UNIVERZITA KARLOVA

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Klinické a toxikologicka analyza

Katarina Labancova

STANOVENIE TAZKYCH KOVOV V KRVI A PERIACH
SYKORIEK VECKYCH

Stanoveni tézkych kovu v krvi a pefi sykor konader

Determination of heavy metals in great tits blood and feathers

Bakalatfska prace

Vedouci bakalafské prace: RNDr. Jakub Hranicek, Ph.D.

Praha, 2017



Prohlaseni

ProhlaSuji, ze jsem tuto zavéreCnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny
pouzité¢ informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd Cast nebyla piedlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 25. srpna 2017. e



Pod'akovanie

Chcela by som sa pod’akovat’ RNDr. Jakubovi Hranickovi, Ph.D. za vedenie, trpezlivost’
a Cas, ktory mi pocas merania venoval, a za poskytnutie odbornych znalosti a rad. Tiez by

som chcela pod’akovat’ svojej rodine za moznost Studia a vel’ku podporu .



Abstrakt CZ

Tato bakalarskd prace se zabyva analyzou vybranych tézkych kovi (olovo, kadmium,
meéd’, chrom, arsen) ve vzorcich krve a pefi sykor konader (Parus major) metodou atomové
absorp¢ni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci a technikou generovani tékavych
slouCenin s detekci kiemenného atomizatoru. Za optimalnich podminek byla sestavena

kalibracni zavislost a zjisténé zékladni charakteristiky pro jednotlivé prvky.

Klicova slova

Atomova absorp¢ni spektrometrie, elektrotermicka atomizace, chemické generovani, tézké

kovy, krev, pefi, sykora

Abstrakt SK

Tato bakalarska praca sa zaoberd analyzou vybranych tazkych kovov (olovo, kadmium,
med’, chrom a arzén) vo vzorkéch krvi a periach sykoriek velkych (Parus major) metédou
atobmovej absorpcnej spektrometrie s elektrotermickou atomizaciou a technikou generovania
prchavych zlucenin s detekciou kremenného atomizatoru. Za optimalnych podmienok bola

zostavena kalibracna zavislost’ a zistené zakladné charakteristiky pre jednotlivé prvky.
KPuacové slova

atomova absorpcna spektrometria, elektrotermicka atomizécia, chemické generovanie, t'azké
kovy, krv, perie, sykorka



Obsah

Zoznam POUZItYCh SKIAtICK ......cccvieiiiiiiieiiecie e et en 6
| U117 Yo BTSSP R 7
1.1 Ciel bakalarske] PrACE ......cccuviiecuiieeiieeeiie ettt et e e e e e e enaee s 7

2 TEOTEHICKA CAST ....eouiieiiietieeee ettt ettt et e ittt e s bt e et e e saee e bt e sseeenseesaeeans 8
2.1 Atdmova absorpCna SPEKIrOMELIIa .....cccuveeeuireeiieeeiieeeiee st e e e eiveeereeeeveeesenee s 8
2.2 AAS s plamenovou atOMIZACIOU .......eeeuvieeueeeerieesieeesreeesteeessteessereessareessseeessseeessseeas 8
2.3 AAS s elektrotermickou atOmMIZACIOU. ......cc.eeviriiniieiiiienieeeeeeeee e 9
2.4 AAS s generovanim prchavych zIGCenin..........ooceeevvieiiiiiiieniieieieeeeee e 11
2.4.1  Chemické generovanie hydridOv.........cocoeiiiiiiiiiiiiiiiieecee e 12
2.4.2  Elektrochemické generovanie hydridov..........ccooveeiieiiieniieniiiniieiiecie e 12
2.4.3  Fotochemické generovanie hydridoV .........cccoecveeviieiiiiniieniiiiieeeicecesee e 12

2.5 StanovVOVANE PIVKY c.eeiiiiiiiiiieciie ettt et 13
2.5.1 [0 103 TSRS 13
252 MR ettt sttt ettt 14
2.5.3  KAQMUIUIN coiiiiiiiiieiee ettt sttt nb et eaee s 16
2.54  CRIOM.uiiiiiiiiciiieceee ettt e et e et e e aae e s taeeesbae e e bt e e enraeeenbeeeenraes 17
255 ATZEN ottt 18

2.6 SYKOTKA VETKA.....oiiiiiiiiiiiiie et 19

3 EXPerimentalng CAST........coouiiiiiiiiiiieieiieeee ettt 20
3.1 PouZivané chemikAlI€ .......c.ccoiiiiiiiiiiiiii e 20
3.2 PouzZivané pristroje, zariadenia a pracovng parametry .........ccecceeeevveeeveeeeiueeenineeennnes 20
3.3  Experimentalna aparatira pre metddu ETA-AAS........coiiiieeeeee e 21
3.4  Experimentalna aparatira pre metddu HG-AAS........ccoiiiiiiiieeee e 21
3.5 ANAlyZOVANE VZOTKY ..oocviiiiiiiiiiie ettt 23
3.6  Priprava vzorkou K analyze ..........cccovveviiieiiiieiiiecieeeeee e 23
3.7  Priprava kalibracnych r0ZtoKOV..........cocuiiiiiiiiiiiieiiieceecee e 25
3.8 Statistické Spracovanie VYSIEAKOV .........c.cooveeviviieeeeieeeeeeeeeseeees e 25

4 Vysledkova €ast’ @ diSKUSIA........covuiiiiiiiiieiieeieeieee e 27
4.1  Optimalne podmienky pre elektrotermickll atOmMiZACIU .........ceevveeveveeiiienieeieeeiieeniee. 27
4.2 Optimalne podmienky pre stanovenie arzénu metoédou chemického generovania.... 30
4.3 Kalibracnd ZAVISIOSt ......cc.eiiiiiiiiiiieie e 30
4.4  Zakladné charakteristiky StANOVENIA ........cccveeeeuiiiriieeiiie et 33
4.5  Analyza vZOrkou KIvi @ Peria.......cccciieeiuiieiiiieciie ettt ee e e 33

S U ZLAVET ettt et e et e et e sttt et e e eare e et 37

0 LB AT A oo et ——aae e e e e et —————————aeeeeraa————————— 38



Zoznam pouzitych skratiek

AAS
ETA

HG

LOD

LOQ

uv

VIS

=N

Absorbancia

Atomova absorp¢nd spektrometria
Elektrotermicka atomizacia
Generovanie hydridov

Kelvin

Medza detekcie

Medza stanovitel'nosti

Pocet

Opakovatel'nost’

Jednotka komcentracie odpovedajuca mg/L
Rozpitie

Smerodajna odchylka

Ultrafialové Ziarenie

Prietokova rychlost’

ViditeI'né Ziarenie

Median



1 Uvod

V sucasnosti patri atbmova absorpcna spektrometria s elektrotermickou atomizaciou medzi
oblibené metddy stanovenia stopovych a ultrastopovych koncentracii takmer vsetkych
kovov, metaloidov aniektorych nekovov. Princip je zalozeny na dostato¢ne u¢innom
prevedeni stanovovanych prvkov z roztoku vzorku do plynného atdémového stavu. Vyhodou
bezplamenovych atomizatorov je fakt, ze celé nadavkované mnozstvo sa podiel’a na stanoveni
a teda dosiahneme omnoho vyssiu okamzitu koncentraciu vol'nych atomov v plynnej fazy vo
velmi malom objeme. Atomova absorpcnd spektrometria s chemickym generovanim
prchavych zlicenin je Coraz castejSie vyuzivand metoda. Patri medzi metddy vhodné pre
stanovenie vyznamnych hydridotvornych prvkov. Princip metody je zalozeny na prevedeni
analytu na prchava formu a nasledné G¢inné oddelenie analytu od matrice a tym sa dosiahne
odstrdnenie roznych interferencii. Medzi vyhody tejto metddy patri nizka cena aparatiry

a jednoduché prevedenie.

