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ABSTRAKT

Tématem této diplomové prace byla speciacni analyza toxikologicky vyznamnych
forem arsenu v polétavém prachu. Detekéni metoda pouZivand v této praci byla

atomova absorp¢ni spektrometrie s kiemennym atomizatorem.

Octova kyselina, octan amonny, hydroxylamin, hydroxid draselny a uhli¢itan sodny

jsou doporucovana vyluhovaci ¢inidla pro extrakci kovl z polétavého prachu.

Vysledky predkladané prace jsou nésledujici:

Kyseld extrakéni Cinidla nelze doporucit pro speciacni analyzu arsenu, protoze tato
&inidla snizuji citlivost stanoveni As®™ i As’* a poskozuji kfemenny atomizator.
Alkalickd extrakéni ¢inidla nesnizuji citlivost stanoveni As®" a neni¢i atomizator, ale
snizuji citlivost stanoveni As’". Doporu¢ovana ¢&inidla jsou tedy pro extrakci kovi z

polétavého prachu pro speciacni analyzu nepouZitelna.

Klic¢ova slova: speciacni analyza, arsen, atomova absorpcni spektrometrie, generovani

hydrida, extrakce



ABSTRACT

The topic of this diploma thesis was the speciation analysis of the toxicological
important forms of the arsenic in urban particulate matter samples. The detection

technique used in this work was atomic absorption spectrometry with quartz atomizer.

Acetic acid, ammonium acetate, hydroxylamine, potassium hydroxide and sodium
carbonate are recommended leaching agents for extraction of metals from urban

particulate matter samples.

Results of the presenting work are following:

Acidic extraction reagents can be not recommended for the speciation analysis of the
arsenic, because these reagents lower sensitivity of the determination of As’" and As™*
too and destroy the quartz atomizer. Alkaline extraction reagents don't lower sensitivity
of the determination of As*" and these reagents don't destroy the atomizer, but lower
sensitivity of the determination of As’* was obtained. Recommended reagents aren't
useful for extraction of the metals from urban particulate matter samples for the

speciation analysis.

Keywords: speciation analysis, arsenic, atomic absorption spectrometry, hydride

generation, extraction
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1  CIL PRACE

V piirodnim prostfedi i v Zivotnim prostiedi ¢lovéka se dnes vlivem lidské
¢innosti nachazi slouceniny arsenu v mnozstvi vét§im, neZ v pfedindustridlnim obdobi.
Tyto slouceniny jsou ¢asto velmi toxicke, a tak musi byt vyvijena snaha o minimalizaci
jejich tniku do Zivotniho prostiedi a o likvidaci téch, které se do néj jiz dostaly. Témto
aktivitam nutné musi pfedchazet jejich vyhledani v pfirodé a nasledné stanoveni
v odebranych biologickych vzorcich 1 vzorcich Zivotniho prostfedi. Analyticka chemie
tak hraje nezastupitelnou roli v ochran¢é ¢lovéka i pfirody pfed nebezpecim arsenu.
Soucasti zpracovani vzorkll analytickym chemikem je i1 extrakce sloucenin arsenu
z pevnych pfirodnich materiald do roztoku, aby v nich mohlo byt posléze provedeno

r

stanoveni arsenu. Pro extrakci je mozné pouzit pouze jedno ¢inidlo, nebo je mozné
provést postupnou extrakci né€kolika Cinidly, tzv. sekvencni extrakci. Bézné
pouzivanymi extrakénimi Cinidly pro tyto ucely jsou octova kyselina, hydroxylamin,
octan amonny, hydroxid draselny a uhli¢itan sodny. Dokud bylo provadéno stanoveni
celkového mnozstvi arsenu, nezéalezelo na tom, zda tato Cinidla pfi extrakci néjakym
zpusobem ovlivni oxida¢ni stav arsenu. JizZ davno se vSak vi, Ze toxicita jeho sloucenin
je zavisla pravé 1 na jeho oxida¢nim c¢isle. Z tohoto divodu je vhodnéjsi provadét
v redlnych vzorcich namisto stanoveni celkového arsenu stanoveni koncentrace jeho
jednotlivych specii. A pro potieby takového stanoveni je nutné¢ védét, zda uvedena
extrak¢ni ¢inidla neovliviiuji oxidaéni stav arsenu.

Zjistit, zda je stabilita obou oxidacnich stupnit ovlivnéna jednotlivymi
extrakénimi &inidly, je cilem pfedkladané diplomové prace. Cinidla, u kterych nebude
zjisténo ovlivnéni oxidacniho stavu arsenu, budou dale pouzita pro extrakci arsenu

> vt&chto extraktech metodou

z prachovych &astic a pro stanoveni As’™ a As
selektivniho generovani hydridii pro atomovou absorp¢ni spektrometrii, kterd je pro

stanoveni kovi bézné pouzivana.
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2 TEORETICKY UVOD

2.1  Arsen a jeho slouceniny
2.1.1 Toxicita slou€enin arsenu

Arsen je prvek velmi populdrni i mezi laiky. Pfi¢inou jeho slavy je ovSem jedna
ryze zaporna vlastnost. Je to prvek, jehoz rozpustné slouc¢eniny jsou vesmes jedovaté.
Dle udaji svétové zdravotnické organizace World Health Organization z roku 1981
prvkill, ohroZujicich zivotni prostfedi; pficemz hlavnim zdrojem jejich kontaminace je

lidska ¢innost [1].

vvvvvv

cvwr

davky pro dospélého ¢loveka jsou 60-80 mg, pramérné 200-300 mg [3, s. 81].

¢ As;0s ma hodnotu LD50 pfi ordlnim podani mySim 55 mg/kg a krysam jen 8 mg/kg
[2].

e H3AsO4 ma hodnotu LD50 pfi ordlnim podani krysam 48 mg/kg [2].

Z uvedenych dat vyplyva, ze pfedevsim anorganické slouceniny arsenu mohou
byt velmi nebezpecné. Je-li lidsky organismus vystavovan koncentraci arsenu
nevedouci ke smrti, arsen se v lidském organismu hromadi v jatrech a posléze
v ledvinach, ¢imz je dano jeho vylouceni moci [3, s. 78]. Pfi vdechovani se arsen
hromadi v plicich [1]. Dale se hromadi v kostech a malé mnoZstvi arsenu se nachazi
také v mozku, srdci a d€loze. Pronika placentou a nachéazi se i v matetrském mléku.
Nizké koncentrace se nachazi obvykle i ve svalstvu, pficemz celkové mnozstvi
z pozfené¢ davky, jez se ve svalstvu nahromadi, je vzhledem k podilu svalstva na
hmotnosti ¢lovéka znacné. K vyraznému hromadéni arsenu dochdzi v ktzi [3, s. 78],
vlasech a nehtech [1]. Je to déano afinitou arsenu k SH-skupindm, na které je bohata

stavebni bilkovina keratin nachazejici se ptedevsim v téchto ¢astech téla [3, s. 78] [4a].

-11 -



Vzhledem k hromadéni arsenu komplexné v celém téle je pochopitelné, ze
chronicka otrava arsenem se na ¢lovéku projevuje mnoha zpisoby. Dochazi k poskozeni
zraku a sluchu, ke sniZeni potence, tvorbé ekzémi a bilych, pficnych prouzkl na
nehtech. Slouceniny arsenu jsou neurotoxické, intoxikovany ¢lovék muize trpét bolestmi
hlavy, spavosti, zmatenosti i ztratou paméti. Dalsi G€inky arsenu jsou hematologické,
dochdzi k anémii, mutagenni, teratogenni a karcinogenni. U poSkozeného miliZze nastat
rakovina kuze, jater, plic [3, s. 81-83, 86-87] ¢1 mocCového méchyie [5]. Vzhledem
k hromadéni arsenu pravé v kizi, plicich a jatrech a vzhledem k jeho vyluCovani moci
to neni prekvapujici.

Podstatnd cast arsenu je ztéla vyloucena jiz zminénou moci [1] [3, s. 78].

vvvvv

vvvvv

sloueniny postupné methylovany az na vyrazné¢ méné toxickou kyselinu
dimethylarseni¢nou, kterd tvoii hlavni podil arsenu vylou¢eného moci [3, s. 78-79].
Metabolismus téchto pifemén postupuje od kyseliny arseniné az po kyselinu

dimethylarseni¢nou v nésledujicim potadi [6]:

e Kyselina arseni¢na

e Kyselina arsenita

e Kyselina monomethylarseni¢na
e Kyselina monomethylarsenita

e Kyselina dimethylarsenicna

Vzhledem k celkové nebezpe€nosti sloucenin arsenu, piedevSim k jeho
karcinogennim vlastnostem, neexistuje Zadna bezpec¢na prahova koncentrace tohoto
prvku a musime se snazit snizovat antropogenni vstup arsenu do Zivotniho prostiedi i do
lidského organismu na minimum [1]. V souvislosti s touto potifebou se jako alarmujici
jevi zpravy, Ze desitky milionl lidi piji vodu timto prvkem zna¢né kontaminovanou.
PredevSim v Zéipadnim Bengélsku a v pfilehl¢ oblasti Bangladése [5] [7], dale
v Mexiku, Chile a na Tchaj-wanu [5]. V Evropské Unii je snaha spotiebitele chranit, a

tak neni divu, Ze Evropskd Unie pozaduje po Clenskych statech, aby stanovily pro
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pitnou [8] a pfirodni mineralni vodu [9] maximalni koncentraci celkového arsenu 10 pg
dm. Ceska republika témto pozadavkiam vyhovuje, protoZe nejvyssi mezni hodnota
arsenu v balenych ptirodnich mineralnich vodach [10] i v pitné vod¢ [11] je u nés prave
10 ug dm™. V balenych kojeneckych a pramenitych vodach je u nas nejvyssi mezni

hodnota arsenu dokonce jen 5 pg dm™ [10].

2.1.2  Vyskyt a pouziti arsenu

World Health Organization rozliSuje celkem 6 zékladnich skupin sloucenin

arsenu, které se na Zemi vyskytuji [1]:

1. anorganické slouceniny rozpustné ve vod¢ (rozpustné arsenité a arsenicné soli a
oxidy);

2. anorganické slouceniny ve vodé malo rozpustné nebo nerozpustné (rizné arsenité a
arseni¢né soli, arsenidy, selenid a sulfid arsenity);

3. organické slouceniny arsenu (vétSinou methylované slouceniny arsenu ptirodniho a
umélého pivodu, napf. pesticidy);

4. organické slouceniny arsenu moiskych biotopl (napf. arsenobetain);

5. organické slouCeniny arsenu pouzivané jako pfisada do potravin (napf. kyselina
arsanilova);

6. plynné anorganické a organické slouCeniny arsenu (napf. arsan);

S vyskytem arsenu na Zemi je spojen jeden pozoruhodny paradox. Na jedné
stran¢ je arsen prvek velmi vzacny, tvoii méné nez 0,0002 % litosférické hmoty, coz
arsen kvalifikuje jako typicky stopovy prvek, na druhé strané na arsen velmi casto
naradzime, a i pokud dbame na zivotni prostiedi, mdme s nim velké problémy. To je
dano hlavné jeho t€snym vztahem k nékterym nerostiim obsahujicim siru. Spole¢né s ni
se arsen hojn¢ vyskytuje na urcitych typech rudnich lozisek obsahujicich hlavné velmi
uziteCné barevné a vzacné kovy [12].

V piirodé se arsen vyskytuje nejvice ve formé sulfidu arzenopyritu, FeAsS, a
doprovazi sulfidy Pb, Ag, Cu, Ni, Sb, Co, Fe [1] [3, s. 77]. Arsen také doprovazi rudy

obsahujici Au, Sn a U [13]. Vysoké koncentrace arsenu jsou bohuzel také v malo
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kvalitnich sirnatych druzich uhli [12], pfedevSim v uhli hnédém [1] [3, s. 85].
Soustiedéni arsenu do téch piirodnich zdroju, které vyuziva ¢lovek, nutné vede k tomu,
Ze antropogenni ¢innosti se do Zivotniho prostiedi uvoliuje velké mnoZstvi arsenu.

Ptirozené vstupy arsenu do ovzdusi zptisobuji nasledujici Cinitelé, v potadi podle
svého vyznamu: vulkanickd cinnost, polétavy prach, té€kavé slouCeniny arsenu
moiského plvodu, oceansky sprej (vodni tfist), t€kavé slouceniny suchozemského
ptivodu, biogenni tuhé c¢astice a lesni pozary. Vzhledem k vySe uvedenému ovSem
v globalnim méfitku antropogenni emise arsenu nad jeho pfirozenymi vstupy do
ovzdusi prevysuji, a to 1,6 — 2,8x.

V Ceské republice bude toto &islo kviili t&Zkému primyslu nepochybné mnohem
vEtsi [12]. Béhem 12. — 20. stoleti u nas antropogenni kontaminace Zivotniho prostiedi z
tézby a hutnéni primarnich rud Ag, Au, Sn, W a Pb dosahla pfiblizn¢ 1 milionu tun
arsenu. Novodobou hutni ¢innosti se na Pfibramsku dostalo do ovzdusi témét 100 000
tun arsenu, coz rocné ¢ini 300 — 400 tun. V disledku toho je arsenem kontaminovana

NS4

prace speciacni analyza arsenu.

Tab. 2.1 Antropogenni zdroje arsenu v rliznych slozkach Zivotniho prostredi
v tisicich tun za rok, ptrevzato z [5]

Odvétvi lidské ¢innosti atmosféra plada Voda
metalurgie médi, niklu 14,3 67,5 28,4
spalovani uhli 6,2 35,1 -
chemikdlie v zemédélstvi a lesnictvi 3,5 4,6 -
Ocelatstvi 0,06 5,9 -
vypalovani lesl a pastvin 3,0 - -
vyroba cementu 2,1 - -

Z tab. 2.1 vyplyva, ze lidstvo ro¢né do ptirody uvolni ptiblizn¢ 170 700 tun
arsenu. Nemald cast tohoto obrovského mnozstvi je ve formé nejtoxictéjSitho As,Os.
Napf. pfevazna cast arsenu v emisich tepelnych elektraren je vazéna ve formé As;O3
adsorbovaného na povrchu nejjemnéjSich frakei popilku [3, s. 85]. Zieyjm¢e veétsi Cast
arsenu je ovSem uvolnéna jako méné toxickd H3AsOs. To je dano tim, Ze arzenopyrit,
nejbéznéjsi forma arsenu nachazejici se v rudnich loZiskéach ¢lovékem téZenych kovi, se

poté, co se dostane do styku s atmosférou, za¢ina pomérné rychle rozkladat a oxidovat.
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Arsen je pak v pfirodni povrchové vod€ piitomen zprvu ve formé nedisociované
kyseliny arzenité, kterd se s poloasem reakce v fadu hodin az dni oxiduje pravé na
ionty kyseliny arzeni¢né [12] [14].

