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Abstrakt

Cilem prace byl rozvoj metodiky a instrumentacecggni analyzy zaloZené na
kombinaci selektivniho generovani substituovanycydridit s detekci atomovou
absorgni nebo atomovou fluoreso&ri spektrometrii.

Vyvoj metodiky a instrumentace spesiaanalyzy arsenu zaloZené na selektivnim
generovani substituovanych argam vyuZivajici zachytu v kryogenni pasti (t.).
chromosorbem pkné sklegné U-trubici) s AAS detekci (HG-CT-AAS) byl prvnim
tématem této prace. Byly optimalizovany podminky lelsivniho generovani
substituovanych hydrida podminky provozovani pasti (\Wbptistupu k hydridovému
generovani, Uprava teplotniho programu pastiénmuwzité susSidlo - patrona s NaOH,
moznosti eliminace nespecifické absorpce, mozrgeandete&nich limita).

Dulezitou soudasti prace bylo pouziti optimalizovaného HG-CT-AAgtému s
U-trubici plrétnou chromosorbem pro spefid analyzu arsenu v b&mné suspenzi
mysSich jater. Bylo prokazano, Ze kinou suspenzi lze davkovatimo do hydridového
generatoru a tak spra&vmiskut&nit speci&ni analyzu arsenugetre ziskani informace o
oxidatnim stavu (iA8"Y, MAs™Y a DMAS"V). Pro tyto typy vzork bylo nutné
optimalizovat koncentrace tetrahydroboratu, TRISrpua L-cysteinu a také dobu
predredukce L-cysteinem.

Bylo zjis€no, Ze nahrazeni skleémé U-trubice kemennou vede k uzSim a lépe
rozliSenym pikm jednotlivych arsaly coz vyznamé prispelo ke zlepSeni paramétr
chromatogramu bez dramatického zasahu do celéhdénsys kryogenni pasti.
Spektrometrické i radiometrické (s vyuZitifAs a "“As radioindikato#) experimenty
prokdzaly 100% d&nnost zachytu arsé@ni jejich uvolréni z U-trubice plgné
chromosorbem. Tyto experimenty vSak zejména ukazely moZnost miniaturizace
kryogenni pasti. Na zaklagxtenzivniho testovaniznych material a desigf byla jako
nejvhodrjSi varianta nové kryogenni pasti vybrana bezi@ Kemenna kapilara
vnitiniho pameéru 0,53 mm ve tvaru pismene "I". Optimalizaci podeki pomoci
radiometrickych i spektrometrickych experimehtyla dosazena 100%€ianost zachytu i
uvolnéni vSech studovanych arsan

Poslednim tématem prace bylo pouziti atomovéhordkscetnino spektrometru
pro testovani moznosti dalSiho snizeni datéadh limiti pro jednotlivé specie arsenu ve
spojeni s vySe uvedenym systémem HG-CT. DosaZeménax nizké dete&ni limity
dosahuji hodnot 3,2 pg ifs 0,8 pg MAY: 1,1 pg DMAY.



Abstract

The general aim of this work was a development efhmdology and instrumentation for
speciation analysis based on the combination ofstiective generation of substituted
hydrides with atomic absorption or atomic fluoresmespectrometry detection.

The first topic of this work was the developmentéthodology and instrumentation for
arsenic speciation analysis based on selectiverggme of substituted arsines with
trapping in the cryogenic trap (U-tube packed withomosorb) with AAS detection (HG-
CT-AAS). The conditions of the selective hydridengeation approach as well as working
procedure of the cryogenic trap were optimized f(appate approach for hydride
generation, set up of heating program of cryogémaijg, new dryer — cartidge with NaOH,
elimination of unspecific absorption, decreasinghef detection limits).

The second important part of the work lay in appdyof the developed method for arsenic
speciation analysis in a homogenized mouse lissug. The direct slurry sampling to
hydride generator was develop. Moreover the inféienaabout oxidation state (iAs,
MAs"Y a DMAS"Y) was obtain. The effect of relevant experimentlmeters such as
tetrahydroborate concentration, TRIS buffer conegion and time of pre-reduction of
the samples by L-cysteine was investigated.

The cryogenic trap made of quartz glass was suittlgstested as an alternative to the
borosilicate glass U-tube. Narrower peaks with éigtesolution were obtained with this
kind U-tube. The trapping and volatilization eféocy of arsines in the U-tube packed
with chromosorb were 100% determinated by spectimynand radiometry (witH3As a
"As radioindicators) experiments. All these resultkowed the possibility of
miniaturization of the cryogenic trap. Several mats of the cryogenic trap were tested.
An I* shaped quartz capillary (0.53 mm i.d.) witltdfilling was found the most suitable
reaching 100% trapping and volatilization efficignc

The final aim of this work was interfacing of theGHCT system with the atomic
fluorescence detector to reach lower detectiontdirfar all arsenic forms. The detection
limits 3.2 pg iAd'; 0.8 pg MAS; 1.1 pg DMAS were achieved by this approach.
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Seznam zkratek

AAS

AFS

AES

ICP OES/MS
HPLC

GC
HG-CT-AAS

HG-CT-AFS
DBC
MCT
LOD

i.d.
o.d.

N

tgen

atomova absotpi spektrometrie

atomova fluoresceéni spektrometrie

atomova emisni spektrometrie

induén¢ vazané plazma s optickou/hmotnostni detekci
vysokodinna kapalinova chromatografie

plynova chromatografie

spojeni hydridového generovani s kryodepasti a atomovym
absorgnim spektrometrem

spojeni hydridového generovani s kryo@epasti a atomovym
fluorescednim spektrometrem
deuteriova korekce pozadi
microcryotrap — koméné dostupna jednotka kryogenni pasti
detekni limit

vhitni pramer

VIEjSi prameér

smérodatna odchylka
relativni smdrodatna odchylka
¢as (s)
aritmeticky paimer
retergni ¢as
Sirka piku v polovig vysky piku
vySka piku

plocha piku
absorbance
doba néiistu teploty
doba setrvani teploty

doba zablokovani (doba ¢kiciho“ hydridového generatoru do

zablokovani kryogenni pasti vymrazenou vodni p@aerosolem)



Uvod

Atomova absorfni (AAS) pog. atomova fluoresceni spektrometrie (AFS) jsou
zakladnimi metodami stopové prvkové analyzy. | vevsani s metodami indidké
vazaného plazmatu s hmotnostiioptickou detekci (ICP MS/OES), jejichz podil na
analyzachiznych materidl stale naista, jsou AAS i AFS investné i provozré levrgjsi,
dostaten¢ citlivymi alternativami. Vyznamnym faktorem je #&ldlouholeté zastoupeni
AAS v riznych od¥tvich kde je iteba rychlé, dostata¢ citlivé a spolehlivé metody pro
prvkovou analyzu. Ve spojeni s metodami mapyuzivajici generovani hydiid se
rozSkuji jeji moznosti na spediai analyzu. Ve srovnani s metodami vyuzivajici 128
jsou obect detekni limity vysSi. OvSem viflpadt spojeni s prekoncentfi@imi
technikami je AAS a je8tvice AFS schopna se detekm limitam pro danou slateninu
priblizit na srovnatelnou mez v porovnanim s ICP M&eHci. Mezi prekoncenttai
techniky pati zachyt vymrazovanim, zachyt v absarim médiu nebo v posledni dbbe
rozvijejici zachyt natznych druzich povragh Tato prace vyuzivd a studuje prvni
zmirgnou prekoncenttmi techniku. Spojeni generovani hydrids prekoncentraci
vymrazovanim Vv kryogenni pasti s AAS detektorem gena&ovano HG-CT-AAS.
Analogicky, HG-CT-AFS v fipad AFS detektoru.

Arsen a jeho slaieniny jsou pro lidsky organismusgitginou toxické. Studium
metabolismu arsenu vyZaduje zajistit dostatecitlivou, rychlou metodu se kterou je
mozné analyzovat i biologické materidly se slozitmatrici jako jsou lyzaty nebo
suspenze buwk, mas, apod. RFedchozi vyzkum oddieni stopové prvkové analyzy Ustavu
analytické chemie A\CR, v.v.i. i spolupracujicich odteni ukazal, Ze technika HG-CT-
AAS je vhodna pro spediai analyzu arsenu,i@devSim pro stanoveni toxikologicky
dulezitych methylovanych matabalianorganického arsenu. Velka vyhoda této techniky
spaiiva v oddleni analytu od matrice diky vygenerovani plynnélydridufi. Hydrid/y
arsenu se nejtle zachyti v kryogenni pasti v kroku zachytu kdechhzi i
k prekoncentraci a poté se uvolni v kroku u¥ainna zaklad rozdilného bodu varu.
Kryogenni past tedy slouzi i jako sepaniazadizeni.

Obecnym cilem této prace byl rozvoj metodiky d@rimmentace spediai analyzy
zaloZzené na kombinaci selektivniho generovani gubstainych hydrid s AAS nebo AFS

detekci.



Prvnim z konkrétnich dil prdce byl vyvoj metodiky a instrumentace sp&tia
analyzy arsenu zaloZzené na selektivnim generowssiitisuovanych arsanvyuzivajici
spojeni HG-CT-AAS s U-trubici jako kryogenni pasti.

Naslednym cilem bylo vyuZzit vyvinutého a optimalianeého spojeni HG-CT-
AAS vyuzivajiciho kryogenni past v podolsklertné U-trubice pro &ely analyzy
toxikologicky zajimavych arsenovych forem v bioldgich materialech jakymi jsou
suspenze buwk. Tento typ vzork ma vypovidajici hodnotu W ipad studia
metabolickych cest sldenin arsenu Wte Zivcoeichu. EXxistuji fizné techniky pro
stanoveni jednotlivych sl@enin v takovych typech vzoik Ve wtSiné piipadi jde o
techniky zahrnujici mineralizaci vzorkuii které dochézi ke ztratspecig&ni informace
z divodu lability jednotlivych arsenovych speciiu®v teplo€ nebo oxidanimu ¢i
redulkénimu prostedi. Idealnim fipadem je tedy vyuzit fpmo suspenzi butk pro
generovani hydritl bez pgedrazené mineralizace. Existovalo nebe&ipeozdilnych
optimalnich podminek generovani hydrigro tento typ vzork v porovnani se vzorky
s vodnou matrici. Nalezeni optimalnich podminek geoerovani hydrid z tohoto typu
vzorku bylo tedy nutnou podminkou.

DalSim cilem prace bylo testovani odliSného maherikryogenni pasti -
kiemenného skla ag@devsim studovat zachyt a uvétih hydridi arsenu z kryogenni pasti
podol& U-trubice. ZjiSéni (ginnosti zachytu a uvobmi a distribuce arsanu v pasti pomoci
radiondikato *As a’*As bylo dal$im dleZitym krokem.

Caso¥ i technicky nejnaringjsim cilem této prace byl vyvoj miniaturizovaného
uspdadani kryogenni pasti. Pozadovanym vysledkem byluaturizované zézeni se
zjednoduSenou obsluhou a téz eventualni kémiedostupnosti jednotlivychéasti.
Dosavadni zdzeni kryogenni pasti vyuzivajici skigm® U-trubice plané chromosorbem
je systém s vysokymi naroky na operatora na jedrans, provoznich znalosti a jeho
Sikovnosti pi sestavovandi vymeéné ¢asti kryogenni pasti na steadruhé.

Poslednim z qil bylo zjiS&ni potencidlu spojeni HG-CT s detekci AFS pro
speci&ni analyzu arsenu zaloZzenou na generovani subsiityoh hydrid, zejména pro
dosazeni extréeménnizkych dete&nich limitd jednotlivych arsenovych forem. Vyuziti
tohoto systému by bylo vyhodné pro spégiaanalyzu arsenu v biologickych materialech

jejichz mnozstvi je obvykle zida¢ omezené.
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1 Teoretickd ¢ast

1.1 Slou éeniny arsenu a jejich toxicita

Mezi anorganické slaeniny arsenu pét sulfidy, oxidy, arsenitany, arséniany
apod. Velkou skupinou organickych arsenovych &ain jsou arsenocukry, organické
kyseliny, jejich estery a soli, atd.

viN 7

Mezi nejtoxttéjSi a nejroz&ensjSi  skupinou arsenovych sl&nin jsou
anorganické formy. fi- a ptimocné formy anorganickych sléenin arsenu (iASY) byly
nalezeny jak v povrchové, tak podzemni &oRitnd voda kontaminovana staminami
arsenu je neépsgjSi pricinou intoxikace lidského organismu. Vystaveni liéls&
organismu anorganickym formam arsenu je spojovamyskytem rakoviny #ze,
mocoveého ngchyke, jater, ledvin a plic, stejntak s poruchami ahového a nervového

systémfi 1-3 .

Mezi toxikologicky vyznamné sl@eniny pati i mono-, di- a trimethylované
formy arsenu (MASY, DMAs"Y, TMAs'O) uvedené v Tab.1.1-1. \&lé savé dochazi
k redukci iAS na iAs" snéaslednou methylaci a vznikem methylovanych nfiore
Methylace probihd az na TMA® [ 4, 5] . Pribsh metabolismu vie savé obsahuijici

kroky methylace a redukce uvadi nasledujici schiééha
iAsY = iAs" . MAs’ — MAs" _. DMAs' _. DMAs" _ TMAs'O

Pro Zivé organismy jsowizné formy arsenuiené toxické. Trojmocné soli jsou
lépe rozpustné, nestalé a vice toxické ngimmcné slodeniny. Toxicita je Uzce spojena
s mobilitou ve vod a €lnich tekutinach. Pro sl@éeniny arsenu plati, Zze anorganicka
trojmocna forma (iAS) a jeji methylované derivaty jsou vice toxické ngfich
pétimocné pra¥jSky. V pripace porovnani trojmocnych sléenin arsenu je dokazana
vy$si akutni toxicita MAS neZ iAs'. LDso pro MA" pro kiecka je 2 mg As/kg Zivé vahy.
Pro DMAS" plati nejniz&i akutni toxicita ve srovnani s asftai trojmocnymi formami

[7].

Prehled slodenin arsenu vyuzitych v této praci se zjednodusSerstrakturnimi
vzorci uvadi Tab. 1.1-1. Zde jsou téz uvederiislpSné hydridy generované redukci

tetrahydroboratem sodnym.
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Tab. 1.1-1:ptehled relevantnich arsenovych slenin

Zkratka
uzivana  Sumarni vzorec slogeniny Strukturni vznikla tékava Ty (°C)
Vv textu vstupujici do reakce vzorec slouwtenina v
prace
0. o]
: I H - \AS
iAs Arsenitan As@ | AsHs; -55
o
i
iAsY Arsentnan AsQ* 0—As—O AsH; -55
|
o
i
MAsY  Methylarseninan CHAsO:> HSC—Als—O CHsAsH, 2
o
i
Dimethylarseninan
DMAs" : H,C—As—CH, CHs),AsH 35,6
CZHGASOZ | ( 3)2
o
v Oxid trimethylarserginy H.C—As—CH
TMAs'O C:HoASO 3 | 3 (CHa)3As 70
CH,

V pripact (CHs)3As nejde o hydrid, ale o jeho trimethyl substituoea formu.

Nicmére se jedna ockavou slodeninu, s kterou Ize pracovat analogicky jako s tayda

proto bude pro jednoduchost nadale mezi hydridyrzatana. V Tab.1.1-1 jsou dale

uvedeny i teploty varu vygenerovanych hydrida jejichz zaklagl je mozné uskutmit

zachyt i separaci v kateim zd&izeni zaloZzeném na vymrazovani jednotlivych forem,

které je sovasti hydridového generatoru (viz. 1.2 Generovaafoaizace hydritdl) [ 8—

10 .

1.2 Generovani a atomizace hydrid a

Technika generovani hydtidje zndma a vyuZivana necelych 40 [et]] .

Generovani hydridl je mozné provést skolika zpisoby. Mezi takové techniky Fat
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chemické generovgni2-14, elektrochemické generov@riis—17 a fotochemické
generovani| 18-2Q . Techniky generovani hydfidje mozné vyuZit pro generovani
slowenin vice nez poloviny prékperiodické tabulky napAs, Bi, Ge, Pb, Se, Sb, Sn, Te
a dalSich.

NejrozstensjSi metodou z vySe uvedenych je chemické generdwridi, kdy je
hydrid analytu vytvéen pomoci reakce analytu s reduain ¢inidlenm 21] . Neastji se
vyuZiva tetrahydroboratu sodného. Jeho reakci lgtana vznika hydrid prvku nebo tzv.
studené pary prvku. Vznik ¢kavych slodenin  nebo atofn prvka reakci
s tetrahydroboratem je pouzivan hamo generovani Hg nebo @@2] . Ke generovani
tekavych slodenin reakci s tetrahydroboratentibylo v nedavné dab i generovani
Ag[ 23, 24], Au[ 25, Ni[ 26] , a Zr 27] .

Technika chemického generovani hydrig ¢asto spojovana s AAS. EXistuji i
varianty v podob spojeni s AFS nebo s ICP-MS apod. Spojeni cher@kg&nerovani a
AAS s kemennym atomizatorem je v porovnani s ostatnimiodahi (AFS, ICP-MS)
metodou nabizejici vysokou citlivost a nizky Sunkladni linie za nizké p@zovaci i
provozni naklady28] . S vyuZzitim Kemenného multiatomizdtoru misto klasického
kiemenného atomizétoru je mozné zvySit odolnagti \atomiza&nim interferencim a
zvysit linearni dynamicky rozspR9] . Spojeni &chto dvou metod poskytujecianou
alternativu elementarniho stanoveni i sp&tiaanalyzy. Vzhledem k roz&hnosti AAS
VvV praxi je vyuZita moznost spojeni p&s chemickym generovanim hydiide vzorki
s vodnou matri¢i30, 31] , ale i vzorki s mnohem sloziSi matrici jako jsou biologické

vzorky (ma, tkare, krev)] 32—-34 , sedimentfy35] , metalurgické materia]y36] , apod.

1.2.1 Chemické generovani hydrid

Chemické generovani hydtice sklada ze dvou fazi. Prvni fazedpé v redukci
analytu v kapalné fazi na hydrid nebo jinotkavou slodeninu a pevedeni této
sloweniny do plynné faze. Transport hydridujiné tékavé slodeniny do atomizatoru
s eventualé predkazenym zachytem analytu v plynné fazi obsahuje &lffidae. Termin
hydridovy generator ozdaje celou aparaturu, kde dochazékto proceém [ 37] .

Metody generovani hydnidmohou byt realizovany dwma zpisoby: davkovém a
praitokovém usptadani. Pitokové usptadani nize byt realizovano jako kontinualni

generovani nebo filokoveé injekni generovani. Vygenerovany hydridibe byt veden
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piimo k atomizaci (metodyifmého penosu) nebo je moznost zachytu analytuivzeai,
kde je analyt shromddbvan. Po prokhnuti reakce redukiho ¢inidla s analytem za
tvorby hydridu ¢i jiné tékavé slodeniny dojde k uvoléni analytu do atomizaiho
zaizen( 39] .

Davkové generovani spiwa ve vygenerovani hydridu Zipraveného objemu

vzorku gidanim reduknihoc¢inidla z injekeni stikatky nebo peristaltickou pumpp@9] .

1.2.1.1 Metody p¥imého prenosu

Mezi metody pimého penosu sefadi kontinudlni generovéni, davkovani do
proudu a davkoveé uspadani] 40] .

Principem kontinualniho generovani je plynulé michani kapalného vzorku,
reakiniho media a reddkiho ¢inidla. Po zreagovani re&ki snesi v reakni civce
dochazi k oddleni plynné a kapalné faze v separatoru fazi. Rlyane je vedena smem
k atomizatoru a kapalna faze je odtahovana jakcaddiye ¢tSiné piipadi je pred
vstupem do separatoru fazigavan nosny plyn.

Cilem uspgadani pro kontinualni generovani je dosazeni usthle stavu signalu.
Citlivost pri pouziti kontinualniho generovani stoupa se stpcipa pritokem hydridu
analytu a s klesajicim celkovym wpokem plyri z hydridového generatoru do
atomizéatoru. Pro vyhodnoceni se pouziva vyska Bighd7] . Schéma usgadani pro
kontinualni generovani gigavanim nosného plynu (argonjed separator fazi ukazuje
Obr.1.2-1.

PERISTALTICKA
PUMPA

Ar

REAKCNI SEPARATOR
CIVKA FAZI

VZOREK ~ [ ] )
fvw &5 % ATOMIZATOR

REDUKCNI CINIDLO

REAKCNi MEDIUM

ODPAD

Obr. 1.2-1: schéma usgadani kontinualniho generovaniigddvanim nosného plynued separator fazi

(argon)
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Metodadavkovani do proudu se liSi od kontinualniho usfidani davkovanim
(injektovanim) vzorku do proudu nosného média,é&jekerpano v kanélu pro vzorek na
Obr. 1.2-1. Vysledny signal ma tvar piku se strrmé@zhovou hranou a s protazenou
sestupovou hrandu4Q] . VySka signalu je nizsi ve srovnani se signalemkamtinualni
generovani diky disperzi v kapalné i plynné 1424

Davkove uspdadani spaiva v generovani hydridz pripravené davky kapalného
vzorku. Do gipraveného vzorku v kapalné fazi obsahujici analyteristaltickou pumpou
nebo injekni stikackou pridano redukni ¢inidlo. Davkovy generator hydnd tvori
nadoba nejlépe s kdnickym dnem, ktera slouZi j@laitor a zarovejako separator fazi.
Vysledny signal ma tvar piku. Stéjjako u metod kontinualniho generovani a davkovani
do proudu je vySka signalufipmo unerna pfitoku hydridu a klesd se stoupajicim

celkovym pitokem plyri [ 39] .

1.2.1.2 Metody kolekéni

Zakladem kole&nich metod je zachycovani analytdasti aparatury hydridového
generatoru nebo mimagp Zpasoby zachytu mohou byt zaloZeny na tzv. tlakovekail
kdy je analyt zachytavan niay pryZzovém rezervoaruigorobihajici reakci v hydridovém
generatoru a poté je hydrid analytu najednou uwobio atomizatoru. V posledni dofe
tato metoda nevyuzivaphdQ] . DalSi moZnosti je tzv. zachyt vymrazovahiig, 41, 42 ,
zachyt v absofmim medifi 43, 44] nebo tzv. ,in situ* zachyt v grafitovych
atomizatorech45] , na kemenném povrcjul6] a dalSich materialegd7] .

P¥i zachytu vymrazovanim je hydrid zachycen v U-trubici pofené do
kapalného dusikuw37]. Po prohnuti reakce v hydridovém generatoru a zachyceni
veSkerého hydridu analytu v kryogenni pasti (krdclgtu) je tato past vyata nad
teplotu varu daného hydridu analytu a tim je temyodrid uvolrén (krok uvolréni) a
proudem nosného plynu veden do atomizatoru. Signdl tvar piku. Pro zachyt
vymrazovanim jecasto vyuzivana femenna U-trubice napina tlisky (kiemenna
vatd 48] , skleréné kulicky[ 49] ) nebo chromatografickou naplrii2, 42] .

Vzhledem k vyuziti U-trubice giznymi druhy népini se objevily problémy
S ucpavanim pasti vymraZzenou vodni parou vstupdiigbasti ze separatoru faRieseni
tohoto problému se nabizi ve vyuzibiznych druli suSidel plynné sisi vystupujici ze

separatoru fazi. zd&in¢ uzivanych suSidel jako je napH,SQO, Mg(ClOy),, CaO,
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silikagel, CaCJ, apod] 49-5]1 je jen NaOH vhodny na suSeni&nhydridi arsenu tzn.
nedochazi ke ztratamt auz anorganické formy arsenu tak i methylovanycherio
arsenfi49] .

Prikladem zachytu v absorgnim mediu je pouziti pevného nebo kapalného
absorgniho média, na kterém se nigye analytci hydrid analytu nakoncentruje a poté je
obsah arsenu v absérpm médiu stanoven hydridovou nebo jinou technikpajenou s
AAS nebo odliSnymi technikami jako je potenciometiivoltametrig 37] .

JIn-situ“ kolekce je vyuzivana hlawh u grafitovych atomizétdr ale lze ji
uplatnit
i pii zachytu na kemenném skleipvysokych teplotach kdy ptokem vodiku kemennou

pastifidime zachyt i uvoléni analytu do atomizatofs2, 53] .

1.2.2 Atomizace hydrid G

Nejcastji vyuzivanymi atomizatory hydridpro AAS jsou kemenné atomizatory,
vyuzitelny je ale i plamen a grafitovy atomizatByly testovany i jiné typy atomizatr
jako je wolframovy pasek54] apod. Pro tuto praci byl vyuzivadekmenny atomizator.

Pro spojeni s AFS je typicky zastupce atomizZattfuzni plameh55, 56] .

1.2.2.1 K¥emenné atomizatory

Elektrotermicky nebo plamenem wana Kemenna trubice (Obr. 1.2-2) je
v souwasnosti nejpouzivasi hydridovy atomizator. Jedna se #edennou trubici ve
tvaru T, s vodorovnouwdasti umisinou do optické osy. Hydrid jefipadén proudem
nosného plynu do optické trubiceiymdnim ramenem. Konce optické trubice jsou
otewené nebo uzd&ené Kemennymi okénky. Teplota viikani kemenného atomizatoru
je omezena tepelnou odolnostieknene (asi 1100°C) nicm&roptimalni citlivosti pro
hydridy arsenu, bismutu, olova, antimonu, seleriny @ telluru se dosahuje mezi 800-
1000 °CJ 40Q] .
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Obr. 1.2-2: konveréni kiemenny atomizator

Nedostatky tohoto typu atomizatoru gp@ji v nizké odolnosti &i atomiza&nim
interferencim a nedost&me lineari¢ kalibratnich zavislosti. Bvodem je pitomnost
pouze jednoho centra tvorby vodikovych radikditeré se naléza ve stykidiypdniho

ramene a optické trubicé7] .

1.2.2.2 Mechanismus atomizace hydri@ v kiemennych atomizatorech

V oblaku radikak vzniklého reakci kysliku a vodiku v atomizatoruchézi mezi

radikalem vodiku a hydridem analytu k reakdikfad As) dle nasledujicich roviji87] :

AsHz + H — AsH, + Hy (1.1)
AsH, + H - AsH + H, (1.2)
AsH+H - As+H (1.3)

Experimentald bylo dokazano, Ze hydridy nemohou byt atomizovarkremennych
atomizatorech bez ifpjomnosti vodik{i58-63 . Zasobovani vodikem je v metodéch
piimého penosu zabezgeno rozkladem tetrahydroboratu v kyselém preabt
Pozorovani mechanismu atomizace hyirasenu dokazuji, Ze p@mkysliku a vodiku

v atomizatoru musi byt udrzovan pod (,63-63 . Presné umighi oblaku vodikovych
radikal zavisi na tvaru atomizatoru, teplotnim profiluiitpku nosného plynu. ProtoZze
pravdpodobnost tvorby volnych atdmanalytu je Urmdrna p@tu srazek s vodikovymi
radikaly, atomizéni &innost lze zvySit z&Senim hustoty vodikovych radikal
V kiemenném atomizatoru vznika oblak radikaha z&atku vyhivaného mista

atomizéatoru reakci mezi vodikem a kyslikem. Jiratomu v tzv. multiatomizéatoru.
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Multiatomizator je dvoupla®vy exterd vyhiivany atomizétor. Jeho funkci
objasiuje obr. 1.2-3Cast multiatomizatoru umisié v optické cestse sklada ze dvou
koncentrickych trubic, které jsou extémyhrivany na teplotu 700C az 1100°C. Vnitini
koncentricka trubice odpovida optické trubi¢eknenného atomizatoru. Rozdilem oproti
optické trubici Kkemenného atomizatoru je v otvorech usrigth v celé délce vrii
optické trubice. Do prostoru mezikruzi mezi konceRimi trubicemi, je pivadén kyslik
(vzduch), odkud otvory v optické trubici vstupuje jiho vnitniho objemu. K fivodu
hydridu z generatoru slouZi st&jiako u kKemenného atomizatoru kolmé&yodni rameno
ve stednicasti vnitni optické trubice. Na vstupu kysliku do optickdhiice, tj. v blizkosti
kazdého otvoru, dochazi k reakci kysliku fgggmnym vodikem a tim Kk tvoéb
vodikovych radikal.

P¥i optimalni velikosti a velkém p@tu otvori by opticka trubice ®la byt
rovnonerné vyplnéna vodikovymi radikaly. Produkty zaniku volnych mio by
v takovém pipadt byly okamzi€ znovu atomizovany reakci s vodikovymi radikaly.

Dosavadni zfisob provedeni multiatomizatoru je na obr. 1.2-3opfické trubici
ma ¢trnact rovnomirné rozloZenych otvar o velikosti giblizné 0,5 mm. PouZiti tohoto
multiatomizatoru podstaén snizuje nevyhody dZnych jednopl&d®vych Kemennych
atomizatoti. Pri zachovani vynikajici citlivosti se podstatrevysil toleragni limit
k atomiz&nim interferencim, tj. koncentrace interferentuer&t zmisobi 10% zrénu
signélu. Nap. tolerargni limit k interferenci arsenuipstanoveni selenu se zvysil nejnién
o0 jedentad. Linearni dynamicky rozsah kalibm zavislosti pro selen se ro#Bi

k dvacetinasolkhveétSim koncentracim.
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Obr. 1.2-3: multiatomizator; 1 — vnini trubice i.d. 6 mm, 2 — vstup pro vzduch nebdiky8 — vstup
nosného plynu s analytem, 4 —j#i trubice i.d. 8 mm, délka optické trubice i @jenymi zakotienimi 16
cm, délka optické trubice bez spojenych zaleoh 12 cm

Odolnost sotasného multiatomizatorutwi atomiza&nim interferencim je sice
0 jeden az dva#ady vysSi ve srovnani sdmennym atomizatorem, avSak stale o thdy
nizsi nez atomizatoru typu difuzniho plaménku, verdém je cely pozorovany prostor
vyplnén vodikovymi radikaly. Snizena odolnostacv atomizanim interferencim
multiatomizatoru je pravgbodobré zpisobena tim, Ze vodikové radikaly nevyplini prostor
optické trubice zcela. V mistech bez vyskytu vodilah radikal, kam nedosahuji
obl&ky radikah tvorené v jednotlivych otvorech &ty optické trubice, rive dochazet
k zaniku volnych atorinanalytu, coz ma za nasledek interference &aaki kalibranich

zavislostj 66] .