1.1 Ciel’ bakalarskej prace

Hlavnym ciel'om tejto bakalarskej prace bolo stanovenie koncentracie vybranych tazkych
kovov v dodanych vzorkach krvi a peria sykoriek. Ako vhodna metodda pre stanovenie olova,
kadmia, medi achrému bola zvolend metdoda atdmovej; absorpcnej spektrometrie
s elektrotermickou atomizaciou a pre stanovenie arzénu bolo pouzité chemické generovanie
hydridov. Prvym cielom prace bola priprava dodanych vzorkou k analyze (zahriiujuca
vazenie, rozklad andasledné riedenie). Pred vlastnym stanovenim vybranych kovov
v dodanych vzorkach bolo nutné pre meranie olova, kadmia, medi a chromu overit’ optimélne
podmienky stanovenia (teplota pyrolyzy a teplota atomizacie) a pre meranie arzénu zostavit
experimentalnu aparatiru a overit’ optimalne podmienky merania. Dal§im cielom bolo za
optimalnych podmienok zmerat kalibracné zavislosti a zistit' zdkladné charakteristiky
stanovenia jednotlivych prvkov tymito technikami. Zaverom bolo nutné merat’ a vyhodnotit’

koncentracie vyssie uvedenych kovov v dodanych vzorkach.



2 Teoreticka cast’

2.1 Atomova absorp¢na spektrometria

Atomova absorpcnd spektrometria je jednou z najrozsirenejSich optickych analytickych
metod. Jej principom je absorpcia ziarenia vol'nymi atbmami v plynnom stave, ktoré vznikaja
atomizaciou. VoIné atomy absorbuju Ziarenie s uréitou vlnovou dizkou a fotény s uréitou
energiou. Pocet absorbovanych fotonov udéva kvantitu a energia absorbovanych foténov
udava kvalitu stanovovanych atdémov. Vd’aka svojej citlivosti a selektivnosti sa pouziva na
stopovu a ultrastopovu analyzu [1].

Konstrukcia AAS sa sklad4 zo Styroch casti. Prvou cast'ou je zdroj primarneho Ziarenia,
ktory musi mat vysokl energiu v uzkom spektralnom intervale, stabilny ziarivy tok,
minimalne pozadie a Ciary nedeformované samoabsorpciou. NajCastejSie sa pouzivaju
vybojky s dutou katodou zkovu, ktory sa stanovuje, bezelektrodové vybojky alebo
viacprvkové lampy pri ktorych je ale menSia presnost’ analyzy. Zarad’uju sa tu aj deutériové
lampy, ktoré sa ale pouzivaji za uc¢elom korekcie pozadia [2]. Druhou ¢astou je atomizator,
v ktorom dochadza k atomizacii kvapalnych vzorkou na samostatné atomy a zaroven
dochadza k absorpcii elektromagnetického Ziarenia volnymi atomami. Podla spdsobu
atomizacie delime AAS : F-AAS (flame — atomic absorption spectrometry), ETA-AAS
(electrothermal - atomic absorption spectrometry), HG-AAS (hydride generation - atomic
absorption spectrometry) [3]. Tretou castou je disperzny systém, ktory sluzi na izolaciu
spektralného intervalu, ktory obsahuje prislusnt absorpént rezonan¢nu Ciaru stanovovaného
prvku. PouZiva sa difrakéna mriezka alebo hranol. Stvrtou ¢astou je detektor. Najéastejsie sa
vyuziva fotondsobi¢, ktory ma vysoku citlivost’ a je vhodny k rychlym analyzam v Sirokom

rozsahu intenzity [4].

2.2 AAS s plamenovou atomizaciou

Patri medzi najstarSie a najbeznejSie pouzivané metddy. Zvycajne sa pouziva plamen

acetylén - vzduch s teplotou 2300 K alebo plamen oxid dusny - acetylén s teplotou 2700 K.

Kvapalna vzorka sa privadza do plamenia pomocou zhml'ovacov, kde sa vytvoria drobné
kvapky aeros6lu. Len maléd cast’ vzorky sa premeni na aeros6l z dovodu nizkej ucinnosti

zhml'ovacov. Preto sa pouziva na stanovenie vysSich koncentracii.



V plameni hordka prebieha disocidcia a vznik volnych atdémov. Nevyhodou plamenovych
atomizatorov je ich mala detekénd Gcinnost’ z dovodu malého podielu vzorky v plameni, ale

vyhodou je jednoduché a rychle pouzitie [5] [6].

2.3 AAS s elektrotermickou atomizaciou

V tejto metdode sa davkuje malé mnozstvo vzorku 10 — 40 uL do grafitovej kyvety
vyhrievanej prechodom elektrického pradu. Cely nadavkovany objem vzorky sa podiel’a na
absorpcii primarneho ziarenia. Vd’aka tomu vznikd vicSia koncentracia volnych atomov
v plynnom stave [5] [7]. V porovnani s AAS s plamenovou atomizaciou ma tato metoda
vysoku citlivost’, znizeny detekény limit, ale nevyhodou je ze vzrastd pravdepodobnost
interferencie matrice a je nutné pouzit' korekciu pozadia [8]. Kyvety musia byt vyrobené
z materialu s dobrou tepelnou a elektrickou vodivostou, chemickou odolnostou, malou
tepelnou rozt'aznostou a vysokou teplotou topenia. Vhodnym materidlom je najéastejSie
grafit, pyrolyticky grafit, sklovity uhlik, wolfrdm, molybdén a tantal. Grafitova kyveta moze
byt Standardnd, vzorka sa ddvkuje na stenu kyvety alebo kyveta s vlozenou platformou
a vzorka sa davkuje na platformu alebo kyveta so sondou, kde sa vzorka davkuje na sondu.
V atmosfére cistého argonu prebieha elektrotermické ohrievanie kyvety, aby sa zabranilo
pristupu kysliku zo vzduchu k rozZeravenému grafitu a k vol'nym atomom analytu. Tok

argdnu chrani atomizator pred oxidaciou a odnasa splodiny mimo atomizator.

Vzorka pri atomizécii z platformy sa vyparuje do prostredia o vysSej teplote, pretoze
platforma spomali vyparovanie pokial’ stena a plyn nie su teplejSie ako platforma. Velkost’
tohto rozdielu zavisi na rychlosti vyhrievania stien a rychlosti prenosu tepla na platformu.
Vyhrievanie platformy je spdsobené troma zloZkami: Ziarivym teplom z hortcich stien
atomizatoru, horucim inertnym plynom a tepelnou vodivostou, ktord je sposobena dotykom
platformy o stenu grafitové trubice. Platforma sa stien atomizatoru dotyka iba v Styroch

bodoch aby bola tepelna vodivost’ ¢o najmensia.

Vzorka v atomizatore je teplotne spracovand pomocou teplotného programu v niekol’kych

krokoch.



Prva faza je suSenie vzorky. Prebieha pri teplote trochu vysSej ako je teplota varu

rozpustadla.

Vzorky musia byt dokonale vysuSené aby nedochéddzalo k ich stratim v d’alSich krokoch
teplotného programu. Dolezité je aby sa vzorka varom nerozstriekala a nedoslo tak k stratdm.

Doba susenia zavisi od objemu vzorky.

Druhd faza je pyrolyza. Dochédza tu k premene formy analytu a odstranenie matrice.
Z rozkladnej krivky, ¢o je zavislost absorbancie na meniacej sa teplote pyrolyzy pri
konStantnej teplote atomizacie ur¢ime maximalnu teplotu pyrolyzy. Optimélna teplota je
teplota 0 50 - 100°C nizsia ako je zlom na krivke, pri ktorej absorbancia za¢ne klesat’. Pokles

je sposobeny stratami analyzovaného prvku pri pyrolyze.