Jak uvadi 3. tadek tab. 2.1, lidstvo arsen nevypousti do pfirody jen pii
zpracovani jinych produktl, ve kterych se arsen nachdzi pouze jako necistota, ale i
pfimo védomym vyuzivanim arsenu. Nékteré chemikalie arsen obsahuji zdmérné. Pred
vyvinutim DDT a jinych, z hlediska akutni toxicity mén¢ nebezpecnych preparati nez
jsou slouceniny arsenu, byl arsen obsazen v celé fadé pesticidi. Dale byl pfitomen
v bojovych chemickych latkach, napt. Lewisitu a v herbicidech pouzivanych mj. i
Ameri¢any ve valce ve Vietnamu vroli defolianti. Dodnes je arsen soucasti
konzervacnich prostiedkti na dfevo a kiize, otravenych vnadidel ¢i jedt proti kobylkam.
Pouziva se pro veterinarni ucely, ve farmaceutickém primyslu, ve sklaistvi, pti vyrobé
pigmenti, protiparazitalnich lazni ¢i pti preparaci loveckych trofeji. Kovovy arsen se
pouziva pii vyrob¢ slitin a pfiddva se do olova na vyrobu broki [3, s. 77-78, 81].
Galium arsenidovy laser, galium aluminium arsenidovy laser a indium galium arsenid
fosfidovy laser jsou dnes masové vyrabéné a rozsifené polovodi¢ové lasery, protoze
jsou soucasti kazdého CD piehravace [15, s. 110].

Vzhledem k vyskytu arsenu napfi¢ tolika odvétvimi je pochopitelné, Zze Vlada
Ceské republiky vydala natizeni [16], ve kterém stanovuje mj. i piipustné koncentrace
arsenu pro odpadni vody vypousténé¢ z raznych primyslovych odvétvi. V ptipadé
vyroby a zpracovani skla jde o 1 mg dm>. vV piipadé tézby a zpracovani neuranovych
rud, povrchové Upravy kovi a plastl a také v pripadée elektrotechnické vyroby jde o 0,5
mg dm”. U spaloven odpadii uz jde pouze o 0,15 mg dm™. Stejné nafizeni dale
stanovuje hodnotu pripustného zne&isténi povrchovych vod arsenem jako 20 pug dm™ a
pfipustnou koncentraci arsenu v povrchovych vodach, které jsou vyuzivany nebo u
kterych se piedpoklada jejich vyuziti jako zdroje pitné vody, pouze 10 pg dm™.
Velikost této hodnoty je jiz stejna, jako nejvyssi mezni hodnota arsenu v pitné vode (viz

oddil 2.1.2).
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2.2 Atomova absorpéni spektrometrie

Atomova absorp¢ni spektrometrie je velice citliva analyticka metoda vyuzivajici
absorpce elektromagnetického zatfeni volnymi atomy prvka. Je vhodnéd pro stanoveni
kovi a polokovii v koncentracich od jednotek pg dm™ aZ po n&kolik desetin g dm™ [17,
s. 7]. V uspotadani pro kolekci vymrazovanim je jeji LOD dokonce v jednotkach ng

dm™ [18, s. 148].

2.2.1 Fyzikalni zaklad atomové absorpcni spektrometrie

Elektrony se v elektronovych obalech atomi mohou nachazet jen v urcitych
energetickych stavech, na konkrétnich energetickych hladindch s diskrétnimi hodnotami
energie. Mezi jednotlivymi hladinami energie atomt stejné¢ho prvku jsou odpovidajici
energetické rozdily, majici tedy také diskrétni hodnoty. Pro kazdy prvek jsou
energetické hladiny vSech jeho elektront specifické, ¢imz je dano, Ze jsou pro n¢j
specifické 1 energetické rozdily mezi jednotlivymi hladinami. Vnitini elektrony, tedy
elektrony nachdzejici se blize atomovému jadru, maji nizsi energii, nez elektrony vné;si,
nachdzejici se dal od jadra. Piesnéji feceno, systém ,,atomové jadro — vnitini elektron
ma niz§i potencidlovou energii nez systém ,,atomové jadro — vné&jsi elektron®. Nicméné,
jak vyplyva ze Schrédingerovy rovnice, mezi vnitinimi elektronovymi hladinami je
vetsi energeticka vzdalenost nez mezi hladinami vnéjSimi [19, s. 1066-1067].

Elektron mize ze své hladiny pfejit na hladinu energeti¢téjsi, tedy dal od jadra,
tim zplisobem, ze zokoli pfijme energii odpovidajici rozdilu téchto dvou hladin.
Pfijatou energii miize byt napf. 1 kvantum elektromagnetického zafeni, foton [19, s.
1066-1067]. Na dalsi, energeticky jesté bohatSi a od jadra jesté¢ vzdalen€jsi hladinu
energie, muze tento elektron piejit pohlcenim dalsiho fotonu, jehoz energie tentokrat
musi odpovidat rozdilu téchto dvou hladin. Vzhledem k postupnému vzdjemnému
energetickému sblizovani hladin smérem od jadra je tato energie niz$i, nez energie
prvniho fotonu. V tomto teoretickém sledu absorpce fotonl elektronem lze pokracovat
az do uplného odtrzeni elektronu od atomu. Celkové mnozstvi energie, které¢ je tfeba
elektronu dodat, aby byl odtrZzen od atomu, se nazyva ionizacni energie, protoze po

odtrzeni elektronu od atomu je atom ionizovan a stava se iontem [17, s. 7].
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Lze vykonat i proces opacny, pfi némz volny elektron ¢ast své energie
odevzdava, napt. vyzarenim fotonu elektromagnetického zafeni. Vyzafi-li energie tolik,
ze jeho zbyvajici energie odpovida energetickému stavu vnéjsi elektronové hladiny,
stava se soucasti elektronového obalu piislusného atomu a nachéazi se na dané hlading.
Pii vyzéteni dalSiho fotonu, jehoZ energie tentokrat odpovida rozdilu této hladiny a
hladiny niZ§i, se elektron ocitne na této nizs$i hladiné, tedy blize k jadru. Na dalsi,
energeticky jesté nizsi a k jadru jesté blizsi hladinu energie, mize tento elektron piejit
emisi dalSiho fotonu, jehoz energie tentokrat musi odpovidat rozdilu téchto dvou hladin.
Vzhledem k postupnému vzdjemnému energetickému vzdalovani hladin smérem k jadru
je tato energie vyssi, nez energie predeslého fotonu. V tomto teoretickém sledu emise
jadru nejblize.

Ptechod elektronu mezi jednotlivymi hladinami je tedy spojen s pfijetim ¢i
vyzafenim energie. Je-li touto energii foton elektromagnetického zateni [19, s. 1034],

plati pro diskutovany pfechod znamy Plancklv vztah

AE=h-v (2.1)

kde AE je energeticky rozdil mezi témito hladinami, v je frekvence absorbovaného ¢i
emitovaného fotonu a & je Planckova konstanta, jejiz hodnota je 6,626 068 96 - 10°*J s
[20].

Mezi vnitinimi hladinami je vétsi rozdil energie, tedy fotony absorbované ¢i
emitované elektrony kovli a polokovl pii ptechodech mezi vnitinimi hladinami maji
takovou frekvenci, kterda odpovida fotonim rentgenového az ultrafialového zatreni. Mezi
vnéj$imi hladinami je mensi rozdil energie, tedy fotony absorbované ¢i emitované
elektrony kovii a polokovl pfi pfechodech mezi vnéj§imi hladinami maji takovou
frekvenci, ktera odpovida fotonim ultrafialového az viditelného zateni [17, s. 7-8].

Bylo uvedeno, ze pro kazdy prvek jsou energetické rozdily mezi jednotlivymi
hladinami specifické, coz samoziejmé plati i pro energetické rozdily mezi vnéjSimi
hladinami. Toho se vyuzivéa pro rozliSeni prvk v metodé¢ AAS, kdy jsou volné atomy
analytu ozafeny fotony, jejichz energie je totozna s energii charakteristickou pro rozdil

vnéjSich hladin dan¢ho analytu. Tedy fotony ultrafialového az viditelného zareni o
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specifické hodnoté energie. Tim je zaruceno, zZe zafeni budou absorbovat pouze atomy
stanovovaného analytu, protoze jen mezi jejich vngjSimi hladinami je pfislusny
energeticky rozdil. Népadné to pfipomind kvalitativni analyzu, avSak zamérn¢ nebyl
pouzit tento termin, ale pouze ,rozliSeni prvka“. V metodé¢ AAS je diky uvedenému
principu interakce zafeni pouze s analytem sice zajiSténa, ale AAS se pro kvalitativni
analyzu nepouziva. A to proto, Ze jiZ pouZzity zdroj zareni je tfeba zvolit podle toho, jaky
prvek bude stanovovan. Energetickym rozdilim vnéjSich hladin stanovovaného prvku
musi odpovidat energie fotonli emitovanych pouzitym zdrojem zatfeni. A vhodny zdroj
zafeni musi byt samoziejmé vybran jesté pred vlastni analyzou. Stanovit koncentraci
analytu ve vzorku pak lze z ubytku pouzitého zafeni v prostiedi volnych atomt analytu

a to z Lambertova — Beerova zakona

D=, -exp(-k, -N-I) (2.2)

kde @ je tok zatfeni propusténé¢ho analytem do detektoru, @, je tok zéafeni vstupujiciho
do prostiedi volnych atomt analytu, tedy tok zafeni emitovaného zdrojem zéfeni, &, je
atomovy absorpcni koeficient (4€inny priifez atomu pro absorpci v jednotkach plochy),
ve kterém je index v z divodu platnosti dané hodnoty &, jen pro absorpci fotonti o
energii odpovidajici frekvenci v a N je poc€et volnych atomt v prostiedi o tloustce / [17,
s. 11].

Urcit tloustku absorpéniho prostfedi v metodé AAS, kde se plynny analyt
nachazi v otevieném prostoru, je prakticky nemozné. Proto je AAS typickd
komparativni metoda [17, s. 12]. Nejprve je tieba zméftit kalibracni kiivku, coz v tomto
pfipadé¢ znamend zavislost zméfené absorbance volnych atomu analytu v absorpénim
prostiedi na koncentraci analytu v roztoku, z néhoz byl analyt do plynného skupenstvi
volnych atomii pfeveden. Tuto zavislost pak lze vyuzit pro stanoveni koncentrace
analytu v neznamém vzorku, anizZ bychom znali hodnoty N a | vyskytujici se ve vzorci
(2.2), takze vzorec (2.2) s n€kolika nezndmymi neni pro vypocet koncentrace analytu ve
vzorku nutné pouzit.

Vyznamna vyhoda metod atomové spektrometrie spociva v tom, ze zminény
atomovy absorpcni koeficient méa bézn€ o 3 az 4 tady vyssi hodnotu nez molekulovy

absorp¢ni koeficient. Molekula ma nizsi G¢inny prufez pro absorpci z toho divodu, ze

-18 -



elektronova hustota je v ni soustiedéna do chemické vazby a elektrony tedy nejsou pro
prolétajici fotony k dispozici po celé plose priifezu molekulou stejné vyhodné. Atomy,
jejichz elektronova hustota neni Zadnou chemickou vazbou koncentrovdna do urcité
Casti orbitalu, maji nutné vétsi uéinny prifez pro absorpci. Slo by tedy jisté stanovit
koncentraci molekul obsahujicich arsen pomoci absorpce zéafeni piimo témito
molekulami, ale stanoveni této koncentrace pomoci absorpce zéafeni volnych atomil
arsenu uvolnénych z molekul analytu je vyhodnéjs$i, protoze diky vy$Simu atomovému
absorpcnimu koeficientu Ize dosdhnout niz§iho LOD, a to pravé o ty 3 aZ 4 tady, o které
je atomovy absorp¢ni koeficient vy$s$i neZ molekulovy absorpéni koeficient. Toto je
hlavni diivod, pro¢ se metody atomové spektrometrie véetné AAS viibec pouzivaji, a¢
jsou experimentalné naro¢néjsi, nebot’ se v nich nepracuje pouze s roztoky, ale nutné 1
s plyny.

Vyznamna nevyhoda AAS je nizky linedrni dynamicky rozsah, ktery zpravidla
nepiesahuje 1 fad. Brzké zaktiveni kalibracni zavislosti je zplisobeno vice faktory, ale
nejvyznamngj$i je zeslabeni zafeni zplisobené jinymi Ciniteli, neZ absorpce zafeni atomy
analytu [21, s. 20-23]. Zafeni muze byt zeslabeno prfedevSim rozptylem svétla na
casteckach aerosolu, nevypatenych pevnych ¢asticich nebo absorpci molekul
anorganickych i organickych latek ze vzorku [17, s. 23], coZ jsou vSechno objekty, které
mohou byt proti viili experimentatora proudem nosného plynu do atomizatoru zaneseny
spolu s vlastnimi molekulami analytu. Zadouci jsou na detektoru pouze fotony ze zdroje
zafeni s energii rovnou rozdilu vné&jSich hladin, mezi nimiz k pfechodu elektronu
dochazi a které nebyly atomy analytu absorbovany. OvSem z diivodu rozptylu svétla,
nedokonalosti monochromdatoru i z dal§ich divodul, se v optické casti spektrometru
vyskytuji a na detektor dopadaji i jiné fotony, které zkresluji méteni. Nadale o nich
bude psano jen jako o rozptyleném zafeni. Toto rozptylené zafeni pii dopadu na
detektor zplsobuje zvySeni elektrického signdlu, tedy sniZzeni absorbance pii dané
koncentraci analytu a v disledku toho se kalibra¢ni zavislost zakfivuje smérem k ose x.
Ze vztahu (2.2) lze po zlogaritmovani a dalSich upravach ziskat zndmy linearni tvar

Lambertova — Beerova zakona

@
—log— =k-c 23
g5 (2.3)

0
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kde zéporny dekadicky logaritmus @/®, je absorbance, kterou bychom méli teoreticky
zm¢étit na zékladé platnosti Lambertova — Beerova zakona, ¢ je koncentrace analytu
vroztoku (Umérnd poctu volnych atoml N zrovnice (2.2), které se nachazeji
v absorpcnim prostiedi [18, s. 15]) a k je konstanta zahrnujici ostatni prvky rovnice

(2.2). Z rovnice (2.3) lze vyjadrit © jako:

D=0, -107* (2.4)
V dtsledku dopadu rozptyleného zatfeni na detektor je ovSem experimentdlné naméfena
hodnota absorbance odlisna od teoretické absorbance z Lambertova — Beerova zékona.