1.2.2.3 Difuzni plamen

Tento typ atomizatoru je slozen pouze z jednodktbéenné trubice stiyodnim
ramenem jimZ prochézeji plyny nutné pro vznik plaee@ zarovée obsahujici hydrid
analytufi vygenerovany v hydridovém generatoru. Maximalrdakhitelna teplota plamene
je 1300°C. Typické usgadani ukazuje obr.1.2-4.
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Obr. 1.2-4: uspdadani difuzniho plamene; 1 - vstup afsarplyny prochézejicimi kryogenni pasti a argonu
a vodiku gidanych za kryogenni past;— vertikalni kemenna trubice;

Nevyhodou difuzniho plamene je nizka citlivost avadu velkého #edni plyny
potrebnymi pro vznik plamene a oproti jinym atomizétar pouzivanych k atomizaci
hydrida, vysoky Sum zakladni linie. Oba tyto faktory ved@&upon®rné Spatnym
deteknim limitam. Proto se tento typ atomizatoru pouziva pro AAEn j
vyjimecné.[ 37, 67] Podobné usgadani nazvané miniaturni difzni plamen se nigmén

pouziva ve spojeni s AFS. Razsié jsou komeéné dostupné fistroje vyuZivajici pray

tento typ atomizator{168] .

1.2.2.4 Flame — in — gas — shield atomizator

Atomizatorem pro AFS je tzv. flame-in-gas-shietdmaizator (FIGS). Zakladem je
kiemenna vertikalni trubice pouzivana pro difuznim@a do niz je zavéd vodik a argon.
Sttredem této trubice je veden&eknenna kapilara o viiitim piiméru 0,53 mm slouzici
k zava@ni malého pitoku kysliku. Na konci kapilary tak ko vodikovy-kyslikovy
mikroplaminek ve velkémipbytku vodiku. Pozorovaciast nad kemennou trubici musi
byt stirtna od okolniho progedi laminarnim koncentrickym fiiokem argonu vnihim a
vnejSim kanalem stinici jednotky69] . Teplota plamene dosahuje 2800 °C. Konstrukci

atomizatoru fiblizuje obr.1.2-5.
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Obr. 1.2-5: uspgadani flame — in — gas — shield atomizatoru (FIGS)ystup arsahs plyny prochazejicimi
kryogenni pasti a argonu a vodiktidanych za kryogenni pas?; — vstup kysliku do kapilary; 3 — vstup
argonu do stinici jednotky; 4 — stinici jednotka; gertikalni kemenna trubice; 6 - kapilara

Priatok kysliku kapilarou je smyslupiny mezi 1,8 a? bl min® vzhledem
k analytické vyuzitelnosti signalu a ja@dicim faktorem pro velikost plamene. Oblak
vodikovych radikdl vznika na konci kapilary diky ptoku kysliku a pittoku vodiku
vertikalni trubici a zasahuje az na hranu vertik&ubice. Distribuce volnych ataimje
fizena fyzikalnimi procesy a chemickymi reakcemijnstejako v difuznim plameni.
V piipact FIGS atomizatoru je mozna reakce volnych atamolekularnim kyslikem
z okolni atmosféry prochazejicim plyny ze stinmdrjotky (argonem). | malé mnozstvi
molekularniho kysliku proslého z okolni atmosféokéze zfsobit pokles volnych atoin
analytu[ 70] . Hlavnim parametrerfidicim citlivost je porar celkového pitoku argonu
ku pratoku vodiku vertikalni trubici. V porovnani s difuim plamenem oddeni volnych
atomi od okolni atmosféry neni okrajem plamene o vysdkplog, ale plyny
prochazejicimi stinici jednotkou, které nézpbuji néedini volnych aton. V principu je
tento parametr zodp&siny za dosazeni vyssSi citlivosti pro FIGS neZ pfozai plamen.

Odolnost FIGS atomizatorui®i interferencim je zavisla na vzdalenosti mezi 26no
atomizace (vznik volnych ataipa detekce (pozorovaci vyska). K nejvyssi odoinogti
interferencim dochézi wipadct nejkratSi vzdalenosti mezi z6nou atomizace a zo6nou
detekce[ 71] . Rozsah interferenci je také nizSi fpact vysSiho piitoku Kkysliku
kapilaroy 72] .

s

sniZeni detatnich limiti arsenovych specii je tento typ atomizatoru idgany] .
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1.3 Specia€ni analyza arsenu pomoci generovani hydrid

Speci&ni analyza je obe¢ndefinovana jako vesSkeré analytické aktivity spéjen
s identifikaci a/nebo stanovenim mnozstvi jednéoneize chemickych specii daného
prvku. VeSkeré chemické sléeniny mohou byt povaZzovany za odliSnou chemickou
specii pokud se liSi v izotopovém slozeni, konfartmaxidainim stupni, elektronovém
stavu nebo v povaze jejich kompléxmebo kovalentivazanych substitueinf 74] .

Pristupy ke generovani hydfigro speciani analyzu Ize rozdit do tti skupin:

» Selektivni generovani hydiid
» Generovani substituovanych hydrid

» Post-kolonové generovani hydiid

Post-kolonové generovani hydridgpaiva v separaci jednotlivych analypied
vlastnim generovanim hydfidvVzhledem k nevyuziti tohota‘istupu pro Gely této prace
nebude dale zmovar{ 22] .

1.3.1 Selektivni generovani hydrid

Proces selektivniho generovani hydrigoopisuje ve zkratce zjednoduSujici

schema:

generovani hydridu— atomizace/detekce

Tento gistup je zaloZzen na vzniku hydridu jednotlivychefior analytu (specii) za
riznych podminek. Obvykle se n#jk vygeneruje jen hydrid z analytu v nizSim
oxidatnim cisle a poté se z dalSiho alikvotu vzorku generyjdrid z analytu v obou
oxidatnich¢islech. Toho Ize dosahnout vhodnou volbou podmdgesierovani.

Tohoto istupu Ize vyuzit i generovani nagklad antimonu (lll a V), arsenu (Il
a V), selenu (IV a Vi), telluru (IV a VI). Pro déd& lze zvolit i jinou metodu nez
AASJ 39| .

Pri selektivnim generovani arsenu Ize vhodnou volpbu(koncentrace kyseliny

chlorovodikové, pouZiti pufrufidit G¢innost generovani hydridu z analytu izmych
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oxidatnich ¢islech. V jednom ze dvou alikWotse i ur¢itém pH (6) vygeneruje hydrid
z oxidaniho ¢isla analytu (lll) a poté zémou pH (0) se generuje hydrid z oxtdich
¢isel analytu (lll) i (V) a tim se ziska celkovy absarsenu. Obsah arsenu v ok
¢isle (V) se dopéta] 30, 75]

Misto volby pH lze zaloZit selektivni generovani pi@dredukci (redukceipd
analyzou) ptimocnych forem arsenu na trojmocné vhodnym reédirk ¢inidlem jako je
L-cystein. Rtimocné formy arsenu ve vzorku jsou redukci L-ciysim evedeny na
trojmocné a spolu s trojmocnymi formamiitpmnymi ve vzorku fed redukci jsou
vygenerovany v podab arsanu. Tim je ziskan celkovy obsah jednotlivydrern.
Z rozdilu celkového obsahu jednotlivych forem aatts trojmocnych forem je ziskan
obsah ptimocnych forem.

Jako reduéni ¢inidla na gedredukci Ize pouzit i jodid draselijy’6, 77] . Pro
moznost pedredukce vzorku tzv. ,on-line* bez ztratgsu nutného narpdredukci vzorku

Ize vyuZit kyselinu thioglykolovo(i 78] .

1.3.2 Generovani substituovanych hydrid

Tento gistup spoiva v generovani substituovanych forem arsanu.sPppcesu
popisuje nasledujici schema:

generovani srsi alkyl substituovanych hydriéd — separace— atomizace/detekce.

Speci&ni analyza zaloZzen& na generovani substituovanydhidi je pouZzitelna
v pripadech, kdy jednotlivé formy analytu mohou bytteyedeny na dzné alkyl
substituované hydridy. Typickou aplikaci je speeidaontovych alkyl slo&enin typu
RA" ™" kde m je valence analytlA a n je mezi 1 am1 aR je alkyl substituent.
Vysledkem generovani je ssalkyl substituovanych hydfidssumarniho vzorcBAHm-n)
s @islusnym binarnim hydriderdH,. Smeés hydrici v plynné fazi je separovana a
nalezené zastoupeni jednotlivych hydridak udava zastoupeni analyzovanych forem
analytu. Tento Pstup je uZitény pro speciéni analyzu methyl substituovanych As
forem{ 42] , Sb a Ge forem, methyl a butyl substituovanychfd@am a methyl, ethyl a
butyl substituovanych Pb forgr@7] .

Vygenerovana sis hydrich je prekoncentrovana vymrazovanim. Nastedn
po olfevu, jsou zachycené hydridy uvehy a separovany. Obvykle se pouzivarkenné
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kolony naplgné chromatografickou naplni. Kolona je ve fazi zéchpondend do
kapalného dusiku a ve fazi uvein vyhtivdna odporovym dratem. Vzhledemizmému
bodu varu studovanych skenin vtab.1.1-1 lze uskuteit i separaci dchto forem
S postupa se zvysujici teplotou v kryogenni pasti. Spojerdgaiektivnihno generovani
hydridi s generovanim substituovanych hydrige mozné ziskat dinny systém ke
speciaci arsenovych sléenin uvedenych v tab. 1.1-1.

Pro detekci je prakticky vyhradmpouZzivana AAS, &oliv principialré pouzitelna
je jakakoliv atomow spektrometrickd metodp38] . Pro detekci bez separace a bez
rozliSeni arsenovych specii je vyuzivan, v mengemez AAS, i AFS detektdr79, 80Q] .
Nicmére je znamo i spojeni pro sped&m analyzu arsenu s vyuzitim kryogenni pasti
[ 81] . Existuje i alternativni moznost separace s vywwitpredrazené iontovée
chromatografie fed hydridovym generovanin56] . Spojeni hydridového generovani
s kryogenni pasti a detekci AFS se vyskytuje vditée velmi zidka dané
pravdépodobré v mnoha pipadech dostaljicim spojenim s AAS detektorem. Jednim
s pripadi je vyuziti podobného systému se suSenim nafionowembranou kdy bylo
dosaZeno detekich limiti pro jednotlivé formy arsenu vyjma TMA® v rozsahu 4,5 —
18,5 pg[ 81 . Variantni pouZziti sofistikovaného ICP-MS detaktov kombinaci s
kryogenni pasti se separaci arsenovych specii godGcdosahuje detekich limita
vrozsahu 2 — 21 pg pro vSechny formy asenu vyjAg jehoz detedni limit 511 pg

swed¢i o problémech s kontaminaci touto forrh8a] .

1.3.3 Generovani hydrid G z biologickych vzork

Generovani hydril Ize suspchem vyuzit pro vzorky tznych druli
vod 43, 75, 83—-84 , ale i pro matrice mnohem slag#i nagiklad ma, jatra, slinivka,
uhli, pidy, sedimenty, §].32, 35, 87-91 .

Toxikologicky zajimavé slateniny arsenu (Tab.1.1-1) jsou wyavany
moci[ 87, 89, 91] , ale jsou schopné se kumulovat wkéch v fiznych druzich tkéani jako
jsou ledviny, jatra, mozek ap¢®2, 92-94 . Vzorky mai jsou vyuZivany nap pro
studium metabolickych cest ars¢iib, 56, 95] . Vzhledem ke schopnostem studovanych
specii vtab.1.1-1 se kumulovat ve tkanichigha ziskat informace pr&wz tohoto typu
vzorkia. Pro stanoveni obsahu stemin arsenu ve vzorcich tkani Ize vyuiizmych metod

s predrazenou mineralizaci vzoik] 93, 94, 96-99 . Pro speciéni informaci je ovSem
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mineralizace vzork pred analyzou nevhodna awbdu zngny zastoupeni jednotlivych
specii. Proto je idealni mineralizaci vyl

1.4 SuSeni plynné sm @ési obsahujici hydridy analytu

Z&kladem technik chemického generovani hydride reakce mezi
tetrahydroboratem sodnym a réakn médiem. Na zakl&dtéto reakce vznikaji plynné
produkty hlaveé vodik a hydrid/ly analytid Po separaci plynné a kapalné faze
v separatoru fazi je plynna ssmvedena do atomizatoru (techniky AAS, AFS, atdene
lze vyuzit i jinych technik detekce (ICP-MS/OEF)O0, 37, 99-102 . Diky boulivosti
zmirgné reakce je vznik aerosolu a vodni pary nevyhnutdPro techniky vyuzivajici
vymrazovani v kryogenni pasti dochazi k zablokovgasti tvorbou ledu, proto jéeba
vyuziti susSiciho zdzeni, které aerosol i vodni paru odstrani z plyamési obsahuijici
hydridy. V ptibéhu let bylo pro spojeni hydridovych technik a atiaké atomové
spektroskopie testovano mnohdigupi. Nékteré z nich pouzité v této praci uwdd

nasledujici kapitoly.

1.4.1 Nafionovd membrana

Jednoduchou a ¢innou moznost suSeni plynné &n poskytuje nafionova
membrana. Nafion je kopolymer tetrafluoroethylenefl¢nu) a perfluoro-3,6-dioxa-4-
methyl-7-oktan sulfonové kyseliny (viz. Obr.1.4-1podobg jako teflon mé& nafion
chemickou odolnost. Oproti teflonu dokaze nafiosabovat molekuly vody. Na jednu
molekulu nafionovu Ize absorbovat az 13 molekul ywotlato absorbce (hydratace) je
reakci prvnihdddu a probih& velice rychle fadu milisekund v porovnanim s pomalejsi
difuzi pres membranu. Z tohotoidodu je nafion dinnym suSicim zdzenim. Krong
vody je nafion schopen absorbovat i molekuly amkunisamini, alkohofi a dalSich
polarnich slotenin. Tento relativéh novy pgistup je vyuzivan od devadesatych let
minulého stolet] 79, 81, 103 104 .
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1
S04H . [H,0],

Obr. 1.4-1: strukturni vzorec nafionu; m=5-13,5; n = ca.1006;1,2,3...; x = 1-13

Existuji mizna usptadani nafionové membrany mezznpati tubularni nebo planarni
(Perma Pure LLC company, USA; www.permapure.comjbularni usptadani je
tvofeno d¥ma sougtednymi trubicemi z nichz vriiti trubice je tvéena z nafionu a \#si
trubice z jiného materialu. Viiiti trubici je hnana plynna sy kterou je feba zbavit
molekul vody a prostorem mezi vimit a vigjSi trubici je hnan susici plyn obvykle vzduch
nebo dusik. Ten ma za ukol transport difundovamjolekul vody pes membranu ptyz
povrchu membrany. V literate bylo tubularni usgédani vyuzito pro speciai analyzu
arsenu nejen s detekci AA305 106 ale i ve spojeni s AFE107] .

Po dlouhou dobu nebyly publikovany zadné problésslyem vyuziti nafionové
membrany. Drobné ztraty volnych par rtuti, arsarselanu byly zanamenény ve spojeni
hydridového generovani s vyuzitimupwskoveé injeRni analyzy a detekci i&menném
atomizatoru s AAS detektorern104 . Pro spojeni HG-CT-AAS nebyly pozorovany
zadné ztraty[ 108 . Pozorovani nizké citlivosti pro dimethylovanourni bylo
pozorovano pro obdobny systém s AFS detektorem likgla nafionova membrana
souwasti kometni verze AFS. Pik pro trimethylovanou formu nebgkzprovan i kdyz
autdi méli zgjem tuto formu stanovovatii®ina ztrat dimethylované ani trimethylované
formy nebyla identifikovanf 81] .

V literarnich zdrojich dosud nebylo zpochygho pouzivani nafionové membrany

pro suSeni plynné sfei obsahujici hydridy arsenu.

1.4.2 Absorp éni média
Absorgni média jako je hydroxid sodny, silikagel, kysalisirova maji Siroké

pouziti @i potrebé absorbovat vodu z okolniho priedi (exsikatoryxXi ze snési plyni
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(promyvaky plyni). Pro &ely eliminace vodnich par z plynné &h pro techniky
generovani hydritl spojené s vymrazovanim hydiidarsenu v kryogenni pasti bylo
testovano mnoho absd@rhch médii. Oblibena absorpce vodni pérgerosolu v kyseli&
sirové se ukazala jako naprosto nevhodna vzhledemztkatam arsanu i jeho
methylovanych foref49, 109 . Podob® se chovaji silikagel nebo chloristan
hotecnaty] 9, 49] . Literarni zdroje uvadi i dalSi testovana ab&oirpnédia jako hydroxid
sodny 9, 49, 11Q , chlorid vapenafyl11] nebo kyselinu trihydrogenfosfaneoy 112 ,
apod.

1.4.3 Vymrazovani vody za nizSich teplot

Zpasoby eliminace vodni pary vyuZivajici absorino meédiaci nafionove
membrany uvedené vySe dbpje technika vyuzivajici vymrazovani vodni parki p
teplotach pod 0°C. Pro techniku generovani hydriguzivajici vymrazovani je vyuZzito
neékolik pristupa.

Jednim z nich je vymrazovani v separatni trubétsimou tvaru U zéazené mezi
separator fazi a kryogenni past. Vymrazovani vadpipa pi vySsi teploé néz je teplota
varu kapalného dusiku, ktery se pouziva jako chiadiédium pro kryogenni past.
Piikladem vymrazovani v separatni trubici je piemd sklegné trubice do drceného ledu
[ 109 ¢i jeho sngsi s chloridem sodnyni 50] nebo kombinace suchého ledu a
isopropylalkoholu (-50°C) 113 , apod.

DalSim gistupem kvymrazovani je ponechat vstugsst kryogenni pasti
v podolg U-trubice bez napk[ 9, 114 . P pondeni do kapalného dusiku v kroku
zachytu dochazi k vymrazeni vodni pary event. atmosa stné U-trubice ed
chromatografickou napini a nedojde tak k zablokéoy@sti. Po kroku zachytu nasleduje
krok uvolreni kdy postupnym zvySovanim teploty dojde k uvalnjednotlivych hydrid
na zaklad bodu varu vetn® vymrazené vodni pary do detektoru. Vyhodou tohoto
piistupu je absence dod&beé casti systému hydridového generatoru. DalSi vyhodou
eliminované nebezgé casténého zachytu hydridarsenu v separatni trubiciqofazené

kryogenni pasti jako je tomu Vigladech v pedchozim odstavc).37, 115 .
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie

Deionizovanda vodaifpravenda zéizenim Ultrapur firmy Watrex, USA

Tetrahydroborat sodny 97%isty, Fluka, Germany, pracovni roztok 1% NapBH0,1 %
KOH

Trizma hydrochloridl (TRIS-HCI) pufr, (tris(hydroxymethyl)aminomethagdnochlorid;
NH,C(CH,OH)3-HCI), Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany, 0,75 rh@lpraveno pH = 6
pomoci KOH a HCI)

kyselina chlorovodikova p.a. 37% Merck, Darmsta@ermany, pracovni koncentrace
1 mol/l

hydroxid draselny chendisty, Lach-Ner, s.r.o., Neratovic€R (pro gipravu roztok)
hydroxid sodny: p.a.; perle; Lach-Ner, s.r.o., Nevice, CR

hydroxid sodny; chentisty.; mikroperle; Lach-Ner, s.r.0., Neratovi€iR

L-cystein hydrochlorid monohydré&CsHsCINO,S-HO) Merck, Darmstadt, Germany
1000 mg/l A& pripraveno z pevného A®; FLUKA, Steinheim, Germany, navazené
mnoZstvi bylo rozpu&ho v 2,5 ml 10% NaOH a poté dopho 1 mol ' HNOs do 25 ml
1000 mg/l AS , As,0s v 0,5 mol/l HNQ, MERCK, Darmstadt, Germany

1000 mg/l MAY, rozpu&ni 0,0974 g hexahydratu methylarsewinu sodného
(N&CH3AsO; . 6H0; Mr = 292; Chem. Service, West Chester, USA) ionieované
vodé a doplrni na 25 ml.

1000 mg/l DMAY , rozpudni 0,0461 g dimethylarsefmié kyseliny (GH;AsOy; Mr =
138; Strem. Chemicals, USA) v deionizované&adloplni na 25 ml.

REJUV-8 (hexamethyldisilazan, N,O-bis (trimethy8§il acetamid,
n-trimethylsilylimidazol) , Supelco, Bellefonte, BS

1000 mg/l TMASO, rozpudini odpovidajiciho mnoZstvi oxidu trimethylarserého
((CH3)3As0), University of British Columbia, Vancouver, iGala

CHROMOSORSB, slozeni: OV-3 (faze), Chromosorb WAW-DSI 45/60 (AW-myté
v kyseliné, DMCS-dimethyldichlorsilan, 45/60 — 354-25f), Supelco, Bellefonte, USA
kyselina fluorovodikové&istota ,pro polovodie*, Lachema, Brno(’R

kyselina dusin& 65%gista, Lach-Ner, s.r.o., NeratovidéR

argon Argistoty 99,996 % , SIAD, Prah&R

dusikgistoty 99,99 %, SIAD, Prah&R
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vodik ¢istoty 99,95 %, SIAD, Prah&R

heliumgistoty 99,998 %, SIAD, Prah&R

kyslik ¢istoty 99,998 %, SIAD, Prah&R

kapalny dusik, technicky, SIAD, PratéR

radioindikator *As piipraveny cyklotronovou reakci Ge (p, n), prasiemni pouZit s
nosiiem "°As (neaktivni), Ustav jaderné fyziky AUR, v.v.i.,ReZ u PrahyCR. Izolaci a
separaci radioizotdpod tegového materialu proved! Ing. M. Vobecky, CSc. zavst
analytické chemie A\CR, v.v.i.

pH pufr, 4,01+0,02, Mettler-Toledo, Greifensee, &ngko

pH pufr, 7,00+0,02, Mettler-Toledo, Greifensee, &ngko

Antifoam B emulze, 10% vodna emulze, Sigma-Aldrigh,Louis, MO, USA

2.2 Pristrojové vybaveni

Pro mereni metodou AAS:

AAnalyst 800, Perkin Elmer, s bezelektrodovou v¥ooj (Perkin Elmer systém 2);
Vinovéa délka analytickéary arsenu 193,7 nm; Nastaveni buzeni lampy 379 j88ljd-
state” detektor; Software: AA winlab 32 ver. 6.®rl@n Elmer instruments LLC, USA,;
Nastaveni pro #feni s kemennym atomizatorem s technikou generovani hiydBdka
Sterbiny 0,7 nm; deuteriova korekce pozadi v kombinsei systémem peristaltickych
pump FIAS 400 (Perkin Elmer, Germany); Doba zaggnalu (dobateni zaznamu)
max. 58 s.

Nastaveni pro stanoveni arsenu metoddéimého davkovani kapalného vzorku do
grafitové kyvety: Ska spektralniho intervalu 0,7 nm; Zeemanovska kaegtozadi. Pro
modifikaci povrchu grafitové kyvety byl pouzit peametni modifikator iridium

v ddvkovaném mnoZzstvi 4@y

Pro mereni metodou AFS:

Laboratorg vyvinuty atomovy fluorescemi spektrometr s bezelektrodovou vybojkou
(Perkin Elmer systém 2, USA); VIinova délka anakdi¢ary arsenu 193,7 nm; Nastaveni
buzeni lampy 340 mA,; fotonasdbvy detektor typ MH 1922, Perkin Elmer
Optoelectronics Gmbh, USA, Software AFS 6, Diramos.Ceska republika; Nastaveni
pro mefeni s flame-in-gas-shield atomizatorem s technikganerovani hydriit
interferergni filtr 193 nm s FWHM 190 nm, CVI Melles Griot, BSmanual® ovlddany
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systém peristaltickych pump, Ismatec, Svycarskopdaépisu signélu (dobateni

zdznamu) neomezena.

Instrumentace pouzit&-pradioindikatorovych experimentech:

Scintilatni gamacita¢ Minaxi 5000 Packard s Nal (Tl) studnovym detekbongo neieni
acinnosti zachytu v kryogenni pasti.

Fuji BAS 5000 laser scanner pro metodu ,image piatwradiografie” tj. bezfilmove

radiografie na desce se softwarovym vybavenim AR#gjtest, Nmecko.

Ostatni pouzita zézeni:

Hmotnostni pitokomery Omega, Stamford, USA

Rotametry, Cole Parmer, USA

Digitalni praitokomsr pro kapaliny Digital Calibrator, Humonics, Agieifechnologies,
USA

Digitalni pritokomer pro plyny Digi Sense Thermocouple Thermomethedeh8528-
-20, Cole Parmer, USA

Nafionovd membran&g10 mm, MD-070-24F-2, s nafionovou trubici s 1.5& md./1.83
mm o.d., Perma Pure inc.,Toms River, NJ, USA

Nafionovd membrana, 305 mm, MD-110-12FP, s nafionowubici s 2.18 mm i.d./2.74
mm o.d., Perma Pure inc.,Toms River, NJ, USA

pH metr, Seven easy pH, Mettler Toledo, Greifen&agcarsko, elektroda InL&813
pH, Mettler Toledo, Greifensee, Svycarsko

Termailanek KMTXL-020G-12, Omega, USA

Laboratorni zdroj, EA-PS 3065-10B Elektro-Automatiersen, Nmecko

Vymrazovaci jednotka tzv. ,microcryotrap” s kor@m; Scientific Instrument, USA
Analogovy zapisovaTZ4620, Laboratorniijstroje Praha

Peristaltické pumpy REGLO DIG MS-4/12 a MC-MS/CAISMATEC, Svycarsko
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2.3 Hydridovy generator

Schéma hydridového generatoru obsahujici kryogeast pro spojeni HG-CT-
AAS pro neieni roztoki s vodnou matrici je uvedeno na obr. 2.3-1. Davkow&ieného
roztoku ozn&ovaného v této praci jako vzorek (pro standardaialg vzorek tkaaé i
roztok neobsahujici analyt=slepé stanoveni) bytivgueno automatickyies davkovaci
smyku (jednotkou FIAS 400 ovladanou spektrometrem Agsta 800) uvedenou
v nasledujicim obrazku. Mezi separator fazi s niacendtahem o objemu 50 2] a
kryogenni past bylo vloZzeno, pokud neni explieiiwedeno jinak, susici #iaeni (viz. 2.5
Susici z#izeni). Materidlcerpacich hadek byl tygon a ostatnich ha&ek teflon o i.d.
1 mm.

PP1

NaBH,

reakéni
médium

multiatomizator

voda

odpad

KP

PP2

V
odpad

Obr. 2.3-1: schéma generatoru hydiids kryogenni pasti pro vzorky svodnou matrici; PPP2 —
peristaltické pumpy; RC — re&ki civka; INJ — davkovaci snya; GLS — separétor fazi; SZ — susSici
zaizeni; KP — kryogenni past;

Cerpani reaéniho média (TRIS-HCI), nosného média (deionizovanda) a
redulkéniho cinidla (NaBH;) a davkovani vzorku do proudu nosného média bylo
zabezpé&eno peristaltickymi pumpami jednotky FIAS 400ipmjené ke spektrometru
AAnalyst 800. Pittok reagencii byl 1,0 — 2,0 ml minKanalem pro nosné medium byla
cerpana deionizovana voda &em do davkovaci sniky (objem 0,5 ml), kde vyttsovala
piedem nadavkovany objem standardu/slepého vzorkitgjmje kde bylo imichavano
reakéni medium 0,75 mol/l TRIS-HCI pufr (pH=6). DalSimspojem byl pimichan 1%
tetrahydroborat sodny stabilizovany 0,1% hydroxiddmaselnym. Tato re&ki snes
postupovala reaki civkou o i.d. 1 mm a délce 1 m do poslednihgpdjes kde byly

pfimichavany nosny plyn — helium gtokem 35 aZ 75 ml mih a vodik 15 ml mif
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(vodik nutny pro atomizaciRizeni pfitoku reagencii a davkovani vzorku zabezpala
jednotka FIAS 400, kterou bylo mozno programovatytvorit tak metodu pro danou
kryogenni past. Naprogramovani tzv. FIAS metodyifagp tab. 2.6-1 kde je naziema
faze zachytu a uvodmi analytu z kryogenni pasti. Doba generovani ligdenalytui ze
vzorku probiha v kroku 1 a to 60 s.

Plynna faze reati snesi putujici ze soustavy haek hydridového generéatoru se
odctlila v separatoru fazi s nucenym odtahem a putopalaoddleni vodnich par v
susicim z&izeni do kryogenni pasti a dale do atomizatoru.

Pro generovani hydnid ze vzorki burg¢né suspenze mysich jater byl tento
generator modifikovan jak demonstruje obr. 2.3-2.

PP1 He H,

NaBH, -

reakéni - &\ RC GLS sz

médium s V/\/\/\/\IV multiatomizator
vzorek v /J

\
odpad

Obr. 2.3-2: hydridovy generator pro b&éné suspenze. PP1 a PP2 — peristaltické pumpy; R&akeni
civka; GLS — separator fazi; SZ — suSidiizeni; KP — kryogenni past; Vzorek je davkovan poinpipety
do davkovaci Sgky. Kanalem pro vzorek se voda napipetuje az pcaviealani a nasati vzorku, neni
nasavana po celias generovani hydridkanal - voda) jak je tomu u obr. 2.3-1.

