Zelezo, byla simultanné promeétena kalibrace v jiz uvedeném
rozsahu. Posledni bod kalibrace odpovidal absorbanci cca 0,17. Jedna se o linearni kalibracni
zavislost, jejiz hodnota linearity je 0,9982. Kalibra¢ni kiivka pro mangan, vCetné parametri

regresni rovnice je na Obr. 25.
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Obr. 25: Kalibracni kiivka pro stanoveni manganu ve voddch, bez vyuziti modifikatoru

Pti vytvareni kalibracni kfivky na stanoveni zeleza byl opét bran zfetel na koncentraci zeleza
v realnych vzorcich. Kalibraéni rozsah byl zvolen od 0 do 1 000 pg.l”, kdy nejvy3si odezva
byla cca 0,04. Hodnota spolehlivosti byla stanovena na 0,9970. Na Obr. 26 je vyobrazena
kalibra¢ni kfivka, vCetné zaznamenanych parametrii rovnice regrese.
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Obr. 26: Kalibracni kifivka pro stanoveni Zeleza ve voddch, bez vyuZiti modifikatoru

Na vyvinuté metodé simultanniho stanoveni manganu a zeleza ve vodach byla ovéfena
pravdivost pomoci certifikovaného referen¢niho materialu ICP multi-element standard solution
IV. Jedna se o smésny CRM, ktery obsahuje 23 prvka. Zmétena hodnota manganu bez vyuziti
modifikatoru byla stanovena na 978 + 40 mg.l"". Certifikovana hodnota je 1 005 + 10 mg1™.
Pravdivost tohoto stanoveni byla cca 97,3 %. Stanovena hodnota zeleza v CRM byla
1019 + 9 mg.l?, kdezto certifikovana hodnota je stanovena na 998 + 10 mg.I"!. Pravdivost
stanoveni byla 102,1 %, ov§em v ramci odchylky se experimentalné zjisténa hodnota vyskytuje
mimo povoleny rozsah. V Tab. 12 jsou zapsany experimentalné zjis§téné a certifikované
hodnoty CRM ICP multi-element standard solution IV. Pfipadna chyba mohla vzniknout
fedénim CRM. Stanovené limity detekce a kvantifikace jsou zaznamenany v Tab. 13.

Tab. 12: Experimentdlné zjisténa a certifikovana hodnota CRM, bez vyuziti modifikatoru

Oznaceni Koncentrace Certifikovana Koncentrace Certifikovana

vzorku Mn hodnota Mn Fe hodnota Fe
[mg.I"] [mg.I"] [mg.I"] [mg.I"]

ICP

e Bt 978 + 40 1005 + 10 1019+ 9 998 + 10

standard solution
v

Tab. 13: Stanovené limity detekce a kvantifikace pro mangan a Zelezo bez modifikdtoru

Prvek LOD LODprocedurslni LOQ LOQpProcedurilni
[ng17] [ng17] [ng17] [ng17]

Mangan 7,644 7,698 22.93 23,09

Zelezo 379 4791 131,2 165,9
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4.8.4 Volba vinovych délek a nastaveni parametru pro metodu s vyuzitim modifikatoru

Vinové délky a veskeré parametry byly zachovany s predchozim ptipadem, ovSem do grafitové
kyvety bylo pfidano 5 pl smési modifikatoru dusi¢nanu palladnatého a dusi¢nanu hote¢natého.
Celkovy davkovany objem k analyze byl tedy 25 ul. Podrobné parametry nastaveni metody
jsou zaznamenany v Tab. 14.

Tab. 14: Parametry pro stanoveni Zeleza a manganu s pritomnosti modifikdtoru

Prvek Vinova délka | Citlivost RozliSeni Modifikétor
[nm] [%6] [pxl]

Mangan 210,9580 1,8 3 Pd(NOs3),

. +

Zelezo 210,8960 0,59 3 Me(NO3),

4.8.5 Optimalizace teplotniho programu v pritomnosti modifikatoru

Optimalizace teplotniho programu na stanoveni manganu a zeleza ve vodach probihala
srovnatelnym zptusobem jako pfi pfedchozim nastaveni teplot. OvSem s tim rozdilem, Ze ke
vzorku byl jesté aplikovan chemicky modifikator na bazi Pd a Mg. Konkrétné dusi¢nan
palladnaty a hotfeCnaty. Nejprve byla zjiSténa atomizacni teplota za konstantni teploty pyrolyzy
a nasledné¢ po zvoleni adekvatni teploty atomizace, byla proméfena teplota pyrolyzy za
konstantni atomizacni teploty. Teplota pyrolyzy byla zvolena nastavena na stejnou teplotu jako
v predeslém piipadé, tedy 1 200 °C, avSak 1ze z Obr. 27, kde jsou 1 vyobrazeny optimalizacni
kiivky, zaznamenat, ze hodnota absorbance byla konstantni i do vySSich teplot. OvSem
v ptipadé vyssi teploty pyrolyzy manganu, lze vidét velky pokles odezvy okolo
teploty 1 500 °C. Atomizacni teplota byla stanovena na 2 025 °C. Lze podotknout, Ze teplota
atomizace zeleza, mohla byt zvolena 2 050 °C. AvSak v této situaci by mohlo dojit ke ztraté
manganu, z divodu ne¢ekaného navyseni teploty. Na Obr. 27 1ze registrovat, ze pfi vy$si teploté
dochazi ke snizeni absorbance manganu, tedy ke ztrat€. V této situaci musela byt
z preventivnich divodl zvolena nizsi teplota atomizace o 25 °C oproti teploté s nejvyssi
odezvou. Bylo predpokladano, Ze teplota béhem atomizace nebude stabilni a muaze narust.
V tomto ptipad¢, je zde pro takovyto konkrétni pfipad prostor, a pokud takovy nastane, tak pro
celkové stanoveni je to pozitivni informace ve prospéch stanoveni presné hodnoty zeleza.
V Tab. 15 je pak zaznamenan teplotni program pro simultanni stanoveni manganu a Zeleza
s vyuzitim modifikatoru.
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Obr. 27: Optimalizacni kFivky pro stanoveni manganu a zZeleza, s vyuZitim modifikdtoru