Velikost této experimentalni absorbance 4., vyjadfuje rovnice [21, s. 22] (2.5):

D+o
D, +¢

(2.5)

€

4., =—log

kde ¢ je tok rozptyleného zafeni dopadajici na detektor a ostatni veliiny byly
vysvétleny vyse. Zcela jisté mizeme zanedbat ¢ oproti @y [21, s. 22]. Po tomto

zjednoduseni a dosazeni za @ ze vztahu (2.4) do vztahu (2.5) ziskdvame:

—k-c QD
Aexp = —log[lO +¢TJ (26)

0

kde vSechny symboly byly vysvétleny vySe. Takto lze tedy spocitat hodnotu
absorbance, kterd je pifi experimentu naméfena. Vzhledem k tomu, Ze argumentem
logaritmu je dvoj€len a druhy ¢len neni nijak zavisly na koncentraci analytu, nutn€ musi
byt zavislost Acp na koncentraci analytu od jisté hodnoty této koncentrace zakiivena
smérem k ose x. Kdy k tomuto zaktiveni dojde, zalezi podle vztahu (2.6) na velikosti
poméru @/®y. Cim je tento pomér vyssi, pro tim niz§i koncentraci analytu ve vzorku se
kalibra¢ni zavislost zacne zakiivovat. ZvySeni linedrniho dynamického rozsahu
v metodé AAS je tedy mozné bud’ pouzitim kvalitngj$i instrumentace, piedevSim

optické ¢asti spektrometru nebo pouzitim takového separatoru fazi a roztokt, ze kterych

nejsou krom¢ plynného analytu do atomizatoru unaSeny pokud mozno zadné jiné
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objekty, predevSim zadny aerosol ani pevné Castecky hmoty. Znacné zakiiveni
kalibra¢nich zavislosti v dusledku pouzivani pro AAS nevhodnych roztokii bylo

pozorovano 1 pii experimentalni ¢innosti provadéné v rdmci této diplomové prace.
2.2.2 Selektivni generovani AsHs pro atomovou absorp¢ni spektrometrii

Pti generovani tékavych latek zroztoku, ve kterych ma byt analyt stanoven,
dochazi k oddéleni analytu od matrice. Ta neni pfitomna v atomizacnim prostiedi a
nerusi tak stanoveni (vyjma aerosolll apod. diskutovanych v oddile 2.2.1). To je hlavni
vyhoda generovani t€kavych hydrida pro stanoveni v metodé AAS [17, s. 46-47].

Speciacni analyzou jsou analytické aktivity sméfujici k identifikaci nebo ke
stanoveni jedné nebo vice jednotlivych chemickych specii ve vzorku. Chemicka specie
je specificka forma prvku definovana strukturou komplexu ¢i molekuly, oxidacnim
stavem apod. [22]. Jednotlivymi chemickymi speciemi arsenu jsou napf. ionty As’* a
As’". Z toxikologického hlediska je dilezité znat obsah jednotlivych forem arsenu
v biologickych vzorcich 1 vzorcich zivotniho prostfedi, protoze tyto jeho jednotlivé
formy jsou rtzné toxické (viz oddil 2.1.1). Pro stanoveni jednotlivych forem, tedy
speciacni analyzu, se dobfe hodi metoda generovani tékavych hydridi pro atomovou
absorp¢ni spektrometrii. Kyselinu arsenitou i arseni¢nou lze totiz ve vodnych roztocich
pfevést na tékavy arzan, ktery lze jednak uvolnit z net€kavé matrice a lze ho 1 snadno
atomizovat [23, s. 82].

Tvorba arzanu z piimo z kyseliny arseni¢né je sice mozna, probiha vSak velmi
pomalu. Proto je nejprve nutné ji zredukovat na kyselinu arsenitou. Jako redukéni
¢inidlo se k tomuto ucelu hodi roztok KI v kyseling askorbové [24], 15% KI v 6 M HCI
za zvysSené teploty [25], samotnd HCI o koncentraci 1-6 M [18, s. 144] a také L-cystein
v kyselém prostiedi HCI za teploty laboratorni ¢i zvySené [26]. Pouziti L-cysteinu jako
redukéniho ¢inidla neni vzhledem k afinité¢ arsenu k SH-skupindm ptekvapujici (viz
oddil 2.1.1) [3, s. 78]. Thiolova skupina L-cysteinu je velmi reaktivni a snadno se
oxiduje za vzniku disulfidové vazby [4b], ¢imz je redoxni partner L-cysteinu
redukovan, napt. As’” na As’", a dvé molekuly cysteinu se spoji disulfidovym miistkem

v jednu molekulu cystinu [4c].
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Z uvedeného vyplyva, ze speciacni analyzu forem As a As* v jednom vzorku
lze provést tak, ze do jednoho alikvotu vzorku L-cystein pfidan neni a tak je v ném
preveden na hydrid pouze As’". Nasledn& je hydrid veden do atomizatoru, kde je
stanoven arsen pouze ve formé As>". Do druhého alikvotu vzorku L-cystein pfidan je a
tak je vném preveden na hydrid jak As’*, tak As’". Nésledn¢ je hydrid veden do
atomizéatoru, kde je stanoven arsen v obou formach. Koncentraci As’" ve vzorku pak lze
stanovit z rozdilu téchto dvou méfeni. Tento zplsob provedeni speciacni analyzy
hydridotvornych prvkil obecné, nejen arsenu, se pouziva jiz od pocatku sedmdesatych
let [18,s. 141].

Konverze analytu na hydrid se béZzné provadi redukénim ¢inidlem NaBH4 [17, s.
47] [18, s. 143]. Borohydrid se v kyselém prostfedi velmi rychle rozklada a proto je pro
zajiSténi stability uchovavan v prostfedi alkalickém. V roztoku je tedy pfitomen jako
1% NaBH4 v 0,4% KOH ¢i 0,4% NaOH [18, s. 142-143] [27] [28]. Rozklad
borohydridu je naopak zadouci pfi samotném generovani hydridd, a tak se v aparatuie
borohydrid v alkalickém prostfedi smichdva se vzorkem v kyselém prostfedi. Timto
kyselym prosttedim je TRIS pufr zajist'ujici optimalni pH pro generovani arzanu pouze
z niz§iho oxidacniho stupné [27]. Pfi rozkladu borohydridu vznika kyselina boritd a
pravdépodobné i nascentni vodik, z jehoZ podstatné ¢asti dale vznikaji molekuly vodiku
a zmalé Casti, odpovidajici stopové koncentraci arsenu v roztoku, vznikd sledem
naslednych reakci vysledny arsan. Podle nové teorie probiha reakce vedouci ke vzniku
arzanu pies boranové komplexy. Vodik vznikly rozkladem borohydridu je ve srovnani s
arzanem v obrovském nadbytku, ¢imz je zaruceno, ze vodik unikajici do plynné faze
s sebou strhne veskery hydrid. Uginnost pievedeni hydridu do plynné faze a nasledné
atomizacniho prostiedi je tak prakticky 100% [17, s. 47] [18, s. 143] [27], coZ je znacna
vyhoda oproti jinym zplsobim pievedeni analytu ze vzorku do atomizéatoru. Napf.
oproti zmlzovac¢im pro plamenovy atomizator, kde je UuCinnost pievedeni do
atomizac¢niho prostiedi pouze asi 10% [18, s. 53].

Pro generovani hydridii Ize vyuzit dva zdkladni pfistupy. Prvni jsou metody
pfimého pifenosu. Pii nich je hydrid uvolnény zreakéni smeési piimo veden do
atomizatoru. Druhy pfistup jsou metody kolekéni. Pfi nich je hydrid uvolnény z reakéni
smési zachycen ve vhodném prostiedi, napt. v trubici ponotfené do kapalného dusiku, a

do atomizatoru je z tohoto prostfedi uvolnén az po nakoncentrovani v trubici [18, s.
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145]. Piedevs$im diky onomu nakoncentrovani lze timto pfistupem dosédhnout o tfi fady
niz§itho LOD, jak bylo uvedeno v tivodu podkapitoly 2.2 [18, s. 148]. S obéma dvéma
zminénymi pfistupy lze pouzZit pro generovani hydridil troji mozné uspotadani [17, s.

47-48]:

e usporadani pro kontinudlni generovani;
e usporadani pro davkovani do proudu, tzv. flow injection;

e uspotradani pro davkové generovani.

V této praci byla vyuzivana metoda pifimého piistupu a kolekéni metody, jakoZto
ani rozdéleni na tyto dvé skupiny, nadale nebude viibec zmiflovano. Déle bylo v této
praci vyuzivano vyhradné usporadani pro kontinualni generovani hydridi, jehoz schéma

jenaobr. 2.1.

PERISTALTICKA
PUMPA

Ar

REAKCNI SEPARATOR
CIVKA FAZI

VZOREK K\Xﬁ (] ,
7, UWW &5 ATOMIZATOR

REAKCNI MEDIUM

REDUKCNI CINIDLO

ODPAD

Obr. 2.1 Schéma pro kontinualni generovéani hydridi, ptevzato z [27]

Principem kontinualniho generovani je neustaly tok vzorku do toku reakéniho
média, kterym je TRIS pufr zajistujici pH pro generovani hydrid borohydridem, a dale
tok vzorku smichaného s TRIS pufrem do toku borohydridu. Reakci borohydridu
s analytem v prostiedi TRIS pufru za¢ind v reakéni civee vznikat plynny hydrid, ktery je
nosnym plynem, obvykle argonem ¢i dusikem, unaSen dale. Pro maximalni zabranéni
uniku kapaliny do atomizatoru, kterd v ném muze rusSit stanoveni a zakiivovat kalibra¢ni
zavislost (viz oddil 2.2.1) nebo dokonce atomizator posSkozovat (viz oddil 4.4.1),
nasleduje v aparatufe tzv. separator fazi, ze kterého pokud mozno veskerd kapalina

odchdzi do odpadu. Separatori fazi je vice typl. Nejb€znéjSi jsou separatory
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hydrostatické, ze kterych kapalina do odpadu odchazi ptepadovym ramenem obdobnym
v sifonu a separatory s nucenym odtahem, ze kterych je kapalina odsavana do odpadu
pumpou. Ze separatoru fazi je hydrid unaSen nosnym plynem déle do atomizatoru [18,
s. 145-146] [27].

Zminéné uspotadani pro davkovani do proudu je od uspofadani pro kontinudlni
generovani odlisné pouze v tom, Ze vzorek je do proudu reakéniho média injektovan.
Pfi davkovém generovani jsou pro zmeénu vSechny reagenty smichany v jedné
v nadobce, ktera slouzi zaroven jako reaktor i separator fazi [18, s. 145-146] [27].

Poslednim prvkem z obr. 2.1 je atomizator. Pro generovani hydridl se pouzivaji
plamenové i1 grafitové atomizéatory [18, s. 149-150], ale nejCastéji atomizatory typu
kifemenna trubice. Obvykle jsou odporové vyhtivané na vysokou teplotu [18, s. 150-
152]. Nékteré atomy arsenu se zacinaji formovat jiz od 650 az 700 °C, ale s konven¢nim
kiemennym atomizatorem je teplota pro atomizaci arsenu optimalizovdna zpravidla na
900 az 1000 °C, jen vyjime¢né¢ dokonce i na 1100 °C [29, s. 185-186]. Pfi téchto
relativné nizkych teplotdch jsou volné atomy analytu termodynamicky zakazany.
Atomizace hydridi v kfemennych atomizatorech tedy neni termicky proces [18, s. 154]
[27]. Do atomizacniho prostoru je nosnym plynem unasen nejen hydrid, ale jak jiz bylo
feceno, 1 vodik vznikly hydrolyzou borohydridu. Déle jsou v atomizatoru piitomny
stopy kysliku pochazejici z netésnosti ve spojich hadic¢ek, z reagencii, ze vzorku a
pfedevsim z nosného plynu, ve kterém jsou jako kontaminant [27]. Tyto stopy kysliku
reaguji v zevné ohfivaném atomizatoru s piitomnym vodikem, takze se v atomizatoru
nachazi oblak vysoce energetickych vodikovych radikdlli. A pravé interakei téchto
radikdld s hydridem dochdzi kjeho atomizaci. V této interakci pravdépodobné

prevazuje radikalovy mechanismus [29, s. 185].
23 Extrakce arsenu z realnych vzorki

Pro extrakci kovii z piidnich a prachovych materialli se pouzivaji dva samostatné
postupy [30]. Jeden zahrnuje extrakci kyselymi ¢inidly, druhy ¢inidly alkalickymi. Oba

postupy jsou standardizované a v obou piipadech se jedna o tzv. postupnou extrakci, pii

niZ jsou po sobé& pouzity roztoky o vys$si iontové sile nebo zcela chemicky odlisné.
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Posloupnost kyselych ¢inidel je nésledujici:

e 0,11 M CH3;COOH

e 0,1 M NH,OH-HCI

e 88M H,0,

e 1M CH3;COONH4

Posloupnost alkalickych ¢inidel je nasledujici, avSak Ize je pouzit i ve spolecné smési:
e 0,1 M KOH

e 0,3 M Na,COs

V kazdém vyluhovacim ¢inidle mé byt pevny vzorek 16 hodin. Tento ani jiné,
zde neuvedené, detaily extrakce vSak nejsou pro uUcely této diplomové prace dilezité,
protoze vni extrakce arsenu zpevnych materiali nebyla témito cinidly vibec
provedena. Uvedend ¢inidla byla v danych koncentracich pouZita pouze pro zjisténi
jejich vlivu na stanoveni As’" a As>* v piipravenych vodnych roztocich, standardech o
znamé koncentraci arsenu. Byl zjistén vliv negativni a tak byla veskerd Ccinidla
vyloudena z dalsich experimenttl, viz podkapitola 4.4. Cinidlo H,0, nebylo testovano
vibec, nebot mad ze vSech uvedenych nejvyssi oxidacni vlastnosti, a vzhledem
ke zjisténi negativniho vlivu ostatnich ¢inidel je jisté, ze H;0, je pro extrakci

nepouzitelny. O této latce jiz nebude v dal§im textu zddna zminka.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

V diplomové praci byly pouZivany nésledujici chemikalie:

e Standardni roztok arsenu pro AAS, As, 1,000 £ 0,002 g/l, Analytika Praha

e borohydrid sodny, NaBH4, pure, Ubichem

e borohydrid sodny, NaBH4, zur Synthese, >96%, Merck

e hydroxid draselny, KOH, p.a., Lachema

e hydroxid sodny, NaOH, p.a., Lachema, Chemapol

e hydroxylamin — hydrochlorid (1:1), NH,OH-HCI, p.a., Merck

e jodid draselny, K1, p.a., Merck

e kyselina dusi¢na, HNOs, p.a., Merck

e kyselina fluorovodikova, HF, Analpure, Analytika Praha

¢ kyselina chlorovodikova, HCIL, p.a., Merck

e L-cystein — hydrochlorid — voda (1:1:1), C3H;NO,S-HCI-H,O, pro biochemii, Merck

e n-hydrat oxidu arseni¢ného, As,Os-nH,O (certifikat pro tuto latku s Cislem Sarze
12410JB obsahuje nasledujici idaj o Cistote: titraci KSCN stanoveno 63,8% arsenu;
vramci diplomové prace bylo vypoltem ovéfeno, ze tento hmotnostni zlomek
odpovidéa bezvodému As,Os), > 99,99%, Aldrich

e octan amonny, CH;COONHy, p.a, Penta

e octova kyselina, CH;COOH, p.a., Lachema

e oxid arsenity, As;Os, > 99,5%, Fluka Chemika

o tris(hydroxymethyl)-aminomethan — hydrochlorid (1:1), C4H;1NO;-HCIl, reagent
grade > 99,0%, Sigma-Aldrich

¢ uhli¢itan sodny, Na,COs, bezvody, p.a., Lachema

K ptipravé vSech roztok byla pouZzivana deionizovana voda pfipravend na

pfistroji Milli-Q Water Purification System (Millipore,USA).