Bylo vyuZito totoZzného separéatoru fazi, jako veésohtu na obr. 2.3-1. Usfamlani
hydridového generatoru se liSilo v davkovacic¢éei (ndhrada za davkovaci civku).
Vzhledem k povaze homogenatzniklo nebezp& zaneseni davkovaci civky a tim bylo
ohrozeno davkovani vzorku. Proto bylo vyuzito daxda Sptky do které byl vzorek
homogenatu i®d analyzou napipetovan nastavitelnou pipet@lerpani reagencii

probihalo rychlosti 2 ml mih Reakni médium zde tvdl vyhradns TRIS pufr.
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Obr. 2.3-3: hydridovy generator pro spojeni s AFS. PP1 a Pp@ristaltické pumpy; RC — re&ki civka,
GLS - separator fazi; SZ — susiciizani; KP — kryogenni past; INJ - vzorek je nasasandavkovaci
smycky injekéni stikackou a poté manuatrdavkovan do kanalu pro vodu;

Pro spojeni HG-CT-AFS byl rozdil v hydridovém geateru v niZSi pitokove
rychlosti 1 ml mif* pro kanaly pro tetrahydroborat sodny, rggkmedium a kanal pro
deionizovanou vodwi standardni roztok. Vzorek byl davkovdn mangalmomoci
Sesticestného ventilu s odpovidajici davkovaci aivkKrone plyni prochazejicich
hydridovym generatorem byly zajigty pritoky 300 ml mint vodiku a 500ml min*
argonu zeéazenych za kryogenni past nutnych pro FIGS atooniZ&iz. 2.7.3 Flame in
gas shield atomizator). Rea médium zde tvdla pouze 1 mol'tHCI.

2.4 PFistupy ke specia ¢ni analyze arsenu

Pokud neni explicithuvedeno jinak, experimenty diskutované ve vysleékasti
této prace vyuzivaly gkterou ze dvou variantifstupl ke speciéni analyze arsenu
vyuzivajici generovani hydrid popsanych niZze. Jednotlivé varianty se liSily mouz
sloZzenim reakniho media aifpadnou pedredukci vzorku.

Pro oba pistupy ke generovani platilo nasledujici: standardoztoky byly
piipraveny odpovidajicim fednim (deionizovanou vodou) zasobnich standardnich
roztokii 0 koncentraci 1000 mg'Inebo navaZenim odpovidajiciho mnoZstvi &oiny
arsenu (uvedené v kapitole 2.1 Chemikalie) a pmt@ustnim a ndednim na patbnou
koncentraci. Methylované sldeniny v pevném skupenstvi byly rozpimst
v deionizované vag ale trojmocna anorganicka forma (IAsv pevném skupenstvi byla
rozpou&na v 2,5 ml 10% NaOH, poté dopira 1 mol I HNO; do 25 ml a poté teprve
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fedna na pisluSnou koncentraci deionizovanou vodou (probudaB0 min dusikem
z divodu zamezeni oxidace na iAs

V diskuzi vysledk je vzdy specifikovano slozenidieného roztoku (v této praci
oznaovaného jako vzorek), zda-li se jedna o vzorekbuoé@ suspenze, slepého stanoveni,
jednoslozkového standardniho roztoku (jen jednendoarsenu), sésného standardniho
roztoku (rekolik forem arsenu).

2.4.1 Selektivni generovani hydrid G zaloZené na p fedredukci L-cysteinem

Pouziti L-cysteinu pro neselektivni generovani msa ti i pétimocnych forem
spaiva v gedredukci ptimocnych forem v jednom ze dvou alikuotDruhy alikvot
vstupuje do reakce v hydridovém generatoru bezkjké predupravy. Pro ffedredukci
L-cysteinem bylo feba odpovidajici mnoZzstvi standardniho roztoku netmsku smisit
S havazenym mnozstvim pevného L-cysteinu tak, aoykl/2% roztok L-cysteinu. ifed
zapa@&nutim neficiho cyklu je teba utitd doba nutna k Uplné konverzetpnocnych
forem (doba pedredukce) nariimocné. V této practinila doba pedredukce 60 min.
Nasledovalo generovani hydiid ttimocnych forem arsenu s udrZzenim dostaterysokeé
hodnoty pH 6. Reai prostedi tedy bylo pro oba alikvoty zabezpao reaknim
médiem TRIS HCI pufrem o koncentraci 0,75 mbl Vzhledem k ziskani informace o
zastoupeniif- a gtimocnych forem v prvnim alikvotu podrobenéh@gredukci a pouze
tiimocnych forem z alikvotu bezgdredukce byloréba obsahgtimocnych forem kror
TMAs'O stanovit dopé&tem. TMAS'O je stanoven aj v alikvotu bez pedredukce L-
cysteinem vzhledem k jeho schopnostifitvtrimethylarsan v hydridovém generatorti p
pH=6.

Pro pehlednost je vtextu ozdavan alikvot vzorku vstupujici do reakce
v hydridovém generatoru pismeny A, B dle pouzitpiistupu nasledovn
pro alikvot A plati:
alikvot vzorku neni fedredukovan L-cysteinem, do kanalu pro tedkmedium je
privadén 0,75 mol T TRIS-HCI pufr (pH=6).
pro alikvot B plati:
alikvot vzorku je pedredukovan L-cysteinem - standardni roztok foreserau (obvykle
20 — 40 ml) je smisen s navazenym mnozstvim pevhétysteinu tak, aby vznikl 2%
roztok L-cysteinu. Dobaipdredukce 60 min. Do kanalu pro réakmedium je fivadkn
0,75 mol I* TRIS-HCI pufr (pH=6).
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Pro davkovani bugtnych suspenzi byladba alikvot vzorku B, 2 ml (davkovano
3krat 0,6 ml do hydridového generatoru}jppavit smisenim 0,25 ml 10% b&imé
suspenze, 0,4 ml roztoku 10% L-cysteinu, a deio@mé vody event. s¥ésného
standardniho roztoku arsenovych forem 1@0I* k dosaZeni psebné koncentrace. Pro
alikvot vzorku A bylo misto 10 % L-cysteinu davkowa objemo¥ stejné mnozstvi

deionizované vody.

2.4.2 Selektivni generovani hydrid G zaloZené na zm éné pH

Tento typ generovani sgiva v generovani vSech hydiidarsenu ve vSech
mocenstvich reakci s tetrahydroboratem sodnym stedi 1 molt kyseliny
chlorovodikové v jednom ze dvou alikvovzorku. V dalSim alikvotu vzorku je pouZzito
stejné reakce nicmérgenerovani hydrid probiha v jiném reakim médiu a to v TRIS
HCI pufru o koncentraci 0,75 mof Is upravenym pH pomoci 10% NaOH na pH = 6. V
tomto reaknim médiu je zaji&nho generovani hydridpouze z trojmocnych forem arsenu
a také trimethylarsanu z TMA®. MnoZstvi ptimocnych forem krom TMAs'O je
stanoveno dopidem z rozdilu mnozstvi anorganické (lll a V), mdtdwané (lll a V) a
dimethylované formy (lll a V) ziskanych generovanirprostedi HCl a timocné
anorganické (iA8), tifmocné methylované (MAY a timocné dimethylované formy
(DMAs"") generovanych z prdsdi TRIS HCI pufru. Timto iistupem je moZzné provéd
generovani hydriel bez nutnosti fipravy vzorku ped analyzou jako v ffstupu
vyuzZivajiciho pedredukce L-cysteinem. Tentofigtup byl z dvodi diskutovanych
v odpovidajicich kapitolach prakticky vyuzit jeroppojeni HG-CT-AFS.

Pro pehlednost je vtextu ozdavan alikvot vzorku vstupujici do reakce
v hydridovém generatoru pismenem C a plati dilgtypou nésleduijici:
alikvot vzorku C je veden do hydridového generatber gedupravy; do kandélu pro
reakéni medium je fivadéna 1 mol T HCI;
alikvot vzorku D je veden do hydridového generatber gedupravy; do kanalu pro
reakéni medium je fivadén 0,75 mol T TRIS-HCI pufr (pH=6); V této praci neni tento
alikvot vyuzit z divodi uvedenych u ifislusné kapitoly (3.5 MozZnosti AFS detekce pro

speci&ni analyzu arsenu).
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2.5 Susici za Fizeni

Pro eliminaci vodni pary a aerosolu zessnplyni obsahujici hydridy arsenueal
vstupem do kryogenni pasti bylo, pokud neni exjpkcuvedeno jinak, vyuzito dkolik
druhi suSicich z&éizeni popsanych nize. Ve vysledkaésti je vzdy uvedeno, které susici

zaizeni bylo vyuzito.

2.5.1 Nafionovd membrana

Byla vyuzZita nafinovA membrana v podotrubice typ MD-070-24F-2. Rtok
susidla byl nastaven na maximalni moznyitpk dusiku 2 | miff. Tato trubice byla
vyuZita jen z podatku experimentovani. Prackteré experimenty byl vyuzit i druhy typ
nafionové membrany MD-110-12FP (popis obotizeni v 2.2 Estrojovém vybaveni) s
pritokem dusiku 2 | min.

Pro kvantifikaci mnozstvi vody vystupujici ze sejaru fazi a proslé nafionovou
membranou byla vyuzita sklema U-trubice se zabrusovymi kohouty ptema
v kapalném dusiku. Po 30 minutach zapnutého gererdtyly zabrusové kohouty
uzaweny, trubice ponechanaripaboratorni tepldt a po dosazeni laboratorni teploty
z vrgjSi ¢asti osuSena a zvazena na analytickych vahachzdfluohmotnosti ped a po

vymrazovani vody byla ziskana hmotnost zachycengagené vodni pary.

2.5.2 Patrona s hydroxidem sodnym

Pro (ely minimalizace vodnich par vstupujicich do krywmgieh pasti byla
sestavena polypropylenova patrona s odpovidajlkodé mnoZzstvim hydroxidu sodného
(délka 10 cm; i.d. 1,7 cm, cca 259 hydroxidu).

Pro kvantifikaci ztrat arsanu byly testovany nasjed formy hydroxidu sodného:
hydroxid sodny v podabperel (NaOH perle; p.a.; Lachner; PP/2009/1058Gmpr castic
cca 3 mm), mikroperel (NaOH mikroperle; chéisty; Lachner; PP/2010/00175;upnér
¢astic mezi 1-2 mm), Supin (NaOH Supiny; ché&sty; Lachner; PP/2007/04342/0).

Pro rekteré experimenty byl zvySen objem susici patromy. 3.4.4.2 Suseni plynné
smesi pro I-kapilaru) kdy byly za sebouiaaeny 3 patrony kazda o délce 20 cm, i.d. 1,7
cm spojené teflonovymi spojkami a trubicemi ymiho péméru 0,5 cm. Celkova

hmotnost napkahydroxidu sodného bylaiplizne 150 g.
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2.5.3 Konicky vymrazova €

Vzhledem k nedostatrosti suSicich zZé&eni v podob nafionové membrany a
patrony s hydroxidem sodnym ve spojeni s I-kapiaro MCT bylo no¥ vyvinuto
dodateéné za&izeni pro eliminaci vodni pary vystupujici ze sépanu fazi zalozené na
postupném sniZzovanim teploty pod 0°C. K dokonalé&ymrazeni vodni pary, které by
eliminovalo zablokovani I-kapilary byla testovanantbinace hydroxidové patrony a tzv.
konického vymrazowge. Konicky vymrazov&abyl tvoren srolovanym gdénym plechem
(3 vrstvy; obsah 99,9% Cu; tlaik§ 0,16 mm) do tvaru komolého kuzele s vySkou 4,5
cm, s podstavami 15 mm a 4 mm, ktery byl nasazerstgpnicast MCT s midénou
vloZkou s drazkou pro kapilaru (viz. 2.6.5dfenna I-kapilara). Dikyfpvodu tepla
z médéné vlozky na konicky vymrazovabylo docileno postupného zvySovani teploty v
konusu z -70°C na 0°C. Usfgmlani konického vymrazo#@ s rozlozenim teplot v kroku
zachytu uvadi obr. 2.5-1.

15 mm }7

45 mm

4 mm ~1

Obr. 2.5-1: uspdgadani kénického vymrazo#a s rozlozenim teplot

Vzhledem k vyvoji tohoto nového #aeni jsou podrobnosti z testovani tohotadizeni

uvedeny v kapitole 3.4.4.2 SuSeni plynné&sirpro I-kapilaru.
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2.6 Kryogenni pasti

2.6.1 Sklenéna U-trubice

Naph kryogenni pasti tv@d chromosorb (viz. 2.1 Chemikalie), ktery byl
po nasypani do skléené U-trubice id. 2,5 mm silanizovan 10Ql Rejuv-8
nadavkovaného na &itek kolony pi pratoku 50 ml/min helia po 5 hodin. Do obou kénc
U-trubice byla vloZzena skeln& vata (v délce ccanlvdU-trubici) k zabraéni posouvani
nasypaného chromosorbu. degted nasypanim chromosorbu do trubice byla trubice
ovinuta odporovym dratem (Ni80-Cr20, uprér 0,6 mm, Omega engineering, inc.,
Stamford, jehoz elektricky odp@mil 15 Q). Vzdalenost zavit byla maximalg 5 mm a
shahou bylo vytviit zavity ve stejné vzdalenosti po celé délce wabVinuti odporového
dratu dosahovaloiiblizné 50 mm pod ohyb vystupni/vstuptasti U-trubice a bylo asi 5
mm nad naplni kolony. Prochazejici proud (lingéatasem) pi kroku uvolreéni byl 2,2 A
coz odpovida nagi 33 V. Pro tento &el byl vyuzit laboratorni zdroj EA-PS 3065-10B
uvedeny v kapitole 2.2iBtrojové vybaveni.

"N
\ kapalny (_:Iusik

5

Obr. 2.6-1: uspdadani kryogenni pasti, 1 — vstup nosného plynuat/sam ze separatoru fazi a suSici
trubice, 2 — vystup nosného plynu s/bez analytdokn&atoru, 3 — vystup par dusiku s ¥niho prostoru
sklergné dvouplafové nadoby ptitatové ovldadanym solenoidovym ventilem, 4 — elektrickéhiiyani
pasti, 5 — dvoupl&®va nadoba, 6 — skiéna dvouplafova nadoba, 7 — izolacemvého polyethylenu
s buikovou strukturou

Pro nefeni v automatickém modu byla tato U-trubice bylaisina ve speciakh
vyrobené sklegtné dvouplagoveé nadob s moznosti vstupu kapalného dusiku do prostoru

vhitiniho pla& a zafixovana pomoci silikonu. Tento celek byl usrisdo dalSi
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dvoupladgové nadoby ze skla a ochrannym piéstz plechu (Dewarovy nadoby). Vrchni
¢ast (prostor u hrdel obou dvouplasgych nadob) byla izolovana pomocénpvého
polyetylenu s uzaenou bikovou strukturou. Uspgadani pasti je ddb znatelné na obr.
2.6-1. Pro radioindikatorové experimenty byléremi provadno v tzv. manualnim maédu
tzn. trubice nebyla fixovana ve skigr® dvouplagové nadob a chlazena automaticky, ale
chlazena manuatnpondenim do tekutého dusiku v Dewagavadols. Teplotni program
byl nicmérg totozny s automatickym moédemeérani s U-trubici krormd kroku 4 (viz.
tab.2.6-1), ktery byl pro manualni mod vytem. Vyvoj konstrukce systému kryogenni
pasti pro manudlni i automaticky mécimni byl uskuténén na naSem pracovisti jixige
[37, 42 .

Pred vlastnim réftenim je teba past kondicionovat tzn. provéskaolik méreni
slepych vzork a standanil které nejsou zahrnovany do vyhodnoceni. Kondasgenje
dosazeno, kdyz jsou signaly slepych vioakstandani ustalené.

Pri vlastnim ngteni se nejtive nadavkuje vzorek do davkovaci siky pri
.pézZicim" hydridovém generatoru kdy jsou peristaltighgmpy v chodu (PP1 a PP2 na
obr.2.3-1) aterpaji odpovidajici reageni cinidla. Poté se nadavkuje vzorek do proudu
nosného média, nasleduje michani sdehk médiem a tetrahydroboratem sodnym a tato
smes postupuje az do separétoru f&zérpani reagencii peristaltickymi pumpami tzn.
tetrahydroboratu, redkiho média a vody probiha rychlosti 2 ml thirBshem tohoto
procesu dochazi ke generovani hydridu analytu (kioks tab. 2.6-1). Po vypnuti
generatoru hydriel nosny plyn spolu s vodikem z réak snesi a z tlakové nadoby
unasSeji hydrid analytu do kryogenni pasti kde dathé&zachytu (krok 2 tab. 2.6-1).
Hladina kapalného dusiku dosahuje nejvysSi Grogenei az k poslednimu zavitu
odporového dratu). R@acove fizeny solenoidovy ventil (napojeny na vystup pasikiu
s vnittniho prostoru sklemé dvouplagové nadoby, obr.2.6-1) pro ovladani hladiny
kapalného dusiku je otgany. Poté se tento ventil sepne (Ueava zapne se také ielw
pasti a dochazi k postupnému uvminvSech forem s mezikrokem, kde se na 7 s vypne
ohrev pasti (krok 3 az 5 tab. 2.6-1). Ve fazi uvminhydridu analytu jeieéba past afat
postupr az na piblizn¢ 120 °C a proto veSkery kapalny dusik musi oppstistor kolem
U-trubice. Toho se dosahne pgawzawenim pditacové ovladaného ventilu. P
postupném otevu pasti dochazi k n#stu objemu zplytného dusiku a ten vytia
kapalny dusik do wjSi dvouplasové nadoby. B kroku 5 tab. 2.6-1 je zapnuta odtahova
pumpa (PP2 na obr.2.3-1), kter4 zreagovanoucnéadnmes ze separatoruigvede do
odpadu. Na konci programu je i@ vypnut, ventil pro ovladani hladiny dusiku také
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past se ochladi natpodni teplotu zachytu. Empiricky bylo zjto, Ze kompletni
zchlazeni pasti vyZadujdiplizn¢ 2 minuty.
Teplotni program gast programu v AA winlab 32 ver. 6.5) naieh pasti je

uveden v tab. 2.6-1 .

Tab. 2.6-1:teplotni program U-trubice

Generovani
Krok t(s) ) Ventil uzaven Olrev zapnut Popisdk
hydrick
1 60 X Zachyt hydridu v
2 90 pasti
3 23 X X
Uvolnéni hydridu
4 7 X )
Z pasti
5 60 X X
Ochlazeni pasti
6 120

na teplotu zachytu

Pro experimentovani bez suSicihdizani plynné sisi vystupujici z hydridového
generatoru bylo nutné igrusit po 30 r¥icich cyklech experimentovani awbdu
kondenzace a nasledném vymrazeni vody v U-truligiogenni past bylo nutné vyjmout
z dewarovy nadoby s dusikem a ponechat 30 riirolfevu 1 A s piitokem nosného
plynu — hélia. Za&hto podminek byla dosazena teplotiélZné 120°C k zabezpeni

vytésréni zkondenzované vodni pary z kryogenni pasti.

2.6.2 Kremenna U-trubice

Pro experimentovani g&mennou U-trubici pknou chromosorbem plati stejné
podminky generovani hydfidjako pro sklesnou U-trubici (viz. 2.6.1 Sklema U-
trubice). Rozdilem v podminkach ¢reni je mirg poznenény teplotni program této

trubice (tab.2.6-2). Jedna sebp automaticky mod giteni.
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Tab. 2.6-2:teplotni program proilemenou U-trubici

Generovani _ _
Krok t(s) ) Ventil uzaven Olrev zapnut Popisdk
hydrid
1 60 X Zachyt hydridu v
2 90 pasti
3 30 X X
Uvolnéni hydridu
4 8 X .
Z pasti
5 25 X X
Ochlazeni pasti
6 120

na teplotu zachytu

Prochazejici proud odporovym dratemielu byl optimalizovan pro nejvyssi
rozliSeni pikt DMAs’ a TMAs'O v chromatogramu na 1,7 A odpovidajici 26 V. ¥frit

pramér i délka trubice jsou shodné se skieou U-trubici. Jedinym rozdilem je material

U-trubice oproti borosilikatovému sklu pouzitémyiedchozim gipac (2.6.1 Skleana

U-trubice).

2.6.3 Teflonova U-kapilara

Pro &ely testovani odliSného materialu kryogenni pagta lpouZzita teflonovéa

trubice o vnitnim piiméru 1 mm. Délka poneni v kapalném dusiktinila 4 cm z 20 cm

celkové délky trubice. UlozZeni teflonové U-kapil@tyklada nasledujici obrazek.
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N A

kapalny dusik

Obr. 2.6-2: ulozeni teflonové U-kapilary v nadeébs kapalnym dusikem; 1 — teflonova kapilara; 2 —
odporovy drat pro dlev teflonové kapilary; 3 — Dewarova nadoba s kapaldusikem; hladina kapalného
dusiku byla udrzovanatiplizné 1 cm pod okraj nddoby; Sipky nazng prichod plyri ze separatoru fazi
pies teflonovou kapilaru do multiatomizatoru;

Pratoky plyna pii kroku zachytu i uvoléni byly stejné jako pro U-trubici (2.6.1
Sklergna U-trubice). Pro suSeni plynné &nvystupujici ze separatoru fazi byla vyuzita
nafionovd membrana MD-070-24F-2 siokem dusiku 2 | mih. Ohev trubic byl
zajis&n pomoci odporového dratu (Ni80-Cr20fumer 0,6 mm, Omega engineering, inc.,
Stamford, elektricky odpor 15Q) navinutého fimo na teflonovou U-kapilaru.
Prochazejici proud (line&trs casem)cinil 1,3 A odpovidajici 10 V. Teplotni program je
uveden v tab.2.6-3. Jednalo se o manualni m&emn (viz. 2.6-1 Skletna U-trubice).

Tab. 2.6-3:teplotni program pro teflonovou U-kapilaru

Generovani .
Krok t(s) _ Ohrev zapnut Popisédk
hydrid
1 60 X Zachyt hydridu v
2 90 pasti
Uvolnéni hydridu
3 60 X

z pasti

Ochlazeni pasti

na teplotu zachytu
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Z tab 2.6-3 je patrné, Ze doSlo k vypm$tkroku vypnuti okevu na 7 s v fibéhu
celého obevu oproti pouziti U-trubice. @vodem je testovani kapilary pro zachyt a
uvolnéni pouze arsanu. Mezikrok s vypnutimievu pro ¥tSi rozliSeni trimethylované

formy tudiZ nebyl nutny.

2.6.4 Kremenna U-kapilara

Byla vyuZita komeimé dostupna kemenna kapilara (non-polar fused silica
capillary, Supelco, USA) o viitim piméru 0,53 mm potazena polyimidemiiltizné
20 cm této kapilary bylo viozeno do teflonové teeio vnitnim prtiméru 0,75 mm a
tvaru U kwili ochrareé proti pretlaku gisobicim na kapilaru a kli tepelnému pnuti po
vyjmuti z kapalného dusiku. Takto vytema kryogenni past bylafipojena k suSicimu
zatizeni a k multiatomizatoru.

Pti kroku zachytu byly 3 cm délky této kapilary pédeoy do kapalného dusiku a
prostor mezi hladinou dusiku a konci kapilary bgd&den od okoli pomoci izolace z
pénového polyetylénu s uzgenou butkovou strukturou. V této izolaci byl vytven
elipticky otvor, ve kterém byla umésta kryogenni past tak, aby se nedotykata $tto
izolace. Prostor mezi izolaci a hladinou dusikuiitvoblast s postuph se zvySujici
teplotou od teploty kapalného dusiku dibfizné 0°C k hrag izolace. Obev kapilary byl
nejprve zaji&n stejnym typem odporového dratu pouzitého pro ubiti pinénou
chromosorbem a stejnym typem zdroje ¢tapNagti pro krok uvolgni ¢inilo 17 V
s prochazejicim proudem (lineérrscasem) 1,0 A.Teplotni program pro U-kapilaru
s vinutim odporového dréatu je uveden v tab. 2.6@€daéd se 0 manudalni modsiani (viz.
2.6-1 Sklegna U-trubice).
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Tab. 2.6-4:teplotni program U-kapilary

Generovani
Krok t(s) ) Ventil uzaven  Ohrev zapnut Popisdk
hydrick
1 120 X Zachyt hydridu v
2 90 pasti
Uvolnéni hydridu
3 95 X X

Z pasti

Ochlazeni pasti
6 45

na teplotu zachytu

Teplotni program pro U-kapilaru postrdda mezikralo plostaténé rozdleni
trimethylované a dimethylované formy arsenuivbBdem je pouze studiumcitinosti
zachytu a uvoléni samotnych specii, ne jejich separace pomoci pilde (viz. 3.4.3
Studium zachytu vilemenné U-kapii@). Vzhledem k tvaru piku arsanu byl odporovy
drat odstraén a dale ofev zabezp&n pouze okolni laboratorni teplotou. Kéneu verzi
uspaadani U-kapilary doklada obr.2.6-3.

2cm

vzduch

kapalny dusik

Obr. 2.6-3: ulozeni U-kapilary do Dewarovy nadoby s kapalnynsikem gi kroku zéchytu, téna ¢ara
predstavuje kapilaru v teflonové trubici; Sipky naamé smer proudtni plynné snisi z hydridového
generatoru skrz kapilaru
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Pro experimenty se studiem maximalni délky geno U-kapilary v kapalném
dusiku byla pouZzita lemenna kapilara v délce 44 cm vlozena do teflonkeygilary
stejného vniniho paméru jako vySe. Délka porteni kapilary v kapalném dusiku se

pohybovala od 3 cm do 40 cm. &k byl zajisén také pouze okolni laboratorni teplotou.

2.6.5 Kremenna |-kapilara

JednodusSim a mechanicky odgdim designem Kkapilary byla tzv. |-kapilara
v ptimém vedeni bez ohybu. Pro testovani tohoto desigtuvybrdno komeini zaizeni
kryogenni pasti zvané vyrobcem ,Microcryotrap” @3gen MCT) s moznostiifmeho
vedeni kemenné kapilary. Jednotka MCT se skladala z krywigpasti tvéené déma
soustednymi ocelovymi trubicemi délky 10 cm @j&i trubice) a 12 cm (vrini trubice)

s vnitnim piimérem vnitni trubice 3,3 mm a kontroleru, ktery z&p¥al olev a
udrZzovani nastavené teploty. Prof@h byla vnitni trubice MCT vybavena odporovym
dratem. Vzhledem k moZznému budoucimu rezsiexperimerit se zachytem arsenovych
specii na skleneé ¢i kiemenné trubici s&Sim pamérem byla vybrdna pr&vvarianta
s vnittnim piimérem vnitni trubice MCT 3,3 mm a délkou 12 cm.

VnéjSi trubice MCT byla opaéna vstupem a vystupem pro kapalny dusik. Regulace
vstupu dusiku byla zaji&ta solenoidovym ventilem napojenym na kontrolerzéReoar
kapalného dusiku o objemu jednoho litru byl usrist blizkosti solenoidového ventilu.
Pritok dusiku byl zaloZen naipobeni gravitace. Uspidani celého systému MCT uvadi
Obr. 2.6-4.
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Obr. 2.6-4: microcryotrap: 1 - vstup plynné $8i obsahujici specie ze separatoru fazi; 2 — vystofsi
smérem do atomizatoru; 3 — vstup kapalného dusikuzers@aru o objemu 1 I; 4 — vystup kapalného
dusiku; nazngeni spirdly pedstavuje odporovy drat pro i@v vnitni trubice microtrapu s &énou
vlozkou s drazkou pro kapilaru

Tato jednotka dle uvedenych parametryrobcem ndla byt schopna nastaveni
teplot @i kroku zachytu v rozmezi teplot od -190 °C do 0 $Ghevem az do 400 °C.
Teplotni program pro MCT je uveden v tab. 2.6-5.

Tab. 2.6-5:teplotni program microcryotrapu

Generovani
Krok t(s) ) Ventil uzaven Olrev zapnut Popisdk
hydridk
1 120 X Zachyt hydridu v
2 90 pasti
Uvolnéni hydridu
3 270 X X

Z pasti

Ochlazeni pasti
6 150 .
na teplotu zachytu
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2.7 Atomizatory

2.7.1 KFemenny multiatomizator

K atomizaci pro metodu AAS byl pouZzivareknenny multiatomizator znazamy

na obr. 1.2-3. Vzduch byl vhé&m do multiatomizatoru zvlaStnimrigpodem ptitokem

35 ml min® a tento pitok {izen hmotnostnim ptokonrem.

Po urité dol# dochazelo k poklesu citlivosti a proto bylo nutméltiatomizator

vycistit ve snési kyseliny fluorovodikové a dusié v pondru 7:3 po dobu 10 minut. Poté

byl multiatomizétor promyt deionizovanou vodou aden proudem plynného dusiku.

2.7.2 Grafitova kyveta

K ovéreni koncentrace arsenovych specii ve standardoitbaich bylo vyuzito

stejného spektrometru jako Yipadt pouZziti Kemenného atomizatoru. Bylo vyuZzito

systému s grafitovym atomizatorem a Zeemanovskoekkd pozadi. Grafitova kyveta s

platformou byla modifikovdna permanentnim modifikém iridiem s nadavkovanim

40pl o koncentraci 100Qg I* s 20pl 0,2% HNQ. Teplotni program pro modifikaci

povrchu grafitové kyvety uvadi nasledujici tabulka.

