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ABSTRAKT

Cilem ptedkladané prace bylo vyvinout metodu pro speciaéni stanoveni
anorganickych (seleniCitan sodny, selenan sodny) a organickych sloucenin
(selenomocovina, selenocystin, selenomethionin) selenu. Pro separaci jednotlivych
specii selenu byla pouzita iontové vyménna kapalinova chromatografie s kolonou
snavazanym silnym anexem. Metoda elektrochemického generovani tékavych
sloucenin byla pouzita jako nésledna derivatizacni technika pro spojeni kapalinové
chromatografie s prvkové specifickym detektorem — atomovym absorpcnim
spektrometrem s kfemennym atomizatorem.

Nejprve byly optimalizovany parametry aparatury pro elektrochemické
generovani t¢kavych forem selenu pro jednotlivé zkoumané specie selenu. Nasledné
byly nalezeny optimalni separa¢ni podminky pro oddéleni danych sloucenin selenu
technikou HPLC. V optimalizované kombinované aparature HPLC-EcHG-QFAAS
byly proméieny kalibra¢ni zavislosti pro dané specie selenu a byly ur¢eny zakladni
analytické charakteristiky pro jednotlivé slouceniny selenu.

Na zéavér byla navrzena speciatni metoda kombinovaného stanoveni
jednotlivych specii selenu testovana na vzorcich moci. Vzorky moci byly spikovany
a byly porovnany ziskané smérnice kalibracnich zavislosti se smérnicemi ziskanymi
u modelovych roztokti. Na zakladé téchto srovnani je mozné fici, Ze navrZena
kombinovana metoda umoznuje stanoveni vybranych specii selenu jak ve vodné

matrici, tak 1 v matrici moci.

Piedmétova slova:

Spektroskopie, analytickd chemie

Klic¢ova slova:
Atomova absorp¢ni spektrometrie, elektrochemické generovani t€kavych sloucenin,

selen, speciacni analyza selenu, iontov€ vyménna chromatografie



ABSTRACT

Previously, selenium was known as an element with negative properties.
However, in the last century, the significant positive effects on human health were
detected. Currently, the function, behavior and toxicity of selenium are still not well
known. The key to understand it is to do speciation analysis.

The aim of this diploma thesis is to develop method for determination
inorganic (sodium selenite and selenate) and organic (selenourea, selenocystine,
selenomethionine) selenium compounds. Parameters of apparatus for electrochemical
hydride generation with atomic absorption spectrometry detector were optimized,
final conditions were set and optimal conditions for separation process using HPLC
were investigated.

Calibration dependences for selenium compounds were measured and
analytical figures of merit were investigated. In conclusion, a coupled method
HPLC- EcHG- QFAAS for determination of individual selenium compounds was
proposed, and it was tested on urea samples. Calibrations for these measurements
were investigated and analytic characteristics were calculated. Based on these
comparisons it can be said that proposed method allows the determination of selected

selenium compounds in both aqueous and urea matrices.

Subject words:

Spectroscopy, analytical chemistry

Key words:
Atomic absorption spectrometry, electrochemical generation of volatile
compounds, selenium, speciation analysis of selenium, ion exchange

chromatography
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Seznam zkratek a symbolu

A Absorbance

AAS Atomova absorp¢ni spektrometrie

AES Atomova emisni spektrometrie

AFS Atomova fluorescencni spektrometrie

anolyt Roztok protékajici anodovym prostorem elektrolytické
cely

ASV Elektrochemicka rozpoustéci voltametrie

CFA Kontinualni pritokova analyza

c Koncentrace analytu v absorpénim prostiedi

Ckat Koncentrace katolytu

CZE Kapilarni zénova elektroforéza

DF Atomizator s difiznim plaminkem

DPV Diferenc¢ni pulzni voltametrie

EMA Elektronovéa mikroanalyza

ET-AAS AAS s elektrotermickou atomizaci

FIA Pritokova injek¢ni analyza

FIGS Atomizatory typu plamének v kiemenné trubici

F-AAS AAS s plamenovou atomizaci

HCL Vybojka s dutou katodou

HG-AAS AAS s generaci t€kavych sloucenin

I Generacni elektricky proud

ICP Induk¢né vazana plazma

IEC Iontové vyménna chromatografie

IR Infracervend spektrometrie

katolyt Roztok protékajici katodovym prostorem elektrolytické
cely

/ D¢lka absorp¢niho prostiedi

LOD Mez detekce

LOQ Mez stanovitelnosti

MIP Mikroviné€ indukovana plazma

MS Hmotnostni spektrometrie

NAA Neutronova aktivacni analyza
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NMR
RFS
Ry
Vvz

VAr
Se'"
SeV!
SeCys
SeMet
SeU
Ir

Iy

Wp

B,

$o

Nukledrni magneticka rezonance

Rentgenova fluorescen¢ni spektrometrie
Rozliseni

Prttokova rychlost vzorku

Priatokova rychlost nosného plynu

Selenicitanovy anion

Selenanovy anion

Selenocystin

Selenomethionin

Selenomocovina

Retencni ¢as

Mrtvy Cas

Sitka piku pti zakladné

Utinnost konverze analytu na tékavou slou¢eninu
Utinnost generace tékavé slou¢eniny

Utinnost prevodu generované tdkavé sloudeniny
z kapalné do plynné faze

Utinnost transportu tékavé slougeniny

Atomovy absorp¢ni koeficient

Intenzita zafeni proslého analytem

Intenzita zatfeni nezeslabeného analytem



1. Uvod

1.1 Cile diplomové prace

Tato diplomovd prace pokracuje v systematickém studiu moZnosti
elektrochemického generovani t€kavych sloucenin pro potieby atomové absorpcni
spektrometrie. Vzhledem k tomu, Ze pii elektrochemickém generovani je potlacena
celd fada nevyhod chemického generovani, je dnes velice studovanou a ¢im dal
roz$ifenéj$i technikou.

Elektrochemické generovani slouzi k zavadéni vzorku v plynné fazi do
atomizatoru a muze byt také vyuZito jako derivatizatni technika pfi
spojeni kapalinové chromatografie s prvkové selektivnim detektorem ve speciacni
analyze.

Funkce, chovani a toxicita selenu nejsou v soucasné dobé¢ stile dokonale
znamy a vzhledem k tomu, ze se objevuji informace o udajné karcinogenité, jinde o
funkci protirakovinné, jsou odpovédi na tyto otazky velice aktualni. Abychom
pochopili chovani a funkce selenu, je uzitecné pouzit speciani analyzu — toxicita
obecné zavisi na sloucening, ve které se selen vyskytuje.

Jednim z cild této prace je optimalizace parametrQi aparatury spojujici
elektrochemické generovani tékavé slouceniny s detekci atomovou absorpcni
spektrometrii pro stanoveni anorganickych i organickych sloucenin selenu.

Dalsim tkolem je pak nalezeni vhodnych separacnich podminek pro déleni
vybranych sloucenin selenu a vneposledni tad¢ také zjisténi zdkladnich

charakteristik stanoveni jednotlivych specii selenu.
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2. Teoreticka cast

2.1 Metody stopové prvkové analyzy

Vzhledem k tomu, Ze v dne$ni dobé¢ je nutné znat stopové koncentrace danych
prvkt — at’ uz pii kontrole kvality zivotniho prostfedi, pfi rozboru biologickych,
geologickych nebo medicinskych vzorkii — stavaji se metody stopové prvkové
analyzy vyznamnym odvétvim analytické chemie.

Mezi metody stopové a ultrastopové prvkové analyzy patii atomova absorpéni
spektrometrie (AAS) nejcastéji bud’ s elektrotermickou atomizaci (ETA), nebo ve
spojeni s generovanim té€kavych sloucenin (HG), atomova emisni spektrometrie
(AES) s riiznymi budicimi zdroji — elektricka jiskra, indukéné vazané plazma (ICP),
mikrovinné vazané plazma (MIP), atomové fluorescencni spektrometrie (AFS),
hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou pouzitou jako budici zdroj
(ICP-MS), neutronova aktiva¢ni analyza (NAA), metody laserové a rentgenové
spektrometrie, tj. elektronova mikroanalyza (EMA) a rentgenova fluorescencni
spektrometrie  (RFS). Z elektrochemickych metod sem miZzeme zafadit
elektrochemickou (anodickd, adsorpcni) rozpoustéci voltametrii (ASV, AdSV) a
elektroanalytické metody za nestacionarnich podminek, jako je napft. diferencni
pulzni voltametrie (DPV).

U téchto metod je vyzadovana vysoka citlivost (meze detekce (LOD) a
meze stanovitelnosti (LOQ) vitadu jednotek ppb & ppt, tedy pg-dm™
& ng-dm™), vysoka reprodukovatelnost a opakovatelnost méfeni a samoziejmé i

robustnost analytického procesu'.

2.2 Speciacni analyza

V dne$ni dobé ovSem neni dostaCujici informace o celkové koncentraci
daného prvku, ve vétsing ptipadil je dilezité zjistit formu, ve které se analyt nachazi.
Nékteré¢ formy daného analytu mohou byt totiz toxické, jiné nikoliv, a v téchto

ptipadech je informace o koncentraci veskerého analytu nedostate¢na®.
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Ptikladem miize byt pravé v této praci studovany selen. Jeho vlastnosti a
chovani v ekosystémech i lidskych organismech jsou ¢asto diskutované® — selen je
povazovan za antioxidant, jindy za karcinogen, za dilezity pro muZskou plodnost,
prevenci ptred kardiovaskuldrnimi onemocnénimi a odpovéd mizeme ziskat pouze
znalosti dané formy. Podobn¢ jako napf. u arsenu maji nejvyssi toxicitu anorganické
formy selenu, pfiemz Se' je toxi¢t&jsi nez Se"'. Z organickych sloudenin selenu
vykazuje nejvyssi toxicitu trimethylselenoniovy ion.

Specia¢ni analyzou tedy minime stanoveni jednotlivych specii daného
analytu. Co se tyka postupu, nejdiive obvykle provedeme separa¢ni krok a oddélime
jednotlivé specie. Ktomu je zpravidla pouzita chromatografie nebo néktera z
elektromigrac¢nich metod. Z chromatografickych metod se pouziva iontové vymeénna
chromatografie (IEC), chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC) gelova
permeacni chromatografie (SEC), kapilarni zonova elektroforéza (CZE).

Poté pouziji k detekci prvkové selektivni detektor, jako napt. nékterou z
metod atomové spektrometrie, a nakonec k identifikaci formy napf. hmotnostni
spektrometrii (MS), nukledrni magnetickou rezonanci (NMR) nebo infraervenou
spektrometrii (IR).

Speciacni analyza muze byt provadéna bud’ offline — jednotlivé kroky jsou
oddéleny, nebo online — instrumentace je propojena. Nejcastéj$i jsou tandemové
techniky” GC-ICP-MS, GC-AFS, HPLC-HG-AAS, HPLC-HG-AFS.

Upftednostiiovany jsou obecné online techniky pied offline technikami.

2.3 Atomova absorp¢ni spektrometrie

Jedna se o metodu patfici mezi mladsi fyzikalné-chemické metody.
Prvni atomovy spektrometr byl zkonstruovan az roku 1953 Walshem’. Metoda
atomové  absorpéni  spektrometrie = vyuzivd ke  stanoveni  absorpce
elektromagnetického zafeni volnymi atomy danych prvkti nachdzejicich se
v plynném stavu. Kazdy druh atomu je charakterizovan urcitou energetickou
hladinou fotoni a pocet absorbovanych fotoni je piimo umérny koncentraci
stanovovanych atomi. Metoda umoziuje stanoveni vice nez 60 prvkl, kovovych
prvkli a metaloidi a v soucasnosti patfi k nejpouzivanéjSim metoddm prvkové

analyzy a to zejména z diivodi dobré selektivity, rychlosti a vysoké citlivosti, coz je
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typické zvlast¢ pro pouziti elektrochemické atomizace. Toto spojeni je diky

jmenovanym charakteristikdim vyuzivano pro stopovou a ultrastopovou prvkovou

analyzu fady vzorkl z oblasti biologické, medicinské, geologické, environmentalni

analyzy, ale 1 pro kontrolu v fadé odvétvi potravinaiského, elektrotechnického i

chemického primyslu.

Instrumentace pro atomovou absorpcni spektrometrii je sloZena obecné

z nasledujicich ¢asti:

e zdroj zareni — jde o zdroj, ktery dokaze emitovat zéaieni o stejné

vlnové délce jako analyt, a tudiz umoziuje absorpci zafeni
analytem. Jedna se o ¢arovy zdroj zafeni, coZ znamena, Ze emituje
intenzivni zatfivou energii soustfedénou do uzkych spektralnich
intervalll. V praxi se jednd vzdy o zhaveny stanovovany kov a jsou
pouzivany: vybojka sdutou katodou (HCL), bezelektrodova
vybojka, popt. superlampa. Pro korekci nespecifické absorpce
pozadi je pouzivana deuteriova vybojka, popft. lepsi a cenové méné
dostupné systémy (Smith-Hieftje, korekce s pouzitim Zeemanova
jevu).
atomizator — zde dochazi ktvorbé volnych atoml v zikladnim
energetickém stavu, které absorbuji zafeni z priméarniho zdroje.
opticky systém spektrometru — slouzi k vymezeni zafeni o urcitém
intervalu vlnovych délek. Paprsek zafeni je veden ze zdroje pies
absorp¢ni prostiedi do disperzniho prvku. Po vystupu z disperzniho
prvku je zéatfeni fokusovano na detektor. Disperzni systém je tvofen
zrcadly, odraznou mfizkou a Stérbinami.
detektor — zafizeni prevad¢jici energii zafeni v jinou, lépe méfitelnou
veli¢inu — nejcastéji elektricky proud. Nejrozsifenéjsi jsou v soucasné
dobé polovodiCovy detektor fungujici na zdkladé¢ wvnitiniho
fotoelektrického jevu nebo fotonasobi¢ vyuzivajici  vnéjsi
fotoelektricky jev. Detektor méfi stfidavé intenzitu dopadajiciho
primarniho zafeni, atomizatorem pro§lého zareni a intenzitu pozadim

zeslabeného zateni z deuteriové vybojky.

Vlastni signal se potom vyjadri jako rozdil intenzit téchto paprski a je pro néj

platny Lambertav-Beeruv zakon:
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Az—log(Z):K-c-l, (1)

0
kde A je absorbance, @ je intenzita zafeni proSlého analytem, @, je
intenzita zafeni nezeslabeného analytem, x je atomovy absorp¢éni koeficient, ¢ je
koncentrace analytu v absorpénim prostiedi a / je délka (tlouStka) absorpcniho
prostiedi.
Podle toho, jakym zpisobem dojde k pfevodu prvku do atomarniho stavu,
délime metody atomové absorpéni spektrometrie do tii skupin®:
e AAS s plamenovou atomizaci: F-AAS
e AAS s elektrotermickou atomizaci: ET-AAS
e AAS s generaci t¢kavych slou¢enin: HG-AAS

Vyhodami plamenové atomizace jsou nizké pofizovaci naklady,
robustnost a mensi sklony k interferencim. OvSem vzhledem k tomu, ze detek¢ni
limit je podstatné horsi nez u ostatnich zplisobu atomizace, neni tato metoda vhodna

pro ultrastopové stanoveni.