-6 -



3.2  Pristroje a dalSi vybaveni

Pro meéfeni byl pouzivan atomovy absorpéni spektrometr Solaar 939 AA
spectrometer (Unicam, UK), ovlddany ptes standardni pocitac. Uspotradani tohoto
pfistroje je jednopaprskové. Pfistroj umoziiuje deuteriovou korekci pozadi, ktera vSak
nebyla pouZivédna, protoze muze zvysit Sum [17, s. 27], ¢imZ se zhorSuje LOD. Jako
zdroj zafeni byla pouzivana vybojka s dutou katodou urcené pro stanoveni arsenu. Jeji
predehiivaci proud mél hodnotu 7,5 mA a nésledny napajeci proud mél podle zadani
vyrobce hodnotu 10 mA. Pfi veSkerych meéfenich byla absorbance odecitana pro
vinovou délku 193,7 nm [21, s. 131]. Detektorem v pfistroji je fotonasobic.

Pro generovani hydridi bylo vyuzivano pouze kontinudlni uspotfadani, jehoz
schéma je na obrdzku (2.1) v oddile 2.2.2 (s. 23). V této praci se pouzivané uspotradani
aparatury od obrazku mirné liSilo. Nosny plyn argon, jehoz prutokova rychlost byla
ovladana kuli¢kovym rotametrem, je podle obrazku (2.1) zavadén za reakéni civku.
V této praci byl zpocatku zavadén za reakéni civku a zaroven zespodu do separatoru
fazi ptes fritu. Pouzivana pritokova rychlost argonu pak odpovidala souctu pritokovych
rychlosti v obou kandlech, mezi néz se rozd¢lila podle fyzikalnich zakona platnych pro
plyny. Pomér rychlosti vobou kandlech nebyl vtéto praci nijak zkoumén ani
ovliviiovan. Toto dvoukandlové vedeni nosného plynu bylo vyuzito pro veskeré
experimenty popsané v podkapitoldch 4.1 a 4.2. V prabéhu meéfeni s kyselymi
extrak¢nimi Cinidly (viz oddil 4.4.1) se ukazalo, Ze zavadéni argonu pouze jednim
kandlem, a to zespodu do separatoru fazi ptes fritu, je vyhodnéjsi. Aparatura byla
nalezit¢ upravena a zlstala tak az do konce méfeni diplomové prace.

Cerpaci hadi¢ky byly tygonové a mély vnitini pramér 1,02 mm (barevné
oznaceni: white white). Rek¢ni civka byla zrealizovana teflonovou hadickou o délce 1
m s vnitinim primérem 1 mm. Separdtor fazi byl hydrostaticky s fritou a do
konvenéniho kfemenného atomizéatoru z néj vedla teflonova hadic¢ka o vnitinim praméru
1,6 mm. Atomizator byl zevné vyhiivan odporovou pickou na teplotu 950 °C.

Pro méteni pH roztokii byl pouzivan pftistroj Conductivity & pH Meter 4330
(Jenway, NSR), s kombinovanou sklenénou elektrodou. Pfistroj byl kalibrovan vzdy

v den méfeni.

-7 -



Pro separaci pevnych ¢astic od vyluhu v extraktech realnych vzorki byla pouZita

centrifuga MLW, typ K32 (Janecky, NSR). V této centrifuze je vzdalenost dna

centrifugacni kyvety od osy otaceni 15 cm a centrifuga pracuje za teploty 5 °C.

3.3  Priprava roztoki

Z4sobni roztok As>" o koncentraci 1000 mg dm™ — Navéazka 1,53392 g As;Os-nH,O
byla rozpuiténa v 0,5 dm® 0,5 M HNOs [28]. Roztok byl uchovavan v lednici.
Zasobni roztok As®" o koncentraci 1000 mg dm> v 0,5 M HNO; — Navazka 1,32034
g AsyO3 byla rozpusténa v roztoku NaOH o takové koncentraci a objemu, které
staCily na jeji rozpusSténi a poté byla doplnéna roztokem HNO; tak, aby se As®*
nachézel v 0,5 dm® 0,5 M HNO; [28]. Roztok byl uchovéavan v lednici.

Zasobni roztok As®* o koncentraci 1000 mg dm™ v 0,5 M HCI — Navéazka 1,32035 g
As,03 byla rozpusténa v roztoku NaOH o takové koncentraci a objemu, které stacily
na jeji rozpu§téni a poté byla doplnéna roztokem HCI tak, aby se As>* nachéazel v 0,5
dm’® 0,5 M HCI. Roztok byl uchovavan v lednici.

Kalibraéni roztoky arsenu — P¥iprava kalibragnich roztoki As’* i As’* ma stejny
postup. Ze zasobniho roztoku byl pfipraven roztok o koncentraci 10 mg dm™ arsenu
podle potieby v prostiedi 0,02 M HNO; [26], 0,5 M HCI nebo v prostredi
deionizované vody. Tento roztok byl uchovavan v lednici maximalné tyden, poté byl
pfipraven Cerstvy. Z tohoto roztoku byly pfipravovany vSechny roztoky pro
jednotlivé body kalibrac¢ni kiivky. Roztoky arsenu v extrakcnich cCinidlech byly
piipravovany vzdy cCerstvé. Roztoky arsenu v 0,02 M HNO;, v 0,5 M HCIl a v
deionizované vodé byly uchovavany v lednici maximaln¢ 4 dny.

1% NaBH4 v 0,4% KOH ¢i 0,4% NaOH [18, s. 143] [27] [28] — Navazka hydroxidu
byla rozpusténa ve vodég, poté byla do roztoku hydroxidu pfiddna navazka NaBH4 a
po jeho tplném rozpusténi byl roztok zfiltrovan ptes nalevku s filtratnim papirem do
Cisté a suché plastové lahve. Nebyl-li roztok spotfebovéan téhoz dne, byl do dalSiho
méieni v této lahvi uchovan pii teploté pod 0 °C v mrazicim boxu.

TRIS pufr — Navazka C4H;;NOs;-HCl byla rozpusténa ve vodé¢ tak, aby mél
C4H1NO3s-HCl koncentraci 118,2 g dm [28].
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e Vodné roztoky extrakcnich ¢inidel maji nasledujici koncentrace [30]:
CH;COOH 0,11 mol dm™
CH;COONH; 1 moldm™
NH,OH-HCl 0,1 mol dm™
KOH 0,1 mol dm™
Na,COjs 0,3 mol dm™

3.4  Metody zpracovani dat

U stanoveni jednotlivych standarda byla pro kazdy standard provedena nejméné
tfi méteni a jejich vysledky byly nasledné zpracovany béznymi statistickymi postupy
[31]. V ptipadech, kdy byl pocet stanoveni niz$i nez tfi, je to uvedeno a zdivodnéno.
Linearni zavislosti dvou proménnych byly zpracovany metodou linedrni regrese
s vyhodnocenim pfislusnych odchylek a korelacnich koeficientl v programu
Microcal ™Origin, ver. 6.0 (Microcal Software).

Statisticky limit detekce kalibra¢nich zavislosti (LOD) a statisticky limit

stanovitelnosti kalibra¢nich zavislosti (LOQ) byly vypocitany podle vztahii:

3.5
LOD ="~ (3.1)
a
10 'Sx/
LOQ = > (3.2)
a

kde s.; je smérodatnd odchylka line4rni regrese pro standard o koncentraci
pokud mozno co nejnizsi a a je smérnice linearni regrese ziskané z kalibrace pro nizké
koncentrace s konstantnimi rozestupy v koncentracich mezi pouZitymi standardy.

Opakovatelnost stanoveni (O) byla spocitana ze vztahu:

S
0=100-22 (3.3)
X
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kde [O] = %, dale sy je smérodatnd odchylka linearni regrese pro standard o
zvolené koncentraci stanovené 10x a Xx je stfedni hodnota koncentrace tohoto

standardu.
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4  VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace podminek méreni

Pro vSechny optimaliza¢ni experimenty byl pouzivan NaBH4 od firmy Ubichem
a zasobni roztok As’™ o koncentraci 1000 mg dm™ piipraveny v 0,5 M HNO:s.
Kalibraéni roztoky As’" byly v prostiedi 0,02 M HNO3, kalibragni roztoky As’* byly
v raznych prostiedich (viz oddil 4.1.4).

4.1.1 Optimalizace pritokové rychlosti nosného plynu

Nejprve byla optimalizovéna pratokova rychlost argonu. K tomuto ucelu byl
pouzit kuli¢kovy rotametr s rozsahem 0 az 62,8 cm® min ™' Ar a standardni roztok As*™ o
koncentraci 10 pg dm™. Pritokova rychlost standardu, TRIS pufru a borohydridu byla 1
cm’ min'. Pritokové rychlost argonu pod 10 cm® min ' byla na pouZitém rotametru
nenastavitelna, nebot’ ocelova kulicka rotametru pfi takto nizkém pritoku znacné
ménila svoji polohu. Zavislost absorbance piipravené¢ho standardu As® na vysich

pratocich argonu je uvedena na obr. 4.1.
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Obr. 4.1 Zavislost signalu 10 pg dm™ As®" na priitokové rychlosti argonu.

Podminky meéfeni: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce pozadi; HCL pro As napéjena
proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadic¢ka o i.d. = 1,02 mm; teflonova reakcni
civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi hydrostatickym separatorem fazi
s fritou a konven¢nim kfemennym atomizatorem (T = 950 °C); argon zavadén za reakeni civku
a zaroveti pres fritu do separatoru fazi o souétové Q na ose x; Priitokova rychlost 10 ug dm
As**, 118,2 g dm > TRIS pufru i 1% NaBH, je 1 cm’ min™".

Z tohoto grafu je patrné, Ze nejvyssi hodnoty absorbance je pro danou
koncentraci As’* dosazeno pii pouziti 13,7 cm® min' argonu. Tato jeho pritokova

rychlost byla tedy pouzivana pii vSech dal§ich méfenich.
4.1.2 Optimalizace pritokové rychlosti borohydridu

Pratokova rychlost 1% NaBH4 v 0,4% KOH byla optimalizovana pro standardni
roztok As’" o koncentraci 10 pg dm, stejné jako pii optimalizaci pritoku argonu.
Pritokova rychlost standardu byla 1 cm’® min™' a pritokova rychlost TRIS pufru taktéz.
Zavislost absorbance ptipraveného standardu As®" na réiznych pritocich borohydridu je

uvedena na obr. 4.2.
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Obr. 4.2 Zavislost signalu 10 ug dm > As®" na pritokové rychlosti borohydridu.
Podminky méfeni: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce pozadi; HCL pro As napajena
proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadic¢ka o i.d. = 1,02 mm; teflonova reakcni
civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi hydrostatickym separatorem fazi
s fritou a konvencénim kifemennym atomizatorem (T = 950 °C); argon zavadén za reakéni civku
a zaroveti pies fritu do separatoru fazi o souétové Q = 13,7 cm’ min '; Pritokova rychlost 10 pg
dm™ As’ i 118,2 g dm™ TRIS pufru je 1 cm’ min .

Z tohoto grafu vyplyva, Ze pritokova rychlost borohydridu nema na hodnotu
absorbance piili§ vyrazny vliv. Maximélni absorbance je pro standardni roztok As®* o
koncentraci 10 pg dm™ dosazeno pfi priitoku borohydridu 1 ¢m’ min™'. Tato jeho

prutokova rychlost byla tedy pouZzivana pti vSech dalSich métenich.
4.1.3 Kalibragni kiivka As’"

Za optimalnich podminek (viz piedeslé pododdily 4.1.1 a 4.1.2) byla zmétena

kalibragni kfivka As®", viz obr. 4.3.
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Obr. 4.3 Kalibraéni kiivka As®* zmé&fena za optimalnich podminek.

Podminky méfeni: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce pozadi; HCL pro As napajena
proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadic¢ka o i.d. = 1,02 mm; teflonova reakcni
civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi hydrostatickym separatorem fazi
s fritou a konven¢nim kfemennym atomizatorem (T = 950 °C); argon zavadén za reak¢ni civku
a zaroven pres fritu do separatoru fazi o souctové Q = 13,7 cm’ min'; Prittokova rychlost As*,
118,2 g dm TRIS pufru i 1% NaBH, je 1 cm’ min ™.

Jak je vid&t z obr. 4.3, jiz od koncentrace 5 pg dm~> As’" dochazi k zakfiveni

kalibra¢ni zavislosti. Vice bude o tomto grafu pojednano v pododdile 4.2.1.
4.1.4 Optimalizace piedredukce As’ na As®*

Nasledujicich optimalizacnich experimentl je velké mnoZzstvi. Je to ztoho
diivodu, Ze citlivost stanoveni As”" (viz 4.1.3) byla neustéle vyrazné nizsi nez citlivost

stanoveni As’", a tak byly hledany podminky, za kterych by bylo dosazeno stejné

citlivosti.
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4.1.4.1 Predredukce L-cysteinem za zvySené teploty

Do roztoku As”" o koncentraci 5 ug dm™ v 0,02 M HNO; byla ptidana navazka
L-cysteinu a ihned poté byl roztok vlozen do vrouci 14zné. Pfesné po 5 minutach z ni
byl vyjmut a po naslednych 10 minutach chladnuti do né€j byla ponofena ¢erpaci hadicka
urcend pro vzorek. Absorbance arsenu vzniklého v aparatufe byla zmétena celkem asi
8x po sobé¢. Poté byl stejnym zplisobem piipraven a zméfen dalsi vzorek, liSici se od
prvého pouze v jiné navazce L-cysteinu. Takto byla postupnd zméfena absorbance As”
o koncentraci 5 pg dm™ v zavislosti na koncentraci L-cysteinu redukujiciho As’* za

zvysené teploty ve vodné vrouci lazni. Jak tato zavislost vypada, ukazuje obr. 4.4.