Tab. 2.7-1:Teplotni program pro modifikaci povrchu grafitowgvety; , — doba nérstu teploty, ¢ — doba

setrvani teploty

Priitok chladiciho

Krok T (°C) i (S) t(S) .
plynu (ml/min)

1 110 1 250
2 130 30 250
3 1200 20 10 250
4 2000 1 5 250
5 1200 20 30 250
6 2000 1 5 250
7 1200 20 30 250
8 2000 1 5 0

9 2000 2 5 250
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Pro experiment bylo davkovano fiDvzorku s 12ul 0,2% HNG na platformu
grafitové kyvety pomoci automatického davkéeakoncentrace zasobniho roztoku kazdé

specie byla 10l 1. Teplotni program kyvety je uveden v tab.2.7-2.

Tab. 2.7-2:Teplotni program grafitové kyvety

Pritok chladiciho

Krok T (°C) t (S) t(s) . Popis @je
plynu (ml/min)
1 110 1 30 250 suSeni
2 130 15 30 250 suSeni
3 1200 10 20 250 pyrolyza
4 2000 0 5 0 atomizace
5 2200 1 3 250 ¢isténi atomizatoru

2.7.3 Flame in gas shield atomizator

Atomizatorem pro AFS byl FIGS. Byla provedena watizace piitoka plyna do
atomizatoru vzhledem k maximalni citlivosti a stabi signalu. Optimalni mitoky
500 ml mir* argonu a 300 ml mihvodiku byly vedeny T-spojem za kryogenni past do
vertikalni trubice FIGS atomizatoru. ok kysliku do kapilary na jejimz konci o
mikroplaminek byl nastaven na 2,5 ml minPritok argonu do stinici jednotky byl
nastaven na 1,5 | mindo vnitniho i vrgj$iho kanalu stinici jednotky. Usfgmlani FIGS
atomizéatoru se vstupy plyrukazuje obr.1.2-5.

V chromatogramech uvedenych v kapitole 3.5 MoindSES detekce pro
speci&ni analyzu arsenu je na ose pro signal uveden whbsaignal (AS) v jednotkach

uV. Jedna se o odezvu detektoru reprezentujicidiemnci atorinarsenu.

2.8 Radioindikatorové experimenty

Pro zjis&ni innosti zachytu a uvotmi a distribuce arsanu v kryogenni pasti bylo
vyuZito tzv. radiondikatdr (radioaktivnich indikatdr) jmenovit "*As a’* As s polgasy
rozpadu 80,3 a 17,8 dni. Tyto indikatory bylppaveny v U 120 M cyklotronu (Ustav
jaderné fyziky AVCR, v.v.i.; ReZ u Prahy) bombardovanim oxidu gerndaého jako

tetového materialu protony (energie 36MeV, proud\Xdle reakce:
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Gewat (p.x N)>"As (2.1)

Nasledovala chemicka separaéehto radionuklid o vysoké specifické aktiwit Tato
separace byla uskut®na na Ustavu analytické chemie AUR, v.v.i.; detaSovaném
pracovisti — oddeni stopoveé prvkové analyzy v PrazeeKie sntsi radioindikatoi byl
piitomen i izotop”'As s poldasem rozpadu 2,7 dni. Vzhledem k jeho kratkém Gasio
nebyl vyuzit @i vyhodnoceni. VSechnyitizotopy jsou tzv. gama #&e. Odpovidajici
ary jsou 53 keV préAs a 596 keV pro izotoffAs.

Zasobni roztok radioindikatoru byltipraven v kyselid chlorovodikové o
koncentraci 7 mol'l. Detekce obou radioindikatbprobihala v intervalech (od 30 do 200
keV a od 30 do 1300 keV) skenovanych pomoci ,a@tohga counting” systému
vybaveného scintitaim Nal (TI) studnovym detektorem (popsanasti 2.2 Fistrojové
vybaveni). Tohoto fistroje bylo vyuZito fi stanoveni finnosti zachytu a uvotmi ve
sklerené U-trubici plkné chromosorbem if&menné kapii.

Pro distribuci arsanu ve skkaré U-trubici plné chromosorbem bylo vyuZzito tzv.
bezfilmové radiografie na desce (dale jen autogdiiie) (viz. kapitola 2.2 i#strojové
vybaveni). U-trubice byla upevna k jedné ze &h polyetylénové nadoby tvaru kvadru
s tlou¥kou seny 0,4 cm a objememiiplizné 5 |. Nadoba byla napéna dusikem tak, aby
U-trubice byla poniena ve stejné délce jako je tomu v automatickém umdieni.
Trubice byla vstupnéasti napojena na hydridovy generator a byl provddek zachytu
stejnym zjisobem jako je tomu v automatickém maédéremi s AAS. Po zachytu byla U-
trubice odpojena od hydridového generatoru a napwéti vystupnicasti umisiny malé
zdvojené kolony tviené silikonovou hadici vriitiho paméru 3 mm s pepazkou
z molitanu mezi ddma napl&mi aktivniho uhli s velikostéastic cca 2 mm (cca 1+1 g
v jedné dvojité kolo#). Na op&nou stranu ghy nadoby s fipevrenou U-trubici byla
piipevrena radiografickd deska a ponechana 5 hodin prdepnkzéadioindikatorem
zachycenym v U-trubici. Poté byla radiograficka ldesyvolana diky Fuji BAS 5000
laser scanneru a ziskany 2D obrazek ve formatuiggilné posouzen.

Pro stanoveni dinnosti zachytu a uvolmi arsanu v kryogennich pastech bylo
stanoveno mnozstvi zachyceného a proslého radi@itatu v kroku zachytu stejntak
mnozstvi zadrzeného a uvehgého radioindikatoru ip kroku uvolreni. Timto zgisobem
byl m&ien tzv. piinikovy signél nebo-li mnoZzstvi radioindikatoru peo&chem zachytu a

nasledd behem uvolrni, zadrzené v oboufipadech na dvojkolonach s aktivnim uhlim
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s 2g aktivniho uhli zapojenych na vystupu kryogegratti. Tyto kolony byly po skaeni
kroku zachytu (1. sada dvojkolon) a uvin (2. sada dvojkolon) proffeny s pomoci
scintilaniho¢itace (viz. 2.2 Fistrojoveé vybaveni) a stanovena tak aktivita venfopoctu
pulzi za minutu (cpm — counts per minutes). Préfteni byla kazda zdvojena kolona
rozpilena a ndena pouze jedna jejést.

Pro kazdy experiment bylo provedenst pnéieni. Od ziskanych hodnot bylo
odeteno pozadi (hodnota aktivity pro prazdnou nadodwzorek), proréfené pro osm
opakovani s prazdnou nadobou pro vzorek.

Vztaznad hodnota pro radioindikator nebo-li sign@ro 100% obsah
radioindikétoru, byla ziskana ze sedmgieni standardniho roztoku radioindikatoru
s aktivitou giblizn¢ 3,1 kBq. K této hodnétpo odeéteni pozadi byly vztahovany ziskané
hodnoty aktivity z prorfovani dvojkolon s aktivnim uhlim. Ke stoprocentnimachytu
radioindikatoru dochazelo v prvni polo¥imdvojené kolony s aktivnim uhlim. Drubiast
slouzila jako rezerva vifpadt nefunkénosti prvni poloviny. Timto zsobem byla
ziskana tinnost zachytu a uvodmi arsanu z kryogenni pasti. Mnozstvi zachyceného
radioindikatoru v kolonach s aktivnim uhlim bylo hodnoceno pomoci scinttiaiho
gamacitate Minaxi 5000. Red nEfenim scintil@nim gamaditatem byla zdvojena kolona
rozpilena na dv ¢asti (kazda 1 g aktivniho uhli) a kazt#st prongiena zvIas.

Typicka aktivita vzorku vyuzitéhoipjednom replikatu analyzy byla 5 kBqg. Protoze
tento radioindikator & vysokou specifickou aktivitu, bylo nutné vyuziemadioaktivni
arsenové formy jako tzv. n@si. Neradioaktivni forma arsenu (iAs byla i
radioaktivni forn¢ ve velkém pebytku tzn. na 1 ng zachycené anorganické formgnars
pripadalo pouze Id ng radioindikatoru, proto profispsvek k celkovému mnoZstvi
neradioaktivni anorganické arsenove formy byl zhaded Pod#lo se tudiz zajistit stejné
podminky vzhledem k mnozstvi analytu jako je tomekperimentech s AAS.

Pro vyhodnoceni dinnosti z&chytu 1 uvolkni byl pronmgien vzorek
s radioindikatoremied analyzou a tim byla ziskdna hodnota aktivityowdigajici 100 %
obsahu radioindikatoru ve vzorku #y). Pro uteni mnozstvi hydridu, které bylo
vygenerovano bylo nutno zifit kapalny odpad po generovani gd. Tedy frakce
radioindikatoru, ktera nebyla vygenerovana lze tedfinovat jako ,dinnost’ Eieg

rovnici:

Eneg= Aodpad Avstup (2.2)
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Enegbyla pro vSechny experimenty mensi nez 10 %.
Aktivita radioindikatoru pevedeného do plynné faze (vygenerovaného)

oznaeneho Aenlze definovat vztahem:

Agen= Avstup - Aodpad (2.3)

Tato hodnota pro deni &innosti zachytu a uvolmi byla nastavena jako 100 % odezva
aktivity a k této hodna@tbyly poté vztahovany aktivity kolon nagimych aktivnim uhlim
vyuzitych i kroku zachytu a uvokmi.

Frakce radioindikatoru zadrzeného celym systémemdridiového generatoru
véetng kryogenni pasti a kolonek naphrych aktivnim uhlim (Barawry byla definovana
jako aktivita jakekolivcasti aparatury (Avaraury PO €xperimentu k aktivitradioindikatoru

prevedeného do plynné faze4 A a tedy definované nasledujici rovnici:

Eaparatu ry— Aaparatur)/ Agen (2 . 4)

Bylo owteno @i meéfeni se scintiltnim gamacitatem Minaxi 5000, Ze geometrie

meétenychéasti aparatury nema signifikantni vliv na citlivastresnost nseni.

2.9 Bun écéné suspenze — slurry sampling

Vychozi vzorky suspenze mysich jater byly ziskdaeyspolupracujiciho pracowist
(Department of Nutrition, University of North Caiwh at Chapel Hill, USA). Tyto vzorky
obsahovaly dostateé mnozstvi studovanych forem arsenu. Jednalo fedfreé 10%
bung¢né suspenze.

Priprava vzorku butné suspenze spiwala v navazeni odpovidajiciho mnozstvi
jater (,mokra véha“), fdani odpovidajiciho mnoZstvi deionizované vody,
zhomogenizovani pomoci skierého homogenizatoru s teflonovym t&em.
Homogenizator skladajici se z rotujiciho teflonavélowcku a sklegného hmozde
dovoluje gipravit buré¢nou suspenzi s rozknim na jednotlivé hiky a zarove
minimalnim porusenim bwhk. Pro zachovani speciai informace byl vzorek mysich jater
pii homogenizaci chlazen ledem, aby nedoSlo k velké@wySeni teploty vzorku. Po

homogenizaci byl vzorek zamrazei {@plot -80°C[ 32] .
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Pro optimalizani studie bylo nutné tyto vzorky reit vzhledem k péeke velkého
mnoZstvi vzorku pro gfeni. \EtSinou tedy bylo pouzito 1% b&né suspenze v kazdém
replikatu. Red kazdou studii byla ziskana kaldmé piimka metodou standardniho
piidavku a jeji srrnice porovnana s kalib¥ai piimkou vodnych standardnich roztok
Pro n&feni metodou standardnih&égavku bylo nejprve do vialky napipetovansdgusné
mnozstvi vody poté bwtiné suspenze déle standardniho roztoku arsenovéy.form
Nakonec bylo fidano mnozstvi 10% roztoku L-cysteinu hydrochloridi¢, aby vznikl
2% roztok, ktery je nutny pro spravnoudegredukci vSech arsenovych specieg
analyzou. Z kazdého taktaipraveného vzorku byly, po uplynuti minimal60 minut
nutnych na redukci arsenovych specii, ptteny ti replikaty. Schéma hydridového
generatoru s kryogenni pasti pro tento druh vizarkadi obr.2.3-2Pfi davkovani do
pipetovaci Sgiky spojené s generatorem hydritdyl bran vzorek o objemu mezi 250 —
600 ul. Po nasati do systému hydridového generatoru piyttano 500ul deionizované
vody na proplach kanalu pro vzorek. Po slarn experimentovani byl cely systém
hydridového generatoru vymyt 1 méi kyselinou chlorovodikovou a poté deionizovanou
vodou.

Kvili zabraréni penéni reakni smeési bkéhem generovani hydridbyl proveden

piidavek 25Qul 10% antifoam emulze do 50 ml 1% roztoku tetrabpdratu.

2.10Konvence a zpracovani nam érenych dat

Pro experimentélni agly byla vybrana plocha piku (P) jako vyhodnocovaci
parametr. Ostatni parametry jako vySka piku (Meni ¢as (k) a Stka piku v polovig
vysky (dale jen FWHM) byly sledovany a pouZzity grorovnani uspi@dani pro izné
podminky.

V pripact redukeniho¢inidla je pouzita jeho koncentrace oZzagana jakow nebo
jednotkou %. Prav plati, Ze nap v pripadt koncentrace 1 % tetrahydroboratu je navazen
1 g tohoto redukniho ¢inidla a doplgn do 100 ml odpovidajicim rozpo&dtem v tomto
piipadt deionizovanou vodou.

Pro &ely této prace j&€asto ozné&ovan objem standardniho roztoku formy nebo
forem arsenu brany dodticiho cyklu (rozumi se jeden replikat) jako vzorékicmére
jako vzorek je oznsmvan i vzorek bugné suspenze nebo i slepé stanoveni. Davkovani

vzorku probihalo kanalem pro vzorek v obr. 2.3-1.
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Pro pehlednost jsou ip popisu pikk v chromatogramech pouzivany zkratky
vychozich forem arsenu vstupujici do hydridovéhoegétoru.

2.10.1 Software

K namgfeni, zpracovani a vyhodnoceni dat byl pouzivanedagikci software: AA
winlab 32 ver. 6.5, (Perkin Elmer instruments LLOSA); Microsoft® Word a
Microsoft® Excel 2000 (Microsoft Corporation, USA)Microcal™ Origin® 7.5
(Microcal Software, USA);

2.10.2 Vyhodnoceni nam érenych dat

Pro generovani substituovanych hydrids kryogenni pasti byl ziskan
chromatogram ze softwaru AA winlab 6.1 atomovéhcoatiniho spektrometru a
nasledg exportovan jako txt soubor pro dalSi vyhodnoc&oiftware AA winlab 6.1 totiz
nedokazal vypétat plochu samostatného piku (P), ale pouze plodalého
chromatogramu. Ziskany zaznam v txt formatu bylmawyhodnotit pomoci Microsoft®
Excel 2000 a Microcal™ Origin® 7.5.

Pomoci Microsoft® Excelu 2000 byl vytien pracovni list, do kterého byly
importovany data (pro jeden chromatogram bjilgloupce —€as, signal AA, signal DBC).
Signal AA obsahoval data chromatogramu &jzlylo provedeno vyhodnoceni formou
integrace od nastaveny¢hsovych intervdl. Interval pro dany pik Zéna vcaset; a korti
v ¢asety.. ProtoZze spektrometr mé vzorkovaci frekvenci 50 pdeet znerenych hodnotn,
absorbance je:

n=500(t - t,)+ 1 (2.5)

Nejdrive byla provedena integrace piku od nulové absmeballe nasledujiciho
vztahu kded je integral :

o= (W), -t,) D A (2.6)
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kdeA je i-ta hodnota absorbange]l plati procas:, (zatatek intervalu)i=n plati procasz,
(konec intervalu). Déale byl vygten integral zakladni linie a hodnota tohoto inégr
odeitena od J. Timto byl vyp@ten integral tzv. korigovany na zakladni linj dle

nasledujiciho vztahu.

Ik - IO _ (tk - tz)[(zAz + Ak) (27)

Kde A; je primér z 50¢teni absorbance (1 s) @dsut, —1 docasut, a A¢ je pramér z 50
¢teni absorbance (1 s) ¢dsutk docasut,+ 1.
Nastaveni integtmich mezi ukazuje nasledujici obrazek.

e —

\

-

Obr. 2.10-1: ukazka nastaveni integrgich mezi pro pik arsanu slepého stanoveni; jettnosevy interval
pro nastaveni zakladni linie je vzdalenost mezem@n acervenym bodem; ¥asovém intervalu mezi
¢ervenymi body# a & je provedena integrace piku od nulové absorbance;

Pro zjiS&ni plochy slepého stanoveni byl pouzivan stejtigtpp. V gipad, Ze
v chromatogramu nebyla viditelna kontaminace v &psb danou formu byly pro integraci
brany stejné intervaly jako pro pik dané arsenowény pro danou koncentraci ve
standardnim roztoku (Rg I'Y). Pro porovnavani a ekovani vypétené plochy pik byl

vyuzivan i Microcal™ Origin® 7.5 kde Ize nastaviaktadni linii, od které je
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uskuténovana integrace. Mimo plochy piku (P) byly z tohptogramu ziskany reténi
¢as (k), Sirka v polovirgé vysky piku (dale jen FWHM) a vySka jednotlivyctkpi(v).

V piipact stanoveni detekich limitd pro uvedené iistupy bylo namsfeno deset
slepych pokus a pst pokusi se smisnym standardem obsahujicim YASVMAs', DMAs"
event. standardnim roztokem s TM& Vyhodnoceni spdvalo v ugeni standardni
odchylky plochy pik (s) pro slepy pokus nasoberénii a jeji vztaZzeni k ploSe ikpro
jednotlivé formy arsenu ve standardnich roztocidkomcentraci kazdé specie |y I*
(IUPAC| 116)).

2.10.3 Statistické zpracovani vysledk

Z vyslediki opakovaného #ieni byla odhadnuta spravna hodnota pomoci

aritmetického piméru a zarove urcena i standardni odchylka dle vztahu:

LSSy

kde n predstavuje peéet provedenych paralelnich éfeni sledované veliny a x;

nantienou hodnotu sledované ity pro v pdadi i-té néreni ax aritmeticky ptimer.
V piipact potreby byla vyhodnocena i relativni 8radatnd odchylka, jenZ je vyjéeha

vztahem:

(2.9)

%)
1
X 1| »n

Vysledky byly testovany podle Grubbsova T-testwdkhlost dle vztahu:

T:‘Xi _;‘ n_. ()=1n (2.10)
S n-1

kdex; je testovana hodnota, je aritmeticky pémer, T porovnavame s kritickou hodnotou

T (a,n) (viz.[ 117] ), sje snerodatna odchylka ze vSech vyslédk je paiet vysledk.
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Pokud neni explicith uvedeno jinak vysledky jsou uvid/ jako aritmeticky
pramér + smerodatnd odchylka. Vdkterych gipadech je uvedena misto &adatné

odchylky kombinovana nejistotg dle vztahu 2.11.

Ug (X) = 4/U(X) + u2(X) (2.12)

kdeua aug jsou nejistoty vyjatkené ve ¥tSirg pripadi smérodatnou odchylkou eventu&ln

relativni snérodatnou odchylkou stanoveni.
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3 Vysledky a diskuze

Vysledky a diskuze jsou rozieény do gti kapitol. Prvni kapitola se zabyva
vyvojem a optimalizaci metody pro spegia analyzu arsenu zaloZzenou na selektivnim
generovani substituovanych arga®bsahem je posouzeni a ¥yhbvhodného fstupu
selektivniho generovani, nasleduje diskuze stgbjidnotlivych forem arsenu, popis
problémi spojenych s vyuZzitim danéhatigtupu selektivniho generovani hydrigro
uspdadani HG-CT-AAS a moznosti eliminacehto probléend.

Dalsi kapitola je zagtena na aplikaci vyvinuté metody selektivniho genénd
substituovanych hydrid na vzorky biologickych tkani stigtupem dévkovéani bgdné
suspenze do hydridového generatoru bez mineralizaa&u ged analyzou.

Samotna kryogenni past je slozity systém na ohslgamotné sestaveni. Proto se
dalSi d¢ kapitoly zabyvaji dalSich vyvojem tohoto systémro zlepSeni paraméir
chromatogramu tauz drobnymi nebo razantnimi 2mami vedoucimi k miniaturizaci
tohoto systemu.

Detekeni limity jsou dileZitou sodasti této prace. Proto je tomuto tématnovana
nalezita pozornost. S timto tématem souvisi i mivdldapitola studujici potencial AFS
jako detektoru pro dosazeni vyznaimmizSich deteénich limiti dalezitych pro analyzu

biologickych materiai.

3.1 Vyvoj systému HG-CT-AAS pro specia €ni analyzu arsenu

Cilem tétocasti prace byl vyvoj metody pro stanoveni substitunych hydrid
arsenu. Vyvoj byl zagfen na uspi@dani hydridového generatoru s kryogenni pasti pro
zlepSeni parameitrchromatogramu jednotlivych forem arsenu a schapaplkovat toto
uspdadani na spediai analyzu arsenu v biologickych materialech.

Vhodny vyker pristupu selektivniho generovani hydrids rozlisenim ii- a
pétimocnych forem je dleZitou sodasti vyvoji metody. Nutnost rozliSovatita
pétimocné formy arsenu je dana jejich rozdilnou tiwic (viz. 1.1 Slodeniny arsenu a
jejich toxicita). ldealnim fipadem je metodatipkteré Ize vygenerovat vSechny hydridy
arsenu se stejnou citlivosti. V tomttigac I1ze vyuzit jednu formu arsenu jako standardu
pro owteni funkce pasti i pro porovnani s citlivosti ostelh forem.

Pro pouzité spojeni HG-CT-AAS je nutné eliminovatri paru a aerosol vstupujici

do kryogenni pasti Zigobujici jeji zablokovani a znemai pokra&ovani analyzy. Tento
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problém je odstraim umis&nim odpovidajiciho suSicihofzzeni gred vstup do kryogenni
pasti. Pokud neni suSicim fizenim &&inné absorbovana vodni para a aerosol,
v chromatogramu je pozorovatelna nespecificka gaosorNespecificka absorpce vznika i
pii pouziti L-cysteinu naigdredukci vzorik. Divodem je pravépodobr sulfan, produkt

z rozkladu L-cysteinu. Idedlnimiipadem je zédzeni, jenZ je schopné eliminovat vodni
paru s vysokou dinnosti i rozkladné produkty L-cysteinu, aby nedim#io k vzniku
nespecifické absorpce a tim zkresleni chromatog@senovych forem.

Nizké detekni limity pro aplikaci vyvinuté metody na biologi€kypy vzorki jsou
dulezitou podminkou. Proto je vtéto pracénevana detalnim limitim nalezita
pozornost. Biologické vzorky zejména vzorky tkasdy ¢asto dostupné v omezeném
mnoZstvi. B nutnosti opakovat analyzu takového vzorku je BupouZitiedni na
dostatény objem. SniZzeni koncentrace arsenovych foremd& thevyhnutelné. Proto pro

speci&ni analyzu arsenu je nutné vyuzit metodu dosahuijzéié deteéni limity.

3.1.1 Selektivni generovani substituovanych hydrid U arsenu

Idedlnim pipadem selektivhiho generovani substituovanych itigdby byla
moznost generovat hydridyimocnych forem v alikvotu vzorku (alikvot A) a pongné
podminek generovat hydridggmocnych forem v dalSim alikvotu vzorku (alikvo).B/e
skut&nosti neexistuje Zjsob generovani arsanu selekiypouze z ptimocnych forem.
Procedura proto vyuzivd generovani hydrid timocnych forem (I1ze zajistit vhodnou
volbou podminek generovani) v alikvotu (alikvot &)generovani hydridz obou forem
(Ize zajistit nap. predredukci ptimocnych forem) v dalSim alikvotu (alikvot B).
Zastoupeni ¢imocnych forem je stanoveno rozdilem obou alikvot optimalnim
piipadt jsou citlivosti fimocnych i gtimocnych forem v alikvotu B i citlivosti
tiimocnych forem v alikvotu A stejné. V tomtdipadt Ize pouzit vztaZeni vSech forem
k jedné specii, tzn. postaje zneiit signal standardniho roztoku jen jedné formyadnem
alikvotu (pstimocné formy v alikvotu B, nebditnocné formy v alikvotu A B). Timto je
usnadgna situace, protoZze neniteba pracovat se standardnimi roztok§asfo)
nestabilnich forem 69] .

Nasledujici podkapitoly v této kapitole 3.1.1 sbyzaji optimalnimi podminkami
generovani hydrid a vykrem vhodného ffstupu k selektivnimu generovani
substituovanych hydrid s ohledem na stabilitu toxikologicky zajimavychserovych

forem pouzitych v této praci.
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3.1.1.1 Selektivni generovani hydridi zaloZené na zréné pH

Selektivniho generovani iAsa iAs’ Ize dosahnout zémou pH prosedi[ 12] .
Popsany fistup v uvedeném literarnim zdroji vyuzZiva davkavéispdadani hydridového
generatoru. Selektivni generovani pouéimocnych forem je uskut#govano z prosedi
TRIS pufru a iti- s mtimocnymi formami arsenu v prdstdi 1 molt* HCI (viz. 2.4.2
Selektivni generovani hydfidzalozené na zéms pH). Citlivosti pro iAs' a iAs’ byly
shodné[ 12] . Nicmérg v konvergnim kontinualnim usg@dani hydridového generatoru
(popis viz[ 42]) byla zji&na nizsi citlivost pro iAS Ani s koncentraci kyseliny
chlorovodikové (10 molY) nema arsan vygenerovany z YAstejnou citlivost jako arsan
vygenerovany ziA%. Na zaklad tohoto zjis¢ni byl prodlouZen reaki ¢as nutny
k vygenerovani arsanu z iAgpomoci prodlouZeni redki civky. S vyuZitim dostates
velké reakni civky s objemem az 15 ml{(podni 0,8 ml) odpovidajici débsetrvani
realéni sn¥si cca 40 s bylo dosaZeno stejné citlivosti prg'iAiAs. [ 42]

Selektivni generovani zaloZzené nacémin pH tedy dosahuje ifpadu stejnych
citlivosti pro olg arsenové specie jen za enormniho prodlouZzenéméakvky a @i pouziti
vysoké koncentrace HCI. Toto zme komplikuje provedeni analyzy. Hlavni nevyhodou je
vSak neunosné zvySeni nebedpaterferenci v kapalné fagid7] . Z rozdilnych citlivosti
pro ptimocné aiimocné formy arsenu v obvyklém usadani tedy vyplyva nemoZznost
vyuziti jedné arsenové formy jako ,refetef® pro ostatni formy arsenu. Proto nebylo

tohoto gristupu ve spojeni s AAS nadale vyuzito.

3.1.1.2 Selektivni generovani hydridi zaloZzené na pedredukci L-cysteinem

Alternativou k problematickému selektivhimu genenolv hydridi zalozeném na
zmeéné pH je pouziti L-cysteinu pro neselektivni generdvarsah z i i pétimocnych
forem v alikvotu B a selektivni generovani pouiembcnych forem arsenu v alikvotu A
(viz. 2.4.1 Selektivni generovani hydiidaloZzené naipdredukci L-cysteinem) zaji&té
udrZzenim dostate¢ vysoké hodnoty pH 6ipredukci tak, aby dochazelo ke generovani
pouze timocnych forem arsenu. NejanéjSim a nejjednodussSim agpobem je pouZziti
odpovidajiciho pufru. Idealnimtipadem je TRIS HCI pufr, ktery vykazuje maximalni
pufrovaci kapacitu v mignbazické oblasti. Diky tomuto reakmu médiu Ize udrZet

stabilni podminky pro generovani. Krérkonverze iimocnych forem arsenu naiglusné
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hydridy dochéazi v alikvotu A také ke konverzi TMAB na trimethylarsan. Trimethylarsan

z TMAS'O Ize generovat jiZ za reakce s tetrahydroboraRrmtuto formu tedy neni nutna
piedredukce L-cysteinem. Po pgbinuti reakce v hydridovém generatoru s davkovanim
alikvotu A se pH pohybuje blizko hodnoty 6,5. Be#itgmnosti TRIS HCI pufru

v hydridovém generatoru se hodnota pH pohybujesinsirozmezi mezi 6 az 8.

Alikvot B je podroben pedredukci L-cysteinem ipd analyzou (viz. 2.4.1
Selektivni generovani hydfidzaloZzené nafpdredukci L-cysteinem). &mocné formy
jsou grevedeny narfimocné. Vyjimkou je TMASO, ktery reaguje s L-cysteinem za vzniku
tekavého trimethylarsanu, ktery naslédasténe vyteka, takze jeho stanoveni v alikvotu
B je nemozné. Vzhledem k tomu, Ze dochazéiknému generovani hydiidz prostedi L-
cysteinu ve velmi Uzkém rozmezi pH42], je nutné pracovat v prdstli se stabilni
hodnotou pH kolem 6Re3enim je oft pouZiti TRIS HCI pufru. Pokud je standardni
roztok iAs’ v deionizované vad podroben fedredukci L-cysteinem, je pH 1,5 a po
smiseni s TRIS HCI pufrem 1,9. Po zreagovani algtiroboratem v hydridovém
generatoru se pH roztoku po reakci pohybuje mednbtami 6,8 az 7,4. Vifiomnosti
TRIS HCI pufru je tedy pH pro generovani hydrgtabilrgjsi.

Citlivosti pro formy arsenu iAS a iAs’, MAs’, DMAs’ a TMAS'O z alikvotu A i
B jsou za pitomnosti TRIS pufru stejné. Présti TRIS pufru dokaZze zabezjie
selektivni generovaniimocnych forem bez generovanitimocnych forem arsefiy?] .
Opakovatelnost ploch pikpro vSechny pouzité specie byla gehto podminek pod 5 %. Z
toho vyplyva, Ze zde popsanyigtup ke specimi analyze zalozené na selektivnim
generovani substituovanych hydrid gedredukci L-cysteinem splje pozadavek stejné

citlivosti pro vSechny arsenové formy.