Tab. 15: Teplotni program pro stanoveni manganu a zeleza s modifikdatorem

Proces Teplota | Narust t?loty Doba zdrzeni | Celkovy ¢as
[°C] [°C.s7] [s] [s]
SuSeni 100 5 10 24,0
Pyrolyza 1200 300 10 13,2
Pfivod plynu | 1200 0 5 5,0
Atomizace 2025 1500 4 4,6
Cisténi kyvety | 2450 500 4 4.9

46



Na Obr. 28 je znazornéné dvourozmeérné spektrum ziskané ze stanovené manganu a zeleza ve
vodach, s vyuzitim modifikatoru.

Wavelength [nm]
21(!.8[] 2101.85 21l}..90 21q.95 211‘.00 211_.05
0.025 { Mn210
0.020 210.9580 nm
4 1/1
gi:l.(lllS
2 0.010 Zelezo
E | Mangan
= 0.005 /
U.w' ,fL———JLw-———\-——A—
-0.005
0 25 S50 75 100 125 150 175 200
pixel

Obr. 28: Zobrazené dvourozmérné spektrum manganu a Zeleza, s vyuzitim modifikatoru

Z Obr. 29 lze zaznamenat vyrazné zvySeni odezvy zeleza, oproti Obr. 22, kde nebyl vyuzit
modifikator.

Zelezo

Mangan

0.023

Ahs .
2d

1!
=T

Spectr.no,

Obr. 29: Zobrazené trojrozmérné spektrum manganu a Zeleza, s vyuZitim modifikdtoru
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4.8.6 Validace metody s modifikatorem

Validace na simultanni stanoveni manganu a zeleza ve vodach probéhla obdobné jako
v drivejsich pripadech. Na rozdil od prfedchozi metody, byl ke vzorku a standardu aplikovan
smésny modifikator dusi¢nan palladnaty a hofeCnaty. Kalibracni rozsah zistal totozny, diky
zménénym podminkam optimalizace se navySily hodnoty absorbanci u jednotlivych bodu.
Posledni bod kalibrace manganu byl pfiblizn€ 0,18. Hodnota spolehlivosti byla stanovena
na 0,9971. Kalibra¢ni kfivka pro stanoveni manganu, véetné parametri rovnice regrese je

vyobrazena na Obr. 30.
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Obr. 30: Kalibracni kiivka pro stanoveni manganu ve vodach, s vyuzitim modifikatoru
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V pripadé€ kalibracni kfivky zeleza, byl absorbance posledniho bodu navySena na hodnotu
cca 0,05. Hodnota spolehlivosti ¢inila 0,9975. Kalibracni zavislost pro stanoveni zeleza, vCetné
parametrd rovnice regrese je na Obr. 31.
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Obr. 31: Kalibracni kiivka pro stanoveni Zeleza ve voddch, s vyuzitim modifikdtoru

Opét pro zjisténi pravdivosti metody byl zméfen certifikovany referencni material ICP
multi-element standard solution IV. Experimentalné zji§téna hodnota manganu s vyuzitim
modifikatoru  odpovidala  hodnot¢  1003+19 mgl!  certifikovana  hodnota
je 1 005 + 10 mg.1"l. Pravdivost byla vypo&itana na piiblizné 99,8 %. Zméiena hodnota Zeleza
v CRM byla stanovena na 1 006 + 31 mgl™! a certifikovana koncentrace je 998 = 10 mg.l™.
Pravdivost stanoveni CRM byla 100,8 %. V Tab. 16 jsou zaznamenany experimentalné zjisténé
a certifikované hodnoty CRM ICP multi-element standard solution IV. Zji§téné hodnoty LOD
aLOQ jsouv Tab. 17,

Tab. 16: Experimentdlné zjisténd a certifikovana hodnota CRM s vyuzitim modifikdtoru

Oznaceni Koncentrace | Certifikovana | Koncentrace | Certifikovana

vzorku Mn hodnota Mn Fe hodnota Fe
[mg.I'"] [mg.I'"] [mg.I''] [mg.I'"]

ICP

MEIEMETE | ey 1005 + 10 1006 + 31 998 + 10

standard

solution IV

49



Tab. 17: Stanovené hodnoty limitii detekce a kvantifikace pro mangan a Zelezo, s modifikdatorem

Prvek LOD LODvprocedursni LOQ LOQPrrocedurilni
[ng.I"] [ng.I"] [ngl] [ngl]

Mangan 5,810 6,190 17,43 18,58

Zelezo 34,90 38,00 121,6 132,4

4.9 Vybér z vyvinutych metod simultanniho stanoveni manganu a Zeleza

Pro zvoleni vhodné a presné metody simultanniho stanoveni manganu a zeleza, bylo nutné
provést kontrolu navratnosti ptidavka standardu. Dle literatury by se navratnost méla
pohybovat + 10-15 % od aplikovaného mnozstvi [53].