Elektrotermicka atomizace je casto pouzivanou technikou, a to zejména
diky vysoké citlivosti a minimalni spotiebé vzorku. Nevyhodami jsou naopak velké
interference, vysoké potfizovaci naklady a nizkd robustnost. Ackoliv byva tato
metoda ¢asto nahrazovdna hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem
(ICP- MS), stale patii mezi jednu z nejcitliv§jSich metod, jak miZeme vidét na

Obr. 2.1.

Metoda generovani tékavych sloucenin spojuje vyhody obou
predeslych technik, a to zejména citlivost’ (obzvlasté pii pouziti technik kolekce
vygenerované tékavé slouceniny), omezeni interferenci zakoncentrovanim analytu
v optické draze spektrometru a separaci analytu od matrice vzorku. Jedind zasadné;si
nevyhoda spociva v tom, ze touto technikou je moZno stanovit jen analyty tvorfici

tékavé slouceniny.
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Typické rozsahy hodnot detekénich limitu
pro nejrozsirenéjsi metody atomové spektrometrie

F - AAS

AES - ICP (radilni)
AES - ICP (axialni)

HG - AAS

ET - AAS
ICP - MS
1

LY

L4
1 1 1

1 1
100 10 1 0,1 0,01 0,001
Rozsah hodnot detekénich limita (ng.ml‘l)

Obr. 2.1 Porovnani mezi detekce nejbéznéjsich atomovych spektralnich metod

2.4 Generovani tékavych slou¢enin pro potreby

metody AAS

Skutecnost tvorby kovalentnich tékavych hydrida je zndma jiz vice nez 150
let a to diky provedeni Marshovy a Gutzeitovy zkousky’. Vodikovy radikal byl
ziskan reakci Zn s kyselinou (nej¢astéji chlorovodikovou) a nésledné tento radikal
reagoval se slouceninou As za vzniku arsanu.

Vyuziti této reakce pro analytické ucely ovSem nastalo az na pielomu
Sedesatych a sedmdesatych let minulého stoleti pfi snaze ptrekonat obtiZe spojené
s plamenovou atomizaci slou¢enin arsenu a selenu.

Problémy spocivaly zejména v potiebé pouziti vysokych teplot potfebnych
k atomizaci. Jedna se totiz o polokovy, a tudiZ je nutna vyssi teplota atomizace nez u
kovii. Vyznamné analytické ¢ary lezi na vlnovych délkach 193,7 nm a 196 nm a
vzhledem k tomu, Ze pii plamenné atomizaci dochazi k pohlcovani zafeni okolni

atmosférou, vede to ke snizeni citlivosti stanoveni.
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Nejcastéji generovanymi tékavymi slouceninami jsou tedy uz zminéné
kovalentni hydridy arsenu a selenu a dale také antimonu®, bismutu, teluru, germania,
cinu’, olova, india, thalia'® a slou¢eniny n&kterych drahych a piechodnych kovii'’.

Mezi specialni techniky pak patfi generovani studenych par rtuti'? a kadmia,
kde je generovan tékavy elementarni analyt.

Déle je mozno generovat tékavé chelaty, alkyly, karbonyly, oxidy a
halogenidy.

Ucinnost generace tekave slouceniny B, miZeme charakterizovat jako'?:

Be=B.-B, B 2)

kde B, piedstavuje ucinnost konverze analytu na t€kavou slouCeninu, B,

ucinnost pievodu generované té€kavé slouCeniny zkapalné do plynné faze

a B, ucinnost transportu té¢kavé slouceniny.

2.5 Techniky generovani tékavych sloucenin

Techniky generovani obvykle délime podle toho, zda byl hydrid vytvofen
pfimym pfenosem, nebo byla predtim pouZita technika kolekce analytu.

Do ptimého pienosu fadime davkové metody a pratokové metody. Nejcastéji
pouzivanymi pritokovymi metodami jsou metody pritokové injekéni analyzy (FIA)
a kontinualni priitokové analyzy (CFA). K zakoncentrovani analytu je v soucasné
dobé nejoblibengjsi kolekce vymrazovanim. Techniky generovani té€kavych
sloucenin (nej€asteji hydridit) mizeme délit dle zplsobu tvorby tékavé slouceniny

na:

2.5.1 Chemické generovani

Pfi tvorbé hydridu chemicky je pouzito redukéni cinidlo, v soucasnosti
nejcastéji tetrahydroboritan sodny. Roztok NaBH, se obvykle pfipravuje v zdsaditém
prostiedi, dale se filtruje a uchovava se zmrazeny. Atomarni vodik potfebny k tvorbé

hydridu vznikd reakci reduk¢niho ¢inidla s kyselinou (nejcastéji chlorovodikovou),
jak vidime z této rovnice: NaBH, + 3 H,O + HCI > H3BO;+ NaCl+ 8 H'
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8 H + Se'¥ — SeH, + 3 H, (nadbytek)

Vzhledem k tomu, Ze vyvin vodiku je velice intenzivni, dochdzi ke zvySeni
prutokové rychlosti hydridu a vodiku a G¢innost transportu se zvysuje.

PrestoZe je tato technika stale nejCastéji vyuzivana, ma i své nevyhody.

Touto technikou neni mozné stanovat vSechny oxidacni stavy analyti. Pfi
stanoveni As’, Sb" a Se" je nutno provést predredukéni krok a pievést je do nizsiho
mocenstvi, jinak je stanoveni nemozné. Pro predredukci As' a Sb¥ se v praxi
nejcast&ji pouziva L-cystein nebo jodid draselny'®. Pro Se"! to neni mozné; tam se
vyuzivéa zahtati vzorku na 30 min v 6M HCI ve vodni ladzni (95 - 100°C). VSechny
tyto operace zvySuji Cas stanoveni a vybizi tak k pouziti alternativni techniky

elektrochemického generovani.

2.5.2 Elektrochemické generovani

Pti této technice vznika tékava sloucenina prichodem elektrického proudu
vzorkem v piitomnosti pouze velice Cistych kyselin. Jak je na prvni pohled zjevné,
hlavni vyhodou této techniky je zejména omezeni problému s pfitomnosti redukéniho
¢inidla — tetrahydroboritanu sodného. Jediné, co se ptidava ke vzorku, je katolyt -
kyselina chlorovodikovd o vysoké Ccistoté, takze pravdépodobnost kontaminace
vzorku se znacné snizuje. To umoziiuje dosahnout velice nizkych hodnot mezi
detekce a stanovitelnosti. Také je mozno tuto techniku vyuzit u atomové emisni
spektrometrie s mikrovinné indukovanym plazmatem (MIP-AES) nebo indukéné
vazanym plazmatem (ICP-AES) a hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS). Navic touto technikou neni problematické stanoveni analyti
s vyssi valenci, a neni tedy nutnost provadét predredukci téchto analytu.

Uginnost generovani tdkavych sloudenin je zavisld na konstrukci
elektrochemické cely, na druhu pouzité¢ho katodového materialu a na plose elektrody.
Dalsimi aspekty ovliviiujicimi G¢innost je pritokova rychlost vzorku a nosného
plynu a déle velikost generacniho elektrick¢ého proudu. Problematikou ucinnosti se
zabyva fada autorti’’. Elektrochemické generovani tékavych hydridi v davkovém
uspotadani bylo zavedeno do metod atomové spektrometrie Riginem'® a jeho
spolupracovniky v 70. letech minulého stoleti. Kontinudlni generovani se pak

pouziva od poloviny 90. let.
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Aparatura pro elektrochemické generovani se skldda z nasledujicich casti:
prutokového systému, prutokové elektrolytické cely, zdroje konstantniho proudu,

separatoru fazi, zadsobniku s nosnym plynem a spojovaciho materidlu.

2.5.2.1 Reakéni mechanismus elektrochemického generovani

Mechanismus tvorby tékavych produkti na povrchu generaéni elektrody
miiZeme popsat tfemi po sobé& probihajicimi procesy'’:
e Depozice analytu na povrchu katody a jeho redukce na vysledny
oxida¢ni stav 0.
e Reakce deponovaného analytu s vodikovym radikalem, ktery vznika
na povrchu katody.
e V poslednim kroku je vznikla t€kava sloucenina desorbovana z povrchu

elektrody.

V prvnim kroku dochazi k depozici analytu na povrch elektrody a nésledné je
analyt redukovén na oxidacni stav 0. Jedna se o pfenos naboje a tato reakce probiha
v silng kyselém prostiedi. U¢innost depozice a nasledujici redukce je zavisla na
velikosti negativniho potencidlu na katod€. Nejnegativnéj$iho potencidlu miizeme
dosahnout na elektrodach, kde je nejvétsi prepéti vodiku a zaroven mala proudova
hustota. Zde vidime pro ilustraci, jak roste piepéti vodiku u Casto pouzivanych
elektrodovych materidlu: Pt < Au < Ag <skelny uhlik< Cd < Hg-Ag <Pb .

Druhy proces muze probihat dvéma mechanismy, jak ve své praci popisuje
Denkhaus, a to podle velikosti pfepéti vodiku na dané -elektrodé pfi
elektrochemickém generovani. U katod s nizkym prepétim vodiku jako je Pd, Pt, Au,
Ag probiha reakce elektrokatalytickym mechanismem, zatimco u katod, kde je na
povrchu ptepéti velké, jako je u Cd, Pb, Hg, dochazi k pribéhu reakce
mechanismem elektrochemickym. Oba mechanismy se zakladaji na Volmerové
reakci, ktera predpoklada vznik vodikovych atoml deponovanych na povrchu
katody:

Kt + H;0" + e — Kt-H + H,O
kde Kt je katoda.
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Elektrokatalyticky mechanismus probiha v nékolika krocich. Poc¢éate¢nimi
reaktanty jsou vodikové atomy deponované na katodé s nasorbovanymi
redukovanymi atomy hydridotvorného prvku (A). K desorpci z povrchu katody mtize
dojit pouze u kone¢ného produktu.

Kt-H + Kt-A — Kt + Kt-AH
Kt-AH + nKt-H — nKt + Kt-AH,+; — (n+1)Kt + AHy+
Tyto reakce mohou byt doplnény rekombinacni reakci adsorbovanych atomi
vodiku na molekularni vodik, tzv. Tafelovou reakci:
Kt-H + Kt-H — 2 Kt + H,
Hlavnim pifedpokladem elektrochemického mechanismu je reakce
deponovanych atomi vodiku s H;O" ionty probihajici v roztoku katolytu:
Kt-H + H;0" — Kt-H," + H,0
Vodik je pak desorbovén z povrchu katody redukci, tzv. Heyrovského reakci:
Kt-H," +e — Kt + H,

Hydridy potom vznikaji redukci hydridotvorného prvku adsorbovaného na
povrchu elektrody a jeho naslednou reakci s H;O' ionty obsazenymi v katolytu a to
pies fadu meziprodukti:

Kt-Se + ¢ — Kt-Se

Kt-Se” + H;0" — Kt-SeH + H,O
Kt-SeH + e — Kt-SeHKt

SeH + H30" — Kt + SeH, + H,0

Souhrnné mizeme tyto procesy popsat reakci:

Kt-A + me + mH;0" — AH,, + mH,O + Kt

Jak jiz bylo zminéno, vSechny tyto procesy probihaji na povrchu katody.
Deponovani z povrchu katody je mozné az u kone¢ného produktu. Vzhledem k tomu,
ze se velmi Spatné¢ urCuje hranice, kdy probiha jest¢ reakce mechanismem
elektrokatalytickym a kdy uz mechanismem elektrochemickym, je pravdépodobné,
ze na elektrodéch se sttednimi hodnotami pfepéti vodiku probihaji souc¢asné oba tyto
mechanismy.

Oba tyto mechanismy nadm objasiiuji niz$i ucinnost elektrochemického
generovani pii pouZiti elektrod s niz§im prepétim vodiku. Tafelova 1 Heyrovského
reakce jsou kompetitivni s reakcemi, pfi kterych se tvoii hydridy. Protoze pii

elektrokatalytickém mechanismu je sorpce vodiku na povrch katody snazs§i nez
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sorpce analytu, je pii tomto mechanismu ucinnost nizs§i. Ta je zpusobena i
prostorovymi efekty na povrchu zaporné elektrody — musi zde byt v tésné blizkosti
deponovén jak redukovany analyt, tak i vodik. Pfi elektrochemickém mechanismu

muze byt k navdzani analytu vyuZita celd plocha elektrody.

2.5.2.2 Transportni systém

Transportni systém zajiStuje pohyb roztoku, ktery protéka katodovym
prostorem (katolyt) a anodovym prostorem (anolyt) elektrolytické priutokové cely.
Tvofi ho multikandlové peristaltickd pumpa a ptislusné Cerpaci hadi¢ky. Zapojeni je
pak uzptisobeno pouzivané technice. Moznosti zapojeni vzorku jsou bud’ injekéné do
proudu katolytu dévkovacim ventilem déavkovaci smyckou daného objemu nebo
solenoidovym ventilem z dalSiho kanéalu (doba sepnuti ur¢uje nadavkovany objem)
nebo je vzorek kontinualng pfivadén dalS$im kanalem s katolytem (spojeno pies ,, T
spojku) nebo misto katolytu. MoZnosti Cerpani analytu jsou bud kontinualni

proudéni, nebo recirkulace'™"’

2.5.2.3 Elektrolyticka pritokova cela

Pritokova elektrolyticka cela je mistem, kde dochdzi ke vzniku tékavé
slouceniny. Jejimi zdkladnimi slozkami jsou dvé ¢asti — katodovy a anodovy prostor.
Vzhledem k tomu, Ze neni vhodné, aby produkty tvofici se v anodovém prostoru
pronikaly do prostoru katodového, je nutno tyto prostory oddélit. K oddéleni se
pouzivaji iontové vymeénné membrany (Nafion 117, Nafion 112, Nafion 417, Tailore
1010 aj.)?2!222324:23202728 i keramické porézni trubice. Ty oddéluji reakéni
prostory pritokové cely a zaroven dovoluji priachod elektrického proudu celou.

Co se konstrukce tyka, nejcastéji pouzivana je tenkovrstva pritokova cela
zkonstruovand Linem a Brockmannem. Lze je nalézt scelou tadou
modifikaci®*~°*'**% Spole¢nym prvkem t&chto cel je katodovy a anodovy prostor,
ktery byva zhotoven z rizného materialu (plexisklo, teflon, polypropylen). Cely maji
dale privodni a odvodni kanalky s pfislusnymi konektory. Oba prostory jsou od sebe
oddéleny iontoveé vyménnou membranou a jsou spojeny pomoci svérek nebo Sroubd.

Tvary, velikosti a materidly elektrod jsou odlisné. Materidlem pro katodu

muZe byt stfibro, platina, platinou potazené stiibro, amalgamov¢ sttibro, méd’, skelny
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uhlik, retikuldrni uhlik, pyrolyticky grafit, olovem potazené uhlikové vlakno ¢i
olovo. Pii1 vybéru materidlu elektrody obecné plati, Ze neexistuje univerzalni material
vhodny pro vSechny reakce. Nejvyssi ucinnost generovani poskytuje olovo, ale
reakce je zatiZzena interferencemi. Naopak uhlik a platina poskytuji niz§i G€innosti
generovani nez olovo, ale u platiny pak byly zjistény nejmensi interferencni efekty
ruznych prvki pfitomnych v matrici vzorku.