3.1.1.3 Stabilita forem arsenu

VySe uvedeny fistup gedredukce L-cysteinem ke spegia analyze arsenu
zaloZzeny na selektivnim generovani substituovamyatridia (popsanych v 2.4) umadje
vyuzit jedinou formu pro ziskani refetgr plochy piku, ke které jsou plochy piku
ostatnich forem vztahovany a &wvana tak spravna funkce celého systému i stabilita
ostatnich forem. Jako nejvhagi forma byla zvolena zidodu nejvySSi stability a
nejednodudsi ifpravy standardniho roztoku oproti ostatnim forméihs’. U
methylovanych gimocnych a iAY dochazelo kasténé redukcici oxidaci. V pipads

DMAs" a TMAS'O dochazelo k zriaym ztratdm s pouZitim nafionové membrany (viz.
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3.1.2.3 SuSeni nafionovou membranou). Proto byldnéuztraty ostatnich forem
eliminovat. Jednotlivé #tené standardni roztoky byly¥ipravovany vzdycerstvé a pro
experimentovani bylo voleno us@dani bez nafionové membrany nebo s jinym druhem
susiciho z#izeni kdy nedochazelo ke ztratam. Vzhledem k ndstalpouzitych forem
arsenu byl kladentdaz na jejich skladovani a postufygavy. Veskeré pouzité standardni
roztoky s koncentraci 100 ng b vy3Sibyly uchovavany § teplot 5 °C a ped nerenim
byly vytemperovany pouze stanim za laboratorniotgpl Pro pipravu standardniho
roztoku 100 ngT iAs" byla pouZita deionizovana voda zbavena kyslikubpbtanim
plynnym dusikem po 30 mip11§ . Pro standardni roztokyépmocnych forem byla
pouzita pouze deionizovana voda. U takiipgavenych standardnich roztojednotlivych
forem o koncentraci 100 ng*lkazdé formy nebyla pozorovana &m mocenstvi ani

obsahu dané formy p@&kolik mésiai.

3.1.2 Vyvoj systéemu HG-CT

Cilem této kapitoly bylo optimalizovat parametryyigenni pasti. Podminky
zachytu a uvoleni v systému kryogenni pasti ve spojeni s AAS detelyly
optimalizovany pro dosaZeni dostaté citlivosti a rozliSeni pik hydridi jednotlivych
forem arsenu v chromatogramu s ohledem na omezdabu n&itani chromatogramu
spektrometrem (58 s). uleZitou roli hraje precizni nastaveni teplotnihcogramu
kryogenni pasti v pod@bU-trubice, které mé vliv jak na tvar gikednotlivych forem, tak
na jejich rozliSeni. DalSim parametrem jsouitpky plyni v kroku zachytu i v kroku
uvolreni.

Dulezitou c¢asti systému HG-CT-AAS razenou mezi hydridovy generator a
kryogenni past je suSici ifzeni, které zabtmje vstupu vodni péry a aerosolu ze
separatoru fazi do kryogenni pasti. Vymrazovanimnvagpary a aerosolu dochazelo
k zablokovani U-trubice fiblizné¢ po 30 ngticich cyklech. Nasledkem zablokovani byl
pietlak v systému HG-CT s nebezfra poskozeni. Rozmrazeni vytemé ledové zabrany
vyzadovalo odpojeni kryogenni pasti, napojeni pooaepfitok helia (90 ml mii) a
ohtev pro dosazeni vice jak 100°@khzné po 30 min.

DalSi nevyhodou ifitomnosti vodni pary byl jeji postup do multiatodtiaru kde
dochazelo ke vzniku nespecifické absorpce v teieh casech MAs a DMAs
v chromatogramu. SuSenim omezené a konstantni mwhoisdni pary zfisobuijici

nespecifickou absorpci vstupujici do multiatomizattze kompenzovat pouzitim DBC.

61



Pouzitim DBC nicmé# dochézi ke zvySeni Sumu zakladni linie coZz zvyZigekni
limity pro jednotlivé specie (dale viz. 3.1.3 Detaklimity ).

Nutnosti bylo vyvinout suSici raeni schopné dost&t@ eliminovat vodni paru a
aerosol a zarowenezmsobovat ztraty analytti/ochem transportu do kryogenni pastii P
odstrarni &chto interferent by bylo mozné pracovat bez DBC a tim dosahnoiciiz
detekenich limiti.

3.1.2.1 Optimalizace U-trubice

Kritickymi parametry ovliviujici chromatogram jsou pro ugpdani kryogenni
pasti v podob U-trubice teplotni program a {ioky plyni. Pritoky plyni v krocich
zachytu a uvoléni byly optimalizovany. Vychozimi hodnotami pro wopélizace byly
priaitoky pouzivané ied zahdjenim této prace. Pro zachyt i udoinse stoprocentni
ucinnosti byly nalezeny optimalnijgoky helia 75 ml mift a vodiku 15 ml miff. Zmgnou
pratoku helia v rozmezi 30 - 200 ml mirdochazi k snizeni plochy piku forem arsenu.
Sitka v polovirg vy3ky piku (FWHM) neni z&mou piitoku helia vyznamé ovlivnéna.
Pro pitoky helia pod 75 ml mih dochazi k vyznamnému rozmyti pik Pritok
75 ml min® byl nastaven jako optimalni bez vyznamného zhdr&ealiSeni pik
arsenovych forem.

Zpasob oltevu kryogenni pasti v kroku uvani hydridi arsenu z U-trubice
(kryogenni pasti) ovliiuje reteni ¢as a tvar pik hydridi arsenu. Se zvySujici se
rychlosti oltevu dochazi ke snizeni reteich cadi piki hydridi arsenu, ale zaroiie
dochéazi i ke zhorSeni rozliSeni. Vzhledem k omezdon& n&itani chromatogramu
spektrometrem (viz. 2.2 fBtrojové vybaveni) bylo nutné optimalizovat reieincasy
hydridi arsenu tak, aby piky byly v rozmezi dobyiténi chromatogramu s maximaln
dosazitelnym rozliSenim. K dostat@mu rozliseni TMASO formy jiz nestailo snizeni
rychlosti olfevu, ale bylo nutné vlozit do teplotniho programmyogenni pasti mezikrok
s preruSenim orevu na ®kolik sekund jak ukazuje tab. 2.6-1.d#eé nastaveni tohoto
mezikroku bylo nutné k dostat®ému rozliseni mezi DMAs a TMAsS'O. Typicky
chromatogram pro sésny standardni roztok obsahuji¢tyti arsenové formy pro

optimalizovany teplotni program je uveden na obk:-13
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Obr. 3.1-1: chromatogram pro 1- iXs 2- MAs’, 3 — DMAS', 4 — TMAS'O (alikvot B); bez pouZiti suSiciho
zarizeni, s DBC; koncentrace kazdé formyg@I™;

Plochy piki iAs’, MAs', DMAs" (alikvot B) se obvykle pohybovaly kolem 1 s na
1ng arsenu srelativni smodatnou odchylkou pod 5 %. TMA® forma byla
vyhodnocovana z alikvotu A. Z chromatogramu na bl alikvotu podrobeného
piedredukci je pozorovatelny pik této formy, jehodghla se sasem snizovala (viz. 2.4.1
Selektivni generovani zalozené riaqredukci L-cysteinem). FWHM pro iAsa MAS’ se
pohybovala v rozmezi 2,0 — 3,0 s; pro DMA® TMAS'O v rozmezi 2,5 — 3,5 s. Vy3ky
pika nabyvaly hodnot absorbance pod 0,6 pro koncer2rpgil™ pro kaZdou formu arsenu
s relativni smrodatnou odchylkou vdkterych gipadech i pes 10 % stejh jako u
FWHM. Smerodatna odchylka reténich ¢adi byla nizsi nez 0,5 s pro vSechny studované
specie.

Po vyméné chromatografické ndpdn vymené vinuti odporového dratu U-trubice
nebo vyméné celé U-trubice dochazelo k zmé retergnich ¢asi, FWHM a tvaru pik.
Nicmére rozliSeni pik bylo po tchto zngnach a optimalizaci teplotniho programu
porovnatelné stgwvodnim stavem U-trubice. Zina retetinich ¢adi se pohybovala okolo
2's, zm¥na FWHM mezi 2 a 3 sekundami pro fApro MASs’ okolo 1,5 s a pro DMAsa
TMAs'O mezi 2 a7 3,5 s.
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3.1.2.2 Nespecificka absorpce

V chromatogramu vzorku podrobenéhtegredukci L-cysteinem (alikvot B) byla
pozorovana nespecificka absorpcéibl¥né v blizkosti retetniho ¢asu piku iAs
(o 3 s pozdji). VySka pozorované nespecifické absorpce bwlibliginé 0,01 s plochou
piku odpovidajici 0,06 ng As. Jako zdroj této nedmié absorpce byl gen produkt
rozkladu L-cysteinu (alikvot B) jelikoz bez tohoteedukniho ¢inidla nebyla tato
nespecifick& absorpce v chromatogramu pozorovaeplofa varu tohoto produktu bude
podobna tepld@t varu arsanu (-55°C). Praggbdobnym produktem rozkladu by mohl byt
sulfan ¢i jeho derivat dlecichoveho vjemu P kroku uvolréni kdy je registrovan
charakteristicky zapach. Linie pro signal DBC v.8ht-2 jasi vypovida o vlivu sulfanu

¢i jeho derivatu zfisobujici nespecifickou absorpci blizko reteimo ¢asu arsanu.
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Obr. 3.1-2: chromatogram pro fg I'* iAs (alikvot B); pi zapnuté DBC, tlustéara — korigovany signal
arsenove lampy - pik anorganické formy arsenuké&esra — signal DBC - 1 — nespecificka absorpce
z rozkladnych produktL-cysteinu; 2 — drift zakladni linie Agobeny vodni parou ze separatoru fazi;

Vodni para také Zjsobuje nespecifickou absorpci projevujici géstem zakladni
linie v retenich ¢casech nad 30 s, tedy zahrnujici rétértasy methylovanych forem
arsanu. Tento druh nespecifické absorpce je poaarsvi bez fedredukce L-cysteinem

(alikvot A i B). Chromatogram slepého stanoveni zeows deionizovanou vodou bez
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piidavku L-cysteinu ukazuje nespecifickou absorpadwaoa obr.3.1-3 pokryvajici oblast

retertnich¢asi methylovanych forem arsenu.

¥
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Obr. 3.1-3: chromatogram pro slepy pokusi gapnuté DBC (alikvot A)gerna linie — korigovany signal
arsenové lampy; $eda linie — signal DBC; 1 — koimane iAS'; 2 — drift zakladni linie zpsobeny vodni
parou ze separatoru fazi; (alikvot A);

Tato nespecificka absorpcetgobovala pozitivni interferenci bez zapnuté DBC.
Absorpce z#eni @i vinové délce arsenu (193,7 nm) molekulami vodyabgodrobr
studovana. Bvodem je molekulova absorpcé&atomové molekuly vody odpovidajici
jejim rota&nim, vibr&nim stawm a gechodim elektrori [ 119 . Pouzitim DBC Ize tyto
nespecifické absorpce eliminovat. NicrdéBBC zvySuje Sum zakladni linie a tim i
dochazi ke zhorSeni detelch limiti (viz. 3.1.3 Deteéni limity).

3.1.2.3 SuSeni nafionovou membranou

Pro suseni plynné sisi vystupujici ze separatoru fazi obsahujici anspgle&né
s vodni parou a aerosolem byla vyuzivana nafiomogenbrana specifikovana v kapitole
2.5.1 NafionovA membrana. Pro kvantifikaci vstumpd™ péary do systému kryogenni
pasti byl uskutenén experiment svymrazovanim vodni pary a proSléleooslu
nafionovou membranou kdy misto kryogenni pasti bylazena skletna trubice

pondena v kapalném dusiku (viz. 2.5.1 Nafionova memdoraho ukité doke generovani
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byla vymrazena vodni para zvaZzena. Byla sledovameslpst hmotnosti vymrazené vody
na pitoku suSiciho dusiku nafionovou membranou. Zavisloklada obr.3.1-4.

T T T T T T T T T T T
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= |
E
O a4l i
I
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2+ _ | -
L d 4 T
0 L L L L | L / L
-0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

v (I min™)

Obr. 3.1-4: zavislost hmotnosti vymrazené vodni pary a aerogolywo) na pfitoku suSiciho dusiku
nafionovou membranou (v); doba hydridového genaro88 min; n = 3

Maximalni snizeni mnoZstvi vstupujici vodni pargeaosolu do kryogenni pasti
Ize dos&hnout ip priitoku susiciho dusiku 2 | miinnafionovou membranou. Nicm&n
mnozZstvi vodni pary nelze snizit s pouzitim nafiehamembrany pod 0,9 mg za 30 minut
zapnutého hydridového generatoru. Eliminace vodiry pa aerosolu vystupujici ze
separatoru fazi nafionovou membranou je sice vymdanicmeér k bezproblémovému
provozu U-trubice je nedostgici. Po utité dok® mereni odpovidajici 50 #tticim
cyklim dochazelo k zablokovani U-trubice vymrazenou v@dmou.

Kritickou nevyhodou pouziti nafionové membrany yoyitraty dimethylované a

trimethylované formy arsanu z plynné&nbchem suseni jak ukazuje obr.3.1-5.
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Obr. 3.1-5 porovnani relativniho signalu §R pro kazdou specii koncentracepg I* (alikvot A pro
TMAs"0,B pro ostatni formy)pro susidla v podabnafionové membrany a patrony s NaOH (perly); TT-
uspdéadani s teflonovou trubici (referem signal); NM1-usptadani s nafionovou membranou MD-110-
12FP; NM2-usptadani s nafionovou membranou MD-070-24F-2; NaOHepat s hydroxidem sodnym
v podol# perel; hezdicka oznauije relativni signal pro TMAQ; n = 3; kombinované nejistoty115

Z obr. 3.1-5 jsou patrné vyznamné ztraty dimethgiee a stoprocentni ztraty
trimethylované formy arsenu pro dva typy nafiondvywembran ozri@nych jako NM1 a
NM2. Typ NM2 ma dvojnasobnou délku vifmt nafionové trubice a mensi vimt pramér
nez typ ozné&ny v NM1.

Zpasob uvedeného suSeni plynnéésmvystupujici ze separatoru fazi je tedy
nedostatény z divodu nizké dinnosti eliminace vodni pary a aerosolu. Podstatnym
zjistenim, vylwujici nafionovou membranu z dalSiho experimentqv§sdu vyznamné
ztraty methylovanych arsanProto bylo nutné nalézt jinou metodu suSeni pdysmési,

kterou popisuje nasledujici kapitola.

3.1.2.4 SuSeni patronou s hydroxidem sodnym

Z vySe diskutovanych pozorovani vyplynula nutnoshény nafionové membrany

za jiny druh suSiciho ¥&eni. Z literarnich zdréj se hydroxid sodny jevil jako
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nejvhodrgjSi moznost (viz. 1.4.2 Absotpi média). Usptadani patrony s hydroxidem
sodnym je uvedeno v kapitole 2.5.2 Patrona s hydemx sodnym.

Pro (el suSeni plynné stai bylo testovano d&kolik typa hydroxidu sodného
s riznou velikostic¢astic. Byl pouzit hydroxid sodny v podblperel, mikroperel, Supin.
Supiny hydroxidu sodného kladlyifi§ velky odpor proudu plyin ze separéatoru fazi a
proto byly vyloweny. Pro zbyvajici dva typy hydroxidu byly provegeexperimenty

zantiené na sledovani ztrat arsanu jak dokumentuje3obi6.

100

80 |-

60 |-

R, (%)

40 +
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1 2 3

typ susidla

Obr. 3.1-6: porovnani susidel v podsthydroxidu sodného; relativni signaldRoro 2ug ™ iAs” (alikvot
B); 1 — bez suSidla; 2 — se suSidlem NaOH perle;s& suSidlem NaOH mikroperle; n = 5; kombinované
nejistoty

Hydroxid sodny v podab perel nezfisoboval Zadné ztraty arsanu na rozdil od
hydroxidu sodného v podsbmikroperel. Pravépbodobnym dvodem ztrat arsanu pro
hydroxid sodny v podab mikroperel byl mensi gmér ¢astic a tim ¥tSi povrch, na
kterém doslo k zachyceriteSenim pro sudeni plynné &nproudici ze separatoru fazi je
tudiz vyuziti hydroxidu sodného sipnérem giblizné¢ 3 mm, ne mensim.

Pro pouziti hydroxidu sodného v podoperel pro suSeni plynné 8sn obsahuijici
methylované arsany bylofiptoupeno k sledovani ztrat pro tyto sleniny jak ukazuje
obr.3.1-7.
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Obr. 3.1-7: porovnani relativniho signalu §R pro kazdou specii koncentracep I* (alikvot A pro
TMAs"0,B pro ostatni formy)pro susidla v podabpatrony s NaOH (perly); TT-uspadani s teflonovou
trubici (referewini signal); NaOH-patrona s hydroxidem sodnym v fedperel; hézdicka ozng&uje
relativni signal pro TMA%O; n = 6; kombinované nejistoty;

Z obr.3.1-7 je patrné, Ze hydroxid sodny v padagterel nezpsobuje oproti
nafionové membranztraty Zadné ze studovanych specii arsenu. Patiddrma suSiciho
zarizeni nahradila nafionovou membranu.iazenim této suSici patrony byl&inné
eliminovana vodni para a aerosol. K blokovani Wite vymrazenou vodou nedochazelo
ani po 100 maticich cyklech. Po 200 &iicich cyklech doslo k snizentignosti suSeni
pozorovatelné na zvySovanim pozadi v réméch casech methylovanych forem arsenu
(stejné jako v obr.3.1-2). Bylo nutnéastice pevného hydroxidu spojené vlivem
absorbované vody vyimit. Cést takto ,slepeného* hydroxidinila obvykle jednuitetinu
naplre celé patrony. Takto spojen&stice hydroxidu sodného igobovaly petlak
v systému HG-CT odpovidajici zablokované kryogepasti. Po vyring téchto ¢asti byla
obnovena &innost suSeni patrony.

DalSi podstatna vyhoda patrony s hydroxidem sodrgpativala v eliminaci
nespecifické absorpce viditelné v blizkosti rétého ¢asu pro arsan i methylovanych
forem arsenu (viz3.1.2.2 Nespecificka absorpce). Srovnani obr. 3al®81-2to jasr

prokazuje.
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Obr. 3.1-8: chromatogram slepého stanoveni ziskany $azeaou suSici patronou s NaOH a bez DBC;
(alikvot B);

V misg piki pro anorganické ani pro methylované formy nevyi@alepy pokus
Zadny pozorovatelny pik ani drift. To dokazujepte dosazeni spravnych vyslédkeni
tteba pracovat s DBC. Vzhledem k tomu, Ze DBC zvy&ujm zakladni linie a tim
negativré ovliviiuje detekni limity vyuzitych specii, ma patrona ghm pevnym NaOH
vyznamny potencidl pro zlepSeni deteich limiti. Tento potencidl je ilustrovan
srovnanim obr. 3.1-8 s analogickym chromatogramiskenym se zapnutou DBC — viz.
obr.3.1-9.
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Obr. 3.1-9: chromatogram slepého stanoveni ziskany sazeaou susici patronou
(alikvot B);

s NaOH a s DBC;

Viditelné snizeni Sumu bez DBC jgepmé i z porovnani chromatogransmesnych

standardnich roztagk(obr.3.1-10 a obr.3.1-11).
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Obr. 3.1-10: chromatogram ziskany sefaaenou susici patronou s NaOH s DBGRl™ kazdé formy; 1-

iAs’, 2- MAS’, 3 - DMAS’ (alikvot B)
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Obr. 3.1-11: chromatogram ziskany sefaaenou susici patronou s NaOH a bez DB@g 2" kazdé formy;
1- iAs’, 2- MAS’, 3 - DMAS’ (alikvot B)

Plochy piki pro jednotlivé studované arsenové specie uvadi.teli, ktera

ukazuje opakovatelnost zachytu a uvalinarsenovych specii.

Tab. 3.1-1:plocha (P), FWHM a vyska pikv) jednotlivych forem; rffeno bez DBC, (alikvot A pro
TMAs'O,B pro ostatni formy); n = 6;

specie P (s) FWHM (s) %
iAs” 1,042+ 0,019 3,93 0,11 0,273 0,003
MAs" 0,978+ 0,021 2,49 0,12 0,332+ 0,018
DMAs" 1,093+ 0,017 2,6#0,17 0,36@: 0,011
TMAs'O 0,876+ 0,017 2,68 0,02 0,296 0,004

Vyuzitim susSici patrony s hydroxidem sodnym |zeytaedjen eliminovat problémy
S vymrazovanim vodni pary a aerosolu v kryogenstipale také absorbovat rozkladné

produkty L-cysteinu, které #igobuji nespecifickou absorpci v chromatogramu.

3.1.3 Detek¢éni limity

Urceni deteknich limiti pro jednotlivé formy arsenu bylo provedeno s&zenou
susici patronou s hydroxidem sodnym. Nespecifidigogce v retemim ¢ase arsanu
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pochazejici z rozkladnych produikk-cysteinu a vodni pary byla eliminovana uvedenou
patronou (viz. 3.1.2.4 SuSeni s patronou s hydesridodnym).

Vzhledem k uspi@dani hydridového generatoru dochazi ke smisens fRfru a
slepého vzorku s L-cysteinentigal reakni civkou. Tim, Ze L-cystein nestihne zredukovat
veskery iAY obsaZeny v TRIS pufru za dobu ne? tgdlsnes dosahne separatoru fazi je
pozorovana kontaminace v chromatogramiisppend pouze iAS obsazeném v TRIS
pufru. Opakovanym pouzivanim zasobnich lahvi kaddtani tohoto pufru se hodnota
slepého pokusu zvySovala. Msledku tohoto zjigni bylo gristoupeno k pouZziti nové
zasobni lahve ip kazdé pipraw zasobniho roztoku TRIS pufru. Timto byla hodnota
slepého pokusu vyznarérsnizena. V retémim ¢ase arsanu nebyla nadale pozorovana

vyznamna kontaminace viz. obr.3.1-12.
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Obr. 3.1-12: porovnani slepych pokiiss kontaminacigernacara), po odstrami kontaminace (Sed#ara);
sloZeni ngfeného roztoku pro slepy pokus: 2% roztok L-cyst@il v deionizované vaf s DBC, (alikvot
B)

Diky odstragni kontaminace iAs a vylageni DBC zmsobujici zhorSeni
deteknich limitd pro jednotlivé formy bylo mozné dosazenicim neovliviiované
zakladni linie chromatogramu slepého stanovenidekliada obr.3.1-8 a tim i snizeni

detekénich limiti jak doklada nasledujici tab.3.1-2 pro sloupechBZ.
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Tab. 3.1-2:porovnani LOD pro studované specie bez a s DB@){rpro suSeni plynné sisi patronou
s NaOH; (alikvot A pro TMA$0, B pro ostatni formy)

LOD s DBC LOD bez DBC

forma

(P9) (P9)

iAs’ 29 23
MAsY 23 19
DMAsY 28 21
TMAs'O 38 35

Z tab.3.1-2 vyplyva snizeni detalich limiti pro jednotlivé formy arsenu o jednotky pg
s mefenim bez DBC v porovnanim s detekmi limity s DBC. V gipac zaazeni patrony
s NaOH (viz. 3.1.2.4 SuSeni patronou s hydroxidedngm) Ize tedy r&it bez DBC a
tim Ize snizit Sum zakladni line, ktera ma vliv \@grana detekni limity pro jednotlivé
arsenoveé formy.

Ziskané detalni limity znamenaji vyrazné zlepSeni oproti dosgiereteknim
limitam v literatde pro podobna uspadani HG-CT-AAS 0,2 — 0,6 rMg4]] , 0,2 - 0,4 ng
[12] 0,5-0,9nd 124, 0,2 — 0,5 nd 10§ . Velky podil na dosaZeni takto nizkych
deteknich limith m& pouziti multiatomizatoru diky malému pé&mn signalu k Sumu
zakladni linie. Pro alternativriiasto vyuZzivané ifistupy bez generovani hydiidako je
spojeni HPLC-ICP MS byly stanoveny detek limity mezi 0,4 — 1,0 ng 121] nebo
0,3—1,1 ng[ 98] pro vdechny formy kroth TMAs'O. Ve srovnani s literaturou jsou
nami dosazené det@ki limity mimoradreé nizké nadto s po&nné levnou instrumentaci ve

srovnani s citovanou.

3.2 Specia éni analyza arsenu v bun éc¢nych suspenzich pomoci
HG-CT-AAS

Metoda zachytu vymrazovanim s chromosorben¢nmo sklegnou U-trubici byla
vyuZzita pro studium generovani hydridrsenu z bustnych suspenzi mySich jater bez
mineralizace vzorku fied analyzou. Bvodem studia davkovani b&mé suspenze (tzv.
slurry sampling) do generatoru hydridyla poteba zachovani speérd informace. DalSi
vyhodou byla zjednoduSena Uprava vzorkedpanalyzou a tim i urychleni analyzy.

Bunséné suspenze mysich jater byly ziskany z mysi vesigeh 50 mgt iAs"
v pitné vod&. Pro poteby studia generovani hydiide suspenzi biologickych vzdrloyl

tteba vzorek obsahujici jednotlivé arsenové specaostaténé koncentraci. Diky
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spolupracujicimu pracovisti Dr. Stybla (viz. 2.9r8&né suspenze — slurry sampling) byly
ziskany odpovidajici vzorky. Tyto vzorky byl uchwaay i teplot -80°C. Skladovanim
pii vy$sich teplotach byly zji&hy premeny arsenovych specii nejvice DMAsia DMAS’

jiz po jednodennim skladovahl1§ .

Pro analyzu standardnich roztoltipravenych v deionizované voci vzorky
raiznych druli vod byl systém hydridového generatoru tispup gedredukce vzorku
L-cysteinem jiz optimalizovan (viz. 3.1 Vyvoj systé@ HG-CT-AAS pro specimi
analyzu arsenu) a prokazal schopnost dosahovati vetkych deteknich limitd (viz.
3.1.3 Detekni limity), které jsou pro vzorky tkani vzhledemd&stupnému mnozstvi
kritickym parametrem. Pro zamySlenou analyzu &uogich suspenzi bylo nutné
experimentalni parametry metody HG-CT-AAS optimadiat. Ristup generovani
hydridia byl zaloZzen naigedredukci vzorku L-cysteinem (viz. 2.4.1 Selektigenherovani
hydridi zaloZzené naipdredukci L-cysteinem).

3.2.1 Davkovani bun éénych suspenzi

Uspaadani generatoru hydfidoro jednoduché vodné matrice je uvedené na obr.
2.3-1. Pro davkovani bgénych suspenzi bylo nutné toto ugdani modifikovat. Rozdil
mezi generatorem hydiidpouzitym pro vzorky vod a generatorem hydriplouzitym
pro davkovani bustnych suspenzi spival v technice davkovani vzorku. Schéma na obr.
2.3-2 predstavuje modifikované usfimlani hydridového generatoru. Davkovaci &kay
jednotky FIAS 400, kterd se vzorky hnych suspenzi zanasSela byla nahrazena
pipetovaci Sgikou napojenou na kanal pro vzorek. Timtaisgghbem bylo usnadno i
¢isténi eventuala celd vynéna systému po adsorpci zbthunsk na sénach hadiek.

Typicky chromatogram reflektujici obvykly obsah lamly arsenovych specii

v pouzitych vzorcich bugnych suspenzi ukazuje obr.3.2-1.
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Obr. 3.2-1: typické zastoupeni jednotlivych forem arsenu verkadurééné suspenze; 1- iAs, 2- MAs, 3 —
DMAs (alikvot B)

Zastoupeni DMAs bylo ve vSech pouZzitych vzorcichduné suspenze v této praci

vySSi nez ostatni formy arsenu.

3.2.2 Optimalizace p fedredukce vzorku

Pro owteni gedredukce vzorku reddkim ¢inidlem L-cysteinem fed analyzou
byla studovana dobagdredukce vzorku a koncentrace L-cysteinu. Nasieideavislost
demonstruje vlivy doby iedredukce a koncentrace L-cysteinu na plochyu pik

jednotlivych specii arsenu ve vzorku.
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Obr. 3.2-2: zavislost plochy piku (P) na délpiedredukce vzorku (t) siznymi koncentracemi reddkiho
¢inidla - L-cysteinu; m- 0,5 % L-cystein,+- 1 % L-cystein, e- 2 % L-cystein-A- 4 % L-cystein; n = 1,

Z 0br.3.2-2 je patrnd dosigici doba pedredukce vzorku L-cysteinem.
Po 20 minutach iiedredukce vzorku L-cysteinem dochazi k ustalemadiga to jak pro
vSechny formy arsenu tak pro vSechny sledované émirace L-cysteinu. Vifpad
koncentraci 2 a 4 % L-cysteinu jsou pro vSechnyerargé formy plochy pik po
minimalni potebné dob redukce vzorku 20 minut ustalené. Pro koncentracysteinu
0,5 a1l % je signal pro DMAs nizSi. Toto je prgrddobr zpisobeno nedostateou
redukci DMAS na DMAS' v disledku nedostateé koncentrace redikiho cinidla.
Z tohoto divodu byl pro pedredukci vzori bunéénych suspenzi pouzit 2% L-cystein.

Podstatn&ast anorganické a methylované formy arsenu v jatkéami je ve forns
tiimocnych slotenin (opakovany experiment s bodem be#idgvku L-cysteinu,
uskuté&nény na spolupracujicim pracovisti Department of Niom, University of North
Carolina at Chapel Hill, USA). Pro DMAs byla pozeéma shoda plochy piku bez
piedredukce i siedredukci tudiz tési veSkery obsah DMAS je ¥itnocné fornd. Toto
také potvrzuje &innou formu skladovani vzoikobsahujici DMAY.