0,04 T T T T

0,03 4

A (5 ug dm”® As™)

0,02

0,01 4

0,00 - | - | -
0 4 8 12

¢ (L-cystein), g dm®

Obr. 4.4 Optimalizace koncentrace L-cysteinu pfidavaného k As>™ o koncentraci 5 ug

dm™.

Podminky méfeni: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce pozadi; HCL pro As napéjena
proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadic¢ka o i.d. = 1,02 mm; teflonova reakcni
civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi hydrostatickym separatorem fazi
s fritou a konvencénim kifemennym atomizatorem (T = 950 °C); argon zavadén za reakéni civku
a zaroveti pies fritu do separatoru fazi o sou¢tové Q = 13,7 cm’ min'; Redukce As’  na As™" L-
cysteinem 5 min ve vrouci vodné 1azni, nasledné 10 min chladnuti; Pritokova rychlost 5 g dm™
*As™, 118,2 g dm™ TRIS pufru i 1% NaBH,je 1 cm’ min .

-35-



Zvolend koncentrace As’’ vykazuje nejvyssi absorbanci pii koncentraci L-
cysteinu 0,5 g dm . Zdalo by se tedy, Ze z vyzkousenych koncentraci L-cysteinu je tato
nejvyhodngjsi. Vech 10 zmekenych hodnot absorbance 5 pg dm™> As> v 0,5 g dm™ L-

cysteinu je uvedeno v tabulce 4.1.

Tab. 4.1 Hodnoty absorbance zmérené
pro 5 ug dm> As>*v 0,5 g dm™ L-cysteinu
¢. A
0,038
0,029
0,020
0,028
0,020
0,020
0,035
0,025
0,048
0,040

3
=<
]
=

O 00 N O U1 B W IN |

[EY
o

Z tabulky je patrné, Ze experimenty nejsou piili§ dobfe opakovatelné a Ze
zvolend koncentrace As’* vykazuje nejvyssi absorbanci pii koncentraci L-cysteinu 0,5 g
dm™ jen kvili nékolika vysokym hodnotam absorbance. Z téchto divoda bylo
rozhodnuto, Ze koncentrace 0,5 g dm > L-cysteinu neni optimalni a nebude nadale
vyuZivana.

Jako optimalni koncentrace L-cysteinu se dale nabizi 1 g dm™ a 5 g dm™.
Me¢éieni absorbance 5 pg dm> As’" v 5 g dm™ L-cysteinu vSak nevykazuje Casovou
stabilitu, protoze signal pouzitého standardniho roztoku s ¢asem klesa. Jeho absorbance

byla zmétfena 7x po sobé a Casova posloupnost téchto méteni je znadzornéna v obr. 4.5.
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Obr. 4.5 Casova zavislost absorbance 5 pg dm™ As’ v 5 g dm™ L-cysteinu.

Podminky méfeni: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce pozadi; HCL pro As napijena
proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadic¢ka o i.d. = 1,02 mm; teflonova reakcni
civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi hydrostatickym separatorem fazi
s fritou a konven¢nim kfemennym atomizatorem (T = 950 °C); argon zavadén za reak¢ni civku
a zaroven pies fritu do separatoru fazi o souétové Q = 13,7 cm’ min'; Redukce As’* na As’"
pomoci 5 g dm™ L-cysteinu 5 min ve vrouci vodné 1azni, nasledné chladnuti po dobu t (na ose
x); Prittokova rychlost 5 pg dm ™ As’*, 118,2 g dm > TRIS pufru i 1% NaBH, je 1 cm’ min .

Z obr. 4.5 je Casova nestabilita absorbance 5 pg dm> As’ v 5 g dm™ L-cysteinu
velmi dobie vidét. Z divodu znaéné asové nestability byla i koncentrace 5 g dm™ L-
cysteinu vyloucena. Jako nejvhodnéjsi koncentrace L-cysteinu byla nakonec zvolena
hodnota 1 g dm™. M&feni absorbance 5 ug dm™ As*" v 1 g dm™ L-cysteinu pii 5-ti
minutovém ohfevu ve vrouci ldzni totiz vykazuje lepSi cCasovou stabilitu 1
opakovatelnost, nez mé&feni absorbance 5 pg dm™ As’ v 0,5 g dm™ L-cysteinuiv5 g
dm™ L-cysteinu pfi stejném ohfevu. Za t&chto podminek byla proméfena kalibracni

kiivka znazornéna v obr. 4.6.
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Obr. 4.6 Kalibra¢ni kiivka As™" v 0,02 M HNOs.

Podminky méfeni: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce pozadi; HCL pro As napajena
proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadic¢ka o i.d. = 1,02 mm; teflonova reakéni
civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi hydrostatickym separatorem fazi
s fritou a konven¢nim kfemennym atomizatorem (T = 950 °C); argon zavadén za reakéni civku
a zaroveh pres fritu do separatoru fazi o souttové Q = 13,7 cm’ min '; Redukce As’" na As®*
pomoci | g dm™ L-cysteinu 5 min ve vrouci vodné lazni, nasledné 10 min chladnuti; Pritokova
rychlost As’", 118,2 g dm TRIS pufru i 1% NaBH, je 1 cm’ min .

Smérnice ziskané linearni zavislosti je 0,0032 dm’ pg .

Ke kazdému kalibraénimu roztoku byla pfidana takova navazka L-cysteinu, aby
L-cystein vytvofil roztok o koncentraci 1 g dm™. Ihned poté byl roztok na 5 minut
vloZen do vrouci 14zn€ a po néslednych 10 minutach chladnuti bylo zapoc¢ato méteni.

Smeérnice ziskané linedrni zavislosti je 0,0032 dm’ pgﬁl.
4.1.4.2 Predredukce L-cysteinem za laboratorni teploty
Do roztoku As>" o koncentraci 5 pg dm ™ v 0,02 M HNO; byla piidana navazka

L-cysteinu, roztok byl protfepan a po 1 hodin€ stani za laboratorni teploty bylo zapocato

méfeni obsahu arsenu. Absorbance arsenu vzniklého v aparatufe byla takto zmétfena 2x
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— 3x. Poté byl stejnym zplisobem pfipraven a zméfen dalsi vzorek, liSici se od prvého
ey y v . v vy, +

pouze v jiné navazce L-cysteinu. Takto byla postupné zméfena absorbance As’ o
. — s . . . s +

koncentraci 5 pg dm” v zavislosti na koncentraci L-cysteinu redukujiciho As>* za

laboratorni teploty. Jak tato zavislost vypada, ukazuje obr. 4.7.
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Obr. 4.7 Optimalizace koncentrace L-cysteinu pfidavaného k As’™ o koncentraci 5 ug
dm™.

Podminky méfeni: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce pozadi; HCL pro As napdjena
proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadic¢ka o i.d. = 1,02 mm; teflonova reakcni
civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi hydrostatickym separatorem fazi
s fritou a konvenénim kifemennym atomizatorem (T = 950 °C); argon zavadén za reakéni civku
a zarove pies fritu do separatoru fazi o sou¢tové Q = 13,7 cm’ min '; Redukce As® na As®* L-
cysteinem 1h za laboratorni teploty; Pritokova rychlost 5 pg dm” As>, 118.2 g dm> TRIS
pufru i 1% NaBH, je 1 cm’ min ™.

V rozsahu od 0,5 do 3 g dm* L-cysteinu je smérnice ziskané linearni zavislosti 0,0041 dm’ g'.

Z testovanych koncentraci L-cysteinu redukujiciho As>* za laboratorni teploty je
optimalni ta nejvyssi, tedy 3 g dm .

Nicméng absorbance 5 pg dm™> As>" je i v tomto piipadé nizsi, nez p¥i pouziti 1
g dm™ L-cysteinu redukujiciho As’" v 0,02 M HNOj; za zvysené teploty ve vrouci lazni

(viz pododdil 4.1.4.1).
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4.1.4.3 Ptedredukce silné€ kyselym prostfedim za laboratorni teploty
Roztoky As”* o riizné koncentraci byly ptipraveny v siln& kyselém prostiedi 6 M

HCI, kterd ma reduk¢ni Uc€inky. Poté byly roztoky pouZity pro zméfeni kalibraéni

ktivky, ktera je v obr. 4.8.

0,10 T T T T T T T T T T

0,08

0,06

0,04

0,02

0,00 - | L | L | L | L | L
0 10 20 30 40 50 60

c (As™), g dm®

Obr. 4.8 Kalibra¢ni kiivka As™" v 6 M HCL.

Podminky méfeni: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce pozadi; HCL pro As napijena
proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadicka o i.d. = 1,02 mm; teflonova reakcni
civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi hydrostatickym separatorem fazi
s fritou a konvencénim kifemennym atomizatorem (T = 950 °C); argon zavadén za reakéni civku
a zaroveti pres fritu do separatoru fazi o souétové Q = 13,7 cm’ min'; Redukce As®" na As’*
pomoci 6 M HCI za laboratorni teploty; Priitokova rychlost As>", 118,2 g dm > TRIS pufru i 1%
NaBH, je 1 cm’ min .

Smérnice ziskané linearni zavislosti je 0,0018 dm’ pg .

Pro koncentrace 1 pg dm> As’™ a 2,5 pg dm> As " byly naméfeny nulové
hodnoty absorbance. Smérnice ziskané linearni zavislosti je 0,0018 dm’ ugfl.
Naproti tomu pii pouziti 1 g dm ™ L-cysteinu redukujiciho As*” v 0,02 M HNO;

za zvysené teploty ve vrouci vodné lazni byly naméfeny nenulové hodnoty absorbance i
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pro 1 pg dm > As’" a smémice kalibragni pfimky cCinila Smérnice ziskané linearni

zavislosti je 0,0032 dm’ pg™' (viz obr. 4.6).

4.1.4.4 Predredukce L-cysteinem a zaroven silné kyselym prostfedim za laboratorni

teploty

Do roztoku As’" o koncentraci 20 ug dm™ v prostiedi 6 M HCI byla ptidana
takova navazka L-cysteinu, aby se L-cystein nachazel v roztoku v koncentraci 1 g dm™.
Roztok byl protfepan a po 1 hodin¢ stani za laboratorni teploty bylo zapocato méteni.
Absorbance arsenu vzniklého v aparatufe byla zméfena 3x a jeji median byl 0,060.

Naproti tomu pii pouziti 1 g dm > L-cysteinu redukujiciho As> v 0,02 M HNOs
za zvy$ené teploty ve vrouci vodné l4zni byla naméfena pro 20 ug dm> As’' stfedni

hodnota absorbance 0,068 (viz pododdil 4.1.3.1).
4.1.4.5 Predredukce L-cysteinem a zaroven kyselym prostiedim za zvySené teploty

Do roztoku As’" o koncentraci 20 ug dm™ v prosttedi 1 M HCI byla ptidana
takovéa navazka L-cysteinu, aby se L-cystein nachazel v roztoku v koncentraci 1 g dm.
Roztok byl ihned po pfidavku L-cysteinu vlozen do vrouci vodné lazné, ve které byl
ponechan 5 minut. Pouhd 1 M koncentrace HCI byla zvolena z diivodu bezpec¢nosti. Po
vyjmuti roztoku zladzn¢ byl 10 minut ponechan pii laboratorni teploté a poté bylo
zapocato meéteni. Absorbance arsenu vzniklého v aparatufe byla zméfena 5x a jeji
median byl 0,060.

Naproti tomu pii pouziti 1 g dm > L-cysteinu redukujiciho As> v 0,02 M HNOs
za zvysené teploty ve vrouci vodné lazni byla naméfena pro 20 pg dm™ As”" stfedni

hodnota absorbance 0,068 (viz pododdil 4.1.3.1).
4.1.4.6 Vyhodnoceni optimalizaénich experimentd predredukce As™ na As®"
Ze zkoumanych zpusobt redukce As™™ je neju¢inngjdi pouziti L-cysteinu

. _ " . . , v r r 1z . 5+
v koncentraci 1 g dm ™ a to béhem 5-ti minutového ohfevu ve vodné vrouci lazni. As

se nemusi nachéazet v silné€ kyselém prostfedi HCI, protoze L-cystein ma vyssi redukéni
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Géinky viiéi As’", nez HCI. Tento zavér potvrzuje i literatura [26]. Timto zptisobem tedy

byly provadény viechny dalsi predredukce As> na As’"
4.2  Kontrola Cistoty a stability zasobnich roztoku

Pro vSechny nasledujici experimenty byl opét pouzivan zasobni roztok NaBH4
od firmy Ubichem. Kalibragni roztoky As*” i As’" z oddili 4.2.1 a 4.2.3 byly v prostiedi
0,02 M HNO3, jako doposud.

42.1 Kontrola &istoty a stability zasobniho roztoku 1000 mg dm ™ As*" v 0,5 M HNO;

Na obr. 4.3 (s. 34) je kalibraéni kiivka As®" zmé&fena za optiméalnich podminek
pro stanoveni As®". Dale byla zmétena kalibra¢ni kiivka As®" za optimalnich podminek
pro stanoveni As’*. V piipadé kontaminace zasobniho roztoku As’* stopami As’* by
tyto stopy byly zredukovany L-cysteinem na As’" a zvysily by namé&fenou absorbanci.

Takto ziskan4 kalibra¢ni zavislost As>" je v obr. 4.9.
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Obr. 4.9 Kalibracni kiivka As®" zméfend za optimalnich podminek pro stanoveni As™"
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Podminky méfeni: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce pozadi; HCL pro As napajena
proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadic¢ka o i.d. = 1,02 mm; teflonova reakcni
civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi hydrostatickym separatorem fazi
s fritou a konvenc¢nim kfemennym atomizatorem (T = 950 °C); argon zavadén za reakéni civku
a zaroveli pies fritu do separatoru fazi o souétové Q = 13,7 cm’ min'; Redukce ptipadnych
kontaminanti As*" na As®  pomoci 1 g dm™ L-cysteinu 5 min ve vrouci vodné lazni, nésledn¢
10 min chladnuti; Pritokova rychlost As’*, 118,2 g dm TRIS pufru, 1% NaBH, je 1 cm’ min ™.

Pfi porovnani obou grafii je vidét, ze signal naméfeny pro As’" za optimélnich
podminek pro stanoveni As’, tedy s piedredukci L-cysteinem, neni ani pro jednu
koncentraci As’" vys§i, nez signal naméfeny pro As’" za optimalnich podminek pro
stanoveni As’’, tedy bez piedredukce L-cysteinem. Tato skutetnost je pro lepsi
nazornost uvedena vtab. 4.2. Jedna se o dikaz, ze zasobni roztok As®" neni
kontaminovan stopami As’". Resp. dikaz, 7e pevny As,Os; pouZity pro piipravu

, e + , . , . +
zésobniho roztoku As®*, neni kontaminovan stopami As’".