Tvary katod mohou byt nejcastéji folie nebo desky’®, vlikna, draty®> nebo
granule’®’. Anody byvaji nejéast&ji vyrobeny z folie nebo dratu.

Elektrody byvaji upevnény v katodovém i1 anodovém prostoru a jsou konektory
napojeny do elektrického obvodu. Pro zlepSeni té€snosti cely byva mezi anodovou a
katodovou ¢asti umisténo teflonové tésnéni. Tim je zabrdnéno nechténému uniku
katolytu a anolytu z cely mimo vstupni a vystupni otvory k tomu uréené.

Pavodni konstrukei tenkovrstvé pratokové cely podle Brockmanna si mizeme

prohlédnout na Obr. 2.2.

Obr. 2.2 Tenkovrstva pratokova elektrolyticka cela podle Brockmanna

1 — kontakt, 2 — katodovy prostor, 3 — anodovy prostor, 4 —katoda, 5 — anoda,
6 — nafionova membrana, 7 —tésneni, 8 — privod katolytu, 9 — privod anolytu,

10 — odvod katolytu, 11 — odvod anolytu

Mezi dalsi pouzivané typy patii kompaktni integrovana cela s membranovym

separatorem fazi; ta je k vidéni na Obr. 2.3.
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Obr. 2.3 Tenkovrstvd pratokova cela s integrovanym membranovym

separatorem fazi

1 — katodovy prostor, 2 — anodovy prostor, 3 — nafionova membrana, 4 — privod
katolytu, 5 — privod anolytu, 6 — platinova anoda s médenym kontaktem , 7 — katoda
z oloveného dratku, 8 — odvod do atomizatoru, 9 — odvod do odpadu, 10 — teflonova

membrana, 11 — privod nosného plynu, 12 — separator fazi

PouZiva se ale 1 priitokova cela s odliSnou konstrukei — tubularni generator
znazornény na Obr. 2.4. Katoda je zde sloZena z porézniho skelné¢ho uhliku a je
naplni keramické porézni trubice, kterd oddéluje katodovy a anodovy prostor.
Anodou byva platinovy dratek a je obtocen kolem keramické trubice, celek je
upevnén v teflonové trubici. Katolyt proudi skrz porézni katodu a anolyt pak

prostorem mezi keramickou a teflonovou trubici.
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Obr. 2.4 Pticny fez pratokovym tubularnim generatorem

1 — porézni keramicka trubice, 2 — porézni skelny uhlik nebo rozemlety porézni
skelny uhlik, 3 — platinova dratova anoda, 4 — grafitovy elektricky kontakt, 5 — privod
katolytu, 6 — odvod katolytu, 7 — privod anolytu, 8 — odvod anolytu, 9 — elektricky

kontakt

2.5.2.4 Zdroj konstantniho proudu

Jako zdroj konstantniho elektrického proudu nebo napéti miizeme pouZit

libovolny stabilizovany laboratorni zdroj, ktery mé potiebny vstupni piikon.

2.5.2.5 Separator fazi

Vznikly t€kavy hydrid je nutno oddélit od kapalné matrice. K rozdé¢leni téchto
plynnych produktd (t€¢kavy hydrid a vodik) se vyuzivd celd tada separatori

féZi38’39’40’41

. Jednotlivé typy separatori fazi muzeme rozdélit do nésledujicich
skupin:
e hydrostaticky separator fazi
Tento separator fazi (Obr. 2.5) funguje na principu sifonu, sklada se zU
trubice, plyn odchazi do atomizatoru a kapalina je tlatena do odpadu®’. Vyhodou
hydrostatického separatoru je jeho jednoduchost, nevyhodami jsou Spatnd odolnost

23



vuci pretlaku a velky mrtvy objem. Pti pouziti s FIA zvétSuje disperzi, ale je vhodny

pro kontinualni generovani.

’J"\z ™,
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Obr. 2.5 Hydrostaticky separator fazi obyCejny (A), s moznosti zavedeni

inertniho plynu (B)

1 — privod inertniho plynu, 2 — odvod plynné faze do atomizatoru, 3 — privod reakcni

smesi, 4 — odvod do odpadu

e separator fazi s nucenym odtahem

Tento separator se sklada z malé nadobky, do které je pfivadéna reakéni smés,
dale obsahuje jest¢ dalsi dva otvory a to na odvod kapaliny do odpadu a plynu do
atomizatoru (Obr. 2.6). Pouzitim separdtoru s nucenym odtahem se zbavime hlavnich
nevyhod hydrostatického separatoru — neni problém s podtlakem ani s velkym
vnitinim objemem. Hlavni vyhodou je zamezeni vniknuti kapaliny do atomizatoru.

Nevyhodou je ale nutnost zatazeni dal$i pumpy a dale je dilezité sledovat
odtahovou rychlost, ta musi byt v rovnovaze s rychlosti pfitoku smési, aby nedoslo k

odsavani ¢asti plynnych produktl, a tudiz i analytu.
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Obr. 2.6 Hydrostaticky separator fazi s nucenym odtahem

1 — privod inertniho plynu, 2 — odvod plynné faze do atomizatoru, 3 — privod reakcni

smesi, 4 — odvod do odpadu, 5 — peristalticka pumpa

e membranovy separator fazi
Membranovy separator je slozen z dvou trubicek, které jsou v sob¢. Vnitini je
ze semipermeabilni membrany a propousti plyn, zatimco kapalina zlstava v trubicce.
Vnéjsi trubicka je pak nepropustna a slouzi k odvodu plynné slozky. Membranovy
separator fazi si mizeme prohlédnout na Obr. 2.7. Pfednosti membranovych
separatort fazi je odstranéni jemného aerosolu, ten se v jinych typech separatorti
dostava az do atomizatoru. Problémem byva ovSem stabilita membrany a nizka

reprodukovatelnost.
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Obr. 2.7 Membranovy separator fazi

1 — privod reakcni smési, 2 — privod inetrniho plynu, 3 — odvod plynné faze do

atomizatoru, 4 — membrana
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e sprejovy separator fazi
Jde spiSe o mlznou komoru. Tento separdtor ma hlavni oblast vyuziti pfi

plamenové atomizaci.

2.5.2.6 Nosny plyn

Nosny plyn se pouziva na urychleni desorpce hydridu z povrchu elektrody a
byva piivadén na vstup elektrolytické¢ cely. Déale muze byt zaveden u vystupu
z elektrolytické cely, pfed vstupem do separatoru nebo az do atomizatoru. V téchto
pfipadech je transportnim médiem pomahajicim pohybu t€kavého hydridu do

atomizatoru. Nejcastéji je jim argon nebo dusik.

2.5.2.7 Spojovaci material

Spojovacim materidlem byva nejcastéji teflon. Co se tyka délky spojovaciho
vedeni mezi jednotlivymi Castmi aparatur, snazime se samoziejm¢ co nejvice o
zkraceni jakychkoliv spojl, protoze tim snizujeme povrch, kde maze dojit k soprci

hydridu na povrchu neinertniho materialu.

2.5.2.8 Atomizace tékavych slou¢enin

K atomizaci té¢kavych sloucenin se pouzivd mnoho typid atomizatori, jejichz
vlastnosti by idedlné¢ mély byt: kompletni konverze t€kavé slouceniny na atomy,
vysoka citlivost, minimalni Sum pozadi a odolnost vii¢i interferencim.

V praxi jsou nejcastdji pouZivané kiemenné atomizatory®**

(s difuznim
plaminkem typu inertni plyn — vodik (DF), atomizatory typu FIGS (flame in gas
shield atomizer)), externé vyhiivané¢ kfemenné atomizatory, atomizéatory typu
mnohonéasobného mikroplaménku (multiatomizator) a grafitové atomizatory.
Atomizator pouzivajici diftzni plaminek typu inertni plyn - vodik patii ke
star§im aparaturdm pro atomizaci. Jde o kifemennou trubi¢ku s kolmym ptivodnim

ramenem pro hydrid, vodik a nosny plyn. K atomizaci dochazi reakci hydridu

s volnymi vodikovymi radikaly. Vyhodami této metody je kompletni atomizace a
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odolnost vici interferencim, nevyhodou je ovSem horSi mez detekce zplsobena
kratkou optickou drahou.

Flame in gas shield atomizator vychazi z vertikalni trubice, stejn€ jako je to u
difizniho plaminku, navic je ale uprostied kapilara slouzici k pfivodu malého
mnozstvi kysliku. Mechanismus je analogicky jako u difuzniho plaminku.

Vmych experimentech byl vyuzivan externé vyhrivany kiFemenny
atomizator ve tvaru ,,T* (Obr. 2.8). Atomizacni rameno je umisténo v optické ose
atomového absorpéniho spektrometru a atomizator muize byt vyhiivan bud
plamenem (acetylen — vzduch), nebo elektricky (odporové). Vyhodami tohoto
atomizatoru je dobra citlivost, kompletni atomizace, nizké meze detekce, naopak
drobné tuskali spoc¢ivd v moznosti nelinearity kalibracnich kiivek — mimo oblak

vodikovych radikali mohou volné atomy reagovat.

=== - 1

2

Obr. 2.8 Kiemenny, extern¢ vyhiivany atomizator té¢kavych sloucenin

1. opticka osa, 2. vstup tékavé slouceniny, nosného plynu a vodiku

Zakladem multiatomizatoru je také kiemenné vyhtivana trubice, ale opticka
trubice ma dvojité stény, vnitini je dérovand. Malymi otvory se dostanou molekuly
kysliku do celého objemu trubice a vznikne mnoho oblakli vodikovych radikalt, kde
muze dochazet k atomizaci. Tento atomizator se nejvice blizi predstavé idealniho
atomizatoru.

Posledni typ atomizace je s pouzitim grafitové kyvety. T¢kavou slouceninu lze

bud’ pfimo atomizovat, nebo pouzit akumulaéni techniku (in-situ trapping). U piimé
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atomizace je generovand tékava slouCenina piimo zavadéna do zahtéatého
atomizatoru na atomizacni teplotu. Citlivost u pfimé atomizace je niz$i nez u
atomizace s in-situ kolekci analytu, kde dojde k prekoncentraci rozloZzenim hydridu

na sténach kyvety — analyt zlistane.

2.6 Vyznam stanoveni Se

V ptirodé se selen vyskytuje v n&kolika formach®. Rozpu§tény anorganicky
selen se nachazi ve vodach jako Se(-1I), jako elementarni selen Se(0), jako anionty
seleniGité HSeO3 a (SeOs)” _ selenany (SeO4)” . V Zivych organismech se vyskytuje
ve formé selenoproteind, nejbéznéjsi slouceninou piitomnou u clovéka a savcl je
selenocystein. Ten také se selenomethioninem a dalSimi organoselenovymi
slouceninami vznika v rostlinach a do zivociSnych organisml se dostava ve forme
stravy46. V lidském organismu je zndmo asi 35 selenoproteinti, z nichz nékteré maji
vyznamné enzymové funkce. Tyto enzymy jsou na selenu zavislé, zvlaste, je-li na
aktivnim misté enzymu selenocystein. Selen zde ma lohu redoxniho centra. V lidské
plazmé je selen pfitomen jako selenocystein v selenoproteinu P a glutathion
peroxidaze a jako selenomethionin v albuminu. V moc¢i byl selen identifikovan jako
seleniitan a trimethylselenoniovy ion. Specie zastoupené v Zivych organismech

zobrazuje Tab. 2. 1.

Tab. 2.1 Specie selenu v zivych organismech

Selen v proteinech

Selenoproteiny selenocysteinylové zbytky
Se- obsahujici proteiny selenomethionylové zbytky

Neproteinové selenové specie

. , , . v 2— 2—
Anorganické selenové specie seleni¢nan (SeO3™), selenan (SeO47)

Methylované slouceniny selenu monomethylselenol, dimethylselenid,trimethylselenoniové
ionty

Selenoaminokyseliny selenocystin, selenomethionin,
Se-methylselenocystein, selenoglutathion
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Z historického hlediska se nazor na selen zacal ménit az v pribéhu minulého
stoleti. Dlouho byl povaZovan pouze za prvek pro savce toxicky®’. Ve 30. letech
minulého stoleti se ukazalo, ze je selen zodpoveédny za nékterd onemocnéni, o to
piekvapivejsi pak bylo, kdyz Schwarz a Foltz v roce 1957 publikovali skutecnost, ze
selen je prevenci nekrozy jater. Postupem casu se pfiSlo na to, Ze selen je mozno
vyuzit k prevenci srdeCnich chorob, ma dilezitou roli v otazkach plodnosti, je
dilezitou vyzivou pro HIV pozitivni jedince a plni vyznamné funkce v imunitnim
systému. Je totiz soucasti glutathion peroxidazy (GSHPx nebo GPx), enzymu, ktery
v téle meéni toxicky a karcinogenné plsobici peroxid vodiku na neskodnou vodu a
molekularni kyslik. Bylo prokazano, ze ke své aktivaci potfebuje mald mnozstvi
selenu, ktery pravdépodobné substituuje v molekule glutathionu siru za vzniku
modifikovaného enzymu GPx4. Nejnovéjsi 1ékarské vyzkumy ukazaly, ze GPx4 mj.
chrani spermie pred mutagennimi ucinky volnych radikald.

Je ovSem samoziejmé, ze ne vSechny slouceniny selenu jsou toxické, stejné tak
vSechny nejsou 1é¢ivé — vzdy zdlezi na formé. Abychom kompletné pochopili cyklus
selenu v pfirod¢ a metabolismus v organismech, je nutna speciacni analyza vzorkl
obsahujicich selen. Ztohoto divodu dochazi k vyvoji analytickych technik

umoziujici tato stanoveni.

2.7 Metody priitokové analyzy

Nejcastéji pouzivanymi metodami pratokova analyzy jsou kontinudlni
prutokova analyza (CFA) a prltokova injekéni analyza (FIA). Vyhodami metod
prutokové analyzy je jednoduchost, mozna miniaturizace, snadnd automatizace,

hospodarnost a eliminace neptiznivych vlivii jako ptisobeni té¢kavych rozpoustédel.

2.7.1 Kontinualni pritokova analyza (CFA)

Tato technika umoznuje vzorek kontinudlné piivadét do proudu reagentu,
analyticky signal je odecitan v ustaleném stavu, kdy jiz signal dale neroste ani
neklesa. Cerpani roztoki (vzorku i &inidel) se nejcastdji uskuteGiiuje pomoci
peristaltické pumpy. K zavadéni vzorkli mize bud’ slouZit automaticky davkovac,

nebo mohou byt vzorky Cerpany do aparatury ponofenim piivodni trubi¢ky do
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roztoku. Nevyhodou CFA uspofddani je obvykle pulzovani toku roztokti a také

vvvvvv

muzeme prohlédnout na Tab. 2.2.

2.7.2 Prutokova injekeni analyza (FIA)

V metod¢ FIA jsou malé objemy vzorkll postupné injektovany pomoci
davkovaciho ventilu s vymeénitelnou smyckou do proudu reagentu. Ziskany
analyticky signdl ma tvar nesymetrického piku, jehoz plocha i1 vyska jsou piimo
umérné koncentraci analytu ve vzorku. Pfi méfeni v rezimu FIA neni dosazeno
ustaleného (rovnovazného) stavu. Vzhledem k tomu, ze neni dosazeno chemické
rovnovahy, je snizena citlivost stanoveni oproti CFA. Na druhou stranu se FIA
vyznacuje lepsi opakovatelnosti a reprodukovatelnosti vysledkl stanoveni.