Pro zji§téni navratnosti ptidavku standard, bylo ke vzorkiim pfidano 50 pgl’
standardniho roztoku manganu a 150 pg.l? standardu Zeleza. Vzorky byly stanoveny jak
metodou bez pridavku modifikatoru, tak s pfidavkem. K urceni vhodnosti metody, by se
koncentrace Mn a Fe méla navysit o koncentraci pfidavku standardu. Primérné hodnoty
navratnosti pfidavkl standardu jsou uvedeny v Tab. 18. Je patrné, Ze u metody bez piidavku
standardi, se navratnost odliSuje o vice nez 10 %, resp. 15 %. Coz je spole¢né s nizkou odezvou
zeleza (Obr. 22) divodem, pro¢ je tato metoda nevhodna pro simultanni stanoveni manganu
a zeleza ve vodach.

Z hodnot stanoveni manganu a zeleza s modifikatorem je ziejmé, Zze se navratnosti
pfidavku standardu nevychylovaly o vice nez 10 %. Konkrétné byla navratnost
manganu 93,93 % a zeleza 95,99 %. Metoda s pfidavkem modifikatoru byla zvolena za
vhodnou pro simultanni stanoveni.

Tab. 18: Hodnoty navramosti standardu manganu a zZeleza

. Navratnost pridavku manganu | Navratnost pridavku zeleza
Aplikace 1 " 1 .
[ngl”] [7o] [ngl”] [7]
Bez modifikatoru 55,33 110,7 110,1 73,36
S modifikatorem 46,97 93,93 144,0 95,99
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4.10 Optimalizace jiz vyvinuté metody simultinniho stanoveni Cd a Fe
4.10.1 Volba vinovych délek

Metoda simultanni analyzy kadmia a zeleza je jiz publikovana Zvéfina a kol.. Tato metoda byla
optimalizovana za naSich laboratornich podminek, na stanoveni Cd a Fe v ¢aji. VIinova délka
pro stanoveni kadmia byla zvolena primarni (228,802 nm), tedy se 100% citlivosti. Simultanné
bylo stanoveno i zelezo s vinovou délkou 228,725 nm, s citlivosti 0,91 %. RozliSeni bylo
nastaveno na 3 pixely, tedy 1 centralni a 2 postranni. Z divodu zajisténi stability vzorku bylo
ke vzorku aplikovano 5 pl smésného modifikatoru na bazi Pd a Mg. Jednalo se o dusi¢nan
palladnaty a hoteCnaty. Podrobné parametry simultanniho stanoveni jsou zaznamenany
v Tab. 19.

Tab. 19: Parametry pro stanoveni kadmia a Zeleza

Prvek Vinova délka | Citlivost RozliSeni Modifikétor
[nm] [%0] [px1]

Kadmium 228,802 100 3 Pd(NO:3).

N +

Zelezo 228,725 0,91 3 Mg(NO3),

4.10.2 Optimalizace teplotniho programu

Pred optimalizaci teplotniho programu jiz bylo znamo, Ze se bude jednat o stanoveni
s dvoukrokovou atomizaci, jelikoz kadmium patii mezi t€kavé prvky a zelezo mezi stabilni.
Nejprve byla pro kazdy prvek nastavena nizka teplota pyrolyzy a nasledné byla zjistovana
atomizacni teplota, navySovanim atomizacni teploty. Byla potvrzena vyS$si tékavost kadmia,
coz je 1 znazornéné na Obr. 32, kdy jiz pfi 700 °C dochézelo k pyrolyze kadmia, néasledné
zvySenim teploty na 1250 °C probihala atomizace kadmia a simultanné i pyrolyza zeleza.
ZvySenim teploty na 2150 °C probéehla atomizace zeleza. Zvoleny teplotni program je uveden
v Tab. 20.
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Obr. 32: Optimalizacni kiivky pro stanoveni kadmia a Zeleza

Tab. 20: Teplotni program pro stanoveni kadmia a Zeleza

Proces Teplota | Narust t?lploty Doba zdrzeni | Celkovy ¢as
[°C] [°C.s7] [s] [s]
SusSeni €. 1 80 6 20 29,2
SuSeni €. 2 90 3 15 18,3
SuSeni €. 3 110 5 10 14,0
Pyrolyza 700 300 10 11,2
Pfivod plynu 700 0 5 5,0
Atomizace ¢. 1 | 1250 1500 4 4.4
Atomizace €. 2 | 2150 2 500 5 5,4
Cisténi kyvety | 2550 150 3 577

2500
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Z Obr. 33 jsou na dvourozmérném spektru patrné piky kadmia a zeleza. V oblasti detek¢éniho

pole nebyla zaznamenana zadna vyrazna interference.

Wavelength [nm]
228.65 228.70 228.75 228.80 228,85 228.90

0.0100 | Fe228
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Obr. 33: Zobrazené dvourozmérné spektrum kadmia a Zeleza

Na Obr. 34 je znazornéné trojrozmérné spektrum ze simultanniho stanoveni kadmia a zeleza.

Odezvy jsou odlisitelné od pozadi. Lze vidét, ze piky jsou rozliSeny i z ¢asového hlediska.

Zelezo

100

Spectr.no.