Tretia fadza je atomizacia. V tomto kroku sa zaznamendva analyticky signal. Optimalnu
teplotu atomizécie uréujeme z atomizacnej krivky, ¢o je zavislost’ absorbancie na meniacej sa
teplote atomizacie pri konStantnej teplote pyrolyzy. Optimalna teplota je o 50 - 100°C vysSsia
ako je zlom na krivke po ktorej sa uz absorbancia nemeni. Atomizécii podlicha celé
nadavkované mnozstvo vzorky ¢im vieme dosiahnut’ relativne vysoku okamziti koncentraciu

atodmov a tym aj vysok citlivost’ stanovenia.

Po ukonceni faze pyrolyzy je predpoklad Ze analyt sa nachadza vo véac¢Sej miere vo forme

oxidu alebo halogenidu. Atomizacia v grafitovom atomizatoru prebieha mechanizmami:

e V kondenzovanej faze prebieha redukcia oxidu na kov anasledné vyparenie kovu
v niektorych pripadoch so vznikom diméru.
MOy, +y C = X Mg, p+y COg)
X Mg, — X Mg)
X M. 1y = X/2 Mag) — X M)
e V pevnej faze prebieha termicky rozklad.
MO — M) + 0O
e V plynne faze prebieha vyparenie oxidu a nésledné disocidcia.
M;Oys )y = MxOyg) = X Mg +y O
e V plynnej faze prebieha vyparenie halogénu a naslednd disociacia.

MXy(s, 1) = MXy@g) = M) +y X

-10-



Priebeh signalu pri elektrotermickej atomizacii odraza ¢asovu zéavislost mnoZstva atdomov

v pozorovanom objeme atomizatoru a je funkciou teploty.

Stvrta faza je Gistenie atomizatoru od zvyskov vzorky. Teplota a doba trvania uréujeme

podl’a zivotnosti kyvety pri pouziti vysokych teplot. Piata faza je chladenie kyvety.

Transport atdémov z atomizatoru v grafitovych kyvetdch prebieha pomocou difuzie pri
zastavenom toku plynu apri dobrej termickej uprave vzorky pocas pyrolyzy. U prvkov
Ag, As, Au, Bi, Cd, Hg, Pb, Se a Zn ovplyviiuje prietok plynu citlivost’ stanovenia. Pri
atomizacii prvkov Ba, Be, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mn, Mo, Na, Ni, Sr, U A V dochadza
k opakovanému vypareniu a naslednej kondenzécii u pozdizne vyhrievanych atomizatorov.

Prietok plynu neovplyviluje vel'mi citlivost’ stanovenia[1].

2.4 AAS s generovanim prchavych zlicenin

Jednou znajnaroc¢nejSich tuloh v oblasti analyzy prvkov je stanovenie analytu na
ultrastopovej Urovni. Generovanie prchavych zlicenin je vel'mi uZivany a G¢inny sposob
ultrastopovej analyzy v poslednych rokoch. K pozitivam patri vysoka uc¢innost prenosu
analytu do detektoru, separacia analytu od matrice, moznost’ prekoncentrovat’ analyt v plynne;j
faze pred detekciou, dobra citlivost’ al'ahka automatizovatelnost’ [9] [10] [11].Tvorba
prchavych zlt€enin ako st hydridy, organokovové zluceniny, chelaty, halogenidy, karbonyly
kovov, methylester kyseliny borité, ortut’ aich nasledovna separacia do plynnej faze sa
vyuziva v stopovej analyze. Analyt sa oddeli od matrice a je nosnym plynom unaSany do
atomizatora cez separator. Cenovo dostupny je kremenny atomizator. Sice vykazuje nizky
Sum zdkladnej linie a vysoku citlivost’ ale jeho negativom je, Ze je malo odolny voci
interferencidm a poskytuje nedostatocnu linedrnost’ v kalibracnych grafoch [9]. Zafirovy
atomizator je drah$i, odolny voci vysokym teplotam a kordziam. Oproti kremennému
atomizatoru ma dlhsiu Zivotnost’ [12]. Dalej nasleduje disperzny systém kde sa pouZiva
difrakénd mriezka. Jej funkciou je aby len vybrané vlnové dizky prenikli k detektoru. Pre
detekciu sa pouZziva fotonasobi¢ s vysokou citlivostou. Generovanie prchavych zli¢enin sa

deli na chemické generovanie, elektrochemické generovanie a UV - generovanie.
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2.4.1 Chemické generovanie hydridov

Generovanie, pri ktorom sa pomocou chemickej reakcie neprchavého analytu s redukénym
¢inidlom v prostredi mineralnych kyselin prevedie na prchavi formu. Ma vysoku citlivost’
a selektivnost’. NajpouzivanejsSim redukénym c¢inidlom je tetrahydroboritan (sodna alebo

draselna sol’).

Chemické generovanie je zalozené na postupnom rozklade BH4 v kyslom prostredi

popisany rovnicami (1-4) [13].:

BH, + H,O + H — H,0-BH; + H, (1)
I{ﬂ)—Bfig+‘}b()—9]{2CLEH{ﬂ)}I+]{2 (2)
I{Q()-I3I{2()I{ +‘I{2()-—+ I{Z()-IBI{(()I{)2 +'}12 (3)

H,O-BH(OH), + H,O — B(OH); + H,O + H, (4)

V reakénej zmesi si pritomné Styri zluceniny, ktoré obsahuju jednu az Styri vdzby B-H.
Kazda z tychto zlic¢enin mdze preniest’ atdbm vodiku na analyt, ale mézu sa podstatne lisit

v reakénej rychlosti.

2.4.2 Elektrochemické generovanie hydridov

Vyhodou elektrochemického generovania je, Ze k redukcii analytu dochadza posobenim
elektrického pridu a nemusime pouzivat’ tetrahydroboritan sodny, ktory je drahy, asto je
zdrojom kontamindcie a je nestabilny. K d’al§im vyhodam patri, ze hydridotvorné prvky maju
podobné reakéné médium, vacsiu toleranciu voci interferencidm, lepSiu reprodukovatel’nost,
vysSiu citlivost’ a nezavislost’ na oxida¢nom stave analytu pri pouZziti katddy s vysokym

vodikovym prepdtim [14] [15] [16] [17].
2.4.3 Fotochemické generovanie hydridov

Povod tejto metddy ma suvislost’ s ¢istenim odpadnych vod, pri ktorom sa vyuzivaju
fotokatalytické procesy zalozené na pdsobeni UV/VIS Ziarenia. Toto ziarenie oxiduje
rozpustenu organicki hmotu a tym sterilizuje baktérie. Ku kvapalnému vzorku je pridana
organicka kyselina napriklad mravencia, octova, propidonova alebo malénovéa a pdsobenim
UV Ziarenia ako je napriklad ortutovéd vybojka dochddza v roztoku k fotolyze organickych

kyselin a k radikdlovym reakciam.

-12-



Pri tychto reakcidch dochéadza k fotoredukcii analytu na prchava zliceninu. Vyhodou
fotochemického generovania je jednoduchSie experimentalne usporiadanie, nizSie riziko
interferencii a pouzivanie chemikalii, ktoré az tak neznecist'uji zivotné prostredie [18] [19].
2.5 Stanovované prvky

2.5.1 Olovo

Olovo (Pb, lat. plumbum) patri medzi najrozsirenejSie tazké kovy s nizkou teplotou
tavenia, je mikké, kujné, odolné vo&i korozii a zle vedie teplo a elektrinu. Dalsie fyzikalne

a chemické vlastnosti olova st zahrnuté v Tab. 2.1.