Vyhodnocovat Ize vysku piku, plochu piku, $itku piku ve zvolené vysce, dobu
od nadavkovani vzorku po maximum piku. Homogenni michéani reagencii a dosazeni
chemické rovnovahy zde neni nezbytné, avSak vlastni méfeni musi byt vzdy
provedeno za stejnych experimentdlnich podminek. Do FIA aparatury mize byt
zafazena kolonka s iontoméni¢em, extrakcéni, dialyzacni nebo prekoncentracni

jednotka.

Tab. 2.2 Porovnani parametrii kontinualni pritokové analyzy (CFA) a

prutokové injekcni analyzy (FIA)

Sledovany parametr

Metoda CFA

Metoda FIA

Dévkovani vzorku
Objem vzorku

Doba odectu signalu
Spotieba ¢inidel
Detekce
Vyhodnoceni
Citlivost

nasavani

obvykle 0,2 - 2,0 ml
fadoveé minuty
vysoké

v rovnovazném stavu
vyska

vys$si ve srovnani s FIA
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2.8 Iontové vyménna HPLC

K separaci studovanych sloucenin selenu byla pouzita metoda vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie (HPLC).

K separaci iontli touto technikou iontov€ vyménné chromatografie dochézi
diky tfem procesiim, sefazenych podle diileZitosti:

e Diflize iontl mobilni fazi (nejpomale;jsi, tj. fidici krok v HPLC)
e Diflze iontd ¢asticemi ménice iontl
e Vlastni iontova vyména
Razné vlivy na vyménu iontl lze shrnout do nasledujicich pravidel. Pii
nizkych koncentracich vodnych roztok a normdlni teploté roste afinita k ménici
iontd s nabojem a hmotnosti®. P¥i vysokych koncentracich rozdily v afinité k méni¢i
iontu mezi ionty o rizném naboji klesaji.
Velké organické ionty jsou tedy obecné k naplni kolony vazany silnéji. Do
znacné miry to lze ale ovlivnit slozenim mobilni faze.

Jako mobilni faze se nejCastéji pouzivaji vodné roztoky pufrG v rozmezi
koncentraci 10 — 100 mmol.dm™, jejichz pH by mélo byt blizké hodnotam pK
separovanych latek. Ionty v roztoku jsou v dynamické rovnovaze s ionty tvoficimi
iontové pary s vyménnymi misty ménice (protiionty). Rovnovaha zavisi na pH,
iontové sile mobilni faze, teploté a ndboji a velikosti zii€astnénych iontd. Mezi ionty,
které maji stejny naboj a priblizné stejnou velikost, je podle Guldbergova-Waageova
zdkona nejvice zadrzovan ion piitomen v nejvyssi koncentraci. Je-li nejvyssi
koncentrace protiiontu, bude se analyt eluovat rychleji. Snizovanim koncentrace
protiiontu v mobilni fazi tedy dochdzi k zvySovani reten¢niho Casu. Pfi separaci
smési s latkami, které maji rozdilné retencni ¢asy, mizeme vyuzit gradientovou eluci
a zvySovat koncentraci protiiontu v ¢ase.

Zatimco siln¢ kyselé nebo zasadité ménice jsou plné ionizovany pii vsSech
obvyklych hodnotach pH, slabé kyselé, slabé zasadité ménice a vétSina analytil jsou
ionizovany jen castecné. Protoze stupeni interakce analytu s ménicem je funkci
koncentrace iontli vzniklych disociaci molekul analytu v roztoku, ne celkové
koncentrace analytu, je zména pH velice dilezitym faktorem. Proto zména pH
zpusobujici vyssi disociaci analytu zpiisobi zvySeni retence, zatimco zména pH

vedouci ke snizeni disociace vede k snizeni retenc¢nich casu.
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K separaci kationtd se jako ndpln¢ chromatografickych kolon pouzivaji
kationtové ménice (katexy), jako napf.:
-SOsH, -COOH. Anionty obvykle separujeme na aniontovych ménic¢ich

(anexech), jako napf. tetraalkylamoniova skupina.

Zékladni charakteristikou v separa¢nich metodach je retencni Cas f#z, coz je
doba trvajici od nasttiku latky do detektoru. Pro nezadrZzovanou latku je reten¢ni Cas

oznacen jako ,,mrtvy ¢as“ #y. Zakladni vztahy miizeme popsat:

., t 2-\t,, —1, t,
=ty =ty k=-"+ ;32:(112:& R, = LR n=16-| =
Ly ’ ’ k, : ’ Wy + Wy,

; ; (3)
kde #), je mrtvy Cas, g retencni Cas, tg- je Cisty retencni Cas, 7, (a;,;) separacni
faktory pro latky 1 a 2, k je kapacitni faktor, R;» je rozliSeni, n charakterizuje pocet

teoretickych pater, w, je Sitka piku pfi zakladné ve stejnych jednotkéach Casu jako #z".

2.9 Statistické zpracovani vysledkii

Zpracovani vysledkli a spravné vyhodnoceni vysledkil je samoziejmée stejné
vyznamné jako samotnd prace v laboratofi. Tato kapitola je tvofena drobnymi
kapitolami zahrnujicimi informace o kvantitativnim vyjadfeni méfeni, o Sumu,
kalibraci, regresi, statistickych odhadech, mezich detekce a stanovitelnosti a

opakovatelnosti.

2.9.1 Kvantitativni vyjadfeni méfeni

Abychom mohli prezentovat informace ziskané méfenim, vyjadiujeme je
¢iselnou formou v urcitych jednotkach. Hodnota, kterou naméfime, je bud’ piimo
e v . row voes ’ ’ . PR 50
nami pozadovanou informaci, Castéji ale musi byt na danou informaci pievedena™.
Casty je ptipad vypoctu hodnoty pozadované veli¢iny z vysledki méteni. Obvykle je
souvislost mezi mnozstvim sledované latky ¢ a méfenou hodnotou veliiny y

vyjadfena matematickym vztahem:
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y=ntpc (4)

kde n, p jsou konstanty souvisejici s experimentalnim usporadanim.

Jednou znejdilezitéjSich vlastnosti méficitho pfistroje je citlivost, kterd
vyjadfuje zménu signdlu na vystupu méfici soustavy vyjadienou oproti zmeéné

méiené veliciny, jak ukazuje nasledujici vztah:

dy
§="2, 5
. (5)

kde y znaci odezvu a x métenou veli¢inu.
Citlivost je sou¢inem konstrukénich a pro analyt specifickych vlastnosti. Lze ji

vyjadfit jako smérnici kalibrac¢ni funkce.

2.9.2 Sum

Sum se projevuje jako nahodné zvyseni nebo snizeni méfeného signalu. Pii
méfeni miizeme narazit na nékolik typti Sumd. Sum, jehoZ suma je nulova v ¢asovém
intervalu pozorovani, se oznacuje jako bily Sum. Je-1i suma Sumu nenulova, jedna se
o nahodny Sum. Poslednim pifipadem je Sum, jehoz suma vykazuje casovou

zavislost v naslednych intervalech pozorovani, ten oznacujeme jako drift.

2.9.3 Kalibrace a regrese

Kalibrace je empirickym postupem zjiSténi zavislosti mezi métenou veliinou a
pozadovanou informaci. Uplatiiuje se nejCastéji v instrumentalni analyze. K ziskané
intenzité signalu y hledame odpovidajici obsah stanovované slozky analytu x4 To
muzeme vyjadfit ptisluSnou regresni zavislosti a jednd se o kalibra¢ni zavislost.
Nejcastéji byva touto zavislosti ptimka, tuto linedrni regresi mizeme popsat
vztahem:

yi=a+fx +eg, 6)

kde a a B jsou parametry uvedené linearni regresni rovnice a g je ndhodna
chyba.

Odhady parametri o, 1ze za podminky nejmensiho poctu ¢tverci uréit podle

rovnic:
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Pro zpracovani regresnich zavislosti je podstatné, jestli zndme nebo nezname
tvar zavislosti. V piipadé, ze ho zname, se pak jednéd pouze o hledani parametrt této
zavislosti. Pokud tento tvar nezndme, je nutno hledat vhodny model pro jeho
vyjadreni.

Kalibraci vzdy provadime pomoci standardi se znamym obsahem analytu
nebo pomoci referencnich materidli se znamym celkovym slozenim. Standardy
muzeme delit podle zptsobu pouziti na vnitini a vnéj$i. Vnéjsi standardy byvaji
samostatné vzorky zndmého slozeni analyzované soucasné se vzorky nezndmého
slozeni. Vnitini standard je latkou, kterd se pfidavd pifimo do analyzovaného
neznamého vzorku. Nejvyhodnéjsi byva pouziti sady referen¢nich materiali jako

vnéjSich standardi, ne vzdy jsou ale k dispozici.

2.9.4 Statistické odhady

Z vysledkl opakovaného méfeni za stejnych podminek odhadneme spravnou

hodnotu pomoci aritmetického primeéru, ktery je dan vztahem:

__ 1
x_n;xi (8)

kde n je pocet méfeni a xi naméiena hodnota sledované veliiny pfi i-tém
méfeni.

Aritmeticky primér je nestranny, velmi vydatny ukazatel odhadu ocekavané
hodnoty, ktery t¢émét tipln€ odstrani vliv ndhodnych chyb. Pro malé » vSak neni pfilis
robustni. Je- 1i n< 7 , byva radéji pouzit median X, a to z divodu vétsi robustnosti.
Median ziskame jako stfedni hodnotu z vybéru sefazené¢ho podle velikosti, pro sudy
pocet n medidn spocitdme medidn jako primér dvou prostfednich hodnot sefazeného
vybéru.

Nahodnou chybu méfeni charakterizujeme tzv. smérodatnou odchylkou:
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s=\/ =Y (5, - x) ©)

K odhadu ptesnosti vysledkii mizeme déle pouzit rozpéti, nevyhodou je ovSem

mald vydatnost a robustnost:

R=x__—x_ (10)

kde Xpqx @ X j€ nejvetsi a nejmensi hodnota celého ndhodného vybéru.

Smeérodatna odchylka je charakteristikou piesnosti vysledkd, tj. charakterizuje
ndhodné chyby. Pro norméln¢ rozdélené vysledky lze smérodatnou odchylku

vypocitat z rozpéti:
sp=k, ‘R (11)
kde kn je koeficient pro dané n.

Charakteristikou relativni hodnoty ndhodné chyby je relativni smérodatna

odchylka, kterou mizeme vyjadfit jako:

5, =2 (12)
X
respektive v procentech:
s
5,(%)=100-= (13)
X

2.9.5 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti jsou zakladnimi charakteristikami metod
stopové a ultrastopové analyzy pro jeji pouziti pii kvalitativni, respektive

kvantitativni analyze. Kvalitativné miZeme prokazat pouze takové mnoZstvi analytu
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odpovidajici minimalnimu signalu, ktery jesté Ize rozlisit od Sumu nulového vzorku
nebo slepého pokusu yy.

Mez detekce je koncentrace analytu, které odpovida signal rovny trojndsobku
smérodatné odchylky (3s) signalu nulového vzorku. Je to nejmensi koncentrace
analytu, kterou lze danou analytickou metodou detekovat.

Mez stanovitelnosti je koncentrace analytu, ktera odpovida signalu rovnému
desetindsobku smérodatné odchylky (10c) signalu nulového vzorku. Je to nejmensi
koncentrace analytu, kterou je jeSt¢ moZzno danou analytickou metodou stanovit ve
vzorku s pozadovanou presnosti.

Experimentaln¢ se mez detekce a stanovitelnosti urcuje z deseti méfeni signalu
stejného nulového vzorku. Tato méfeni se provadéji rychle za sebou za stejnych
podminek konkrétni spektrometrické metody. Dale je nutno sestrojit kalibracni
pfimku pro dané vzorky v oboru nizkych koncentraci. Mez detekce, respektive mez
stanovitelnosti se pak ur¢i ztéto piimky jako koncentrace analytu odpovidajici

signalu 3o, resp. 10c.

2.9.6 Opakovatelnost

Opakovatelnost mefeni obecné vyjadiujeme smérodatnou odchylkou vysledk
analyz provedenych v urCité laboratoii na stejném vzorku za stejnych podminek. V
této praci je opakovatelnost O ziskdna jako relativni smérodatna odchylka deseti
nejtésnéji za sebou naméfenych hodnot.

0(%):100-% (14)
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Instrumentace

Pti experimentalni praci byly pouZivany nasledujici pfistroje a zafizeni:

Atomovy absorp¢ni spektrometr Varian SpectrAA-300A (Varian, Mulgrave,
Austrélie). Zdrojem primarniho zateni byly nekodované vybojky s dutou katodou pro
Se (Photron, Australie) a byl pouzit napajeci proud 8 mA, Sitka spektralniho
intervalu byla 1 nm a vlnova délka 196 nm.

Ke korekei nespecifické absorpce pozadi slouzila deuteriova vybojka.

Atomizace hydrid probihala pfi teplot€¢ 950 °C na vnitinich sténach externé
vyhiivaného kfemenného atomizatoru (QTA), EHA 10 (firma RMI, CR) ve tvaru
» 1, délka atomiza¢niho ramene 170 mm a vnitini priimér trubice 12 mm, uprostied
zOzena cast délky 60 mm o vnitinim priméru 6 mm. Atomizator byl odporovée
vyhiivan na teplotu 950 °C a byl umistén v optické ose atomového absorpcniho
spektrometru.

Pratok nosného plynu byl regulovan prutokomérem 112-02 (Cole-Parmer,
Vernon Hills, USA).

Jako zdroj konstantniho elektrického proudu slouzil LPS 303 (AMREL,
Taiwan).

Cerpéni katolytu a anolytu zajisfovala programovatelna peristalticka pumpa
(Cole-Parmer) s osmikanalovou hlavou a tygonovymi ¢erpacimi hadickami.

Pro separaci SeIV, SeVI, Secys, Semet slouzila HPLC kolona PRP X100;
(250 mm x 4,6 mm ID, velikost ¢astic Spum).

Pro Cerpani mobilni fdze do HPLC kolony byla pouzita HPLC pumpa LKB
2150 (BROMMA, Sweden).

Dale byl pro HPLC pouzit davkovaci ventil 7125 (Rheodyne) s davkovacimi
smyckami (teflonové, kovové, objemy od 20 ul do 1000 pl). Roztoky byly vedeny
teflononymi a tygonovymi hadi¢kami spojenymi spojkami z polyethylenu (Supelco).
Délka vedeni byla minimalizovéana pro kazdé zapojeni.

K utésnéni elektrodovych prostorti byla pouzita plynotésna teflonova tésnici

paska (100% PTFE, 19 x 0,2 mm a 12 x 0,1 mm).
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K oddéleni vzniklého hydridu od pivodni matrice byl pouzit separator fazi

s nucenym odtahem laboratorni konstrukce.

3.2 Pouzivana elektrolyticka cela

Béhem méfeni této diplomové prace byla pouZita tenkovrstva pritokova

elektrolyticka generacni cela (Obr. 3.1) .

