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Abstrakt

Predkladana disertacni prace se zabyva studiem UV-fotochemického generovani
tekavych sloucenin Se a Te z riznych specii s cilem rozsitit dosavadni poznatky o
problematice UV-fotochemického generovani o moznost vyuziti fotokatalytické
redukce vyssich oxidac¢nich stavii pro speciacni analyzu.

Vprvni fazi byla sestavena aparatura pro UV-fotochemické generovani
s vyuzitim ptidavku suspenze TiO, Volba materialu reaktoru a konstrukce aparatury
probéhla na zakladé literarni reSerSe a poznatkl ziskanych jiz diive v ramci vyzkumné
skupiny. Pozornost byla vénovadna optimalizaci reak¢nich podminek, ptficemz jako
modelové prvky byly zvoleny Se a Te. Selen byl zkouman, protoze je nejcastéjSim
prvkem, na kterém je UV-fotochemické generovani zkoumano. Naopak Te byl vybran
jako modelovy zastupce tézsich prvkl tvoticich mén¢ stabilni tékavé slouceniny.

Ve druh¢ fazi experimenti byly zkoumany moznosti aplikace vyvinuté metody.
UV-fotochemické generovani t€kavé slouceniny Se katalyzované TiO, bylo uspéSné
aplikovano pro stanoveni obsahu Se ve vodnych matricich vcetné certifikovanych
referenCnich materidlti a v raznych vzorcich potravinovych dopliikii. Metoda byla dale
uspesné modifikovdna pro pouziti ve spojeni s atomové fluorescencni detekci jako
derivatizacni technika pro specia¢ni analyzu zaloZenou na chromatografické separaci.

Ve tfeti fazi dizertacni prace byly provedeny experimenty zkoumajici vliv
matrice na chemické, elektrochemické a UV-fotochemické generovani tékavych
sloucenin opét se Se jako modelovym prvkem a tyto tfi metody byly na zéklad¢
interferenci porovnany. Bylo zjiSténo, Ze pti UV-fotochemickém a elektrochemickém
generovani by bylo mozno dale zvysit citlivost stanoveni pomoci reakénich
modifikatord. V odolnosti vic¢i vlivu interferentii alternativni techniky generovani
t€kavych sloucenin vyznamné zaostavaji za chemickym generovanim piedevsim kvuli

vlivu anorganickych kyselin a soli.



Abstract

The presented thesis deals with UV-photochemical generation of volatile
compounds of Se and Te from various species. The aim of the project was to expand the
current state of knowledge by the application of photocatalytic reduction of higher
oxidation states of Se and Te for the speciation analysis based on UV-photochemical
generation of volatile compounds.

The first step of the study was the assembly of the apparatus for the
photocatalysed UV-photochemical generation of volatile compounds. The material of
reactor and the whole experimental set-up were based on literature survey and previous
research done in our research group. Experiments were directed towards finding the
optimum conditions for generation of volatile compounds of selected model elements
Se and Te. Se was studied as the element most commonly determined by the UV-
photochemical generation of volatile compounds. Conversely, Te was selected as a
model analyte representing elements forming less stable volatile compounds.

The second part was the application of the optimised method of photocatalysed
UV-photochemical generation of volatile Se compound to the determination of Se in
water matrices, liquid certified reference materials and also samples of dietary
supplements. TiO2/UV-photochemical generation was also successfully modified to be
used with atomic fluorescence spectrometry as a derivatisation step following speciation
analysis based on liquid chromatography separation of inorganic and organic selenium
species.

The third part of this thesis studied the influence of the sample matrix on the
chemical, electrochemical and UV-photochemical generation of volatile Se compounds.
It was found out that the sensitivity of Se determination by the electrochemical and UV -
photochemical generation of volatile compounds can be notably improved by the use of
reaction modifiers. However, these alternative methods have been found more likely to
give incorrect results than chemical generation, particularly due to their susceptibility to

the presence of inorganic acids and their salts, which are common matrix components.



Seznam pouzitych zkratek a symbolii:

A

Aj

A

AAS
AFS
¢(CH3COOH)
¢(TiO,)
CFA
CVG
EcVG
EDXRF
ETAAS
FIA
FIGS

Fr

Fr (Ar)
Fr (Hy)
Fr(vz)
Fr (TiOy)

HPLC

1

IE
ICP-MS

ICP-OES

iSe

LDR
LOD

plocha piku

absorbance pii dané vinové délce

anion pufru v mobilni fazi

atomova absorpcni spektrometrie

atomova fluorescencni spektrometrie

koncentrace kyseliny octové

koncentrace oxidu titani¢itého

kontinudlni pratokova analyza

chemické generovani t€kavych sloucenin

elektrochemické generovani tékavych slouc¢enin

energiove disperzni rentgenova fluorescenéni spektrometrie
atomova absorp¢ni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
pratokova injekéni analyza

flame-in-gas-shield, typ  miniaturizovaného plamenového
atomizatoru vyznacujici se odstinénim pfistupu O, z okolni
atmosféry inertnim plynem

pritokova rychlost

pritokova rychlost nosného plynu

pratokova rychlost vodiku

pratokova rychlost vzorku

pratokova rychlost suspenze oxidu titanicitého (suspendovaného
v organické kyselin¢)

vysokoucinna kapalinova chromatografie

intenzita fluorescence

intenzita emise

hmotnostni ~ spektrometrie s ionizaci indukéné vézanym
plazmatem

optickd emisni spektrometrie s excitaci vzorku indukéné vazanym
plazmatem

anorganické specie Se

linearni dynamicky rozsah

limit detekce metody (30)



LOQ
MF

orgSe
pHBA

SEM

Tt

TRIS
uv
UV-PVG
V(vz)

limit stanovitelnosti metody (10 o)

mobilni faze

pocet teoretickych pater pfi separaci kapalinovou chromatografii
organické specie Se

p-aminobenzoova kyselina

kifemenny atomizator

koeficient korelace

rozliSeni pikil

relativni smérodatnd odchylka méfeni

relativni odezva Se v pfitomnosti interferentu

smérodatna odchylka Sumu zakladni linie zji§téna opakovanym
méfenim vzorku o velice nizké koncentraci

skenovaci elektronova mikroskopie

teplota atomizace

tris(hydroxymethyl)aminomethan

ultrafialové zafeni

UV-fotochemické generovani tékavych sloucenin

davkovany objem vzorku
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1. Uvod

Technika generovani tékavych sloucenin se uplatiiuje predevsim v laboratotich
zaméfenych na environmentalni analyzu nebo kvalitu zemédélskych produkti
¢i potravin pro stanoveni prvkll 14—16 skupiny periodické soustavy. Tyto prvky ochotné
tvofi tékavé hydridy piipadné i t€kavé slouCeniny organického charakteru. NejcCastéji
vyuzivana technika generovani tékavych sloucenin je zalozena na redukci analytu
tetrahydridoboritanem sodnym nebo draselnym. Kromé ni jsou hledany dal$i moZnosti
generovani té¢kavych sloucenin, které¢ by toto ¢inidlo mohly v rutinnich stanovenich
nahradit. Jednou z moznych variant je vyuziti fotochemickych reakei schopnych
pfevadét mnohé kovové a polokovové prvky na jejich t€kavé derivaty.

Predklddand disertaéni prace navazuje na predchozi vyzkum UV-
fotochemického  generovani  té¢kavych  slouenin  zavedeny v laboratofi
spektrometrickych metod katedry analytické chemie Univerzity Karlovy v roce 2012.
Cilem vyzkumu shrnutého v této praci bylo rozsifit metodu UV-fotochemického
generovani Se 0 moznost prace s vy$§im oxida¢nim stavem Se a zavést ji pro stanoveni
stopovych koncentraci tohoto prvku nejen v jednoduchych vodnych vzorcich, ale také
v komplikovangjSich matricich. Tohoto zdméru bylo dosaZeno spojenim generovani
t€kavé slouceniny vlivem UV zafeni s fotoredukci na katalyzatoru TiO,. Zamér byl
zavrSen validaci presnosti metody a déle jeji Usp&Snou aplikaci pro stanoveni obsahu
Se(IV) a Se(VI) ve vzorcich doplnkt stravy. Metoda byla néasledné¢ modifikovana za
ucelem vyuZiti pro derivatizaci anorganickych 1 organickych specii Se pro jejich
stanoveni atomovymi spektrometrickymi metodami po HPLC separaci.

Druhym zkoumanym prvkem byl telur, s nimz byly optimalizovany reakéni
podminky UV-fotochemického generovani jeho tékavé slouceniny, jak v klasickém
provedeni bez fotoredukce tak za ucasti fotokatalyzatoru.

Samostatnou kapitolou této disertacni prace je interferencni studie porovnavajici
vliv riznych vybranych slozek matrice (hydridotvorné prvky, ptechodné kovy,
elektrolyty) na chemické, elektrochemické a UV-fotochemické generovani tékavych
sloucenin. Cilem této kapitoly bylo vyhodnotit velikost interferenci vyskytujicich se
u dvou alternativnich technik generovani tékavych sloucenin Se, protoze interference
predstavuji nejvyznamnéjsi piekazku zavadéni téchto technik pro rutinni aplikace.

Ve vybranych ptipadech jsou diskutovany i zdroje téchto interferenci.
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1.1. Cile prace

Tato prace sestava ze tfi propojenych témat. V ramci prvniho tématu byly
optimalizovany podminky pro UV-fotochemické generovani Se s vyuzitim TiO, a dale
byly testovany moznosti jeho aplikace. Toto téma souviselo s feSenim projektu GA UK
28214. Cilem tématu byl vyvoj metody UV-fotochemického generovani tékavé
slouceniny Se s vyuzitim fotokatalyzy TiO,. Metoda méla umoznovat generovani
tékavych sloucenin z NaSeOs3, NaSeO, a organickych sloucenin Se. V ndvaznosti byla
planovana aplikace metody na stanoveni obsahu Se v redlnych vzorcich. Vzhledem
k popularité¢ antioxidacnich latek ve stravé a narlstajicim tlaku na kontrolu dopliki
stravy byl vyvoj metody orientovdn na stanoveni Se ve vzorcich doplikid stravy.
Metoda byla ovSem validovana také pro vodné matrice. Za druhé byla zkouména
moznost UV-fotochemického generovani tékavé slouceniny Te (v souvislosti s vyse
uvedenym projektem GA UK a projektem GA UK 28621). Zamérem bylo zjistit, za
jakych podminek je mozné fotochemicky generovat t€kavou slouceninu Te a zda lze
provadét jeho fotoredukei na TiO,. Fotoredukce Te(VI) spojend s UV fotochemickym
generovanim tékavé slouceniny jeSté nebyly publikovana. Za tfeti byla provedena
interferencni studie se Se jako modelovym prvkem porovnavajici chemické,
elektrochemické a UV-fotochemické generovani tékavych sloucenin (v rdmci projektu
GACR 14-23532). Jednotlivé cile prace byly nésledujici:

a) Optimalizovat podminky UV-fotochemického generovani tékavé slouceniny Se

s vyuZzitim fotokatalyzatoru TiO,

b) Porovnat dosazené zadkladni charakteristiky s chemickym generovanim tékavé
slouceniny Se a zjistit G¢innost generovani

c) Aplikovat vyvinutou metodu na stanoveni Se v redlnych vzorcich

d) Vyvinout chromatografickou metodu pro stanoveni sloucenin Se ve smési

s atomoveé  spektrometrickou detekci s derivatizaci  prostfednictvim  UV-

fotochemického generovani.

e) Zoptimalizovat podminky UV-fotochemického generovani Te a zjistit jeho zakladni
charakteristiky

f) Porovnat UV-fotochemické, elektrochemické a chemické generovani na zékladé
vlivu potencidlnich interferenti z matrice. Cilem bylo zjistit, jak vyrazné jsou
jednotlivé techniky ovlivnény riznymi slozkami matrice, aby bylo moZno
rozhodnout o tom, pro jaké matrice jsou zkoumané metody nevhodné nebo jaké
postupy piedupravy vzorku by mély pfedchazet analyze.

13



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Technika generovani té¢kavych sloucenin pro potifeby atomovych spektralnich

metod
2.1.1. Uvod do problematiky generovani tékavych slou¢enin

Generovani tékavych slouCenin je vyuzivano ve spojeni s atomovymi
spektralnimi metodami za ucelem snizeni limiti detekce a zmirnéni spektralnich
interferenci predevsim pfi stanovovani prvka 14. — 16. (potazmo IV.A —VI.A.) skupiny
tvoticich stabilni tékavé hydridy. Az do nedévna se tedy tato technika uplatiovala
pfedevsim pfi stanoveni As, Sb, Se, Te, Bi, Pb, Sn a také Cd a Hg. [1] Posledni dva
jmenované prvky netvoii tékavé hydridy ale jiné tékavé slouceniny. V piipadé rtuti
sejednd o tzv. studené pary, protoze Hg ma dostate¢nou tenzi atomarnich par
nad roztokem. V piipad¢ t€kavé formy Cd se pozorovani riznych autord rozchazeji;
prevlada nazor, ze se jednd bud’ o atomarni pary nebo nanocastice.

V posledni dobé se ukézalo, ze pifi zvoleni vhodnych podminek je mozné
generovat také tekavé slouceniny prechodnych a vzacnych kovi. [2] Obzvlaste diky
vyvoji UV-fotochemického generovani lze do budoucna ocekdvat rozsifeni spektra
prvkll stanovovanych technikou generovani t€kavych sloucenin na nékteré zastupce
d-prvkli. Uvést lze napt. Ni a Co, které tvofi pii reakci s kyselinou mravenci stabilni
karbonyly vhodné svymi vlastnostmi pro rutinni stanoveni. [3—6]

Metody generovani té¢kavych sloucenin se v zasad¢ de€li na tii zédkladni techniky
umoznujici stanoveni SirSiho spektra prvki a dale na postupy umoznujici generovani jen
vybranych prvki. Prvnim a dosud nejrozsifenéj$im postupem je chemické generovani
vyuzivajici reakce s redukénimi €inidly schopnymi vytvorit t€kavé hydridy, chloridy,
chelaty nebo atomové pary. Nejcastéji pouzivanym reakénim cCinidlem pouzivanym
v chemickém generovani je tetrahydridoboritan sodny nebo draselny pouzitelny
pro generovani tékavych slou€enin klasickych hydridotvornych prvkil, pfechodnych
a vzacnych kovil 1 prvki tvoficich studené pary. Pro generovani studenych par rtuti lze
dale vyuzit 1 redukci a generovani mirn¢jSimi redukénimi cCinidly jako je
tetraaminoboritan sodny nebo chlorid cinaty. [7] Prvni vyvinutou alternativni technikou
bylo elektrochemické generovani tékavych sloucenin vyuzivajici k redukci prvku
a vygenerovani jeho te€kavé slouceniny prichod elektrického proudu. Reakce generujici

tékavy produkt probiha na katodé¢ elektrochemické cely. Treti technika UV-
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fotochemického generovani je zaloZena na ozafeni roztoku obsahujiciho stanovovany
prvek zafenim o vlnovych délkach z UV spektra v prostfedi fotochemicky Stépitelného
reagentu a piipadné také fotokatalyzatoru. Dale existuji také postupy zalozené
na vyuziti tepelné energie (mikrovinné generovani) nebo ultrazvuku [8] (sonochemické
generovant).

Technika generovani tékavych slouCenin pro atomovou spektrometrii ma
dlouhou historii, i kdyZ v sou¢asném pojeti je vyuzivana od 70. let 20. stoleti. Uplné
pocatky generovani tékavych sloucenin lze zatadit jiz na prelom 18. A 19. stoleti stoleti.
James Marsh publikoval svou zkouSku na As v roce 1836 pied Londynskou Kralovskou
spole€nosti. [9] Pouzity postup generovani AsHs za pomoci Zn a H,SO4 byl popsan
jiz Scheelem v roce 1775 a Marsh ze Scheeleho prace prokazateln¢€ vychazel. Marshova
zkouska byla vyvinuta pro ucely soudniho I¢karstvi jako alternativa ke kolorimetrické
sulfidové zkousce. Béhem soudnich procestt stravici byly velice rychle
zdokumentovany také jeji slabiny a mozné interference — naptiklad faleSné pozitivni
dikazy zplsobené ptitomnosti ostatnich hydridotvornych prvki. NejzndméjSim
pfipadem, ktery zarovenn znamenal uznani Marshovy zkousky i1 mimo tUzemi Velké
Britanie byl francouzsky pifipad Mme LaFarge obvinéné a usvédcené roku 1840
z vrazdy manzela oxidem arsenitym. [10] Novodobou modifikaci Marshova postupu,
kterou lze povaZovat za pocatek chemického generovani tékavych sloucenin pro potieby

atomovych spektralnich metod byla prace W. Holaka z roku 1969. [11]

2.1.2. Chemické generovani t€kavych sloucenin

Jak uZ bylo zminéno vySe, chemické generovani vyuZivajici reakce analytu
s tetrahydridoboritanem v kyselém prostiedi je vyuzivano pfedevSim pro stanoveni
klasickych hydridotvornych prvkl. Jeho teorii a aplikacim je vénovana piedevSim
rozsahla monografie Dédiny a Tsaleva. [1]

Kysel¢ prostfedi vreakénim médiu je nezbytné pro postupny rozklad
tetrahydridoboritanu, ze kterého jsou vicekrokovym reakénim mechanismem ptredavany
atomy vodiku analytu za vzniku jeho hydridu. [12-14] Mechanismus chemického
generovani tékavych sloucenin je rozebran v kapitole 2.1.5.1. Z vySe uvedeného
vyplyvaji také omezeni této techniky generovani. Tetrahydridoboritan neni pfili§ stalym
¢inidlem, samovolné se rozklada na kyselinu boritou v kyselém az neutralnim prostredi

a je tudiz nutno jeho roztok ptipravovat pravidelné Cerstvy nebo zmrazeny. Zvysit jeho
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stabilitu 1ze napt. zvySenim pH ptidavkem alkalického hydroxidu. Vysoka redukcni
schopnost tetrahydridoboritanu projevujici se reakci se Sirokym spektrem prvki zaroven
znamena  riziko  kompetitivni  interference. = Zaroven  Cistota  pouzité¢ho
tetrahydridoboritanu vétSinou omezuje limit detekce chemického generovani. Zasadni
nevyhodou je nutnost piedredukce vyssich oxidacnich Cisel nékterych analytii konkrétné
napt. As (V), Sb (V), Se(VI), Te (VI), i kdyz i toto omezeni uz se dafi v né¢kterych
ptipadech ptekonat. [15]

V soucasnosti je redukce NaBH; uplatiiovana i pro generovani té€kavych
slou€enin vybranych piechodnych kovii. [2,16] Tato tematika byla zapocata publikaci
na generovani t€kavé formy Cu v roce 1996 Sturgeonem et al. [17] a od té doby se
znaéné rozsitilo spektrum prvkl stanovitelnych touto technikou. Shrnuti stavu k roku
2007 lze nalézt napt. praci P. Pohla a B. Prusisze [18], kde jsou rozebirany i otazky
ucinnosti generovani a transportu tékavych forem prechodnych a vzacnych kovu stejné
jako hypotézy tykajici se povahy jejich t€kavych sloucenin. Obecné lze fici, Ze celkové
ucinnosti generovani t¢kavych sloucenin ptechodnych kovl jsou nizsi nez jak je tomu

v pripad¢ hydridotvornych prvki, kde 1ze ocekéavat aplnou konverzi. [19,1]

2.1.3. Elektrochemické generovani t€kavych slouc¢enin

Prvni alternativni technikou generovani t€kavych specii hydridotvornych prvki
bylo elektrochemické generovani, k némuz byly prukopnické prace publikovany
v letech 1992-1993 Linem et al. [20] a Brockmannem et al. [21] Zakladni inspiraci
bylo pouziti elektrolytického vyvoje AsHj; pro fizenou modifikaci polovodi¢ovych
materiald pro elektroniku. [22]

Zakladni koncept cely se u rtiznych autorti vyrazné nelisi, jedna se o konstrukci
sjednim nebo dvéma odd€lenymi elektrodovymi prostory. V prvnim piipadé
bezmembranové cely dochazi k vyssi difuzi roztokl a je mozno pouZzivat vyssi napéti a
generacni proudy, ale ucinnost generovani tékavé slouceniny je snizena oxida¢nimi
produkty vznikajicimi na anodé. Ve druhém pfipad¢ jsou katoda a anoda oddéleny
iontové vyménnou membranou (nejcastéji Nafion) nebo sklenénou fritou branici difuzi
produktl z anodového do katodového prostoru. Pouzity materidl membrany (obzvlaste
iontové vyménné polymery) mulze limitovat reakéni podminky, znemoZziuje

napt. pouziti kyseliny dusicné nebo vysSich generacnich proudii. Z hlediska

16



konstrukéniho upofadani mitize byt cela tubularni  [23], tenkovrstva (typ Lin-
Brockmann) [20] a nebo napi. kombinovana s membranovym separatorem fazi. [24]

K redukci analytu a generovani jeho tékavé slouceniny dochazi na povrchu
katody elektrolytické cely. Kromé kationtu kovu jsou ke katodé pritahovany i protony,
je-li katolytem kyselina, a zarovef s redukci kovu dochazi k vyvoji vodiku. Uginnost
generovani, mnozstvi vygenerovaného vodiku a tudiz i a¢innost atomizace uzce souvisi
s materidlem katody. Je udévano, Ze uCinnost generovani klesd v iadé materiala
dle klesajiciho pfepéti vodiku konkrétné napf. Pb>Hg-Ag>Cd>C>Ag>Au>Pt.
S rostouci G¢innosti generovani roste 1 vliv interferentll a naopak, tudiz volba materialu
katody siln¢ podléha konkrétni aplikaci. Pfi pouziti katodovych materidli s vysokym
prepétim vodiku (Pb, amalgamované Ag) je mozné provadét s vysokou ucinnosti
generovani tékavé slouCeniny i z vySSich oxida¢nich cisel, ¢imz odpad4d nutnost
chemické redukce na vhodny oxidacni stav. Speciacni analyzu tak lze provadét
vyménou katody bez zmény reakénich podminek. Nej€astéji pouzivanymi elektrodami
jsou Pt (vysoka odolnost vici interferencim a inertnost viici elektrolytu), C v rliznych
formach (kompromis mezi ucinnosti generovani a interferencemi, nedokaze zajistit
redukci z vySSich oxidacnich ¢isel) a Pb (diky vysokému piepéti vodiku umoznuje
redukci vysSich oxidacnich ¢Cisel, ale je nutno vzit v Gvahu riziko interferenci). [22]
Nejcastéji pouzivanymi elektrolyty jsou roztoky minerdlnich kyselin (sirova,
chlorovodikova) nebo soli, pouzita byla 1 kyselina mravenci. [25] Pro generovani As
a Sb je jako vhodnégjsi uvadéna kyselina sirova, pro Se je elektrolytem prvni volby
kyselina chlorovodikova. [22,26,27]

Hlavni vyhodou elektrochemického generovani tékavych sloucenin je prace
v prosttedi vysoce Ccistych minerdlnich kyselin nebo soli, tudiz odpada riziko
kontaminace z ¢inidel. Na druhou stranu je nutno uvést, Ze sorpce interferentii z matrice
vzorku na povrch katody byva trvald a tato depozice interferentu na katodé miize vést
k nezanedbatelnym pamétovym efektlim skrze zménu sloZeni povrchu katody. [28,29]

Utinnost elektrochemického generovani vybranych hydridotvornych prvki
(Se(IV), As(IIl), Sb(Ill)) za pouziti Pb katody byla zjisténa jako maximalné 90 %
(SeHy), 57 % (AsHj3) a 92 % (SbHj). [30] Zminéné ucinnosti byly odhadnuty
ze stanoveni nezreagované¢ho analytu v odpadu po generovani a nezahrnuji ztraty
rozpusténého analytu a jeho hydridu béhem genera¢niho kroku a transportu do

atomizatoru. V té samé praci bylo publikovano 1 stanoveni Gc¢innosti generovani SeH,
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za pomoci radioaktivniho izotopu “Se. Touto metodou byla zji§téna G&innost

generovani odpovidajici 72 + 2 %, ktera zohlediiuje zminéné ztraty.

2.1.4. UV-fotochemické generovani t€kavych slouc¢enin

Pivod myslenky fotochemického generovani Ize hledat v procesech
pouzivanych pii ¢iSténi odpadnich vod, kde je ozafovani UV zéafenim vyuzivéno
k rozkladu organickych latek. [31] OvSem dé&je zalozené na principu alkylace Hg
uvolnéné ze sedimentu probihaji vlivem slune¢niho zateni pravdépodobné i v ptirodnim
prostiedi. [32,33]

Pouziti UV-fotochemického generovani pro analytické ucely zavedli jako prvni
Guo et al. [34,35] V analytickém uspotadani je UV-fotochemické generovani zalozeno
na ozafovani roztoku nizkomolekuldrnich organickych kyselin vlnovymi délkami
v oblasti UV zafeni. V soucasné dob¢ jsou nejcastéji pouzivanymi fotochemickymi
¢inidly kyseliny mravenci, octovd, propionovd a zdrojem zafeni nizkotlakd nebo
sttednétlakd rtutovd vybojka. V analytické chemii se uplatiuje vyzkum UV-
fotochemického generovani tékavych sloucenin z prostfedi nizkomolekuldrnich
organickych kyselin bez nebo s pouzitim fotochemickych katalyzatort (TiO;, ZrO,).