Pro dalSi experimentovani s inou suspenzi byla zvolena optimalni doba
piedredukce 60 minut zZidodu jistoty redukce vSechégimocnych forem naiimocné

stejrg jak je tomu u vodné matrice (vi2.1.1.2 Selektivni generovani hydridaloZzené na
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v v s

piedredukci L-cysteinein V piipadt vzorku burc¢né suspenze s vySSim obsahem
pétimocnych forem arsenu nez trojmocnych by vzhledkmmatrici 20 minut na
piedredukci nemuselo byt do&tgici. Proto byl vyuZzit postupipdredukce pro alikvot B

(2.4.1 Selektivni generovani hydiidaloZzené naipdredukci L-cysteinem).

3.2.3 Optimalizace koncentrace tetrahydroboratu sod  ného
Pro nalezeni optimalnich podminek generovani byledovana koncentrace
tetrahydroboratu sodného. Nasledujici obr. 3.2-@atestruje zavislost plochy piku na

koncentraci tetrahydroboratu.
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Obr. 3.2-3: zavislost plochy piku (P) jednotlivych forem na kentraci tetrahydroboratu (wm-iAs", -e-
MAs", -A-DMAs" (alikvot B); RSD<1,5%; n = 3;

Zavislost dokazuje maly vliv koncentrace tetrahyunatu sodného na plochu piku
jednotlivych forem. Dkazem robustnostiifstupu je porovnatelna citlivost v Sirokém
rozpiti koncentrace tetrahydroboratu. TudiZz pro generbvédridi pro uvedeny typ
vzorka byl nadéle pouzivan 1% tetrahydroborat sodny ¥00HKOH. Kwili zabrareni
penéni reakni snesi bylo gidano 250ul 10% antifoam emulze na 50 ml 1% roztoku

tetrahydroboratu.
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3.2.4 Optimalizace koncentrace TRIS pufru

DalSi nutnou optimalizaci pro generovani hydratsenu z bufgnych suspenzi
byla koncentrace TRIS pufru. S ignou suspenzi byla sledovana zavislost plochy piku
pro uvedené specie na koncentraci TRIS pufru v ezfn®,2—1,0 molt. Popsanou

zavislost ukazuje obr. 3.2-4.
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Obr. 3.2-4: vliv koncentrace TRIS pufru na plochu piku (P) gednotlivé formy arsenu;m- iAs’, -e-
MAs", -A-DMAs" (alikvot B); sloupcovy graf jedstavuje hodnoty pH re&hi smisi po skokieni analyzy;
RSD<1,5%; n=3

Z Obr. 3.2-4 vyplyva, ze se 2mou koncentrace TRIS pufru se vyznanmeneni
plocha pik jednotlivych forem i v fipadt velkého rozpti pH reakniho prostedi od 6,9
do 8,3. Jedna se o daldikdz robustnosti tohotofistupu generovani hydfidpro tento

typ vzork.
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3.2.5 Detekéni limity pro bun é¢éné suspenze s AAS
Metoda gidavku standardu byla pouZzita pro ziskani rovniékacni primky pro
meéteni s buiénou suspenzi. Paral€liyla ziskdna rovnice kalib¥ai piimky vodnych

standard a ol& snmernice porovnany jak doklada nasledujici tabulka.

Tab. 3.2-1:smrnice (s ug™ | ) + smeérodatna odchylka pro jednotlivé arsenové formy mddné suspenzi a
vodnych standardnich roztocich, n = 3, (alikvot B)

forma arsenu vodné roztoky kigné suspenze
iAs’ 0,585+ 0,006 0,591 0,003
MAs 0,553+ 0,022 0,59% 0,019
DMAs 0,600+ 0,006 0,584 0,003

Porovnavanim samnic pro davkovani bustnych suspenzi a pro vodné standardni
roztoky byla studovana moZznost vyuZiti externilikace vodnymi standardnimi roztoky
pro ely méteni burénych suspenzi. Tab.3.2-1 dokazuje velmi dobrou sisodrnic pro
oba typy kalibrace tudiz externi kalibraci Ize vigubetekni limity pro jednotlivé formy

arsenu ukazuje nasledujici tabulka.

Tab. 3.2-2:detekéni limity pro burééné suspenze ziskany z kalitmapiimky metody pidavku standardu;
n = 3; (alikvot B); s DBC

bunééné suspenzéurgcné suspenze
forma arsenu

(p9) (ng g tkarg)
iAsY 21 8,5
MAsY 15 6,0
DMAsY 47 17

Obsahy jednotlivych arsenovych foremiwpdni 10% bu&né suspenzi byly 99,2
ng iAs, 60,0 ng MAs a 191,7 ng DMAs na jeden gr&dnt (mokré vahy) pro vzorky
vyuzité @i studiu pedredukce L-cysteinem. U vSech pouzitych vaotbuniénych
suspenzi fevazoval dvojnasokinaz trojnasob® obsah DMAs nad ostatnimi formami.
Obsah itimocnych methylovanych forem dominoval nad ostatnformami arsenu.
TMAsYO nebyla v 7adném ze vzdrkdetekovana. Detéki limity jsou v porovnani
s deteknimi limity pro vodné standardni roztoky v tab.2.1-srovnatelné. Popsana
metodika byla Gsgné pouzita pro stanoveni jednotlivych forem arsenu mati a
lyzatech busk odlowenych ze shy maového nEchyie (izolovanych z m®

centrifugaci) 11§ .
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Na zaklad uvedenych experimeintbyl ziskan pistup ke speciaci arsenu ve
vzorcich tkani a butk ziskanych v poputmich studiich. Vyvinutd metoda davkovani
buné¢né suspenze ifmo do systému hydridového generatoru je unikatnvyevari
piedpoklady pro vyznamny pokrok v oboru toxikologiesemu. Alternativni Pstupy
zalozené na metodach kapalinové chromatografie jsou gimou analyzu tkani
nepouzitelné. Pro vyuziti HPLC je nutné arsenovénfoextrahovatirznymi rozpoustdly
¢i jejich snesi zavisejici na typu vzorkul2?Z . Existuji i specialni nové druhy extrakce
arsenovych forem polypropylénovymi dutymi vldknypkiklad z kueci tkark bez
nasledného generovani hydride spojeni s HPLC-ICP MS. Detak limity pro citované
spojeni s velmi drahou instrumentaciasow naranou extrakci jsou 1,1-6,5 ng'duieci
tkhré bez rozliSeni mocenstvi jednotlivych forel23 a jsou porovnatelné
s dosazenymi detékimi limity v této praci. DalSim porovnatelnyniigtupem je extrakce
pomoci mikrovinného Zéni a s generovanim hydtidve spojeni s AAS s atomizaci
v grafitové kyvet. S timto pistupem byly dosaZeny detek limity 3,5 — 5,4 ng g
jednotlivych forem v rybi tkani bez rozliSeni mosen jednotlivych forem[ 124 .
Nicmére pristup s generovanim hydtidirsenu fimo ze vzork tkarg bez mineralizacei
extrakce dosud neexistoval. Neocenitelnou vyhodounutého istupu jsou tedy nizké
detekni limity. DalSi, nemé# podstatnou vyhodou, je analyza malého mnozstvikvzo
cozZ je ¢asto zésadni vifpact toxikologickych aplikaci, najklad u zmignych burk
z maioveho néchyfe [ 118 . AvSak hlavni pednosti vyvinutého ifistupu je poskytnuti
informace o toxickych a zaroitevelmi nestabilnich MAS a DMAS", coZ s metodami

zaloZzenymi na rozkladu vzorkueu analyzou nelze uskutet.

3.3 Vyvoj kryogenni pasti

Dulezitym parametrem chromatogramu je rozliSeni. BvgSeni rozliSeni byl
studovan odlisSny material kryogenni pasti fertkenné sklo. Tento material je oproti
dosavadnimu pouZzitému borosilikatovému sklu tepeldivejSi a mechanicky odo#jsi
[ 129 . VySSi tepelna vodivost igmenného skla slibuje nizsi ,setémast” olrevu
U-trubice a rovnorérn¢jSi olrev v celé délce U-trubice. Pouzitieknenného skla, nového
materialu U-trubice, jeho vyhody a nevyhody jsoskdiovany.

Pro dalSi vylepSeni systému kryogenni pasti bulmé owiit stoprocentni &éinnost
zachytu i uvoléni z kryogenni pasti v poddbU-trubice. Pro tyto &ely byl vyuZzit
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radionuklid > "“As dale uvasny jako radioindikator. Studiumiinnosti zachytu a uvotmf

I v Z

i distribuce radionuklidu v U-trubici jsou uvedenyruhécasti této kapitoly.

3.3.1 Vyuziti k Femenné U-trubice

Kiemen ma vyssi tepelnou vodivost nez sklo pouzibéUptrubici tudiz se jedna
o vhodrjsi material U-trubice pro rychlejSi a rovnédmejSi ohrev. Dikazem jsou uzsi a
vySSi piky pi pouziti kemenné U-trubice nez skkaré U-trubice jak ukazuje nasledujici

obrazek.

w2e———rr—+r——+

10 _

0,6 _

04| -

0,2 _

0,0 - -
1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
0 10 20 30 40 50 60

t(s)

Obr. 3.3-1: chromatogram siemennou U-trubici i) optimalizaci teplotniho programu pasti; 1- /A-
MAs', 3 - DMAY/, 4 —- TMAS'O; koncentrace kazdé formy@ I (alikvot B)

Vzhledem ke zrmé materialu byloiteba optimalizovat teplotni program U-trubice
jak ukazuje tab.2.6-2. Chromatogram na obr.3.3-kabbje i TMA¥O z divodu
optimalizace teplotniho programu (viz. krok 4 ta6-2). Ri kroku 4 v teplotnim
programu pasti je dBv vypnut a tim dojde k vy$8imu rozliseni TM&sneZ bez vypnuti
ohrevu. Viditelné je zngné zGZeni pilk hlavrs pro iAs’. FWHM iAs' je nejnizsi ze véech
ostatnich forem v chromatogramu (porovnej s Oby13.Souvisejicim parametrem, ktery
doznal zlepseni u iAsje vyska piku. Nasledujici tab.3.3-1 uvadi poravndysek a

FWHM pro jednotlivé formy proiemennou a skiénou U-trubici.
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Tab. 3.3-1: porovnani FWHM a vySek piku (v) jednotlivych forgamo sklegnou a kEemennou U-trubici;
koncentrace kazdé formyj2) I* (alikvot A pro TMAS'O, B pro ostatni formy), n = 3

) FWHM FWHM
specie v sklo v Kemen
sklo(s) kiemen(s)
iAs’ 3,85+ 0,11 0,5Gt 0,05 0,243 0,006 1,11& 0,021
MAs" 2,41+ 0,03 1,11+ 0,02 0,356 0,004  0,55% 0,008
DMAs" 2,55+ 0,04 2,40t 0,04 0,381 0,008 0,276 0,009
TMAs'O 2,70+ 0,04 2,72t 0,04 0,30t 0,006 0,074 0,007

P¥i vyuziti sklertné U-trubice bylocasté ulomeni ivodnich ramen &hem
piipojovani k hydridovému generatoru a atomizatorierfen ma vysSi mechanickou
odolnost neZ borosilikatové sklo (uwgd v textu jen jako sklo). Nahrazenieknennym
sklem bylo eliminovanocasté poskozeni U-trubice.Roliv rozliseni mezi iA¢ a
ostatnimi formami je dostatee i v ipact pouziti sklegné U-trubice, pouzitilemenné
U-trubice @inasi vyssSi rozliSeni a zUzeni pilbez dramatického zasahu do celého
systému kryogenni pastir&mennda U-trubice je tedy vhodnou a jednoduchouraltieou

z davodu rychlejSiho a rovnoéméjSiho offevu U-trubice a vzhledem k vyS$Si mechanické

odolnosti, cozZ je zrimou vyhodou fi ¢asté manipulaci se systémem kryogenni pasti.

3.3.2 Radioindikatorové experimenty — U-trubice

Pro dalSi rozvoj HG-CT systému bylo vysoce Zadopeiozungt procesm
probihajicim p zachytu hydrid v kryogenni pasti. Pro tytocély byla vyuzita srés
izotopi "*Asa "“As (dale jen radioindikator). PouZiti radioindikéatskytaradu dileZitych
vyhod nap. uréeni Einnosti generovani hydridiy/ moznosti kvantifikace ztrat analytu/
béhem celé analyzy od nadavkovani do hydridoveho rgéorel az po atomizaci, ¢eni
distribuce analytu v kryogenni pasti, atomizatquadh

Prvnim experimentem uskdt&nym s vyuzitim radioindikatoru bylo studium
acinnosti zachytu pro generovani hydridrsenu se zachytem v kryogenni pasti (skién
U-trubici). Na vystupnicast kryogenni pasti (U-trubici) bylafipojena dvojkolona
s aktivnim uhlim a sledovano mnoZstvi zachycenétutioindikatoru (formy’® AsHs a
"AsHz) v této dvojkolo’ pomoci scintilaniho &itate. Pozornost bylagnovana krokm
zachytu i uvolgni v/z kryogenni pasti.ifklad nangtenych hodnot scintitanim ¢itatem

pro krok uvolrni ukazuje tab.3.3-2.
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Tab. 3.3-2:hodnoty aktivity radioindikatoru (Avyjadiené v cpm — ptet pulZi za minutu) pro krok

uvolréni pro prvni polovinu zdvojené kolony s aktivnimiai

métenic¢. A; (cpm)
1 31233
2 30880
3 31297
4 31236
5 31660
X 31261
s 248
s(%) 0,79

Z tab.3.3-2 vyplyva velice dobra opakovatelnost frm sadu rékeni s relativni
smerodatnou odchylkou pod 1%. Pro ostatni sad§temi byla tato situace obdobna.
Namgtend hodnota pozadi tifa priblizné tisicinu nandirené hodnoty aktivity pro vzorek
s radioindikatorem.

Pro porovnani &nnosti zachytu a uvoémi AsH; v/z kryogenni pasti byly

pramérné hodnoty pinikového signalu vyja@ny v procentech a uvedeny do tab.3.3-3.

Tab. 3.3-3:procentualni vyjateni piinikového signalu radioindikatoru pro®poloviny kolon v kroku

zachytu a uvoleni, pro ngteni s U-trubici; (n=5)

¢éast kolony zachyt (%) uvolnéni (%)
1/2 0,14+0,10 100,6+0,8
22 0,09+0,05 0,06+0,09

Prinikovy signal reprezentuje mnozstvi prosiého radltkatoru ges kryogenni
past a naslednzachyceného v dvojkolonach s aktivnim uhlim. Ropcentni dginnost
zachytu v kryogenni pasti se tudiZz musi blizit ntddla druhou stranu pro Uplné uvetn
je nutné dosazeni sta procent préngcovy signal. Pokud je v kroku uvalni dosazeno
100% signalu je asfeno minimalni zadrzovani radioindikatoru v kaloa zarové je
potvrzeno, Ze nedochazi ke ztrdtdm analyhein celého procesu analyzy.

Z tab. 3.3-3 jsouiejmé stoprocentnidinnosti zachytu i uvokéni radioindikatoru
v/z vtypu kryogenni pasti - U-trubice g chromosorbem s nizkymi relativnimi

smerodatnymi odchylkami. Timto experimentem je potwaefunkce U-trubice jako

84



dokonalého zidzeni pro zachyt forem arsenu fungujici za optincélpodminek. Déle je
ziejma funkce dvojkolon s aktivnim uhlim. Prvni pdlev kolony dokaze se stoprocentni
acinnosti zachytit veSkery radioindikator prosly kggmni pasti a ve druhé polovitudiz
neni detekovano zadné mnozstvi radioindikatoru.

Vyuziti radioindikatoru poskytuje dokonaly nasttourceni &innosti zachytu a
uvolnéni v/z kryogenni pasti.iPexperimentovani s timto radioindikatorem lze pétitri
jednotlivécasti aparatury vigpack transportnich ztrat a &it tak presré misto kde dochazi
k vyznamnym ztratam.

V souvislosti s uvedenymi vyhodami Ize tento radlitikator vyuzit pro sledovani
distribuce AsH v kryogenni pasti v podeébUJ-trubice s pouzitim metody autoradiografie.
Pro experiment s U-trubici byl &pvyuzit vySe zmiany radioindikator ovsem s vyssi
aktivitou 20 kBqg. HloZzenim U-trubice se zachycenym radioindikatorem
k autoradiografické desce a po vyvolani pomoci Bag Scaneru byl pizen nasledujici
obrazek obr.3.3-2.

N

Obr. 3.3-2: Distribuce radioindikatoru v U-trubici (nazteno ¢ernou ¢arou) v kroku zachytu; obrazek
ziskany metodou autoradiografie

Tmavsi oblast na vstupu U-trubice reprezentuje aniktle dochazi k zachytu

vétsiny “>"AsHs. Vzhledem k Sumu pozadi vSak nelze vyibwachyceni mensfasti

arsanu Vv jin€asti U-trubice.
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Tento experiment vypovida i o chovani neaktivniinsaau. Vzhledem k 100%
acinnosti zachytu pro Askls bodem varuip—55°C Ize pedpokladat, Ze pro methylované
formy, které maji vySSi bod varu (viz.Tab.1l.1-1)dbudochazet k zachytu se stejnou

ucinnosti.

3.4 Miniaturizace kryogenni pasti

VySe popsané radioindikatorové experimenty dokazgiarsan je kvantitatign
zachycen v U-trubici. Autoradiograficky experimgrgk naznéuje, Ze arsan je, alespo
Z prevaznécasti, zachycen v malém prostoru jiz ve vstupésti U-trubice chlazené
kapalnym dusikem. To vede k zév, Ze doposud uzivanou kryogenni past U-trubiei 1z
miniaturizovat & uz zkracenim a/nebo zGzenim U-trubi¢eplnou zménou designu
pasti.

Miniaturizace doposud uzivané kryogenni pasti hgtinim z hlavnich ail této
prace. Dosavadni systém U-trubice (viz. obr.2.§elyobustni z#izeni, u kterého je
obtiZnétizeni teploty. Vlivem tlou¥ky sgny. vnittniho pameéru U-trubice a jeji napkn
dochéazi k nestejnému f@vu sény a stedu U-trubice a zaroviedochazi k ,setrvénosti
ohrevu“ tzn. zpozéni zmeny teploty vlivem pomalé prostupnosti tepli@p s¢nu a napi
U-trubice. Tyto parametry U-trubice maji vliv nazroyvani pik stejre jako délka
U-trubice. Z radioindikatorovych experiménge patrné mozné snizeni délky U-trubice.
Snizenim délky event. vimitiho paiméru a tlousky stny U-trubice by bylo mozné
piesrEji kontrolovat teplotu uvnit pasti a tim kontrolovat vySku, FWHM a reteincas
pika jednotlivych forem arsenu. Idealnintigppdem by bylo nalezeni takového designu
kryogenni pasti, aby chlazeni a tim i zachyt prabiha objemo¥ malé ¢4sti pasti.
V piipact uplného zachytu a Uplného uveéhi analytuit na/ze siny kryogenni pasti by
bylo mozno uskutait piipojeni k plynovému chromatografu a @titltak oba @je nutné
pro speciani analyzu arsenu tzn. zachyt v kryogenni pasépamaci jednotlivych forem.
Vyhodou je na jedné stranmozZnost nezavislé optimalizace pro zachyt a wroln
v/z kryogenni pasti a moznosenit podminky pro separaci v plynovém chromatogradu
druhé strad. Podminkou k vyuziti plynového chromatografu jeolméni analyfi
z kryogenni pasti ve velmi malém objemu, aby ddSlgychlému nadiku“ na kolonu
chromatografu. Nasledujici experimenty studuji nosfin miniaturizace dosavadni
kryogenni pasti - U-trubice a nové designy a makgmpro miniaturizované uspadani

kryogenni pasti. Vzhledem k stabilitiAs’ a zdivodu nejniz&iho bodu varu
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vygenerovaného arsanu z této formy byla tato fgpm#ita i pro studium novych design

kryogennich pasti.

3.4.1 Moznosti miniaturizace U-trubice

Pro poteby miniaturizace byla‘¢ba uéit nejmensi moznou délku kolony, se kterou
neni negativé ovlivnéna &innost zachytu eventuanic¢innost uvolgni pro jednotlivé
specie. Utena zavislost byla ziskana pomoci p@vani Ezné pouzivané U-trubice
do kapalného dusiku a po pbinuti kroku zachytu byl uskuteén krok uvolréni dle
standardniho nastaveni (viz. 2.6.1 Skien U-trubice). Ziskanou zavislost demonstruje
obr.3.4-1.
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Obr. 3.4-1: vliv délky pondeni U-trubice (L) na plochu piku (P) prqug I'* iAs" (alikvot B); n = 3;

Délka pondéeni U-trubice v obr.3.4-1 j&ast U-trubice (udavana jako délka
v centimetrech) nalézajici se pod hladinou kaparéisiku. Z tohoto obrazku jeéegmy
aplny zachyt arsanu az pro 20 cm délky pend U-trubice v kapalném dusiku.
Nasledujici obrazek ukazuje #nu tvaru a posun retémiho ¢asu piku pro nejvyssi a

e

nejnizsi délku pon@ni U-trubice.
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Obr. 3.4-2: porovnani pik 2 ug I iAs¥ pro riiznou délku porieni U-trubice (alikvot B); Sedgra — délka
pondeni 3 cmgernacara — délka porfeni 35 cm

Plocha piku arsanu seé¢m v souvislosti s nizSidinnosti zachytu f malé délce
pondeni. Pro polovini délku poneéeni U-trubice dochazi ke sniZeni reéteimo ¢asu
arsanu fiblizné o 9 s. Navic se zmenSujici se délkou genbdochazi ke zvySeni vysky
piku a s tim spojené snizeni FWHM piku arsanu.feblednost byly vyska a FWHM
vyneseny v zavislosti na délce poeoi jak dokladaji nasledujici obrazky.
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Obr. 3.4-3: zavislost vysky piku (v) iAs(2 pg I* alikvot B) na délce poreni U-trubice (L); n = 3
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Obr. 3.4-4: zavislost FWHM na délce poreni U-trubice (L) pro 2ig I iAsY (alikvot B); n = 3
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Snizeni retemiho¢asu, FWHM a zvySeni vysky piku souvisi girodem arsan
kratSi¢asti U-trubice v fipact nizSi délky ponteni. Arsan byl v tomtoijjpact zachycen
blize vystupnicasti U-trubice. Uvolani do multiatomizatoru bylo tedy rychlejSi. Tyto
poznatky zasadnim gpobem vypovidaji ogich odehravajicich sefizachytu hydridu a
pii jeho uvolréni a podporuji Uvahy o moznych vyhodach miniatugzkryogenni pasti.

NizSi plocha arsanu pro nizSi délku ptsmd U-trubice nicméh vypovida o
nedokonalém zachytu. Zipodni délky ponteni 35 cm U-trubice jei¢ba minimalg
20 cm pro uplny zachyt analytu. Zkraceni (miniaace) U-trubice pkné chromosorbem
z 35 cm na 20 cm by tedy bylo neefektivni.

VySe diskutované experimenty dokazuji, Ze dopogidamou kryogenni past —
- U-trubici nelze efektivét miniaturizovat jejim zkracenim. Proto byly studoyadalSi
moznosti miniaturizace pasti Zmou designu zahrnujici Zmu materialu, sniZzeni

vnitiniho paméru a vyloweni naplg.

3.4.2 Studium zachytu v teflonové U-kapila e

Prvnim testovanym designem miniaturni kryogenrstipayla teflonova kapilara
o vnittnim piiméru 1 mm. SuSeni plynné $8i z generatoru hydridbylo zabezp&no
nafionovou membranou. Teflonova kapilara vykazowalpavani vymrazenou vodou po
7 minutach hydridového generovani. Zachyt arsadwbkut&novan s pontenim 4 cm
délky teflonové kapilary v kapalném dusiku.i®h byl zabezpi&en vinutim odporového
dratu (viz. 2.6.3 Teflonova U-kapilara) shodnéhputypouzitého u U-trubice (viz. 2.6.1

Sklergna U-trubice).
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Obr. 3.4-5: porovnani ploch pik(P) jednotlivych nsieni (n) ; pro 2ug I'* iAs” (alikvot B); pro teflonovou
U-kapilaru a pro sklemou U-trubici plg&nou chromosorbem

Z obr.3.4-5 je patrna velmi nizka plocha piku awspro teflonovou U-kapilaru, ktera se
rovna fiblizn¢ tretiné hodnoty plochy piku arsanu pro skiaou U-trubici plnou

chromosorbem.

Tab. 3.4-1:plochy piki (P) a vysky pik (v) pro 2ug I iAs" (alikvot B) pro spojeni nafionové membrany a
teflonové U-kapilary (i) s porovnanim se skl&émou U-trubici plgnou chromosorbem 4 n =3

n P (s) Ut P (s) Us v Ut v Us

X 0,280 1,002 0,107 0,306
s 0,135 0,006 0,009 0,003

(%) 48 0,6 8,9 1,0

s

Z tab.3.4-1 je viditelna velmi nizka opakovatelngeo pouziti teflonové
U-kapilary. Relativni sirodatna odchylka 48 % vypovida o nepouzitelnostioto
pristupu. Pro zajimavost jsou uvedeny v tab.3.4-¥5ky piki arsanu, které vykazuji
podstatg niZsi relativni srrodatnou odchylku nez plochy ik

Uvedené experimenty nazngi, Ze roli i zachytu hraje nejen fiiok plyna,

pramér a délka kryogenni pasti (viz. porovnani s U-kaml, 2.6.4 Kemenna
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U-kapilara), ale i typ materialu. Teflon mé struktwdliSnou od kemeneti skla. Kiemen
(SiOy) a’ uz ¢isty (kfemenné sklo) nebo v borosilikatovém skle se pfpedobré podili
na zachytu arsanu vznikem vodikovéhasthu tudiz slabé vazby mezi kyslikem $i®©
vodikem z vygenerovaného AsgHli jeho methylovanych forem. Z&kanim kryogenni
pasti dojde k rozruSeni vodikovychustki a uvolréni do multiatomizatoru. K zachytu
arsanu a jeho methylovanych forem dochaztzivasti pravédpodobr vlivem adsorbce
na stnu kryogenni pasti neboéastic chromosorbu. V teflonové U-kagdama arsan
moznost interakce s povrchem teflonu vyamim vodikové vazby s fluorem (-@EF,-),
ale tvorba tohotoifpadu vodikového fstku je pravépodobr vice energeticky natoa
vzhledem k inertnosti teflonu zastavajiciho eneclgt vyhodnou strukturu. Timto
pravdEpodobré dochazi ke ztratam arsanu a nizké opakovatelbéistim zachytu arsanu

v teflonoveé U-kapilée. Chromatogram je uveden na obr.3.4-6.
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Obr. 3.4-6: typicky chromatogram pro @g I iAs” (alikvot B) po uvolgni z teflonové U-kapilary ovinuté
odporovym dratem; gteni s DBC; suSeni plynné gsn nafionovou membranou; 4 cm z celkovych 20 cm
kapilary pod hladinou kapalného dusiku

Tvar piku arsanu se s opakovanim experimentu wgaianénil. Plocha piku se
nadhodi menila v rozsahu 0,1 do 0,4 s, ale nikdy nedosabtinbty 1 s jako je tomu pro

sklerénou U-trubici.
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Vysledek zachytu arsanu v teflonové U-kaif@lakazuje nevhodnost pouziti tohoto
designu kryogenni pasti. PoZzadavkem na kryogensi jgauplny zachyt a uvodni
analytu v malém objemu a dostaieu kontrolu teploty zachytu a uvem. Teflonova
kapilara ani jednu zZthto podminek nesplije. Tlou$ka stny a material teflonové
kapilary zgisobuji setrvénost oltevu i kdyZ v menSi g nez je tomu u U-trubice piné
chromosorbem.

Pro testovani odliSného designu kryogenni pasthiggnérg vhodné vychazet
z podminek provashi zachytu a uvokni v/z malého objemu jako tomu bylo u teflonove
kapilary. Divodem je snadfjSi kontrola teploty v malém objemu. SniZzenim délky
kryogenni pasti porfené v kapalném dusiku se navic zmenSuje rozmyvikii jpk

ukazuji experimenty s U-trubici (viz. 3.4.1 MoZnastniaturizace U-trubice).

3.4.3 Studium z&chytu vk Femenné U-kapila re

3.4.3.1 Vyvoj usporadani U-kapilary

Vyhodou Kemenné kapilary ve srovnani s U-trubici golou chromosorbem je
snizeni vniniho p&méru event. délky, sniZeni odporu protitfmku plyni vlivem
absence nap#y tenkostnnost a tim krat3fas pro okev vnittni s€ny kiemenné kapilary.
Vzhledem ké&mto vyhodam by bylo moZzné l|épe kontrolovat teplqixo uvolréni
analytuti ze sény kapilary a tim iridit rozliSeni pik. DalSi vyhodou by bylo snizeni
pietlaku v celém systému hydridového generatoru dame k absenci napin
V souvislosti s vlivem délky porteni U-trubice v kapalném dusiku na plochu piku.(viz
3.4.1 Moznosti miniaturizace U-trubice) Izéedpokladat podobné chovani i teknenné
U-kapilary.