Obr. 3.1 Elektrochemicky pritokovy tenkovrstvy generator t€kavé formy

selenu:

1 — privod katolytu, 2 — odvod anolytu k separatoru fazi, 3 — katodovy prostor,
4 — olovéna katoda, 5 — vodiva membrana (Nafion 117), 6 — anodovy prostor,
7 — platinovda anoda, 8 — médeny kontakt anody, 9 — privod anolytu, 10 — odtok
anolytu do odpadu

Tato cela se sklada z anodového a katodového prostoru o vnittnich objemech
900 ul. Oba prostory jsou od sebe oddéleny iontové vymeénnou membranou
z Nafionu 117 (Aldrich, USA). Tato membrana je tvofena polymerem, jehoz zaklad
tvoti tetraflourethylen s navazanymi sulfoskupinami, a je ¢astecné propustna pro
plyny. Obé& ¢asti cely (vyrobené z plexiskla) véetné membrany jsou vzajemné pevné
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spojeny 6 Srouby. Pro zvySeni tésnosti cely, je mezi katodovym a anodovym
prostorem pouzito teflonové tésnéni. Jako katodovy material byl pouzit olovény
dratek (primér 1 mm, povrch 345 mmz, 99,99%, Good-Fellow, Velka Britanie).
Anodovym materidlem byl platinovy plisSek o tloustce 0,3 mm (99,99%, povrch
300 mm?, Safina, Vestec u Prahy).

3.3 Aparatura pro kontinualni ECHG-QTA-AAS

Elektrolytické generovani bylo provadéno v rezimu kontinudlni pratokové
analyzy (CFA). Schéma tohoto zapojeni je zobrazeno na Obr. 3.2.

Katolyt a anolyt byl peristaltickym cerpadlem zavadén do tenkovrstvé
prutokové elektrolytické cely. Vzorek byl vzdy nasavan ¢erpaci hadi¢kou po dobu 60
sekund. V mezicase byl nasdvan promyvaci roztok (Cisty katolyt).

Do proudu vzorku (popfi. katolytu) pted elektrolytickou celou byl zavadén
nosny plyn (argon). V elektrolytické cele dochazelo na povrchu katody
ke generovani t€kavych sloucenin selenu a vyvinu nadbytku vodiku a na povrchu
anody pak k uvolilovani kysliku. Vodik a nosny plyn pomahaly unaSet hydrid do
separatoru fazi snucenym odtahem, kde dochdzelo k oddéleni plynné faze od
kapalné. Plynnd faze pak byla vedena nosnym plynem do externé¢ vyhfivaného
kiemenného atomizatoru (QTA), kde dochazelo pii teploté 950 °C za ptitomnosti H,
a stop O, ke katalytické atomizaci hydridii selenu. Kapalnd faze z katodového

prostoru i anolyt odchézely do odpadu.
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Obr. 3.2 Schéma aparatury pro kontinualni ECHG-QTA-AAS

1 — privod katolytu, 2 — privod anolytu, 3 — katoda, 4 — anoda, 5 — peristalticka
pumpa, 6 — tenkovrstva prutokova cela, 7 — elektronicky priitokomeér, 8 — nosny plyn,

9 —odpad, 10 — separator fazi, 11 — atomizator

3.4 Aparatura pro HPLC-EcHG-QTA-AAS

Elektrolytické generovani bylo provadéno stejné jako v pfedchozim ptipade,
vzorek byl vSak nejprve rozdélen HPLC kolonou.

Specie selenu Se', Se', SeCys a SeMet byly davkovany do HPLC kolony
s navazanym aniontovym meéni¢em, kde doSlo k jejich rozdé€leni. Jednotlivé specie
pak prochéazely tenkovrstvou elektrolytickou generaéni celou, kde doSlo k jejich
derivatizaci na tékavou slouceninu — hydrid. Pro urychleni eluce specii selenu
s vy$§im reten¢nim Casem byla pouZita skokovad zména mobilni faze v urcitém case
analyzy. Pro zménu mobilni faze byl pouzit pfepinaci solenoidovy ventil. Celkové

zapojeni derivatizacni jednotky s HPLC kolonou je uvedené na Obr. 3.3.
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Obr. 3.3 Schéma HPLC-EcHG-QTA-AAS:
1 — zasobnik mobilni faze, 2 — vysokotlaké cerpadlo, 3 — Sesticestny davkovaci ventil,
4 — HPLC kolona s aniontovym ménicem, 5 — peristaltické cerpadlo, 6 — tlakova
lahev se stlacenym Ar, 7 — prutokomer, 8 — katoda, 9 - anoda, 10 — zdroj proudu,
11—do odpadu 12 — separdtor s nucenym odtahem, 13 — odporove vyhiivany

kiremenny atomizator , 14 — privod katolytu, 15 — privod anolytu

3.5 Pouzité chemikalie

Zasobni roztoky SeMet, SeCys, Se', SeV!. SeU o koncentraci 1000 ppm Se
byly pfipravovany pfesnym navazenim substance (Sigma Aldrich, ¢istota SeU 98%,
SeMet, SeCys, Se'v >99%, SeV! 99.999%) a nafedénim deionizovanou vodou
pfipravenou zafizenim Milli QPLUS firmy Millipore (USA) na pozadovanou
koncentraci. Roztok SeCys byl pfipraven rozpusténim substance v 3% HCI.

Vsechny pracovni roztoky pak byly pfipraveny nafedénim zésobnich roztoku
ziedénym roztokem HCI (katolytem) o pozadované koncentraci (zjiStovani
optimalnich podminek pro generovani).

Ve spojeni s HPLC kolonou byly roztoky pfipravovany pouze v deionizované
vodé¢ bez pridavku kyseliny.
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Fosfatovy pufr byl pfipraven navazenim kysel¢é a zasadité slozky — NaH,PO4 a
Na,HPO, (Sigma Aldrich, Némecko) a naslednym nafedénim deionizovanou vodou
na pozadovanou koncentraci a pozadované pH.

Jako katolyt byl pouzivan roztok HCI, jako anolyt pak roztok H,SO4 (Cistota
Suprapure) firmy Merck, Némecko.

Praktické vzorky moci byly piipraveny nafedénim odebraného vzorku moci v
pomeéru 1:1 deionizovanou vodou a nasledné byly spikovéany jednotlivé specie.

K ¢isténi elektrod a kfemenného atomizatoru byl pouzivan roztok kyseliny
dusi¢né o koncentraci 1,0 mol.l’ (Merck, BRD). V ojedinélych ptipadech byl
atomizator ¢iStén kyselinou fluorovodikovou ziedénou v poméru 1:1 destilovanou
vodou.

K regeneraci anexové HPLC kolony byl pouzit metanol s pfidavkem
1% HNO:s.

Nosnym plynem byl argon (99,998%) se stopami zejména O,, H,O a N, (Linde
Technoplyn, Praha).
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4. Vysledky a diskuze

Jak jiz bylo zminéno v Givodni €asti, tato diplomova prace je zaméfend na
speciacni analyzu selenu. Pro speciaci byly k dispozici nasledujici slouceniny selenu:
z anorganickych soli seleni¢itan sodny (Se'") a selenan sodny (Se“'); z organickych
sloucenin potom selenocystin (SeCys), selenomethionin (SeMet) a selenomocovina
(SeU).

V prvni fazi tfeSeni zadan¢ho ukolu bylo potfeba proméfit a poté nastavit
optimalni podminky pro elektrochemické generovani tékavych sloucenin selenu
(derivatizani krok). ZjiSténi téchto optimélnich podminek bylo provadéno
v zapojeni bez HPLC kolony.

Sledovanymi parametry, kterymi lze ovlivnit dosazenou vyslednou citlivost
generovani tékavé formy analytu — derivacniho kroku, byl pritok nosného plynu,
velikost vloZzeného generaéniho proudu a koncentrace katolytu — kyseliny
chlorovodikové. Podobné byla také prométena zavislost pratokové rychlosti katolytu
(vzorku) generacni celou. Optimalni podminky pro generovani — derivatizaci — byly
proméfeny pro vSechny specie selenu.

Po zjisténi optimalnich podminek pro generovani byly prométeny kalibracni
zavislosti pro jednotlivé slouceniny a byla u nich zjisténa mez detekce a mez
stanovitelnosti (bez pouziti HPLC kolony).

Ve druhé casti prace byla do aparatury piipojena iontové vymeénnd HPLC
kolona a byly hledany optimalni podminky pro déleni jednotlivych specii selenu.
V daném ptipadé bylo optimalizovano slozeni mobilni fidze — koncentrace
fosfatového pufru (ten byl zvolen na zikladé provedené reSerse’®) a jeho pH.
Podobné¢ pak také prutokova rychlost mobilni faze.

V zévérecné Casti prace pak byly urCeny zadkladni analytické charakteristiky
specia¢niho stanoveni jednotlivych sloucenin selenu a navrzend kombinovana
metoda HPLC-EcHG-QFAAS pak byla testovana na analyze spikovaného vzorku

modci.
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4.1 Optimalizace pracovnich podminek

derivatiza¢niho kroku

Jak jiz bylo diive feCeno, bylo nejprve nutné optimalizovat pracovni podminky
derivatizacniho kroku — techniku elektrochemického generovéani tékavych forem
selenu. Cilem optimalizace bylo dosdhnout co nejvyssi citlivosti stanoveni a
nejnizsich hodnot meze detekce pro jednotlivé slouceniny selenu pfi jejich pfimém
stanoveni ECHG-QFAAS bez HPLC kolony. Pfi optimalizaci jednotlivych parametr
bylo potfeba mit stdle na paméti, Ze vybrany parametr by mél byt optimdlni pro
stanoveni vSech sloucenin selenu. To ale nebylo vzdy mozné, takze vysledny

doporuceny optimalni pracovni parametr je ¢asto kompromisem.

4.1.1 Prttokova rychlost nosného plynu

Jako prvni parametr byla testovdna priutokova rychlost nosného plynu —
argonu. Byla proméfovana pritokova rychlost vrozmezi od 20 ml. min"' do
140 ml. min™". Vyslednou zéavislost dosazeného signalu pro viech pét stanovovanych
specii je vidét na Obr. 4.1. Cervené je zde zvyraznén pritok nosného plynu, ktery byl
pouzivan pro dal$i méfeni. Jak je vidét, kiivky vykazuji u vsSech studovanych
sloucenin podobny prabéh. SeU vykazuje nejlepSi signal pro prutok kolem

! ' Se', SeMet a SeCys pii pritoku

36 ml. min™', Se"' pii pritoku 50 ml.min
67 ml. min". Vzhledem ktomu, Ze SeMet byla davkovéna pomémné vysoka
koncentrace a ze maximum na zavislosti je pomérn¢ vyrazné, byla pritokova

rychlost 67 ml.min™ zvolena pro dal$i m&feni jako optimalni.
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Obr. 4.1 Zavislost absorbance na pritokoveé rychlosti nosného plynu
I= 14, cior = 1 moldm?, v,. = 1,5 mi.min”, cseqr)= 60 ng.ml’”, csery = 300 ng.ml’”,

csecys= 300 ng.ml’l , csey = 100 ng.ml'l, Csemter = 900 ng.ml'l

4.1.2 Vlozeny generacni proud

Druhym sledovanym parametrem byl vlozeny genera¢ni proud. Velikost
generacniho proudu byla prométena od 0,4 A do 1,4 A. Vysledna zavislost je vidét
na Obr. 4.2. U tohoto parametru jsme museli pfi ur¢ovani optimalni hodnoty vzit
v ivahu omezené moznosti instrumentace. Pfi zvySovani hodnoty generacniho
proudu dochézi sice ke zvySeni citlivosti, ovSem také ke zvySovani vkladané¢ho
nap¢ti. Toto vlozené napéti miize ale pii velkém pozadavku na hodnotu generacniho
proudu prekro¢it maximalni hodnotu, kterou dovoluje vlozit zdroj laboratorniho
napéti, a ten jiz pak neni schopny udrzet konstantni hodnotu genera¢niho proudu.
Podobné také pii aplikaci vysokych hodnot generacniho proudu dochazi k silnému
zahtivani elektrolytl a vyrazné se snizuje zivotnost generacni cely. Vzhledem

k témto skutecnostem byl pro dalsi experimenty zvolen genera¢ni proud 1 A.
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Obr. 4.2 Zavislost absorbance na velikosti vlozeného proudu
Vyr = 67mlmin, Char = 1 mol.dm™, v, =125 ml.min”, Csev) = 60 ng.ml’],

csevy = 300 ng.ml‘[, csey = 100 ng.ml']

4.1.3 Koncentrace katolytu

Pro zjisténi vlivu tohoto parametru byly jednotlivée slouceniny selenu
pfipraveny v rizné koncentraci katolytu — kyseliné chlorovodikové v intervalu od
0,2 mol. dm™ do 2 mol. dm™ a byly prométeny piislusné odezvy. Ziskana zavislost je
vidét na Obr. 4.3. Je zni zfejmé, ze ¢im pouzijeme slabsi roztok kyseliny pii
generovani, tim vysSi odezvu analytického signalu dostaneme. Toto je v souhlase
ucinnost elektrochemického generovani tékavé slouceniny. OvSem stejné jako
v pfipad€ vkladaného generacniho proudu, musime i v pfipadé koncentrace kyseliny
v katolytu zvolit takovou koncentraci, aby vklddané napéti nepiekrocilo mezni
hodnotu a aby nedochéazelo k pfiliSnému ohtevu elektrolytl a tedy i1 néaslednému
poskozeni generacni cely. Optimalni koncentrace kyseliny chlorovodikové v katolytu

3

byla nakonec zvolena 1,0 mol.dm™. K nejmarkantnéjSimu poklesu citlivosti se
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zvysujici se koncentraci kyseliny v katolytu doslo u SeMet, kdy pfi piekroceni

koncentrace pies 1,5 mol.dm™ uZ nebyl signél viibec znatelny.

0,40 T T T T T T T T I T I
< = SeU
0,35 | e Se(Vl) |
- Se-Cys |
0,30 |- v Se-Met | 4
0,25 |- .
0,20 | e -
0,15 .\-ﬂ\'\ \ 4
0,10 |- .
0,05 |- .
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Obr. 4.3 Zavislost absorbance na koncentraci katolytu
Vyr = 67mlmin’, I=1 4, v, = 1,5 mlmin’, csevy = 300 ng.ml'[, Csecys= 300 ng.ml'[,

csev = 100 ng.ml’”, cseprer = 900 ng.ml’”

4.1.4 Prutokova rychlost katolytu/vzorku

Pratokova rychlost katolytu/vzorku byla testovana v intervalu 0,5 ml-min” aZ
2,0 ml'min™. Vysledna zévislost je vidét na Obr. 4.4. Vliv pritokové rychlosti byl
jediny z prométovanych parametrli, kdy se pribeh zavislosti pro jednotlivé specie
vyrazné lisil. V piipadé Se"" zavislost dosahovala maxima u nejnizsiho promé&feného
pritoku 0,5 ml'min™' a se zvy3ujicim se pritokem signal prudce klesal (pfi pritoku
2,0 ml-min” byl signal jiz jen poloviéni). Analyticky signal Se'" naopak se zvysujici
se pritokovou rychlosti stoupal az do nejvyssi proméfené rychlosti 2,0 ml-min™.
Signal SeCys mé&l nejvyssi hodnotu pii pritoku katolytu 0,5ml-min”' a s dal§im
zvySovanim pratoku dochazelo naopak k postupnému snizovani signalu. Signal SeU

dosahl svého maxima pii priitokové rychlosti 1,0 ml'min™ a pii daldim zvySovéni
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prutoku jiz jen pomalu klesal. SeMet vykazoval maximalni analyticky signal pfi
pritokové rychlosti 1,5 ml. min™. Vzriist signalu oproti pritoku 1,0 ml.min™' byl ale
pouze nepatrny (0,003 absorbanc¢ni jednotky).