Mezi nezanedbatelné vyhody fotochemického generovani patii zjednoduSeni
aparatury v porovnani s elektrochemickym generovanim a pouZzivani méné toxickych
a finan¢né nakladnych Cinidel ve srovnani s chemickym generovanim. Dale je mozné
generovat tékavé slouceniny ze SirSiho spektra prvki nez ptipadé elektrochemického
generovani. V pifipad€ pouzivani plazmovych zdroji pifi atomizaci je velkou vyhodou,
ze pti UV-fotochemickém generovani nedochézi k vyznamné produkci H,, ktery jinak
zpusobuje nestabilitu aZ zhaSeni plazmatu. [36]

Do soucasné doby byly fotochemicky generovany tékavé formy Hg [37-50], Se
[51,37,34,52,35,53-59], As [37,60,55,61-64], Sb [65,37,60], Bi [37,60,55], Te
[6,37,60], Pb [66], Sn [60,55], , [37,67-69], Br, [70], Os [71], Cu [72,73], Fe
[74,75,3], Ni [36,76,6,5,3,37,77,78], Co [4,6,79,37,80,78] a Cd [60,81,78]. Prehled
prvkil, schopnych produkovat tékavé slouceniny pii ozafovani UV zéafenim se nachézi

také na obr. 2.1
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Obr. 2.1: Prvky, jejichZ t€kavé specie byly UV-fotochemicky generovany pro ucely

analytické chemie, upraveno dle [7]

Kromé¢ aplikace UV-PVG pro zvyseni citlivosti stanoveni vybranych prvka lze
tuto pomérné €istou a neagresivni metodu pouzit i pro neanalytické aplikace, napiiklad
za UcCelem CiSténi katalyzatori od prvka tvoficich za danych podminek tckavé
slouceniny — konkrétné naptiklad od Ni. [76]

UV-PVG vyuzivajici fotokatalyzu TiO, nebo jinym pevnymi fotokatalyzatory
bylo zatim vyuZito jen pii stanoveni Hg [82,42], Se [83-90] a v jednom piipadé Te
[60].

2.1.5. Reakéni mechanismus v riznych metodach generovani tékavych

sloucenin

2.1.5.1.  Chemické generovani
Ditive byla dlouhodobé uzndvanym mechanismem vzniku hydridu v chemickém
generovani tzv. teorie nascentniho vodiku [91], ktera je jiz v soucasnosti piekonana.
Tato teorie predpokladala pfeménu NaBH4 na H3;BOj; a uvolnéni vodikovych radikald,

reakci 1ze popsat souhrnnou rovnici [92]:

NaBH;+ 3 H,O +H" — H3;BO;+ Na' + 8He (1)
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Tato hypotéza byla v rozporu s poznatky o hydrolyze tetrahydridoboritanu
sodného znamymi z organické chemie. Jeho rozklad v kyselém prostredi je
ve skutecnosti vicekrokovou reaket, kterou 1ze souhrnné¢ zapsat:

BH4 + 3 H,O + H" — meziprodukty — H3;BO; + 4 H, (2)

Jednotlivé kroky hydrolyzy NaBH,4 na meziprodukty 1ze rozepsat nasledovné:

BH4 +H,0 + H — H,0-BH; + H, (3)
H,0-BH; + H,0 — H,0-BH,OH + H, (4)
H,0-BH,0H + H,0 — H,0-BH(OH), + H, (5)
H,0-BH(OH), + H,O — B(OH); + H, + H,O (6)

Hydrolyza NaBH, je vrozmezi pH 3,8 — 14 reakci druhého fadu pticemz
nejpomalejSim krokem je ztrata prvniho vodiku (reakce 3). Ve vyrazné kyselejsich pH
pouzivanych pfi generovani t€kavych sloucenin pro potteby atomove spektrometrickych
metod (pH < 2) je udavana celkové nizs§i rychlost hydrolyzy zpisobena tvorbou
stabilnich meziprodukti, ale k dosaZeni rovnovahy v prvnim kroku (reakce 3) postacuje
nékolik milisekund. [13,93] Interakci s analytem miZe podstupovat libovolny
z meziproduktl hydrolyzy, ktery ma k dispozici alesponi jednu vazbu B-H, tedy
produkty reakci 3-5. Mechanismus pfenosu atomu vodiku na analyt probihd postupné a

je mozné ho vyjadtit schématem:

A(OH); — HA(OH), — H,A(OH) — H;A (7)

Kde A zastupuje atom hydridotvorného prvku (As™, Sb"™, Se'V, Te', Bi'™).
[12,13,14,94-96]

Mechanismus chemického generovani piechodnych kovi je pravdépodobné
meziprodukty slouceniny typu L,MH,, kde L je jeden ze skupiny ligandt H,O, OH", CI'
nebo H,, M je prechodny kov, n koordinaéni ¢islo ptfechodného kovu v piivodnim
rozpusténém komplexu MLn, x je pocet vodikli ve vznikajicim komplexnim

polyhydridu. Z teorie ligandového pole vyplyva, ze ligandy typu H,O, OH’, X tvofi
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nestabilni komplexy. Pokud neni krok separace fazi a transportu plynné faze
doatomizatoru dostatecné rychly, je mozné pozorovat pouze vysledné stabilni produkty:

volné atomy nebo kovové nanocastice a jejich shluky. [93]

2.1.5.2.  Elektrochemické generovani

V ptipadé¢ elektrochemického generovani dochazi k tvorbé t€kavé slouceniny na
povrchu katody elektrolytické cely. Generovani probiha ve vodnych roztocich, takze na
katodé dochdzi kromé redukce analytu také k redukci oxoniovych iontd na vodik a na
anodé¢ dochézi k oxidaci vody na kyslik potazmo k vyvoji jiného oxidujiciho plynu
pochazejiciho zroztoku kyseliny (napt. Cly). Je predpoklddano, Ze d¢je na katode
vedouci ke vzniku té¢kavé slouceniny probihaji ve tiech krocich. V prvnim kroku dojde
k depozici analytu na povrchu katody a jeho redukci, ve druhém kroku k reakci vedouci
ke vzniku hydridu nebo jiné t€kavé formy prvku a ve tietim kroku k desorpci tékavé
slouceniny z povrchu katody. V zavislosti na volb& katodového materidlu jsou
pro druhy krok generovdni mozné dva mechanismy: elektrokatalyticky (materidly
s nizkym ptepctim vodiku) a elektrochemicky (materialy s vy$§im piepétim vodiku).

Prvni krok generovani je shodny pro oba mechanismy a lze ho zapsat reakei:

M+A" +ne - M-A (8)

Kde M je kovovy povrch katody a A analyt.

Pti elektrokatalytickém mechanismu dochéazi na povrchu katody k rekombinaci
adsorbovaného hydridotvorného prvku s atomy vodiku, pficemZ tento krok probiha
opakovan¢ az do vzniku vysledného binarniho hydridu, ktery je uvolnén. Mechanismus
nevyzaduje po uvodni sorpci dalsi pfenos naboje.

M-H + M-A —- M + M-AH 9)

Pti elektrochemickém mechanismu se uplatiiuje pienos ndboje pii reakci

s oxoniovymi kationty zroztoku kyseliny, které poskytnou pii rekombinaci nabojl

hydridotvornému prvku vodik.
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M-A +ne +nH;0' — M + AH, + H,O (10)

Pokud je pouzit katodovy material se stfednimi hodnotami ptepéti vodiku,

mohou se uplatiiovat oba mechanismy. [22,29]

2.1.5.3.  UV-fotochemické generovani

V ptipadé¢ UV-fotochemického generovani jsou predpokladany dva mozné
mechanismy generovani v zavislosti na pfitomnosti nebo neptitomnosti fotochemického
katalyzatoru. Prvnim je nekatalyzovany radikdlovy reakéni mechanismus zalozeny
na $tépeni nizkomolekuldrnich organickych kyselin vlivem UV zéfeni na radikalové
produkty schopné preménovat hydridotvorné prvky na jejich tékavé slouceniny. Tento
mechanismus byl navrzen na zakladé identifikace vznikajicich t€kavych produkti. Guo
et al. [34,35] zjistili, ze pfi pouziti riznych nizkomolekularnich kyselin vznikaji rizné
t€kavé slouceniny Se. V pifipad¢ kyseliny mravenéi byla produktem smés SeH, a SeCO,
v piipad¢ kyseliny octové a malonové byl produktem (CH3),Se a v piipad¢ kyseliny
propionové byl detekovan (C,Hs),Se. Dale se ukazalo, ze ptidavek dusi¢nanového
aniontu ke kyseliné mravenci vede ke vzniku pouze SeCO. [52,35] Diskuze
problematiky mechanismu tvorby zminénych t€kavych sloucenin je stale oteviena kvili
znacné slozitosti radikalovych reaket, které se mohou generovani ucastnit. [97,98,31]

Jeden z moznych mechanismti UV fotolyzy organické kyseliny byl navrzen Guo
et al. [34] na zadklad¢ identifikace vznikajicich tékavych specii a lze ho shrnout
nasledovné. Ke Stépeni karboxylové skupiny mulzZe dojit dvéma zpisoby za vzniku
uhlovodiku a CO; nebo za vzniku alkoholu a CO. VSechny reakce piedpokladaji

ozatovani UV zéfenim.
RCOOH — Re + *COOH — RH + CO, (11)
RCOOH — RCOe + *OH — CO + ROH (12)
Kde R je alkylovy fetézec C,Hz,-1,n =0, 1, 2
Se(IV) je pak redukovan vznikajicimi reaktivnimi radikaly s redukénimi

schopnostmi. Odpovidajici reakce sucasti Se(IV) by pak mohly byt zapsany

nasledovné:
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2 RCOOH + Se — CO;, + R;,Se (13)

RCOOH + Se — SeCO + ROH (14)

Vyssi pravdépodobnost prabéhu reakce 11 nad reakci 12 je v souladu
s pozorovanim Guo et al., ze pii pouziti kyseliny mravenci jako fotochemického ¢inidla
bylo ve smési produktii nalezeno pfiiblizné 60 — 70 % SeH, a 30 — 40 % SeCO.
Pravdépodobnost reakce 12 a tedy 1 14 klesd s rostouci délkou alkylového fetézce
a pii pouziti kyseliny octové a propionové vznikaji pouze alkylované produkty. [34]

Dalsi navrzenou moznosti je redukce prostfednictvim reaktivnich meziprodukti
s karbonylovou skupinou — keteni RC=CO. [47] UV fotolyza kyseliny mravenci

a octové by pak mohla probihat nasledovné.

HCOOH — CO + H,0 (15)

CH;COOH — CH,CO + H,0 (16)

Dle teoretické studie Takatani et al. by tato reakcni cesta méla byt energeticky
vyhodnégjsi. [99] Keteny jsou dostatecné stabilni pii vysokych teplotach a v plynné fazi,
ovSem je otazkou, zda jsou tyto reakéni meziprodukty dostatecné stabilni ve vodném
prostiedi, aby mohla GspéSné probéhnout reakce s analytem. [97]

V piipadé pouziti fotochemického katalyzatoru (napi. TiO, nebo ZrO,) jsou
navrhovany mechanismy zaloZené na vlastnostech polovodi¢i. Sitka zakazaného pasu
Ti10; odpovida energii 3,2 eV, coz znamena, ze pro piechod ¢ do vodivostniho pasu je
potieba ozéfeni vinovymi délkami kratSimi nez 380 nm. V tom piipadé se TiO, stava
vodivym v disledku vzniku part volnych e a kladné nabitych dér h™ a miize fungovat
jako oxidacni nebo redukéni Cinidlo. Neni-li v systému piitomna latka schopnd fungovat
jako lapaC (scavenger) kladnych nebo zapornych naboji dochézi k jejich rychlé
rekombinaci. [86] V ptipad¢ pouzivani TiO, pro redukci Se(VI) a generovani t€kavych
specii ze sloucenin Se je timto lapacem nizkomolekularni organicka kyselina napft. kys.

mravenci [91,92], octova [51] nebo propionova [88].
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Kikuchi a Sakamoto [102] elektrochemicky monitorovali déje probihajici
v roztoku kys. mraven¢i v pfitomnosti Se(VI) a TiO, pfi ozafovani UV zafenim
a zaroven sledovali vyvoj tékavé slouceniny prostfednictvim ICP-MS. Kombinaci
experimentl a teoretickych modelovani dospéli k zavéru, ze redukce Se(VI) probiha
na Se(0) a dale na SeH,. Nejproblematictéjsi je krok zapsany v rovnici 19, protoze
energie potiebnd pro redukci Se(0) na SeH, je vyssi nez Sifka zakazaného pasu TiO;
atudiz by reakce neméla probihat. Tato diskrepance je vysvétlovana hypotézou, Ze
dokud jsou odebirany kladné naboje, dochazi ke kumulaci e na povrchu ¢astic TiO,

dokud neni dosaZeno dostateéného potencialu pro redukci Se” na SeH,.

Se0,” +4 H™ + 2¢"— H,SeO; + H,O (17)
H,SeO; +4 H' + 4¢” — Se + 3 H,O (18)
Se+2H' +2¢ — H,Se (19)

Pii pouziti fotokatalyzatorG s vétsi Sitkou zakazaného pasu napf. TiO;
dopovaného uslechtilym kovem (Ag, Au, Pt) nebo ZrO, je vysvétleni mechanismu
jednodussi, protoze problematicka hypotéza odpada. [103,104]

Jako organicky lapaC elektroni je nejCastéji pouzivana kyselina mravenci,
ovSem jak prokazala prace Amal et al. [100], tuto funkci mize plnit i fada dalSich latek
napt. kyselina octovd, methanol a ethanol. Experimenty se sorpci vybranych
organickych latek na TiO, ukdazaly, ze vSechny zkoumané latky byly adsorbovany
na povrch TiO,, pficemz schopnost se sorbovat klesala v potadi kys. mravenci > kys.
octova > kys, salicylova > methanol > ethanol > sachar6za. S vyjimkou kys. salicylové,
kterda se fotolyticky nerozkladala, klesala v tomto potfadi také vlastni schopnost
organickych latek se rozkladat vlivem UV a tvofit redukujici radikaly. Pouze kyselina
mraven¢i byla sorbovana v pfitomnosti Se. Fotoredukce byly pozorovany pouze
v pfitomnosti kys. mravenci, methanolu a ethanolu a ve stejném potadi klesala 1 rychlost
fotoredukce Se. Vysokou ucinnost kyseliny mravenci pii fotochemické redukci Se(IV) a
Se(VI) autofi vysvétluji jeji schopnosti soutézit se Se o aktivni mista na povrchu TiO,.

Celkova rychlost katalyzovaného fotochemického procesu zavisi na mnoha

faktorech: rychlosti sorpce a desorpce substratu na katalyzatoru, reaktivité
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meziproduktd, intenzité zafeni, mnozstvi katalyzatoru. [100] Pro tucely UV-
fotochemického generovani ovSem neni rozhodujici jen rychlost a G¢innost
fotochemické redukce, ale také stabilita vznikajici t¢kavé slouceniny.

Pfitomnost lapace ndboji dokaze zpomalit rekombinaci naboji az na casovy
interval v ns, ktery postacuje pro oxidaci nebo redukci latek sorbovanych na povrchu.
Vyse uvedené teorie pomijeji fakt, ze pfi mnohondsobném nadbytku molekul vody nad
soli analytu ve vodnych roztocich by mély byt pfednostné sorbovany a pfeménovany na
povrchu katalyzatoru molekuly vody nikoliv adsorbované specie Se ¢i jiného analytu.

[105]

2.1.6. Interference v technice generovani t€kavych sloucenin

K interference v technice generovani tékavych sloucenin se mohou vyskytovat
v kapalné v plynné fazi. V prvnim ptipadé se jedna predevsim o déje probihajici béhem
vzniku tékavé slouceniny a jejiho nasledného uvolnovani do plynné faze. Ve druhém
pfipadé jde o transportni ztraty a atomizacni interference, které se 1isi dle pouzité
detek¢ni techniky. Nejcastéji se interferenty deli na oxidacni €inidla, pfechodné kovy
a ostatni hydridotvorné prvky. V ptipad¢ alternativnich technik generovani je nutno vzit
v potaz 1 vliv kyselin a jejich soli bez oxida¢nich vlastnosti. [106,29]

Pritomnost oxidac¢nich ¢inidel mize zapfi€init zménu oxidacniho stavu analytu,
pfi¢emZ generovani t€kavé slouceniny analytu byva omezeno pouze na nékteré jeho
specie pfipadné se muize ucinnost generovani pro rizné specie vyznamné liSit.
Ptitomnost oxidac¢niho ¢inidla v matrici vzorku tak mize vést k chybnému urceni
koncentrace analytu, protoZze bude v jiném oxida¢nim stavu neZ standard pouzity
ke konstrukei kalibra¢ni zavislosti. Tento typ interference je platny pro vSechny metody
generovani tékavych slouCenin; typickymi zéastupci skupiny oxidacnich Cinidel jsou
kyseliny s oxidacnimi vlastnostmi, napf. kyselina dusi¢na pouzivana ke stabilizaci
vzorkl.

Ptechodné kovy tvoii pii chemickém generovani nerozpustné boridy schopné
sorbovat a rozkladat vznikajici t€¢kavé slouceniny hydridotvornych prvki. [107,108]
Dle alternativniho ndzoru Henden et al. by speciemi sorbovanymi na nerozpustné
boridy mohly byt i rozpusténé ionty analytu. [109] Vliv interferentu lze do jisté miry
ovlivnit reakénimi podminkami napf. zvySeni koncentrace HCl muze stabilizovat

interferent ve formé rozpustnych chlorokomplext. Pii elektrochemickém generovani
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dochazi naopak k interferenci vlivem redukce interferentu na katodé¢ a modifikaci
povrchu katody. V metodé¢ UV-fotochemického generovani zatim jest¢ mechanismus
vlivu pfechodnych kovil Gispésné vysvétlen nebyl.

K interferenci mize dochazet i pfi transportu — po uvolnéni tékavé slouceniny
analytu do nosného plynu. Zde muaze dojit ke zpomaleni nastupu signalu nebo k jeho
poklesu v disledku ztrat analytu v transportnim vedeni. V nékterych ptipadech muze
dojit také ke strhavani nanocastic interferujicich pirechodnych kovil a jejich vnosu
do atomizatoru; tyto ¢astice mohou také sorbovat nebo rozkladat t¢kavy analyt. Zvysené
riziko tohoto d&je existuje piedevSim pfi intenzivnim zahfivani roztoki
napf. pii elektrochemickém generovani vlivem prochazejiciho elektrického proudu.

Poslednim typem jsou atomizacni interference typické piedevSim pro ostatni
hydridotvorné prvky. [110] Pii spojeni techniky generovani tékavych sloucenin
s QFAAS nebo AFS se uplatiuji dva jevy. Jednak vygenerovana tékava sloucenina
interferentu soutézi s t€kavou slou¢eninou analytu o vodikové radikaly v radikdlovém
oblaku, kde dochdzi k atomizaci. V nizkych koncentracich interferentu se pfevazné
uplatituje pokles koncentrace volnych atomid analytu v zdkladnim stavu. [111]
Atomizacni interference lze omezit volbou atomizatoru napf. pouzitim

tzv. multiatomizatoru v QFAAS nebo FIGS atomizatoru v AFS. [112,113]

2.2. Detekce tékavych sloucenin atomove spektrometrickymi metodami

Techniku generovani té€kavych sloucenin lze spojit s libovolnou atomové
spektrometrickou metodou umoZiujici davkovani plynné faze, tedy je mozné pouzit
napf. AAS, ICP-OES, AFS, ICP-MS. Zuspotfadani atomové absorp¢nich technik
pfipadd v Gvahu pfedev§im atomizace v kiemenném atomizatoru (QFAAS) nebo
zavadéni vzorku do grafitového atomizéatoru a jeho in-situ zachyt (in-situ ETAAS).
V ptipadé¢ metody AFS se jednd vétSinou o zavadéni tékavé slouceniny
do miniaturizovaného plamenového atomizatoru, v ptipadé¢ ICP-OES a ICP-MS probiha
zavadéni plynné faze do nebulizatoru piedchazejiciho plazmovému atomizatoru
resp. zdroji ionti.

V této praci byla pouzita detekce QFAAS a detekce AFS s atomizaci

v miniaturizovaném difiznim plamenovém atomizatoru.

2.3. Speciac¢ni analyza
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Speciacni analyzu lze s vyuzitim generovani tékavych sloucenin provadét
ne¢kolika zptsoby. Jednou z moznosti je selektivni generovéani tékavé slouCeniny
z vybranych specii, protoze volbou podminek lze zabranit pfeméné nékterych specii
na t€kavé slouceniny. [88,51,114,115] Dalsi variantou je speciacni analyza zaloZena
na separaci specii, ktera bud’ pfedchazi, a nebo nasleduje po generovani tékavych
sloucenin. V takovém piipad¢ je nejcCastéjSim piistupem separace prostfednictvim
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a generovani tékavych sloucenin
je pak pouzito jako derivatiza¢ni metoda umoziujici zavadéni plynné faze do atomove
spektrometrického detektoru. [116,117,87,118,119,103] Méné cCastym piistupem je
vygenerovani t€kavych sloucenin a jejich naslednéd separace plynovou chromatografii
(GC) nebo jejich kolekce vymrazenim a naslednd separace a identifikace [120].
Kolekci vymrazenim Ize samoziejmé vyuzit pro snizeni limitu detekce metody
ivpfipadé, ze neni provadéna identifikace tékavych specii. [121-123] Posledni
zminéné separace (bylo by mozné je oznacit jako postgeneracni) se analyticky bézné
nevyuzivaji. Maji ovSem nezanedbatelné misto pii urovani identity vznikajicich

tékavych sloucenin.

2.3.1. Selektivni generovani t€kavych sloucenin

Metody speciaéni analyzy prvkl zaloZené na selektivnim generovani tékavych
sloucenin jsou vhodné predevS§im pro stanoveni obsahu prvku vyskytujicim se
ve vzorku v riznych oxidacnich stavech. Jako pfiklad lze uvést rozliSeni Se(IV)
a Se(VI), Te(IV) a Te(VI), As(IIl) a As(V), Sb(IIl) a Sb(V). Selektivni generovani je
pak zaloZeno na vybéru podminek, pfi kterych dochazi ke tvorbé tékavé slouceniny
pouze z niz§iho oxidac¢niho stavu, a na zapojeni piedredukéniho kroku, ktery prevede
inertni oxida¢ni stav na niz$i vhodny stav. As(V) a Sb(V) lze predredukovat napf.
pfidavkem L-cysteinu [124] nebo za tucasti jodidu draselného [125] piipadné
thiomocoviny a kyseliny askorbové [123]. V piipad¢ Se(VI) je vyuzivana predredukce
varem v 5-6M HCI po dobu 30-60 min nebo ptidavek thiomocoviny [126]. V piipadé
As lze techniku selektivniho generovani tékavych sloucenin vyuzit také pro rozliSeni
anorganickych a organickych specii, protoze anorganické specie arsenu vykazuji vyssi
toxicitu nez mnoho sloucenin obsahujicich organicky vazany As (napf. arsenobetain,

arsenocholin nebo arsenosacharidy). [114]
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2.3.2. Speciacni analyza zalozend na HPLC separaci a postkolonové

derivatizaci analyzovanych slozek technikou TIO,/UV-PVG

V této praci byla vyuzita separace anorganickych a organickych sloucenin Se
kapalinovou chromatografii na aniontové vyménné koloné. V literatufe jsou
nejcastéjSimi uvadénymi pristupy kapalinovd chromatografie na reverznich fazich a
iontové vymeénna chromatografie, pfi¢emz volba separa¢niho méddu zéavisi na tom, zda
autor povazuje za dulezitéjsi separaci organickych nebo anorganickych specii. Technika
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) miiZze byt provddéna ve spojeni
s riznymi atomové spektralnimi detekénimi metodami. Bézné je spojeni HPLC-MS,
které nevyzaduje derivatizacni krok mezi separaci a detekci, ale detekce omezuje vybér
mobilnich fazi pouze na organicka rozpoustédla a tékavé soli. Spojeni s atomove
fluorescenénim detektorem vyzaduje zavadéni plynné faze do AFS a tato metoda
detekce je tudiz vyuzivdna ve spojeni s technikami generovani tékavych sloucenin.
Volba této kombinované techniky méné omezuje vyb&r mobilni faze, kterd nesmi
vyznamné snizovat uinnost generovani tékavé slouceniny. V této praci je pouzita
separace na aniontové vymeénné koloné€; v tab. 2.1 jsou uvedeny zakladni informace

o pouziti riznych pufrl pfi speciacni analyze Se na aniontové vyménnych kolonach.