Tab. 2.1 Fyzikélne a chemické vlastnosti olova

Vlastnosti Hodnoty
Protonové ¢islo 82
Atomova hmotnost’ [g/mol] 207,2
Elektronova konfiguracia [Xe]4f'*5d"6s°6p
Elektronegativita 2,33
Oxidacné cisla 0,11, IV
Hustota [kg/dm’] 11,34
Teplota topenia [K] 600,61
Krystalova sustava Kubicka
Magnetizmus Diamagneticky
Elektricky odpor [nQ2m] 208

Jeho vyskyt v zemskej kore je 13 ppm. Jeho rozSirenie suvisi s faktom, ze tri zo Styroch
prirodzenych izotopov olova (*%Pb, *’Pb a ***Pb) vznikaji v prvom rade ako stabilné

produkty prirodzenych rozpadovych radov. Iba izotop 204

Pb radioaktivnym rozpadom
nevznikd. Elementarne olovo sa v prirode vyskytuje vzacne a nachddzame ho v horninach
a minerdloch. Medzi najddlezitejSie rudy, ktoré obsahuju olovo patri galenit (PbS), anglesit

(PbS0O,) alebo cerusit (PbCO3) [20].

13-



Olovo je neesencialny prvok. Samotny prvok a jeho zliceniny su toxické. Z organizmu sa
vylu€uji vel'mi tazko a kumuluji sa najmi v kostiach, peceni a oblickach.[21]. Doélezité je
preto stanovenie olova aj na ultrastopovej urovni [22]. Kontroly koncentracie olova su
dolezité hlavne v potravinach a v materialoch, ktoré prichadzaja do styku s potravinami alebo
pitnou vodou. Olovo a jeho zluCeniny su karcinogénne a teratogénne [23]. Hlavnou pri¢inou
kontamindcie zivotného prostredia olovom je pouzivanie tetracthylolova ako aditivum na
zvySenie oktanového ¢isla benzinu. Spalovanim benzinu sa do ovzduSia dostava az 98 %
z celkovych emisii olova. Pouziva sa tiez v stavebnych konstrukciach, v olovenych
akumulatoroch, ako strelivo a ndboje. Olovo zabraiiuje radioaktivnemu Ziareniu a pouZiva sa
ako ochranny plast’ podmorskych a podzemnych kablov [24]. Prechadzaju placentou a maju
Skodlivé ucinky na vyvoj plodu a deti. Taktiez prestupuju do materského mlieka, Co je
nebezpecné pre kojenca pretoze toxicita olova pre detsky organizmus je vySSia ako pre
dospelého jedinca [25]. U dospelych ovplyviiujii negativne trdviaci, nervovy a imunitny
systém. Mechanizmus toxicity olova ajeho zliCenin je tvorenie stabilnych komplexov
s oxoskupinami enzymov aovplyviiuje takmer vSetky kroky v procese syntézy hemu
a metabolizmu porfyrinu. Typickymi priznakmi otravy olova su bolesti hlavy, kolika, anémia,
kt€e, chronicky zapal I'advin, poSkodenie mozgu a porucha centralnej nervovej ststavy [20]

[26].

252 Med

Med’ (Cu, lat. cuprum) sa v periodickej tabul’ke prvkov radi medzi uSlachtilé kovy. Ma
cervenohned¢ sfarbenie, vyznacuje sa vysokou tepelnou a elektrickou vodivostou a dobrou
odolnostou voci koro6zii. Niektoré d’alSie fyzikalne a chemické vlastnosti medi st zhrnuté

v Tab. 2.2 [27].
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Tab. 2.2 Fyzikalne a chemické vlastnosti medi

Vlastnosti Hodnoty
Protonové Cislo 29
Atomova hmotnost’ [g/mol] 63,5
Elektronova konfiguracia [Ar]3d'%4s'
Elektronegativita 1,90
Oxidacné ¢isla L II, IIT
Hustota [kg/dm’] 8,94
Teplota topenia [K] 1357,77
Krystalova sustava Kubicka
Magnetizmus Diamagneticky
Elektricky odpor [nQ2m] 16,78

Vyskyt medi vzemskej koére je 68 ppm najcastejSiec v podobe sulfidov, oxidov
a uhli¢itanov [20]. Med’ vytvara komplexy s pevnym zakladom, ako st karbonaty, nitraty,
sulfaty, chloridy a amoniak. MnoZstvo takto viazanej medi moze tvorit 13 - 97 % celého jej
obsahu vrieénych vodach[27]. Med sa pouZiva v strojarskom, elektrotechnickom,
chemickom a potravinarskom priemysle hlavne ako Cisty kov. V pol'nohospodarstve ako
fungicid, insekticid. Uplatiiuje sa aj pri ochrane dreva a koZe. Zivotné prostredie znedistuje
med’ z elektrotechnického priemyslu a vyroby zliatin. Schopnost’ medi prijimat’ a darovat’
elektrony pri zmene oxidacného stavu a naslednd katalyza vzniku radikélovych i6nov ma

dolezity podiel na jej toxicite.
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2.5.3 Kadmium

Kadmium (Cd, lat. cadmium) je mékky strieborny kov, ktory je nerozpustny vo vode.
Niektoré d’alsie fyzikéalne a chemické vlastnosti su zhrnuté v Tab. 2.3.

Tab. 2.3 Fyzikalne a chemické vlastnosti kadmia

Vlastnosti Hodnoty
Proténové Cislo 48
Atomova hmotnost’ [g/mol] 112,4
Elektronova konfiguracia [Kr] 4d" 55>
Elektronegativita 1,69
Oxidacné Cisla I
Hustota [kg/dm’] 8,65
Teplota topenia [K] 594,22
Krystalova sustava Hexagonalna
Magnetizmus Diamagneticky
Elektricky odpor [nQ2m] 72,7

Obsah kadmia v zemskej kore je 0,16 ppm. Pocas zvetravania kadmium prechadza do
roztoku a vytvara kademnaty kation alebo komplexné iony a organické chelaty. Izolacia
kadmia je vzdy spojend s vyrobou zinku. Najvac¢§im zdrojom kadmia v Zivotnom prostredi je
zo spalovania fosilnych paliv, z hutnictva, z mastalného hnojiva a umelych fosfore¢nych
hnojiv [28]. Kadmium je zaradené v zozname znecistujicich latok pre jeho rezistenciu

v zivotnom prostredi a potencidlnu biokumulaciu a toxicitu. Zlu¢eniny kadmia st jedovaté.
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2.5.4 Chrom

Chrom (Cr, lat. chromium) patri medzi tazké kovy. Je ocelovo sivy a tvrdy. Niektoré

dalsie fyzikalne a chemické vlastnosti st zhrnuté v Tab. 2.4.

Tab. 2.4 Fyzikalne a chemické vlastnosti chromu

Vlastnosti Hodnoty
Proténové ¢islo 24
Atomova hmotnost’ [g/mol] 51,9
Elektronova konfiguracia [Ar] 3d’ 4s'
Elektronegativita 1,66
Oxidacné c¢isla IL IIL IV, V, VI
Hustota [kg/dm’] 7,15
Teplota topenia [K] 2180
Krystalova sustava Kubicka
Magnetizmus Antiferomagneticky
Elektricky odpor [nQ2.m] 125

Chrom je zastlpeny v zemskej kore v mnoZstve 122 ppm. Je jednym z hlavnych
polutantov zivotného prostredia. Predstavuje riziko pre faunu i fléru a jeho doba odburavania
je pomerne dlha [29]. Chrém sa vyskytuje hlavne trojmocny ale omnoho nebezpecnejsi je
jeho Sestmocna forma, ktord Casto spOsobuje akutne aj dlhodobé neziaduce ulinky. Téato
Sestmocna forma spdsobuje hlavne rozne alergické reakcie koze a niektoré jeho zluceniny

patria medzi silné karcinogény a mutagény [30].
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2.5.5 Arzén

Arzén (As, lat. arsenicum) sa v ramci chemickych prvkov zarad'uje medzi polokovy. Jeho
zakladné fyzikalne a chemické vlastnosti st zhrnuté v Tab. 2.5.