Optimalni pratokova rychlost katolytu/vzorku byla tedy nakonec zvolena
1,0 ml'min”, jak je vidét na Obr. 4.4. Tato hodnota byla vybrana na zakladd
kompromisu. Pfi volbé nizsi priitokové rychlosti by jiz doSlo ke zhorSeni meze
detekce SeU a SeMet a pii volb¢ vyssi pritokové rychlosti by se pak vyrazné

v VI
zhors$ila mez detekce u Se ™.
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Obr. 4.4 Zavislost absorbance na pritokové rychlosti katolytu
Var = 67mlmin”, I1=1A4, cio = 1 mol. dm™, cseqr)= 60 ng.ml’”, cgeryy= 300 ng.ml”

Csecys= 300 ng.ml’j , csey = 100 ng.ml’j, Csemer = 900 ng.ml']
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4.2 Kalibrace

Po zjisténi optimalnich podminek pro generovani té€kavych sloucenin

z jednotlivych forem selenu Se', Se“!

kalibracni zavislosti kombinovanou metodou HPLC-EcHG-QFAAS.

, SeCys, SeU a SeMet byly prométeny

4.2.1 Kalibra¢ni zavislost SelV

Kalibragni zavislost Se'” byla proméfena v koncentraénim rozsahu 10 az 200 ng.ml™.

Ze ziskanych vysledkt byla sestrojena kalibra¢ni zavislost, ktera je vidét na Obr. 4.5.

T T T T T T T T
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Obr. 4.5 Kalibraéni zavislost pro stanoveni Se'' za optimalnich

experimentalnich podminek pro stanoveni dané substance

I=1A4, cig = 1,0 mol. dm '3, v, = 1,5 ml.min” Vi = 67ml.min!

Z promg¢iené kalibracni zavislosti pro vSechny slouceniny byly uréeny zakladni
charakteristiky stanoveni jednotlivych specii selenu. Tyto ziskané charakteristiky
jsou shrnuty v Tab. 4.1. Jak vyplyva z uvedené tabulky, stanoveni Se'" je nejcitliv&jsi
ze viech specii selenu (0,004 ml.ng '), mez detekce a mez stanovitelnosti jsou také
velice nizké (12,5 ngml' a 41,8 ng.ml') a stanoveni ma velice dobrou

opakovatelnost (2,2 %).
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Tab. 4.1 Porovnani charakteristik stanoveni pro jednotlivé slouceniny,
opakovatelnost pro 100 ng.ml™ Se’” a SeCys, 200 ng.ml”" SeU, 300 ng.mI" Se”
a 1000 ng.ml™" SeMet

] o . . ] Opakovatelnost
Sloucenina | Citlivost [ml'ng ] | LOD [ng.ml"] | LOQ [ng.ml ]
[% RSD]
Se" 4.10° 12,5 41,8 2,2
SeV! 1.10° 12,2 40,6 2,8
SeU 7.10™ 10,8 36,1 3,9
SeCys 4.10* 16,8 56,1 5,1
SeMet 5.107 87,8 292,5 5,1

4.2.2 Kalibrace SeVI

V piipadé Se"' byly proméfeny vzorky v koncentraénim rozmezi 50 az

500 ng.ml" . Z naméfenych dat byla opé&t sestrojena kalibratni zavislost, ktera je

vidét na Obr. 4.6.
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Obr. 4.6 Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni Se"' za optimalnich experimentalnich

podminek pro stanoveni dané substance

I=1A4, ciar = 1 mol. dm'3, Ve = 1,5 mlmin

1 .1
L Var= 67ml.min

Ze ziskanych zakladnich charakteristik stanoveni Se'!, které si lze opét

prohlédnout v Tab. 4.1, je ziejmé, ze 1 stanoveni druhé anorganické slouceniny
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selenu — Se"! kombinovanou technikou EcHG-QFAAS vykazuje vybornou citlivost
1.10° mlng'. Mez detekce a mez stanovitelnosti jsou prakticky totoZné
(12,2 ng.ml /40,6 ng.mlI™") s hodnotami pro Se'". Stejn& vyborna je i opakovatelnost

méfeni (2,8 %).

4.2.3 Kalibrace SeU

Podobné jako u anorganickych sloucenin selenu, byly proméieny standardy
SeU vrozmezi koncentraci od 30 do 500 ng.ml’ a néaslednd byla sestrojena
kalibracni zavislost (Obr. 4.7).

Porovname-li ziskané zékladni charakteristiky stanoveni SeU charakterizované
v Tab. 4.1, vidime, ze citlivost stanoveni SeU je hor$i nez v pfipadé obou
anorganickych slouenin (7.10* mlng"). Zaroven ale stanoveni SeU vykazuje
nejlepsi mez detekce a mez stanovitelnosti (10,8 ng.ml'/36,1 ng.ml™).

Opakovatelnost stanoveni je také relativné nizka (3,9 %).

04 L [~ y=7.02144E-4x + 0.06335 /ﬁ .
A R= 0.98749 |

03k ¥ e ]
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01k ¥ ]
0,0 ] A 1 . 1 L ! : L * .
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Obr. 4.7 Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni SeU za optimalnich
experimentalnich podminek pro stanoveni dané substance

I=1A4, cige = 1 mol. am>, Ve = L5 mlmin | vy, = 67ml.min”!
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4.2.4 Kalibrace SeCys

Kalibra¢ni zavislost SeCys byla proméfena v rozsahu od 30 do 500 ng.ml™.
Vysledna kalibracni pfimka je znadzornéna na Obr. 4.8.

Pokud se tykd charakteristik kombinovaného stanoveni SeCys, citlivost
stanoveni je oproti anorganickym speciim pfiblizné o ¥ad niz§i (4.10* ml.ng™); mez
detekce a mez stanovitelnosti jsou jen o malo horsi (16,8 ng.ml/56,1 ng.ml™).

Opakovatelnost stanoveni je také horsi — 5,1 %.

T T T T T T T
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0,20 .
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Obr. 4.8 Kalibracni zavislost pro stanoveni SeCys za optimalnich

experimentalnich podminek pro stanoveni dané substance

I=1A4, cior = 1 mol. dm’, v, =15 mlmin™, Vg = 67mlmin”

4.2.5 Kalibrace SeMet

Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni SeMet byla opét sestrojena z dat ziskanych
promé&fenim odezev dané specie v koncentraénim rozsahu od 100 do 2000 ng.ml™.
Vysledna zavislost je zobrazena na Obr. 4.9. Zakladni charakteristiky tohoto
stanoveni jsou oproti vSem ostatnim slou¢enindm selenu o fad horsi. Citlivost
stanoveni je napf. 5-10° mlng', mez detekce a mez stanovitelnosti se pohybuji
skoro v fadech ppm — 87,8 ng.ml'/292,5 ng.ml”. Opakovatelnost dosahuje stejné
hodnoty jako u SeCys — 5,1%.
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Obr. 4.9 Kalibracni zavislost pro stanoveni SeMet za optimalnich

experimentalnich podminek pro stanoveni dané substance

I=1A4, cigr = 0,1 mol. dm’, v, = 1,5 mlmin™, Vg = 67mlmin”

4.3 Optimalizace HPLC

Po zjisténi optimalnich podminek pro generovani té€kavych sloucenin a
promé&feni zakladnich charakteristik stanoveni ECHG-QFAAS jednotlivych sloucenin
selenu bylo mozné pfistoupit k zafazeni a optimalizaci separa¢niho kroku. Pro

separaci slouGenin selenu se ¢asto pouzivaji HPLC kolony s reverzni fazi (RP)’'~

33V této diplomové préci

nebo HPLC kolony s navazanym iontoméni¢em (IEC)
byla pouzita pro separaci sloucenin selenu aniontové vyménna kolona Hamilton PRP
X-100. Jedna se o kolonu obsahujici silny aniontovy meéni¢. Mobilni faze byla
Cerpana vysokotlakym cCerpadlem a vzorek byl davkovan Sesticestnym ventilem
smyckami riznych velikosti.

V prvni fad€ bylo nutno ovéfit, zda plati zjiSténé optimalni podminky pro
generovani jako pti mefeni bez HPLC.

V dalsi fazi prace byla provedena vlastni optimalizace separa¢niho kroku po

pfipojeni chromatografické kolony. Cilem optimalizace separa¢niho kroku bylo

dosazeni dokonalého oddéleni jednotlivych slouCenin a to v co nejkrat§Sim case
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analyzy. Testovana byla koncentrace a pH pufru v mobilni fazi, jeji pritokova
rychlost a velikost davkovaného objemu vzorku.

Béhem optimaliza¢niho kroku se ukazalo, ze oddéleni SeU ve smési ostatnich
sloucenin selenu kolonou Hamilton PRP X-100 neni mozné. Ani v literatufe nebyly
nalezeny uspokojivé podminky pro oddéleni SeU a nikdy ne s pouzitim kolony
Hamilton PRP X100. Pouzita byla naptiklad kolona se silnym aniontovym méni¢em
SAX Dionex AS 117, ktera oviem pro nase méfeni nebyla k dispozici.

Nadale tedy byly hledany optimalni separa¢ni podminky pro ¢tyfi slouceniny
selenu: Se' a Se"! zanorganickych sloutenin a SeCys a SeMet z organickych
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sloucenin. Jako mobilni faze byl pouzit fosfatovy pufr™”'. Druhym nejCastéji

pouzivanym pufrem v literatufe byl uhli¢itan®®.

4.3.1 Vliv koncentrace fosfatového pufru na retencni Casy
sloucenin selenu

Pti zjiStovani optimalni koncentrace fosfatového pufru pro soucasné stanoveni
danych sloucenin byl pouzit pufr o pH 6,0. Byla hleddna optimalni koncentrace
fosfatového pufru dovolujici oddé€leni danych specii az na zakladni linii v co
nejkratSim Case.

U slougenin Se'", SeCys a SeMet byly nejvétsim problémem blizké retenéni
Casy, které zpusobily piekryvani jednotlivych pika.

Se"! m&l ovem pii koncentracich pufru dostadujicich k oddéleni zbylych latek
(Se", SeCys, SeMet) retenéni ¢as 45 minut, coZ nebylo pro realnou analyzu tnosné.
Snaha sniZit retenéni ¢as Se"' pouzitim fosfatového pufru o vyssi koncentraci vedla
naopak k vyraznému zhorSeni separace zbylych tii specii.

Proto bylo nutné pfistoupit k eluci pomoci dvou rozdilnych mobilnich fazi.
Protoze nebyla k dispozici gradientova pumpa, byl do aparatury zafazen systém pro
piepojeni mobilni faze v ur€itém Case analyzy.

Nejprve byl pouzit pufr o nizsi koncentraci soli (viz dale) k odd€leni SeClys,
Se' a SeMet a nasledn& v ase 320 s bylo erpani tohoto pufru zaménéno za pufr o

koncentraci 100 mmol-dm™.
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Obr. 4.10 Zavislost reten¢nich &ast Se'*, SeCys, SeMet na koncentraci

fosfatového pufru
pH=6,0, I= 14, vpu= 1,5 ml.min'l, Char=1 mol.dm'j, Viar= 1 ml.min'l,

vy =67 ml.min”

S touto aparaturou byla hleddna optimalni koncentrace fosfatového pufru pro
optimalni separaci SeCys, SeMet a Se'". Byla provedena speciaéni analyza s mobilni
fazi o koncentraci pufru v rozmezi od 2,0 do 20 mmol.dm™. Vysledna zavislost je
vidét na Obr. 4.10. Z prométené zavislosti jasné vyplyva, ze pii vzristu koncentrace
pufru doslo ke zhorSeni rozliSeni, ale potfadi pikii ziistalo nezménéno. V naSem
piipadé se latky separovaly v pofadi SeCys — SeMet — Se'*. Jednotlivé ziskané
chromatogramy jsou zobrazeny na Obr. 4.11. Jak je vidét ze zminénych zdznamd,
jako optimalni koncentrace pufru v mobilni fazi byla zvolena koncentrace
5,0 mmol.dm™. PH této koncentraci pufru doslo k dostate¢nému odd&leni
jednotlivych slouc¢enin pti dodrZeni nizkého reten¢niho ¢asu (513 s). Pouziti pufru o
koncentraci 2,0 mmol.dm™ by znamenalo dosaZeni reten¢niho ¢asu posledni latky az

850 s, coz uz by bylo nevyhovujici.

Pti pouziti koncentrovanéjSich pufrti jiz bylo rozliSeni nedostatecné; napf.

pouziti pufru o koncentraci 10 mmol.dm™ vedlo k splynuti piku Se'" a SeMet.
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Obr. 4.11 Vliv koncentrace fosfatového pufru v mobilni fazi na separaci tii

sloucenin selenu SelV, SeCys, SeMet,

pH=6,1= 14, vpy= 1,5 ml.min”, Crar=1 mol.dm™, Viat = Imlmin™, Vg =67 ml.min”,

Csecys (1)= 50ppm, csemer (2)= 500ppm, cserv (3)= 500ppb

4.3.2 Vliv pH mobilni faze na separaci sloucenin selenu

Pro studium vlivu pH mobilni faze byl pouzit fosfatovy pufr o koncentraci

0,005 mol. dm™. Pro proméfeni zavislosti retenénich ¢asi jednotlivych specii na pH

mobilni faze byly pouzity roztoky fosfatového pufru o pH v intervalu od 5,5 do 8,0

s krokem 0,5 pH. Jak je vidét ze souhrnného Obr. 4.12, se zménou pH dochdzi nejen

ke zménam retencnich Casi, ale 1 ke zméné potadi eluovanych latek.
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Vzhledem k tomu, ze z Obr. 4.12 neni mozné vyhodnotit Sitku piki a neni
vidét, kdy dochazelo k jejich prekryti, je ptidan Obr. 4.13 skladajici se z jednotlivych
chromatogramil pro dana pH.

Podivame-li se na prvni chromatogram znazoriiujici speciani analyzu
s pouzitim fosfatového pufru o pH 5,5, je vidét, Ze vSechny tfi dané slouceniny byly
oddéleny a to v pofadi reten¢nich &asi SeCys — SeMet — Se'V. Problematicky
zistaval prakticky jen zbyteénd vysoky retenéni ¢as Se'', ktery bohuzel zhorSoval

celkovy ¢as potiebny pro analyzu (viz. Obr. 4.12).