Tab. 2.1.: Mobilni faze pouzité pro separaci specii Se ve spojeni s aniontoveé

vyménnymi kolonami

Mobilni faze Pouzitelné rozmezi pH, vlastnosti Literarni zdroje
Octanovy pufr octan amonny, gradient. eluce, HPLC- [127][128]
MS
octan sodny, Se(IV) a Se(VI), detekce [129]
AFS

Uhlic¢itanovy pufr 50mM NH4CO;, pH = 8,0, separace [87]
Se(IV) a Se(VI), reakce COs”

s organickou kyselinou generuje CO,

Fosfatovy pufr rozmezi pH dle stanovovanych specii:
4,6 -17,0 [130,119,117,131,116]
pHBA gradientova eluce, rozmezi pH 8,0 — 9,0  [132]

28



2.4. Vyskyt a vyznam Se a Te

Telur byl objeven roku 1784 Franz-Josefem von Reichensteinem ve zlatych rudach
z oblasti Transylvanie, a byl svym objevitelem piivodn¢ omylem povazovan za antimon
nebo jeho slouceninu. Pojmenovan byl M. Klaprothem az roku 1798 na zakladé¢
latinského vyrazu pro zemi ,,tellus*. [133,134] Selen byl objeven a popsan J.J Berzeliem
a J.G.Gahnem roku 1818 a byl pojmenovan na zdklad¢ podobnosti s telurem podle
teckého vyrazu pro Mésic — ,,selene*. [133]

Telur i Se jsou polovodice, kromé elektroniky jsou oba prvky vyuzivany
ve sklafském primyslu pro barveni skla. V metalurgii je Te pouzivan jako pfisada
do oceli a médi usnadiiujici obrabéni. Primysl je spolu se spalovanim uhli a pfirozenym
uvolnovanim z rudnych lozisek také hlavnim zdrojem zneciSténi povrchovych vod.
V piirodé se oba prvky vyskytuji v nékterych sulfidovych rudnych horninach jako
selenidy a teluridy dalSich kovii. Na ¢eském tzemi se vyskytuje telur napt. jako hessit
(AgTe,) na historickém lozisku polymetalickych rud v Roztokach u Usti nad Labem
[135] a selen je ptedpokladdn v médénych rudach na lozisku Zlaté Hory v Moravsko-

slezském kraji [136].

2.5. Biologicky vyznam a toxicita Se pro ¢lovéka
Vsechny specie Se je moZné povaZovat za alesponl potencialné toxické, pticemz
nejvyssi toxicitu vykazuje t€kavy SeH,. [137] OvSem nézory na toxicitu Se pro lidsky
organismus se béhem jeho zkoumani znacn€ promeénily. Do objevu Se-aminokyselin
vroce 1966 byl povaZzovan za toxické a karcinogenni xenobiotikum, dnes je na néj
nahliZeno jako na esencialni stopovy prvek s velice uzkym terapeutickym rozmezim.
[138] Bylo prokazano, Ze je nezbytny pro syntézu nékterych enzyml a mé i dalsi
biologické funkce. Ve vodnych prostfedich se nejcastéji vyskytuje ve dvou
anorganickych formach: jako seleni¢itanovy anion a jeho protonované formy
a selenanovy anion. V organickych slouc¢eninach Se Casto nahrazuje leh¢i prvky ze VLA
skupiny — kyslik a pfedevsim siru. Z hlediska ptijmu pro ¢lovéka je Se v podobé jeho
organickych specii (napf. Se-methioninu) vyrazné¢ biodostupnéjsi nez zjeho
anorganickych forem.
Se se v lidském organismu vyskytuje v proteinech s Sirokym spektrem Ucinkt. Jeho
kanceroprotektivni schopnost je pficitana enzymu glutathion peroxiddze snizujicimu
oxidativni stres, kde se Se aktivn¢ tcastni redoxnich reakci. [139] Na druhou stranu

vysoké davky Se mohou zplsobit akutni toxické ucinky skrze bunécnou apoptozu
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vyvolanou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), tedy opaénym efektem. [140]
Déle hraje Se vyznamnou roli v syntéze testosteronu, produkci thyroidnich hormont
aje spojovan s normalni funkci imunitniho systému. [141,142] Chronickd intoxikace
Se se projevuje vypaddvanim vlast, lamavosti nehtii, cesnekovym zdpachem dechu,
gastrointestindlnimi obtizemi a naruSenim funkce nervového systému. [143]
Pravdépodobné predevSim kanceroprotektivni ucinky Se vedly k jeho rozSifenému
pfidavani do potravinovych doplikii i v oblastech, kde obyvatelstvo netrpi akutnim
nedostatkem tohoto mikronutrientu. [144] Jeho obsah a biodostupnost v pidach
se ve svete znacné 1i8i. Mezi oblasti s vysokym obsahem Se v pidach patii velké plané
na uzemi USA a Kanady, ¢ast Irska, Kolumbie, Venezuela a nékteré provincie Ciny.
Naopak napft. ¢inska provincie Keshan, vétsi ¢ast Evropy a Ruska a Novy Zéland patfi
mezi oblasti selenodeficientnich pad. [137,145]

Zakladnim zdrojem selenu pro organismus je piijem z potravy a pitné vody.
V evropské kontinentdlni stravé je pfirozené zastoupen skrze rostliny z celedi
brukvovitych (Brassicaceae) a Cesnekovitych (Alliaceae). [146—148] Dle doporuceni
Svétové zdravotnické organizace (WHO) by maximalni bezpecny obsah Se v pitné vodé
nemél piekracovat 40 pg dm >, limity v EU jsou je$té piisn&jsi a obsah Se v pitné vod
by nemél prekrogit 10 pg dm™. [149] Rozmezi bezpetného piijmu z potravy bylo
stanoveno na 55 — 400 pg na den pro dospé€lého c¢lovéka. [150] Od téchto hodnot je
odvozen také limit pro obsah Se v dopliicich stravy. Legislativa Ceské republiky
stanovuje obsah Se v téchto piipravcich na maximalné 55 pg, schvalnymi zdroji jsou

pouze selenicitan sodny a selenan sodny. [151]
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3. Material a metody

3.1. Chemikalie

3.1.1. Chemikalie pouzivané pii UV-fotochemickém generovani tékavych

slouc¢enin Se a Te

Neni-li uvedeno jinak, byla pfi experimentech pouzivana voda vyrobena
zaiizenim MiliQprys a chemikalie pouzivané pii experimentech byly Cistoty p.a. nebo
vy$si. Standardy specii Se a Te o koncentraci prvku 100 mg dm™ byly pifipraveny
navazenim z pevnych soli a rozpustény v deionizované vodé. Pouzitymi pevnymi
standardy anorganickych specii byly pentahydrat seleni¢itanu sodného, dekahydrat
selenanu sodného, teluric¢itan sodny a kyselina telurova (vSe Sigma-Aldrich, USA).
Standardy organickych specii Se byly pfipraveny ze selenomethioninu
a (Se)-methylselenocystein  hydrochloridu (oboji  Sigma-Aldrich, USA). Roztoky
anorganickych specii Se a Te nebyly stabilizovany, byly uchovavany v lednici
apouzivany vzdy nejdéle tfi mésice, prestoZze nebyly pozorovany Zzadné zndmky
rozkladu vzorkd. Standardy organickych specii a standardy Te byly pouZivany
maximalné jeden mésic. Pti pokusech o zvyseni citlivosti generovani tékavé slouceniny
Se z organickych specii byla vyuZita také nasledujici oxidac¢ni ¢inidla: K,S,0s, NaNO;3,
NaNO, (vie Lachner, CR). PuMobilni faze pro chromatografickou separaci byla
pfipravena z pevného tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Merck, Némecko).

Fotokatalyzator TiO, byl potfizen nanokrystalicky (velikost ¢astic < 2 nm, Cistota
99,5 %, Sigma-Aldrich, USA). Nejcastéji pouzivanymi fotochemickymi Cinidly pfi UV-
fotochemickém generovani jsou nizkomolekularni organické kyseliny, které vykazuji
absorp¢ni pas v UV oblasti (obr. 3.1). Pfi UV-fotochemickém generovani byly pouzity
kyselina mravenc¢i, octova a propionova (Sigma-Aldrich, USA). Byla zméfena
absorpéni spektra 0,5 mol dm ™ roztokd kyseliny mravengi, octové a propionové a byly
ovéteno, ze jejich absorpéni pasy se vyznamné nepiekryvaji s Zaddnou z Car pouZzité
nizkotlaké rtutové vybojky (viz. obr. 3.3). Pouzivanymi plyny byly Ar (99,998 %) a H,
(99,0 %, oboji Linde, CR).
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Obr. 3.1.: Absorp¢ni spektra roztoki kyseliny mravenci, octové a propionové v UV

oblasti, ¢ = 0,5 mol dm >, délka absorp¢niho prostiedi 10,0 mm.

3.1.2. Certifikované referencni materialy

Byly analyzovéany dva vodné referenc¢ni materidly pro ovéfeni pfesnosti metody
Ti0,-UV-fotochemického generovani a jeden pro validaci stanoveni selenu ve vzorcich
potravinovych doplikl. Jednalo se o certifikované referenéni materidly simulujici
sloZeni sladkovodni matrice NIST SRM 1643e a NIST SRM 1640a. Tyto referencni
materidly jsou semi-syntetickymi vzorky sladké vody s certifikovanym obsahem 29
prvkil, pficemz 22 znich bylo cilené pfiddno. Referen¢ni material je stabilizovany
kyselinou dusi¢nou o obsahu pfiblizn€ 2 % (V/V). Z toho divodu byly ptfed analyzou
odpafeny témét do sucha a znovu rozpusStény v deionizované vodé. Certifikovanym
referenénim materidlem pro ovéfeni piesnosti stanoveni selenu v dopliicich stravy byl
NIST SRM 3280. Jednd se o multivitaminovy a multiminerdlni pfipravek
s certifikovanym obsahem 27 raznych prvktt a 17 vitamind. Certifikat neobsahuje

informaci o povaze obsaZené specie Se.

3.1.3. Praktické vzorky

Vsechny vzorky dopliika stravy byly zakoupeny v bézné obchodni siti a v dobé
analyzy nebyla pfekro¢ena doporucena doby jejich spotieby. Redlné vzorky doplika
stravy, ve kterych byl stanovovan obsah Se(IV) a Se(VI) byly ve form¢ tablet. Pro ucely
analyzy byly tyto vzorky oznaeny pismeny A-F, pficemZ vzorky A a E obsahovaly Se

ve formé seleni¢itanu sodného a vzorky B, C, D, F ve formé selenanu sodného. Vzorky
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A a B obsahovaly pouze nckolik slozek, zatimco vzorky C-F zastupovaly
multivitaminové a multimineralni pfipravky s komplikovanou matrici. Tyto vzorky byly
pfed analyzou rozetfeny v tfeci misce a Se z nich byl louhovéan za asistence sonikace
po dobu 30 min pii teplote¢ 35 °C. Detailn¢jsi informace o postupu extrakce jsou
uvedeny v kapitole 4.3.2.

Doplnky stravy pouzité pii speciacni analyze mély obsahovat organicky vazany
Se. Ve vzorku A bylo slozeni obsahu deklarovano jako ,.kvasnice obohacené selenem,

selen ze zdroje na piirodni bazi“. Ve vzorku B jako ,kvasnice obohacené selenem,

organicky a dobfe vstiebatelny selen®. Postup analyzy je uveden v kapitole 4.4.6.

3.1.4. Chemikalie pouzivané pii interferencni studii

Pro vyhodnoceni vlivu rtiznych potencidlnich interferenti na stanoveni Se
pfi interferencni studii byly pouzity standardni roztoky As(IIl), Sb(Ill), Pb(Il), Cd(II),
Ni(Il), Fe(Ill), Mn(II), Co(Il), Cr(IIl), Cu(Il), Ag(I) (vSechny pfipravené v kyselin¢
dusi¢né, Analytika, CR). Pro piipravu ziedénych roztokti kyselin byly pouzity
koncentrované kyseliny HNO;, H,SO4 a HCI a H;PO,4 (Merck, Némecko). Roztoky soli
byly ptipraveny z NaNO;, Na,SO4, Na;PO, (vie Lachner, CR) a NaCl (Merck,
Némecko). Neni-li uvedeno jinak, byly vSechny chemikalie analytické Cistoty. Roztok
Se byl pfipraven z pevného pentahydratu selenicitanu sodného. Déle byly pouZivany
nasledujici reagencie: HCl (37%, Merck, Némecko), H,SO4 (95-97 %, Merck,
Némecko), NaBHy (>99% Sigma-Aldrich, USA), H;PO4s (85 %) NaCl (Merck,
Némecko), NaOH, Na,SO,4, NazPO, (vSe Lachner, CR).

3.2. Instrumentace

Detektorem byl ve vétSin¢ experimentll s generovanim tékavé slouCeniny Se
z organickych a anorganickych specii Se atomovy absorpéni spektrometr Unicam 939
(Unicam, UK). Optimalizace reakénich podminek a zjisténi kalibraénich zavislosti UV-
fotochemického generovani tékavé slouceniny Te byla provedena s detekci atomovym
absorpénim spektrometrem GBC Avanta (GBC, Australie) na pracovisti Envilab
katedry chemie Univerzity Mateja Bela v Banské Bystrici.

Pti spojeni HPLC-AFS bylo méieni provadéno na kapalinovém chromatografu
UHPLC Dionex Ultimate 3000 s detekci atomovym fluorescencnim spektrometrem

PSA Millenium Excalibur (PSA, UK). Separace specii selenu byla provedena
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na aniontové¢ vymeénné kolon¢ Hamilton PRP-X100 o velikosti ¢astic 5 um, i.d. kolony
2,1 mm, délka kolony 250 mm. Kolona je silnym ménicem aniontl diky
trimethylamoniovym funkénim skupindm; je vhodna pro pouziti v Sirokém rozmezi pH
(1 - 13 pii T < 30 °C), pro vodné roztoky (do konc. 500 mmol dm ) i polarni organické
modifikatory (0 — 100%).

Regulace pratokovych rychlosti kapalnych ¢inidel byla zajistovana
peristaltickou pumpou MasterFlex (Cole-Parmer, USA), k odtahu odpadu ze separatoru
fazi slouzilo druhé peristaltické ¢erpadlo VD CSAV (CR). Pritokové rychlosti plyni
pfiddvanych do aparatury byly regulovany digitdlnimi pritokoméry mass flow
controller (Cole-Parmer, USA). Pro konstrukci aparatur byly pouZivany ptredevSim
teflonové kapilary o vnitfnim priméru 0,8 mm (o.d. 1,58 mm, Sigma-Aldrich, USA),
a tygonové Cerpaci hadicky riznych primért (Cole-Parmer, USA). Separator fazi byl
sklenény o vnitfnim objemu 6 ml (viz obr. 3.2). Spojovaci prvky byly z polypropylenu.

Studium vnitinich povrchli teflonovych kapilar reaktoru bylo provedeno
na pracoviSti  katedry geologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
na skenovacim elektronovém mikroskopu JSM-6380LV (JEOL, USA) vybaveném
sondou pro EDXRF.

Absorpéni spektra organickych kyselin v UV oblasti uvedend na obr. 3.1 byla
zmétena na UV-Vis spektrofotometru HP 8453 (Hewlett Packard, USA) a emisni spektra
rtutovych vybojek pfenosnym spektrometrem vybavenym optickym vlaknem (Ocean
Optics HR 4000, 1.d. vldkna 600 pm, Ocean Optics, USA).

Referencni stanoveni obsahu Se ve vzorcich potravinovych dopliikii bylo provedeno
na atomovém absorpénim spektrometru ContrAA 700 vybaveném elektrotermickou
atomizaci v pficn€ vyhtivanych grafitovych kyvetach s platformou (Analytik Jena,
Némecko). Vzorky byly ptevedeny do roztoku mikrovinnym rozkladem na pfistroji CEM
MDS 2000 (CEM, USA) v koncentrované kyselin¢ dusi¢né.

3.3. Atomizaéni a detekéni podminky
V piipadé QFAAS detekce atomizace  probihala v externé
vyhiivaném kiemenném atomizatoru (RMI, Ceské republika). Neni-li uvedeno jinak,
byla pouZivana teplota atomizace 950 °C. Vzhled a rozméry atomizatoru jsou uvedeny
pod obr. 3.2. Na vstupu do atomizatoru byl ptfiddvan H,. Detekce Se probihala

na analytické care 196,0 nm a detekce Te na analytické care 214,3 nm, $ife spektralniho
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intervalu byla vzdy 0,5 nm. Vybojka s dutou katodou pro Se byla napéjena proudem 12
mA apro Te 7 mA.

Pti speciacni analyze spojené s atomové fluorescencni detekci byl atomizacnim
prostredim miniaturizovany argon-vodikovy difuzni plamen, pouzity atomizator
a separator fazi byly typy vlastni AFS pfistroji Millenium Excalibur (PSA, U.K.).

Vnitini objem separatoru fazi byl 29 ml.

Obr. 3.2: Atomizator a separator fazi pouzivany ve spojeni s QFAAS

Rozméry atomizéatoru: délka v optické draze 125 mm, vnitini primér v atomizacni
oblasti 7,5 mm, vnitini primér v okrajovych ¢astech 14 mm, délka ptivodniho ramene
75 mm

Vnitini objem separatoru fazi 6 ml

3.4. Experimentalni usporadani

3.4.1. UV-fotochemicky generator

Béhem experimentdlni prace na vyvoji metod UV-fotochemického generovani
tékavych sloucenin Se a Te byly pouzity rtizné varianty aparatury pro UV-fotochemickeé
generovani tékavych sloucenin (viz obr. 3.4 — 3.6) Ve vSech piipadech byl pouZit
v laboratofi zkonstruovany nize popsany UV-fotochemicky reaktor. UV-fotochemicky
reaktor sestaval z nizkotlaké rtutové vybojky (610 x 152 x 108 mm, 20 W, USHIO,
Japonsko) tésné¢ omotané PTFE kapilarou (i.d. 0,8 mm, o.d. 1,58 mm), kterou pii méteni
protékal roztok vzorku. UV generator byl osazen ve zdroji s reflexnimi st€énami a svrchu
zakryt krytem z pevného kartonu potazeného hlinikovou fo6lii. Tento zpiisob izolace

zajiStoval bezpeci analytika pfed UV zéafenim a zaroven konstantni teplotu reaktoru.
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Bylo zjisténo, Ze teplota na povrchu UV vybojky pii dlouhodobém provozu dosahuje
priblizné 55 °C. Nizkotlaka rtutova vybojka byla zvolena, protoze stfednétlaka vybojka
by nemusela poskytovat dostatecnou energii pro zamyslenou redukci Se(VI). TiO, je
schopen absorpce zafeni pouze v UV spektru; Sitka zakdzaného pasu
v nemodifikovaném TiO, je 3,5 eV, coz odpovidd energii zafeni o vlnové délce
piiblizn¢ 350 nm. [152] Hlavni emitovand Cara nizkotlaké rtutové vybojky lezi
navlnové délce 253,7 nm, u stfednétlaké rtutové vybojky dochazi vlivem
vlnova délka 365,0 nm. [153] Srovndni naméfenych spekter téchto vybojek je
zobrazeno na obr. 3.3.

Béhem experimentalni prace bylo zjisténo, ze pii pouziti TiO, je mozné
za podminek uvedenych v kapitole 4.1.9 provadét fotochemickou redukci Se(VI) a
generovani tékavé slouceniny Se i1 pfi ozafovani UV zafenim o niz$i energii. Pti pouziti
sttednétlaké vybojky" bylo dosaZzeno odezev 87 % pro Se(IV) a 57 % pro Se(VI)
v porovnani s nizkotlakou rtutovou vybojkou. Generovani t€kavé slouceniny by tedy
bylo mozné ale s nizsi citlivosti. Nadale bylo pracovano pouze s nizkotlakou rtutovou

vybojkou.
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Obr. 3.3 : Spektra Hg vybojek pouzivanych pii UV-fotochemickém generovani
A —nizkotlaka rtutova vybojka (Amax = 253,7 nm), B — sttednétlaka rtut'ova vybojka

(Amax = 365,0 nm, dale intenzivni ¢ary ve viditelném spektru)

* Vysledky ziskané s témito dvéma vybojkami nejsou plné srovnatelné z divodu odlisné konstrukce a
odlisné produkcee tepla pii provozu.
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3.4.2. Pouzité aparatury pro UV-fotochemické generovani, postupy méefeni

3.4.2.1. Zékladni aparatura pro TiO,/UV-fotochemické generovani

NiZze zobrazena aparatura (obr. 3.4) byla vyuzita pro generovani tékavé
slouceniny Se i Te vmodu FIA vcetné stanoveni obsahu Se v redlnych vzorcich.
UV reaktor byl pouzivan kontinudlng, tedy po celou dobu méfeni ozatoval protékajici
roztok. Vzorek ptipraveny v deionizované vodé¢ popiipadé jiném roztoku (redlné vzorky
dopliikii stravy) byl davkovan ptes nizkotlaky davkovaci ventil do proudu roztoku
nizkomolekularni kyseliny. Za davkovacim ventilem byla kontinudlné ptidavana
suspenze TiO; a vzorek byl nasledné unaSen do UV reaktoru. Nosny plyn mohl byt
pridavan pied nebo az za vstup do reaktoru. Vygenerovana tékava sloucenina byla
strhavana nosnym plynem a oddélena od kapalné odpadni faze v separatoru fazi odkud

spolu s pfidavanym H; pokracovala do atomizatoru.
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Obr. 3.4: Aparatura pro UV-PVG v modu FIA, v pfipadé méteni bez pridavku

4

TiO; (viz UV-fotochemické generovani tékavé slouceniny Te) byl ptisluSny kanal (4)
odpojen a pfislusny T konektor byl nahrazen pfimou spojkou

1 — peristaltické Cerpadlo, 2 — davkovani vzorku, 3 — fotochemické ¢inidlo, 4 — suspenze
Ti0O,, 5 — ptivod Ar, 6 — alternativni pozice pro piivod Ar (organické specie Se), 7 —
UV-fotochemicky reaktor, 8 — separator fazi, 9 — pfivod H,, 10 — atomizace v externé

vyhfivaném kfemenném atomizatoru
Vzdalenost od vystupu z UV reaktoru po separator fazi meéfila v ptipade

generovani tékavé slouceniny Se 15 cm, v ptipadé Te byla zkrdcena na 7 cm.

Vzdalenost od vystupu ze separdtoru fazi po atomizacni prostiedi (véetné piivodniho
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raménka atomizatoru) mefila vzdy 15 cm. Pomér i.d. tygonovych hadic¢ek v kanalech 3
a 4 byl konstantni a pomér pratokovych rychlosti kapalin v obou kanalech byl zachovan
v poméru ptiblizné 3:1.

V usporadani FIA byla vyhodnocovana vySka piku; naméfena hodnota
absorbance tedy odpovida rozdilu hodnoty absorbance v maximu piku a primérné

hodnoty zékladni linie pied zacatkem piku.