Tab. 2.5 Fyzikalne a chemické vlastnosti arzénu

Vlastnosti Hodnoty
Protonové ¢islo 33
Atomova hmotnost’ [g/mol] 74,9
Elektronova konfiguracia [Ar]3d' 4s” 4p°
Elektronegativita 2,18
Oxidacné ¢isla 100, 100, V
Hustota [kg/dm’] 5,727
Teplota topenia [K] 887
Krystalova sustava Trigonalna
Magnetizmus Diamagneticky
Elektricky odpor [nQ2.m] 333

Vyskyt arzénu v zemskej kore je okolo 2 ppm. V prirode sa nachadza v mineraloch,
najCastejsie v spojeni so sirou v niektorych loZiskach sulfidov kovov, ale taktieZ ako Cista
krystalicka latka. Do Zivotného prostredia sa dostava z prirodnych zdrojov ako je vulkanicka
¢innost’, zvetravanie hornin ale aj z priemyselnych ¢innosti ako je spalovanie fosilnych paliv,
tazba uhlia a nerastnych surovin, vyroba olova a medi. Koncentracie arzénu zistené v okoli
bani azavodov taviacich oloveni a medent hrudu st niekolkondsobne vysSie, ako na
uzemiach, kde nedoSlo k vyraznému zésahu l'udskej ¢innosti do Zivotného prostredia [31].
Arzén sa pouziva v pol'nohospodarstve ako insekticid a ako postrek na ochranu dreva proti
hmyzu, baktéridam a hubdm. Svoje uplatnenie ma aj v medicine, napriklad pri lieCbe rakoviny.
Arzén nie je samostatne jedovaty, ale v tele sa metabolizuje na toxické zluceniny, najviac na
oxid arzenity. Toxicita zli¢enin arzénu stipa s jeho rozpustnostou vo vode. V organickej

forme je arzén toxickejsi ako v anorganicke;.
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2.6 Sykorka velka

Sykorka velka je beznym druhom spevavca cCasto sa vyskytujiceho v blizkosti T'udi
v mestach iv periféridch, preto sa dd povazovat za vhodny ukazatel' kvality zivotného
prostredia. Skodlivé latky (ako st tazké kovy) sa do tela tychto spevavcov dostavaju priamo
expoziciou (dychanim), ale aj napriklad potravou ¢i vodou. Toxické az karcinogénne uc¢inky
tazkych kovov v organizmoch moézu spdsobovat poruchy krvotvorby a vyznamne tak
ovplyviiovat dlhovekost' tychto zvierat [32]. Vzhladom k zndmej schopnosti akumulacie
tazkych kovov v organizmoch je mozné ocakavat, ze kontamindcia krvi a peria vtakov sa
v ich r6znom veku bude liSit’ (zvySovat’). Vysledky tychto analyz je mozné d’alej vyuzit' pre

porovnanie rizikovosti tazkych kovov vzhl'adom k l'udskému zdraviu.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzivané chemikalie

e tandardny roztok Pb>" o koncentracii 1000 mg/L, dusi¢nan olovnaty
v kyseline dusiénej 0,5 mol/L, &istota CertiPUR® (Nemecko)
e Standardny roztok Cd*" o koncentracii 1000 mg/L, dusi¢nan kademnaty
v kyseline dusiénej 0,5 mol/L, &istota CertiPUR® (Nemecko)
e standardny roztok Cu>” o koncentracii 1000 mg/L, dusi¢nan med’naty
v kyseline dusi¢nej 0,5 mol/L, &istota CertiPUR® (Nemecko)
e Standardny roztok Cr’" o koncentracii 1000 mg/L, dusi¢nan chromnaty
v kyseline dusi¢nej 0,5 mol/L, &istota CertiPUR® (Nemecko)
e Standardny roztok As o koncentracii 995 + S5mg/L, Cistota Merck (Nemecko)
¢ modifikator matrice dihydrogénfosfore¢nan amoénny o koncentraci 1 g/L,
Cistota 99,999 % Sigma-Aldrich (Nemecko)
e modifikator matrice dusi¢nan hore¢natoolovnaty o koncentraci 1 g/L, Cistota
99,995 + % Sigma-Aldrich (Nemecko)
e kyselina chlorovodikova, 36%, p.a. LachNer, (Ceska republika)
® 3% tetrahydridoboritan sodny, ¢istota = 99% Sigma-Aldrich (Nemecko)
v 0,5% hydroxide sodnom, &istota 99,3 % Lachner s.r.o (Ceska republika) pre
stabilizaciu
® kyselina dusi¢na: 65%, for analysis (EMSURE®, Merck spol. s.r.o., Nemecko)

® neionizovana voda pripravena zariadenim Milli Qprys (Millipore, USA)

3.2 Pouzivané pristroje, zariadenia a pracovné parametry

e atomovy absorpény spektrometer ContrAA 700 (Nemecko) s elektrotermickou
atomizaciou vyuzivajuci grafitovl kyveta s vloZzenou platformou a vybaveny
automatickym podavacom vzorkou, spektrometer bol ovladany pomocou
softwaru ASpect CS

e atomovy absorp¢ny spektrometer Pye Unicam 939 (Unicam, UK),

spektrometer bol ovladany pomocou softwaru Solaar
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e vybojka s dutou katdédou pre stanovenie arzénu, napajaci prud bol nastaveny na
8 mA, a vilnova diZka pre stanovenie arzénu bola 193,5 nm (Varian, Australia)

e kremenny atomizator, duté trubica v tvare pismena T, atomiza¢né rameno malo
dizku 120 mm a vnatorny priemer 12 mm a stredna zazen4 ¢ast’ merala 70 mm
a jej vnutorny priemer bol 4 mm (RMI, Ceska republika)

e programovatel'na 8-kanalova peristaltickd pumpa Masterflex (Cole-Parmer
instrumental company, USA)

e prictokové erpacie hadicky o réznych vnutornych priemeroch TY GON®
(Sigma-Aldrich, USA)

e analytické vahy 2004 MP (Sartorius, Ceska republika)

e zariadenie pre mikrovlnny rozklad MDS-2000 (CEM Corporation, USA)

e rozkladné patrony Lined Digestion Vessels

¢ vodny ultrazvukovy kapel’ E30H Elmasonic

3.3 Experimentalna aparatira pre metodu ETA-AAS

Koncentréacia olova, kadmia, medi a chromu v redlnych vzorkach boli merané pomocou
atomoveé absorpcné spektrometrie s elektrotermickou atomizaciou. Vyuzivany bol pristroj
ContrAA 700 ovladany softwarem ASpect CS. Jednotlivé vzorky (optimaliza¢né a kalibracné
roztoky, redlne vzorky) boli automaticky davkované pomocou autosampléru a cely proces
analyzy bol riadeny pocitaom. Konkrétne teplotné programy st uvedené vo vysledkovej Casti
tejto prace, pretoze prevzaté optimalne hodnoty z odborné literatiry boli v niektorych
pripadoch overované. Déavkované mnozstvo vzorku u tejto techniky bolo vzdy 20 pL,
mnozstvo pridaného modifikatoru bolo podla stanovovaného prvku 5 pL. Vyhodnotenie
nameranych koncentracii aich prepocet na hmotnost vzorku bolo prevedené manudlne

v programe MS Excel (Microsoft Office).