Tab. 4.2 Porovnani kalibra¢nich bodd As** zméfenych
bez predredukce L-cysteinem a s ni

c (As*), ugdm™ A, bez pfedredukce A, s predredukci

1 0,016 0,011
2,5 0,047 0,047
5 0,066 0,064
10 0,111 0,075
20 0,143 0,087

Nicméné od ptipravy zasobniho roztoku dochazelo s postupem casu ke
snizovani absorbance arsenu vygenerované¢ho zroztokii o stejné koncentraci As”.
Tento trend nebyl ocekdvan a védomé sledovan, proto je v obr. 4.10 znazornén jen
nékolika pouzitelnymi body. Jedna se o absorbanci arsenu vygenerovaného z roztokd o

. — + ) . J 4 r r
koncentraci 20 ug dm > As>* v zavislosti na stati zasobniho roztoku.
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Obr. 4.10 Ubytek As®" vlivem oxidace As®" na As’" v zasobnim roztoku 0,5 M HNO:s.
Osa y udava pokles absorbance pro uvedeny standard v zévislosti na dobé (osa x)
uplynuvsi od ptipravy diskutovaného zasobniho roztoku.

Podminky meéfeni: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce pozadi; HCL pro As napajena
proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadic¢ka o i.d. = 1,02 mm; teflonova reakéni
civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi hydrostatickym separatorem fazi
s fritou a konven¢nim kfemennym atomizatorem (T = 950 °C); argon zavadén za reakéni civku

a zarove pies fritu do separatoru fizi o souétové Q = 13,7 cm® min'; Pritokova rychlost 20 pg
dm™ As*, 118,2 g dm™ TRIS pufrui 1% NaBH, je 1 cm’ min ™.

Postupny pokles absorbance kalibra¢nich roztoka As®* patrny z obr. 4.10 byl
podndtem k domnénce, Ze HNO; v zdsobnim roztoku postupné oxiduje As’” na As’'.
Proto byl 49. den od pfipravy zasobniho roztoku, tedy v den zméteni posledniho bodu
vynesené¢ho do obr. 4.10, ztohoto zasobniho roztoku pfipraven kalibra¢ni roztok o
teoretick¢ koncentraci 20 pg dm> As’ a snim bylo provedeno meéfeni az po
predredukci L-cysteinem. Ze tfech méfeni byl ur¢en median absorbance jako 0,122.
Naproti tomu bez ptfedredukce L-cysteinem byla zméfena absorbance pro stejné
piipraveny roztok As®* pouze 0,071 (jde o absorbanci uvedenou v obr. 4.10). Vzhledem
k dfiv&jsimu vylouGeni kontaminace pevného As,Os stopami As’' je jisté, ze 0,5 M
HNOs tvofici prostiedi zasobniho roztoku As®', tento As® oxiduje na As’". To, Ze se

. v . v ’ r 3+ . Nt w o ’ v
v literatuie vyskytuje doporuceni uchovavat As’ v HNOs, je zfejmé zplsobeno tim, ze
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autofi literatury nepocitali se specia¢ni analyzou arsenu a nezdleZelo jim na tom,
v jakém oxida¢nim stavu se arsen v roztoku nachazi.

Na zéklad& tdchto méfeni byl piipraven novy zasobni roztok As®" o koncentraci
1000 mg dm, a to v prostfedi 0,5 M HCIl. Dale bylo rozhodnuto o tom, Ze také
kalibra¢ni roztoky ptipravované z tohoto zasobniho roztoku budou pfipravovany v 0,5

M HCI, aby se predeslo oxidaci As’ na As’ i v nich.
422 Kontrola &istoty zasobniho roztoku 1000 mg dm > As®" v 0,5 M HCI

Cistota pevného As,O; jiz byla potvrzena diive (viz oddil 4.2.1), proto bylo
provedeno jen jedno jednoduché kontrolni méfeni. Ze zasobniho roztoku As®” v 0,5 M
HCI byl piipraven kalibragni roztok o koncentraci 10 pg dm > As®" (taktéz v prostiedi
0,5 M HCI) a byla zméfena absorbance arsenu z tohoto roztoku vygenerovaného.

Déle byl ze standardu firmy Analytika Praha o koncentraci 1,000 £ 0,002 g/l As
ve 2% HNO; pfipraven kalibra¢ni roztok o koncentraci 10 pg dm™ As* v prostredi 0,5
M HCL. Vzhledem knezndmému oxidacnimu stavu arsenu v tomto standardu a
vzhledem k tomu, Ze prostfedim standardu je 2% HNO; s oxidaénimi G¢inky, byl
kalibra¢ni roztok z tohoto standardu pfipraveny zredukovan L-cysteinem, jako by Slo o
As”". Poté byla zm&Fena absorbance arsenu z tohoto roztoku vygenerovaného.

Ob& zmétené absorbance byly srovnatelné. Jedna se o druhy dikaz, Ze pevny
As,O3 pouZity pro pripravu zasobniho roztoku As®*, neni kontaminovan stopami As” ", a

7e tedy zasobni roztok As’" neni kontaminovan stopami As>".
423 Kontrola &istoty a stability zasobniho roztoku 1000 mg dm ™ As>* v 0,5 M HNO;

Na obr. 4.6 (s. 38) je kalibraéni kiivka As’" zmé&fen4 za optiméalnich podminek
pro stanoveni As’". Dale byly promé&feny viechny body kalibratni kfivky As’* za
optiméalnich podminek pro stanoveni As*". V piipadé kontaminace zasobniho roztoku
As”" stopami As®* by tyto stopy poskytovaly signal i bez pouziti predredukce L-
cysteinem. Zmeétend hodnota absorbance byla ovSem pro vSechny body kalibraéni

N r r o ~ 7 r + r . 7 .
kiivky nulové. Jedna se o dikaz, e zasobni roztok As’* neni kontaminovan stopami
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As”". Resp. ditkaz, e pevny As,Os pouzity pro piipravu zasobniho roztoku As’", neni
kontaminovan stopami As*

Na zakladé t&chto mé&Feni bylo rozhodnuto, Ze zasobni roztok As " o koncentraci
1000 mg dm™ v prosttedi 0,5 M HNO; bude v diplomové praci i nadale pouZivan.
Presto vSak bylo rozhodnuto o tom, Ze kalibra¢ni roztoky pfipravované z tohoto
zasobniho roztoku budou nadale pfipravovany v 0,5 M HCI; tedy stejné jako kalibra¢ni
roztoky As’". A to z diivodu ptedejiti oxidace As’®” na As’* po ukonéeni redukce As>*

na As>".

4.3  Kontrola ¢innosti TRIS pufru v extrakénich ¢inidlech

Jednou &erpaci hadi¢kou je erpan TRIS pufr o koncentraci 118,2 g dm™, a to
pratokovou rychlosti 1 cm’® min . Bylo zméteno, ze pH takto koncentrovaného TRIS
pufru je 3.4.

Dalsi Cerpaci hadickou je cerpan 1% NaBH4 v 0,4% KOH ¢i 0,4% NaOH, a to
opét pritokovou rychlosti 1 cm® min'. Bylo, zméfeno, e pH roztoku vzniklého
smisenim TRIS pufru a borohydridu o uvedenych koncentracich v poméru 1:1 (protoze
maji stejné pritokové rychlosti), je 7,3. Je tfeba ovéfit, zda tuto hodnotu pfilis
nepievysuje pH smési odpovidajici svym slozenim reakéni smési v reakéni civce, tedy
smés TRIS pufru s borohydridem a zaroven se vzorkem v extrakénim ¢inidle, a to opét
v odpovidajicich pomérech. Kysely TRIS pufr hiife pufruje v alkalické oblasti, a proto
bylo zméfeno pH smési pouze s alkalickymi ¢inidly a s hydroxylaminem. Vysledné pH
smési s NH>OH bylo 6,9; pH smési s Na,CO3 bylo 7,7 a pH smési s KOH bylo 7,6.
Porovnanim téchto tfi hodnot s hodnotou pH = 7,3 lze usoudit, ze extrak¢ni Cinidla

¢innost TRIS pufru negativné neovliviiuji.
4.4  Vliv extrakénich ¢inidel na stanoveni arsenu

Pro vSechny nasledujici experimenty byl jiz pouzivan NaBH,4 od firmy Merck.
Z uvedenych zasobnich roztoki As®* o koncentraci 1000 mg dm™ pak novy roztok

piipraveny v 0,5 M HCI. Kalibragni roztoky As’* i As” byly bud’ také v prostedi 0,5 M

HCI, nebo v extrak¢énich ¢inidlech. Pokud byly v jiném prostiedi, je to uvedeno.
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Naprosta vétSina nasledujicich stanoveni jednotlivych standardf byla provedena
jen dvakrat. Pfi praci s extrakénimi Cinidly se totiz ukézalo, Ze nékterd z nich velmi
vyrazn¢ ovliviluji signdl arsenu a také ni¢i soucésti pouzivané aparatury vcetné
atomizatoru. Roztoky arsenu v extrakcnich ¢inidlech tedy byly do aparatury zavadény
po minimalni nutnou dobu, aby doslo k co nejmensimu poskozeni aparatury. Spravnost
zjisténi jejich vlivu na stanoveni arsenu jen ze dvou meéfeni je sice omezend, ale vétsi
pocet opakovani méfeni by pouze vedl k postupnému snizovani signalu, zptisobenému
postupnym naruSenim aparatury. Navic v této diplomové praci neni potieba zjistit, jak
presné dand extrak¢ni Cinidla signal arsenu ovliviiuji, staci zjistit, jestli jej ovliviuji tak,
ze je jejich pouziti k extrakci arsenu z pevnych materialii pro ucely speciacni analyzy
nevhodné. Aby byly zajistény alespont podobné vychozi podminky pfii sledovani vlivu
jednotlivych ¢inidel, byla vzdy po skonceni sledovani vlivu jednoho konkrétniho ¢inidla
aparatura rozebrana a vyciSténa. Atomizator byl promyt kyselinou dusi¢nou a
fluorovodikovou (po dobu 1h naplnén 7 M HNO; a poté po dobu 30 minut naplnén

koncentrovanou HF [27]), ostatni soucasti aparatury pouze kyselinou dusi¢nou.

4.4.1 Vliv extrakénich &inidel na stanoveni As>"

V rozsahu 1 a7 50 pg dm byla promé&fena kalibraéni kiivka As*" v prostiedi 0,5
M HCI, viz obr. 4.11. Dale byly proméfeny kalibraéni kfivky As’* v kyselych
extrak¢nich cinidlech tom poradi, vjakém jsou uvedeny naobr. 4.12 az 4.14. Z
dosazenych citlivosti je patrné, ze As’" poskytuje vkazdém pouzitém &inidle nizsi

signal, nez v HCI.
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Obr. 4.11 Kalibrace As®" v 0,5 M HCL
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Obr. 4.12 Kalibrace As®" v 0,11 M CH;COOH.
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Obr. 4.13 Kalibrace As®" v 0,1 M NH,OH.
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Podminky méreni zavislosti na obr. 4.11 az 4.14: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce
pozadi; HCL pro As napajena proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadicka o i.d. =
1,02 mm; teflonova reakéni civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi
hydrostatickym separatorem fazi s fritou a konvenénim kiemennym atomizatorem (T = 950 °C);
argon zavadén za reakéni civku a zarovei pres fritu do separatoru fazi o souétové Q = 13,7 cm’
min"'; As’® v HCI nebo ¢&inidlech o koncentraci uvedené v nazvech jednotlivych grafi;
Pratokové rychlost As®*, 118,2 g dm™ TRIS pufru i 1% NaBH, je 1 cm® min™'.

Porovnanim dosazené citlivosti jednotlivych zavislosti je patrné, ze roztoky As*
piipravené v kyselém extrakénim c¢inidle poskytuji vyrazné nizsi signél, nez standard
piipraveny pouze v HCL

V 0,5 M HCI poskytuje 10 ug dm™ As®* signal A = 0,470. Po prométeni vlivu
téchto vyluhovacich ¢inidel byla op&t proméfena kalibraéni kiivka As’" v samotné 0,5
M HCI. Byla zjiiténa vyrazng nizsi citlivost stanoveni, napf. pro koncentraci 10 pg dm™
byl naméfen signal pouze A = 0,175. Toto vyrazné sniZeni citlivosti stanoveni As’"
v 0,5 M HCI po pouziti kyselych extrakénich ¢inidel vedlo k domnénce, Ze dana ¢inidla
poskozuji aparaturu.

Tim zacala nékolikadenni tada servisnich praci, pfi které byly postupné
vyménovany jednotlivé hadiCky a spoje hadi¢ek, ménéna poloha separatoru fazi tak, aby
se zabranilo uniku plynnych produkti do odpadu, odstranén pifivod nosného plynu za
reakéni civku (viz podkapitola 3.2), opét umyt atomizator (po dobu lh naplnén 7 M
HNOs a poté po dobu 30 minut naplnén koncentrovanou HF [27]), atd.

Vzdy po kazdé dil¢i upravé aparatury byl kontrolovan dosazeny signal standardu
o koncentraci 10 pg dm™> As’" v 0,5 M HCI. Absorbanci se z hodnoty 0,175 podaiilo
pro dany standard zvysit pouze na ptiblizné 0,200. Tato hodnota je sice stale vyrazné
nizs$i nez 0,470 z obr. 4.11, avSak byla opakovatelna v pribéhu nékolika dni, z ¢ehoz
vyplyva, zZe aparatura a ptistroj jiz funguji beze zmén v Case a lze je tedy pouzivat.

Z obavy pted dal$im poskozenim aparatury kyselymi ¢inidly bylo rozhodnuto,
ze dale budou nejdfive proméfeny kalibracni kiivky v zasaditych extrakénich Cinidlech
a az poté opét v Cinidlech kyselych. Ty je tfeba proméfit znovu, protoze nasledujici
kalibra¢ni kiivky v zasaditych ¢inidlech nelze kviili zm&néné citlivosti stanoveni As®" v
0,5 M HCI s ptedeslymi métenimi v kyselych ¢inidlech srovnat. VSech Sest zméfenych
kalibra¢nich zavislosti je v nasledujicich grafech v tom potadi, v jakém byly skute¢né

naméieny.
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Obr. 4.15 Kalibrace As®" v 0,5 M HCL.
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Obr. 4.16 Kalibrace As®" v 0,1 M KOH.
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Obr. 4.17 Kalibrace As®" v 0,3 M Na,CO:s.

0,14

0,10 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0,00

Obr. 4.18 Kalibrace As®" v 0,1 M CH;COONHL.
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Obr. 4.19 Kalibrace As®" v 0,11 M CH;COOH.
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Obr. 4.20 Kalibrace As>" v 0,1 M NH,OH-HCL.
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Podminky méieni zavislosti na obr. 4.15 az 4.20: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce
pozadi; HCL pro As napajena proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadic¢ka o i.d. =
1,02 mm; teflonova reak¢ni civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi
hydrostatickym separatorem fazi s fritou a konvenénim kiemennym atomizatorem (T = 950 °C);
argon zavadén do separatoru fazi pouze pres fritu, Q = 13,7 cm’ min'; As’" v HCI nebo
ginidlech o koncentraci uvedené v nazvech jednotlivych grafii; Pritokova rychlost As®", 118.2 g
dm TRIS pufru i 1% NaBH, je 1 cm’® min .