3.4.2.2.  Aparatura pro méteni v médu CFA

V modu kontinualni pritokové analyzy byla poZadovana koncentrace Se
pfipravena v roztoku nizkomolekularni organické kyseliny a nasavéna do reaktoru po
dobu potiebnou do ustdleni signdlu; vyjma vybranych experimentli nebyla ptidavana
suspenze TiO,. Nosny plyn byl vzdy pfidavan pred vstupem vzorku do reaktoru.
Schéma aparatury je na obr. 3.5. Chemické generovani t€kavé slouceniny Se za ucelem
porovnani ucinnosti generovani bylo vyjma generatoru provedeno ve stejné aparatuie.
Kandlem 1 byla cerpana kyselina chlorovodikova resp. roztok Se v kyseliné
chlorovodikové, misto UV reaktoru (3) byla pouzita reakéni civka z PTFE a pied

pfivodem Ar byl =zapojen také kandl piivadéjici redukéni cinidlo NaBHa.
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Obr. 3.5: Aparatura pro generovani t€kavych sloucenin v usporadani CFA
1 — peristaltické Cerpadlo, ptivod vzorku, 2 — ptivod Ar, 3 — UV-fotochemicky reaktor,
4 — separator fazi, 5 — ptfivod H,, 6 — atomizace v extern¢ vyhfivaném kifemenném

atomizatoru
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3.4.2.3. Aparatura pro speciacni analyzu Se metodou HPLC —Ti0O,/UV-
PVG - AFS
Za ucelem separace a stanoveni anorganickych a organickych specii Se ve smési
byla vyvinutd metoda UV-fotochemického generovani tekavych sloucenin
modifikovana a vyuzita jako derivatizacni metoda pro spojeni vysokoucinné kapalinové
chromatografie s atomové fluorescencni detekci. Pro tento ucel byla aparatura upravena
do podoby zobrazené na obr. 3.6. Pii speciacni analyze Se metodou HPLC - TiO,/UV-
PVG — AFS byla peristaltickym ¢erpadlem neustéle ptidavana suspenze TiO, v kyseliné
octové k mobilni fazi opoustjici chromatografickou kolonu. Sbér a vyhodnoceni dat

probihal pomoci software kapalinového chromatografu.
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Obr. 3.6: Aparatura pro speciacni analyzu Se metodou HPLC -TiO,/UV-PVG — AFS
1 — zasobnik mobilni faze, vysokotlaké cerpadlo, 2 — peristaltickd pumpa, Cerpani
derivatizac¢niho ¢inidla, 3 — kolona, 4 — UV-fotochemicky reaktor, 5 — ptivod nosné¢ho

plynu, 6 - separator fazi, 7 — atomizace v miniaturizovaném plamenovém atomizatoru a

detekce AFS

3.4.3. Aparatura a instrumentace pro srovnavaci studii interferenci v metodach

chemického, elektrochemického a fotochemického generovani

Byl zkouman vliv riznych doprovodnych prvkil z matrice na stanoveni Se UV-
fotochemickym generovanim tékavych sloucCenin. Pro porovnani vlivu interferenci
v riznych technikach generovani t¢kavych sloucenin byla zkonstruovana aparatura pro
kontinualni pritokové generovéani, ve které bylo mozné snadno provést zaménu

reaktoru, pfi zachovani jinak stejnych podminek métfeni. Zminéna aparatura a pouzité
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reaktory jsou schematicky zobrazeny na obr. 3.7. Pii méfeni interferencni studie byl
vzorek pfipraveny v reakénim Cinidle piislusejicim dané metod¢ generovani nasavan
kontinudlné do generatoru, dokud nebylo dosazeno stabilni hodnoty signalu. Pottebna
doba byla pro rizné metody generovani a rizné interferenty rtizné¢ dlouha. Pak byl
vzorek zaménén za blank, dokud nedoslo k navratu a ustaleni signalu na zakladni linii.
Reaktorem pro chemické generovani tékavych sloucenin byla teflonova hadicka
o vnitinim priméru 1,0 mm (o.d. = 2,0 mm, Sigma-Aldrich, USA). Elektrochemické
generovani bylo provadéno v elektrolytické cele sestavené v laboratoii sestdvajici
ze dvou polocel odd€lenych memranou (Nafion 117, Sigma-Aldrich, USA). Kazda
polocela méla vnitini objem 900 pl. Pouzitd katoda byla olovéna (99,99 % Pb, Sigma-
Aldrich , S = 820 mm?), pliskova anoda byla z Pt (99.99 %, Safina, CR, S = 350 mm?).
Pro udrzovani konstantniho proudu byl pouzit laboratorni zdroj LPS 303 (American
Reliance, Taiwan). Reaktorem pro UV-fotochemické generovéani tékavych sloucenin
byla nizkotlak4 rtutova UV vybojka (20 W, USHIO, Japonsko) omotana teflonovou

kapilarou o vnitinim praméru 1,0 mm (o.d. 1,4 mm).
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Obr. 3.7: Schéma aparatury pro porovnani interferenci v riznych technikéch generovéani

tékavych sloucenin

1 — peristaltické ¢erpadlo, 2 — ptivod Ar, 3 —reaktor (A — CVG, B - EcVG, C -
UV-PVQ), 4 — separator fazi, 5 — extern¢ vyhtivany kiemenny atomizator, 6 — odpad, la
— ptivod HCl a vzorku, 1b — ptivod NaBH4, 1¢ — pfivod katolytu a vzorku, 1d — ptivod
anolytu, odpovida pferuSované ¢aie v celkovém schématu, 3a — katodovy prostor cely,
3b — anodovy prostor cely, 3¢ — odvod anolytu, 7 — atomizacni plyn (H,, pouze UV-

PVG)
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Béhem interferen¢ni studie byly s vybranymi prvky (As, sb, Pb, Cu, Ni) provadény
experimenty zjistujici, zda k interferenci/modifikaci reakce dochazi v kapalné nebo
plynné fazi. Pfi téchto experimentech byla zvIast' generovéna potencidlné vznikajici
tékava sloucenina zkoumaného prvku ve druhém totozném reaktoru. Kanaly s t€kavou
slouceninou Se a tékavou slouceninou zkoumaného prvku byly spojeny pied vstupem
do atomizatoru. Pouzit byl také par stejnych separatorti fazi. Podminky generovani byly
v obou kandlech totozné s optiméalnimi podminkami pro generovani t¢kavé slouceniny
Se danou metodou, pouze prutok nosného plynu byl v kazdém kanalu poloviéni oproti
optimalni pritokové rychlosti. Rozdé€leni pritokové rychlosti nosného plynu bylo

provedeno za ucelem zachovani atomizacnich podminek.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Stanoveni Se(IV) a Se(VI) v médu prutokové injekéni analyzy

4.1.1. Teoretické pozadi problematiky vyuziti TiO, pro on-line redukci Se(VI)

Obecné informace o mechanismu UV-fotochemického generovani probihajiciho
v pritomnosti katalyzatoru TiO; jsou uvedeny v kapitole 2.1.5.3. Zde jsou rozebrany
konkrétni aspekty predpokladané interakce Se(IV) a Se(VI) se zminénym
fotokatalyzatorem. Adsorpce selenicitanu a selenanu na TiO; probiha nejlépe v kyselém
pH (pH=1-4). Interakce obou aniontd s TiO, ovSem neni totozna; piedpoklada se,
ze mirn¢ rychlejsi kinetiku sorpce vykazuje selenan. [83]

Sorpce Se(VI) v kapaliné na povrch TiO, probiha nejucinnéji v kyselé oblasti
(pKa, = 2,0), konkrétné pti pH = 3,5 byla zjisténa Gc¢innost sorpce 70 %. S rostoucim
pH klesa sorpce az k zanedbatelnym hodnotam pii pH > 6. [154] Toto chovani souvisi
s elektrostatickymi interakcemi. V uvedeném rozmezi je jedinou specii Se(VI)
ve vodnych roztocich SeO4> a povrch TiO, je nabit kladng (prevazuji skupiny Ti,=OH
a TiOH,") diky ¢emuz elektrostatické pfitahovani zajist'uje ochotnou interakci mezi Se
a fotokatalyzatorem. Analogické chovani lze ocekdvat u Se(IV), ktery ma hodnoty
pKa; =2,5 a pKa, = 7,3 [155] a ve vodnych roztocich pii pH < 6 se tudiz vyskytuje
ve formé€ HSeO;. K dosazeni mirné¢ kyselych hodnot pH postacuje pouzivani

nizkomolekuldrnich organickych kyselin.

4.1.2. Volba fotochemického ¢inidla

Mod pratokové injekéni analyzy byl zvolen z divodu sorpénich schopnosti
fotokatalyzatoru TiO, ptfiddvaného do reak¢éni smési. Pii davkovani omezené zony
analytu je jednodussi regulovat podminky ovliviiujici interakci Se s TiO,.

Pti volbé nejvhodnéjsiho fotochemického €inidla pro generovani t€kavé formy
Se ze seleni¢itanového a selenanového aniontu v mdodu pritokové injekéni analyzy byla
na zaklad¢ literatury testovana kyselina mravenci, octova a propionova v rozmezi
koncentraci 0,1 -2,0 mol dm a déle ethanol v rozmezi koncentraci do 1,0 mol dm.
V rozporu s vétSinou publikaci doporucujicich pouziti kyseliny mravenc¢i byla nejvyssi
citlivost pozorovana s kyselinou octovou. Naméfené zavislosti jsou prezentovany

na obr. 4.1. Signaly ziskané s ethanolem jako fotolytickym Cinidlem byly vyrazné nizsi,
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ovSem pii velice nizkych koncentracich ethanolu bylo pfeci jen mozno tékavou
slouceninu s nizkou ucinnosti generovat. Toto pozorovani je v souladu s teorii,
zepro u€innou sorpci specii Se na TiO, je nutné kyselé reakéni prostiedi.
Zaroven zavislosti naznacuji, ze pro generovani tékavé slouceniny Se neni rozhodujici
délka uhlikaté kostry kyseliny, ale spiSe pH roztoku. Obecné byly zavislosti pro kazdou
kyselinu vzdy stejného tvaru pro ob¢é specie selenu. V pfipadé kyselin mravenci
a propionové bylo konstantniho signalu dosazeno jiZz v 0,25 mol dm roztoku kyseliny,
v piipadé kyseliny octové signal nartistal signal Se(VI) az do hodnoty 1,0 mol dm™
a pii nizkych koncentracich kyseliny octové (do 0,25 mol dm™) byla pozorovana dvé
maxima. Pfi¢iny tohoto jevu nebyly zkoumany. Vysoké koncentrace kyselin pouzivané
v pracich jinych autorti [35,52,34,53] nebyly testovany, z diivodu obav z jejich vlivu
na materidly injekéniho ventilu. Nésledné byly optimalizovany reakéni podminky

s 0,5 mol dm ™ CH;COOH.
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Obr. 4.1.: Vliv pouzitého fotochemického ¢inidla
Fr(vz) = 3.8 mlmin ', Fr(4r)=20mlmin ', Fr(H;) =2 ml min"', Lgc =350 cm,
V(vz) =100 pl, ¢(TiO2) = 0,005% (m/V), ¢(Se) =200 pg dm >

4.1.3. Vliv pritokové rychlosti vzorku

Pritokova rychlost roztoku vzorku reaktorem se spolupodili na délce doby,
kdy je zona vzorku vystavena UV zafeni a mohou probihat fotochemické reakce.
Vzhledem k pouziti uspofadani FIA se prutokova rychlost vzorku podili i na disperzi
vzorku v roztoku organické kyseliny a nasledné¢ na tvaru vysledného piku. Vliv

objemové pratokové rychlosti vzorku na analyticky signal byl zkoumdn v intervalu
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1,2- 5,3 ml min ' a zavislost je zobrazena na obr. 4.2. Je nutno zduraznit, ze tato
pratokova rychlost roztokli je vztazena k prichodu reaktorem, je tedy sumou
pritokovych rychlosti v kanalu prochazejicim davkovacim ventilem a kanalu, kterym je
pridavana suspenze TiO,. Pomér pritokovych rychlosti kapalin v obou kanélech byl
zachovan konstantni v poméru piiblizn€ 3:1. V ptipad¢ Se(VI) zavislost vykazuje oblé
maximum, pro Se(IV) je zavislost klesajici. Ziskané zavislosti maji podobny pribeh
pti vysokych priatokovych rychlostech vzorku, kdy klesé disperze vzorku v reakénim
¢inidle a zkracuje se reakéni doba. Oba jevy mohou snizovat U¢innost generovani
tékavé slouceniny. Zavislosti se vyznamné se 1i8i pfi nizkych pritokovych rychlostech,
které odpovidaji delSim reakénim castim. Zavislost pro Se(VI) by bylo moZné vysvétlit
prostiednictvim velké disperze vzorku v reakénim cinidle piinizkych pritokovych
rychlostech. Toto zdivodnéni ovSem nedokaze vysvétlit zavislost na prutokové
rychlosti vzorku pro Se(IV).

Optimum bylo zvoleno pii hodnoté 3,0 ml min' (2,3 ml min"' pro tok

prochézejici davkovacim ventilem, pratokova rychlost suspenze TiO, 0,7 ml min ).

T T T T T
40 - i
A 0,40 —e—Se(IV)
196,0 —0o— Se(VI)
0,35 F i
0,30 - /A%Q\\ -
~—
0,25 | \ 4
1 1 1 1 1
1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

Fr(vz), ml min™

Obr. 4.2.: Vliv pratokové rychlosti vzorku
¢(CH;COOH)= 0,5 mol dm™, Fr (Ar) =20 ml min"', Fr (H,) =2 ml min ",
Lrc =350 cm, V (vz) = 100 ul, ¢(TiO,) = 0,005% (m/V), ¢(Se) =200 pg dm ™

4.1.4. Vliv koncentrace suspenze TiO;

Probihé-li generovani tékavé slouceniny v souladu s mechanismem uvedenym
v kapitole 2.1.5.3, pak koncentrace TiO; rozhoduje o rychlosti a G¢innosti pfemény
Se(IV) a Se(VI) na Se’. Pokud je finalnim produktem SeH,, pak dle vyse uvedené teorie

. 0 . . ;- ;
o konverzi Se” na SeH, rozhoduje koncentrace TiO, ve spolupraci s koncentraci
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organické kyseliny odebirajici polovodi¢i kladné néboje. Je ovSem nutné upozornit,
ze reak¢ni mechanismus je zalozen na pouziti kyseliny mravenci jako organického
lapace kladnych naboji. Koncentrace suspenze TiO, byla studovana v rozsahu dvou
radi koncentrace do 0,1 % obsahu TiO,, pficemz suspenze byla pfipravend v 0,5 mol
dm™ kyselin& octové. Bylo zjisténo, Ze reprodukovatelnost signalu obou specii zavisi
na modifikaci vnitiniho povrchu priatokového reaktoru zachycenym TiO,, tento proces
lze povazovat za formu aktivace reaktoru. Mcfeni zavislosti tedy probéhlo
v aktivovaném reaktoru, pfesto meéla koncentrace ptidavku suspenze TiO, vliv
na generovani t€kavé slouceniny z obou specii. Nalezené maximum zavislosti na obr.
4.3 odpovida nejen nejvyssi citlivosti ale 1 nejlepSimu vyslednému tvaru pikt. Pro obé
specie byly nalezeny podobné zavislosti s maximem pii hodnoté 5-107° % (m/V).
Poloha maxima zavislosti mize byt ovlivnéna také zvySenym rozptylem zafeni
pti vyssich koncentracich suspenze TiO,, kdy ho nepronikne dostatecné mnozstvi
docelého wvnitiniho objemu pratokového reaktoru a dojde ke snizeni konverze
rozpus$ténych specii Se na jejich t¢kavé slouCeniny. Tato hypotéza je ovSem v rozporu
s pozorovanim ucinénym pii UV-fotochemickém generovani tékavé slouCeniny Te

(kapitola 4.5.3), kdy byly pouzivany koncentrace suspenze TiO, jesté o jeden fad vysSsi.

0,40 T T T
196,0 —eo—Se(lV)

0,36-— $\%\ —o— Se(VI) _

0,32 - i}f/%\% ?
028} \§

0,20

10° 102 10"
c(Ti0,), % (m/V)

Obr. 4.3.: Vliv koncentrace suspenze TiO,
¢(CH;COOH)= 0,5 mol dm ™, Fr (vz) = 3,0 ml min "', Fr (4r) =20 ml min "',
Fr(H;) =2 ml min_l, Lrc =350 cm, V' (vz) =100 pl, ¢(Se) =200 pg dm™
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V ramci zjiStovani vlivu TiO, na UV-fotochemické generovani bylo provedeno
snimkovani vnitinich povrchti kapilar pomoci skenovaci elektronové mikroskopie.
Zavérem experimentil bylo zjisténi, ze TiO, se na teflonovych kapilarach ukladé lokalné
v podobé vrstev uspotadanych do rizné tvarovanych oblasti od kruhovych utvart
po komplikované tvary pfipominajici liSejniky (viz obr. 4.4). Nebylo zkouméno,
zda povlaky TiO; tohoto vzhledu vznikaji 1 pfi ddvkovéani nosného plynu az za reaktor
nebo jen v ptfipad¢ pridavani Ar pied reaktor. Obr. 4.5 ukazuje EDXRF spektrum
castice TiO, snalezenymi stopami Se. Ze ziskanych spekter zaroven vyplynulo,
ze na n¢kterych kapilarach se nachéazely nelistoty, konkrétné byly na nepouZitych
kapilarach nalezeny stopy Pb a Pd. Zdroje kontaminace se nepodafilo vypatrat,
v piipadé¢ Pd se muze jednat o necistotu z vyroby samotnych kapilar nebo pouzitych
chemikalii. Zatimco stopy Pd byly nalezeny opakované, Pb bylo nalezeno v jenom
vzorku a nelze tedy vyloucit ndhodnou kontaminaci pfi piipravé vzorki pro SEM.
V levé ¢asti obr. 4.4 je mozné pod tenkou vrstvou TiO, vidét paralelné probihajici linie,

jedna se o nerovnosti na povrchu teflonové trubicky.

Obr. 4.4: SEM snimek struktury tvofenych povlakem TiO, na vnitinim povrchu

kapilary UV-fotochemického reaktoru
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Obr. 4.5: EDXREF spektrum TiO, sorbovaného na pouzité PTFE kapilate prokazujici
kromé Se a Ti také pfitomnost stop Pd

4.1.5. Vliv doby stravené v reaktoru a postupu zkracovani délky reaktoru

Délka reak¢ni civky spolu s prutokovou rychlosti vzorku rozhoduji o dobé
vystaveni analytu UV zéfeni a tedy reak¢ni dobé. Je nezbytné, aby pii dané pritokové
rychlosti délka reaktoru zajiStovala maximdlni konverzi rozpusSténé specie selenu
na tékavou slouceninu, ale nesmi dochéazet k rozkladu tékavé slouceniny v plynné fazi
vlivem UV zéfeni. Vliv délky PTFE kapilary vystavené UV zafeni na analyticky signal
byl zkoumén dvéma postupy v rozsahu 100 — 350 cm resp. 130 — 400 cm. Za prvé
(postup A) byla pouzivéna civka o délce 350 cm, ktera byla ve sméru od vzdalenéjsiho
konce namotana na UV vybojku. Civka byla zkracovana odmotavanim z pfedni ¢asti
z reaktoru. Vzorek tedy pokazdé protékal stejnou délkou civky, ale ozafovany
v reaktoru byly rizn€ dlouhé useky. Ve druhém piipadé (postup B) byla civka
o puvodni délce 400 cm vzdy zkracena odstiizenim urcitého useku; celd délka civky
tedy byla vystavena UV zafeni. Pifi zméné délky reakéni civky jejim odmotavanim
pfed vstupem do reaktoru (viz obr. 4.6.A) byla zjiSténa jind zavislost nez pfi jejim
zkracovanim odstfihavanim (viz obr. 4.6.B). V prvnim piipadé se od sebe signdly
pro Se(IV) a Se(VI) se zkracujici se délkou civky vzdalovaly a klesaly, nedoslo nikdy
k dosazeni stejnych citlivosti. Pfi méfeni postupem odstfihavani tisekli hadicky citlivosti
méfeni obou specii také klesaly se zkracujici se dobou vystaveni UV zafeni, ovSem
v ur¢itém rozmezi délek reaktoru byly dosazeny stejné hodnoty absorbance. Pro Se(IV)
bylo nalezeno maximum zavislosti pfi pfiblizné 230 — 350 cm. V piipadé Se(VI) bylo
by mozné dosahnout vyssi ucinnosti generovani, pokud by byla pouzita delsi reak¢ni

civka. Jako optimum byla zvolena délka reaktoru 340 cm, poskytujici stejné odezvy
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pro generovani ze Se(IV) a Se(VI). Zvolena délka odpovida vnitinimu objemu reaktoru

1,7 ml.
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Obr. 4.6.: Vliv délky reakéni civky a metody jeji optimalizace, A — zkracovani civky
odmotavanim pfed vstupem do reaktoru, B — zkracovani civky odstfihavanim
¢(CH;COOH)= 0,5 mol dm >, Fr (vz) = 3,0 ml min "', Fr (4r) = 20 ml min "',
Fr(H>) =2 mlmin', ¥ (vz) = 100 ul, ¢(TiO>) = 0,005% (m/V), ¢(Se) = 200 pg dm >

4.1.6. Vliv priatokové rychlosti nosného plynu

Nosny plyn zajiStuje odnos vzniklé t€kavé slouceniny z reaktoru do detektoru,
aby nedoslo k jejimu opétovnému rozpusténi v kapalné fazi nebo rozkladu UV zafenim.
Zavislost analytického signalu na pritokové rychlosti Ar byla zkoumana do hodnoty
75 mlmin"' pfiGemz Ar byl zavadén pied reakéni civku. Naméfena zavislost je
vynesena na obr. 4.7. Pii nejvySSich pratokovych rychlostech jiz signal obou specii
nevzristal, ovSem vyrazné nartstala smérodatnd odchylka meétfeni. Dlvodem bylo
pronikédni kapicek kapaliny strZzenych plynem do vstupniho ramene atomizatoru. Jako
optimalni byla zvolena priitokova rychlost nosného plynu 55 mlmin ', kdy jestd

zminény efekt nebyl ptili§ vyrazny.
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Obr. 4.7.: Vliv priatokové rychlosti nosného plynu
¢(CH;COOH)= 0,5 mol dm >, Fr(vz) = 3,0 ml min "', Lgc = 340 cm,
Fr(H) =2 mlmin"", ¥(vz) =100 ul, ¢(TiO,) = 0,005% (m/V), ¢(Se) = 200 pg dm>

4.1.7. Vliv mista zavadéni a pritokové rychlosti Hy

Pti UV-fotochemickém generovani je nezbytné pro uspéSnou atomizaci t€kaveé
slouceniny pfidavat vodik. Byl zkouman také mista zavadéni vodiku konkrétné
zavadéni vodiku pfed generator hydridii vs. zavadéni do kiemenného atomizétoru.
Nebylo zjisténo, Zze by vodik napomahal generovani tékavé slouCeniny selenu
pii zavadéni pred reaktor. Z tohoto divodu a také kvili bezpecnosti byl nasledné vodik
pouzivan pouze jako pomocny atomizacni plyn a byl zavadén do atomizatoru. Vliv
priitokové rychlosti H, na analyticky signal byl zmé&fen v rozsahu 2—10 ml min~' a byla
ziskana konstantni zavislost. Nadale pak byla pouZivana pritokovéa rychlost 4,5 ml

. -1
min .

4.1.8. Vliv davkovaného objemu

Zavislost na davkovaném objemu byla zméfena v intervalu 30-500 pl, pfi¢emz
zavislost ziskand z vySek piku nebyla linearni. Pro dalS$i optimalizace a urceni
zékladnich charakteristik stanoveni byl dale davkovan objem vzorku 100 pl (viz obr.
4.8). Pti stanoveni obsahu Se(IV) a Se(VI) v redlnych vzorcich doplnki stravy (viz
kapitola 4.3.2) byl pouzit davkovany objem 200 pl poskytujici vyssi citlivost stanoveni.

Tento postup bylo mozné pouzit, protoze vyhodnoceni analytickych signdli bylo
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provadéno vyhradné zploch, pro které byla pozorovdna linearni zavislost na

davkovaném objemu v celém rozsahu méfené optimalizace.
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Obr. 4.8.: Vliv davkovaného objemu
¢(CH;COOH)= 0,5 mol dm ™, Fr (vz) = 3,0 ml min', Lgc = 340 cm, Fr(4Ar) = 55 ml
min"' Fr(H,) =4,5mlmin', V (vz) = 100 ul, ¢(TiO,) = 0,005% (m/V), ¢(Se) =200 pg
dm™

4.1.9. Zékladni charakteristiky stanoveni Se(IV) a Se(VI) pii pouziti kyseliny

octové jako reakcniho Cinidla

Za podminek uvedenych v tab. 4.1 byly nalezeny zakladni charakteristiky

stanoveni uvedené v tab. 4.2.

Tab. 4.1: Optimalni podminky stanoveni Se(IV) a Se(VI) pti pouziti kyseliny octové

jako reak¢niho Cinidla

Parametr

koncentrace suspenze TiO;, % (m/v) 0,005
koncentrace CH;COOH, mol dm™> 0,5
Fr (vz), ml min”' 3,0
Fr (H,), ml min~' 4,5
Fr (Ar), ml min~' 55
délka reakcni civky, cm 340
objem reaktoru, ml 1,7
V (vz), ul 100
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Pfi vySe uvedenych podminkach byly zméfeny zadkladni charakteristiky
stanoveni selenu UV-fotochemickym generovanim jeho tékavé slouceniny v médiu
kyseliny octové za ucasti fotokatalyzy TiO,. Vysledky jsou uvedeny v tab. 4.2.
Odchylka smérnic kalibracnich pfimek d&inila méné nez 10 %, coZ naznacuje,
ze generovani tékavé slouceniny z obou oxidacnich stavii by mohlo probihat stejnym

mechanismem.

Tab. 4.2.: Zékladni charakteristiky stanoveni Se(IV) a Se(V]) pii pouziti kyseliny

octové jako reakéniho Cinidla

Se(IV) Se(VI)
LOD, pug dm ™ 1,8 1,6
LOQ, pg dm™ 6,0 5,5
citlivost, dm® pg™" 26 10 2410
RSD, %, (100 pg dm ™ 3,5 52
LDR, pgdm™ LOQ - 200 LOQ - 200
R 0,9973 0,9997

4.1.10. Porovnani zékladnich charakteristik v riiznych organickych kyselinach

Kromé¢ kyseliny octové byly zméteny zdkladni charakteristiky stanoveni takeé
v 0,5 mol dm kyselin& mravendi a propionové (vit tab. 4.3). V obou kyselinach byla
nejprve optimalizovana pritokova rychlost nosného plynu Ar pro piipad, Ze by vznikaly
ruzné tékavé specie s rozdilnou stabilitou a kinetikou uvolovani do plynné faze; ostatni
podminky byly zachovéany. Zavislost byla méfena s obéma kyselinami do hodnoty
prittokové rychlosti 80 ml min . Jako optimélni pritokové rychlosti Ar byly zvoleny
hodnoty 60 ml min~' pro kyselinu mraven¢i a 50 ml min~' pro kyselinu propionovou.
Optimalni hodnoty tedy byly velice blizké optimu nalezenému s kyselinou octovou.
Toto pozorovani naznacuje velice podobnou stabilitu vznikajici t€kavé slouceniny,
pfipadné by ve vSech zkoumanych kyselinach mohla vznikat stejna té¢kava sloucenina.
Tuto hypotézu ovSem bude nutné jeste¢ ovétit. Nalezené dvojnasobné citlivosti pii
pouziti kyseliny octové odpovidaji pozorovani uc¢inénému béhem optimalizace volby
fotochemického cinidla (kapitola 4.1.2). Interakce seleniCitanu a selenanu s TiO; se

v prosttedi riznych kyselin pozorovatelné lisi; v kyseliné mravenci byla zjiSténa vyssi
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citlivost stanoveni Se(VI), v kyselin¢€ octové a propionové probihalo generovani s vyssi

citlivosti ze Se(1V).