3.4 Experimentalna aparatira pre metodu HG-AAS

Pre experimentalnu aparaturu chemického generovania bolo vyuzité prietokové injekéné
usporiadanie, do ktor¢ho bolo nadavkované 500 pL vzorky peria N627 341, N629 925,
HN653 566, N653 550 a vzorky krvi PMI-PM12 pomocou injekénej striekacky do

Sest’cestného ventilu.
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Bol vyuzity kontinudlny prad nosného média ktorym bola deionizovand voda. Vzorky
nariedené deionizovanou vodou boli po naddvkovani unaSané deionizovanou vodou a
k okyseleniu kyselinou chlorovodikovou riedenou 1:1 doSlo az tesne pred reakciou
s 3% tetrahydridoboritanom v 0,5% hydroxide sodnom. Prechod vzniknutého hydridu do
atomizatoru bol zabezpeceny argonom, ktory bol pripojeny pred separator faz. Zo separatoru
vychadzala hadic¢ka na odpad. Schéma aparatiry je na Obr.3.1. Detekcia vzniknutého hydridu

bola pomocou atdbmového absorpéného spektrometra.

1. ‘ 2.

12. 11 13.

|

|

Obr. 3.1 Schéma usporiadania aparatiry pre metodu chemického generovania hydridov
pre stanovenie arzénu vo vzorkach peria a krvi sykorek.
1- privod vzorky, 2- odpadnd hadicka, 3- Sest'’cestny ventil, 4- privod vody, 5- privod
redukéného Cinidla, 6- odpad, 7- privod kyseliny, 8- peristalticka pumpa, 9- reak¢na slucka,
10- separator faz, 11- prietokomer, 12- nosny plyn, 13- kremenny atomizator

U tejto techniky bol atdémovy absorpéni spektrometer Pye Unicam 939 vyuZzivany pre
meranie absorbancie. Vypocet koncentracie arzénu z nameranej absorbancie a jej prepocet na
hmotnost’ vzorku bol prevedeny manualne v programe MS Excel (Microsoft Office).
Jednotlivé vzorky (optimaliza¢né a kalibraéné roztoky, redlne vzorky) boli davkované

manudalne pomocou Sest’cestného davkovacieho ventilu. Davkované mnozstvo vzorku u tejto

techniky bolo vzdy 500 pL.
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3.5 Analyzované vzorky

Vzorky krvi a peria vtakov, ktoré boli v tejto praci analyzované (viz Obr. 3.2 a 3.3), boli
ziskané v ramci spoluucasti na vyskume zaoberajuceho sa vplyvom t'azkych kovov na zdravi
a kondicii vol'ne Zijacich sykoriek vel'kych[32]. Testované vzorky (peria n = 4, krvi n = 12)
pochadzali z mlad’at (n = 6) a dospelych (n = 8) odchytenych v r6znych rokoch (2011 —2015)
v lokalite v Prahe 8 - Cimicky a Dablicky haj.

| 11 awy’

Obr.3.2 Fotka vzoriek peria mlad’at sykoriek omyté destilovanou vodou a ususené na
filtraénom papieri.

Obr. 3.3 Fotka vzoriek krvi mlad’at a dospelych sykoriek pred zriedenim s kyselinou dusi¢nou
a deionizovanou vodou.

3.6 Priprava vzorkou k analyze

Vzorky peria boli omyté destilovanou vodou aboli usuSené na filtraCnom papieri.
Nasledne boli odvazené na analytickych vdhach 2004 MP Sartorius a vlozené do oznacenych
patron, do ktorych bolo pridané 5,0 ml 65% kyseliny dusi¢nej (viz Tab. 3.1). Vzorky boli

rozlozené v zariadeni pre mikrovinny rozklad MDS-2000.
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Jednotlivé kroky rozkladu st uvedené v Tab. 3.2. Po mineralizacii boli vzorky kvantitativne
prevedené do odmernych baniek a nariedené destilovanou vodou na celkovy objem 10 ml.
Vzorky peria boli pred analyzou nariedené dvakrat. Takto pripravené vzorky boli nasledne

analyzované.

Tab. 3.1 Navazky jednotlivych vzoriek peria a prislusné ¢islo patrony

vzorky peria m [g] ¢islo patrony
N627 341 0,00425 1
N629 925 0,00496 4
HN653 566 0,00443 6
N653 550 0,00493 8
blank - 10

Tab. 3.2 Faza mikrovinného rozkladu

faza ¢as [min] tlak [psi]
L. 15 30
II. 15 60
1. 15 90
Iv. 15 120

Vzorky krvi boli odvazene na analytickych vahach diferenénim vazenim (viz Tab. 3.3).
Do mikroskimaviek so vzorkou sme pridali 400 pL 65% kyseliny dusi¢nej a 400 pL
deionizovanej vody. Nasledne sme mikroskiumavky vlozili do 50°C vodného ultrazvukového
kapel'a na 10 minut. Vzorky krvi PMI1 azPMI12 boli zriedené desatkrat tak, ze bolo
odobranych 100 pL vzorku abolo doplnenych 900 pL  deionizovanej vody do

mikroskiimaviek. Takto pripravené vzorky boli nasledne analyzované.
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Tab. 3.3 Navazky jednotlivych vzoriek krvi

vzorky Kkrvi m yorku [g]
PMI1 0,00670
PM2 0,01485
PM3 0,01095
PM4 0,00875
PMS5 0,00855
PM6 0,01925
PM7 0,01227
PMS 0,01284
PM9 0,01309

PMI10 0,01476
PMI11 0,06297
PM12 0,02996

3.7 Priprava kalibra¢nych roztokov

Pre kazdy prvok boli pripravené kalibra¢né roztoky zo Standardnych zasobnych roztokov o
roznych koncentraciach. Pre olovo, med’ a chrém to boli koncentracie 5, 10, 25 a 50 pg/L. Pre
kadmiu 0,5; 1,0; 2,5 a 5,0 pg/L. Pre arzén 1,0; 2,5; 5,0 a 10 pg/L. U vSetkych kalibra¢nych

radach boli zmerané tiez slepé roztoky (blanky).

3.8 Statistické spracovanie vysledkov

Vysledky boli Statisticky spracované podla nasledujiceho postupu. Pocet opakovanych
merani toho istého vzorku pre stanovenie jedného prvku bolo vykonané trikrat. Urcenie
strednej hodnoty pre pocet opakovanych analyz mensSich ako sedem je median pre neparny
pocet hodndt. Pre parny pocet hodnot po zoradeni podla velkosti je medianom aritmeticky

priemer dvoch prostrednych hodndét podl'a vzorca:

zn: X (3.1

=N
I

1
n
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Kde X je median, # je poCet merani a x; je vyjadrenim hodnoty i — tého merania.

Pre pocet opakovanych analyz mensich ako sedem sa smerodajna odchylka (s) vypocita podl'a

vzorca:
s=ky R (3.2)

Kde k,, je tabelovana hodnota kde pre kazdé n, ktoré vyjadruje pocCet merania a R, ktoré

predstavuje rozpitie sa vypocita podla vzorca:
R = Xmax = Xmin  (3.3)

Najvyssiu hodnotu z vysledkov predstavuje x,,,, @ najnizsiu x,,;,. Pre tabelovant hodnotu £,
bola dosadena hodnota 0,5908 kvoli trom opakovanym meraniam. Medza detekcie, medza
stanovitel'nosti a opakovatel'nost’ boli uréené pre metodu atomovej absorpcnej spektrometrie

s elektrotermickou atomizaciou a aj pre metddu chemického generovania hydridov.

Medza detekcie LOD je definovana ako najmensia koncentracia analytu, ktora je danou

metddou dokézatelnd, CiZe je mozné ju odlisit’ od medze blanku. Vypocita sa podl'a vzorca:
LOD = X+3 s (3.4)
kde s znac¢i smerodajna odchylku z 10-tich nameranych hodn6t blanku, ¥ je median.

Medza stanovitel'nosti LOQ je definované ako najmensSia koncentricia analytu, ktora sa da

stanovit’ s ur¢itou spolahlivostou. Vypocita sa podla vzorca:
LOQ =%+10 -s (3.5)
kde s znac¢i smerodajnt odchylku z 10-tich nameranych hodn6t blanku, X je median.