1000 ——————F—7———

tr, [8]

800

600

400

200 |- -

55 6,0 6,5 7,0 7,5 pH 8,0

Obr. 4.12 Zavislost reten¢nich Casti SelV, SeCys, SeMet na pH fosfatového

pufru

c=15 mmol.dm's, I=14, vpy= 1,5 ml.min'l, Crar=1 mol.dm'3, Viar = 1 ml.min”! ,

vy =67 ml.min”

57



T T T T OV25 T T T T
A 3
015 020 | 1 i
A pH6 M
0,10 015 - fmk ’f' \‘t 7
o010 | J ‘ 2 (A i
l i
005 oos | | “\\« ’MMM ) u\‘ ]
' [, I h N,
000 | g, iy wﬁ’ “'NM,}W ‘Jf/ %““rw,\ )
' 0,00 |stnghampsil LU Y
1 1 1 1
L 1 1 1 1
0 200 400 600 80 { [g] 1000 0 150 300 450 te [s] 600
-
0,20 T T T T F T T T T
A 0,15
015

0,10
0,10

0,05 0,05

0,00 0,00

1 1 1
0 150 300 450 600
to [8] te [l

015 | 4

' ' ' ' 1 ' b
1 2 4 700
0 200 400 600 800 tR' 5] 1000 0 00 00 300 00 500 600 tRy s]

Obr. 4.13 Zavislost reten¢nich Casti SelV, SeCys, SeMet na pH fostatového

pufru

c= Smmol. dm>, I= 14, v = 1,5 ml.min, Char= 1 mol.dm™, Viar = 1 ml.min,
puf

Var= 67 mlmin” | csecys (1)= 50ppm, cserrer (2)= 500ppm, cser (3)= 500pphb

Podivdme-li se na dalSi chromatogram spufrem o pH 6, mlZeme si
povSimnout stejn¢ho potadi eluce latek jako u pufru o pH 5,5. Rozdilny je ovSem
v tomto piipadé retenéni ¢as Se', ktery se sniZil z 820 s na 513 s.

Dale byl testovan pufr o pH 6,5. Obecné dochazelo pfi pouziti pufru s vetsi

hodnotou pH k posunu reten¢nich ¢ast k vy$§im hodnotam. To jesté nebylo u tohoto
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pufru tak vyznamné; problémem se viak stal Se'", jehoz pik se piibliZil k piku SeMet
nakolik, Ze ho téméf prekryl.

Pii pouziti pufru s pH 7,0 doslo k dal§imu zkraceni retenéniho ¢asu Se'" a
dokonce jiz doslo k zaméng potadi eluce slou¢enin: SeCys — Se'¥ — SeMet.

Podivame-li se na Obr. 4.13, je ale vidét, Zze vzhledem k velice blizkym
retenénim Casim Se'Y a SeMet nedoilo k uplnému odd&leni pikt. Dalo se
predpokladat, Ze pii pouziti pufru s jeste¢ vyssi hodnotou pH dojde k uplné zadméné
potradi téchto dvou latek a dokonalému odd¢leni na zakladni linii, proto bylo dale
pracovano s pufrem o pH 7,5.

Tato domnénka se potvrdila, ovSem zaroven doSlo k piekryvu piku SeCys a
Se'. Navic, jak uz bylo fe¢eno, béhem méfeni celé této zavislosti dochazelo pomalu
ke zvySovani retencnich casi SeCys a SeMet a celkovd doba analyzy se
prodluzovala.

Nakonec bylo pracovano s fosfatovym pufrem o pH 8,0 a pIlné se potvrdily
vyse zminéné trendy. Retenéni &as Se'” se snizil tak, ze doslo k dalsi zm&ng& potadi
eluce latek na Se' — SeCys — SeMet. Z Obr. 4.13 je ale vidét, Ze piky nejsou viibec
odd¢€leny a prakticky se jedna o jeden beztvary pik.

Z ptedchoziho rozboru je jasné, ze optimalni pH pufru pro separovani
sloucenin selenu je pH 6,0. V tomto pfipadé celkova analyza trvala nejkrat$i dobu

513 s a byl to jediny ptipad, kdy byly latky od sebe dokonale oddéleny.

4.3.3 Vliv pritoku mobilni faze na separacni proces

Tato podkapitola se vénuje optimalizaci pratokové rychlosti mobilni faze. Pii
optimalizaci tohoto parametru jsme narazili na technické moZnosti nasi postarsi
HPLC pumpy.

Ukolem bylo, stejné jako u ostatnich optimalizaci, nalézt takovou pritokovou
rychlost mobilni faze, pfi které jsou dokonale oddéleny vSechny slouceniny selenu a
zaroven je Cas analyzy pokud mozno co nejkratsi.

Byly testovany pritokové rychlosti v intervalu od 1,1 do 1,9 ml.min™ a to
s krokem 0,2 ml.min™".

Jak miizeme vidét na Obr. 4.14, nebylo problematické oddélit vSechny piky, ty

byly pii vSech testovanych priatokovych rychlostech oddéleny az na zakladni linii.
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Obecné se podle predpokladu potvrdilo, ze pti vysSich pratokovych rychlostech
dochazelo ke snizeni retencnich Cast a také ke zvySeni odezvy signalu.

Bohuzel ale vpraxi nebylo mozné pro speciaéni analyzu pouzit vyssi
prittokovou rychlost nez 1,5 ml. min™, protoZe v tomto ptipadé stacionarni faze
kladla tak velky odpor, Ze byl velmi ¢asto prekracovan piednastaveny maximalni tlak
na pumpé. Proto byla jako optimélni uréena pritokova rychlost 1,5ml. min™'; retenéni
Casy jednotlivych sloucenin byly relativné nizké a méfeni bylo technicky bez

problémd.
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Obr. 4.14 Zavislost retencnich ¢asi SelV, SeCys, SeMet na priatokové

rychlosti mobilni faze

c=15 mmol.dm's, 1= 14, pH= 6, ciy=1 mol.dm'S, Viar = 1 ml.min'l, vy =67 ml.min”!

4.3.4 Vliv velikosti davkovaného objemu vzorku

Vzhledem k tomu, Ze vzorky byly davkovany do proudu mobilni faze
davkovacimi smyckami, bylo vhodné zjistit, jak velky objem vzorku davkovat tak,

aby bylo dosazeno pokud mozno co nejvyssi citlivosti, nebyla ptekroCena kapacita
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kolony ani nedoslo ke zhorSeni separace jednotlivych specii. Smés SeCys, SeMet a
Se' byla davkovéana smy&kami velikosti 20ul, 50ul, 100ul, 500ul a 1000ul.

Jak si mizeme vSimnout na Obr. 4.15, plati predpoklad, ze vyska analytického
signalu (citlivost) roste se zvySujicim se nadavkovanym objemem. Proto byla pro
dalsi praci zvolena smycka o velikosti 1000 pl, tedy nejvétsi smycka, kterou jsme
méli k dispozici. Davkovany objem 1000 pl jesté zaroven neptfedstavoval problém

s ptiliSnou spottebou vzorku.

05 ——— 20ul u
A | — 50ul
100ul
0.4 - ——— 500ul N
1000ul

Obr. 4.15 Zavislost absorbance na velikosti davkovaci smycky

c= 5 mmol. dm’3, I=14, vyu=15 ml.min”, Crar=1 mol.dm™, Viar = Imlmin”,

Var= 67 ml.min Csecys= I0ppm, Csemer = 500ppm, csery= 500ppb

4.3.5 Souhrn nalezenych optimalnich podminek

Po nalezeni optimalniho pritoku, pH a slozeni mobilni faze a vhodného
davkovaného objemu vzorku pro smés SeCys, SeMet a Se'” bylo nutné piipojit
moznost piepinani mobilni fize, aby bylo mozno simultdnné stanovovat i Se"'. Pii
hledani optimalni koncentrace pufru pro analyzu Se'' byly testovany pufry od

koncentrace 50 mmol.dm™ (Obr. 4.16).
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S touto koncentraci byl retenéni as Se'" kolem 2200 s, coZ bylo stale pfilis.
Proto byla koncentrace pufru v mobilni fazi zvyena na hodnotu 100 mmol.dm™.
V tomto ptipadé¢ se retencni Cas snizil na 365 s, a proto byla tato koncentrace pufru

v mobilni fazi pouzita pro dal$i méfeni.
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Obr. 4.16 Chromatogramy Se¥! horni: ¢ = 0,05 mol.dm '3,

spodni: ¢ =0,1 mol.dm™

csevi= 500 ppm, c= 5 mmol. dm?, pH=6,1= 14, vpu= 1,5 ml.min”, Cra=Imol.dm” 3

.1 .
Vi = 1 mlmin™, vy.= 67 ml.min

Po nalezeni vhodné koncentrace pufru pro separaci Se'' bylo nutné najit
optimalni ¢as pro piepnuti slozeni mobilni faze tak, aby se piky Se' a Se"!
nepiekryly, ale aby zdroven byl vysledny retencni ¢as co nejmensi. Jako optimalni
¢as pro piepnuti slozeni mobilni faze byl zvolen ¢as 320 s od nastfiku vzorku.

Chromatogram zobrazujici speciacni analyzu vSech ¢tyfech sloucenin selenu za

optimalnich pracovnich podminek je vidét na Obr. 4.17.
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Obr. 4.17 Oddéleni SeCys, SeMet, Se'" a Se"" za optimalnich podminek
PH= 6, cpur= 0,005 mol.dm™/ 0,1mol. dm”, Vepyera= 1000 ul, I= 14,
Vour= 1,5ml.min A ckm=1mol.dm‘3, Viar = Iml.min’], V=67 ml.min”,

Csecys(1)= 50ppm, Csemer(2)= 500 ppm, cserv(3)=500ppb, csevi(4)= 200ppm

4.4 Zjisténi zakladnich analytickych charakteristik
kombinovaného stanoveni jednotlivych specii

selenu

Po zjisténi optimalnich experimentalnich podminek pro rozdéleni smési bylo
mozné proméfit kalibrani zavislosti pro jednotlivé specie selenu a ziskat zdkladni
analytické charakteristiky stanoveni. Charakteristiky stanoveni byly zjiStovany

vyhodnocenim jak vysek pika, tak i jejich ploch.
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4.4.1 Kalibrace SelV

Byla proméfena vysledna kalibraéni zavislost speciatni analyzy Se'
kombinovanou technikou HPLC-EcHG-QFAAS analyzou standardd v rozsahu
10 ng.ml™ a7 350 ng.ml™. Ta je zobrazena na Obr. 4.18.

1,0 T T T T T T

—y=0.00257x -0.01319
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08 | R= 0.99842 / _
0,6 - / -

04 i i
02 / .
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Obr. 4.18 Kalibragni zavislost pro stanoveni Se'”

I=1A4, pH=6, ciy =1 mol.dm™, Vour = 1,5 ml.min”, Vg =67 ml.min”,

Cpu= 0,005/0,1 mol. dm”

Zaroven byla mez detekce a mez stanovitelnosti uréena z ploch pikii; souhrnny

chromatogram ploch piki je na Obr. 4.19.
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Obr. 4.19 Chromatogram pikii Se'" o rizné koncentraci pro uréeni ploch pika,
I=1A4, pH= 6, ctoy = I mol. dm?, Vour = 1,5 ml.min™, vy = 67 mLmin”,

Cpup= 0,005/0,1 mol. dm™

Pokud se tyka zékladnich analytickych charakteristik metody, podle ocekavani
doslo ke zhorSeni parametri oproti parametrim bez zapojeni HPLC kolony. OvSem
zv143ts v piipadé Se" se jedna pouze o zménu v ramci jednoho fadu o nékolik
jednotek. Opakovatelnost zlistava stidle vyborna (3,3%). Vysledné analytické
charakteristiky stanoveni jsou uvedeny pro porovnani s ostatnimi speciemi
v Tab. 4.2.

Tab. 4.2 Porovnani charakteristik stanoveni pro jednotlivé slouceniny,
opakovatelnost pro 100 ng.ml™" Se'”, 10 ug.ml™ Se'”, 5 ug.mi™” SeCys a

100 ug.ml’" SeMet
o LOD/LOQ | LOD/LOQ
) Citlivost Opakovatelnost
Sloucenina | vyska plocha
[ml.ng™] ' ' [% RSD]

[ng.ml ] [ng.ml ']
SelV 2,510 7,3/25,1 5,7/19 3,3
SeVI 5.107 291/970 250,2/834 4,7
SeCys 9.10° 538/1794 471/1570 3,1
SeMet 7.107 5660/18900 | 5084/16946 1,9
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4.4.2 Kalibrace SeVI1

Po zjisténi optimalnich pracovnich podminek stanoveni byla zméfena také
kalibra¢ni zavislost Se"' v koncentraénim rozsahu 500 - 10000 ng.ml”. Ziskanou

kalibracni zavislost pro tuto specii zobrazuje Obr. 4.20.
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Obr. 4.20 Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni Se"'
I=1A4, pH= 6, ctoy = I mol. dm'j, Vour = 1,5 ml.min'l, vy =67 ml.min'],

o= 0,005/0,1 mol. dm™

Jak je patrné z Tab. 4.2, vpiipadé Se"' doslo k viditelngjsimu zhor$eni
charakteristik kombinovaného stanoveni. Meze detekce a mez stanovitelnosti se
oproti méfeni bez separaéni kolony zvysily v fadu desitek procent (291 ng.ml” /
970 ng.ml™) a citlivost se sniZila o dva fady (5.10° ml. ng ). Opakovatelnost méfeni
byla v tomto ptipad¢ ze vSech specii nejhorsi - 4,7%. I tato hodnota je ale snadno
akceptovatelna.

Meze detekce a mez stanovitelnosti byly opét urceny z ploch pikt. Vysledky
v Tab. 4.2 potvrzuji zpracovana data zvySek pikd. Meze detekce a mez
stanovitelnosti z ploch pikil byly uréeny jako 250,2 ng.ml ' a 834 ng.ml”. P¥islusné

chromatogramy jsou pro ilustraci uvedeny na Obr. 4.21.
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Obr. 4.21 Chromatogram pikii Se"" o réizné koncentraci pro uréeni ploch
pikt
I=1A4, pH= 6, cky = I mol. dm?, Vour = 1,5 ml.min'], Vg = 67 ml.min”,

pu= 0,005/0,1 mol. dm”

Jak je zObr. 4.21 znatelné, vzorek Se"' obsahoval minoritni obsah Se',
zv143t8 u vyssich koncentraci je v retenénim &ase charakteristickém pro Se'” mirng
zvySen signal.

Pted kalibraci byla vyzkousSena oxidace Se!V pfidanim K,Cr,O; v kyselém

prosttedi HCI; signaly pfi retenénich Casech Se' viak nevymizely.

4.4.3 Kalibrace SeCys

Podobné 1 po zjiSténi optimalnich podminek stanoveni kombinovanou
metodou HPLC-EcHG-QFAAS bylo pfistoupeno k prométeni kalibra¢ni zavislosti
SeCys. Ziskanou kalibraéni zavislost v rozsahu 500 ng.ml™" - 50000 ng.ml™' zobrazuje

Obr. 4.22.
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Obr. 4.22 Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni SeCys
I=1A4, pH=6, iyt = I mol. dm'3, Vour = 1,5 ml.min'l, vy =67 ml.min'l,

Cpu= 0,005/0,1 mol. dm”

V Tab. 4. 2. je opét mozné vidét parametry stanoveni v porovnani s ostatnimi
speciemi. Oproti prostému stanoveni SeCys bez separaniho kroku byla citlivost
kombinovaného stanoveni pfiblizng o dva fady nizsi (9.10° mlng™). V celkovém
porovnani vSech citlivosti mélo stanoveni SeCys lepsi citlivost nez stanoveni SeMet,
ale hor$i nez stanoveni anorganickych sloucenin selenu. Mez detekce a mez
stanovitelnosti byla stanovena na 538 ng.ml™" a 1794 ng.ml™ pii pouziti vysek pikii a
471 ng.ml™ a 1570 ng.ml” pfi vyhodnoceni z ploch piki (Obr. 4.23). V celkovém
porovnani charakteristik jsou meze detekce a meze stanovitelnosti opét lepsi nez
v ptipadé¢ SeMet a naopak horsi ve srovndni s anorganickymi slouceninami selenu.

