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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je vénovana optimalizaci metody stanoveni arsenu pomoci
techniky chemického generovani hydridi S AAS detekci ve vzorcich piva a surovinach pro jeho
vyrobu. Obsah arsenu v pivu se obvykle pohybuje na stopové urovni, nicméné je zapotiebi
koncentraci tohoto prvku v pivu sledovat. Souc¢asné rutinné pouzivana metoda stanoveni arsenu
pomoci elektrotermické atomizace je Casové i finanéné narocna a malo citliva, proto byla
vyvinuta snaha o zefektivnéni stanoveni arsenu a vyvinuti rychlejsi a levnéjsi metody.

Pro stanoveni arsenu byla optimalizovana metoda generovani tékavych hydrida s detekci
pomoci atomové absorpcni spektrometrie. Byla optimalizovana prutokova rychlost argonu na
hodnotu 75 ml-min™, optimalni priitokova rychlost reak&nich ¢inidel byla 4,0 ml-min™ a vzorku
5,0 ml-min™’. P¥i stanoveni arsenu touto metodou byl jako redukéni &nidlo pouzit 3 % NaBH,
v 0,5 % NaOH, pro okyseleni vzorku byla pouZzita HC] natfedéna 1:1 destilovanou vodou. S touto
optimalizaci parametri bylo dosazeno LOD 0,32 pg-l™ a LOQ 1,05 ug-l™. Bylo vyzkouseno
stanoveni arsenu ve vzorcich jeCmene, sladu a pitné vody jakozto surovinach pro vyrobu piva.
Bylo zjisténo, ze matrice piva je za danych podminek nevhodna pro techniku generovani
tékavych hydridd diky bouflivé reakci v separatoru fazi, kterou se nepovedlo odstranit zadnym
z ptipravnych krokt. Byl zkouman vliv pfedredukce, ktery pravdépodobné posiluje vliv nékteré
z interferujicich latek pro stanoveni arsenu. Dalsi Cast této prace byla tedy vénovéna studii
interferenci a bylo popsano nékolik prvka, které potlacuji hodnotu naméfeného signalu pro

arsen. Interferencni vliv lze potvrdit u selenu, antimonu, cinu, zeleza a olova.

Klicova slova
Atomova absorpcni spektrometrie, chemické generovani hydridu, interferencni vlivy, arsen,

pivo, slad, je¢men



ABSTRACT

This thesis describes the optimization of the method for determination of arsenic by the
chemical hydride generation coupled with AAS detection in beer samples and raw materials for
its preparation. The beer usually contain arsenic at ultratrace level, however, it is necessary to
monitor the concentration of this element in the beer. The routinely used method for
determination of arsenic is determination by electrothermal atomization. This approach is time
consuming, expensive and less sensitive. It has been developer suitable determination of arsenic
as a faster and less expensive method.

For this method there was optimized the flow rate of argon to 75 ml-min-1, the optimum
flow rate for the reagents was 4.0 ml-min™ and for the sample 5.0 ml-min™. 3 % NaBH4 in 0.5 %
NaOH was used as the reducing agent for the determination of arsenic, and HCI diluted 1:1 with
distilled water was used to acidify the sample. With this parameter LOD was 0.32 pg:l™ and
LOQ 1.05 pgI™. It has been tested the arsenic determination in samples of barley, malt and
potable water as beer raw materials. It has been found that the beer matrix is unsuitable for the
hydride generation technique due to a stormy reaction in the gas/liquid phase separator. The
effect of pretreatment, which is likely to enhance the effect of some of the interfering substances
for arsenic determination, has been examined. Another part of this work was focused on the
study of interferences and several elements were described which suppress the value of the
measured signal for arsenic. The interference effect was confirmed for selenium, antimony, tin,

iron and lead.

Keywords
Atomic absorption spectrometry, chemical hydride generation, interferences, arsenic, beer, malt,

barley



SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

A absorbance

AAS atomova absorpéni spektrometrie
LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

LDR linearni dynamicky rozsah

Ve objem davkovaci civky

Ve prutokova rychlost ¢inidel

Cx koncentrace latky x

BLK blank — slepy vzorek

FIA davkovani do proudu

HG generovani hydrida

MS hmotnostni spektrometrie

ICP induk¢éné€ vazana plazma
HG-AAS atomova absorpéni spektrometrie s generovanim hydrida

TS-FF-AAS atomova absorpéni spektrometrie s plamenovou atomizaci, prekoncentraéni
trubici a termosprejem (z anglického thermospray flame furnace atomic absorption
spectrometry)

GF-AAS atomova absorpéni spektrometrie s grafitovou trubici (z anglického graphite
furnace atomic absorption spektrometry)
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1. UVOD

Pivo obsahuje kovy ovliviiujici jeho vlastnosti, napt. zelezo, které ovliviiuje vlastnosti
jako je chut, ving, rust kvasinek a kvalita pénéni, také obsahuje Kovy, které jsou prospésné pro
zdravi ¢lovéka, napf. vapnik, hoi¢ik, draslik, ale i takové, které jsou toxické, napt. arsen, olovo,
kadmium, rtut. Tyto kovy v pivu mohou primarné pochdzet ze zakladnich surovin pro vyrobu
piva, jako je je¢men, chmel, voda nebo napt. z kvasinek. Obsah kovu v téchto surovinach je
disledek znecisténi zivotniho prostiedi. Sekundarné se kovy do piva mohou dostat v prubcéhu
vyroby piva z pouzitych zafizeni pii vyrobé, filtratnich materidli nebo nedodrzenim
technologickych postupt.

Obsah toxickych kovl v pivé sice klesd az na stopovou uroven, nicméné je zapotiebi
koncentrace téchto latek v pivu sledovat. Pro stanoveni arsenu byla v minulosti vyvinuta metoda
stanoveni pomoci elektrotermické AAS. Citlivost této metody vsak neni dostate¢na pro
spolehlivé stanoveni arsenu na koncentra¢ni Grovni vyskytujici se v pivu, nebo alespon na

koncentra&ni Grovni jeho povoleného limitu. Ten &ini pro pitnou vodu 10 pg-1™ [1].

1.1.Clile prace

Vzhledem Kk ptedpokladané nizké koncentraci arsenu ve studovanych vzorcich byla
zvolena technika generovani t€kavych sloucenin ve spojeni s atomovou absorpéni spektrometrii.
Cilem této prace byla tedy optimalizace a charakterizace metody stanoveni arsenu a vyuziti této

metody pro stanoveni obsahu arsenu v pivu a surovinach pouzitych pro jeho vyrobu.



2. TEORETICKA CAST

2.1. AAS

Atomova absorp¢ni spektrometrie je metoda zalozena na absorpci vhodného
elektromagnetického zafeni atomy vzorku v plynném stavu. Metoda slouzi k elementérni
kvantitativni analyze kovovych prvki nizkych koncentraci. Lze pouzit pro 60 prvki periodické
tabulky.

Lambertiiv — Beertiv zdkon byva dobie splnén pro koncentrace 0,1 — 100 ug~ml'1
u plamenové atomizace, v jednotkach ng'ml™ u elektrotermické atomizace. Nékteré prvky (As,
Sb, Bi, Ge, Sn, Pb atd.) se ptevadi s vyhodou na tékavé hydridy. Jednd se o nesmirné citlivou
metodu dosahujici citlivosti ng na 1 ml vzorku a u elektrotermické atomizace Ize detekovat az pg
v dadvce vzorku. Pouzivd se napfiiklad pro analyzu pitnych a uzitkovych vod, v Iékatstvi,
potravinafstvi, ke sledovani obsahu tézkych kovi v zivotnim prostiedi atd. [2]

K vlastnimu meéfeni se vyuziva atomovy absorpéni spektrometr, vysoce selektivni a
citlivy pfistroj, ktery je slozen z téchto hlavnich Casti: zdroj zafeni, atomizator, disperzni
(opticky) systém, detektor.

Zdroj zéateni — jedna se vzdy pfimo o zhaveny stanovovany kov, ktery emituje zaieni ve
form¢ atomovych Car o presné stejné vinové délce, jakou je jen aktualné stanovovany prvek
(analyt) schopen absorbovat, tedy vybudit své valenc¢ni elektrony do vysSich energetickych
hladin v ramci vybérovych pravidel. Nej€astéji pouzivané zdroje zateni jsou: vybojka s dutou
katodou, bezelektrodova vybojka, popt. superlampa; pro korekci nespecifické absorpce pozadi je
pouzivana deuteriova vybojka, popt. lepSi a cenové malo dostupné systémy (Smith-Hieftje,
korekce s pouzitim Zeemanova jevu).