Opakovatel'nost’ merania sa vyjadruje ako relativna smerodajna odchylka vysledkov
desat’krat opakovanych stanoveni vykonanych v kratkom casovom intervale za rovnakych

podmienok.

0=3.1 (3.6)

>l v

kde s zna¢i smerodajnt odchylku z 10-tich nameranych hodnét blanku, ¥ je median.
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4 Vysledkova cast’ a diskusia

V tejto Casti bakalarskej prace su uvedené optimalne podmienky a zédkladné charakteristiky
stanovenia olova, kadmia, medi a chromu atémovou absorpnou spektrometriou
s elektrotermickou atomizaciou, optimalne podmienky a zakladné charakteristiky stanovenia
arzénu atomovou absorpc¢nou spektrometriou s technikou generovania hydridov, namerané a
vyhodnotené koncentracie vybranych prvkov v dodanych vzorkach. Vysledky su

prezentované v podobe tabuliek a grafov.

4.1 Optimalne podmienky pre elektrotermicku atomizaciu

Na zéklade predoslych stadii v laboratériu spektrometrickych metéd Katedry analytické
chémie PfF UK a vyrobcom doporuc¢enych experimentdlnych parametrov boli overené
optimalne podmienky pre stanovenie olova, kadmia, medi a chromu. Vinové dizky a

modifikatory pre jednotlivé stanovované prvky su uvedené v Tab. 4.1.

Tab. 4.1 Optimalne vlnové dizky a modifikatory pre stanovenie olova, kadmia, medi a chromu
vo vzorkach

prvok vlnovi dizka [nm] modifikator
Pb 283,306 NH4H,PO,
Cd 228,802 NH4H,PO,
Cu 324,754 Pd/Mg(NOs),
Cr 357,869 Pd/Mg(NOs),

Optimalne teploty pyrolyzy a atomizéacie boli zvolené tak, aby bola ¢o najvicsia odozva
absorpéného signalu a vysledky boli opakovatel'né. Pyrolyza prebieha v dvoch krokoch,
pretoze v jednom kroku by nedochddzalo k uplnému spaleniu matrice vo vzorkach. Optimalne
teploty atomizacie boli ur¢ené aby mali ¢o najvacsi absorpéni ohlas, teda najvyssiu citlivost’.

Teplotné programy pre jednotlivé prvky st uvedené v Tab. 4.2 —4.5.
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Tab. 4.2 Teplotny program pre stanovenie olova

Stapanie

Jedno.tlivé 1.‘zizy Teplota [*C] teploty Trvanie jednotlivého Cas [s]
ohrievania [°C/s] kroku [s]
suSenie 1 80 6 20 28,3
suSenie 2 90 3 20 23,3
suSenie 3 110 5 10 14,0
pyrolyza 1 350 50 20 24.8
pyrolyza 2 800 300 10 11,5
plynna adaptacia 800 0 5 5,0
atomizacia 1500 1500 4 4,5
Cistenie 2450 500 4 59
Tab. 4.3 Teplotny program pre stanovenie kadmia
Jednotlivé fizy Teplota ['C] Stt;ﬁz?;e Trvanie jednotlivého ¢ o
ohrievania [°C/s] kroku [s]
suSenie 1 80 6 20 28,3
suSenie 2 90 1 20 30,0
suSenie 3 110 1 10 30,0
pyrolyza 1 350 50 20 24,8
pyrolyza 2 500 300 10 10,5
plynna adaptacia 500 0 5 5,0
atomizacia 1600 1400 3 3,8
Cistenie 2450 500 4 5,7
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Tab. 4.4 Teplotny program pre stanovenie medi

Jedno.tlivé 1.‘zizy Teplota [*C] Stteﬁlﬂz?;e Trvanie jednotlivého Cas
ohrievania [°C/s] kroku [s] [s]
suSenie 1 80 6 20 29,7
suSenie 2 90 3 20 23,3
suSenie 3 110 5 10 14,0
pyrolyza 1 350 50 20 248
pyrolyza 2 1100 300 10 12,5
plynna adaptacia 1100 0 5 5,0
atomizacia 2000 1500 4 4,6
Cistenie 2450 500 4 4,9

Tab. 4.5 Teplotny program pre stanovenie chromu

Jedno.tlivé fzizy Teplota [*C] Stt:[ﬁz?;e Trvanie jednotlivého Cas

ohrievania [°C/s] kroku [s] [s]
suSenie 1 80 6 6 20
suSenie 2 90 3 3 20
suSenie 3 110 5 5 10
pyrolyza 1 350 50 50 20
pyrolyza 2 1300 300 300 10
plynna adaptacia 1300 0 0 5
atomizacia 2300 1500 1500 4

Cistenie 2450 500 500 4




4.2 Optimalne podmienky pre stanovenie arzénu metodou chemického
generovania

Poslednym analyzovanym prvkom bol arzén. Jeho stanovenie ako uz bolo spomenuté
predtym prebiehalo na inom principe ako predchadzajiice prvky. Vdaka tomu sa odliSuju
jednotlivé optimalizované parametre. Pozornost’ v tomto pripade bola venovana prietokove;j
rychlosti nosného plynu, prietokovej rychlosti pracovnych roztokov, ich koncentracie
a taktiez atomizacnej teplote. V Tab. 4.6 su zhrnuté optimélne a overené podmienky pre
detekciu arzénu metdédou chemického generovania ziskané na zdklade predchadzajiucich

Stadii.

Tab. 4.6 Optimalne parametre pre chemické generovanie arzénu

Parametre Hodnoty
prietokova rychlost’ nosného plynu 80 mL/min
prietokova rychlost’ pracovnych roztokov HCl/NaBH, 1,2 mL/min
Prietokova rychlost’ vzorky 3,5 mL/min
koncentracia HCI 5,8 mol/L (1:1)
koncentracia NaBH, 3,0 % (m/v) v 0,5 % NaOH
teplota atomizatoru 950°C

4.3 Kalibraéna zavislost’

Za optimalnych podmienok bola zmerana kalibracnd zavislost’ pre vSetky stanovované
prvky. Meralo sa pit’ kalibraénych bodov pre olovo, med’ a chrom od 0 pg/L az po 50 pg/L a
pre chrom od 0 ug/L az po 5 ng/L. Ziskana zavislost’ je zobrazend na Obr. 4.1. Kalibra¢na
zavislost’ pre arzén s piatimi kalibraénymi bodmi od 0 pg/L az po 10 pg/L je vytvorena

z hodndt ploch pikov nahore a z vySok pikov dole a zobrazena na Obr. 4.2.
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Obr. 4.1 Kalibra¢na zavislost’ stanovenia olova, kadmia, medi a chrému

Pb: App = 283,3060 nm, modifikator NH4sH,;POy, taem = 1500°C
Cd:Acq = 228,8018 nm, modifikator NH4H,POy,, taom = 1600°C,
Cu: Acy = 324,7540 nm, modifikator PA/Mg(NO3), taom = 2000°C
Cr: Acr = 357,8687 nm, modifikator PA/Mg(NO3)s, tatom = 2300°C
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Obr.4.2 Kalibra¢na zavislost’ stanovenia arzénu

CHC I— 0,1 mol/L, VAr— 80 mL/min, CNaBH4/NaOH — 3,0 % (m/V) \' 0,5 % NaOH ,» VHCl/ NaBH4 = 1,2

mL/min, tyom = 950 °C, Vyzorek = 3,5 mL/min
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Obr.4.3 Kalibra¢na zavislost’ stanovenia arzénu

CHC I— 0,1 mol/L, VAr— 80 mL/min, CNaBH4/NaOH — 3,0 % (m/v) A% 0,5 % NaOH » VHCl/ NaBH4 — 1,2

mL/min, tyom = 950 °C, Vyzorek = 3,5 mL/min
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4.4 Zakladné charakteristiky stanovenia

Z kalibracnych zavislosti a dalSich merani boli zistené zakladné charakteristiky pre
jednotlivé prvky, ktoré st uvedené v Tab. 4.7. Limit detekcie bol vypocitany ako trojnasobok
a limit stanovitelnosti ako desatnasobok smerodajnej odchylky desatkrat opakovaného

merania blanku vydelena smernicou kalibra¢nej zavislosti.