Tab. 4.3.: Zakladni charakteristiky stanoveni Se(IV) a Se(VI) pfi

pouziti kyseliny mravenci a propionove jako reak¢niho ¢inidla

Kyselina mravenci Kyselina propionova

Se(IV) Se(VI) Se(IV) Se(VI)
LOD, pg dm 5,7 4,2 33 3,5
LOQ, ug dm™ 19 14 11 12
citlivost, dm® pg™' 12 10 17 10™ 14 10™ 12 10™
RSD, %, (100 pg dm ™ 4,4 33 5,9 3,5
LDR, pgdm™ LOQ-200 LOQ-200 LOQ-500 LOQ -500
R 0,9979 0,9985 0,9995 0,9994

4.2. UV-fotochemické generovani tékavych sloucenin Se za pouZiti
fotokatalyzatoru TiO;, kontinualni pritokova analyza
Cilem nize popsanych experimenti bylo porovnat limity detekce a citlivosti
dosazitelné UV-fotochemickym generovanim tékavé slouceniny Se s vyuzitim TiO,
s UV fotochemickym generovanim bez vyuzZiti fotokatalyzatoru vyvinutym
Mgr. Marcelou Rybinovou [156] a se zékladnimi charakteristikami dosazitelnymi

chemickym generovanim tékavych sloucenin.

4.2.1. Volba reakéniho média a optimalizace jeho koncentrace

Pfi pritoku Ar 40 ml min' a pritoku vzorku 2,1 ml min~' bylo zji§téno,
ze v aktivované hadiCce (pokryté vrstvou TiO,) je stejné jako v ptipadé FIA modu
nejvhodnéjsi kyselinou pro redukci Se(VI) a generovani jeho tékavé slouceniny

kyselina octova viz Tab. 4.4

Tab. 4.4: Odezva na rizné nizkomolekularni organické kyseliny, 10 pg dm™ Se(VI)

kyselina; 0,5M Ajg0 £ SD

HCOOH 0,069 + 0,008
CH;COOH 0,143 £ 0,005
C,HsCOOH 0,079 + 0,002
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Zavislost odezvy na koncentraci kyseliny octové byla nasledné¢ proméiena
v intervalu 0,1 — 2,0 mol dm™ (viz obr. 4.9). B&hem této optimalizace se ukézalo,
ze nejvhodnéjsi koncentraci kyseliny octové je opét pivodné pouzita koncentrace
0,5 mol dm > poskytujici nejvyssi signaly. Na rozdil od FIA médu byla ale pozorovéna
zavislost se zfejmym maximem. PfiCinou poklesu signala pii vyssSich koncentracich
kyseliny mohou byt déje spoc¢ivajici v interakci analytu s katalyzatorem; napt. mtze byt
Se nadbytkem c¢inidla omezovan v interakci s TiO, nebo muze jeho interakce klesat

v disledku nizsi disociace kyseliny octové a tudiz rostouciho pH.

T T T T T T T T T
0,18 —e—Se (IV)| 1
196,0 —0—Se (VI)] |
0,16 -
0,14 + -
0,12 -
0,10 + J

I
0,08 J

1 L 1 L 1 L 1

1 L
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
¢(CH,COOH), mol dm™

Obr. 4.9.: Vliv koncentrace kyseliny octové v modu CFA
Fr(vz)=2,1 ml min"', Fr(Ar) =40 ml min"', Fr(H,) =4,5 ml min"', ¢(TiO,) = 0,005%
(m/V), Lrc =340 cm, ¢(Se)=10 ng dm™

4.2.2. Vliv ptitomnosti TiO, v reaktoru na signal Se(IV) a Se(VI)

Stejné jako v pfipadé FIA bylo pozorovéno, ze je-li v reaktoru pouZita nova
hadicka, tak ke generovani nedochdazi, protoze samotny piidavek TiO, nepostacuje
pro redukci Se a generovani jeho t€kavé slouc¢eniny. Odezva na koncentraci TiO, (m/V)
byla zkoumana s novou a jiz aktivovanou hadi¢kou do koncentrace suspenze TiO;
0,1 % (m/V). Pro tyto dva pfipady byly nalezeny odlisné zavislosti zobrazené
na obr. 4.10. Experiment 1 ptfedstavuje zavislost bez predchozi aktivace a experiment 2
pfedstavuje zavislost v jiz aktivovaném reaktoru. Pozorované trendy naznacuji, Ze

vvvvvv

uvnitt reaktoru. Zavérem vyvozenym z experimentu je, ze by méla pro generovani Se
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postatovat modifikace wvnitfnich povrchii oxidem titani¢itym bez dalSiho ptidavani
suspenze.

Aparatura byla zjednoduSena do stavu odpovidajicimu schématu v kapitole
3.4.2.2. Tento postup umoznil dosazeni vyssi citlivosti méfeni (dosazeny pfiblizné
dvojnasobné signaly), protoze vzorek neni pred vstupem do reaktoru fedén suspenzi
fotokatalyzatoru. Testovani stability odezev béhem 180 min neprokazalo, ze by

dochazelo k uvolnovani fotokatalyzatoru ze stén reaktoru a k poklesu signala.

0,16
196,0

0,12

0,08

0,04 -

experiment 1

0,00

1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
c(Ti0,), % (M/V)

Obr. 4.10.: Vliv ptitomnosti TiO,, experiment 1: bez ptedchozi aktivace reaktoru TiO»,
experiment 2: po predchozi aktivaci reaktoru TiO;

¢(CH;COOH) = 0,5 mol dm ™, Fr(vz) =2,1 ml min"', Fr(Ar) =40 ml min"",

Fr(Hy) =4,5ml min', Lgc = 340 cm, ¢(Se) = 10 ug dm™

4.2.3. Optimalizace délky reak¢ni civky

V modu kontinuélni priitokové analyzy lze ocekavat odliSnou zédvislost na dobé
ozafovani resp. na vnitinim objemu reaktoru neZz v uspfaddani pritokové injekéni
analyzy, protoZe neni nutné uvazovat disperzi vzorku v reakénim cinidle. Maximum
vysledné zavislosti bude ureno zvysujici se U€innosti generovani tékavé slouceniny
s prodluzujici se dobou reakce a rozkladem nebo rozpusténim tékavé slouceniny
po piekrocni optimalniho vnitiniho objemu reaktoru. Délka reakcni civky byla ménéna
v rozmezi 70 — 450 cm postupnym zkracovanim ozafované oblasti odstfihovanim a byla
ziskana zavislost se zfetelnym maximem. Vysledny vnitini objem reaktoru

pro nalezenou optimalni délku 300 cm je 1,5 ml. Zavislost je zndzornéna na obr. 4.11.
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Rozdil v citlivostech méfeni mize souviset s rozdilnou rychlosti sorpce specii Se na

Ti0,, ktera byla zminéna Yang et al. [83]

017 - —e—Se(IV)| ]
196,0 I O Se(VI)

0,15 - B

0,13 B

0,10 B

0,08 | 4

0,05 1 " 1 " 1 " 1 "
100 200 300 400 500

RC’

Obr. 4.11.: Vliv délky reaktoru
¢(CH;COOH) = 0,5 mol dm ™, Fr(vz)=2,1 ml min"', Fr(Ar) =40 ml min"",
Fr(Hy) =4,5ml min ', ¢(Se) = 10 pg dm ™

4.2.4. Vliv prutokové rychlosti vzorku

V uspofadani kontinudlni pritokové analyzy je maximum zavislosti fizeno
dvéma procesy. Na jedné stran€ vede vyS$i pritokova rychlost k vy$Simu piivodu
analytu do reaktoru a ke generovani vétStho mnozstvi tékavé slouCeniny. Na druhé
stran¢ od dosazeni urcité rychlosti pfivodu analytu vede jeho dalsi ptisun ke sniZovani
ucinnosti konverze na té¢kavou slouCeninu a celkovy vytézek konverze zacne klesat.
Optimalizace priitokové rychlosti vzorku byla provedena v rozmezi 2,0 — 7,5 ml min' a
je uvedena na obr. 4.12. Na zékladé¢ ptfedchozich uvah a také poznatki z UV-
fotochemického generovani tékavé slouCeniny Se bez ucasti fotokatalyzatoru [156]
bylo moZzno ocekavat, ze v usporadani kontinuélni pritokové analyzy bude zapotiebi
vy$§i prutokova rychlost vzorku nez v uspofadani pritokové injekéni analyzy. Maxima

bylo dosazeno pfi pritokové rychlosti vzorku 5,0 ml min™".
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Obr. 4.12.: Vliv pritokové rychlosti vzorku
¢(CH;COOH) = 0,5 mol dm ™, Fr(Ar) =40 ml min"', Fr(H,) = 4,5 ml min ",
Lre =300 cm, ¢(Se) = 10 pg dm >

4.2.5. Optimalizace pratokovych rychlosti plynt

Pritokové rychlosti nosného plynu Ar a atomizacniho plynu H, byly
optimalizovany zaroven s cilem zjistit, jaky je idedlni pomér jejich pratokt
pro uspéSnou atomizaci tékavé slouceniny. Na obr 4.13 jsou uvedeny zavislosti
(konturové grafy) pro selenicitan a selenan, ze kterych vyplyva, ze optimalni pritokova
rychlost nosného plynu se nachézi pti 50 — 60 ml min~' a optimélni pritokové rychlost
vodiku by v porovnani s pritokovou rychlosti Ar méla byt pfiblizné¢ 10x nizsi. Nebyl
zjistén vyznamné odlisSny prabéh zavislosti a je pravdépodobné, ze pii UV-
fotochemickém generovani té¢kavé slouCeniny vznikd ze selenanu a selenicitanu pouze
jedna t€kava specie. Pro dal$i méfeni byly zvoleny hodnoty pratokovych rychlosti plynt

55 ml min ' Ara 5,0 ml min~' Ho.
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Obr. 4.13.: Vliv prutokovych rychlosti Ar a Hy, A — Se(IV) , B — Se(VI)
¢(CH;COOH) = 0,5 mol dm ™, Fr(vz) = 5,0 ml min "', Lgc = 300 cm,
c(Se)=10 pg dm™

4.2.6. Zékladni charakteristiky stanoveni

Za podminek uvedenych vtab. 4.5 byly zméteny zdkladni charakteristiky
stanoveni, ty jsou uvedeny v tabulce 4.6. Pro porovnani jsou uvedeny i optimalizované
podminky chemického generovéni tékavé slouCeniny Se provedeného v aparatuie se

stejnou délkou transportni cesty, separatorem fazi a atomizatorem.

Tab. 4.5: Optimalni podminky stanoveni Se(IV) a Se(VI) v modu CFA

Parametr TiO,/UV-PVG CvVG
¢ (CH;COOH), mol dm ™ 0,5 -

¢ (HCI), mol dm™ - 1,0
¢ (NaBH,), % (m/V)* - 0,5
Fr (vz), ml min"' 5,0 4,5
Fr (NaBHy), ml min! - 1,4
Fr (Hy), ml min™’ 5,0 -
Fr (Ar), ml min”' 55 40
délka reak¢ni civky, cm 300 80
objem reaktoru, ml 1,5 0,4

‘ stabilizovan 0,4% roztokem NaOH (m/V)

Dosazené zakladni charakteristiky stanoveni jsou podobné jako v piipadé¢ UV-

fotochemického stanoveni Se(IV) v prostfedi mravenéi kyseliny bez pouziti
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fotokatalyzatoru publikovanym v doktorské disertacni praci Mgr. Rybinové, kdy byl
s podobnym reaktorem ziskan limit detekce 102 ng/L, citlivost 0,016 dm® pg™', LDR
do 15 pg/L. [57,156] Dosazeni vyssi citlivosti pfi pouziti fotokatalyzatoru bylo
kompenzovano zkracenim linearniho dynamického rozsahu daného zvolenou detekéni
technikou. ZvySeni ucinnosti generovani a dalSiho snizeni LOD by bylo mozné
dosahnout pouzitim reaktoru z kiemene, ktery je propustnéj$i pro pouzivané vlnové
délky UV zéteni nez PTFE kapilary.

Zakladni charakteristiky byly porovnany i s chemickym generovanim tékavych
slouCenin (tab. 4.6). Mirn¢ horsi limit detekce dosazeny touto metodou souvisi
s vyvojem velkého mnozstvi vodiku béhem hydrolyzy NaBH4 a vyraznéjSim Sumem
zékladni linie. Uginnost generovani t8kavé slouteniny Se metodou TiO,/UV-PVG
v kyselin¢ octové byla zjisténa porovnanim citlivosti s chemickym generovanim Se(IV)
a byla nalezena hodnota 81 % ucinnosti CVG. Aby bylo mozné zanedbat uc¢innost
separace fazi, transportu a atomizace musi byt zachovany prakticky stejné podminky
vSech d&ju probihajicich po vygenerovani tékavé slouceniny. Tyto podminky byly
alesponl priblizné€ zajiStény diky pouziti aparatury se stejné dlouhou transportni cestou,

stejnym separatorem fazi a atomizatorem (viz. kapitoly 3.2 a 3.4.2).

Tab. 4.6: Zékladni charakteristiky stanoveni Se(IV) a Se(VI) v médu CFA a porovnani

s chemickym generovanim

UV-PVG CVG
Parametr Se(IV) Se(VI) Se(IV)
LOD, pg dm> 0,1 0,2 0,2
LOQ, ug dm™ 0,3 0,5 0,6
citlivost, dm’® pg™' 21107 21107 27107
RSD, % (5 pg dm™>) 3,1 3,0 3,9
LDR, pg dm™ 10 10 10

R 0,9993 0,9998 0,9971
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4.3. Aplikace metody fotokatalyzovaného UV-fotochemického generovani na

realné vzorky

4.3.1. Stanoveni Se(IV) a Se(VI) ve vodnych vzorcich

Metody zalozené na generovani tékavych sloucenin jsou nejcastéji pouzivany
pro stanoveni obsahu hydridotvornych prvkt ve vodnych matricich, pfi¢emz relevantni
vysledky jsou ziskavany pouze v pomérné jednoduchych matricich. Za tcelem ovéteni
vhodnosti metody UV-fotochemického generovani pro tyto matrice byl do vodnych
vzorkl pfidan Se a byly zjisStovany vytéznosti. Zaroven bylo cilem zjistit, zda existuje
vyznamny rozdil vlivu matrice pti UV-generovani t€kavé slouceniny ze Se(IV) a Se(VI)
pfi analyze mineralnich vod. Zkoumany byly vzorky pitné a mineralni vody a vzorek
povrchové vody. Vzorek kohoutkové pitné vody byl odebran v centru Prahy v budové
s plastovymi rozvody vody. Dle polohy odbérového mista by pitnd voda pouzita
pro odbér vzorku méla pochazet z upravny vody Zelivka. Vzhledem k technologii
upravy vody pouzivané v této upravné lze ocekdvat obsah siranu vapenatého ve vzorku.
[157] Vzorky minerdlnich vod byly zakoupeny v béZné obchodni siti a jednalo se
o neperlivé neochucené mineralni vody znacek Magnesia (mineralni voda A) a Mattoni
(mineralni voda B). Vzorek povrchové vody pochazel z potoka protékajiciho centralnim
parkem na prazském sidliSti Stodiilky, na kterém je vybudovéano nékolik reten¢nich
nadrzi slouZicich mimo jiné i1 jako chovné rybniky. Vzorek byl odebran z potoka
pod prvni z téchto nadrzi. VSechny vzorky byly pfed analyzou pouze prefiltrovany
pres filtr o velikosti pora 45 um. Pti analyze byl pouzit ptidavek standardu do vodného
vzorku odpovidajici vysledné koncentraci pidavku 80 pg dm™. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 4.7. Byl pozorovan odlisny vliv obsazenych iontll na stanoveni Se touto
metodou, pfi¢emZ mnohem vyraznéjsi interference byly pozorovany v pfipadé Se(VI).
V ptipadé Se(IV) byly vZzdy naméfeny hodnoty vyssi nez 100 %. Pravdépodobnym
zdrojem odliSného vlivu matrice na zkoumané specie miize byt odliSnad kinetika
interakce selenicitanu a selenanu s TiO,.

Kromé¢ spikovani vodnych matric byla pfesnost méteni ovéfena také analyzou
certifikovanych referen¢nich materiald NIST SRM 1643e a NIST SRM 1640a. Pouzité
podminky méfeni jsou knalezeni v kapitole 4.1.9. vtabulce 4.1. Na zakladé
ptedchozich zkuSenosti byla forma Se pfitomna v referen¢nich materidlech povazovéana

za Se(IV). Byla nalezena dobra shoda s certifikovanym obsahem Se v referenc¢nich
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materidlech (viz tab. 4.7). Tento vysledek spolu s obecné vy$Simi vytéznostmi Se
nalezenymi ve vzorcich pitné vody a minerdlni vody A vede k zavéru, ze piislusné
vzorky obsahovaly koncentrace Se v blizkosti limitu stanovitelnosti metody (viz tab. 4.2

v kap. 4.1.1).

Tab. 4.7.: Obsah Se(IV) a Se(VI) nalezeny ve vodnych referencnich materialech® a ve
vzorcich pitnych a povrchovych vod obohacenych 80 pg dm ™ Se(IV) resp. Se(VI)

Se(IV) Se(VI)
¢ (Se) [ugdm™] Vyt&znost [%] ¢ (Se) [pgdm™>] Vyt&znost [%]

Pitna voda 87+3 109 +4 80+3 100 £ 4
Povrchova voda 86+ 5 107 £6 69 +4 86+ 5
Mineralni voda A 91 +2 114+£2 78 £4 97+5
Mineralni voda B 83+4 104 +5 70£2 87+3
NIST SRM 1643¢e 12+1 103+9 - -
NIST SRM 1640a 20+ 1 9 +5 - -

4.3.2. Stanoveni Se(IV) a Se(VI) v redlnych vzorcich potravinovych dopliki

Druhym zkoumanym typem vzorku byly potravinové dopliikky s obsahem
anorganickych forem Se. Tento typ vzorku byl zvolen proto, ze v soucasné¢ dobé
existuje poptavka po kontrole Se v potravinach. Dale 1ze o¢ekavat, Ze tento typ vzorku
neobsahuje ostatni hydridotvorné prvky a Ni, které jsou nejvyznamnéj$imi interferenty
v technice generovani tékavych sloucenin. Vliv obsaZzenych potencidlné interferujicich
pfechodnych kovil (Fe, Cu) je moZno omezit vhodnou piedupravou vzorku. Cilem bylo
vyvinout co nejjednodussi metodu extrakce kombinovatelnou s jiz vyvinutou metodou
stanoveni Se TiO,/UV-PVG-AAS. Zakoupeno bylo 6 dopliki stravy od riiznych
vyrobctl, rizného slozeni a obsahu Se.” Vzorky A a B obsahovaly vyrazné jednodussi

matrici neZ ostatni vzorky, kterymi byly multivitaminové a mutimineralni pfipravky.

® NIST SRM 1643¢ mé deklarovan obsah 11,68 + 0,13 pgdm™ Se a NIST SRM 1640a
20,13+0,17 pgdm™ Se

¢V publikaci E. Novakova, O. Linhart, V. Cerveny, P. Rychlovsky and J. Hrani¢ek: Flow Injection
Determination of Se in Dietary Supplements Using TiO, Mediated UV-photochemical Volatile Species
Generation, ktera je ptilohou této dizertacni prace je uvedeno 5 pripravkl; vynechan je vzorek zde
oznaceny B a oznaceni nasledujicich vzorki je posunuto.
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Praktické problémy souvisejici se stanovenim obsahu Se v této komplikované matrici
jsou shrnuty napt. v souhrnné praci Jankowski et al. [149] Tamtéz lze nalézt také
ptehled metod pouzitych pro tuto aplikaci do roku 2015. Za ucelem validace ptesnosti
metody bylo provedeno stanoveni Se také v certifikovaném referenénim materialu
o odpovidajici matrici (NIST SRM 3280 — Multivitamin/multimineral tablets).

Tablety musi byt schopny se rozlozit a uvolnit sviij rozsah v rozmezi
fyziologickych podminek travici soustavy. Krom¢ enzymatického $tépeni se v lidském
zaludku uplatiiuje kyselé pH a ve dvanactniku a tenkém stfevu je pH bazické. Protoze
Se byl v tabletach pfitomen pouze v anorganickych formach, mél by byt uvolnitelny
z matrice 1 bez enzymatického Stépeni vzorku v pribc¢hu extrakce. VSechny vzorky byly
extrahovany v kyselém (kyselina octova), neutralnim (deionizovana voda) a bazickém
prostfedi (NaOH) za pomoci ultrazvuku (30 min, 35 °C). Po extrakci byl vzorek
prefiltrovan ptes filtr z polyamidu (pory 0,45 pm). Kyselina octova se jako extrakéni
¢inidlo neosvédcila, pouziti kyseliny chlorovodikové bylo zamitnuto, protoze je
vyznamnym interferentem pii UV-fotochemickém generovani. Deklarovany obsah
Se(VI) bylo mozno kvantitativné stanovit po extrakci deionizovanou vodou naopak
pro stanoveni Se(IV) se osvédéila extrakce 0,3 mol dm > NaOH. Nebylo zkouméno, zda
se Se(IV) v neutrdlnim prostfedi dostate¢né neextrahuje z matrice nebo zda dochézi
béhem extrakce z matrice k uvolnéni interferentt rusicich stanoveni Se.

Vsechny vzorky byly po extrakci analyzovany jak metodou kalibra¢ni pfimky,
tak metodou pfidavku standardu a referencni hodnoty byly pofizeny metodou ETAAS
po Uplném mikrovinném rozkladu vzorku v koncentrované kyselin¢ dusi¢né. Vysledky
jsou uvedeny v tab. 4.8. Pro méfeni Se(IV) extrahovaného bazicky metodou kalibracni
ptimky byla zkonstruovana kalibragni zavislost v roztoku 0,06 mol dm™> NaOH a bylo
ovéteno, ze nedojde k vyznamné zméné zakladnich charakteristik oproti deionizované
vodé. Porovnanim vysledkli pomoci statistického testu bylo zjisténo, Ze se vysledky
ziskané metodou kalibra¢ni pfimky a metodou pfidavku standardu statisticky vyznamné
nelisi. Ze Sesti vzorkll byl v péti nalezen obsah Se odpovidajici deklarované hodnoté
a hodnot¢ zjisténé pomoci ETAAS, v pfipadé vzorku B byl vSemi metodami nalezen

vys$si obsah Se nez jaky byl vyrobcem deklarovan.
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Tab. 4.8: Stanoveni obsahu Se ve vzorcich potravinovych doplnki

Metoda piidavku  Metoda kalibracni  Deklarovany obsah, = ETAAS,

Vzorek
standardu, pg primky pg ug ug

A 50,5 +3,5 52,4+34 50 49 + 4
B® 33,6 +5,5 26,1 + 4,8 14 24+ 4
c’ 36,2 + 2,4 33,5+2.8 30 33+ 4
D° 61,1 £8.,6 59,3 + 6,0 55 51+3
E*® 572+1,8 552+ 1,7 55 53+5
FP 21,6 £4,6 243+ 1,7 25 26+ 6

SRM 3280° 17,3+ 0,19 - 17,42+ 0,45 ugg ' ¢ -

SRM 3280° 17,5+ 0,70 - 17,42+ 045 ugg " ¢ -

“ vzorek dle vyrobce obsahoval Na,SeO; a byl extrahovan NaOH o koncentraci 0,3 mol
dm73, kalibra¢ni zavislost byla zmétena v 0,06 mol dm > NaOH

b vzorek dle vyrobce obsahoval Na,SeOy a byl extrahovéan deionizovanou vodou

¢ vzorek extrahovan NaOH o koncentraci 0,3 mol dm ™

4 certifikovana hodnota, vzorek pro analyzu odebréan z 15 rozdrcenych tablet

¢vzorek extrahovan deionizovanou vodou

Pro vzorky C a E byla pfesnost metody ovéfena také spikovanim rozdrcené¢ho
vzorku tablety roztokem standardu piislusné specie. Polovina tablety byla extrahovana
a analyzovana bez pfidavku standardu, druhd polovina tablety byla extrahovana
a analyzovana s pfidavkem. Obsah odpovidajici ptidavku by nasledné vypocten
z rozdilu ziskanych obsaht Se. Ke vzorku C bylo ptfidano 33 pg selenicitanu sodné¢ho
a ke vzorku E 55 pg selenanu sodného. Pislusné vytéznosti Cinily 107+ 14 % (vzorek
C) a 104 £ 9 % (vzorek E), ¢imz se potvrdilo, Ze rozpusténé specie Se se nesorbuji
na matrici vzorku béhem extrakce. Metoda pro stanoveni Se tedy osvédcila.