Atomizator — ¢ast spektrometru kde dochazi k absorpci primarniho zatfeni vzorkem a jeho
nasledné atomizaci.

Disperzni (opticky) systém — tvofen polopropustnymi zrcadly, dutymi zrcadly a ostticimi
¢ockami, odraznou (popi. Echelle) miizkou (Ebertovym monochromatorem), dale také
Stérbinami, jez vymezuji jednu jedinou (dostate¢né intenzivni) spektralni ¢aru stanovovaného
prvku o dané spektralni Sifce.

Detektor — nejcastéji se vyuziva fotonasobi¢, ktery stiidavé méfi intenzitu dopadajiciho,
atomizatorem proSlého, monochromatického zafeni a intenzitu pozadim zeslabeného zafeni z
deuteriové vybojky; vlastni signdl je pak rozdil intenzit téchto dvou paprskl a plati pro ngj

Lamberttv-Beertv zakon. [3]
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2.2.Generovani tékavych hydridi

Technika generovani té¢kavych sloucenin je Siroce uzivana metoda k urceni stopového ¢i
ultrastopového mnozstvi analytu. [5]

Metoda klasického chemického generovani tékavych sloucenin, zavedena na pirelomu
Sedesatych a sedmdesatych let minulého stoleti za ucelem piekonani obtizi spojenych s
plamenovou atomizaci sloucenin arsenu a selenu, je v soucasné dob¢ jiz intenzivné probadana a
nalézd pomérné Siroké uplatnéni pfi stanoveni prvka tvoficich tékavé slouceniny, zejména
hydridy. [4,5]

Je to velmi citlivd metoda, kterda umoznuje zakoncentrovani analytu v absorpénim
prostiedi a spojuje vyhody plamenové a elektrotermické atomizace. Také umoznuje separaci
analytu od matrice vzorku, tj. omezeni vlivu interferenci. Pomoci metody generovani tékavych
sloucenin je mozné stanovit pouze prvky, které lze n&jakym zplsobem pievést na tékavou
formu. [3] Sedm typickych prvki se pretvati na hydrid s NaBH4 - As, Sb, Bi, Te, Sn, Pb a
Cd. [6] Slouceniny téchto prvku patii mnohdy mezi vyrazné toxické latky poskozujici ruzné
sféry zivotniho prostfedi. Tyto slouc¢eniny jsou schopny ¢asto jiz ve velice nizkych koncentracich
zpusobovat vazné otravy u osob vystavenych jejich ucinku. [7]

Dnes se nejcastéji vyuziva tékava sloucenina hydrid, generovana chemickou redukci,
obvykle v systému NaBHs/HCI. Chemickou redukci je mozné ziskat hydridy selenu, telluru,
arsenu, antimonu, bismutu, germania, cinu a olova, byly provadény pokusy o generovani hydridi

india a thallia. [8]

2.2.1. Chemické generovani
Reakce NaBH, probiha v prostfedi mineralni kyseliny. Nejcastéji se pouziva kyselina

chlorovodikova. [9]

NaBH, + 3H,0 + HCl — H3BO3 + NaCl + 8H
As"' + 5H — AsH3? + Hy? (nadbytek)

Technika chemického generovani t€kavych hydridii je v soucasnosti bézné¢ vyuzivana v
analytickych laboratofich, ma ale sva rizika a uskali, kterd souvisi zejména s pouZitim
redukéniho ¢inidla. NaBH4 je slouCenina malo stabilni, jeji roztok se za laboratorni teploty
rozklada, musi byt uchovavan v lednici; pro praci by mél byt pfipravovan denné Cerstvy a ve

stabiliza¢nim roztoku NaOH. Nevyhodou NaBH, je také nedostacujici Cistota pro ultrastopové
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analyzy (max. 99 %). Stopy iontl piechodnych kovl pfitomné v redukénim €inidle se mohou
projevit inteferencemi. [8]
Pro vyloueni nezadoucich vlivi NaBH; byl zaveden alternativni zptsob

elektrochemické generace tékavych sloucenin.

2.2.2. Elektrochemické generovani

Elektrochemické generovani t€kavych hydridli piedstavuje alternativni techniku ptipravy
tékavych hydrida, kdy misto redukéniho ¢inidla je redukce provedena prichodem elektrického
proudu pouze v prostiedi velmi Cistych mineralnich kyselin. Tim odpada moznost kontaminace
analyzovaného vzorku redukénim €inidlem. To umoziuje dosazeni velice nizkych hodnot mezi
detekce a stanovitelnosti. Nesmirnou vyhodou elektrochemického generovani oproti
chemickému je zejména srovnatelnd UcCinnost generovani tékavych sloucenin z riznych
oxida¢nich stavli stanovovanych prvki. Chemicky lze generovat t€kavé slouCeniny pouze z
niz8ich valenci (Se, Te), nebo je uUCinnost generovani (pro dané uspotfadani chemického
generatoru) zavisla na vychozi valenci prvku (As, Sb,...). V obou ptipadech je pak pro vzorky
obsahujici vy$§i mocenstvi analytu vhodna predfazena redukce. [9]

V minulosti byla vyvinuta technika elektrochemického generovani tékavych sloucenin

pro stanoveni As, Se, Sb v riznych vzorcich. Detekéni limit téchto prvki ve vodnych roztocich
byl 0,45; 0,62 a 0,92 ng.ml™. [10]
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2.3. Pivo

Historie piva sahd az do sedmého tisicileti pred nasim letopoctem, kdy prvni népoj
podobny dneSnimu pivu vznikl v Mezopotamii. V pribéhu tisicileti se samoziejmé stale
vylepSovaly postupy a procesy, jimiz se tento napoj vyrabél. [11]

Dnes se kvasenim a jeho produkty zabyva kvasny primysl, ktery je Sirokym odvétvim
potravinaiského priimyslu. Zahrnuje sladafstvi a pivovarnictvi, lihovarstvi a vyrobu lihovin,
vinafstvi, drozd’arenstvi, vyrobu organickych kyselin a rozpoustédel kvasnou cestou, vyrobu
1éCiv a enzymu, vitamini a dalSich latek. Kvaseni je anaerobni proces, kdy dochazi
k odbouravani cukrii za vzniku oxidu uhli¢itétho a dalSich latek podle typu reakce. Mezi
nejCastéji pouzivané patfi lihové kvaseni. Ve vyrobnich procesech je také dulezité kvaseni
mlécné nebo maselné. [12]

Pivo obsahuje az dva tisice riznych latek, z nichZ nejvice jsou zastoupené sacharidy,
bilkoviny, ddle mineraly, rozpustnéd vlaknina, vitaminy skupiny B, a také tfada polyfenolickych
sloucenin, kterym jsou pfisuzovany antioxida¢ni, antikarcinogenni a antimikrobialni G¢inky. [13]

Bylo popsdno, ze pravidelnd pfiméfena konzumace piva snizuje vznik nékterych
kardiovaskularnich chorob. 25 g alkoholu denné, coz odpovida necelému 1 litru 10% piva nebo

zhruba 0,6 litrim 12% piva, snizuje riziko vzniku téchto onemocnéni 0 25 %. [14]

2.3.1. Slad

Jednou ze zéakladnich surovin pro vyrobu piva je slad. Slady se vyrabé&ji kliCenim
jeCmene, ptipadné jinych obilovin, a jeho naslednym suSenim, tzv. hvozdénim. Slady dodavaji
pivu hlavni podil extraktivnich latek, které ovliviiuji jeho zakladni fyzikalné-chemické,
biochemické a organoleptické vlastnosti. [15] Napt. ve vodé rozpustné proteiny extrahované z
jeémene vyznamné ovliviuji stabilitu a strukturu pény piva. [16]

Kromé¢ anorganickych latek se ve sladu a jeCmenu provadi napf. stanoveni vomitoxinu
(deoxynivalenol). Tato jedovata latka, vytvafena plisnémi, je Castym kontaminantem zrna. Na
urovni bunék je hlavnim toxickym tc¢inkem inhibice syntézy bilkovin prostfednictvim vazby na
ribosom. U Zivocicht jiz nizké koncentrace toxinu zplisobuji snizeni imunitni funkce, sniZzeny
vykon a piijem potravy, ktery vede az k anorexii. VysS§i davky vomitoxinu zplsobuji
zvraceni. [17]