Obr. 34: Zobrazené trojrozmérné spektrum kadmia a Zeleza
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4.10.3 Validace metody

Pocatek validace spocival ve vytvoreni rozsahu kalibracnich kfivek pro stanoveni kadmia
a zeleza v Caji. K tomu byl pfipraven smésny standard, ktery obsahoval oba zajmové prvky.

Samotné méfeni kalibracnich bodt a realnych vzorkt probihalo simultanng.

Kalibra¢ni rozsah pii stanoveni kadmia byl v rozmezi od 0 do 9 ug1™. Posledni kalibragni
bod mél hodnotu absorbance pfiblizn¢ 0,65. Na Obr. 35 je zobrazena kalibra¢ni kiivka pro
stanoveni kadmia v Caji, vCetné parametru rovnice regrese. V grafu lze zaznamenat, ze
kalibra¢ni bod o koncentraci 1 pg.1™! m4 jiz absorbanci cca 0,1. V této oblasti se vyskytovaly
i odezvy realnych vzorku. Pro zajisténi piesnosti by bylo vhodné zvolit kalibra¢ni rozsah pouze

do 2 pg.I"' s mensimi rozptyly mezi jednotlivymi body.
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Obr. 35: Kalibracni kFivka pro stanoveni kadmia v cajovych listcich
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Kalibracni rozsah pro stanoveni zeleza v ¢ajich byl zvolen stejny, jako v nove vyvinuté metodé
simultanniho stanoventi niklu a Zeleza v &aji, tedy od 0 do 900 pg.I"!. Hodnota spolehlivosti byla
stanovena na 0,9992. Kalibra¢ni kiivka, vCetn€ parametri rovnice regrese, je vyobrazena
na Obr. 36.
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Obr. 36: Kalibracni kiivka pro stanoveni Zeleza v cajovych listcich

Metoda byla validovana na dva certifikované referencni materidly. Prvnim referenénim
materidlem byl jiz dfive pouzity vzorek ¢inského zeleného ¢aje AN-BMO2, kde zmétrena
koncentrace kadmia byla 7536 + 0,53 ugkg' a certifikovand hodnota je stanovena
na 75 + 4 ugkg! Pravdivost stanoveni byla 100,5 %. Zjisténa hodnota Zeleza
byla 180,26 + 9,19 mg.kg™, kdeZto certifikovana hodnota byla 216 + 15 mg.kg". Druhym
referenénim materidlem byl vzorek Cerného Caje INCT-TL-1, kde experimentalné zjisténa
hodnota kadmia ¢inila 27,45 + 1,26 pg.kg”. Certifikovana koncentrace kadmia v tomto CRM
je 30 £ 4 pgkg! Pravdivost stanoveni je 91,5 %. Stanoveny obsah Zeleza v druhém
referenénim materialu byl 442,83 + 14,17 mgkg' Certifikovana koncentrace Zeleza
v INCT-TL-1 je 432 mgkg™, ale jedna se pouze o informativni hodnotu. Veskeré zmétené
a certifikované hodnoty jsou uvedeny v Tab. 21. Stanovené limity detekce a kvantifikace jsou
zaznamenané v Tab. 22.

Tab. 21: Experimentdlné zjisténé a certifikované hodnoty CRM

Oznaceni Koncentrace Cd Certifikovana Koncentrace Fe Certifikovana
vzorku [ngke ] hodnota_ 1Cd [mg.kg] hodnota_lFe
[ng.kg] [mg.kg™]
AN-BMO02 75,36 + 0,53 75+ 4 180,26 £ 9,19 216 £ 15
INCT-TL-1 27,45+ 1,26 30+ 4 442,83 + 14,17 *432

*Pouze informativni hodnota
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Tab. 22: Stanovené limity detekce a kvantifikace pro stanoveni kadmia a Zeleza v cajovych listcich

Prvek LOD LODvprocedursni LOQ LOQpProcedurilni
[ng.I"] [ng.I"] [ngl] [ngl]

Kadmium 0,320 0,439 1,067 1,464

Zelezo 11,42 26,59 48,16 112,1
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Simultanni stanoveni Ni a Fe v ¢ajovych listcich

Pro simultanni stanoveni niklu a Zeleza bylo vybrano 5 druhti ¢asti od spole¢nosti ManuTea.

Byla provedena analyza na zjisténi celkového obsahu niklu a zeleza v ¢ajovych listcich a ve

vodném vyluhu, provedeného dle instrukci vyrobce. Koncentrace zeleza v listcich se
pohybovala od 158 do 339 mg kg™!, pti€emz nejvyssi koncentrace byla naméfena u vzorku &. 5,

tedy citronové travy. Rovnéz u vodného vyluhu tohoto vzorku €aje byl zjistén nejvyssi obsah
Fe, ktery &inil 252 pg.ll. Jinak se hodnoty pohybovaly od 89 do 252 pg.kg™!. U celkového
obsahu niklu ve vzorcich &ajovych listkéi byly hodnoty v rozmezi od 2,23 do 8,55 mgkg™.
Nejhojnéji se nikl vyskytoval v brusinko-kaktusovém zeleném caji. Ve vodném vyluhu byly
koncentrace niklu v rozsahu od 5,1 do 148 ugl™?. Pii¢emz nejvyssi koncentrace Ni byla ve

vzorku €. 3, tedy jasminovém zeleném caji. VeSkeré nameétrené hodnoty jsou zaznamenany
v Tab. 23. Grafické znazornéni celkového obsahu Ni a Fe a obsahu téchto prvkd ve vodném
vyluhu, je vyobrazeno na Obr. 37 a Obr. 38.