Soucasti aplikace metody pro stanoveni Se v redlnych vzorcich byla také
interferencni studie zkoumajici vliv obsazenych potencidlnich interferenti na pfesnost
stanoveni. Ukdzalo se, ze velikost interferenci mize znacné souviset s pH roztoku,
protoze studie byla méfena pro Se(IV) v 0,06 mol dm> NaOH a pro Se(VI)

v deionizované vod¢. Vysledky jsou uvedeny v tab. 4.9.
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Tab. 4.9: Vliv potencidlnich interferentl na stanoveni Se v dopliicich stravy metodou

FIA-TiO,/UV-PVG-QFAAS

Se(IV)? Se(VI)°

Koncentrace  VytéZznost  VytéZnost

interferentu (%) (%)
Mn" 4 mg dm” 97 + 1 98 + 3
Zn" 1 mg dm™ 77+2 97+2
10 mg dm™ 74+ 6 95+ 5
Fe' 2 mg dm™ 91 +3 96 + 2
15 mg dm™ 85+ 1 100 + 4
Cu" 500 pg dm™ 60 + 4 93+5
1 mg dm” 49+5 99+ 6
cr 100 pg dm™ 93 +5 103+5
Mo"! 50 pgdm®  100+2 109+ 5
I 150 pgdm™  105+4 105+ 6
Mg" 100 mgdm™  139+9 112+10
Ca" 100 mg dm® 103 +2 110+ 3
200mgdm™  113+15  115+19
Sb™ 100 pg dm™ 96 + 6 95+5
5 mg dm™ 86+ 10 64 + 8
As" 100 pg dm™ 94 + 3 94 £2
5mgdm”®  107+2 78 £ 4
Te'" 500 pgdm™  100+2 140 + 1
5 mg dm™ 98 + 1 141 +1
Ni" 5 mg dm™ 75+ 1 101 +£3
10 mg dm™ 72+1 97 + 1

* mé&Feno v NaOH o koncentraci 0,06 mol dm >

b mé&feno v deionizované vodé

Ukazalo se, ze prechodné kovy mély vyznamné&j$i vliv na stanoveni Se(IV)
v bazickém prosttedi nez na stanoveni Se(VI) v neutrdlnim pH. Nikl a dalsi
hydridotvorné prvky by v potravinovych dopliicich nemély byt obsazeny, jejich vliv byl

zkouman za Ucelem vyhodnoceni vlivu atomizacnich a transportnich interferenci.
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Ukézalo se, ze s vyjimkou Te byl vliv ostatnich hydridotvornych prvkl zanedbatelny.
Pfitomnost 500 pg dm™ Te(IV) ve vzorku vedla k vyt&Znosti 140 % Se(VI), tedy
narozdil od ocekdvané kompetice prvkl pii generovani, separaci fazi a nasledné
pti atomizaci doSlo pravdépodobné k néjakému stabilizacnimu efektu alesponi pii
jednom z téchto krokii. Vysoky obsah hofecnatych a vapenatych iontl zpiisoboval
narast smérodatnych odchylek méteni v obou matricich. Ze srovnani tohoto pozorovani
s vysledky uvedenymi v tab. 4.7 vyplyva, ze vliv pH a vysoké mineralizace na UV-
fotochemické generovani by si zaslouzil dalsi vyzkum, ktery je ovSem nad ramec této

disertacni prace.

4.4. Specia¢ni analyza kombinovanou metodou HPLC-UV/TiO,-AFS

4.4.1. Modifikace podminek UV-fotochemického generovani té¢kavych

sloucenin pro stanoveni organickych specii

Cilem ukolu bylo nalézt vhodné podminky pro UV-fotochemické generovani tékavé
slouceniny Se z organickych specii selenoaminokyselin, které by umoznilo speciacni
analyzu prostfednictvim spojeni HPLC separace a UV-fotochemického generovani
za Ucasti fotokatalyzatoru. Pracovano bylo s nasledujicimi organickymi speciemi: Se-
methioninem a methyl-Se-cysteinem. S ohledem na planované spojeni generovani
t€kavych slou€enin s chromatografickou separaci byl i nadale zkoumén vliv podminek
v uspofadani FIA, které je HPLC bliz§i neZ CFA. Optimalizace sloZeni genera¢niho
¢inidla na citlivost generovani t€kavé slouceniny z organickych specii a vybér moznych
mobilnich fazi byly provedeny na zakladni aparatute uvedené v kapitole 3.4.2.1.

V uspotadani pouzitém pii optimalizaci stanoveni anorganickych forem selenu
byly zjiStény vyrazné nizsi odezvy na organické specie nez na anorganické. V kyseliné
octové byla ziskdna odezva organickych specii v poméru vaci Se(IV) 3,4 % (Se-
methionin) a 18,7 % (methyl-Se-cystein), v mravenci kyselin€ byly signaly jesté nizsi.
Za ucelem zvySeni ucinnosti generovani t€kavé specie Se byl vyzkouSen piidavek
ruznych latek, které by mohly poslouzit jako modifikatory reakce a dale byl vyzkousen
také vliv delSi doby ozatfovani (viz obr. 4.14). Cilem bylo zvysit G¢innost generovani
tékavé slouceniny Se z organického skeletu. Pridavek roztoku dusi¢nanu nebo dusitanu
sodného o koncentraci 0,01% k octové kyseliné¢ nemél na Zadnou specii pozitivni efekt.

Tyto soli snizuji stabilitu organickych specii Se pfi uchovavani vzorki, proces rozkladu
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organické kostry ale ziejmé& neni dostatecné rychly. [158] Pti ptidavku 0,01% roztoku
(m/V) K;,S,05 doslo k nartstu signalu Se-methioninu, ale zaroven ke snizeni ucinnosti
generovani anorganickych forem, piedev§im k vice nez dvoutfetinovému poklesu
ucinnosti generovani ze Se(VI). Jako druhd varianta, kterd by neméla vést k potlaceni
signalu Se(VI), byla vyzkousSena tprava aparatury spocivajici v zavadéni nosné¢ho plynu
(Ar) az za reaktor. Vyrazné prodlouzeni doby ozafovani UV zafenim zvySilo G¢innost
generovani tékavé slouceniny z organickych forem a ukazalo se byt nejvhodnéjsi
variantou. Pohybuje-li se t€kava sloucenina pouze pritokovou rychlosti kapalného
vzorku, stravi v reaktoru 34 s. Naopak minimdlni doba pobytu vzorku pfi zavadéni Ar
pted reaktor dand pritokovou rychlosti nosného plynu by byla pouze 2 s. Zapojeni

nosného plynu za reaktor tedy prodlouzi dobu ozafovani vzorku az 17x.

150 | B Se(1V) i
A % [ Se(VI)
19607 [ Me-Se-cystein
120 1 Se-methionin -

LLLkL

CH,COOH CH,COOH CH,COOH CH,COOH CH,COOH,
+NaNO,  +NaNO,  +K,S,0;  Arzareaktor
Obr. 4.14.: Vliv potencidlnich modifikatorti reakce na UV-fotochemické generovani
tékavé slouceniny z rtiznych specii, relativni odezvy jsou vztazeny k Se(IV)
¢(CH;COOH)= 0,5 mol dm >, Fr (vz) = 3,0 ml min "', Fr (4r) = 55 ml min "',
Lyrc =340 cm, Fr (H>) =4,5 ml min "', V(vz) = 100 pl, ¢(Ti0,) = 0,005% (m/V),
¢(Se) =200 pg dm™>

4.4.2. Vliv koncentrace kyseliny octové a suspenze oxidu titani¢itého pfi

zapojeni nosného plynu za reaktor

Nejprve byl znovu zkouméan vliv koncentrace pouzivané kyseliny octové
na generovani t€kavych sloucenin Se, protoZze pii zapojeni Ar za reaktor se vyznamné
prodluzuje doba interakce analytu s reakénim médiem. Vliv koncentrace kyseliny

na analyticky signal byl zkouman pro anorganické i organické specie a to v rozmezi
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0,1-1,0 mol dm . Ukézalo se, e za pouZitych podminek organické specie preferuji
spiSe nizs$i koncentrace kyseliny octové. Zatimco Se-methionin je vici koncentraci
kyseliny pomérné inertni, v piipadé¢ methyl-Se-cysteinu dochdzelo se vzrlstajici
koncentraci kyseliny k poklesu signélti. Jako kompromisni hodnota byla zvolena
koncentrace 0,25 mol dm . Ugelem optimalizace koncentrace oxidu titani¢itého bylo
zjistit, jak zména mista zavadéni nosného plynu a koncentrace kyseliny octové ovlivni
optimalni hodnotu koncentrace suspenze TiO, pro generovani tékavé slouceniny.
Vysledek ponékud piekvapil, protoze optimalni byla vice nez dvojnasobné vyssi
koncentrace suspenze nez jaka byla pouzivdna pro generovani tékavych specii
z anorganickych slouc¢enin. Reakéni médium se tak stalo vyrazné¢ méné prihlednym pro
UV zéfeni, nicméng¢ tento jev miize byt kompenzovan delsi dobou pro reakci. Opét bylo
mozno pozorovat zna¢ny rozdil mezi chovanim Se-methioninu a methyl-Se-cysteinu.
Ve snaze dosdhnout vyssi Géinnosti generovani alespon z jedné organické specie byla
zvolena koncentrace suspenze TiO, 0,0125 % (m/V), ktera umoznila zvysit citlivost
stanoveni Me-Se-cysteinu. Ob¢€ zavislosti jsou zobrazeny na obr.4.15. Optimalni délka

reakéni civky pfi té€chto podminkach byla 300 cm.

. . . . 0,60 . . . — .
0,20} T
A196,o | [
l '/._’41/4\%
0,16 0,40+ F
o | —e—Se(IV)
—o— Se(VI)
—4— Me-Se-cystein
—w— Se-methionin
0,12} | 0,20+ 5 |
1T 7 e
0,08 L L L L 0,00 L L L L L
0,0 5,0x10° 1,0x10° 1,5x10° 0,0 0,2 0,4 0,6 08 1.0
-3
¢(Ti0,), % (m/V) ¢(CH,COOH), mol dm

Obr. 4.15: Vliv koncentrace kyseliny octové a suspenze TiO; pii zavadéni Ar za reaktor
Fr(vz) =3,0 ml min~', Lgc = 340 cm, Fr (Ar) = 55 ml min "', Fr (H,) = 4,5 ml min ",

V (vz) = 100 pl, ¢(iSe) = 200 pg dm>, c(orgSe): 200 ug dm > (optimalizace konc.
kyseliny octové) respektive 500 pg dm (optimalizace konc. TiO,), legenda se vztahuje

k obéma grafim

Vliv ostatnich parametrii optimalizace metody UV-fotochemického generovéni

t€kavych sloucenin ve spojeni s chromatografickou separaci a detekci AFS byl zkouman
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v uspoiddani zahrnujicim celou aparaturu zobrazenou v kapitole 3.4.2.3. Vlivy
jednotlivych faktorii byly vyzkouseny nejprve bez pouziti separacni kolony a nasledné
byly optimalizovany podminky separace. Ve zkratce je mozné zminit, Ze v usporadani
FIA-AFS bylo pro detekci t€kavych sloucenin Se metodou nutné pouzit vysoké priitoky
nosné¢ho plynu Ar i pomocného atomizac¢niho plynu H; a optimalni pritokova rychlost
vzorku vreaktoru by méla byt vyrazné niz§i nez v pfipadé¢ detekce QFAAS.
Mechanismus atomizace je pii QFAAS a AFS v miniaturizovaném difiznim
plamenovém atomizatoru zaloZen na stejném mechanismu, kter¢ho se ticastni vodikové
radikaly. [159,92,160,112] Pro optimalizaci separacnich podminek byly zvoleny
nasledujici hodnoty pritokovych rychlosti plynt: Fr (Ar) = 155 ml min_', Fr (Hy) = 70
ml min~' a rychlost piivodu suspenze TiO, do UV-fotochemického reaktoru 0,5 ml

min .

4.4.3. Slozeni mobilni faze

Volba staciondrni faze byla jednozna¢na, separace seleniCitanu, selananu,
methyl-Se-cysteinu a Se-methioninu byly provedena na aniontové vymeénné koloné,
kde interakce probihd mezi nabitymi skupinami. Disociacni konstanty separovanych
specii jsou ndsledujici: seleniCitanovy anion vykazuje dvé disocia¢ni konstanty a to
pKa; = 2,5 a pKa, = 7,3. Selenanovy anion se chova jako silnd kyselina a je plné
disociovan pii pKa, = 2,0. Hodnoty disocianich konstant pro methyl-Se-cystein
v literatufe nebyly nalezeny, ale je pravdépodobné, Ze budou blizké hodnotam
disocia¢nich konstant Se-cysteinu, kter¢ jsou: pKa; = 2,4 a pKa, = 8,9. Se-methionin
vykazuje také dva disociacni stupné a to pifi pKa; = 2,3 a pKa, = 9,2. [155,131]
Je nutné poznamenat, Ze hodnoty pKa publikované v literatuie se vzdjemné 1isi az o ptl
jednotky pH.

Podminkou pro Gspésné spojeni HPLC a AFS s derivatizaci analyti na t€kavé
slouceniny prostfednictvim UV-PVG je kompatibilita mobilni faze pfipadné pouzitého
pH s UV-PVG generovanim. Nejcastéji pouzivanymi mobilnimi fizemi pro separaci
riznych organickych a anorganickych specii Se v iontové vyménné chromatografii jsou
octan amonny (v ptipadé¢ potieby tékavého pufru pro spojeni s hmotnostni
spektrometrii), citratovy a fosfatovy pufr. Dalsi informace jsou shrnuty v tabulce 2.1
v kapitole 2.3.2. Z téchto pufrti je s UV-fotochemickym generovanim bezvyhradné

kompatibilni pouze octanovy pufr. UhliCitanovy pufr byl v této praci zamitnut z divodu
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zachovani dels§i doby ozatfovani vzorku v reaktoru; reakce uhliCitanového aniontu
s kyselinou octovou ptfed vstupem do reaktoru by generovala oxid uhlicity, ktery by
mohl transportovat t€kavé slouceniny podobné jako nosny plyn a vést tedy ke ztraté
citlivosti organickych specii. Citratovy a fosfatovy pufr by nebyly vhodné, protoze bylo
zjisténo, ze zpusobuji pokles analytického signalu Se(VI), viz obr. 4.16. Pokles
ucinnosti generovani v pritomnosti fosfatového aniontu byl pozorovan i Sun et al, ktefi
ho pficetli pevné interakci aniontll fosfatu s oxidem titani¢itym. [87] Naopak nebyly
zaznamenany vyznamné zmény signdll v pfipad¢ pfitomnosti octanu sodného

a TRIS-HCI, které tak byly vyhodnoceny jako vhodné mobilni faze.

CH.COONa TRIS.HCI
A 105+ 8 4 105+ B
196,0
90| {1 9 ¢ T/(}—é\{) 1
75} {1 75¢ 1
, —@—Se(lV)
—O— Se(VI)
60 L L L L L L 60 L L L L L L
0 20 40 60 80 100 0O 20 40 60 80 100
ol ; ; ; 1 120l 3 ; ; ; ; ;
196,0
90 - 90 -
60 - 60 -
30 - 30t
Of . . . 4 O oo e
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
- 3
¢ (A), mmol dm® ¢ (A’), mmol dm

Obr. 4.16: Vliv vybranych potencidlnich pufri na Gi€innost generovani té¢kavych
sloucenin, zavislosti méteny v usporadani FIA-AAS, mobilni faze piitomna v nosném
toku

¢(CH;COOH)= 0,75 mol dm >, Fr (vz) = 1,0 ml min"', Lgc = 340 cm, Fr (H,) = 4,5 ml
min "', ¥ (vz) = 100 ul, ¢(TiO2) = 0,025% (m/V), ¢(Se) =200 pg dm >, C¢07H;,N; —

citrat amonny
Optimalizace separace specii na chromatografické kolon¢ a detekce vzniklych

tékavych specii AFS byla déale provadéna v aparatuie popsané v kapitole 3.4.2.3.

V 50 mmol dm ™ octanovém pufru o pH = 5,5 v isokratickém uspotadani bylo mozno
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dostateCn¢ rozseparovat pouze seleniCitan a Se-methionin. Me-Se-cystein nebyl
zadrzovan a eluoval v mrtvém cCase, naopak selenan pravdépodobné zlstaval v této
mobilni fazi zadrzen na kolong.

Na zéklad¢ reference [132] byl vyzkouSen i méné tradi¢ni postup vyuzivajici
pouze p-hydroxybenzoovou kyselinu (p-HBA). Dle zminéné prace disociuje tato
kyselina do dvou stupiiti pii pKa,; = 4,58 a pKa, = 9,23, tudiz u ni lze ocekavat pufracni
schopnosti v oblasti pH vysSich disociacnich stupiiti organickych specii Se. Nevyhodou
je, ze tato kyselina je jen omezené rozpustnd ve vod¢, za asistence ultrazvuku se
podafilo pfipravit pouze 10 mmol dm™ roztok p-HBA. V piipadé pouziti isokratické
separace v 10 mmol dm p-HBA, pH = 8.5 byly separovany pouze Se-methionin,
seleniCitanovy a selenanovy anion. V souladu s uvedenym clankem [132] byl
vyzkouSen 1 gradient vyuzivajici vys$tho pH na zacatku separace a vymyti siln&ji
zadrzovanych specii poklesem pH. Konkrétné byl aplikovan linearni gradient od
hodnoty pH = 8,6 do hodnoty pH = 7,1, ale ani tento postup nevedl béhem 50 min
k separaci a vymyti vétSiho poctu specii pravdépodobné v disledku pfili§ nizké iontové
sily mobilni faze.

Nejvhodnéjsim adeptem na mobilni fazi byl pufr obsahujici TRIS.HCI (pKa =
8,3) [161] Bylo zjisténo, ze v 50 mmol dm~ TRIS o pufru pH = 9,0 bylo mozné
isokraticky dosdhnout Gspé$né separace vSech zkoumanych specii béhem 40 minut.

Nésledna optimalizace separa¢ni metody jiz probihala v TRIS pufru.

4.4.4. Optimalizace separani metody

4.4.4.1. Vliviontové sily mobilni faze

Pfi pouziti koncentrace TRIS pufru 50 mmol dm™ bylo pro separaci &tyi specii
zapotiebi analyzy dlouhé 38 min, ve 100 mmol dm > pufru doslo k separaci do 25 min,
ale piky byly vyznamné asymetrické v sestupné fazi (tzv. chvostujici). Tento jev byl
nasledné omezen pouzitim mobilnich fazi, které kromé pufru o koncentraci 50 mmol
dm ™’ obsahovaly také riizné koncentrace NaCl.

Ziskané zavislosti jsou uvedeny na obr. 4.17 a je z nich zfejmé, Ze s rostouci
koncentraci NaCl sice mirné klesa vyska piku Se(IV), ale zaroven dochazi k patrnému
nartistu signdlll organickych specii a lepSi separaci Se(VI) a methyl-Se-cysteinu.
Pro vSechny specie také plati, ze s rostouci koncentraci NaCl v mobilni fazi klesa jejich

retence na kolond az p¥i koncentraci 70 mmol dm > NaCl dojde ke ztraté rozliseni
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Se(IV) a Se(VI). Obr. 4.17 zobrazuje posun retencnich Casit a zménu rozliSeni pikl
pHi naristu koncentrace NaCl z 35 mmol dm na 70 mmol dm . Jako optimélni byla
zvolena mobilni faze obsahujici 50mmol dm TRIS o pH = 9,0 a 50 mmol dm > NaCl,

vysledky ziskané v této mobilni fazi shrnuje tab. 4.10.

[150mM TRIS, 35 mM NaCl
[_150mM TRIS, 42mM NaCl
[150mM TRIS, 49mM NaCl
[—150mM TRIS, 70mM NaCl

0 5 10 15 20 25 30

t, min
Obr. 4.17: Vliv iontové sily mobilni faze na separaci specii Se, v potradi dle reten¢niho
¢asu piky predstavuji Se(IV), Se(VI), Me-Se-cystein a Se-methionin
Podminky separace: kolona Hamilton PRP-X100, pH = 9,0, Fr (HPLC) = 0,34 ml
min”", V(vz) = 30 pl
Podminky generovéani: ¢(CH;COOH) = 0,75 mol dm ", ¢(TiO,) = 0,025 % (m/V),
Fr(TiO2) = 0,5 ml min~', Lrc= 340 cm, Fr (Ar) = 155 ml min"', Fr (H,) = 70 ml min"’

Tab. 4.10: Parametry separace v mobilni fazi obsahujici 50 mmol dm™ TRIS pufr o pH
=9,0 a 50 mmol dm > NaCl

Specie tr, Min A (mV min) W12, min R,
seleniCitan 5,83 20,89 0,608 2,13
selenan 8,13 25,13 0,665 2,29
Me-Se-cystein 11,5 23,60 1,067 2,49
Se-methionin 17,1 13,08 1,590 -

4 yypocet je zalozen na pouziti Sitky piku v polovin€ vysky a aproximaci piku Gaussovskym pikem tzn.,
nezohlediiuje asymetrii piku v sestupné ¢asti, ktera je zptisobena mrtvym objemem za kolonou a podili se
na ni pravdépodobné i kinetika desorpce tekavych slouc¢enin Se z povrchu TiO,.

70



4.44.2. Vv prutokovych rychlosti nosného a atomizacniho plynu

Za ucelem zajisténi dostateCné citlivosti detekce byly ovéfeny optimalni
prutokové rychlosti nosného (Ar) a atomiza¢niho plynu (H,). Tato optimalizace
by neméla ovliviiovat rozliSeni pikii pouze citlivost detekce, coz bylo potvrzeno.
Naobr. 4.18 je zobrazena zavislost pfi cCtyfech vybranych riznych kombinacich
pratokovych rychlosti nosného a atomizac¢niho plynu. Ze zavislosti je zietelna tendence
narastu citlivosti s rostouci priitokovou rychlosti nosného plynu ze 150 ml min™'
na 250 ml min ', ale vy3§i pritokova rychlost vodiku piidavaného az k plynné fazi
neméla vyznamny efekt. Ke ztratdm tékavé slouceniny tak pravdépodobné dochézelo
pfedevsim pii transportu do separatoru fazi. Zaroven bylo zjisténo, ze i pii prutokové
rychlosti nosného plynu 250 ml min~' byla optimalni priitokova rychlost vodiku 70 ml

min~' (chromatogram neni mezi ilustraénimi zavislostmi uveden).

, - 150 mi min™ H,, 150 ml min™ Ar
0 5 10 15 20 25 30 170 ml min™ H,, 150 mI min™ Ar

t, min 150 ml min™ H,, 250 mI min™ Ar
150 ml min™ H,, 320 mI min™ Ar

Obr. 4.18: Vliv prutokovych rychlosti nosného a atomizacniho plynu na citlivost
detekce v kombinované metodé HPLC-TiO,/UV-AFS, 1 — Se(IV), 2 — Se(VI), 3 —
methyl-Se-cystein, 4 — Se-methionin

Podminky separace: kolona Hamilton PRP-X100, 50 mmol dm™ TRIS pufr, 50 mmol
dm™ NaCl, pH = 9,0, Fr (HPLC) = 0,34 ml min', V(vz) = 30 pl

Podminky generovéni: ¢(CH;COOH) = 0,75 mol dm, ¢(TiO,) = 0,025 % (m/V), Fr
(Ti02) = 0,5 ml min "', Lgc= 340 cm

4.4.4.3. Vliv pritokové rychlosti MF separacni kolonou
Pritokova rychlost mobilni faze ma casteény vliv na separaci jednotlivych

analytii. V pfipad¢ vyvijené metody se pravdépodobné mnohem vice projevi ve fazi
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generovani tékavé slouceniny nez ve fazi separace specii Se. Vliv pratokové rychlosti
mobilni faze na uc¢innost separace a na analyticky signal byl zkouman v rozmezi
0,26 - 0,42 ml min "' za u&elem nalezeni optimalniho pomdru doby analyzy a separace.
Ze ziskanych vysledkll zobrazenych na obr. 4.19 vyplynulo, Ze nejvhodnéjs$i by mohla
byt pritokové rychlost 0,38 ml min ', ale kvili vyznamnému chvostovani pikii byla

zvolena pratokova rychlost 0,34 ml min . Parametry separace jsou uvedeny v tab. 4.11.

10,26 ml min™
10,34 ml min™
El
-1

[ 10,38 ml min
/ 10,42 ml min

0 5 10 15 20 25
t, min

Obr. 4.19: Vliv pritokové rychlosti mobilni faze, 1 — Se(IV), 2 — Se(VI), 3 — methyl-Se-
cystein, 4 — Se-methionin

Podminky separace: kolona Hamilton PRP-X100, 50 mmol dm TRIS pufr, 50 mmol
dm > NaCl, pH = 9.0, V(vz) = 30 pl

Podminky generovéani: ¢(CH;COOH) = 0,75 mol dm ™, ¢(TiO,) = 0,025 % (m/V), Fr
(TiO,) = 0,5 ml min "', Lrc= 340 cm, Fr (Ar) =250 ml min"", Fr (Hz) = 70 ml min"'

Tab. 4.11: Parametry separace specii pii pritokové rychlosti mobilni faze 0,34 ml min™'

Specie tr, Min A (mV min) W1, MIN Riz
selenicCitan 5,67 16,05 0,580 2,20
selenan 7,89 19,66 0,612 2,58
Me-Se-cystein 11,2 15,04 0,914 2,77
Se-methionin 16,8 11,16 1,459 -

4.4.4.4.