Stanoveni vomitoxinu v pSenici, je¢meni a sladu se provadi plynovou chromatografii
s detektorem elektronového zachytu. Je popsana rychld a spolehlivd metoda, kdy se vzorky

extrahuji smési acetonitril-voda, extrakty se eluuji pies sloupec CI18, odpaii se do sucha a
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derivatizuji trimethylsilylimidazol-trimethylchlorosilanem. Tato metoda miize urcit piitomnost

vomitoxinu v rozmezi od 0,2 — 40 mg-1™. [18]

2.3.2. Chmel

Dalsi surovinou pro vyrobu piva je chmel. Chmel je rostlina, kterou lidstvo vyuziva k
vyrobé napoji jiz po tisicileti. Pfedstavuje jednu z hlavnich a nenahraditelnych surovin pro
vafeni piva. Dodava pivu charakteristickou nahofklou chut a aroma. V gastronomii
Ize pouzit pro ptipravu ruznych pokrmi. Také se vyuziva v cukrovarnictvi k potlaceni
bakterialni kontaminace. V  Iékaistvi se vyuzivaji jeho sedativni, antioxidacni
a antiseptické vlastnosti. Je soucdsti mnoha fytofarmak. Chmel obsahuje latku, ktera je
povazovana za nejucinnéjsi fytoestrogen. V soucasnosti se Slechténi novych odrid chmele
zaméfuje na veEtsi obsah latek vyuZitelnych pro farmacii. [19]

Hotkost chmelu je zplsobena specifickymi kyselinami v ném obsazenymi. Vzhledem
K tomu, ze piijjemnd a konzistentni hotkost je zakladnim pfivlastkem piva, je obsah kyselin
v chmelu kontrolovan. Nejpouzivanéjsi zpusob urceni hotkych sloucenin je zalozen na
spektrofotometrii, kterd méti absorbanci izooktanového extraktu okyseleného piva. Tento pfistup
vSak neni zdaleka specificky, nebot’ méfi vSechny extrahované latky vcetné sloucenin, které
nejsou hotké. Z tohoto diivodu se stale Castéji pouziva vysokoucinna kapalinova chromatografie,

ktera umoznuje stanoveni specifickych slou¢enin a tedy analyzu hotkosti chmele. [20]

2.3.3. Voda

Pivo obsahuje, dle druhu vyrobku, az 80 % vody. Vlastnosti vody ovliviiuji zakladni
kvalitu a specifické vlastnosti piva. Pro vyrobu se pouZzivaji jak spodni vody (obsahuji méné
organickych latek, mikroorganismi), tak vody povrchové (nutna Gprava vody). Lisi se obsahem

rozpusténych plynt i iontt. [21]

2.3.4. Kvasinky

Pivovarské kvasinky jsou jednobunétné organismy, které maji schopnost pfeménovat
zkvasitelné cukry na ethanol a oxid uhli¢ity. Kromé téchto hlavnich produkti metabolismu
vytvareji 1 fadu vedlejSich metaboliti jako jsou estery, vysSi alkoholy a kyseliny, které se

vyznamnou mérou podileji na utvareni senzorickych vlastnosti piva. [22]
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2.3.5. Kovy v pivu

Vyznamné i stopové prvky kovl maji zvlastni funkci pii vyrobé a ovliviiuji vysledny
produkt. Nékteré kovy v pivu jsou dilezité pii fermentaci, protoze dodavaji vhodné prostiedi pro
rust kvasinek a ovliviiuyji jejich metabolismus. Dalsi kovy napt. zelezo ovliviiuji zejména chut
piva.

Pivo obsahuje prvky, které jsou prospésné pro zdravi ¢loveka, napt. vapnik, hoicik,
draslik, zelezo, ale i takové, které jsou toxické, napft. arsen, olovo, kadmium, rtut’, ty vSak v pivu
na rozdil od ostatnich napojii a potravin nejsou obsazeny viibec, nebo jen ve velmi nizkych
koncentracich. To je zptsobeno vyrobou piva, ktera je povazovana za dekontaminacni proces.
Ptesto jsou maximalni koncentrace nékterych kovl v pivu kontrolovany.

Kovy se do piva mohou primarné dostat ze surovin, jako je jemen a chmel nebo voda.
Sekundarné se kovy do piva mohou dostat v pribchu vyroby piva, z pouzitych zafizeni pfi
vyrobé, filtratnich materidld nebo nedodrZzenim danych postupi. Potenciondlnim zdrojem
kontaminace piva mohou byt také obaly jako plechovky, sudy a tanky, ve kterych je vysledny
produkt skladovan a piepravovan. Obsah kovl je variabilni a z&visi na kvalité uzitych substrati,
na typu vafeného piva a na zemi piivodu piva. [23]

Weiner ve své praci popsal metodu stanoveni stopového mnozstvi kovl v pivu a vinu
metodou atomové absorpéni spektrometrie. Byla popsana metoda pro stanoveni médi s limitem
stanovitelnosti 0,05 mg-I™t. Metoda pro stanoveni Zeleza nebyla tak citliva v porovnani s m&di.
Zelezo mohlo byt touto metodou stanoveno pouze v koncentracich nad 0,05 mg-I"*. P¥i prizkumu
hladiny zinku v pivu bylo zjisténo, ze konzervované pivo obsahuje pomérné vyssi obsah zinku
nez lahvové pivo. [24]

V minulosti bylo také provadéno stanoveni mnozstvi Cu, Mn, Pb a Zn v Brazilském pivu
metodou TS-FF-AAS s LOQ 2,2, 18, 1,6 a 0,9 ug-1™. Rozsah koncentraci ziskanych pro analyty
ve vzorcich piva byl: Cu: 38,0-155 pg:l™; Mn: 110-348 ugl™; Pb: 13,0-32,9 pgl™ a Zn:
52,7-226 pg ™. Vysledky byly porovnany s vysledky ziskanymi metodou GFAAS a byly v
souladu s 95 % turovni spolehlivosti. [25]

15



2.4. Arsen

Arsen je ocelové Sedy, kiehky, krystalicky kov se tfemi alotropnimi formami — Zlutou,
¢ernou a Sedou. Na vzduchu se oxiduje na AsyOs, ktery je citit po Cesneku. Patii do paté skupiny
periodické tabulky s relativni atomovou hmotnosti 74,92 a s teplotou tani pii 817°C. V ptirodé se
vyskytuje vazany v mineralech, nejcastéji jako realgar (AssSs), arsenolit (As,O3) a auripigment
(As2S3). [26]

Diky vysoké toxicité svych sloucenin zastaval arsen v historii roli znamého jedu. Jiz od
roku 1836 se pouziva takzvana Marshova zkousSka, ktera se stala prvni uzndvanou analytickou
zkouskou na pritomnost arsenu (konkrétné As,Os3). [27]

V moderni dobé jsou slouceniny arsenu Castym kontaminantem v zivotnim prostiedi.
Arsen je spjaty piredevSim s horninami a sulfidickymi rudami. Ptirodni jevy jako jsou biologicka
a sopecna aktivita jsou zodpovédné za emisi arsenu do atmosféry, odkud se pohybem vzduchu
nebo de§tém dostavaji do vod nebo pidy, kde jsou péstovany zemédélské produkty. Clovek je
tedy arsenu nejcastéji exponovan uzivanim kontaminovaného zdroje pitné vody nebo cCastou
konzumaci nékterych slozek potravy obsahujicich vysoké koncentrace rtiznych forem arsenu.
Nejznaméjsimi piiklady jsou ryby [28], ryze [29] a ¢esnek [30].