Tab. 23: Vysledky stanoveni Ni a Fe v caji

. .| Celkovy Obsah Ni ve Celkovy Obsah Fe ve
Oznaceni | ;pah Ni | vodném vyluhu | obsah Fe | vodném vyluhu
vZorkt | Img kg] [ng1"] [mg.ke'| [ng ]
1 544+£008| 29.7+08 196,5+ 5.1 164,6+ 3.0
2 6,17+021 64.3 £ 0,6 1584+ 5.1 103,0+25
3 409+0,12| 1478+10 | 2392+57 1907+ 1,7
4 855+035| 31,5+1.0 180,0 + 3.4 893+ 1,0
5 2,23 +0,07 51+0,1 3398+ 112 | 2524+48
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Obr. 37: Porovndni celkového obsahu niklu v cajovych listcich a obsah Ni ve vodném vyluhu
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Obr. 38: Porovndni celkového obsahu zeleza v cajovych listcich a obsah Fe ve vodném vyluhu
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5.2 Simultanni stanoveni Ni a Fe v pudé

Jako aplikaéni vzorky pro otestovani simultanniho stanoveni niklu a zeleza, byla navzorkovana
ptda z blizké vzdalenosti od pozemni komunikace. Vzorky pady byly odebrany z 5 pidnich
profili, a to =znadlozniho organického horizontu a dale zhloubky 0-2 cm,
2-10 cm, 10-20 cm a 20-30 cm. Nejvyssi naméfenad hodnota niklu se vyskytovala v nejhloubgji
odebraném misté, konkrétné 55,9 + 1,3 mgkg! Nejniz§i koncentrace Ni byla stanovena
v nadloznim horizontu. Koncentrace Zeleze v piidé se pohybovala od cca 31 000 mg.kg™! do
pfiblizng 54 000 mg kg™ Kdezto nejvyssi naméfena hodnota byla zjisténa také v nejnize
odebraném misté, tedy 20-30 cm. V Tab. 24 lze vidét experimentalné zjisténé hodnoty niklu
a zeleza v odebraném vzorku pudy.

Tab. 24: Vysledky stanoveni Ni a Fe v piidé

Oznadeni vzorku | Typ vzorku Koncentraje Ni Koncentraje Fe
[mg.kg™] [mg.kg™]
1 FH 341+09 32261 + 355
2 0-2 cm 429+3.6 31411 +754
3 2—-10 cm 39,7+238 31716 £317
4 10-20 cm 40.4+3,0 50 707 £ 1 420
5 20-30 cm 559+ 1,3 54213 £ 705

Na Obr. 40 je graficky znazornéna zavislost koncentrace niklu v pidé na pidnim profilu.
Opét 1ze zaznamenat, Zze se obsah niklu zvySuje s hloubkou odbérmého mista, coz svédci
o mobilite niklu v pudé.
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Obr. 39: Obsah niklu v zavislosti na piidnim profilu
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Z Obr. 40 lze vycist témer stabilni koncentraci Zzeleza v nadloznim horizontu a pudnich
profilech 0-2 ¢cm a 2-10 cm. Od odbémé hloubky 10-20 ¢cm dochazi k vyraznému nartstu
obsahu zeleza v pudé. V hloubce 20-30 cm bylo zaznamenano jen mirné zvySeni koncentrace

oproti predchozimu pudnimu profilu.

Koncentrace zeleza [mg.kg™']
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Obr. 40: Obsah Zeleza v zavislosti na piidnim profilu
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5.3 Simultanni stanoveni Mn a Fe ve vodach

Pro simultanni stanoveni manganu a zeleza ve vodach byla vybrana metoda s vyuzitim
modifikatoru, jelikoz poskytovala lepsi pomér signalu a Sumu, a také experimentalné zjisténa
koncentrace CRM vice odpovidala realné certifikované hodnoté. Z teky Svratky v okoli mésta
Tisnova bylo odebrano 12 vzorku, které byly stanoveny na pfitomnost manganu a Zzeleza. Obsah
manganu se piiblizn& pohyboval od 75 pg.l™ aZ do cca 97 pgl'. Koncentrace Zeleza v fece
Svratce byla v rozmezi od cca 120 pgl?! do 1070 pgl?. Nejvyssi naméfena koncentrace
manganu byla ve vzorku 12, coz je vzorek odebrany ze slepého ramene feky Svratky. Nejvyssi
naméfend koncentrace zeleza byla ve vzorku ¢. 4. Jednd se konkrétné o vytok z Cistirny
odpadnich vod. Lze zaznamenat, ze se tato koncentrace vyrazné snizila v jiz nasledujicich
odbérnych mistech, které se nachéazi po proudu feky. Jde o vzorky €. 3,2 a 1. V Tab. 25 jsou
zaznamenany veSkeré experimentalné zjist€éné hodnoty koncentraci manganu a zeleza v fece
Svratce.