Porovnanim dosazené citlivosti jednotlivych zavislosti je stejné jako v ptipadé
obr. 4.11 az 4.14 patrné, 7e roztoky As’" piipravené v kyselém extrakénim ¢inidle
poskytuji vyrazné nizsi signal, nez standard ptipraveny pouze v HCI.

Naproti tomu v zasaditych extrakénich ¢inidlech je signal As®” srovnatelny se
signalem As®" v HCI, pti¢emz kalibrace v roztoku Na,CO; mé dokonce vé&tsi linearni
dynamicky rozsah.

Prométené zavislosti potvrzuji, ze kysela extrakéni ¢inidla nejsou pro stanoveni
As’" vhodnd, kdezto zasaditd &inidla ano. Obecné je tedy mozné fici, e kysela
extrakéni ¢inidla neni mozné pouzit pro speciacni analyzu arsenu s pouZitim techniky
selektivniho generovani hydridii ve spojeni s QF-AAS detekci.

Mezi jednotlivymi kalibraénimi kiivkami byl mé&fen kontrolni vzorek As** v 0,5
M HCI, konkrétné o koncentraci 10 ug dm™ As>". Na obr. 4.15 tento standard poskytl
signal A = 0,205. Mé&feni As’" v alkalickych extrakénich &inidlech tento signal
nesnizovalo, avSak po zmeéteni kazdé ze tii kalibracnich kiivek As*T v kyselych
extrak¢nich Cinidlech signdl kontrolniho vzorku poklesl o nékolik desitek procent.
Nelze tedy s Gplnou spravnosti Fici, ze signal As®* v jednotlivych kyselych &inidlech je
tolikrat nizs8i, kolikrat niz8i absorbance v nich byla namétena ve srovnani s absorbanci
naméfenou na obr. 4.15, protoze kdyby byla po kazdém pouziti kyselého Ccinidla
zméfena znovu cela kalibraéni kfivka As’" v 0,5 M HCI, méla by stale niz§i a nizsi
smérnici ve srovnani sobr. 4.15. Nelze tedy pfesné fici, jak moc kyselda ¢inidla
stanoveni As®" rusi, ale s jistotou lze fici, Ze jej rusi a Ze ni¢i pouzivanou aparaturu. Pro
extrakci arsenu zpevnych materiald jsou tedy v doporuCovanych koncentracich
naprosto nepouzitelna a v této diplomové praci uz snimi naddle vibec nebylo
pracovano.

Jak bylo uvedeno na s. 47, témét kazdy standard byl zméfen pravé dvakrat.
Kysel4 ¢inidla byla tfi a priibéh kalibracnich kiivek As®" v téchto &inidlech je na obr.
4.18 az 4.20. Kalibrac¢ni kiivky z obr. 4.18 a 4.19 maji Sest bodl. Na kiivce z obr. 4.20
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je zobrazeno pouze 5 bodi, protoZze hydroxylamin negativné ovliviluje citlivost
stanoveni As’" natolik, Ze jiz koncentrace 1 ug dm> As’* neposkytuje Zadny signal,
avSak samozieymé 1 vtomto piipadé¢ byl méfen slepy vzorek obsahujici nulovou
koncentraci As>*. Sest kalibra¢nich bodi bylo tedy zmé&feno i v ptipadé kfivky z obr.
4.20, a& jich je zobrazeno pouze pét. Celkem tedy bylo zméfeno 36 vzorki As®
v kyselych extrakénich ¢inidlech (3 €inidla x 2 méfeni x 6 kalibra¢nich bodt). Téchto
36 experimentt s kyselymi ¢inidly snizilo piivodni signal 10 pg dm™ As> v 0,5 M HCI
z A = 0,205 na pfiblizné¢ A = 0,040. Opét tedy nastala nékolikadenni fada servisnich
praci obdobnych tém piedeSlym. Predev§im byl umyt atomizator kyselinou dusi¢nou a
fluorovodikovou. Signal se tak povedlo zvysit na pfiblizné¢ A = 0,060. Pfi takto nizkém
signalu pro 10 pg dm> As’™ v 0,5 M HCI nelze smysluplné pokracovat v méfeni.
Vzhledem k nepfili§ velkému efektu servisnich praci byl vyménén atomizator za zcela
novy. Pro standard 10 pg dm™ As* v 0,5 M HCI byl naméten signal A = 0,240. Takovy
radikalni narGst absorbance s novym atomizatorem je dikazem, ze kyseld extrakéni
¢inidla trvale poSkozuji funkénost atomizatoru.

Pro dal§i méteni tedy byly pouzivany z vyluhovacich ¢inidel jiz jen alkalicka
¢inidla a byl pouzivan pouze novy atomizator. Op¢t tedy plati, Ze dosavadni méteni se
s témi nasledujicimi nedaji porovnavat, protoze aparatura pro HG-AAS ma s jinym
atomizatorem jinou citlivost stanoveni. Tim vSak platnost a uZite¢nost piedeslych ani
nasledujicich méfeni neni nijak ovlivnéna, protoze v této praci nejde o porovnani vlivu
extrakénich &inidel na stanoveni As®" s vlivem extrak&nich ¢inidel na stanoveni As’ ’

ale o zjisténi, zda takovy vliv vilbec existuje a jestli je zavazny.

4.42 Vliv alkalickych extrakénich &inidel na stanoveni As”

V rozsahu 1 az 20 pg dm™ byla proméfena kalibraéni kfivka standardti As’*
pfipravenych v prostfedi 0,5 M HCI, viz obr. 4.21. Dale byly promé&feny kalibra¢ni
kiivky As’" vobou alkalickych extrakénich inidlech. I vtomto piipadé byl mezi
jednotlivymi kalibra¢nimi kiivkami méfen kontrolni vzorek 10 pg dm> As*" v 0,5 M
HCI. Jednotlivé absorbance kontrolniho vzorku nevykazovaly statisticky vyznamné

odchylky. Tim je opét potvrzeno, ze alkalickd extrakcni ¢inidla aparaturu ani atomizator
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neposkozuji a také je to dikazem toho, ze diskutované tii kalibrace lze navzijem

porovnavat.
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Obr. 4.21 Kalibrace As’" v 0,5 M HCI.

Podminky méfeni: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce pozadi; HCL pro As napajena
proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadicka o i.d. = 1,02 mm; teflonova reakcni
civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi hydrostatickym separatorem fazi
s fritou a konvenénim kifemennym atomizatorem (T = 950 °C); argon zavadén do separatoru
fazi pouze pres fritu, Q = 13,7 cm’ min'; Redukce As>" na As’” pomoci 1 g dm L-cysteinu 5
min ve vrouci vodné lazni, nasledn€¢ 10 min chladnuti; Pritokova rychlost As’", 1182 g dm™
TRIS pufrui 1% NaBH, je 1 cm’ min .

Pii pouziti alkalickych vyluhovacich &inidel jako prostiedi pro As’™ nebylo
signalu z obr. 4.21 dosazeno a v téchto ¢inidlech naméfené kalibracni zavislosti svym
tvarem kalibra¢ni zévislost ani nepfipominaly. Nejvyssi naméfend hodnota absorbance
pro As’" v 0,1 M KOH byla A = 0,041 (pro As " o koncentraci 2,5 pg dm_3). Nejvyssi
namé&fena hodnota absorbance pro As’” v 0,3 M Na,COs byla A = 0,073 (pro As’" o
koncentraci 20 pg dm).

Tyto signaly jsou vyrazné niz§i neZ absorbance pro stejnou koncentraci As** v
0,5 M HCI. Zda se tedy, ze pouziti alkalickych ¢inidel pro vyluhovani As™" z pevnych

materidli je také nevhodné. Aby se tato domnénka potvrdila nebo vyvratila, bylo nutné
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zkusit alespoi jeden bod kalibraénich kiivek As’" v HCI i v extrakénich ¢inidlech
zmé&fit néjakym alternativnim zpisobem. Byla vyzkouSena predredukce 15% KI v 6 M
HCl za teploty piiblizné¢ 70 °C po dobu 15 minut. Postupné byly pfipraveny tii
kalibra¢ni roztoky As>". Jeden v 0,5 M HCI, druhy v 0,1 M KOH a tfeti v 0,3 M
Na,CO;. Poté byl ke kazdému roztoku piidan roztok KI v HCI tak, aby vznikl roztok
As’" o koncentraci 10 pg dm ™ v prostiedi 15% KI v 6 M HCI. Kazdy takto pipraveny
roztok byl pfesné 15 minut umistén ve vodné lazni o teploté ptiblizné 70 °C. Nasledné
byl 10 minut ponechan za laboratorni teploty a poté zméfen. Takto byly postupné
zpracovany a proméfeny vSechny tii vzorky. I v tomto pfipadé byl signal ziskany pro
As”" v obou alkalickych &inidlech vyrazné niZsi, nez signal ziskany pro As®* v HCL. A
to sice priblizn¢ polovicni. Alkalickd vyluhovaci Cinidla se tedy opét ukézala pro

. + I3 *rto v r
extrakci As’" z pevnych materiali nepouzitelna.

4.4.3 Shrnuti vlivu extrak¢nich ¢inidel na specia¢ni analyzu arsenu

Kyseld extrakéni ¢inidla v pouzivanych koncentracich velmi vyrazné snizuji
absorbanci As®* a trvale posSkozuji funk¢énost méfici aparatury. Proto nebyla na
roztocich As’ ani vyzkouSena. Alkalicka extrakéni &inidla v pouzivanych
koncentracich absorbanci As’" nesnizuji, ale vyrazné snizuji absorbanci arsenu
vygenerovaného z roztoki As’". Nabizi se tedy moZnost extrahovat As® z pevnych
materiali alkalickymi &inidly a As’* n&jak jinak. PotiZ by oviem byla v tom, Ze kazdy
extrakéni postup by vyextrahoval z pevného materidlu jiny podil arsenu a tak by
nasledn& stanovené frakce As’ a As>" nebyly srovnatelné. Speciacni analyza arsenu by
tedy touto cestou umoznéna nebyla. Ob¢é formy arsenu je bezpodminecné nutné
extrahovat stejnym postupem. Druhd moznost je tedy vyzkouSeni nizSich koncentraci
alkalickych c¢inidel, pf. vyzkouSeni Upln€ jinych ¢inidel. Metoda postupné extrakce
kovil z pldnich materidlli je ovSem standardizovand a nelze ji ménit. Lze ji pouze
nepouzit. AC by tedy tieba jind extrak¢ni Cinidla ¢i stavajici alkalicka ¢inidla v niz§ich
koncentracich byla pro extrakci arsenu z pevnych materidlti s naslednou speciacni
analyzou arsenu pouZitelna, pro ucely stanoveni As’~ a As’" v prachovych a ptdnich
vzorcich v této diplomové praci bylo rozhodnuto, zZe z nich mize byt arsen extrahovan

pouze deionizovanou vodou.
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4.5  Rozdily v absorbanci stejnych standardu

Porovndnim signalll zméfenych pro totoZzné standardni roztoky v rGznych
grafech 1ze mnohdy spatfit vyraznou odlignost. Napf. na obr. 4.2 (s. 33) ma 10 pg dm™
As” v prostiedi 0,02 M HNO; signal A = 0,193, kdeZto na obr. 4.3 (s. 34) poskytuje
stejny standard signal A = 0,111. Déle tieba na obr. 4.11 (s. 48) ma 10 pg dm> As>”
v prostfedi 0,5 M HCI signal hodnotu A = 0,470, kdezto o par dni pozdé&ji poskytl
Cerstve piipraveny stejny standard signal A = 0,175 (viz s. 50). Nekteré pticiny tohoto
jevu jiz byly diskutovany. Spolu s ostatnimi jsou na nasledujicich fadcich sefazeny
podle pravdépodobné klesajici dilezitosti.
> Piedev§im b&hem optimalizaénich praci se zasobni roztok As’" nachazel

v oxidaénim prostiedi 0,5 M HNOs a kalibragni roztoky As*" i As”" v prostiedi 0,02
M HNO;. Kvili tomu optimalizaéni experiment sice poskytl divéryhodnou
informaci o tom, jakd je optimalni hodnota zkoumané proménné podminky, ale
nemohl poskytnout informaci o jejim absolutnim vlivu na hodnotu absorbance. Pfi
pfipadném vykonani stejného optimaliza¢niho experimentu v jiny den by informace
o tom, jaka je optimalni hodnota zkoumané proménné podminky, byla stejna, ale
vSechny naméfené hodnoty absorbance by byly jiné. Protoze by se vSak zménily
vSechny stejné€, jsou zavéry vyvozené z optimalizacnich experimentii divéryhodné.
Nasledn& se jiz zasobni roztok As’™ nachazel v redukénim prostiedi 0,5 M HCI a
kalibracni roztoky As™ i As” taktéz.

» Kysela extrakéni ¢inidla postupné snizovala funk¢énost atomizatoru. O tomto jevu i o
jeho eliminaci je podrobné¢ pojednano v podkapitole 4.4.

» Zacatkem prace byly pouzivany dvé starSi vybojky s dutou katodou, které nemély
v Case stabilni svételny tok. Proto byla zakoupena nova vybojka s dutou katodou.
Zacala byt pouzivana az pii zkoumani vlivu extrakénich ¢inidel na stanoveni arsenu
(podkapitola 4.4).

» Béhem experimentalni prace si spektrometr vyzadal zasah servisniho technika, po
kterém vykazoval pro danou koncentraci arsenu vyssi a opakovatelnéjsi absorbanci.
K tomuto zdsahu doslo taktéz pfed zacatkem zkoumani vlivu extrakénich €inidel na

stanoveni arsenu (podkapitola 4.4).
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4.6  Speciacni analyza arsenu v reialnych vzorcich

Veskeré kalibracni roztoky z nésledujicich experimenti byly pfipravovany ze
zasobnich roztok As®” v 0,5 M HCl a As’" v 0,5 M HNOs. Po rysku byly dopliiovany
vodou, protoze i arsen byl pozdé&ji z pevnych vzorkd extrahovan vodou.
4.6.1 Kalibrace a analytické parametry pro stanoveni obsahu As®"

Nejprve byla naméfena kalibracni kiivka s vétSim rozsahem koncentraci a poté

s niz§im rozsahem koncentraci pro uréeni LOD a LOQ. Obé¢ kifivky jsou na obr. 4.22 a

4.23.
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Obr. 4.22 Kalibra&ni kiivka pro stanoveni As’* ve vodé metodou HG-AAS.
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Obr. 4.23 Kalibra¢ni ptimka pro stanoveni LOD a LOQ As’* ve vodé pro metodu HG-AAS.