Ke kontaminaci zdrojl pitné vody dochézi také diky pfirozenému vyskytu anorganického
arsenu Vv podlozi. Jiz vice nez deset let je znamo, ze m¢lké trubkové studny v Bangladési jsou
casto kontaminovany koncentracemi arsenu na Urovni, kterd je Skodliva pro lidské zdravi.
Primérné mnoZstvi arsenu v pitné vodé se v této zemi pohybuje kolem 500 pg 1™, Dal3i studie
ukazuji, Ze problémy s arsenem v podzemnich vodach / pitné vodé se vyskytuji v mnoha dalSich
zemich po celém svété, napiiklad v USA a Cing. [31]

Dalsi cestou expozice arsenu jsou rizikova zaméstnani (sklafi, vyrobci polovodicu,
papirensky primysl) a expozice pracovnikd manipulujicich s materidly obsahujici vysoké
koncentrace sloucenin As. Mezi tyto patfila diive i krmiva pro dobytek a dnes jde pfevazné o
pesticidy, konzervanty dieva a léCiva, kterd cilen¢ vyuzivaji toxicity téchto sloucenin jako napf.
antiparazitika ¢i chemoterapeutika [32].

Arsen se do téla vstiebava po poziti tlustym stfevem. Pokud dojde k akutni otravé
organismu nastavd nevolnost, kiece v oblasti zaludku, téZky prijem, periferni neuropatie az
selhani ledvin a plic. V téchto ptipadech lze otravu zjistit z moc¢i do 2 dni od expozice [33].

Naopak chronické otravy zanechéavaji nasledky genotoxické, karcinogenni a piisobi

dlouhodoby oxidativni stres, ktery poskozuje za ¢as klZi, jatra a dal$i vnitini organy. JelikoZ je
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arsen schopen piekonat placentarni bariéru, lze ho povazovat i za teratogenni. Jednim ze

znamych pfiznaki otravy arsenem je tvorba tzv. Meesovych prouzki na nehtech [34].

2.4.1. Stanoveni arsenu

V minulosti bylo popsano mnoho zptsobu stanoveni arsenu a jeho slou¢enin. Andreae
popsal metodu stanoveni rtiznych forem arsenu v pfirodnich vodach. Arsen je ze vzorku
vypafovan pomoci stripovani plynem. Arsen je nasledné¢ oddélen plynovou chromatografii a
detekovan spektrofotometricky nebo plamenové ionizacnim detektorem s detekénim limitem
n&kolik ng-I™. [35]

Stanoveni arsenu metodou generovani tékavych hydrida popsali ve své praci Thompson a
Thomerson, ktefi kromé& arsenu generovali i bismut, germanium, olovo, antimon, selen, cin a
telur. Hydrid byl generovan pifidanim 1 % borohydridu sodného k okyselenému vzorku.
Uvolnéné hydridy byly vedeny ptimo do 17 cm dlouhé kiemenné trubice, ktera byla vyhtivana
v plamenu acetylen — vzduch. Vyhodami tohoto systému jsou jeho jednoduchost, vysoka
citlivost, rychlost analyzy a skute¢nost, Ze nejsou potieba prostiedky pro korekci pozadi. [36]

FIA technika s generovanim tékavych hydrida byla také pouzita v Bengalu a Bangladési,
oblastech s vysokou kontaminaci, pro stanoveni arsenu ve vodé a biologickych materialech.
Presnost metody byla vyhodnocena spikovanim redlnych matric zndmym mnozstvim
arsenu. [37]

Wang s kolegy se zabyval stanovenim arsenu ze slin lidi Zijicich v Cing, v oblasti, ktera
je kontaminovana arsenem. Cilem prace bylo posouzeni urovné expozice arsenu a pouzit vzorky
slin jako novy biomarker pro stanoveni expozice arsenu. Celkova analyza arsenu byla provedena
ve vzorcich slin a mo¢i u 70 obyvatel vystavenych expozici arsenu v pitné vod¢ a stanoveni bylo
provadéno vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s indukéné vdzanou plazmou a s detekcei
pomoci hmotnostniho spektrometru. [38]

Déle je také popsano stanoveni arsenu voltametricky metodou diferenéné pulzni

anodickou stripping voltametrii s limitem detekee 0,19 pg1™. [39,40]

2.4.2. Interference pfi stanoveni arsenu

Pfi stanovovani konkrétniho analytu je dulezit¢é mit informace o pfipadnych
interferujicich latkach, které mohou zkreslovat vysledky méfeni. V pifipadé arsenu byly
vV minulosti provadény studie porovnavajici interferencni ucinky kationtli, aniontli a kyselin

pomoci AAS. Pierce ve své praci porovnaval G¢inky interferentli béhem tii technik atomizace:
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generace hydridu, atomizace v plameni a elektrotermicka atomizace v grafitové kyveté. Studie
ukazala vyznamné rozdily v interferujicich i¢incich mezi tfemi pouzitymi technikami. [41]

Odstranovani nezadouciho vlivu interferenti je mozné pomoci maskovacich technik. Byla
popséana minimalizace interferenci nékterych kovovych iontt pfi stanoveni arsenu metodou AAS
s generovanim t€kavych hydridtd. Byl pouzit thiosemilkarbazid a 1,10 — fenanthrolin jako
maskovaci Cinidla pro snizeni interference Cu, Ni, Pt a Pd. Malé interference byla pozorovana u

Cu, ale silné potlaceni Ni, Pt a Pd bylo uspésn¢ eliminovano témito maskovacimi ¢inidly. [42]
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. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.Pristrojové vybaveni a instrumentace

e atomovy absorp¢ni spektrometr Pye Unicam 939 (Unicam, UK)

e vybojka s dutou katodou pro stanoveni As (s vinovou délkou 273 nm, napajeci proud 10
maA, Sitka spektralniho intervalu 0,5 nm)

e kiemenny atomizator (dutd trubice tvaru ,,T“,atomizacni rameno délky 170 mm s
vnitinim pramérem 12 mm a stfedni ¢ast délky 60 mm s vnitinim primérem 2 mm)
umistén v externé vyhiivaném bloku (RMI, CR)

e peristalticka pumpa MasterFlex (Cole-Palmer Instrument Company, USA)

e prutokové (Cerpaci) hadicky (TYGON, Sigma-Aldrich, UK) — pouzity byly hadicky
blue/blue s vnitinim pramérem 1,65 mm (odpovida priitokové rychlosti 4,0 ml-min™) a
green/green s vnitfnim primérem 1,85 mm (odpovida priitokové rychlosti 5,0 ml-min™)

e digitalni plynovy prittokomér s rozsahem 0-500 ml-min™* (Cole-Parmer, USA)

e hydrostaticky separator fazi vlastni vyroby

e mikrovinna trouba — Microwave Digestion System — Multiwave go (Anton Paar, Canada)

se sadou rozkladnych kyvet

e ultrazvukova lazen Elmasonic E30H (P-LAB a.s., Praha)

19



3.2.Pouzité chemikalie

o NaOH, cistota p.a.; Mr = 39,99 (Lachema Brno, CR)

e As — standardni roztok navéazany na kyselin¢ arsenicné v HNOs3, ¢ = 998 + 2 mg'l‘l,
(MERCK, Némecko)

e Tetrahydridoboritan sodny NaBH4, ¢istota > 99 %, (SIGMA-ALDRICH, USA)

e HCI 30 %, (MERK, Némecko)

e HNO;3 65 %, pro analyzu EMSURE® ISO (Merck Millipore, USA)

e K — vodny kalibra¢ni roztok KNOs, ¢ = 1,000 + 0,002 g-l'l, éistota = 99,99 %
(ANALYTIKA s.r.0., Praha)

e Fe— standardni roztok Fe(NO3); v HNO3 ¢ = 998 + 2 mg-I™, (MERCK, Némecko)

e Ca — vodny kalibra¢ni roztok CaCO3z v2 % HNOsz; c¢ = 1,000 + 0,002 g-l'l,
Cistota = 99,995 % (ANALYTIKA s.r.0., Praha)

e Se — vodny kalibra¢ni roztok Se, ¢ = 1,000 + 0,002 g-l'l, Cistota = 99,999 %
(ANALYTIKA s.r.0., Praha)

e Zn - vodny kalibra¢ni roztok Zn v 2 % HNO3, ¢ = 1,000 + 0,005 g-l'l, ¢istota = 99,995 %
(ANALYTIKA s.r.0., Praha)

e Mg - standardni roztok Mg v 2 % HNO3, ¢ = 1,000 + 0,002 g-I'l, ¢istota = 99,95 %

e Sb — vodny kalibra¢ni roztok Sb v 2 % HNO3, ¢ = 1,000 + 0,002 g-l'l, ¢istota = 99,99 %
(ANALYTIKA s.r.0., Praha)

e Pb - standardni roztok Pb(NO3),, v HNO3 ¢ = 998 + 2 mg-I™, (MERCK, Némecko)

e Sn — vodny kalibraéni roztok Sn, ¢ = 1,000 = 0,002 g-l'l, Cistota = 99,99 %
(ANALYTIKA s.r.0., Praha)
e Bi — vodny kalibra¢ni roztok Bi, ¢ = 1,000 + 0,002 g-l'l, éistota = 99,99 %