Tab. 25: Experimentdlné zjisténé hodnoty koncentraci Zeleza a manganu ve povrchovych vodcdch
(s modifikatorem)

Vzorek Koncentrfllce Mn Koncentr_zllce Fe
[ngl] [ng.I"]
1 83,56 + 2,34 373,88 £7,10
2 78,84 £ 1,89 331,46 £ 3,98
3 74,88 + 1,35 122,77 £ 1,84
4 93,05+ 1,21 1072,3 £ 36,5
5 79,81 +2,23 373,19 £ 7,46
6 82,05+ 2,87 333,68 £ 6,01
7 93,95 +291 385,34 £9,25
8 79,51 £ 1,67 374,56 £ 8,61
9 75,74 £ 1,14 329,06 + 8,23
10 91,80 £ 1,56 401,59 + 12,05
11 89,63 + 1,70 377,47 £ 10,95
12 96,84 + 3,68 266,45 + 9,06
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Déle byly odebrany vzorky podzemni vody, jedna se konkrétné o studni¢ni vodu ze soukromych
zdroji.  Nejvyssi koncentrace zeleza byla ve konkrétné
412,3 £ 15,7 ug.1t. Vzorky 2 a 3 bylo detekovano, oviem hodnoty se pohybovaly pod limitem
stanovitelnosti. Koncentrace manganu v odebranych studni¢nich vodach byla pod limitem
detekce. Konkrétni zméfené hodnoty koncentraci manganu a Zeleza jsou zaznamenany
v Tab. 26.

naméfena vzorku 1,

Tab. 26: Experimentdlné zjisténé koncentrace Zeleza a manganu Vv podzemni vodé
(s modifikdtorem)
Koncentrace Fe Koncentrace Mn

Vzorek 1 -1

[ng.I™] [ng.1”]
Studna ¢. 1 412,3 £ 15,7 <5,81%
Studna €. 2 72,5 £22%* <5,81%
Studna €. 3 50,2 £22%* <5,81%
Studna ¢. 4 289,0 £ 14,7 <5,81%

*< limit detekce
** < limit kvantifikace

5.4 Simultanni stanoveni Cd a Fe v ¢ajovych listcich

Simultanni stanoveni kadmia a zeleza bylo vyzkouSeno na 5 vzorcich Cajovych listkii. Byla
provedena mineralizace ¢ajovych listka a také vodny vyluh, dle pokynti vyrobce. Ze zméfenych
hodnot kadmia lze gzjistit, ze Cd se vyskytuje ve tfech z péti vzorkl, vrozmezi od
cca 73 ng.kg' docca 118 ug kg™ Bylo zjisténo, Ze kadmium se neuvoliiuje do vodného vyluhu,
jelikoz se zmétené hodnoty vyskytovaly pod mezi detekce. Celkovy obsah zeleza ve vzorcich
aje se pohyboval v rozpéti od cca 107 mg.kg™! do piiblizné 176 mg.kg!. V Tab. 27 jsou
zaznamenany experimentalné zjisténé hodnoty Cd a Fe v Caji.

Tab. 27: Vysledky simultanniho stanoveni kadmia a Zeleza v caji

Oznaceni Celkovy Obsah Cd ve Celkovy Obsah Fe ve
vzorku obsah Cd | vodném vyluhu obsah Fe vodném vyluhu
[ngkg] [ng 1] [mg.kg™'] [mg.I']
1 72,79 = 1,89 <0,320 14245+228 | 0,207 + 0,004
2 4539+ 277 <0,320 114,13 £ 0,57 | 0,094 + 0,001
3 117,54+ 5,88 <0,320 160,65 +4,82 | 0,197 + 0,005
4 <0,320 <0,320 106,66 £ 0,43 | 0,083 + 0,001
5 <0,320 <0,320 175,64 + 1,58 | 0,234 + 0,006
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6 ZAVER

Diplomova prace se zabyva vyvojem metod simultanni analyzy aplikovatelnych na vzorcich
zivotniho prostfedi. Primarnim ukolem studie, bylo vybrat vinové délky analyti ve vhodném
rozmezi a nasledné provést optimalizaci na redlném vzorku environmentalni matrice.
Konkrétné byly analyzovany vzorky ¢ajovych listkt, pidy a vody.

Pro vyvoj prvni metody byly nalezeny vinové délky niklu a zeleza, vhodné k simultannimu
stanoveni. Pro nikl byla zvolena vinova délka 231,0960 nm s relativni citlivosti 59 % a pro
zelezo 231,3100 nm s citlivosti 0,91 %. Tato metoda byla v prvé fad¢ aplikovana na vzorky
¢ajovych listkd, na kterych také probéhla optimalizace teplotniho programu. Teplota pyrolyzy
pro oba prvky byla zvolena 1 100 °C a teplota atomizace 2 375 °C. Pravdivost metody byla
oveéfena na certifikovanych referen¢nich materidlech Cinského zeleného caje AN-BMO02
a cerného Caje INCT-TL-1. Celkova koncentrace niklu ve vzorcich Cajovych listki se
pohybovala v rozmezi 2,23-8,55 mgkg”, kdezto ve vodném vyluhu byly koncentrace
5,1-148 ugl! Celkovy obsah Zeleza byl 158-339 mgkg! a vodné vyluhy
obsahovaly 89 az 252 pgl! Tato metoda byla vyzkousena také na vzorcich pidy. Kvili
vysokému obsahu Zeleza v ptidach byl zménén kalibraéni rozsah Zeleza na 0-9 000 pg.I™”.
Ovsem projevila se skuteCnost popsana v literatufe od Welze a kol. [54], kdy zavislost byla
linearni pouze do cca 1 mg.1™, nasledné vykazovala polynomicky charakter a opét pfi vys§ich
koncentracich byla zavislost opét linearni, ovSem s jinou smérnici, nez u nizkych hodnot
koncentraci. Z tohoto divodu musely byt vzorky nafedény. Bylo zméfeno 5 vzorkd pudy
z rznych pddnich profilt. Koncentrace niklu byla v rozmezi cca 34-56 mgkg! a Zeleza
cca31-54 gkg! Nejvyssi koncentrace obou prvk( byla v piidnim profilu 20-30 cm.
Pravdivost metody byla ovéfena na CRM Metranal 1.