Kvili snadnému srovnani s U-trubici ph@ chromosorbem bylaiémenna
kapilara testovana nejprve v podobném tiggéni. Prvni experimenty sfiealy v pouZiti
kiemenné kapilary tvaru U vloZené do teflonové trabsc vinutim odporového dratu.
SuSeni plynné s#si vystupujici ze separatoru fazi bylo zabéepe nafionovou
membranou v kombinaci se specialnim uloZenim kapdé nadoby s kapalnym dusikem
(viz. 2.6.4 Kemenna U-kapilara). Nicméntento typ suSeni nebyl vyhovujici pro
opakovana rreni. Behem rekolika méteni (cca 5 rfeni) dochazelo nakumulovani vody
v pasti vedouci k zablokovani a znem@&#inanalyzy. Testovani mnozstvi zachyceného

arsanu probihalo za podminek optimalizovanych prtsubici plnénou chromosorbem
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(viz. 2.3 Generator hydrida 2.6.1 Sklegna U-trubice). Vysledkem byl zachyt Blgizné
padesatiprocentnicinnosti (plocha piku 0,58,03 s; n = 3). Tvar piku ukazuje obr.3.4-7.
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Obr. 3.4-7: prvotni experimenty chromatogram pro fig I* iAs’ (alikvot B) po uvolgni z U-kapilary
ovinuté odporovym dratem; dfeni s DBC; suSeni plynné 8sn nafionovou membranou; 3 cm z celkovych
20 cm kapilary pod hladinou kapalného dusiku

Vzhledem k tvaru piku v obr.3.4-7 byldigtoupeno k zjednoduSeni technického
feSeni okevu. Vysledkem bylo pouzititkmenné kapilary v teflonové trubici bez vinuti
odporového dratu. G@av byl zabezp®en po vyjmuti kapilary z kapalného dusiku pouze
okolni laboratorni teplotou. Vysledkem byl chrongatom na obr. 3.4-8.
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Obr. 3.4-8: signal pro 2ug I iAs” (alikvot B) po uvolni z U-kapilary bez vinuti odporovym dratem:;
meieni s DBC; suSeni plynné &si nafionovou membranou; 3 cm z celkovych 20 cmilkappod hladinou
kapalného dusiku;

Z porovnani obr.3.4-7 a 3.4-8 je znatelny vlivhigsti olfevu na tvar, vysSku a
FWHM piku. Z gedchoziho experimentu s vinutim odporovym dratenchénelo
pravdépodobré k delSi dob ohievu kapilary z vijSi ¢asti olfevem odporoveho dratu a
rozdilnou rychlosti ofevu vnitni sény kapilary vlivem péichodu plyri o laboratorni
teplog. DelSi ¢as oltevu ma na swdomi teflonova trubice, na které bylo vinuti
odporového dratu a do které byla vioZzerfenkenna kapilara. Tato teflonova trubice
tvorila oporu Kemenné kapii@ @i ohievu. Po vyjmuti kapilary tvaru U bez vlozeni do
teflonové trubice z kapalného dusiku dochazeléekopneni z dvodu zkehnuti kapilary a
vysokého tlaku v systému.

Pro uteni nejmensi délky kapilary pofemé do kapalného dusiku nutné
k Uplnému zachytu Astbyl proveden analogicky experiment jako s U-trulficz. 3.4.1

Moznosti miniaturizace U-trubice). Vysledek ukazaofe.3.4-9.
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Obr. 3.4-9: vliv délky pondeni kapilary (L) do kapalného dusiku na plochu fiiRy (zachyt Ash) pro 2
ug I iAs” (alikvot B); suseni plynné s¥si nafionovou membranou; n = 5

Je patrny zachyt arsanu jii ponaceni pouhych 3 cm délky kapilary do kapalného
dusiku. Z¢tSujici se délka poreni v kapalném dusiku nema signifikantni vliv nacpiu
piku tudiZ i na d@innost zachytu. Stefntak nedochézelo vyznamak ovlivnéni vysky Ci
FWHM piku jak ukazuje obr.3.4-10.
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Obr. 3.4-10: porovnani tvaru piku pro délku pammi U-kapilary 3 cmderna linie) a 40 cm (Seda linie);
pro 2ug I* iAs” (alikvot B)

Posun reteiniho ¢asu piku arsanu pra:téi délku ponteni U-kapilary je getelny
na obr.3.4-10 jenz je apoben piichodem arsanu del&asti kolony. Ribéh experimentu
je analogicky ke stejnému experimentu s U-trubics @br.3.3-2 kde je vid posun
reternihoc¢asu arsanu.

Délka ponoeni U-kapilary pro dalSi experimentovani 3 cm péatlimou dusiku
byla zvolena jako optimalni. Plocha piku arsanu pspdadani bez odporového dratu
(0,620,06 s; n = 6) byla v porovnani s plochou piku mwsavolreného z U-trubice
(1,03t0,02 s; n = 6) fblizné 0 30 % nizSi. Transportni ztraty arsanu mezi Utkapu a
multiatomizatorem Ize vyldiit ze srovnani se systémem s U-trubici misto Ulkapi
Niz8i plochu piku arsanu Izeftipist pravédpodobré ne€snosti systému a/nebo
nedostatenému zjisobu suseni (nafionova membranagsiiost celého systému byla
kontrolovana hmotnostnim jgokomérem s vestasnym tlakovym senzorem. Nanesenim
roztoku detergentu na sledované misto mozného (niikayySeni tlaku (cca 20 PSI) bylo
vyuzito pro odhaleni malych rsnosti systému. Ifps pélivou kontrolu celé aparatury
nicmére nelze velmi malé aniky vylati.

Zpusob susSeni nafionovou membranou dost@teneeliminoval vodni paru

vystupujici ze separatoru fazi a tak mohlo dochkzeichycentéasti arsanu v krystalcich

97



ledu pozdji v kapalné fazi vody, kterd byla do multiatomizat i ohfevu uvohovéana
postupr. Postupné uvobmi arsanu z krystatkvody je pozorovatelné v mirném zvySeni

zakladni linie v oblasti za pikem arsanu v chromgetmu v obr. 3.4-10.

3.4.3.2 Radioindikatorové experimenty - k‘lemenné U-kapilara

Pro owteni &innosti zachytu a uvolmi z U-kapilary bylo vyuZito stejného
piistupu zaloZeného na vyuziti radioindikatdfd“As jako tomu bylo v fipadt plnéné
U-trubice. Vyhodnoceni experimentu &nnosti zachytu a uvodmi probihal analogicky
(viz. 3.3.2 Radioindikatorové experimenty —U-truic Tab.3.4-2. uvadi vysledky
acinnosti zachytu i uvokni pro U-kapilaru a porovnani s obdobnymi vysledky
U-trubici.

Tab. 3.4-2:porovnani dginnosti zachytu a uvotmi radioindikatoru (alikvot B) pro U-trubici a U-géaru;
n=3, pro pehlednost uvedena data pro U-trubici z Tab.3.3-3

U-trubice U-kapilara
Uginnost zachytu (%) 99,9+ 0,1 94,3t 0,2
Uéinnost uvolnéni (%) 100,0+ 0,8 100,G: 0,1

Vysledky neieni za neoptimalizovanych podminek pro U-kapilarly kiskany za
podminek z&chytu a uvaini v U-trubici. | gesto ztab.3.4-2 vyplyva stoprocentni
uvolreéni radioindikétoru z povrchu kapilaryiphievu kapilary na 25 °C. Bylo provedeno
I me&teni casti aparaturydetre kapilary pomoci scintiniho gamaitace (2.2 Ristrojové
vybaveni)¢imz bylo o¥treno, Ze nedochazi k permanentnimu zachytu radic@taiu na
sttnu kapilary. Podminky v kroku uvaini hydridu ze sy kapilary jsou tedy optimalni
a stejné pro U-kapilaru i U-trubici.

V piipact zachytu radioindikatoru za podminek pro U-trubdwmchazelo ke
ztratam. Ztraty hydridu radioindikatoru¢em zachytu dosahovalytiplizné 6 %.
Nicmére fakt, Ze dochazi k zachytu hydridu radioindikat@u94% bez optimalizace
podminek poskytuje informaci o robustnosttisfupu. Pozorovand 6% ztrata byla
pravdépodobré zpisobena nafionovou susSici trubici a/nebo drobnymicsmestmi
systému. U nafionové membrany skladajici se ze dsamustednych trubic s vniti
trubici z nafionu nebylo mozné &t tésnost vniini trubice. Bipadné ztraty arsanu
zpisobené samotnym materidlem nafionu byly vyeny (viz. 3.1.2.3 SuSeni nafionovou

membranou).
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Pro studium distribuce radioindikatoru feknenné U-kapii@ nebyl vyuZit
analogicky postup jako s U-trubici vzhledem k paljidi se hladia kapalného dusikuip
pienaseni kryogenni pasti po kroku zachytu do od@gicidh prostor pro radioaktivni
experimenty. B pifenasSeni nadoby s kapalnym dusikem s fixovanou Wékap
dochazelo k dramatickému ovligmi ustaveni teplotni rovnovahy uvnitvné U-kapildry.
Tim existovalo nebezpeovlivnéni distribuce radioindikétoru a zkresleni vyslédk

3.4.3.3 Optimalizace nosného plynu pro vyuziti U-kapilary
Vzhledem ke ztratam arsanshem zachytu v U-kapité bylo nutné optimalizovat

praitok plyni kapilarou. Sada experim@ntzahrnovala zavislost plochy piku arsanu

na pfitoku nosného plynu — helia.
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Obr. 3.4-11:z&vislost plochy piku iAS(P) na piitoku nosného plynu (f); pro 2pg I'* iAs" (alikvot B);

n=5

Z obr.3.4-11 vyplyva, Ze plocha piku arsanu newisté na pétoku nosného plynu
coZ tvai tuto metodu robustni ke zZmam piatoku plynmi béchem zachytu i uvokni.
Optimélni hodnota ftoku nosného plynu pro dalSi experimentovani byalena
35 ml min! vzhledem k niz$i s#nodatné odchylce v porovnani s ostatnimi hodnotami

priatoku nosneho plynu. Tato zavislost vznikla pro @adani s nafionovou susici trubici.
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Plocha piku pro tento experiment se zvySila v ppéoN s experimenty uskdt@nymi

pied pouzitim radioindikatarna 0,920,05 s coz je ve shéd vysledky obdrzenymiip
pouziti radioindikatakr (viz. ¢ast 3.4.3.2 Radioindikatorové experimenty rerkenna
U-kapilara). Nicmeéa plocha piku arsanu stale nedosahovala pozadowairédty 1 s jako

Vv pripact pouziti U-trubice.

3.4.3.4 Suseni plynné srési pro U-kapilaru

Eliminace vstupu vodni pary dddmenné kapilary v kroku zachytu nebyla
dostaténa pro opakovana &eni v gipad zaazeni nafionové membrany ani patrony
s hydroxidem sodnym. | #ps maximalni mozny ftok suSiciho plynu — dusiku
nafionovou membranou dochazelo k vymrazovani vquiry a aerosolu v kapiid a
zablokovani fiblizné po 2,5 minutach generovani hydridDalSi zasadni ipkazkou
pouziti nafionové membrany byly signifikantni zyrélimethylované a stoprocentni ztraty
trimethylované formy arsenu (viz. kapitola 3.1.23818eni nafionovou membranou).
Z uvedenych tlvodi byla nafionova nahrazena polypropylenovou patrompdnénou
pevnym hydroxidem sodnym. Patrona s hydroxidem ywodnicmér stale nedostateé
eliminovala vodni paru a aerosol vystupujici zeasé&ru fazi ve spojeni s U-kapilarou
(k ucpani dochazelaiblizné po 5 ngticich cyklech).

Béhem experimentovani s U-kapilarou byl pozorovarv vpisobu pongeni
U-kapilary do nadoby s kapalnym dusikem na dobuwzaphuti generatoru hydfidpo
zablokovani kapilary vymrazenou vodni parou (dé&le globa zablokovani). S nadobou
naplrenou kapalnym dusikem po okraj byla doba zablokoypasti kratSi nez s totoZznym
experimentem, ale s hladinou kapalného dusiku jealendva centimetry pod okraj
nadoby. V prvnim fipact doslo k razantnimu poklesu teploty na malé déical€ ploSe)
U-kapilary v mist rozhrani vzduchu a kapalného dusiku. Za této pokiyrdoslo k rychlé
tvork¢ ledové zatky na malé délce U-kapilary. V druhétipgut probihalo vymrazovéani
vodni pary na &si ploSe siny U-kapilary z dvodu postupného poklesu teplotiigizné
od 0°C do -110°C v meke mezi okrajem nadoby a hladinou kapalného dudtka.
zabrarni ovlivnéni ustalené rovnovahy v této meézevlivem proudni vzduchu z okoli
byla vytvaena izol&ni zatka na nadobu s kapalnym dusikem. Zvolenynemadm této
zatky byl gnovy polyethylen s eliptickym otvorem pro vklad&nkapilary.

Vliv velikosti vzniklé mezery mezi hladinou kapaheédusiku a hranou izolace ve

spojeni hydridového generatoru a suSici patronydsdxidem sodnym na dobu
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zablokovani byl také testovan. Optimélni velikostzery 2 cm (testovano v rozmezi
1-4cm) zpisobilo vymrazovani vodni pary nétsi ploSe kapilary. U mezery v délce 1 cm
dochéazelo k rychlejSimu zablokovani U-kapilary methezery ¥tSi nez 2 cm. U mezery
3-4 cm nebyl pozorovan vyznamny rozdil v daablokovani pasti. Vzhledem k tomuto
pozorovani byla testovana i moznost vyeni suSici patrony s hydroxidem sodnym.
V tomto pipad dochazelo off k brzkému zablokovani. SuSici patrona s hydraxide
sodnym a zfisob vloZzeni kapilary do mezery mezi zatkou z izolao materialu a
hladinou kapalného dusiku tt#o tedy optimalni kombinaci.

Vzhledem k pouZitému #gobu vymrazovani byladdba U-kapilaru fed netenim
kondicionovat. Doba 45 sted zapnutim hydridového generatoru péstala k ustaveni
postupného gradientu teploty v délce U-kapilaryvyazeni do takto upravené nadoby
s kapalnym dusikem. Zipob uloZeni kapilary uvadi obr. 2.6-2. Diky odstrdntohoto
zédsadniho problému vymrazovéani vodni pary v U-Epibylo mozné testovani kapilary
jako nového designu kryogenni pasti.

3.4.3.5 Studium u¢innosti zachytu a uvolréni forem arsenu v U-kapilare

Pro experiment byla volena vzdy jedna specie. Rlggku dané specie pro zachyt
v kiemenné U-kapii@ byla vzdy porovnavana s plochou piku dosazenpinéaou
sklerénou U-trubici. Diky tomuto porovnani byly ziskamgpotlivé relativni signély pro
kazdou studovanou specii jenz uvadi tab.3.4-3.

Tab. 3.4-3:relativni signaly jednotlivych speditazda specié pg I'* alikvot A pro TMAS'O,B pro ostatni
formy) pro U-kapilaru; n = 6

Specie iAY MAs" DMAs" TMAsYO

Relativni signal (%) 1013 1093 1032 98t5

Ztab. 3.4-3 vyplyva stoprocentni¢innost zachytu i uvokni pro vSechny
arsenové specie. V kroku zachytu nedochazi k vyméam uvohovani analytu ze &ty
kapilary a veSkery analyt je tudiz zachycen gawskapilary. V kroku uvoléni nedochazi
ke ztratam analytu vlivem nedokonalého u¥alinze sény kapilary ani ke ztratamehem
transportu do atomizatoru. Vyuzitim nového typuisin® zaizeni (patrony s NaOH) bylo
dosaZzeno 100%cinnosti zachytu i uvoléni pro vSechny studované formy arsenu. Diky

tomu Ize Kemennou kapilaru povaZovat za $lfunkéni miniaturizované usgadani
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kryogenni pasti. Typické chromatogramy pro“iAMAs’, DMAs' pro U-kapilaru ukazuji
obr. 3.4-12,13,14.
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Obr. 3.4-12:pik pro 2ug I'* iAs” (alikvot B) pro kemennou U-kapilaru se susidlem NaOH perly
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Obr. 3.4-13:pik pro2 ug I'* MAs" (alikvot B) pro Kemennou U-kapilaru se susidlem NaOH perly
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Obr. 3.4-14:pik pro2 ug I'* DMAs" (alikvot B) pro kemennou U-kapilaru se susidlem NaOH perly

Tab. 3.4-4 uvadi porovnani ploch, FWHM a vySekipfko jednotlivé formy.

Tab. 3.4-4:porovnani hodnot ploch (P), FWHM a vySekip(k) pro jednaotlivé specie prodteni s U-
kapilarou a susici trubici s NaQKazd4 speci@ pg I'* alikvot A pro TMAS'O, B pro ostatni formy n=6

specie P (s) FWHM (s) %
iAs” 1,065+ 0,031 1,04t 0,05 0,77 0,04
MAs" 1,085+ 0,028 1,23 0,05 0,66+ 0,04
DMAs" 1,184+ 0,023 1,34+ 0,08 0,70+ 0,04
TMAs'O 0,869+ 0,040 1,33 0,04 0,54+ 0,03

Rozdil oproti pedchozim experimeinn s kapilarou (od 3.4.3.1 do 3.4.3.3) je
v suSeni plynné s&si vystupujici ze separatoru fazi. Pro tuto sadpeementi byla
pouzita jiz patrona s pevnym hydroxidem sodnyrasnbst systému byla kontrolovana
digitalnim patokomerem, ktery zobrazoval aktualni tlak v systému hyového
generatoru a roztokem detergentu.

Porovnanim tab.3.1-1 a tab.3.4-4 vyplyva vyrazrigesri FWHM piku iAg téni
¢tyinasobg. Pro methylované formy arsenu doSlo ke zmenSenHMWiku giblizné

o polovinu. Zn¢na FWHM pro jednotlivé specie je praygbdobr zagicinéna rapidnim
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zmenSenim vnihiho paméru kryogenni pasti a také faktu, Ze kapilara je haplre.
V piipact kapilary mohou zachycené specie rychleji reagavat znénu teploty a
vzhledem k vysSi linearni rychlosti jsou také rgghlivolnény z pasti.

Souvisejicim parametrem chromatogramurleosi piki, ktery doznal zrény, byla
vySka piki jednotlivych forem. Porovnanim vysSek pikz tab.3.1-1, a tab.3.4-4 a
nasledujiciho chromatogramu pro U-kapilaru a ptergkiou U-trubici obdrzime znatelné
zvySeni piku arsanufriplizné trojnasobs. V porovnani s vyskou piku arsanu iipgad
kiemenné U-trubice (tab.3.3-1) je naopak znatelnylgsokTo je pravépodobré

NN

nez u U-kapilary otivané pouze laboratorni teplotou.
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Obr. 3.4-15: porovnani chromatograir2 ug I'* iAs¥ (alikvot B) z kemenné U-kapilarycernacara) a U-
trubice (Sed&ara)

Porovnanim vysek pik MAs' a DMAs’ z tab. 3.4-4, tab. 3.1-1 a tab.3.3-1
vyplyva jejich zvySeni pro pouziti U-kapilary.iodem je pravébodobré rychly ohev u
U-kapilary kdy dochazi k uvotmi vSech forem v blizkych ret&mich casech, kdezto u
sklerené U-trubice je zvySovani teploty pomalejSi a tiocltazi k rozgeni piku spoléné
se snizenim jeho vysSky. VySka piku sgote s Stkou piku maji vliv na vyhodnoceni

chromatogramu. ZtSenim vysky pik a zarové snizenim FWHM se zkracuje interval
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integrace pik a tim je vyhodnoceni det&kiho limitu pro danou formu mérovlivnéno
kolis&nim, nédrstem nebo poklesem zékladni linie.

Pavodnim zamirem bylo vyuZziti kemenné kapilary jako kryogenni pasti, bez
jejiho vyuziti pro separaci jednotlivych forem. Niéré experimenty popsané v této
kapitole naznéuji moznost pouziti kapilary zarovgako separéniho z&izeni. Doba
separace je u pouzitého absmimo spektrometru limitovana maximalni moznou délko
zdznamu 58 s (2.2 iBtrojové vybaveni). | i@s toto omezeni je mozZné separaci
jednotlivych forem arsenu uskudtet. Pouziti U-trubice toto dokazuje i&menna kapilara
ma idealni pedpoklady pro zachyt, ale i pro eventudlni sepaitiaeinou okevem tzn.
tenkd stna, nepitomnost n4plé maly vnigni objem v porovnani s pinou U-trubici.

Tenka stna kapilary ma vyhodu v rychlejSim prostupu teplangsi casti
odporow vyhiivané stny. Diky tomuto faktu lIze snadjn kontrolovat aktualni teplotu i
na vnitni seén¢ kapilary a ovliviovat tak dobu uvokni dané zachycené arsenové formy.
V piipact U-trubice byla pouZzita skiéna nebo kemenna trubice s tloti§ou sény 1 mm.
Prostup tepla do vrfitiho prostoru trubice byl tak zpoid a tlougka stny zpisobila
urcitou ,setrva&nost” otrevu vnitni seény trubice po vypnuti proudu pro odporovyiewn.
Nevyhodnou vlastnosti ndgnv U-trubici pro zachyt vymrazovanim je seitmast a
nestejnonirnost olfevu. V kroku uvolgni dochazi k ofevu ¢asti naplg nejblize u stny
trubice a az poté napirve stedu trubice. Kapilara na rozdil od U-trubice matimicast
bez napls tudiz je mozné &kavat minimalni rozmyvani pika rychlejSi reakci na
jakykoliv druh oftevu. DalSi vyhodou pouziti kapilary je i nizSi tlaknitt systému
hydridového generatoru vzhledem k menSimu odpopild k prichodu plyri. Typicky
v U-trubici plnéné chromosorbem je v kroku zachytu tlak v systénazini,31-1,37 bar
oproti v U-kapild&e 1,10-1,17 bar.

Souvisejicim parametrem s vySe uvedenymi je délkaaeni kryogenni pasti
v kapalném dusiku. Pro U-trubici je minimalni déflandeni pro Uplny zachyt 20 cm, ale
pro U-kapilaru je ittba pouze 3 cm. Pro menSi délku pend je pozorovano nizsi
rozmyvani pik jednotlivych forem (viz. 3.4.1 Moznosti miniatugize U-trubice). Z toho
plyne zvyhodgni pro pouZziti kemenné kapilary. G jde o parametr za¢ ovlivaujici
vyhodnoceni¢i samotnou moznost &eni pro vyuzité spojeni atomového absgaipo
spektrometru a systému generovani se zachytemdiyahsenu vymrazovanim.

U kiemenné U-kapilary dfvané laboratorni teplotou nebylo mozné dostdte
kontrolovat rychlost ofevu pro el separace jednotlivych specii. Pro posouzeni

aktualniho rozdeni jednotlivych specii byl uskuieén experiment se sfanym
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standardem obsahujicim iAsMAs’ a DMAS’. Po gredredukci standardu L-cysteinem a
probhnuti analyzy siemennou U-kapilarou byl ziskan chromatogram, jeveadu obr.
3.4-16.
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Obr. 3.4-16: chromatogram ziskany analyzou&mého standardu iXsMAs" a DMAs’ (alikvot B) (kazda
forma 2pg I); pomoci kemenné U-kapilary dfvané laboratorni teplotou

Z obr.3.4-16 je jashpatrné nedostataé rozliSeni jednotlivych specii. Z vysledk
plyne nemoznost uskuteni separace s dostatgym rozliSenim jednotlivych arsenovych
specii s timto druhem usf@mlani a za uvedenych podminek. Na druhou stranilékap
jako kryogenni past pro vSechny zimga specie funguje spolehdiv Dochazi
ke stoprocentnimu zachytu vSech foremriaopievu pasti jsou vSechny specie uvoin
v malém objemu cozZ byl jeden s pozadapko spojeni s plynovym chromatografem.

Na zaklad predchoziho experimentu vyvstala otazka chromatagk@ifio
piispivku kiemenné kapilary krozliSeni jednotlivych forem. Puxeni velikosti
piispivku chromatografického &k na rozliSeni pik byla na vystupnicast U-kapilary
piipojena dalSi ¥menna kapilara stejného typu s patnactinasobkdhy dé&kapilary
ponechand za laboratorni teploty a uskuie tentyZ experiment se stejnym &nym

standardnim roztokem.
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Obr. 3.4-17: chromatogram ziskany analyzoui&mého standardu iXsMAs’ a DMAS’ (alikvot B) (kazda
forma 2ug I"); pomoci kemenné U-kapilary dfvané laboratorni teplotou s prodlouZzenim 3m kaypila

Vysledkem byl chromatogram uvedeny na obr. 3.4-FHo porovnani
chromatogramh s a bez prodlouzeni kapilary nebyl pozorovan §igamtni prispivek
kiemenné kapilary jakozto chromatografické kolonyalz.3.4-5 Ize porovnat i plochu
signalu a jeho vySku. Z porovnani ploch signayplyva pokles v fipad prodlouzeni
kapilary, coZz sw¥d¢i o prava@podobnych ztrdtdch specii éleem transportu.
Pravd&podobnym dvodem by mohla bytast&na sorpce na &y kapilary. Dale je také
patrny posun signalu dase (piblizné 3 s) dany prodlouZzenim kapilary. Tento posun je
dan pravdpodobré prodlouzenim drahy, kterou musi urazit hydridyears z kryogenni
pasti do multiatomizatoru nikoliv vlivem f&menné kapilary jako chromatografické

kolony.

Tab. 3.4-5: porovnani plochy (P) a vysky (v) signéalu pro&smy standardiAs’, MAs' a DMAs’
(s pedredukci L-cysteinem) (kazda formap@I™); pomoci kemenné U-kapilary dfvané laboratorni
teplotou bez/s prodlouzenim 3 m kapilary; n = 3

P (s) %
bez prodlouzeni 3,44+ 0,13 1,01+ 0,13
s prodlouzenim 3 m 2,79+ 0,07 0,916 0,009
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Na zaklad tohoto experimentu Ize tvrdit, Ze rozliSeni jedingth forem pro toto
uspdadani a za uvedenych podminek je vyh#adizeno rychlosti otevu kapilary.
Pripadny chromatograficky vliv kapilary na separaginotlivych specii ma zadhto

podminek nevyznamny vliv.

3.4.4 Studium zachytu v k femenné I- kapila fe ve spojeni s AAS

U-kapilara prokazala schopnost dokonalého zachytuvelréni jednotlivych
specii. Nicméa toto uspsadani pro dalSi sieni a reSeni kontrolovaného tdwvu
obsahovalo &kolik nevyhod. Jednou z nevyhod U-kapilary byl jéyiar. Vzhledem
k tomuto tvaru dochéazelo bez ulozeni kapilary lotedvé trubici k praskani vlivem tlaku
plyni na sénu kapilary a vnitnimu pnuti kemenného skla. | kdyZ byla kapilara potazena
polyimidem pro zajigini vysSi mechanické odolnosti, pdaeani v kapalném dusiku a
ohyb kapilary do tvaru U zlepseni mechanickych trasti eliminovalReSenim pro tyto
narané podminky réeni bylo vioZeni kapilary do teflonové trubice,é¢vaila oporu a
tim bylo praskani 8h kapilary eliminovano. Mozné spojeni s plynovymarhatografem
(viz. tvod 3.4) vyZaduje v kroku uvalni soustedit vSechny specie do malého objemu.
Teflonova trubice zfsobovala setrvmost oltevu, tzn. doSlo k prodlouzeni doby
uvolnéni s mirnym rozélenim piki jednotlivych forem jak uvadi chromatogram na
obr.3.4-16. Resnost kontroly teploty v kapiid vyZadujaeSeni bez teflonové trubice, aby
jakékoliv feSeni ofevu bylo idealty v kontaktu se ghou kapilary a nedochazelo tak
k setrv&nosti oltevu. Proto bylo testovanotimé vedeni kapilary (bez ohybu a

bez uloZeni v teflonové trubici) ozfené v této préaci jako I-kapilara.

3.4.4.1 Vyvoj |-kapilary

Pro tento typ kryogenni pasti bylo testovano kamemdostupné zdzeni zvané
.Microcryotrap” (dale jen MCT), které zabezjmvalo chlazeni i atev I-kapilary (viz.
2.6.5 Kkemenna I-kapilara). MCT bylgwodre navrzen pro zachygkavych organickych
slowenin pro spojeni s plynovou chromatografii. Totaizani bylo dle specifikaci
schopné nastavenim teploty i®gnosti+3°C v rozsahu od -180°C do 400°C zajistit
zachyt i uvolgni tkavych organickych slaenin. Vzhledem k moznostiigsného

nastaveni teploty byl z&m studovat optimalni teplotdi rozmezi teplot pro zachyt a
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uvolréni kazdé z vyuzitych specii. Toto by poskytlo haméo informace vedouci
k optimalizaci parameirkryogenni pasti.

Vstup kapalného dusiku do MCT bij#Sen rezervoarem z nerezového plechu
oobjemu 1 | tvaru valce izolovaného od okolnihcosifedi pomoci pnového
polyethylenu tlougky 2 cm. Vystup z rezervoaru byl vytten uprosted dolni podstavy.
Jako kryt horniho otvoru pro dapmvani kapalného dusiku byla vyrobena zéatka
z penového polyethylenu s otvorem odaprwru 5 mm, aby v rezervoaru vlivem odparu
kapalného dusiku nedochazelo ikfiaku. Na vyvod z rezervoaru byl pomocédéné
trubice o ptméru 6 mm gipojen solenoidovy ventil ovladany kontrolérem MCT.
Solenoidovy ventil s rezervoarem byligjen k MCT ogt médénou trubici paéméru 6
mm. VesSkeré vedeni a samotny MCT byl izolovan odliokénovym polyethylenem
tloug’ky 1 cm.