(ANALYTIKA s.r.0., Praha)
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3.3.Priprava roztoki

e Priprava 3% NaBH, v 0,5% NaOH

Bylo navazeno 0,5 g NaOH a rozpusténo v malém mnozstvi destilované vody. Do roztoku

byly nasledné ptidany 3 g NaBH, a roztok byl doplnén na celkovy objem 100ml.

e Priprava roztokii As

Ze zéasobniho roztoku As o koncentraci 1,0 g~|'l bylo odpipetovano 100 pl a roztok byl
doplnén na objem 100 ml destilovanou vodou. Timto fedénim byl ziskan zasobni roztok o
koncentraci 1 mgl™. Z takto pfipraveného zasobniho roztoku bylo dale provadéno fedéni na

niz8i koncentrace.

e Priprava realnych vzorkii jecmene a sladu k mereni

Ze vzorku je¢mene nebo sladu byl navazen 1 g do rozkladné kyvety. Dale bylo ptfidano 5 ml
koncentrované kyseliny dusi¢éné a vzorky se hodinu rozklddaly v mikrovinné troubé pfi
nastaveném programu rozkladu (optimalizovéan dfive). Vzorek z rozkladné kyvety byl nasledné

kvantitativné pfeveden do 10ml odmérné bariky a doplnén po rysku destilovanou vodou.

e Priprava realnych vzorkii piva k méreni

100ml vzorku piva bylo nejprve na 20 minut vlozeno do ultrazvukové lazné, z divodu
odstranéni prebytecného CO,. Poté byl vzorek piefiltrovan pies filtraéni papir a byla pfidana
kapka oktanolu pro potlateni pénéni vzorku. Takto pfipraveny vzorek byl dale fedén

destilovanou vodou v poméru 1:1.

21



3.4. Experimentalni aparatura

Mg¢teni probihalo pomoci AAS s aparaturou viz Obr. 3.1. Nejprve byla vyzkousena

aparatura s davkovaci smyckou a v dal§im kroku byla pouzita aparatura s kontinualnim

davkovanim vzorku.

12

—10

Obr.3.1.: Schéma AAS aparatury. 1 — Sesticestny ventil, 2 — ddvkovaci pist,
3 — davkovaci smycka, 4 — nosny tok HCI, 5 a 13 — odpad, 6 — NaBH4 v NaOH, 7 — peristaltickd
pumpa, 8 — reakcni civka, 9 — nosny plyn argon, 10 — plynovy priitokomer, 11 — separdtor fazi,

12 — kfemenny atomizator

Obr.3.2.: Schéma upravené aparatury s kontinualnim davkovanim vzorku 1 — vzorek,
2 — nosny tok HCI, 3 — NaBH4 v NaOH, 4 — peristalticka pumpa, 5 — reakcni civka, 6 — nosny

plyn argon, 7 — plynovy priitokomér, 8 — separator fazi, 9 — kiremenny atomizator, 10 — odpad
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Vzorek, kyselina chlorovodikovd a tetrahydridoboritan sodny byly kontinualné
davkovany pomoci peristaltické pumpy. Vzorek byl po prichodu peristaltickou pumpou
okyselovan kontinualné pfivadénym roztokem HCI. K takto okyselenému vzorku byl dale
ptivedeno redukéni Cinidlo NaBH4. Smés putovala do reakéni civky, kde vzorek kvantitativné
reagoval s reduk¢nim ¢inidlem za vzniku hydridu arsenu. Za reakéni civkou byl jesté priveden
nosny plyn (argon), ktery ze separatoru fazi unasel plynnou smés do kiemenného atomizatoru.
V kfemenném atomizatoru byl hydrid arsenu atomizovan na atomarni paru, coz jsou volné atomy
prvku v zakladnim, excitovaném nebo ionizovaném stavu a dochazelo k detekci arsenu pomoci

AAS.

3.5.Statistické zpracovani vysledku

Kazdé méfteni, tedy 1 chemické analyza, je zatizeno urCitou chybou. V této praci bylo
kazdé meéfeni provedeno trikrat. Z téchto hodnot byl vybran median jako stfedni hodnota
naméfeného signalu a ze vSech namétenych hodnot byla vypoctena smérodatnd odchylka, ktera

je zobrazovana jako chybova tisecka v grafickych zobrazenich.

Median
Median je sttedni hodnotou méfeni. Vysledky se sefadi podle velikosti — pfi lichém poctu

je median prostfedni hodnota, pfi sudém poctu aritmeticky primér dvou prostiednich. Je vhodné

jej vyuzivat k odhadu stfedni hodnoty pfi malém poctu analytickych vysledki @.

Smérodatna odchylka

Odhadnuta smérodatnd odchylka charakterizuje S§itku intervalu, v némz se mohou
vyskytnout vysledky opakovaného méteni.

s =k,R
kn je tabelovany koeficient a R = Xmax - Xmin je rozpéti (rozdil nejvétsi a nejmensi zjisténé hodnoty

x). Cim je smérodatna odchylka mensi, tim je vysledek méfeni presngjsi @

Mez detekce

cv w7

vyskytuje ve vzorku. Jeji hodnota je trojnasobek hodnoty smérodatné odchylky Sumu.
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Pro ucely této prace byla mez detekce vypoctena nasledovngé:

3-s,
k
Kde LOD je mez detekce, s, je relativni smérodatna odchylka vypoétena z hodnot

LOD =

desetkrat naméteného blanku, K je smérnice ziskana z kalibra¢ni pfimky

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti (LOQ) je nejnizs$i hodnota méfeni, pfi které jsme schopni urcit
koncentraci analytu ve vzorku. Jeji hodnota je desetindsobek hodnoty smérodatné odchylky
Sumu.

Pro tcely této prace byla mez stanovitelnosti vypoctena nasledovné:

10 - s,
k
Kde LOQ je mez stanovitelnosti, s, je relativni smérodatna odchylka vypo¢tena z hodnot

LOQ =

desetkrat naméteného blanku, K je smérnice ziskana z kalibra¢ni piimky.

Opakovatelnost

Opakovatelnost je odchylka metody pfi méfeni stejnym zpisobem jednim pracovnikem
se stejnymi Cinidly na tomtéz ptistroji.

V této praci bylo naméfeno deset hodnot absorbanci pro roztok arsenu o koncentraci
10 pgl™t. Z namétenych hodnot byla vypoltena relativni smérodatna odchylka, ktera byla

podélena aritmetickym primérem namétenych hodnot. Vysledek byl vyjadien procentualng.
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4. VYSLEDKY MERENI

4.1. Optimalizace

Prvnim ukolem z hlediska dulezitosti bylo najit optimalni parametry pro stanoveni arsenu
metodou generovani tékavych hydridd. Byly hleddny podminky méfeni, pii kterych bylo
dosazeno nejvyssi citlivosti méfeni. Optimalizovany byly hodnoty pritokovych rychlosti
elektrolytu a nosného plynu, koncentrace kyseliny a reduk¢niho ¢inidla, objem davkovaci civky
a Sitka spektralniho intervalu.

Nejprve byla optimalizovana Sitka spektralniho intervalu. Méteni bylo provadéno pfi
sitrkach 0,2;0,5 a 1 nm. Nejvyssi absorbance byla ziskana pfi hodnoté 0,5 nm. Naopak pii Sifce

0,2 nm nebyl naméfen zadny signal.

4.1.1. Optimalizace pritokoveé rychlosti argonu

Argon vstupuje do aparatury po reakci okyseleného vzorku s NaBH; a unasi tékavé
slouceniny do kfemenného atomizatoru. Pii nizké pritokové rychlosti argonu nedochéazi ke
kontinudlnimu vstupu vzorku do atomizatoru a naopak pii vysoké pratokové rychlosti argonu
muze dojit k unaseni vzorku z atomizatoru jesté pied stanovenim.