Opakovatelnost stanoveni této specie byla vyborna — 3,1%.
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Obr. 4.23 Chromatogram pikii SeCys o riizné koncentraci pro urceni ploch
pikt
I=1A4, pH= 6, ctoy = I mol. dm?, Vour = 1,5 ml.min™, vy = 67 mLmin”,

pu= 0,005/0,1 mol. dm”

4.4.4 Kalibrace SeMet

Jako posledni byla proméfena kalibracni zavislost pro stanoveni SeMet.
Kalibrace byla proméifena v koncentracnim rozsahu 5,0 ;,Lg.ml'1 az 50 ug.ml'l.
Vyslednou zévislost zobrazuje Obr. 4.24. Citlivost méfeni byla urcena
jako 7.10 "mlng”. V porovnani s ostatnimi speciemi (viz. Tab. 4.2) byla tato
citlivost nejnizsi. ZhorSeni citlivosti oproti stanoveni bez separacniho kroku nebylo
vétsi neZ u ostatnich sloucenin; pfiblizné o dva tady.

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly uréeny jak z vysek pikil (5660 ng.ml™
a 18900 ng.ml™) tak i z ploch pikd (5084 ng.ml” a 16946 ng.ml™"). Chromatogram
ukazujici piky pouzité k urCeni ploch je pro ilustraci uveden na Obr. 4.25. V
porovnani s charakteristikami ostatnich sloucenin selenu byly dosazené meze detekce
SeMet vyrazn¢ nejhor$i. Oproti méfeni bez pouziti separacni kolony doSlo ke
zvyseni mezi detekce z 87,8 ng.ml™” na 5660 ng.ml™”. Opakovatelnost stanoveni byla

ale naopak velmi dobra — 1,9%.
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Obr. 4.24 Kalibrac¢ni zavislost pro stanoveni SeMet

I=1A4, pH= 6, ctoy = I mol. dm'j, Vour = 1,5 ml.min'l, vy =67 ml.min'],

pu= 0,005/0,1 mol. dm”

Obr. 4.25 Chromatogram piki SeMet o rtizné koncentraci pro uréeni ploch
pikd,
I=1A4, pH= 6, cke = I mol. dm?, Vour = 1,5 ml.min”, Vg =67 ml.min”,

o= 0,005/0,1 mol. dm™
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4.5 Analyza praktického vzorku moci

Po optimalizaci celého kombinovaného stanoveni a prométeni kalibracnich
zavislosti a zjisténi zakladnich charakteristik tohoto specia¢niho stanoveni bylo
pfistoupeno k analyze praktického vzorku moci.

Snazili jsme se najit certifikovany referenéni material obsahujici dané
slou€eniny selenu. BohuZzel v soucasné dobé neni na trhu vhodny referen¢ni material.
Jedinym certifikovanym referenénim materidlem bohatym na selen byl CRM 402,
analyzovany napf. v &lanku™. 1 zde ovSem autofi byli nuceni vzorek spikovat
jednotlivymi organickymi speciemi. CRM 402 je totiz vyroben z jetele plazivého
péstovaného na pidé bohaté na selen a je u n¢j deklarovan pouze celkovy obsah
selenu a dale celkovy obsah arzenu, kobaltu a molybdenu. Dale jesté Moreno®
publikoval analyzu za pouziti FI-HG-AFS, kde pouzil referencni materialy RM 602 a
RM 603, kde je také popsan pouze celkovy obsah Se.

Protoze jsme tedy neméli k dispozici standardni referen¢ni material moci
s deklarovanym obsahem jednotlivych specii, museli jsme pfistoupit k analyze
spikovaného vzorku moci. Pred vlastnim spikovanim byl cely objem vzorku moci
prefiltrovan ptes 0,2 um filtr. Tento vzorek byl pak spikovan jednotlivymi speciemi
selenu.

Od kazdé¢ specii bylo ke vzorku postupné ptidano 5-7 ptidavka standardu a
nasledné byly proméfeny odezvy a sestrojeny piisluSné piimky standardniho
ptidavku (kalibra¢ni zavislosti). Smérnice ziskanych kalibracnich zévislosti byly
porovnany se smérnicemi kalibracnich pfimek vzorkd pfipravenych v destilované
vod¢ — takto byla porovnana dosaZena citlivost stanoveni. Podobné byly porovnany i

meze detekce a meze stanovitelnosti.

4.5.1 Kalibrace SelV v moci

Podobné jako u stanoveni vodnych roztokli byl vzorek moci se standardem
davkovan 1 ml smyc¢kou Sesticestnym davkovacim ventilem. V piipadé Se'” byly
promé&feny koncentrace v rozsahu od 10 do 350 ng.ml™. Byla sestavena kalibraéni
zavislost z vySek 1 z ploch pikli a nasledné byly ziskdny zékladni charakteristiky
stanovani. Kalibra¢ni pfimka je zobrazena na Obr. 4.26. Podivame-li se na Tab. 4.3,

uvidime jednotlivé charakteristiky méteni.
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Tab. 4.3 Porovnani charakteristik stanoveni v matrici moc¢i pro jednotlivé
slougeniny, opakovatelnost pro 100 ng.mi” Se'”, 10 ,ug.ml'] S’ 5 ,ug.ml’] SeCys a
100 ug.ml’" SeMet

Sloudenina CitliVO_?t LOD/ LOQ 1 LOD/ LOQ_1 Opakovatelnost
[ml.ng™] vyska [ng.ml"] plocha [ng.ml ] [% RSD]
SelV 1,3.10° 7/23,4 8,03/26,8 3,5
SeVI 4,0.10” 216,9/723 185/614,5 4,8
SeCys 7,0.10° 648 /2162 340/ 1130 3.4
SeMet 5,0.107 5730/ 19100 5566/ 18554 3,2

Citlivost stanoveni Se'’ byla uréena jako 1,3.10° mlng’, coZ byla stejné
jako u stanoveni ve vodé nejvyssi citlivost v porovnani s ostatnimi speciemi. Meze
detekce a mez stanovitelnosti byly opét vyjadieny z vySek i ploch pikt. Z vysek pik
pak 7 ngml’ a 23,4 ng.ml”'; zploch pikii potom 8,03 ng.ml’ a 26,8 ng.ml”.
Opakovatelnost byla potom 3,5%.
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Obr. 4.26 Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni Se'¥ v modi
I=1A4, pH= 6,cy = I mol. dm'3, Vour = 1,5 ml.min'l, vy =67 ml.min'l,
cpui= 0,005/0,1 mol. dm™

Nejdulezitéjsi je vSak porovnani dosazenych smérnic obou kalibraci (citlivosti

stanoveni). To (v€etné porovnani dosazenych mezi detekce a mezi stanovitelnosti)
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zobrazuje Tab. 4.4. Citlivost méfeni byla v obou matricich blizka — pro moc¢ byla
uréena jako 1,3. 10 ® ml. ng "', ve vod& byla 2,5. 10 ® ml. ng "' . V piipadé této
specie vidime, ze meze detekce jsou prakticky totozné; ve vodé je mez detekce

7,3 ng.ml™” a v mo¢i 7 ng.ml™.

Tab. 4.4 Porovnani LOD ve vodé — Sedé€ a moc¢i — zelené

N LOD  LOD
Slougenina ClﬂlVO§t vyska  plocha
[ml ng"] [ng.ml'l] [ng.ml'l]

seV 25107 73 5,7

seV! 5107 291 2502
SeCys 9 10° 538 47
seMet 7107 5660 5084

4.5.2 Kalibrace SeVI v moci

Kalibrace Se"! vmoé&i byla proméfena vrozsahu od 1000 ng.ml' do

10000 ng.ml". Nasledng byla sestrojena kalibraéni zavislost, uvedena na Obr. 4.27.

05 . , . , . , . , . ,

04 | — y=3,5914E-5x + 0,04938 |

R=0,99495
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0 2000 4000 6000 8000 10000
clppb]

Obr. 4.27 Kalibragni zavislost pro stanoveni Se"' v mo¢i
I=1A,pH= 6, iy = I mol. dm'3, Vour = 1,5 ml.min'l, V4= 67 ml.min'l,

o= 0,005/0,1 mol. dm”
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Zékladni charakteristiky stanoveni jsou opét uvedeny v Tab. 4.3. Citlivost
stanoveni byla 4,0.10”° ml.ng”, velice blizka citlivosti ziskané stanovenim této specie
ve vods, kterd byla 5.10° mlng'. Meze detekce a stanovitelnosti byly opét
stanoveny z vysek i ploch piki. Z vysek pika byly ureny jako 216,9 ng.ml’ a
723 ng.ml”, zploch pikdi pak jako 185 ng.ml’ a 614,5 ng.ml’. V porovnani
s mezemi detekce pro stanoveni ve vod¢, které jsou vyznaceny v Tab. 4. 4., je vidét,
ze vmoci byly tyto parametry dokonce lepsi. To ale neni Upln€ neobvyklé; i
v literatute®’ bylo zaznamenano stejné zlepSeni meze detekce pii méfeni v modi.
Opakovatelnost byla stanovena na 4,8%, v porovnani s ostatnimi slouceninami byla

nejhorsi.

4.5.3 Kalibrace SeCys v moci

Byla provedena kalibrace vzorku v rozsahu od 1000 do 50000 ng.ml™”. Kalibraéni
pfimka je vidét na Obr. 4.29. Pokud se tyka charakteristik méfeni, jako je mez
detekce a stanovitelnosti, z vysek pikt byla stanovena na 648 ng.ml™ a 2162 ng.ml
a z ploch pikt na 340 ng.ml” a 1130 ng.ml”, porovnani s ostatnimi zkoumanymi
slou¢eninami je v Tab. 4.3. Jak je vidét, mez detekce zjisténd z ploch pikil je o
polovinu lepsi, coz je pravdépodobné dano tvarem piki. Zatimco pfi stanoveni ve
vodé mél pik klasicky tvar, v moci dochdzelo k velice pomalému klesani, jak je vidét
na Obr. 4.28, a tudiz vSechny plochy spocitané z vzorkit moc¢i byly vEtsi nez u
méfeni ve vodé. Opakovatelnost méfeni byla stanovena na 3,4 %. V porovnani
s mezi detekce pro stanoveni ve vodé doslo ke zvyseni piiblizng o 100 ng.ml” ze
538 ng.ml'l. Citlivosti stanoveni ve vod& (9.10° ml. ng'l) a mo¢i (7.10° ml.ng’l) byly

op¢t velice blizké.
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Obr. 4.28 Chromatogram SeCys v moci (vlevo) a ve vodé (vpravo)
I=1A4, pH= 6, ciy = 1 mol. dm'3, Vour = 1,5 ml.min'l, vy =67 ml.min'l,
o= 0,005/0,1 mol. dm’™
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Obr. 4.29 Kalibracni zavislost pro stanoveni SeCys v moci
I=1A4, pH= 6, ctoy = I mol. dm?, Vour = 1,5 ml.min™, vy = 67 mLmin”,

pu= 0,005/0,1 mol. dm”
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4.5.4 Kalibrace SeMet v moci

V piipadé SeMet byla proméfena kalibrace v rozsahu od 50 pg.ml’
do 500 pg.ml”. Ziskané kalibra¢ni zavislosti jsou zobrazeny na Obr. 4.30.

Jak je vidét z Tab. 4.3, citlivost stanoveni byla nejmensi (5,0.107 mlng ) ze
vSech danych specii, stejné jako pii stanoveni ve vodé. OvSem srovname-li zakladni
charakteristiky stanoveni v moc€i a ve vod¢, které jsou k porovnani v Tab. 4.4, je
vidét, ze meze detekce jsou prakticky totozné — 5560 resp. 5084 ng.ml™’ pro
stanoveni ve vodé a 5730 a 5566 ng.ml” pro stanoveni v moci. Opakovatelnost

meéfeni byla velmi dobra 3,2%.

0.25 - | y=4,58269E-7x + 0,03069 i
A | R= 0,99446

0,20

0,15

0,10

0,05

0,00 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
0 100000 200000 300000 400000 500000
¢, [ppb]

Obr. 4.30 Kalibracni zavislost pro stanoveni SeMet v moci

1

I=1A4, pH= 6, cky = I mol. dm?, Vour = 1,5 mlmin™, vy, = 67 ml.min”,

Cpu= 0,005/0,1 mol. dm”
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5. Zavér
Predkladand diplomova prace je vénovana elektrochemickému generovani
tékavych slouCenin a vhodnosti spojeni této techniky se separa¢nim krokem,
konkrétné s vysokotlakou kapalinovou chromatografii a detekéni technikou
atomovou absorpcni spektrometrii ke speciacni analyze vybranych anorganickych i
organickych sloucenin selenu.

V prvni Casti prace byla provedena optimalizace deprivatizacni techniky —
metody generovani té¢kavych sloucenin selenu bez zapojeni separa¢niho kroku pro
dané experimentalni zapojeni. Byl zji§tén optimalni priitok nosného plynu a vzorku,
nastaveni elektrického genera¢niho proudu a koncentrace katolytu pro jednotlivé
zkoumané anorganické 1 organické specie selenu a nasledné nastaveny vysledné
optimalni podminky pro vSechny specie. Po zjisténi optimalnich podminek byly
promé&feny kalibracni zavislosti pro vSechny pouzité specie selenu.

V druhé ¢asti diplomové prace bylo pfistoupeno k zapojeni separa¢niho kroku.
Bylo nutno nalézt vhodné separacni podminky pro separaci vSech sloucenin selenu.
Byla zvolena idealni koncentrace fosfore¢nanového pufru v mobilni fazi a pH
mobilni faze. Déle byla zjiSténa optimalni pritokova rychlost mobilni faze a vhodny
objem davkovaného vzorku. V uspofadani se separacnim krokem potom byly
proméfeny kalibracni zavislosti pro dané specie selenu a byly ur¢eny meze detekce a
meze stanovitelnosti pro jednotlivé latky. Podobné byly zjistény opakovatelnosti
stanoveni a dosazené citlivosti stanoveni.

V zavéru diplomové prace pak byla navrzena metoda kombinovaného HPLC-
EcHG-QFAAS stanoveni jednotlivych specii selenu testovana na vzorku moci.
Podobné¢ jako v pfipadé matrice vodné byla pro pfipravu standardnich roztokt
pouzita filtrovand mo€. Opét byly proméieny piislusné kalibracni zavislosti a
vypocteny analytické charakteristiky, které byly porovnany s vysledky ziskanymi pro
vodné roztoky. Na zaklad€ téchto srovnadni je mozné fici, Ze navrzend kombinovana
metoda umozinuje stanovit vybrané specie selenu jak ve vodné matrici, tak 1 v matrici

modi.
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