Druhou vyvinutou metodou je simultanni stanoveni manganu a Zeleza ve vodach. Byla
nalezena vhodna kombinace vinovych délek u zajmovych prvkd. Pro mangan byla zvolena
vinova délka 210,9580 nm s relativni citlivosti 1,8 % a pro zelezo 210,8960 nm s citlivosti
0,59 %. Prvni variantou této metody bylo stanoveni bez pfitomnosti modifikatoru, coz je
privétivé z pohledu spotfeby chemikalii. Jako vhodna teplota pyrolyzy byla pouzita 1 200 °C
ateplota atomizace 1800 °C. Pro zjisténi pravdivosti metody byl vyuzit CRM ICP
multi-element standard solution IV.

Byla vyzkouSena i varianta s aplikaci modifikatoru ke vzorku. Po optimalizaci metody byla
zjisténa teplota pyrolyzy 1 200 °C a teplota atomizace 2 025 °C.

Pro zjisténi vhodnosti zavedeni metody do praxe, musela byt vyuzita metoda standardniho
ptidavku. Kde v pfipadé metody bez pfitomnosti modifikatoru byla navratnost standardu
manganu 110,7 % a zeleza 73,36 %. Coz je v ramci 10-15% odchylky neakceptovatelné.
Ve varianté¢ s pfidavkem modifikatoru, byla navratnost pfidavku manganu 93,93 %
a zeleza 95,99 %. Simultanni metoda stanoveni manganu a zZeleza s pritomnosti modifikatoru
s aplikaci na povrchové a podzemni vody byla timto potvrzena za vyhovujici. Celkem bylo
zméfeno 12 vzorkll povrchovych vod, konkrétné z feky Svratky a 4 vzorky studni¢ni vody.
Koncentrace manganu v fece Svratce se pohybovala od pfiblizng 85 pgl! do 97 pgl™.
Koncentrace zeleza byla v rozmezi cca 123 az 1072 ug 1"l Pficemz nejvy$si obsah téchto prvki
byl detekovan na vytoku z Cistirny odpadnich vod. U studni¢nich vod se koncentrace zeleza
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pohybovala v rozmezi ptiblizné 50 pgl™" az 412 pg.l™. Koncentrace manganu byla stanovena
pod limitem detekce.

Posledni metodou je simultanni stanoveni kadmia (228,802 nm) s citlivosti 100 % a Zeleza
(228,725 nm) s citlivosti 0,91 %. Optimalizace probéhla na vzorcich ¢ajovych listka, kdy byla
zvolena teplota pyrolyzy kadmia 700 °C a teplota atomizace 1250 °C, pfiemz v tomto
atomiza¢nim kroku probéhla i pyrolyza zeleza. Naslednym navySenim teploty na 2 150 °C
atomizovalo 1 Zelezo. Jedna se o tzv. o dvoukrokovou atomizaci. Celkovy obsah kadmia
v &ajovych listcich byl v rozmezi cca 45-118 pg.kg!, ve vodném vyluhu byla koncentrace
kadmia pod limitem detekce.

Vyhodami simultanniho stanoveni na atomovém absorpcnim spektrometru je oproti
sekvencni analyze predevSim menS$i spotfeba chemikalii, at uz se jednda o standardy,
modifikatory, kyseliny nebo argon, ale také mensi opotiebeni grafitové kyvety a ¢asova tispora
celkové doby méfeni. Mezi nevyhody lze zaradit vysokou naro¢nost optimalizace a omezeny
pocet vhodnych kombinaci vinovych délek.

Vystupem této diplomové prace je také navrh laboratorni tlohy pro zavedeni simultanni
analyzy do vyuku.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AAS atomova absorp¢ni spektrometrie

CCD charge coupled device

CRM certifikovany referen¢ni material

ET-AAS atomova absorp¢ni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci

FAAS atomova absorp¢ni spektrometrie s plamenovou atomizaci

FCH VUT Fakulta chemicka Vysokého ucena technického v Brné

HR-CS AAS vysokorozliSovaci atomova absorp¢ni spektrometrie s kontinualnim zdrojem
zateni

ICP induk¢né vazané plazma

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

OES Optickéa emisni spektrometrie
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11 PRILOHY
11.1 Teplotni programy
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Priloha 1: Teplotni program pro stanoveni niklu a Zeleza v caji a piide, 1 — suSeni, 2 — pyrolyza,
3 — privod plynu, 4 — atomizace, 5 — cisténi kyvety
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Priloha 2: Teplotni program pro stanoveni manganu a Zeleza ve vodcdch, bez pritomnosti
modifikatoru, 1 — suSeni, 2 — pyrolyza, 3 — privod plynu, 4 — atomizace, 5 — Cisténi kyvety
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Priloha 3: Teplotni program pro stanoveni manganu a Zeleza ve voddch, s pritomnosti
modifikdtoru, 1 — suSeni, 2 — pyrolyza, 3 — privod plynu, 4 — atomizace, 5 — Cisténi kyvety
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Priloha 4: Teplotni program pro stanoveni kadmia a Zeleza v caji, 1 — suSeni, 2 — pyrolyza,