Pro tuto optimalizaci byly vyzkouSeny pritokové rychlosti argonu 50-200 ml-min™
s krokem po 25 ml-min. Pro méfeni bylo pouzito redukéni ¢inidlo 0,7 % NaBH4 v 0,5 %
NaOH, prutokova rychlost ¢inidel 3,0 ml-min'l, koncentrace standardniho roztoku arsenu

100ug-1™, koncentrace kyseliny chlorovodikové 0,1 mol-I™ a objem davkovaci civky 500 pl.
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Obr. 4.1.: Zavislost absorbance na rychlosti pritoku argonu

Cnagha = 0,7 % v 0,5 % NaOH; v = 3,0 mI'min™; cpc) = 0,1 mol-1™; Ve = 500 ul; cas = 100ug-1™

Z grafu je patrné, ze nejvySsi absorbance bylo dosazeno s pritokovou rychlosti 50 a
75 ml-min™. U pritokové rychlosti 50 ml'min™ byla pozorovana vys§i hodnota smérodatné

odchylky, proto byla jako optimalni priitokové rychlost zvolena hodnota 75 ml-min™.

4.1.2. Optimalizace pritokoveé rychlosti reak¢nich ¢inidel

Vzorek, kyselina a redukéni cinidlo jsou unaSeny do separatoru fazi pomoci
peristaltického Cerpadla. Pfi nizké pratokové rychlosti ¢inidel dochazi k poklesu absorbance,
z diivodu pomalejsiho vstupu vzorku do separatoru. Pti vysoké pritokové rychlosti je naopak
vzorek unaSen do odpadu diive, nez se stihnou separovat t¢kavé hydridy a ¢ast vzorku se viibec
nedostane do kifemenného atomizatoru. Cilem této optimalizace bylo zjistit optimalni hodnotu
priitokové rychlosti analytu. Byly proméfeny hodnoty 2,0 — 4,0 s krokem 0,5 ml-min™. Pro
méfeni bylo pouzito redukéni Cinidlo 0,7 % NaBH, v 0,5 % NaOH, pritokova rychlost argonu
75 mi'min?, koncentrace standardniho roztoku arsenu 100 ugl™, koncentrace kyseliny

chlorovodikové 0,1 mol-I™* a objem davkovaci civky 500 pl.
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Obr. 4.2.: Optimalizace prutokové rychlosti reakénich ¢inidel
Cnagra = 0,7 % v 0,5 % NaOH; var = 75 mI'min™; cher = 0,1M; Vge = 500 ul; cas = 100ug-1™

Zavislost absorbance na pratokové rychlosti roste, proto byla zvolena jako optimalni

hodnota 4,0 ml-min™. Vy3si pritokové rychlosti nebyly vyzkouseny z diivodu kapacity Eerpaciho

systému.
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4.1.3. Optimalizace koncentrace kyseliny chlorovodikové

Pomoci kyseliny chlorovodikové byl okyselovan vzorek pied rekci s NaBH4. Byly
vyzkouseny nasledujici poméry kyseliny chlorovodikové s destilovanou vodou 1:10; 1:5; 1:2 a
1:1. Pro méfeni bylo pouZzito redukéni ¢inidlo 0,7 % NaBH4 v 0,5 % NaOH, pratokova rychlost
&inidel 4,0 ml'min™, koncentrace standardniho roztoku arsenu 100 pgl™, pritokovéa rychlost

argonu 75 ml-min™ a objem davkovaci civky 500 pl.
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HCI: H,O
Obr. 4.3.: Optimalizace koncentrace HCI

Cnagts = 0,7 % v 0,5 % NaOH; var = 75 ml-min™; Ve = 500 ul; v, =4,0 ml.min™; cas = 100ug-1™

Z grafu je patrné, Ze srostouci koncentraci kyseliny chlorovodikové signal stoupa.
Z tohoto duvodu byla jako optimalni hodnota zvolena kyselina nafedéna 1:1 s destilovanou

vodou.
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4.1.4. Optimalizace objemu dévkovaci civky

Vzorek byl davkovan pomoci peristaltického Cerpadla pies Sesticestny davkovaci ventil
z davkovaci civky. V dals$im experimentu byl proto optimalizovan objem davkokvaci civky.
Objemy davkovacich civek pouzitych pii této optimalizaci byly 150; 300; 500 a 1000 ul. Pro
meéfeni bylo pouzito redukéni €inidlo 0,7 % NaBHy v 0,5 % NaOH, pratokova rychlost ¢inidel
4,0 ml-min, koncentrace standardniho roztoku arsenu 100 pg-l™, pritokova rychlost argonu

75 ml-min™ a kyselina chlorovodikova v poméru 1:1.

0.85 : . . . - . - . - .
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0 | 2(I)O | 4(I)O | 6(|)0 | 8(I)O | 10|00
V [ul]
Obr. 4.4.: Optimalizace objemu davkovaci civky
Cnagrs = 0,7 % v 0,4 % NaOH; var = 75 ml-min™; HCI 1:1; ve =4 ml.min™; cas = 100ug-1™

Z grafu je patrné, Ze S rostoucim objemem davkovaci civky roste i absorbance. Vzhledem
k dostatecnému mnozstvi vzorku bylo dal$i méteni provedeno bez davkovaci civky, kdy byl
vzorek davkovan kontinudlné. Byly vyzkouSeny tii pritokové rychlosti vzorku: 4,0; 5,0 a 9,0

ml-min™. Vysledky mé&feni jsou shrnuty v tab. 4.1.
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Tab. 4.1. Namétené hodnoty absorbanci v zavislosti na pritokové rychlosti vzorku

v [ml'min™] A

4,0 0,567
5,0 0,615
9,0 0,609

Pro davkovani vzorku bylo pfi vSech dalSich experimentech zvoleno uspotradani

s kontinualnim dédvkovanim a pratokovou rychlosti 5,0 ml-min.

4.1.5. Optimalizace koncentrace NaBH,

NaBH, vstupuje do reakce po okyseleni vzorku a piisobi jako redukeni €inidlo. Tvoii se
t€kavy hydrid, ktery je ze separatoru fazi unaSen do atomizatoru, kde je detekovan. Roztoky
NaBH, byly ptipraveny Vv koncentracich 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a 5,0 % a rozpustény v 0,5 %
NaOH. Pro méfeni byla pouzita pritokova rychlost inidel 4,0 ml-min™, koncentrace
standardniho roztoku arsenu 100 pg-l™, pritokova rychlost argonu 75 ml-min™ a kyselina

chlorovodikova v poméru 1:1.

1.0 T T T T T T T T T T
A [ ]
0.8 - ® -
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0.2 - -
[ J
0.0 - -
T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5
0,
CNaBHA [%]

Obr. 4.5.: Optimalizace koncentrace NaBHj,4
Var =75 ml-min™; HCI 1:1; ve =4 ml.min™; cas = 100ug-1™*
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Z grafu je patrné, ze se vzrustajici koncentraci borohydridu, vzrastd i1 hodnota
absorbance. Nicméné rozdil mezi 3 % a 5 % NaBH, neni jiz tak vyrazny, proto bylo ptihlédnuto
k uspotfe chemikalie vzhledem k vysoké cen¢ borohydridu. Jako optimalni hodnota byl tedy

zvolen 3 % NaBH.,.

4.2 . Kalibracni zavislost

Po optimalizaci parametri byly pfipraveny roztoky pro kalibra¢ni zavislost. Rozsah
koncentraci arsenu byl 0,5 - 500 pg-l’l. Pro méfeni bylo pouZzito redukéni €inidlo 3 % NaBH4
v 0,5 % NaOH, priitokova rychlost &inidel 4,0 ml-min™, pritokova rychlost argonu 75 ml-min™ a

kyselina chlorovodikova zfedéna v poméru 1:1.
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Obr. 4.5.: Kalibra¢ni zavislost 0,5 - 500 pg-1™
Var =75 ml-min; HCI 1:1; v =4 mI-min™; cyagra = 3 % v 0,5 % NaOH

Z grafu je patrné, 7e kalibratni zavislost je linearni do koncentrace 50 pgl™. Od
koncentrace 100 p,lg~|'1 jiz hodnoty signalu pro arsen stoupaji exponencialné. Pro ucely méteni je

nadéle pouzita linearni kalibraéni zavislost s nejvy3si hodnotou absorbance 50 pg-1™.
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Linearni ¢ést kalibracni zavislosti je zobrazena na obr. 4.6. Pro tuto kalibra¢ni zavislost
byl vypocitan LOD, LOQ a opakovatelnost, dale byla urcen korelacni koeficient a citlivost

metody. VSechny charakteristiky kalibra¢ni zavislosti jsou shrnuty v tab. 4.2.
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Obr. 4.6.: Linearni &ast kalibragni zavislosti 0,5-50 pg-1™
Var =75 ml-min; HCI 1:1; v =4 mI-min™, cnags = 3 % v 0,5 % NaOH

Tab. 4.2. Charakteristiky kalibrac¢ni zavislosti

Charakteristika hodnota jednotka
Mez detekce 0,32 nglt
Mez stanovitelnosti 1,05 nglt
Opakovatelnost 2,19 %
Linearni dynamicky rozsah 0,5-50 nglt
Korelaéni koeficient 0,9947

Citlivost 0,0095 | -ug™
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4.3. Méreni realnych vzorku

V dalsi ¢asti této prace byla pozornost vénovana méfeni redlnych vzorkl piva a surovin
pro jeho vyrobu. Mezi zdkladni suroviny patii je¢men, slad a pitnd voda. Vzorky pro méteni

poskytl vyzkumny tstav pivovarsky a sladarsky.