Opakovatel'nost’ bola vypocitand ako relativna smerodajnd odchylka desatkrat opakovaného
merania vzorku o koncentracii pre olovo 25 pg/L, pre kadmium 1,0 ug/L, pre med’ 25 ug/L,
pre chrom 25 pg/L a pre arzén 5 pg/L. Z vypocitanych hodnét vyplyva Ze stanovenie kadmia
atdmovou absorpcnou spektrometriou s elektrotermickou atomizaciou vykazuje najnizsi limit

detekcie a najvyssiu citlivost’.

Tab. 4.7 Zékladné charakteristiky olova, kadmia, medi, chrému metédou AAS

s elektrotermickou atomizaci a arzénu metdédou chemického generovania

Charakteristika Pb Cd Cu Cr As
limit detekcie [pg/L] 0,030  0,0041 0,069 0,031 0,20
limit stanovitelnosti [png/L] 0,10 0,014 0,23 0,10 0,67
Opakovatelnost’ [%] 2,89 1,92 1,15 1,04 4,73°
Citlivost’ [L/pg] 0,0126 0,147  0,0153  0,0124 0,101
koleraény koeficient 0,9995 09815  0,9998  0,9995 0,9936

“pre 25 ug/L, ” pre 1,0 pg/L, ¢ pre 25 pg/L, “ pre 25 pg/L, ¢ pre 5,0 pg/L

4.5 Analyza vzorkou Kkrvi a peria

Pre vylic¢enie moznej kontaminicie analyzovanych vzorkou d&inidlami, ktoré boli
pouzité pre rozklad vzorkou, ¢inidld pouzité ako modifikatory matrice 1 reak¢éné ¢inidla pri
chemickom generovani boli s kazdou sériou rozkladu a pre vSetky merané prvky boli tiez
analyzované slepé roztoky (blanky). Namerané koncentracie stanovovanych prvkov v slepych
vzorkdch boli vo vSetkych pripadoch pod limitom stanovitelnosti danej metddy.
Z hodndt uvedenych v Tab. 4.8 a Tab. 4.9 vyplyva, zZe najvysSia koncentracia bola namerana

pre med’, ktord ma najvyssiu koncentraciu na 1 g vzorku peria.
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Naopak velmi nizke az podlimitné koncentracie boli namerané v pripade arzénu.

V tomto pripade potom prepocet na hmotnost’ analyzovaného vzorku nebol mozny.

Tab. 4.8 Mnozstvo olova, kadmia a medi vztazeny na jeden gram vzorky peria sykoriek

prvok Olovo kadmium med’
parametre ¢ [ng/g] ¢ [ng/g] ¢ [ng/g]
N627341 127+ 1,3 2,04 £ 0,49 191+7,4
N629925 34,2 £ 0,034 11,9+0,11 193+2,9
HN653566 44,1 £0,31 0,354+ 0,0071 185+0,37
N653550 9,91 +0,76 1,07 £ 0,0086 127+4,6

Tab. 4.9 Mnozstvo chromu a arzénu vztazeny na jeden gram vzorky peria sykoriek

prvok Chrém arzén
parametre ¢ [ng/gl ¢ [ng/g]
N627341 146 £5,7 4,73 £0,057
N629925 53,2+ 0,80 <5
HN653566 41,7+ 0,083 <15
N653550 67,9+24 1,94 +0,12

Z vypocitanych hodndt z Tab. 4.10 a Tab. 4.11 vyplyva, Ze najvysSia koncentracia v krvi
sykoriek je medi. Niektoré¢ koncentracie kadmia nebolo mozné vypocitat’ z dovodu nizke;j

koncentracie, ktora je pod medzou detekcie.
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Tab. 4.10 Mnozstvo olova, kadmia a medi vztaZzeny na jeden gram vzorky krvi sykoriek

prvok Olovo kadmiu med’
parametre ¢ [ng/gl ¢ [ng/gl ¢ [ng/g]
PM1 0,102 +0,0017 < 0,005 1,10 + 0,061
PM2 <0,03 < 0,005 1,11 +0,023
PM3 0,605 + 0,015 0,0109 + 0,00042 15,2+0,24
PM4 0,316 + 0,015 < 0,005 3,61 +0,058
PM5 0,530 + 0,020 0,0135 £ 0,000068 15,3+0,29
PMo <0,03 < 0,005 1,15+0,084
PM7 1,00 + 0,30 0,0126 +0,00042 6,46 £ 0,026
PM8 <0,03 < 0,005 1,87 0,022
PM9 <0,03 < 0,005 1,62 + 0,024
PM10 <0,03 < 0,005 2,26 + 0,39
PM11 0,0928 + 0,012 < 0,005 0,955 + 0,00096
PM12 <0,03 < 0,005 0,744 + 0,015
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Tab. 4.11 Mnozstvo chromu a arzénu vztazeny na jeden gram vzorky krvi sykoriek

prvok Chrom arzén
parametre ¢ [ng/g] ¢ [ng/g]
PM1 0,193 +0,011 2,31+0,15
PM2 0,0474 +0,0010 0,339+0,016
PM3 0,632 + 0,010 2,24 +0,078
PM4 14,1 +0,23 1,17 £ 0,025
PMS5 1,07 = 0,020 0,852 + 0,085
PM6 <0,40 <0,20
PM7 0,555+ 0,0022 0,766 + 0,070
PMS8 0,163 + 0,0020 0,487+ 0,018
PM9 0,197 +0,0030 0,359+ 0,017
PM10 0,215+ 0,037 <0,20
PM11 0,0385 + 0,000039 <0,20
PM12 0,0468 + 0,00094 <0,20

Na zaklade analyzy vysSie uvedenych vzorkou bola zaznamenand zna¢na variabilita

v miere kontamindcie krvi a peria medzi mlad’atami 1 dospelych v roznych rokoch (2011 —

2015). Tieto vysledky potvrdzuju, Ze kontamindcia zvierat tazkymi kovmi sa v r6znych

rokoch meni. Vzhl'adom k malému mnoZstvu vzorkou v tejto fazy nie je mozné potvrdit’

hypotézu o akumulacii kovov v krvi zvierat. K tomuto Gc¢elu budi v budicnosti vykonané

d’alSie analyzy.
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5 Zaver

Téato bakalarska praca bola zamerand na stanovenie koncentracie vybranych tazkych
kovov (olova, kadmia, medi, chromu a arzénu) v krvi a peri sykoriek. Olovo, kadmium, med’
achrom boli stanovené metdodou atomovej absorpcnej spektrometrie s elektrotermickou
atomizaciou a arzén bol stanoveny pomocou chemického generovania hydridov. Dodané
vzorky boli odvazené, rozlozené a nésledne riedené. Pred vlastnym stanovenim vybranych
kovov boli v dodanych vzorkach overené optimalne podmienky stanovenia pre meranie olova,
kadmia, medi, chromu a arzénu. Pre arzén bola zostavend experimentdlna aparatira. Za
optimalnych podmienok bola najprv zostavena kalibra¢na zavislost’ pre vSetky stanovované
prvky. Boli vypocitané zakladné charakteristiky stanovenia jednotlivych prvkov z ktorych
vyplyva, Ze kadmium mé najnizsi limit detekcie a najvyssiu citlivost. Zaverom bola zmerana

a vyhodnotena koncentracia jednotlivych prvkov a prepocitand koncentracia na jeden gram

dodanej vzorky.
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