3 —privod plynu, 4 — atomizace ¢. 1, 5 — atomizace ¢. 2, 6 — Cisténi kyvety
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11.2 Navrh laboratorni tlohy pro zavedeni simultanni analyzy do vyuku
11.2.1 Simultanni stanoveni manganu a Zeleza ve vodach

Ukoly
e Priprava kalibracnich roztoku a vlastnich vzorkt vod
e Simultanni stanoveni manganu a zeleza ve vodach

Teorie

Atomova absorpéni spektrometrie je jedna z nejrozSifenéjSich metod, pro kvantitativni
stanoveni vice nez 60 prvki. Touto analytickou metodou lze analyzovat vzorky s obsahem
analytu v rozmezi koncentrace od pg.l™ az po g.I"!. Princip stanoveni je zaloZen na pievedeni
vzorku do plynného stavu a nasledné absorpci zafeni vzniklymi volnymi atomy analytu.
Atomova absorpcni spektrometrie je v prvé fadé vyuzivana jako sekvenéni analyticka metoda.
V posledni dobé se ovSem vyviji metody zalozené na simultannim stanoveni vice prvkd.
K tomu je nutnd patficnd instrumentace AAS. Musi obsahovat vysokotlakou xenonovou
vybojku, kterd je schopna generovat kontinualni spektrum v celém rozsahu vinovych délek,
185-900 nm. Vynikajici intenzita xenonové vybojky, spole¢né s Echelle monochromatorem
s vysokorozliSovaci schopnosti a CCD detektorem, zaji§tuje vyborny pomér signalu a Sumu.
Vyhodami simultanniho stanoveni je niz8i spotfeba chemikalii, men§i opotfebeni grafitové
kyvety a Casova uspora. Mezi nevyhody ovSem patii ¢asova naroCnost pii optimalizaci
a omezeny pocet vhodnych kombinaci vinovych délek.

Pomicky
AAS ContrAA 800D, mikropipety, odmérné baiky, laboratorni sklo

Chemikalie
Kalibra¢ni  standard (Fe)=1000,0+0,002 mg/l, kalibra¢ni standard manganu
(Mn) =1 000,0 + 0,002 mg/l, kyselina dusi¢na konc. p.a., Milli-Q voda

Nastaveni metody

Priloha 5: Parametry simultdnniho stanoveni manganu a Zeleza ve voddch

Prvek Vinova délka Clt})lVOSt RozliSeni Modifikétor
[nm] [%6] [px1]

Mangan 210,9580 1,8 3 Pd(NO3)2

. +

Zelezo 210,8960 0,59 3 Mg(NOs),
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Priloha 6: Teplotni program pro stanoveni manganu a zZeleza ve voddch, s pritomnosti modifikdtoru

Proces Teplota | Narust t(_a})loty Doba zdrzeni | Celkovy ¢as
[°C] [°C.s7] [s] [s]
SusSeni 100 5 10 24,0
Pyrolyza 1200 300 10 13,2
Pfivod plynu | 1200 0 5 5,0
Atomizace 2025 1500 4 4,6
Cisténi kyvety | 2450 500 4 4.9

Pracovni postup
e Pfiprava kalibracnich roztokt a vlastnich vzorkt vod

V programu ASpect CS zvolte metodu Mn, Fe 210 nm s modifikatorem. Pfipravte smésny
kalibra¢ni roztok manganu a Zeleza o koncentraci Mn (500 pg.I™") a Fe (1 000 pg.I™"). Kalibra¢ni
kfivka bude v rozsahu Mn 0-350 pg.l! a Fe 0-900 pg.I"!. Pocet kalibracnich bodii je mozné
upravit, je na zvazeni vyucujicim. Vlastni vzorky odebrané do vzorkovnic je nutné konzervovat,
500 ul HNOs na 100 ml vzorku vody. V zalozce programu Sample ID zvolit pocet vzorkd,
nalezité je popsat a v piipadé fedéni vzorkd zménit hodnoty ve sloupci Pre-DF, pokud fedi
uzivatel, nebo AS-DF zdali méa vzorky fedit AAS. V okénku Sequence potvrdit stanoveni
kalibrace a zmeénit pocet stanovenych vzorku.

e Simultanni stanoveni manganu a zeleza ve vodach
Zkontrolujte nastaveni metody dle Ptiloha 5, Ptiloha 6 a v ikon€ Multi-line evaluation, ovéite
zda bude stanoveni probihat simultann€. Do pfislu§nych pozic autosampleru vlozte okyselenou
vodu (500 ul HNOs na 100 ml mQ vody), smés modifikatoru Pd(NO3), a Mg(NO3),, smésny
standard a vlastni vzorky. Pomoci ikony Run sequence pojmenujte soubor, zvolte umisténi
souboru a spust’te stanoveni.

Obsah protokolu
e Teorie — AAS, simultanni analyza, vyhody a nevyhody
e Schéma spektrometru AAS ContrAA 800D
e Postup — v trpném rodé€ a minulém Case popsat pfipravu a samotné méfeni
e Vyhodnoceni vysledkt, vcetné odchylky a komentare
e Zavér — zhodnotit pribéh méfeni a okomentovat vysledky

Zpracovani vysledku

Z naméfenych dat sestrojit graf zavislosti absorbance na koncentraci A=f(c) a vyhodnotit
koncentraci manganu a zeleza ve vzorcich. Hodnoty Ize porovnat a okomentovat s vyhlaskou
252/2004 Sb., ktera stanovuje limitni koncentrace prvka v pitné vodé.
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