4.3.1. Je¢men a slad

JeCmen je surovina, ze které se macenim, klicenim a naslednym susSenim ziskava slad.
Tento proces se provadi proto, aby se rozstépily v sladu ulozené polysacharidy na jednoduché
sacharidy vhodné ke kvaseni.

Pro méfeni byly pouzity jeden vzorek sladu (¢.1) a tfi vzorky jeémene (¢.2-4). Od
kazdého vzorku byl navazen 1 g do rozkladné kyvety. Dale bylo ptidano 5 ml kyseliny dusi¢né a
vzorky se nechaly hodinu rozkladat v mikrovinné troubé. Vzorek byl pieveden do 10ml odmérné

bariky a doplnén po rysku.

Tab. 4.3. Vysledky méfeni realnych vzork

Cislo vzorku Absorbance ¢ [ug1™]
1 0,009 0,61+ 0,04
2 0,020 1,4+0,1
3 0,013 0,91+ 0,05
4 0,013 0,91 + 0,03

V piipad¢ realnych vzorki byla koncentrace arsenu na hranici meze stanovitelnosti, proto
bylo dalsi méfeni provedeno ze spikované matrice. Ke vzorkiim bylo uméle ptidano 10 pl
standardniho roztoku arsenu o koncentraci 10 mg-I™. Vyslednéd koncentrace spikované matrice

byla tedy 10 pg-I™.

Tab. 4.4.: Vysledky méfeni realnych vzorkt ve spikované matrici

Cislo vzorku Absorbance ¢ [nug™]

1 0,193 16,9+ 0,2
2 0,150 13,0+ 0,6
3 0,120 10,3+ 0,3
4 0,106 9,08 = 0.5
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Nejvyssi koncentrace arsenu ve spikované matrici byla naméfena ve vzorku sladu a to
6,9 ug~|’1, coz v ptipad¢ navazky 1 g vzorku odpovida hodnoté 0,069 pg~g’1. Vysledné hodnoty
koncentraci v realnych vzorcich sladu a je¢mene neptesahly limit pro arsen v pitné vodé.

Vzhledem k nizké hodnoté absorbance posledniho vzorku vyvstala otazka, zda HNOs3, ve

které je rozkladan vzorek, neovliviiuje méfeni. Vysledky méfeni vlivu HNO3viz 4.4.1.

4.3.2. Pitna voda

Pitnd voda je zakladni surovinou pro vyrobu piva. Tato slozka tvofi nejvyssi podil
vysledného produktu (az 80%), proto byla v této ¢asti vyzkumu zaméfena pozornost na méteni
koncentrace arsenu Vv pitné vodé pouzité pro vyrobu piva. Zarovein byl pii tomto méfeni
vyzkousen vliv predredukce arsenu, kdy je analyt pfeveden do anorganické formy s optimalnim
oxidaénim Cislem pro efektivni generovani jeho tékavé slouceniny. Pro arsen se jedna o formu
As"'. Predredukce arsenu byla provedena tak, e k 16 ml vzorku bylo pfidano 2 ml KI a 2 ml
HCI. Vzorky byly ponechany hodinu pfi laboratorni teploté. Nejprve byla naméfena kalibra¢ni
zavislost bez ptredredukce a nasledné zméten vzorek pitné vody a vzorek ve spikované matrici o
koncentraci arsenu 10 pgl™. Poté byla namédfena kalibraini zavislost s piedredukovanymi
standardy a nasledn¢ predredukovany vzorek pitné vody a vzorek ve spikované matrici o

koncentraci arsenu 10 pg-1™.

Tab. 4.5.: Vysledky méteni standardu a vzorkd bez predredukce a s naslednou predredukci

Cas [ng-1™] signal signal
bez ptredredukce s predredukci
2,5 0,025 0,031
5,0 0,045 0,047
10 0,122 0,125
20 0,227 0,250
vzorek 0,016 0,001
vzorek + spike 0,129 0,118

Pii porovnani vyslednych absorbanci naméfenych ve standartnich roztocich bez
piredredukce a s predredukci je patrny mirny nartst hodnot. Vyraznéjsi nartst nebyl ocekavan,
vzhledem k tomu, Ze standardni roztoky byly pfipraveny ze standardniho zasobniho roztoku a

demineralizované vody, tudiz by se zde arsen nemél vyskytovat v jiné formé nez jako As'".
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U vzorkt pitné vody byl naopak oc¢ekavan nariist hodnot absorbanci, nebo ziskani stejné
hodnoty absorbance v ptipadé€, Ze by se ve vzorku jina forma arsenu nevyskytovala. Naopak ale
doslo k poklesu absorbance jak u vzorku, tak u spikované matrice. Tento fakt poukazuje na
moznost, ze pii pouziti této metody existuji interferenty, které mohly byt aktivovany, nebo
mohla byt zesilena jejich ucinnost pii zavedeni predredukéniho kroku. V zavislosti na tomto
zjisténi byla zavedena dalsi kapitola této prace, pojednavajici o studii moznych interferenc¢nich

viivu.

4.3.3. Pivo

Vzorky piva byly nejprve upraveny pro ucely méfeni. Vzorek piva byl na 20 minut
vlozen do ultrazvukové lazn€, z diivodu odstranéni CO,. Poté byl vzorek prefiltrovan pies
filtra¢ni papir a byla pfiddna kapka oktanolu. Oktanol zabrafiuje pénéni vzorku. OvSem i pies to
dochazelo k pénéni vzorku v separdtoru fazi, coz znemoziovalo méfeni. Bylo vyzkouSeno 1
méfeni vzorkl ziedénych v riznych pomérech, ovSem se stejnymi vysledky. Vzhledem k témto
problémim nebylo mozné dale pokracovat v méfeni piva jako matrice. Méfeni by vyzadovalo

jinou konstrukci aparatury, predev§im vétsi separator fazi, ktery nebyl k dispozici.
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4.4. Studie interferenénich vlivu

Béhem piedchozich méteni doslo k nékolika podezienim z ovlivnéni vyslednych hodnot
interferencnimi vlivy. Proto byla zavedena kapitola zabyvajici se studii interferencnich vlivi.

Kromé zkoumani vlivu HNO3 byl prométen vliv nékolika dalSich prvka periodické tabulky.