Podminky méfeni zavislosti na obr. 4.22 a 4.23: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce
pozadi; HCL pro As napajena proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadic¢ka o i.d. =
1,02 mm; teflonova reakéni civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadi¢ka o i.d. = 1,6 mm mezi
hydrostatickym separatorem fazi s fritou a konven¢nim kfemennym atomizatorem (T = 950 °C);
argon zavadén do separatoru fazi pouze pies fritu, Q = 13,7 cm’ min'; As*" v deionizované
vodg; Priitokova rychlost As*, 118,2 g dm TRIS pufru i 1% NaBH, je 1 cm’ min .

Podle kalibra¢ni kiivky zobr. 4.22 nebyly vyhodnocovany Zzadné vzorky,
protoZe se pozdgji pii jejich méteni ukazalo, Ze obsahuji tak nizké koncentrace As®", Ze
pro jeho stanoveni postacuje kalibracni pfimka z obr. 4.23 pivodné urcend pouze pro
stanoveni hodnoty LOD a LOQ As’". Tato pfimka mé nasledujici regresni rovnici, ve
které A je absorbance, ¢ je koncentrace analytu ve vzorku v jednotkach pg dm™ a R je
korela¢ni koeficient:

A=0,0258-¢+0,0036 4.1)
R=0,9976

Standard o koncentraci 1 pg dm™ As®* byl zméten 10x a pomoci rovnic (3.1), (3.2) a

(4.1) byly z téchto méteni spocitany hodnoty LOD a LOQ:
LOD = 0,265 pg dm™ 4.2)
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LOQ = 0,885 pg dm™ (4.3)

Standard o koncentraci 10 pg dm™> As’" byl zméfen 10x a pomoci rovnice (3.3) byla
z téchto méfeni spocitana hodnota opakovatelnosti:

0=4.24% (4.4)

Pro zjisténi Gasové stability byl standard o koncentraci 20 pg dm> As’" méfen
vobdobi 5 dnl pravidelné kazdych 24 hodin. Mezi jednotlivymi méfenimi byl
uchovavan v uzaviené nadobé v lednici. Tonty As’™ mohou byt oxidovany vzdugnym
kyslikem a proto u vzork obsahujicich As®* nelze odekavat piilis velkou &asovou
stabilitu. Pravé z tohoto diivodu byl standard v onom 5-ti dennim obdobi méfen denné.
Signal se v prubéhu téchto méfeni ovSem neménil, ¢imz byla prokézana jeho Casova
stabilita po dobu 5 dni v uzaviené nddobé¢ v lednici. Jak bylo uvedeno v podkapitole 3.3
(s. 28), kalibra¢ni roztoky byly v lednici uchovavany max. 4 dny, tedy po dobu, kdy se

jejich slozeni zcela urc€ité neméni.
. . ’ e +
4.6.2 Kalibrace a analytické parametry pro stanoveni obsahu As’
Nejprve byla naméfena kalibracni kiivka s vét§im rozsahem koncentraci a poté

s niz§im rozsahem koncentraci pro ur¢eni LOD a LOQ. Ob¢ kiivky jsou na obr. 4.24 a

4.25.
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Obr. 4.24 Kalibra&ni kiivka pro stanoveni As’” ve vodé metodou HG — AAS.
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Obr. 4.25 Kalibraéni p¥imka pro stanoveni LOD a LOQ As”" ve vodé pro metodu HG-AAS.
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Podminky méfeni zavislosti na obr. 4.24 a 4.25: Jednopaprskovy spektrometr bez korekce
pozadi; HCL pro As napajena proudem 10 mA; A = 193,3 nm; Cerpaci tygonova hadic¢ka o i.d. =
1,02 mm; teflonova reak¢ni civka o i.d. = 1 mm; teflonova hadicka o i.d. = 1,6 mm mezi
hydrostatickym separatorem fazi s fritou a konven¢nim kiemennym atomizatorem (T = 950 °C);
argon zavadén do separatoru fazi pouze pies fritu, Q = 13,7 cm’ min™'; As”" v deionizované
vodg; Redukce As®* na As® pomoci 1 g dm ™ L-cysteinu 5 min ve vrouci vodné lazni, nasledn&
10 min chladnuti; Priitokova rychlost As™, 118,2 g dm” TRIS pufru, 1% NaBH, je 1 cm’ min ™.

Podle kalibraéni kiivky zobr. 4.24 nebyly vyhodnocovany Zzadné vzorky,
protoZe se pozd&ji pii jejich méfeni ukazalo, e obsahuji koncentrace As”" nachazejici
se pod hodnotou LOD. Kalibra¢ni ptimka z obr. 4.25 ma nésledujici regresni rovnici, ve
které A je absorbance, ¢ je koncentrace analytu ve vzorku v jednotkach pg dm™ a R je
korela¢ni koeficient:

A =0,0345- ¢ + 0,003 (4.5)
R=09974

Standard o koncentraci 1 pg dm™ As®* byl zméten 10x a pomoci rovnic (3.1), (3.2) a
(4.5) byly z téchto meteni spocitany hodnoty LOD a LOQ:

LOD = 0,466 pg dm™ (4.6)
LOQ = 1,553 pg dm™ (4.7)

Standard o koncentraci 5 pg dm~ As’* byl zm&fen 10x a pomoci rovnice (3.3) byla
z téchto méfeni spocitana hodnota opakovatelnosti:

0=6,11% (4.8)

Standard o niZ§i koncentraci As’” ve srovnani se standardem As’” byl pro
Ze stejného divodu maji obé kalibraéni kiivky pro As®" mensi koncentraéni rozsah. Pro
vytvofeni kalibrac¢ni piimky obr. 4.25 by jist¢ bylo vhodné naméfit vice bodu, napf.
standardy o koncentracich 1,5 a 2,5 ug dm™ As”". Aviak prvné byly zméteny kalibrace
v takovém rozsahu, v jakém jsou zde prezentovany, stim, Ze pak budou provedeny
analyzy vzorkl a nasledné se kalibrace dométi v oblastech, ve kterych to bude potieba.
Nasledné se analyzou vzorki zjistilo, Ze je v nich koncentrace As’" niz§i nez LOD (viz
oddil 4.6.3). Kalibrace pro vzorky obsahujici As>™ tedy nebyly potieba a nebylo nutné

domérovat zadné dalsi body.
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Pro zji§téni Casové stability byl standard o koncentraci 10 mg dm~ As’*
v obdobi 5 dnli uchovavan v uzaviené nddobé v lednici a v den prvni, druhy a paty z n¢j
byl pfipraven standard o koncentraci 5 ug dm> As’". Poté byla pro dany standard
zmé&Fena hodnota absorbance. Tonty As " jsou v roztoku stabiln&jsi neZ ionty As’*, proto
nebyl standard As”" mé&fen denng, jako tomu bylo v p¥ipadé standardu As®". Standard o
niz§i koncentraci As>* (5 pug dm™) ve srovnani se standardem As®" (10 ug dm™) byl pro
zjisténi Casové stability méfen z divodu diivéjSiho zakiivovani kalibracni zavislosti.
Byl viak denn& vytvafen ze standardu o vy$si koncentraci As’™ (10 mg dm”) ve
srovnani s pouzivanym standardem As’ (10 pg dm™), coZ bylo ztoho divodu, Ze
roztok As>" obsahuje po pouziti L-cystein a L-cystin o celkové koncentraci 1 g dm™ a
takovy roztok jiz neni druhy den pouzitelny. Je tfeba z vyS$s$i koncentrace pfipravit
roztok novy. Proto byl pro zji§téni Gasové stability vodnych roztokd obsahujicich As>*
testovan standard o koncentraci 10 mg dm™ As>* uvedenym zpiisobem, a ne standard o
koncentraci 10 pg dm >, jako tomu bylo v piipadé standardu As’". Signal se v priibhu
téchto méfeni neménil, ¢imz byla prokazéna Casova stabilita testovaného standardu po
dobu 5 dni v uzaviené¢ nadobé v lednici. Jak bylo uvedeno v podkapitole 3.3 (s. 28),
kalibracni roztoky byly v lednici uchovavany max. 4 dny, tedy po dobu, kdy se jejich

slozeni zcela urc¢ité neméni.

4.6.3 Speciacni analyza arsenu ve vzorcich polétavého prachu a ptdy

Vzorek prachu ¢i pidy byl navazen vodmémé baiice a pievrstven
deionizovanou vodou, do niZ byl arsen ze vzorku extrahovén ultrazvukem po dobu 60
minut pii teplot¢ 70 °C. Nasledné byl pro slehnuti pevnych ¢astic centrifugovan pfii
4000 otackach za minutu po dobu 10 minut. Poté byl vyluh nad sedlinou slit do Cisté a
suché sklenéné nadoby vhodného objemu. V této nddobé& piipraveny extrakt byl pouzit

pro stanoveni As*" i As”". Vysledek viech stanoveni je v tab. 4.3.
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Tab. 4.3 Souhrn vysledk( speciacni analyzy vyluhl realnych vzorkd metodou HG-AAS

Popis vzorku Navazka vzorku, Objem odmérné bariky, ¢ (As>*), c(As™),
mg cm? pgdm=> pgdm™
<0,025 mm* 250,70 25,00 <LO0Q <LOD
<0,063 mm* 254,43 25,00 1,043 <LOD
0,063-0,119 mm* 253,80 25,00 0,926 <LOD
0,119- 0,507 mm* 252,76 25,00 1,120 <LOD
plda feky Litavky 1 056,10 50,00 2,109 -

* velikost prachovych ¢astic v dané frakci

Mezi jednotlivymi vzorky byl méfen i standard As®* o koncentraci 20 pg dm.
Odezva spektrometru na tento roztok postupné klesala a tak musel byt nékolikrat umyt
atomizator. Ukéazalo se tak, ze vyluhy pevnych vzorki ziejmé obsahuji vysoké
koncentrace riznych latek, které poskozuji aparaturu a komplikuji stanoveni podobné
jako kyseld extrakéni ¢inidla. Z tohoto divodu a také proto, Ze v extraktu pudy feky
Litavky doslo pfi ohfevu s L-cysteinem ve vodni lazni k vysraZeni rozpusténych latek,
nebyla v tomto vyluhu provedena analyza As’". Zavérem je jednak to, Ze As’~ nemuiize
byt v extraktech nékterych pevnych vzorkt pfedredukovan za horka a pak predevsim to,
ze analyzovat nefedéné zasolené extrakty pevnych materidli metodou AAS neni
dlouhodob¢ mozné. Pro tyto analyzy je tfeba zvolit néjakou robustnéjsi metodu, napf.
ICP-MS nebo ICP-AES.

Speciacni analyza vyzaduje zachovani jednotlivych forem analytu i béhem jeho
extrakce z pevnych vzorki. Cili extrakéni ¢inidla musi mit co nejnizsi iontovou silu,
aby jimi jednotlivé formy arsenu nebyly nijak ovlivnény. Na druhou stranu ucinna
extrakce vyzaduje pouziti extrak¢nich Cinidel o co nejvyssi iontové sile. Vzhledem
k pouziti deionizované vody pro extrakci arsenu z pevnych vzorkl je pochopitelné, ze
vétSina provedenych analyz nevedla k vysledku nad LOQ. Dv€ mozna teSeni byla
navrhnuta v oddile 4.4.3. Bud’ vyzkouseni nizsich koncentraci alkalickych vyluhovacich
¢inidel KOH a Na;COs nebo vyzkouSeni tplné€ jinych Cinidel. Dal§i moznost je pouzit
pro stanoveni jinou, citlivéjsi metodu, napt. HG-AAS s kolekci vymrazovanim (srov.

[17,s. 7] s [18, s. 148]) nebo ICP-MS [23, s. 88].
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5 ZAVER

Kyselé roztoky 0,11 M CH3;COOH, 0,1 M NH,OH-HCla 1 M CH3;COONH4 a
alkalické roztoky 0,1 M KOH a 0,3 M Na,COs jsou v praxi pouzivany pro extrakci
arsenu z pevnych piirodnich materidll, jako jsou vzorky piidy a prachu. V této praci byl
zkouman vliv téchto ¢inidel na speciacni analyzu arsenu metodou HG-AAS. Postupné
byly zjistény nasledujici informace:

Viechna kysela &inidla vyrazné snizuji citlivost stanoveni As’". Dale kysela
¢inidla poSkozuji aparaturu, a proto bylo od jejich pouZzivani v této praci upusténo.
Alkalicka ¢inidla citlivost stanoveni As®* nesnizuji, ale snizuji citlivost stanoveni As”'.
V danych koncentracich jsou tedy 1 alkalickd ¢inidla pro extrakci arsenu z pevnych
pfirodnich materiald pro ucely specia¢ni analyzy arsenu nepouzitelna. Z realnych
vzorkll prachu a pudy, ve kterych méla byt v ramci této diplomové prace provedena
speciacni analyza arsenu, byl tedy arsen extrahovan deionizovanou vodou. Pouze Ctyfi
z deseti vysledki byly nad hodnotou LOQ.

Na zaklad¢ téchto zjisténych informaci Ize do budoucna navrhnout nasledujici
moznosti:

e Extrahovat arsen z pevnych pfirodnich materidlti deionizovanou vodou a speciacni
analyzu provést citlivéj$i metodou, nez je HG-AAS s pfimym pfenosem hydridi do
atomizatoru. Napt. HG-AAS s kolekci vymrazovanim nebo ICP-MS.

e Extrahovat arsen z pevnych pfirodnich materiald deionizovanou vodou a vyssi
ucinnosti extrakce dosdhnout napt. zvySenim teploty pfi extrakci, prodlouzenim doby
extrakce v ultrazvukové lazni apod. Pak bude pravdépodobné HG-AAS s pfimym
pienosem hydrid do atomizétoru jako detekéni metoda vhodna.

e Pro extrakci arsenu z pevnych pfirodnich materiali vyzkouset uvedend alkalicka
¢inidla o nizSich koncentracich, pt. vyzkousSet upln¢ jina alkalickd ¢inidla. Nebudou-
li sniZovat citlivost stanoveni ani As> ani As’", budou pro extrakci arsenu z pevnych
pfirodnich materialti pro tcely speciacni analyzy arsenu pouzitelna. Z divodu vyssi
ucinnosti extrakce, nez u extrakce deionizovanou vodou, nebude pravdépodobné
nutné pouzit citlivéjsi detekéni metodu nez HG-AAS. OvSem bud’ bude nutné arsen
ptfed jeho stanovenim od ostatnich slozek extraktu oddélit separa¢ni metodou nebo
bude nutné pouzit robustnéjsi detekéni metodu nez je HG-AAS. Napt. ICP-MS nebo
ICP -AES.
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