Ziskéani teplotniho profilu a @v¥eni funkce MCT bylo provedenodiienim teploty
na stné vnitini trubice MCT v zavislosti na délce zasunuti (pocrh) externiho
termailanku do této trubice (viz. Obr. 2.6-4) v drazce kapilaru. Nominalni teplota byla
-190°C. Vysledek rreni (obr.3.4-18) ilustruje néfateln¢ Siroké rozmezi ve kterém,

predevsim na obou koncich umit trubice MCT, teplota kolisa.
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Obr. 3.4-18: teplotni profil MCT bez pouziti kovovych vlozek; \d@élost teploty na délce zasunutého
termailanku od vstupu MCT; L-délka zasunuti tekildmku od vstupu do MCT; T — teplota; chybové
Useky reprezentuiji kolisani teplotyimastaveni -190°C na kontroléru MCT
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Kvili vysoké nestélosti teploty uvhiMCT bylo toto z@izeni modifikovano tak,
aby bylo mozné uskutait Gcinny zachyt a uvokni pro vSechny generované hydridy
arsenu. Vzhledem k faméru vnittni trubice MCT bylo nutné vytid dostaténe tepelré
vodivou vloZku zabezpsjici prevod tepla B chlazeni i obevu MCT na kemennou
I-kapilaru. Pro uloZeni flemenné kapilary s vifitim ptimérem pouze 0,53 mm bylo
nutné vytvdit kovovou vlozku valcového tvaru, iméru 3,0 mm s podélnou drazkou

priblizné 0,7 mm. Nasledovalo testovargkolika typi vioZzek z tiznych material.

Tab. 3.4-6: porovnani teploty ve #du délky MCT siznymi typy kovovych viozek; gfeni v délce
zasunuti termtianku 5 cm od vstupu MCT; nastaveni -175°C na kéiu; T..x — maximalni dosazena
teplota; T, — minimalni dosaZena teplota, ¥ prtimérna dosazena teplota

typ kovové viozky Tiax (°C) Tmin (°C) T, (°C)
1. ocelova trubice s podélnou drazkou -145 175 -160
2. dw soustedné ocelové trubice s podélnyezem -160 172 -166
3. medéna kulatina s dréazkou -159 -170 -164,5

Tab.3.4-6 uvadi teplotu praizné druhy kovovych viozek uméstych ve vnitni
soustedné ocelové trubice kovové vlozky 2. typélynnevyhodu nerovnosti drazky pro
uloZeni I-kapilary a tim nebezferozdilného pevodu tepla na vioZenou kapilaru.
Z tohoto divodu byl zvolen typ 3. - déna kulatina pro ulozeni I-kapilary v MCT.
Pramérna teplota byla velmi blizka fomérné teplo¢ dosazené ve vioZzce 2. typu a
problémy s nerovnosti povrchu se zde neprojevoaatgovliviovaly tak vyrobu drazky
pro ulozZeni I-kapilary. Tento typ viozky také umio¥al udrZovat teplotu v nejuzsim
rozsahu teploty a snizil tak kolisani teplot uvegdn v obr.3.4-18. Vlozka tak
zabezpéovala Fevod tepla v celé délce I-kapilary.

Pro zajiS¢ni a udrZzeni dostaieé¢ nizké a stabilni teploty pro zachyt arsenovych
specii byl odpojen terndtanek registrujici teplotu uvititMCT, ke kontroléru ppojen
externi termélanek a ponechan za laboratorni teploty. Timtovidgloku zachytu zajigh
kontinualni ptitok kapalného dusiku MCT. Registrovanim teplotyeaexitm termoélankem
se teplota uvnit MCT v drdZzce pro kapilaru po dvou minutach chlazestalila
na hodnat -190°C + 3°C v celé délce kovové vloZzky. Touto modifikacivpdniho
uspdadani MCT nebylo mozZné nastaveni stabilni teploygsiv nez -150°C tudiz

pro studium teplot zachytu jednotlivych forem arsélo toto usptadani nevhodné.
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Po uvedenych modifikacich bylo mozné testovat M&Kiojsystém kryogenni pasti
za odpovidajicich podminek.

3.4.4.2 SuSeni plynné srési pro I-kapilaru

Vymrazovani vodni pary a aerosolu vedouci k zablako I-kapilary se of
ukazalo jako zasadni problém. Samotna susici pagdrydroxidem sodnym nedostaie
absorbovala vodni paru vstupujici do kapildtgsto dochazelo k zablokovani na vstupu
I-kapilary diky skokovému sniZeni teploty (z 25°&@ cca -130°C v délce kapilary cca
5 mm). Obr. 3.4-18 ilustruje tuto situaci. Doba Ipbvani je zde definovana jako doba
od spu&ini do zastaveni hydridového generatoru. Zastavegdridového generatoru
nasledovalo po dosaZzeni tlaku v apatl,38 bar coz té#n odpovidalo zablokovani
kapilary.
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Obr. 3.4-19: zéavislost doby zablokovani=doby4iciho generatoru ) na pdadovéntislu msteni (n); pro
1 ks susSici patrony s NaOH — celkova hmotnost N&Big

Z 0br.3.4-19 je &&jmé, Ze jiz po jednom a¥eth neficich cyklech (kazdy cyklus
zahrnuje zhruba 120 s generovani) klesa su&irinast patrony natolik, Ze dochazi
k zablokovani pasti zpravidla za dobu generovanazarg kratSi nez jedna minuta. Proto

byl hledan dinn¢jSi zpisob suSeni. Nabizelo seé@eni objemu susidla (NaOH, perly).
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Hmotnost suSidla NaOH byla zvySena z uzivanych B&a@H na 150 g NaOH v podéb
tii za sebou zazenych 20 cm PE patron.
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Obr. 3.4-20: zavislost doby zablokovani=doby od sgn$tdo zastaveni hydridového generatogd,)(iha
poradovémisle n&feni (n); pro 3 ks za seboufaaenych susicich patron s hydroxidem sodnym — gélko
hmotnost NaOH 150 g

Z obr.3.4-20 je znatelné zlepSeni suSeni neboddlpuzeni doby zablokovani
I-kapilary. AvSak ani toto Sestinasobné&tdeni objemu suSidla nevedlo k dostatamu
zvySeni @innosti suSeni. Proto byléeba nalézt jinéeSeni.

V piipadt U-kapilary byla nalezenacinna kombinace patrony s NaOH a vyuziti
postupného gradientu teploty (viz. 3.4.3.4 Susgnming snédsi pro U-kapilaru). Proto byl
dalSi gistup zaloZen na vyuZiti tohoto efektu postupnéfimrazovani vodni pary na
sttn¢ |-kapilary. Jako optimalni se ukézalo spojeni byitové patrony a nav
vyvinutého tzv. konického vymrazose (specifikace 2.5.3 Konicky vymrazayaktery
nebyl v kontaktu s plynnou sisi vstupujici do I-kapilary. Kénicky vymrazoyebyl
tvofen srolovanym rdénym plechem do tvaru komolého kuZele, ktery bylazas na
vstupni ¢ast MCT s midénou vloZzkou s drazkou pro kapilaru (viz. 2.6.5ekKenna
I-kapilara). Diky gevodu tepla z gdéné vliozky na kénicky vymrazovabylo docileno
postupného zvySovani teploty uptest vymrazovée z -70°C na 0°C. ¥menna kapilara

prochazi sedem konického vymrazo¥a tak, aby se nedotykala jeh@rstPro ustaveni
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teplot uvedenych na obr.2.5-1 bylo nutfekat 150 s fed vlastni analyzou. #em této
doby kontinuala protékal kapalny dusik MCTpro dosazeni stabilpidiy -190°C. Po
kroku zachytu arsdnv I-kapilae byl uskuténén ohev vinutim odporového dratu viif
trubice MCT. Medénou vlozkou v MCT byl zabezpen gevod tepla i na konicky
vymrazov&é a tak byla vymrazena voda uvdha do multiatomizatoru a kdnicky
vymrazov& byl pripraven pro dalSi cyklus &eni. Z nasledujici tabulky je patrna doba
béziciho hydridového generatoru vysSi nez 240 styddz tuto dobu nedochazi

k zablokovani kapilary a znemaim analyzy.

Tab. 3.4-7:hodnoty doby zablokovani=doby#iciho generatorugd) na pdadovémislu meteni (n); pro
1 ks susici patrony s hydroxidem sodnym — celkawnathost NaOH 25 g; #azeny kénicky vymrazova

tgen(S)
> 240
> 240
> 240
> 450
> 240
> 240

o o b~ W N | S

Tlak se ustalil na hodn®tl,24 baii v kroku zachytu. Tedy k zablokovani ani
po vice nez sedmi minutach nedoslo jak dokladujgen ¢.4. S jednoduchym ¥azenim
v podolg konického vymrazovwg bylo tedy dosazeno efektu postupného sniZzovani
teploty nutného k postupnému vymrazovani vodni péryséné kapilary a nedochazelo
tak k dalSimu ucpavani I-kapilary ani po trojnasarprodlouzeni nutné doby generovani
hydridi.

3.4.4.3 Moznosti separace arsenovych specii v MCT

Vyhodou MCT je moznost dbhvu pomalejSiho nez je tomu u U-trubice.
Automaticky systém U-trubice nedovoluje pomalyieh protoZe p nizké rychlosti
ohfevu nedojde kvytigeni veSkerého kapalného dusiku zimho prostoru
dvouplagové sklegné nadoby (viz. 2.6.1 Sklena U-trubice). Tim je U-trubice stale
alespa z¢asti chlazena a nedochéazi tak k u¥ainzachycenych specii se stoprocentni
acinnosti. Naproti tomu u MCT se po uzemi solenoidového ventilu kapalny dusik

v prostoru MCT nadale nevyskytuje. Byl uskingn experiment se zachytem a uviiim
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hydridi pouzitych forem arsenu s postupnym ieslem. Chromatogram ziskany
pro spojeni se susSici patrnou s hydroxidem sodnykdrackym vymrazovéem uvadi
obr.3.4-21.
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Obr. 3.4-21: chromatogram pro usgédani s konickym vymrazovem; 1 — iA¢,2 — MAs’ a 3 — DMAY ;
smssny standard - kazda formaug I'*; alikvot B

Pro testovani byl vybran ssny standard obsahujici iAs MAs' a DMAS’.
Pro U-trubici trva okev z -190°C na 120°Ctiblizné jednu minutu. Pro modifikované
uspdadani MCT Ize nastavit dobu i@vu z -190°C na 120°C n&yii minuty. Diky
pomalému ofevu MCT, ktery je ve srovnani s U-trubidilgizn¢ ¢tyindsobg pomalejsi
je vidét vyssi rozliSeni jednotlivych forem arsenu na @#-21 nez je tomu u U-kapilary
s olfevem pomaci laboratorni teploty (viz obr.3.4-16icrivere pro kvalitni vyhodnoceni
je treba doséahnout vyssiho rozliSeni snizenim FWHM.pHouzZity atomovy absokpi
spektrometr je limitovan dobou z&znamu chromatogrébB8 s (viz. 2.2 Hstrojové
vybaveni). Pro vyhodnoceni chromatogramu kde bydgivozliSeni pik je nutné docilit
uvolnéni vSech vyuzitych specii¢chem €chto 58 s. V dosavadnim usgdani, tzn.
s pripojenym kontrolérem MCT, ktery dovoluje sice polnau, ale nernnou rychlost
ohtfevu neni mozné dosazentsiho rozliSeni. Pro zénu rychlosti obevu MCT je feba
piipojeni nezavislého zdroje s volitelnym nastavenproudu. Zmgnou teplotniho

programu bude mozno oviievat rozliSeni, vySku a FWHM pik
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Po optimalizaci teplotniho programu bude moZzné imatz systém MCT jako
separatni kryogenni past s moznosdiipgjeni k plynovému chromatografu, kde bude
mozné podminky separadalit nezavisle na podminkach zachytu a ugoinv MCT.
Druha nabizejici se varianta bude dpat ve vyuziti MCT zarouiejako kryogenni pasti a
separaniho z&izeni v gfimém spojeni s AAS, AF8i ICP-MS jako tomu je u spojeni
s U-trubici plfnou chromosorbem.

3.5 Moznosti AFS detekce pro specia ¢ni analyzu arsenu

Spojeni hydridového generatoru s kryogenni pashA& detekci s fedredukci
vzorku L-cysteinem pro rozliSeni jednotlivych speegirizném mocenstvi je fughi a
robustni metodou pro spe¢ analyzu arsenu s nizkymi detakmi limity pro vodné
roztoky i slozi€jSi biologické vzorky (viz. 3.1.3 Detéki limity a 3.2.5 Detedni limity
pro burgéné suspenze). Atomovy absoémp spektrometr je v principu malo citlivy
detektor. Pro dosazeni jestizSich detednich limith se nabizi AFS detektor. Zémem
bylo otestovat moZnosti AFS detekce pro sp@diaanalyzu arsenu zaloZzenou na
generovani substituovanych hydridProto bylo testovano spojeni generatoru hydrid
zahrnujiciho kryogenni past s AFS detektorem. Rsmiaaci byl pouzit FIGS ki jeho
potencialu pro dosazeni velmi nizkych detékh limita (viz. 1.2.2.4 Flame-in-gas-shield
atomizator).

Vzhledem k vySe uvedenému z&mn otestovat potencial spojeni HG-CT-AFS,
byla zvolena nejjednodussi varianta generovanitsubganych hydrid, tj. v prostedi
1 mol I'* kyseliny chlorovodikové (alikvot C viz. 2.4.2 Seigni generovani hydrid

zalozené na z#mé pH). Chromatogram pro uvedené spojeni ukazujedbd..
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Obr. 3.5-1: chromatogram pro 1- iAS 2- MAs’, 3 — DMAS’; smisny standardni roztok - kazda specie
0,5ug I (alikvot C); s pouZitim sklemé U-trubice; suSeni pomoci nafionové membrany:-aignal, t —
cas

Srovnanim chromatogramna obr.3.5-1 a obr.3.1-10 a 3.1-11 pro spojeni
HG-CT-AAS je patrné podstatné snizeni Sumu zaklalimie. Plochy pik pro
methylované formy byly nizsi ve srovnani s anorgiamii formou jak doklada tab.3.5-1.

Tab. 3.5-1:plochy piki (P) pro jednotlivé formy arsenu a relativni ploghku (R) vztazena k plose piku
iAs" (alikvot C); n=6

specie P QVvs) RSD (%) R (%)
iAs™ 500 3,4 100
MAsY 378 4.4 76
DMAs" 227 4,7 45

Duvodem nizSich ploch pik methylovanych forem je nedost&t@ (Einnost
generovani hydritl z ®chto forem za danych podminek (viz. 3.1.1.1 Selekti
generovani hydri zaloZzené na zémé¢ pH). Nicmérg pro odhad detakich limiti
pro tyto formy jsou nalezené citlivosti do&sigici.

Limitujicim faktorem pro stanoveni detalch limiti jednotlivych forem arsenu je

Sum zakladni linie v porovnani s velikosti signpto standardni roztok analytu - plochy
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piku. Z porovnani chromatogrdamma obr.3.5-1 pro spojeni HG-CT-AFS a obr.3.1-10 i
3.1-11 pro spojeni HG-CT-AAS je patrné Zné snizeni Sumu zakladni linie. Odstup
signalu od Sumu zakladni linie je u AFS detekceazsr vysSi nez u metody detekce
s AAS. Obr.3.5-2 uvadi potencial metody AFS proadesi nizSich deteékich limita

na Sumu slepého stanoveni.
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Obr. 3.5-2: chromatogram pro slepé stanoveni s pouzitim gkiet-trubice pro detekci AFS (alikvot C)
(v pravém rohu snizen rozsah osy y) suSeni ponacinové membrany; AS — absolutni signal éas

Z porovnani slepych stanoveni je patrna kontaneinagjvice pro anorganickou
formu arsenu. Viipact detekce AAS neni kontaminace viditelna (viz. OHr8 ¢i
Obr.3.1-9), ale @i pouziti citlivéjSi metody detekce AFS je kontaminace patrna, ia to
pro methylované formy. Eventudlni snizeni kontamenhy bylo mozné pouze vipac
pouziti chemikalii velmi vysoke&istoty. Pro jednotlivé formy arsenuiipgenerovani
hydrida v prostedi kyseliny chlorovodikové jsou v nasledujici 88-2 uvedeny detéki

limity.
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Tab. 3.5-2:souhrn detetnich limiti pro jednotlivé arsenové specie pro spojeni s AgeBgrovani
v prostedi 1 mol  HCI; n = 6; LOD lit (z literatury] 81] n=9; LOD teor — dosaZitelny detek limit

_ LOD lit LOD LOD teor
specie
(P9) (P9) (P9)
iAs™ 11 3,2 1,1
MAsY 12 0,8 0,8
DMAs" 18 1,1 1,7

Vzhledem k nizkému Sumu zakladni linie pro AFSelet bylo mozno dosazeni
tak nizkych detednich limith pro jednotlivé formy arsenu. V porovnani s détékni
limity pro AAS detekci (viz. 3.1.3 Detehi limity) se jedna o snizeni detelch limiti
pro AFS pro anorganickou formuiplizné desetkrat, pro methylované formy dokonce
dvacetkrat. ZlepSeni det@kho limitu v gipadt anorganické formy arsenu je ndén
vyrazné z dvodu nenulového slepého stanovenitusgbeného vysSi kontaminaci
chemikaliemi nez u methylovanych forem jak je patmobr.3.5-2. Idedlnimiipadem
slepého pokusu by byla n&omnost kontaminace — zakladni linie bez pozomwsth
pika. Pro tyto podminky lze odhadnout nejnizSi dosa#tdteoreticky) detedni limit
pro jednotlivé formy uvedeny veaetim sloupci tab. 3.5-2. Z porovnani dosazenych a
teoreticky dosazitelnych det&kich limitd vyplyva nej¢tsSi rozdil pro anorganickou
formu arsenu pravdiky nejvyssi kontaminaci (viz. obr.3.5-2). Roydileteknich limita
pro methylované formy nejsou tak dramatické.

Pouzitd metoda detekce vedla k velmi nizkym detek limitim i v porovnani
s literarnimi zdroji pro podobna us@oani (druhy sloupec tab.3.5-2) nebo obdobné
uspdadani 2,5 pg iAS, 3,0 pgMAs’, 6,5 pg DMAs" [ 126 nebo s velmi citlivym
typem detektoru ICP-MS 51 pg iAs 21 pg MAY, 1 pg DMAs"[ 82] . VyuZiti FIGS
atomizatoru oproti &n¢ vyuzivanému difuznimu plameni jeivbdem dosazeni tak
nizkych deteknich limiti. S pouzitim tohoto druhu atomizatoru je mozné ldocétSiho
snizeni Sumu zakladni linie nez Izeéekavat s difuznim plamenem, ktery je pouZzit
v literarnim zdroji (Tab.3.5-2). DalSi vyhodou FIG&omizatoru je dosazeni vysSi
citivosti pro jednotlivé formy arsenu nez u difika plamene (viz. 1.2.2.4
Flame-in-gas-shield atomizator).

Lze konstatovat, Ze byl prokazan pozoruhodny pmdééspojeni HG-CT s detekci
AFS pro specini analyzu arsenu zaloZenou na generovani subsiityoh hydrid,

piedevsim vzhledem k extrégnizkym deteknim limitam. Spojeni HG-CT-AFS nabizi

viN s
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instrumentaci ICP-MS za dosaZzeni nizSich nebo pat@inych detednich limita
pro jednotlivé formy arsenu. i&devSim pro biologické vzorky obti&ndostupnych
lidskych tkani, ve kterych fize byt koncentrace arsenovych forem velmi nizk&pgeni
HG-CT-AFS idealni. Akladem niize byt aplikace v oblasti toxikologie, kdy js¢asto

k dispozici mala mnoZzstvi vzorKue, 118 127 .

119



Zaver

Cilem prace byl rozvoj metodiky a instrumentaceecigini analyzy arsenu
zalozené na kombinaci selektivniho generovani gubsanych hydrid s detekci
atomovou absotmi a atomovou fluorescéni spektrometrii. Pro spini tohoto cile byla
uskuténovana analyzait a/nebo ptimocnych anorganickych a methylovanych forem
arsenu. Jako modelové arsenové specie byl lsnadné dostupnosti a odpovidajici
stabilits zvoleny iAd', iAs’, MAs', DMAs' a TMAS'O.

Prvni ¢ast prace se zabyva vyvojem metodiky a instrumenspeciani analyzy
arsenu zaloZené na selektivnim generovani subgiityoh arsain a vyuZivajici zachytu
v kryogenni pasti (tj. chromosorbem gh@ U-trubici) s AAS detekci. S ohledem na tento
zan®r a na stabilitu toxikologicky zajimavych arsenolwyforem stanovovanych i v dalSi
casti této prace byl zvoleniigtup k selektivnimu generovani substituovanychridyd
zaloZzeny na fedredukci ptimocnych forem arsenu L-cysteinem a optimalizovany
podminky tohoto generovani. Zim& pozornost byla &ovana vyvoji a optimalizaci
experimentalnich paramétrprovozu kryogenni pasti. iiP kazdé vyndné samotné
U-trubice nebo vyrné chromosorbwi vinuti odporového dratu (slouziciho kieku
pasti) bylo feba optimalizovat teplotni program tak, aby roziSepedevsim
dimethylované a trimethylované formy, bylo dostate Interference ZBobend
nespecifickou absorpci rozkladnych produkL-cysteinu (pravépodobré sulfanu),
pozorovanou Vv reténim ¢ase anorganické formy arsenu, byla eliminovanaediewiou
korekci pozadi. Bhem pouZzivani kryogenni pasti byléela ieSit jeji zablokovani
vymrazenou vodou vystupujici ve fokraerosolu a vodni pary ze separatoru fazi. Vodni
para uvolgna z kryogenni pasti navic interferuje nespecifickadsorpci pozorovanou
v retergnich ¢asech methylovanych forem arsenu. Proto byly téstpviizné druhy
suSicich z#zeni. S nafionovou membranou, podle literarnichropid negastji
pouzivanou, byly pozorovany ztraty methylovanyckaar a, navic, eliminace vody byla
nedostaténa. Vysokou dinnost suSeni bez ztrat analytu prokazala patrag@anina
hydroxidem sodnym, kter4 navic absorbuje rozklagraglukty L-cysteinu zfsobujici
nespecifickou absorpci. Po optimalizaci experimanth paramefr provozu kryogenni
pasti byly stanoveny det&ki limity jednotlivych modelovych arsenovych spediiky
pouziti optimalniho suSiciho #aeni (patrony s hydroxidem sodnym) bylo mozné

pracovat bez DBC, tim snizit Suméfani a nasledndosgt ke snizeni detekich limiti
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jednotlivych arsenovych specii. Nalezené d&éKimity znamenaji vyrazné zlepSeni
oproti HG-CT-AAS deteénim limitam udavanym v literatie, coZ s¥d¢i o mimgadném
potencialu vyvinuté metodiky a instrumentace HG-&AS pro oblast stopové a
ultrastopové analyzy arsenovych specii.

Nésledovala aplikace vyvinuté metodiky a instruthea HG-CT-AAS
pro speciani analyzu arsenu v b&mé suspenzi mysich jateréB¥ vyuzivané postupy
speciace vyzaduji ipvedeni vzorku do roztoku, coZ je obvykle spojen@lespa
casténou mineralizaci. Vzhledem k labditspecii timocného arsenufipom neodvrats
dochazi ke ztrétspecig&ni informace. Proto byla testovdna moznasmgho davkovani
burg¢né suspenze mysSich jater do hydridového generatoeu.ziskanych vysledk
vyplyva uskuténitelnost tohoto fistupu. Bylo prokazano, Ze takto Ize spiuskutenit
speciaci arsenu,etré informace o oxidénim stavu (iA8"Y, MAs"Y a DMAS"Y),
ve vzorcich tkani a bak ziskanych v poputaich studiich. Ukazalo se, Ze koncentrace
DMAs""Y byla oproti ostatnim formam dvoj aZ trojnasobnadstatnoucast arsenu
v jaterni tkani obsahujiifmocné methylované formy. Oproti tomu TMA3 nebyla
v téchto typech vzork vibec detekovana. Vyvinuta metoda davkovanicbné suspenze
piimo do systému hydridového generatoru je unikatnivyavéi predpoklady
pro vyznamny pokrok v oboru toxikologie arsenu, tpfe alternativni fistupy,
vyuZivajici metody kapalinové chromatografie, jsquo p@imou analyzu tkani
nepouzitelné. Vyznamnou vyhodou tohotfispupu je schopnost poskytnout informaci
o toxickych a zarove velmi nestabilnich MAS a DMAS". Dali dileZitou vyhodou
vyvinutého gistupu jsou velmi nizké det&ki limity srovnatelné s detékimi limity
dosahovanymi spojenim experimentalmaranych extraknich postup s detekci
ICP-MS. Vyhoda nizkych detékich limiti je kriticka @i analyzach zejména
biologického materialu (tkanéasto dostupného v malych mnozstvich.

V dalSi ¢asti prace byl vyzkum za¥fen na proces zachytu argam kryogenni
pasti. Novy material kryogenni pasti feknen nahradil dosavadni material U-trubice —

- borosilikatové sklo. kmenna U-trubice vykazovala vysSi mechanickou ab)rale
hlavre vedla k uzSim pikn jednotlivych arsain s vysSim rozliSenim. To vyznagn
prispélo ke zlepSeni paramétrchromatogramu bez dramatického zasahu do celého
systému kryogenni pasti. ul2Zitym parametrem procedur vyuZivajicich zachyt
v kryogenni pasti je dinnost zachytu a uvobmi arsaf. Proto byla radiometricky
stanovena &innost zachytu i uvokni arsanu v U-trubici péné chromosorbem pomoci

radioindikatofi "*As a "As. Byla zjis&na 100% dinnost zachytu i uvokni arsanu.
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Radioindikatory byly vyuZzity i ke zjignhi distribuce arsanu v U-trubici: k zachytu arsanu
dochazi jiz ve vstupriiasti kryogenni pasti na trovni hladiny kapalnéhsikiu.

Tento zpsob distribuce arsanu v U-trubici ukazuje potenaminiaturizace
kryogenni pasti, avSak prosté zkraceni U-trubicenbyedlo k dostat®é miniaturizaci,
protoze pro inny zachyt arsanu jagba minimald 20 cm délky U-trubice portené
v kapalném dusiku. Proto byly testovany jiné degigrasti. Vhodnou se ukazala
kiemenna  kapilara i.d. 0,53 mm  potaZzena  polyimidem uZwana
pro plynovou chromatografii. Optimalizaci podmine&kpomoci radiometrickych i
spektrometrickych experimantbyla dosaZzena 100%:ianost zachytu i uvokni viech
studovanych ars@n Optimalizace byly provedeny s kapilarou tvaru ©zbolevu
odporovym dratem. Po &keni vhodnosti kmenné kapilary pro zachyt arfabylo
hledano, pokud mozno kondee dostupné, Zézeni pro postupny éav kapilary, ktery by
umoznil separaci jednotlivych argafgejich postupnym uvoknim. Kometni za&izeni
~microcryotrap” sphovalo naroky na postupny f@v kapilary ve tvaru |. Nicmén
ke spolehlivé funkci z@zeni bylo nutné uskuteit dodaténé technické upravy (kovova
vloZzka pro @inny prevod tepla na kapilaru a Gpravaigpbu kontroly ofevu zd&izeni).
Tento typ kryogenni pasti byl velmi nachylny k zat@vani vymrazenou vodou - ani
suseni hydroxidem sodnym nebylo dostakelginné. Testovanimuaznych uspeadani
susicich z#zeni byla nalezena kombinace patrony s hydroxidemdnym a no¥
vyvinutého susiciho Z&eni, tzv. kénického vymrazode, zaloZzeného na postupném
vymrazovani vodni pary naést kryogenni pasti. Poté bylo mozni&gkennou I-kapilaru
vyuzivat jako funkni kryogenni past. Déle byly zkoumany moZzZnosti ssmp@ arsain
na zaklad jejich rozdilné teploty varu. Bylo zji&to, Ze po optimalizaci teplotniho
programu ma kryogenni past v podobkapilary potencial nahradit U-trubici ginou
chromosorbem. Jednou z vyznamnych vyhod pouidimkenné kapilary jsou uzsi piky,
takZze po optimalizaci teplotniho programu bude néobmnohem vySSi rozliSeni nez
u U-trubice plgné chromosorbem. Zdaou vyhodou je také vyuziti konieg
dostupnychéasti systému této kryogenni pasti a tim jednodasSgjchlejSi sestaveni,
vyména a obsluha. Automatizace celého systému kryogpasii se nabizi jako dalSi
moznost. Vzhledem k pronikavému zmenSeni objemti pasabizi spojeni s plynovym
chromatografem, kde je nutné provést ,iistsmési arsafi v co nejmenSim objemu.
Tim Ize ovladat separaci efekti§ji pln¢ nezavisle na zachytu. Vyuziti U-trubice stejnym

zpisobem neni kidi pomalému uvolani z této kryogenni pasti mozné. S vyvinutym
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systémem kryogenni pasti se tedy ve srovnani sitilefr zn&né rozSiuji moznosti
VyuZiti.

Pro analyzu vzork s velmi nizkym obsahem arsenovych specii i vicorlejména
biologickych tkani, které jsou dostupné ve velmilyol mnoZzstvich je zZadouci dalSi
snizeni detalnich limita. Atomovy absorpni spektrometr je v principu mélo citlivy
detektor. Proto bylo testovano spojeni hydridovélemeratoru zahrnujiciho kryogenni
past s AFS detektorem. Byl prokdzan pozoruhodngrmidl spojeni HG-CT s detekci
AFS pro speciéni analyzu arsenu zaloZzenou na generovani subsityoh hydrid,
predevsim vzhledem k extrégnizkym deteknim limitaim. AFS detektor nabizi legjsi
variantu oproti investné i provozré nara@néjSimu detektoru ICP-MS afipom nabizi
pro jednotlivé arsenové specie srovnatelné deidkmity.

Zawrem lze konstatovat, Ze tato prace vyznarmfispéla k rozvoji metodiky a
instrumentace spediai analyzy zaloZzené na kombinaci selektivnhiho gmréari
substituovanych hydrid s detekci atomovou absérp nebo atomovou fluoresaar
spektrometrii. RestoZze se prace zabyvala vyhradémito dwma metodami analytické
atomové spektrometrie, prakticky vSechny ziskanenatky Ize aplikovat i pro jiné

atomow spektrometrické detektoryigrevsim pro ICP-MS.
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