4.4.1. Kyselina dusi¢na

V zévislosti na méfeni redlnych vzorka vznikl podnét k méfeni zavislosti a signalu pro
arsen na hodnoté koncentrace HNOj3. Pro toto méfeni byly pfipraveny 4 roztoky arsenu o
koncentraci 10 ug:1™ v roztocich réizné koncentrované kyseliny dusi¢né a jeden kontrolni vzorek
roztoku arsenu piipraveny pouze V destilované vod¢ bez piidavku HNOj3. Zavislost absorbance

na hodnot¢ koncentrace je vyobrazena na Obr. 4.7.
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Obr. 4.7.: Vliv koncentrace HNO3 na hodnotu absorbance
Var =75 ml-min; HCI 1:1; ve =4 mI‘min™, cnags = 3 % v 0,5 % NaOH; cas = 10 ug-l™

Z grafu je patrné, ze negativni Vliv HNO3 v na hodnotu absorbance nelze jednoznac¢né
potvrdit. Pfi poméru 1:1 stoupla hodnota naméteného signalu o 30 %. Naopak pii poméru 1:10
signal poklesl o 28 %. Pfi nizSich koncentracich ma tedy HNOj3 pozitivni vliv na chemické

generovani arsenu.
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4.4.2. Zelezo

Zelezo v pivu je duleZity stopovy prvek, nebot’ ovliviiuje vlastnosti piva, jako je chut,
vuné, rist kvasinek a kvalita pénéni. [19]

Vzhledem k tomu, ze se jedna o tak vyznamny prvek obsazeny v pivu, byl zkouméan
interferen¢ni vliv na stanoveni arsenu. Bylo pfipraveno pét roztokl o stejné koncentraci arsenu a
ruznych koncentraci zeleza v pomérech As:Fe 2:1; 1:1; 1:2; 1:10, 1:100 a byla méfena

absorbance takto pfipravenych roztokd.
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Obr. 4.8.: Vliv zeleza na chemické generovani arsenu
Var = 75 mlmin®; HCI 1:1; v, = 4 mImin™®; Cnasia = 3% v0,5% NaOH;
Cas= 10 ug-™

Z grafu je patrné, Ze interferencni vliv Zeleza miZeme potvrdit, ovSem tato interference
neni nijak vyrazna. Pfi totozné koncentraci obou prvkidl je pfi generovani arsenu pokles
absorbance 0 12 %. V ptipadé poméru As:Fe 1:100 je pokles absorbance 40 %, coz je pokles
vyrazngj$i. Nicméné nepiedpokladame tak vysoky obsah zeleza v pivu vzhledem K tomu, Ze
vysoké koncentrace Zeleza mohou vést k omezeni Cinnosti kvasinek a nasledné k vytvoteni

zakalu vysledného produktu.
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4.4 3. Draslik

Draslik je zastupce skupiny alkalickych kovii a v pivu se jednd o velmi vyznamnou latku.
Obsah drasliku v pivu se pohybuje kolem 300-600 mg-I™* coz odpovida 20 % doporuéené denni
davky drasliku.

Pfi méfeni vlivu drasliku na chemické generovani arsenu nebyly potvrzeny zadné
interference, ani pii stonasobn¢ vyssi koncentraci drasliku oproti arsenu. Draslik tedy mtzeme

vyloucit ze seznamu interferenti.

4.4.4. Horcik

Dalsi vyznamna latka obsazend v pivu je hoicik, zastupce skupiny kovl alkalickych
zemin. Horgik se v pivu b&Zné vyskytuje v koncentracich 90-120 mg-1™ coz odpovida piiblizng
45 % doporucené denni davky hoiciku.

Stejné€ jako u drasliku, tak ani u hoic¢iku nebyl potvrzen vliv na chemické generovani
hydridu ani pfi vysSich koncentracich oproti arsenu. Hoi¢ik je tedy dalsi prvek, ktery mizeme

vyloucit ze seznamu interferentt.

4.4.5. Vapnik

Vapnik je jeden znejvyznamnéjSich kovl alkalickych zemin. Ve vod& spolecné
s hot¢ikem zptlisobuje prechodnou tvrdost vody. Pfi méteni interferenci bylo zjisténo, ze vapnik
neinterferoval az do poméru As:Ca 1:100, kdy byl zjevny pokles 20 % oproti ptivodnimu signalu
pro arsen. Interferencni vliv vapniku sice nemizeme vyloucit, ale nebude zatfazen ani do

vyznamnych interferentd.

4.4.6. Zinek

Zinek je zastupce skupiny prechodnych kovi, ktery se vyskytuje v pivu a jeho ptitomnost
V organismu je nezbytnou podminkou pro spravné fungovani fady enzymatickych systému.

Pii méteni bylo zjiSté€no, Ze zinek nemd vliv na chemické generovani arsenu. Pokles
absorbance nebyl pozorovan ani u vysokych absorbanci, proto mlzeme zinek vyloucit ze

seznamu interferentu.
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4.4.7. Selen

Selen je vyznamny hydridotvorny prvek, proto bylo ocekdvano, ze pti chemickém
generovani bude soutézit s olovem o redukéni Cinidlo. Z obr. 4.9. je patrné ze predpoklady se
potvrdily a selen vyrazné snizuje hodnotu signalu arsenu. Selen je tedy jeden z nejvyznamnéjSich

interferentl pii chemickém generovani arsenu.
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Obr. 4.9.: Vliv selenu na chemické generovani arsenu
Var = 75 mlmint; HCI 1:1; v; = 4 mlminY; cnasne = 3% v0,5% NaOH;

Cas= 10 g™

4.4.8. Olovo

Olovo je dalsi ze skupiny hydridotvornych prvki u kterych se ocekéava vyssi interference.
V tomto piipad¢ vSak tato teorie nebyla zcela potvrzena. U vSech pfidavkd koncentrace olova byl
stejny pokles naméfeného signalu pro arsen a to o 20 %. U tohoto prvku tedy neni tibytek signalu
zavisly na koncentraci. Olovo muzeme zatfadit do skupiny interferentll s nepfili§ vysokym

vyznamem, vzhledem k nizkému ubytku signalu.
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4.4.9. Antimon

Antimon je dalsi zastupce hydridotvornych prvki. Tomu, ze bude s arsenem interferovat
nasvédcuje také to, ze oba prvky patii do stejné skupiny periodické tabulky. Vysledna
interference je zobrazena na obr. 4.10. Nejvyssi interference bylo dosazeno pii poméru As:Sb

1:100, coz odpovidalo poklesu signalu o 85%.
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Obr. 4.10.: Vliv antimonu na chemické generovani hydridu

Var = 75 mlmln'l, HCI 11’ Ve =4 mIm]n_l, CNaBH4 = 3%V 0,5% NaOH, Cas = 10 ,Ug'l_l

4.4.10. Bismut

U bismutu byly pfedpokladany obdobné interference jako u pfedeslych hydridotvornych
prvki. Bismut ovSem nevykazoval Zadné interference az do poméru As:Bi 1:100, kdy byl
zaznamenan pokles signidlu o 25 %. Bismut tedy interferuje pfi stanoveni arsenu az pii

stondsobné vyssich koncentracich.
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4.4.11. Cin

Cin je dal$im zastupcem hydridotvornych prvkl u kterého se oc¢ekaval interferujici vliv
na chemické generovani arsenu. Z obr. 4.11. je patrné, ze hodnota signdlu pro arsen klesa
s rostouci koncentraci cinu. Pokles je ovSem velice pozvolny a pfi stondsobné vyssi koncentraci

cinu oproti arsenu je pokles signalu o 20 %.
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Obr. 4.11.: Vliv cinu na chemické generovani arsenu

Var =75 ml-min; HCI 1:1; ve =4 mI‘min™; cnagra = 3% v 0,5% NaOH; cas = 10 ug-l™
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5. ZAVER

Pro stanoveni arsenu byla optimalizovana metoda generovani t€kavych hydrida s detekci
pomoci atomové absorpcni spektrometrie. Byla optimalizovana pritokova rychlost argonu na
hodnotu 75 ml-min™, optimalni priitokova rychlost reak&nich &inidel byla 4,0 ml-min™ a vzorku
5,0 ml-min™’. P¥i stanoveni arsenu touto metodou byl jako redukéni ¢inidlo pouzit 3 % NaBH4
v 0,5 % NaOH, pro okyseleni vzorku byla pouzita HCI natedéna 1:1 destilovanou vodou. S touto
optimalizaci parametri bylo dosazeno LOD 0,32 pg-l™ a LOQ 1,05 ug-I™. Bylo vyzkouseno
stanoveni arsenu ve vzorcich jeCmene, sladu a pitné vody jakozto surovinach pro vyrobu piva.
Bylo zjiSténo, Ze matrice piva je za danych podminek nevhodna pro techniku generovani
tékavych hydridd diky bouflivé reakci v separatoru fazi, kterou se nepovedlo odstranit Zadnym
z ptipravnych krokt. Byl zkouman vliv ptredredukce, ktery pravdépodobné posiluje vliv nékteré
z interferujicich latek pro stanoveni arsenu. Dalsi Cast této prace byla tedy vénovéna studii
interferenci a bylo popsdno n€kolik prvki, které potlacuji hodnotu naméfené¢ho signalu pro

arsen. Interferenc¢ni vliv Ize potvrdit u selenu, antimonu, cinu, Zeleza a olova.
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