Vliv pratokové rychlosti derivatizacnich ¢inidel

Pii optimalni pritokové rychlosti mobilni fize 0,34 ml min ' byla

zoptimalizovéna 1 rychlost toku c¢inidel zajiStujicich generovani tékavé slouceniny.
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Suspenze TiO, v kyseliné octové byla pfidavana do UV-fotochemického reaktoru
riznymi pratokovymi rychlostmi v rozmezi 0,35 — 1,3 ml min '; celkova pritokova
rychlost reaktorem tedy byla zkoumana v rozmezi 0,69 — 1,64 ml min . S narGstajici
prutokovou rychlosti derivatiza¢niho ¢inidla je omezena disperze vzorku za kolonou
¢imz dochazi k mensimu rozmyti piku a zachovani lepsi separace. Graf na obr. 4.20 je
orientovan tak, aby bylo ziejmé, ze s rostouci pratokovou rychlosti derivatizacniho
¢inidla klesd rozmyti piku. NejlepSich parametri bylo dosazeno pii pouziti pritokové
rychlosti 0,9 ml min"', jeji daldi navy3eni by sice dale zlepsilo separaci methyl-Se-
cysteinu a Se-methioninu, ale také by mirné sniZilo citlivost stanovené organickych
specii Se. Parametry separace pii prutokové rychlosti derivatizaéniho c¢inidla

0,9 ml min~' jsou uvedeny v tab. 4.12.

32 — 3
7 mV i 1§

24 —

16 —

e~
10,35 mlmin” §J=’
10,58 ml min”

mimin_ g 5 10 15 20

[10,75 ml min t min
(10,92 ml min™ ’
11,3 mlmin”

Obr. 4.20: Vliv pratokové rychlosti derivatizacnich Cinidel, 1 — Se(IV), 2 — Se(VI), 3 —
methyl-Se-cystein, 4 — Se-methionin

Podminky separace: kolona Hamilton PRP-X100, 50 mmol dm > TRIS puft, 50 mmol
dm™ NaCl, pH = 9,0, Fr (HPLC) = 0,34 ml min " ¥(vz) = 30 pl

Podminky generovani: ¢(CH;COOH) = 0,75 mol dm, ¢(TiO) = 0,025 % (m/V), Lrc=
340 cm, Fr (Ar) =250 ml min~', Fr (H,) = 70 ml min"'
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Tab.4.12: Parametry separace pii prutokové rychlosti derivatizacniho c¢inidla

0,92 ml min"'

Specie tr, Min A (mV min) W1/, Min R,
selenicitan 4,78 14,94 0,477 2,40
selenan 6,54 17,13 0,528 2,58
Me-Se-cystein 9,31 9,30 0,742 2,99
Se-methionin 14,4 8,68 1,263

4.4.4.5. Vliv davkovaného objemu

Je udéavano, ze objem vzorku davkovaného na kolonu by mél ptedstavovat
maximalné¢ 1 — 5 % celkového objemu kolony, aby nedoslo k jejimu objemovému
ptetizeni. [161] V piipad¢é kolony pouZzité v této praci by tedy maximalni doporuceny
davkovany objem vzorku mél byt 45 pl. Davkovany objem byl zvolen tak, aby bylo
dosazeno co nejvyssi citlivosti méfeni, aniz by doSlo k posunu maxima piku
a zvyraznéni tailingu, které by piedstavovaly projevy zminéného objemového pietizeni
kolony. Zavislost vysky signald je uvedena na obr. 4.21 a udaje o retencnich casech,

plochéch, polositkach a rozliSeni piki jsou uvedeny v tab. 4.13.

1100 uL
80 uL
- - - = Y 65 uL
0 5 10 15 20 [50uL
t, min [J40uL
J30uL

Obr. 4.21: Vliv davkovaného objemu vzorku, 1 — Se(IV), 2 — Se(VI), 3 — methyl-Se-
cystein, 4 — Se-methionin

Podminky separace: kolona Hamilton PRP-X100, 50 mmol dm ™ TRIS pufr, 50 mmol
dm NaCl, pH = 9,0, Fr (HPLC) = 0,34 ml min '

Podminky generovani: ¢(CH;COOH) = 0,75 mol dm >, ¢(TiO,) = 0,025 % (m/V),

Fr (TiO,) = 0,9 ml min ", Lrc= 340 cm, Fr (Ar) =250 ml min "', Fr (H,) = 70 ml min'
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Jako optimalni byl zvolen davkovany objem 50 pl, jednak na zakladé vyse
uvedené¢ho doporuceni a také proto, ze pti davkovani objemu 65 pl jiz bylo mozno
pozorovat zvySeni zakladni linie mezi piky methyl-Se-cysteinu a Se-methioninu.
Zvolena hodnota je tedy kompromisem mezi citlivosti a rizikem objemového pretizeni

kolony.

Tab. 4.13: Parametry separace pro davkovany objem 50 pl

Specie tr, Min A (mV min) W1/, Min R,
selenicitan 4,95 11,42 0,513 2,43
selenan 7,20 14,83 0,586 2,69
Me-Se-cystein 10,1 10,06 0,687 2,89
Se-methionin 15,1 6,30 1,331 -

4.4.5. Zékladni charakteristiky stanoveni

Za optimdlnich podminek shrnutych vtab. 4.14 byly zméfeny zékladni
charakteristiky stanoveni vybranych specii Se kombinovanou metodou HPLC-
Ti10,/UV-PVG-AFS. Zékladni charakteristiky jsou uvedeny v tab. 4.15, chromatogramy

pouzité pro konstrukci kalibra¢ni zavislosti jsou zobrazeny na obr. 4.22.

Tab. 4.14: Podminky stanoveni zdkladnich charakteristik vybranych specii Se
kombinovanou metodou HPLC-Ti0,/UV-PVG-AFS

Parametr

stacionarni faze silny méni¢€ aniontd, kvartérni
amoniova stl

rozméry kolony, mm 250x 2,1

Velikost ¢astic, pm 5

mobilni faze 50 mmol dm > TRIS pufr, pH=9,0,
50 mmol dm~ NaCl,

Fr (mobilni faze), ml min "' 0,34

V (vz), pl 50

koncentrace kyseliny octové, mol dm > 0,75

koncentrace TiO,, % (m/V) 0,025

Fr (TiO,, CH;COOH), ml min " 0,90

75



Parametr

délka reakcni civky, cm 340
objem reaktoru, ml 1,7
Fr (Ar), ml min™' 250
Fr (Hy), ml min~" 70

11000 pg dm™ iSe, 2000 pug dm™ orgSe
[ 1500 ug dm” iSe, 1000 pg dm™ orgSe
[1250 g dm?®iSe, 500 ug dm? orgSe
1100 ug dm” iSe, 250 ug dm” orgSe
150 ug dm”iSe, 100 ug dm™ orgSe
110 ug dm”iSe, 20 ug dm™ orgSe

Obr. 4.22: Kalibra¢ni zavislost pro kombinovanou metodu HPLC-TiO,/UV-PVG-AFS,
1 —Se(IV), 2 — Se(VI), 3 — methyl-Se-cystein, 4 — Se-methionin, podminky viz tab. 4.14

S rostouci koncentraci Se se zhorSovalo chvostovani pikli zplisobené mrtvym
objemem za kolonou, které je zpisobeno pouzitou derivatizacni metodou. V porovnéani
s UV-fotochemickym generovanim t¢kavé slouceniny Se bylo dosazeno limit detekce
z anorganickych specii téméf na Grovni kontinudlniho generovani s QFAAS detekci.
Ztrata citlivosti zpisobend zatfazenim chromatografické separace byla vyrovnana
pouzitim citlivéjsi metody detekce.

Chromatografické retencni veli€iny k (retencni pomér) a a (selektivita) nebyly
urCeny, protoze zdavodu pouzit¢ detekce nebylo mozno zjistit mrtvy cas
chromatografické metody (tm). Bylo zjiSténo, ze smésné standardy jsou v mobilni fazi

stabilni minimaln¢ po dobu 18 hodin pfi laboratorni teploté.
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Tab. 4.15: Zakladni charakteristiky stanoveni Se metodou HPLC-UV/Ti0,-AFS

Specie Se(IV) Se(VI) Me-Se-cystein ~ Se-methionin
LOD, pg dm 0,6 0,5 1,1 2,9
Citlivost,

_ _— 0,843 1,05 0,453 0,163
mV min dm” pg
tr, min 4,89 7,11 10,2 15,4
n* 557 871 965 784
Ri* 2,51 2,45 2,25 -
LDR, pg dm’ 2-500 2-500 4 -2000 10 - 2000
R 0,9998 0,9996 0,9987 0,9949

‘ hodnota odpovidajici méfeni v poloviné LDR

4.4.6. Kuvalitativni analyza vzorku potravinového doplinku metodou HPLC-

TiO,/UV-PVG-AFS

Vyvinuta separacni a detekéni metoda byla aplikovana pro identifikaci specii Se
ve dvou vzorcich doplikt stravy (A, B) obsahujicich dle vyrobct selenem obohacené
kvasnice v davce 100 pg Se v tableté, obsazené¢ specie selenu by tedy mély byt
organického charakteru. Analyza byla provedena pouze jako predb&ézny experiment
zkoumajici vliv matrice na separaci specii Se v dané mobilni fazi. Nebyla provedena
optimalizace extrakce specii ze vzorku ani nebylo ovéfeno zachovéani speciace
pfi extrakci analyzou referenniho materialu. Vzorky byly extrahovany mobilni fazi
za pomoci sonikace po dobu 30 min pfi 35 °C. Vysledné chromatogramy jsou uvedeny
na obr. 4.23.

Ve vzorku A bylo nalezeno stopové mnozstvi Se-methioninu a Se(VI)
apredevSim vysoky obsah seleni¢itanového aniontu v porovnani s organickymi
speciemi. Ve vzorku B bylo nalezeno pievazujici mnozstvi Se-methioninu a stopova
mnozstvi Se(IV) a methyl-Se-cysteinu, déle byl zaznamendn také pik neznamé specie
predchézejici Se(IV). Nejprve byl predpokladan posun retencnich ¢ast Se(IV) a Se(VI),
ale tento pik eluuje v ¢ase odpovidajicim odhadovanému mrtvému objemu kolony,
na zaklad¢ literarnich udaji by se mohlo jednat o oxidovanou formu Se-methioninu.

[132] Do budoucna tedy miize byt metoda HPLC-TiO,/UV-PVG-AFS validovana a
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aplikovana pro stanoveni specii Se v praktickych vzorcich. Pro pfislusny typ vzorku
samoziejm¢ bude muset byt optimalizovana a validovana i extrakéni technika a

identifikovany piipadné dalsi specie.

T T T T T 28

1000 |
I, mV {24
800 vzorek A
-~ vzorek B |,
600 -
ﬂ 416
400
412
200
£ 18
0F
1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20
t, min

Obr. 4.23: Tlustrativni chromatogramy redlnych vzorkt dopliki stravy s deklarovanym
obsahem organickych specii Se

Podminky separace: kolona Hamilton PRP-X100, 50 mmol dm TRIS pufr, 50 mmol
dm™ NaCl, pH =9,0, Fr (HPLC) = 0,34 ml minfl, V (vz) =50l

Podminky generovéani: ¢(CH;COOH) = 0,75 mol dm ", ¢(TiO,) = 0,025 % (m/V),
Fr(TiO2) = 0,9 ml min~', Lrc= 340 cm, Fr (Ar) =250 ml min"', Fr (H,) = 70 ml min"’

4.5. TiO; asistované UV-fotochemické generovani tékavych sloucenin Te

Tekava slouCenina Te jiz byla nékolikrait UV-fotochemicky generovana,
nicméné prace nalezené behem literarni reSerSe byly omezeny na stanoveni Te(IV).
Pouze vjednom pfipadé¢ byla publikovana aplikace této metody na realné vzorky
a dosud nebyla publikovéana pfedredukce pomoci TiO,. Souhrn dosavadnich vysledkt je
uveden v tabulce tab. 4.16, ze které vyplyva, ze limity detekce dosazitelné v pripad¢ Se
AAS jsou pro Te dosahovany s detekci ICP-MS. Absolutni limity detekce v rozmezi 0,5
— 2 ng Te ziskané¢ s CVG-AAS uvedené v monografii Dédiny a Tsaleva [1] naznacuji,
ze divodem mize byt nizkd stabilita hydridu Te v plynné fazi a zarovenn vysoka
rozpustnost ve vodnych roztocich. H,Te se samovolné rozklad4d na molekuldrni vodik
a Te0 pfi teplotach vyssich nez je jeho bod varu =2 °C. [162]

Cilem experimentti shrnutych v této disertacni praci bylo zjistit, zda je mozné
provadét UV-fotochemické generovani tékavé slouceniny a on-line redukci Te(VI)

podobné jako u generovani tékavé slouceniny Se. Dale také, zda UV-fotochemické
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generovani t€¢kavych sloucenin bez pouziti fotokatalyzatoru vede k produkci odlisné
stabilngj$i tékavé specie. Nasledujici podkapitoly srovnavaji vysledky ziskané
pti generovani Te si bez vyuziti fotokatalyzy. Generovani tékavé slouceniny bylo

provadéno v usporadani FIA v aparatute popsané v kapitole 3.4.2.1.

Tab. 4.16: Publikovand stanoveni Te metodami UV-fotochemického generovani

tékavych sloucenin

Metoda Matrice, genera¢ni médium Zdroj
ICP-MS, ICP-OES Propionova kyselina [53]
AFS Ucinnost generovani 20 — 30 %, generaéni [60]

médium: kyselina mravenci, u€¢innost stanovena
porovnanim s CVG

ICP-AES genera¢ni médium: kyselina octova, ti¢innost [37]
generovani 68 + 4 %, stanoveno
z nezreagovaného analytu v odpadu

UV-PVG-ICP-MS, LOD = 0,4 pg dm >, generaéni médium: smés [6]

alkoholické napoje kyseliny octové a mravenci 1:1

4.5.1. Optimalizace atomiza¢nich podminek

Pii pocateCnich experimentech s UV-fotochemickym generovanim té€kavé
slouceniny Te s vyuzitim TiO, byly pozorovany vyrazné odlisné odezvy na ob¢ specie,
proto byly jako prvni zkouméany podminky atomizace, tedy atomizacni teplota Ty
v rozmezi 900 — 960 °C a pritokova rychlost atomiza¢niho plynu Fr (H,) v rozmezi
4-16 ml min . Charakter ziskanych zavislosti se vyznamn& neodlifoval. ProtoZe
je nepravdépodobné, Ze by dochdzelo ke vzniku dvou riznych té€kavych specii, byl
znaény rozdil v citlivosti pficten rozdilné mife interakce s TiO,. Tato hypotéza je ovSem
diskutabilni, protoZze na zakladé znalosti disociacnich konstant kyseliny teluricité a
kyseliny telurové nebyly ocekavany natolik odliSné elektrostatické interakce. Obé
kyseliny jsou dvojsytné a slabé; kyselina teluri¢itd ma pKa; = 6,27 a pKa, = 8,43,
kyselina telurové vykazuje pKa; = 7,68 a pKa, = 11,0. [162] V kyselém prostiedi by se
tedy obé specie Te mély nachazet v nedisociované form¢, z toho ovSem také vyplyva,

ze by na rozdil od analogickych specii Se nemély byt elektrostaticky ptitahovany
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k TiO,. Je pravdépodobné, Ze mechanismus interakce analytu ve vodném roztoku
s TiO, ve spolupraci s UV zafenim, je komplikovanéjsi, nez je ve vyse uvedenych
uvahach ptredpokladano.

Byl ucinén zavér, ze pro atomizaci t¢kavé slouceniny postacuji teploty bézné
pouzivané¢ pro atomizaci tékavych hydridi, ale v porovnani s atomizaci tékavé
slouceniny Se je vyzadovan vyssi pfisun vodiku (viz. kap. 4.1.7). Zvoleny byly
atomizacni podminky 7, =950 °C a Fr (Hy) =11 ml min .

Generovani tékavé slouceniny teluru z teluri¢itanu sodného bez katalyzy TiO;
nebylo mozné z roztoku kyseliny octové o koncentraci 0,5 mol dm™, ale bylo nutné
pouzit fadové vyssi koncentraci 4,0 mol dm . Nelze vylouéit vznik odlisné tekavé
slouceniny, a proto byly ovéfeny atomizac¢ni podminky. Ziskana zavislost vedla k volbé

teploty atomizace 960 °C a ptivodu vodiku pritokovou rychlosti 12 ml min "'

4.5.2. Volba kyseliny a jeji koncentrace

Déale byly zmeéfeny zévislosti na koncentraci kyseliny mravenci a octové.
K méfeni byla pouZita v obou experimentech koncentrace teluru 1,0 mg dm>. Bylo
zjisténo, Ze v pritomnosti kyseliny octové a TiO, dochazi k pénéni roztoku na vstupu
do separatoru fazi, které sice mize zlepSovat separaci plynné faze, ale také zptisobuje
vnaSeni kapicek kapaliny do vstupniho ramene atomizatoru. Tento jev byl pozorovan
1 pfi generovani t€kavé slouceniny Se z kyseliny octové, ale pfi tiikrat niz§Sim pratoku
nosného plynu nezhorSoval opakovatelnost méteni. Zaroven byl pozorovan vyssi Sum
pozadi v pfitomnosti kyseliny octové v porovnani s kyselinou mravenci, ktery
pfigenerovani tékavé sloudeniny Se s QFAAS detekci pozorovan nebyl. Sum pozadi byl
pozorovan v obou variantach fotochemického generovéani a nebylo moZzno ho omezit
pouzivanim D, korekce. Byl tedy nejspise zptisoben strukturovanym absorpénim pasem
nekterého produktu rozkladu kyseliny octové. Kyselina mraven¢i poskytovala uzsi
améné deformované piky, ale niZsi citlivost méfeni. Ze zavislosti na obr. 4.24A je
viditelné, e pocinaje hodnotou 0,5 mol dm™ jiz velikost signalu na koncentraci
kyseliny octové zavisi jen minimaln¢, zatimco s rostouci koncentraci kyseliny mravenci
absorbance dale nariista. Tyto efekty mohou souviset jak s rostouci schopnosti vyssi
koncentrace kyseliny vychytdvat kladné néboje generované na povrchu TiO, tak i
s klesajici schopnosti TiO, interagovat s rozpusténymi solemi Te pii nizkych pH.

Citlivosti srovnatelné s kyselinou octovou je pro generovani z Te(VI) dosazeno az
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pHi pouziti kyseliny mravendi o koncentraci pfiblizné 3,0 mol dm pro generovani
z Te(IV) jiz pti 1,5 mol dm . Pro dal§i méfeni byla tedy zvolena 0,5 mol dm > kyselina
octova. Zavislosti signalu na case vykazovaly pro Te(IV) a Te(VI) rizné pribéchy.
Signaly Te(VI) mély tvar piku, zatimco signaly Te(IV) nevykazovaly zietelné
maximum a tvarem odpovidaly spiSe platd. Ackoliv rychlost reakce nebyla naplni
nez pik Te(IV). Hypotéze, Ze pticina tkvi v kinetice dé&jii probihajicich mezi speciemi
Te a povrchem katalyzatoru ovSem neodpovida, ze tvar a vyska piku nejsou pro specie
Te rtizné ovlivnény pH.

V piipadé¢ UV-fotochemického generovani bez fotokatyzy (obr.4.24B) bylo
pozorovéano, ze generovani t€kavé slouceniny probiha az pfi koncentraci kyseliny
octové vyssi nez 3,0 mol dm™. Zkyseliny mravenéi nebylo generovani prakticky
mozné. Pro dalsi méfeni byla zvolena koncentrace kyseliny octové 8,0 mol dm™,
zasadni nevyhodou této volby je vysoka spotteba kyseliny a agresivni prostiedi, které
muze vést k poSkozeni davkovaciho ventilu. Redukce Te(VI) vlivem UV zdfeni byla
mozna pouze pii vyuziti fotokatalyzy, bez ptidavku TiO, nedochazelo ke generovani
tekavé slouceniny teluru z Te(VI) z prostiedi 2,0 mol dm™>, 4,0 mol dm™ ani

9,0 mol dm kyseliny mraven¢i ani octové.

0,60 — . . . 0,60 " "
s —@— Te(IV), HCOOH |
' ~O- Te(IV), CH,COOH f—ff/*”?\l
T
0,40} 040r B 1
0,20} 0,20+
—@— Te(IV), HCOOH
—O— Te(VI), HCOOH -~ ot
000k ~4@—Te(lV), CH,COOH| | 0,00} i
~O~ Te(VI), CH,COOH
00 10 20 30 2.0 40 6.0 8.0 10,0
¢, mol dm® ¢, mol dm®

Obr. 4.24.: Vliv pouzité kyseliny a jeji koncentrace, A — s TiO,, B — bez TiO,
Podminky A: ¢(TiO5) = 0,01 % (m/V), Fr (Ar) =150 ml min"', Fr (vz) =4,5 ml min",
Fr(Hy)=11 ml min, Lgc = 300 cm, ¥(vz) = 500 ul, ¢(Te) = 1 mg dm

Podminky B: Podminky: Fr (vz) =2,6 ml min', Fr (Ar) = 150 ml min"",

Fr (Hy) =12 ml min"", Lrc = 200 cm, V(vz) = 500 ul, T = 960 °C, ¢(Te) = 1 mg dm >
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4.5.3. Vliv koncentrace TiO,

Vliv koncentrace fotochemického katalyzatoru na analyticky signal byl zkoumén
v rozsahu 5-107° 2:107" % (m/V) a zavislost je zobrazena na obr. 4.25. Nebylo nalezeno
maximum zavislosti, pfestoze suspenze v reaktoru je pii koncentracich vyssich nez 0,1
% jen omezené propustnd pro UV zafeni. Tento poznatek vede k zavéru, Ze samotna
interakce analytu s UV zafenim neni nezbytnd, postacuje interakce zareni s TiO,, ktery
nasledné redukuje analyt pfedanim zaporného néboje. Pro dal$i méfeni byla zvolena
hodnota 0,1 % (m/V), protoze pouzivani vysSich koncentraci TiO, by bylo

neekonomické. Pritbéhy zévislosti byly opét podobné pro obé€ specie.

0160 T T T T T T T T T
A214,3
0,45 | L
0,30 | 4
7
—eo—Te(lV)
0,15 —0o—Te(VI)] 7
1 " 1 " 1 " 1 " 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

c(TiO,), % (M/V)

Obr. 4.25.: Vliv koncentrace suspenze TiO,
¢(CH3;COOH) = 0,5 mol dm*, Fr (Ar) = 150 ml min"', Fr (H,) = 11 ml min"",
Lrc =300 cm, Fr(vz)=4,5mlmin ", ¥(vz) =500 pl, ¢(Te) = 1,0 mg dm >

4.5.4. Vliv pritokové rychlosti vzorku reaktorem

Pritokova rychlost vzorku nema pfi zapojeni vysokych prutokii nosného plynu
pted reaktor fidici vliv na dobu reakce, ale stdle vyznamné ovliviiuje disperzi vzorku
v kyselin¢ a interakci s pfidavanou suspenzi TiO, pted vstupem do reaktoru. Vliv
pratokové rychlosti vzorku pifi katalyzovaném generovani tékavé slouceniny byl
zkouman v intervalu 2,0 — 7,0 ml min'. Byly pozorovany zavislosti podobného

pribéhu pro Te(IV) i Te(VI). Zavislost je zobrazena na obr. 4.26A. Podobny pribéh
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zavislosti byl pozorovan pii generovani bez pouziti TiO, v 8,0 mol dm™ kyseling
octové, ovSsem vyplyva z néj, ze je potieba dvojnasobny Cas pro probéhnuti reakce.
Optimalni priutokova rychlost vzorku pii katalyzovaném generovani byla zvolena 3,2 ml

min "', pfi generovani bez fotokatalyzy 1,4 ml min™".
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Obr. 4.26: Vliv prutokové rychlosti vzorku reaktorem, A —s TiO,, B — bez TiO,
Podminky A: ¢(CH;COOH) = 0,5 mol dm ™, ¢(TiO,) = 0,01 % (m/V), Fr (Ar) = 150 ml
min ', Fr (Hy) = 11 ml min"", Lgc = 300 cm, V(vz) = 500 pl, ¢(Te) =1 mg dm™
Podminky B: ¢(CH3COOH) = 8,0 mol dm, Fr (Ar) = 150 ml min"", Fr (Hy) = 12 ml
min_', Lrc = 200 cm, V(vz) = 500 pl, Ty = 960 °C, ¢(Te) = 1 mg dm >

4.5.5. Vliv délky reakéni civky

Prekvapivé vysledky byly pozorovany pifi optimalizaci délky reakéni civky
(vnitinitho objemu reaktoru) pii katalyzovaném generovani. Pfi UV-fotochemickém
generovani Se bylo nutno pouZivat pfi pritokové rychlosti nosného plynu 55 ml min ™'
reakéni civku o minimalni délce 300 cm, aby bylo dosazeno maximalni ucinnosti
generovani a transportu tékavé slouceniny. Vzhledem k trojndsobné vyssi pritokové
rychlosti nosného plynu pfi optimalizaci UV generovéani té¢kavé slouCeniny Te bylo
o¢ekavano odpovidajici prodlouzeni reakéni civky, aby byl zachovan Cas potfebny pro
reakci. OvSem ukézalo se, Ze zavislost (viz obr. 4.27A) ma odli$né pribéhy pro Te(IV)
a Te(VI), kdy absorbance Te(IV) je prakticky nezéavisla na délce reaktoru a v piipadé
Te(VI) signaly s rostouci délkou reakéni civky klesaji. Uginnost generovéani z Te(IV) je
natolik nizka, ze v porovnani se smérodatnymi odchylkami méfeni zadné zéavéry
o prub¢hu zavislosti Cinit nelze. Pozorovani ucinéné pro Te(VI) odpovidéa ztratam na

vnitinich povrsich reaktoru a je tedy je v souladu s hypotézou o nizké stabilité t€kavé
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slouceniny. Pro dal§i méfeni byla pouzita reakcni civka o délce 100 cm, ktera odpovida
vnitinimu objemu 0,5 ml.

V piipad€ nekatalyzovaného generovani t€kavé slouceniny Te byla pozorovéana
rostouci zavislost (obr. 4.27B), ovsem nebyla zmétena pro délku reaktoru vétsi nez
450 cm, protoze pak jiz nebylo mozné udrzet stabilni pratokovou rychlost nosného
plynu. Nebylo dosazeno maxima zavislosti, nicméné zvolena byla délka reakéni civky
320 cm (vnitini objem odpovidéa 1,6 ml). Rozdil v charakteru zavislosti A a B naznacuje
vznik odliSnych specii pfi katalyzovaném a nekatalyzovaném generovani. Vyjdeme-li
analogicky z mechanismi odvozenych pro Se, mél by v pfipadé¢ nekatalyzovaného
generovani vznikat Te(CH3),; mechanismus v ptipadé TiO,/UV-PVG je navrzen pouze
pro HCOOH jako reak¢ni cinidlo, nicméné nizk4 stabilita tékavé slouceniny Te
naznacuje, ze by se mohlo opravdu jednat o TeH,. Detailni popis mechanismi a literarni

zdroje jsou uvedeny v kapitole 2.1.5.3.
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Obr. 4.27: Vliv délky reaktoru, A — s TiO,, B — bez TiO,

Podminky A: ¢(CH3;COOH) = 0,5 mol dm, ¢(TiO,) = 0,1 % (m/V), Fr (Ar) = 150 ml
min ', Fr (Hy) = 11 ml min"", Fr (vz) =3,2 ml min "', ¥(vz) = 500 ul, ¢(Te) =1 mg
dm™

podminky B: ¢(CH;COOH) = 8,0 mol dm ™, Fr (Ar) =150 ml min"', Fr (Hy) = 12 ml

min "', Fr (vz) = 1,4 ml min"', V(vz) = 500 pl, T, = 960 °C

4.5.6. Vliv prutokové rychlosti Ar

Prtokova rychlost nosného plynu pii jeho zapojeni pied reaktor ovliviluje
analyzu tfemi d¢ji, které maji zna¢né protichtidné charakteristiky. Jednak pii vysokych

pratocich vyznamné reguluje délku pobytu analytu v UV-fotochemickém reaktoru.
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Za druhé strhava a transportuje vznikajici t€kavou slou¢eninu do atomizatoru. Zde plati,
ze ¢im vys$i je pratokova rychlost plynu, tim nizs$i budou ztraty tékavé slouceniny
vlivem jejiho rozpousténi v kapalné¢ fazi a vlivem rozkladu na wvnitfnich povrsich
vedeni. Za tfeti odnasi t€kavou slouceninu z atomizacniho prostiedi, ¢imz pii vysokych
pratokovych rychlostech snizuje citlivost stanoveni. Pratokova rychlost nosného plynu
byla zkoumana v pipadé katalyzovaného generovani v intervalu 50—-300 ml min "' tedy
do pomérné vysokych prutokovych rychlosti. Jak Ize vidét z obr. 4.28A, pfi vysokych
pritokovych rychlostech jiz nedochazelo k vyraznému zvyseni signalu, naopak vysoké
pritokové rychlosti Ar vedly ke zhorSené opakovatelnosti vysledki. Jako optimum byla
zvolena pritokova rychlost 200 ml min'. P niz§ich pratokovych rychlostech
dochazelo k transportnim ztratam viditelné se projevujicim tvorbou kovového zrcatka
na vnitfnich povrSich za UV reaktorem. Pokud nejsou t¢kavou slouceninou Te
redukované nanocéstice tohoto prvku, tak evidentné dochéazelo k rozkladu tékavé
slouceniny.

Pii klasickém UV-fotochemickém generovani byly pii delSi reakéni dobé
preferovany niz$i pritokové rychlosti Ar (obr. 4.28B). Jako optimum byla zvolena
pritokové rychlost argonu 100 ml min~'. Jsou mozna dvé vysvétleni: tékava sloudenina
muze byt stabilnéj$i anebo mlZe byt kinetika jeji tvorby nebo uvoliiovani do plynné
faze vyrazné pomalejsi. Dle navrhovaného mechanismu vzniku t€kavé specii pii UV-

fotochemickém generovani ptichazeji v ivahu vSechny moznosti.

0,80 . . .
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Obr. 4.28: Vliv prutokové rychlosti nosného plynu, A — s TiO,, B — bez TiO,
Podminky A: ¢(CH;COOH) = 0,5 mol dm ™, ¢(TiO,) = 0,1 % (m/V), Fr (Hy) =
11 mlmin", Fr (vz) =32 ml min ', Lgc = 100 cm, ¥(vz) =500 pl, ¢(Te) =1 mg dm >
Podminky B: ¢(CH;COOH) = 8,0 mol dm >, Fr (H,) = 12 ml min "', Fr (vz) = 1,4 ml
min_', Lrc = 320 cm, V(vz) = 500 pl, T = 960 °C
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4.5.7. Vliv davkovaného objemu

Na zéavér optimalizace byl studovéan vliv davkovaného objemu vzorku na tvar a
vysku signdlu. Davkovany objem vzorku musi byt volen jako kompromis mezi citlivosti
méfeni a tvarem piku. Pfi pfili§ velkych davkovanych objemech nedochéazi k dostatecné
disperzi vzorku v reak¢nich cCinidlech, zatimco pii pfili§ malych objemech je zbytecné
zhorSovana citlivost metody. Na obr. 4.29A je zietelné viditelné, Zze narist signall je
ptiblizn¢ linearni pouze do objemu vzorku 250 pl. Pocdinaje objemem 500 pl je
pro Te(IV) dosazeno signalu odpovidajiciho stacionarnimu stavu (steady state) — plato.
Vliv davkovaného objemu pfi nekatalyzovaném generovani byl zkouman v intervalu
150-750 pl. Az do objemu 350 pl byly pozorovany jen nizké signaly a pti 500 pl doslo
ke skokovému nartstu citlivosti, narast signalii tedy nebyl linearni jako je obvyklé.
Tentyz vysledek byl ziskan i pii opakovani experimentu. Ani vzhled analytickych
signalti neodpovidal o¢ekavani — pii velkych davkovanych objemech nedoslo ke vzniku
platé pouze k mirnému zplosténi maxima vedouciho ke snizeni vysky piku v disledku
toho, ze vcentru zony analytu nebyly dosaZzeny podminky umoziiujici dostatecné

ucinné generovani tékavé slouceniny napt. dostate¢nd koncentrace kyseliny octové.
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Obr. 4.29: Vliv davkovaného objemu, A —s TiO,, B — bez TiO,

Podminky A: ¢(CH;COOH) = 0,5 mol dm™, c(TiOy) = 0,1 % (m/V), Fr (Hy) =11 ml
min"!, Fr (vz)=3,2 ml min"', Fr (Ar) =200 ml min', Lgc = 100 cm, ¢(Te) = | mg
dm™

Podminky B: ¢(CH;COOH) = 8,0 mol dm >, Fr (Ar) = 100 ml min"', Fr (H,) = 12 ml
min ', F(vz) = 1,4 ml min"', Lgc = 320 m, Ty = 960 °C
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4.5.8. Zakladni charakteristiky stanoveni Te pomoci katalyzovaného UV-

fotochemického generovani

Pii zvolenych optimélnich podminkach (tab. 4.17) byly zméfeny zdkladni
charakteristiky stanoveni Te(IV) a Te(VI) metodou katalyzovaného i nekatalyzovaného
UV-fotochemického generovani s AAS detekci. Vzhledem k nalezenym limitim
detekce (tab. 4.18) je malo pravdépodobné, ze vyvinutd metoda mize mit analytické
vyuziti bez jejich dal§tho vylepSeni. Pfi UV-fotochemickém generovani tékavé
slouceniny Te s vyuzitim fotokatalyzatoru byly hlavnim zdrojem nizké ucinnosti
transportni ztraty respektive nestabilita t€kavé slouceniny. V piipadé nekatalyzovaného
UV-fotochemického generovani tékavé slouceniny Te by mohlo byt vyssi citlivosti
dosazeno pouzitim UV reaktoru o vétSim vnitinim objemu, méfenim v uspotfadani
kontinualni pritokové analyzy, nalezenim vhodnych reakénich modifikator nebo by
mohlo zvySeni ucinnosti generovani napomoci vyhtivani aparatury zvySujici té¢kavost
ptedpokladané specie (CHj),Te. Snizeni limitd detekce by bylo mozné doséhnout také
spojenim s citliv§j$im detektorem napt. AFS nebo ICP-MS. Spojeni se zachytem tékavé
slouceniny v grafitové kyveté neni smysluplné kviili pouzivani vysokych pritokovych

rychlosti nosného plynu pii generovani, které by neumoZznily G€inny zachyt.

Tab. 4.17: Souhrn optimalnich podminek

Parametr s TiO, bez TiO,
Ty, °C 950 960
koncentrace CH;COOH, mol dm > 0,5 8,0
koncentrace suspenze TiO;, % (m/V) 0,1 -
délka reakcni civky, cm 100 320
objem reaktoru, ml 0,5 1,6
Fr(vz), ml min | 32 1,4

V (vz), ul 350 500

Fr (Ar), ml min”’ 200 100

Fr (Hy), ml min”’ 11 12
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Tab. 4.18: Zakladni charakteristiky stanoveni Te UV-fotochemickym generovanim jeho

tékavé slouCeniny

Katalyza TiO; Bez TiO,
Parametr Te(IV) Te(VI) Te(IV)
LOD, mg dm ° 0,03 0,04 0,03
LOQ, mg dm 0,11 0,12 0,1
citlivost, dm® mg™' 31107 67 107 13107
RSD, % 38(1,0mgdm™>) 3,4(0,5mgdm™) 6,9 (0,25 mgdm™)
LDR, mg dm* LOQ -2,0 LOQ - 1,0 LOQ-0,5
R 0,9992 0,9925 0,9969

4.6. Porovnani interferenci v riiznych metodach generovani tékavych sloucenin

Se

Interferencni studie méla za cil posouzeni vlivu matrice v UV-fotochemickém
generovani ve srovnani s ostatnimi technikami generovani tekavych sloucenin.
Zkoumana byla i moznost nalezeni potencidlnich reakénich modifikéatort, které by
mohly do budoucna slouzit k dal§imu zvySeni citlivosti UV-fotochemického generovani
t€kavych sloucenin. Méfeni byla provozovana za podminek snazicich se pfibliZit
rutinnimu provozu. Vzorky kazdého interferentu byly méteny v rychlém sledu za sebou
bez zarazeni Cisticich krokli. Toto omezeni se negativné projevilo predevsim v piipadé
elektrochemického generovani, které bylo pfi interferenc¢ni studii znacné zatiZeno
pamétovymi efekty.

Pro tucely srovnani interferenci v chemickém, elektrochemickém a UV-
fotochemickém generovani Se byly zoptimalizovany podminky méfeni (tab. 4.19)
a zjistény zakladni charakteristiky (tab. 4.20) s aparaturami uvedenymi na obr. 3.7
v kapitole 3.4.3. Optimalni hodnoty byly voleny s cilem dosahnout maximalni citlivosti
méfeni. S chemickym i UV fotochemickym generovanim bylo dosazeno pfiblizné
stejnych limita detekce, ale citlivost byla pfi V-fotochemickém generovani nizsi nez
pii chemickém generovani. Citlivost elektrochemického generovani byla o vice nez pil
fadu nizsi, limit detekce byl hor$i o jeden fad skrze citlivost a vy$si Sum zakladni linie.
Elektrochemické generovani teékavych sloucenin vykazuje pifi kontinudlnim provozu
generatoru dva hlavni nedostatky. Prvnim je nemoznost zajistit reprodukovatelnost

povrchu katody, na kterém probiha vznik tékavé slouceniny. Druhym je vyrazné
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zahtivani roztoka vlivem prochézejiciho elektrického proudu vedouci k produkci vodni

pary, ktera nésledné kondenzuje v transportnim vedeni a zhorSuje opakovatelnost

méfteni. Nelze vyloucit ani ztraty vznikajiciho hydridu jeho rozpousténim v kondenzatu.

Je pravdépodobné, ze v dané aparature nebylo ani pifi optimalizovanych generacnich

podminkach s elektrochemickym generovanim dosazeno

generovani a transportu.

maximalni ucéinnosti

Tab. 4.19: Podminky pouzité pti porovnani interferenci v riznych metodach generovani

tékavych sloucenin

Parametr CVG EcVG PVG
koncentrace NaBH4, % (m/V) 0,5(v 0,4 % - -
NaOH)

koncentrace HCI, mol dm™ 1,0 1,0 -

koncentrace HCOOH, mol dm™ - - 0,5

koncentrace H,SO4, mol dm> - 2,0 -

délka reak¢ni civky, cm 80 (V'=10,63 - 350 (V=2,7
ml) ml)

katoda - Pb (99,99 %, S -

= 820 mm?)

generacni proud, A - 1,0 -

pritokova rychlost blanku / 5,0 5,5 6,0

vzorku, ml min !

pritokova rychlost NaBH4, 0,8 - -

ml min™’

pritokova rychlost Ar, ml min' 20,0 70,0 15,0

pritokova rychlost Hy ml min_’ - - 3,0
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Tab. 4.20: Zakladni charakteristiky riznych metod generovani tékavych
sloucenin s detekci QFAAS

CVG EcVG UV-PVG
LOD, ng dm > 58 490 45
LOQ, ng dm > 194 1,6210° 147
citlivost, dm® ng™’ 4,110 7,6 107° 331072
RSD, % 1,4 3,1 1,5
LDR, pg dm LOQ-15 LOQ-100 LOQ-12

Vliv potencialnich interferentli byl zkouman v kapalné fazi — tedy interferenty
byly ptitomny v modelovém vzorku spolu s roztokem Se(IV) o koncentraci 5 pg dm™>
(CVG, UV-PVG) nebo 25 pg dm™ (EcVG). Odlisné koncentrace Se odpovidaji
priblizné¢ absorbanci 0,20 pro kazdou ze tfi metod. S vybranymi potencialnimi
interferenty (jmenovité As(II), Sb(IIl), Pb(Il), Cu(Il) a Ni(Il)) byly provedeny také
experimenty, kdy plynné produkty vznikajici v pfitomnosti interferentu byly s t€kavou
slouCeninou Se michany az v plynné fazi (viz. kapitola 3.4.3). Cilem bylo potvrzeni
nebo vyvraceni hypotézy, ze ostatni hydridotvorné prvky interferuji predevsim béhem
atomizace zatimco prechodné kovy pouze v kapalné fazi. Ziskané vysledky byly
vyjadieny jako vytéznosti resp. relativni odezvy Se (viz rovnice 20). Vzajemné pomeéry
interferentu a Se jsou udavany jako pomeéry jejich hmotnostnich koncentraci
v méfenych modelovych vzorcich. Procentudlni vytéZnosti uvedené v tabulkach

predstavuji primér tif hodnot.

RSR = Anodelovy VZorek / As. -100 [%] (20)

Do fady modelovych vzorki dan€ho interferentu byly ndhodné zatazovany takeé
roztoky Se bez interferentu za ucelem zjisténi piipadnych pamétovych efekta.
V ptipadé¢ UV-PVG a CVG zZadné pamétové efekty pozorovany nebyly ani nebyla
pozorovana viditelnd redukce kovovych prvkll na vnitinich povrSich aparatur. Naopak
elektrochemické generovani tékavych sloucenin bylo zatizeno pamétovymi efekty

v disledku modifikace povrchu katody vrstvou redukovaného interferentu. [163,164]
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V piipadé zkoumani vlivu médi byla zietelné pozorovatelnd barevna zména povrchu

katody.

4.6.1. Porovnani interferenci hydridotvornych prvka

Pii generovani tékavych sloucenin je u ostatnich hydridotvornych prvki
ocekavan vliv predevSim v plynné fazi. [165,111,166,167] Tato informace byla
potvrzena piiexperimentech, kdy byla tékava slouCenina interferentu k tékavé
slou¢eniné¢ Se pridavana az v plynné fazi. Pfi chemickém a elektrochemickém
generovani byl pfi pfidavku interferentu v az plynné fazi pozorovan vyznamnéjsi vliv
Sb nez As. Naopak pii UV-fotochemickém generovani byly vlivy Sb a As srovnatelné
ale mnohem méné vyznamné, nez bylo ocekavano na zaklad¢ velikosti jejich vlivu pfii
pfitomnosti v kapalné¢ fazi. Pii UV-fotochemickém generovani neni vliv
hydridotvornych prvki omezen pouze na atomizacni interference, ale uplatituje se i
néktery z mechanismu interference v kapalné fazi. Obecné ale ze zavislosti vlivu As a
Sb v kapalné fazi na generovani t€kavé slouceniny Se uvedené na obr. 4.30 vyplynulo,
ze vohledu interferenci ostatnich hydridotvornych prvkl se zkoumané metody

vyznamné kvantitativné nelisi.
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Obr. 4.30: Vliv As(III) a Sb(III) ptitomnych v kapalné fazi na generovani tékavé

slouceniny Se, podminky viz tab. 4.19

Olovo se pifi generovani tékavych sloucenin casto nechova jako typicky
hydridotvorny prvek. V pfipadé chemického generovani nelze té€kavou slouceninu
Pb(II) generovat piimo reakci s NaBH4, ale musi byt pouzivany modifikatory reakce.

[168,169] Tomu odpovidaji i pozorovani v této interferencni studii, kdy pti chemickém
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generovani nebyl pozorovan zadny vliv Pb(Il) na signaly Se (viz. obr. 4.31A a 4.31B).
Odlisnd pozorovani byla ucinéna pii UV-fotochemickém a elektrochemickém
generovani. Pii UV-fotochemickém generovani byla pozorovana vyznamna interference
v kapalné fazi, ale vliv v plynné fazi byl zanedbatelny, ionty olova tedy vykazovaly vliv
spiSe podobny prechodnym kovim. Ke generovani tékavé slouCeniny olova tedy
pravdépodobné nedochdzelo. Pii elektrochemickém generovani byl pozorovan
prakticky totozny vliv v kapalné i plynné fazi a interferenci olova tedy lze povazovat

za lokalizovanou v plynné fazi.
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Obr. 4.31: Vliv Pb(Il) pfitomného v kapalné fazi (A) a v plynné fazi (B) na generovani

tékavé slouceniny Se, podminky viz tab. 4.19

4.6.2. Porovnani interferenci prechodnych kovii

Pro posouzeni vlivu ptfechodnych prvkil bylo vybrano osm zastupcli d-bloku
véetné kadmia, které se v ptipadé technik generovani t€ékavych sloucenin projevuje na
hranici mezi prechodnymi kovy a hydridotvornymi prvky. Ptehled vlivu vybranych
hodnot koncentraci potencidlnich interferentll v poméru ku koncentraci selenu ve vSech
ttech metodach generovani t€kavych sloucenin shrnuje tab. 4.21. Hloubéji jsou v textu
diskutovéany spise vysledky, které jsou prekvapivé nebo poukazuji na moznost vyuziti

reak¢nich modifikaci v technice UV-fotochemického generovani tékavych sloucenin.
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Tab. 4.21: Ptehled vlivu pfechodnych prvkii na rizné metody generovani tékavych
sloucenin Se, vysledky vcetné RSD uvedeny jako RSR, podminky viz tab. 4.19, n —

hodnota neni k dispozici

Potencidlni Pomér

interferent  interferent:Se CVG EcVG UV-PVG
Cr(III) 200:1 100+ 1 30+£3 113+2
Mn(1II) 10:1 114£2 84+ 1 101 +1
200:1 106 £ 1 101 +£2 112+1
Fe(III) 10:1 102+1 82+3 65+2
200:1 104 + 1 97+3 64 +£2
Co(1I) 200:1 99 +2 82+2 188 +2
Ni(IID) 10:1 98 +2 87+ 4 97+1
200:1 83+2 33+2 121 +£2
Cu(ID) 10:1 102+3 61+3 132+2
200:1 2+2 176 £ 4 4+1
Ag(D) 10:1 52+1 74 + 1 19+1
200:1 0 34+2 0
CddI) 100:1 99 + 1 n 79 +3
200:1 105+1 89+3 103 £2

4.6.2.1. Interference vCVG

Pii chemickém generovani byly nejvyznamnéj$i interference pozorovany
v pritomnosti Ag(I) a Cu(Il). NejvyznamnéjSim interferentem byly stfibrné kationty,
v jejichz ptitomnosti signal ptekroCil toleran¢ni limit £ 10% jiz pfi koncentraci
10 pg dm™ tedy pii poméru stiibra ku selenu 2:1. Podobnym tématem se zabyvala prace
Pagliano et al. [170], ve které navrhuji tzv. mechanistickou interferenci Au a Pt — tyto
uslechtilé kovy v 10°M koncentracich vyznamné ménily mechanismus hydrolyzy
NaBHy4. Oproti tomu vliv ostatnich ptrechodnych prvkil byl zdaleka méné vyrazny.
Zasadni odlisnosti interferencni studie pfi chemickém generovéani tékavych sloucenin
oproti elektrochemickému a fotochemickému piistupu byl vyskyt pouze negativnich

zmen signalu.

93



4.6.2.2. Interference v EcVG

Pti elektrochemickém generovani jsou dle literarnich zdroji nejvyznamnéjSimi
interferenty Cu a Ni, které zplsobuji nevratnou zménu povrchu katody. [171]
V porovnani s chemickym i UV-fotochemickym generovanim je tato metoda odolngjsi
vuci vlivu stiibra. Nicméné bylo pozorovano, ze mnohé prvky se mohou v urcitych
koncentracnich rozmezich chovat jako interferenty a v jinych jako reakéni modifikétory,
tzn., ze rizné koncentrace t€hoz prvku mohou vést ke snizeni nebo zvyseni signdlu Se
oproti Cistému vzorku. Konkrétn€¢ byl tento jev pozorovan Cu(ll) a méné vyrazné
u Mn(Il), Fe(Ill). Zavislosti jsou uvedeny na obr. 4.32. M¢d a mangan se takto
projevovaly v koncentraénim rozmezi 1-10 mg dm” (tedy 40 — 400-nasobné
koncentraci vic¢i obsahu Se), zelezo v rozmezi 1 — 5 mg dm—3 (40 — 200-nasobném

nadbytku).

250 |- | —e— Cu(ll) g
RSR, % | | —o— Fe(lll)
200 | L= Mn(i)

150 -

100 -

50 -

10° 10° 10 10°
C, ug dm?

Obr. 4.32: Vliv pfitomnosti Cu, Fe a Mn v kapalné fazi na elektrochemické

generovani t€kavé slouCeniny Se, podminky viz tab. 4.19

Vyskyt reakénich modifikaci, které byly mimochodem pozorovany i pii UV-
fotochemickém generovani, svéd¢i o moznosti dale zvysit G€innost generovani upravou
reakénich podminek. V pfipad¢ elektrochemického generovani lze ptedpokladat
n¢jakou zatim neznamou zménu kinetiky d&ui na katodé. Mechanismus
elektrochemického generovani je zaloZen na ptedpokladu rlstu Gc¢innosti generovani
s rostoucim piepétim vodiku na katod¢ (viz. kapitola 2.1.5.2), tudiz nelze predpokladat,
ze by modifikace povrchu Pb katody pfechodnymi kovy vedla ke zvySeni ucinnosti

generovani. Experimenty s lokalizaci vlivu Cu a Ni ukazaly, Ze béhem atomizace
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1 béhem separace fazi mély zvlast’ generované tékavé slouceniny obou prvka negativni
vliv na signal. Byl tedy ucinén zavér, ze ptiCinou interference v plynné fazi by mohly
byt nanocastice redukovaného Ni a Cu uvolnéné z povrchu katody, které jsou strhavany
nosnym plynem a unadSeny do atomiza¢niho prostiedi. Zaroven z experimenti
vyplynulo, ze modifikace reakce pozorovana v pritomnosti Cu(Il) v kapalném vzorku je

lokalizovéna v kapalné fazi.

4.6.2.3. Interference v UV-PVG

Guo et al. [34] ve své praci uvedli, ze Ni ani Co nevykazuji vliv
pfi UV-fotochemickém generovani Se (100 pg dm ) v piitomnosti Ni o koncentraci
500 mg dm > a Co o koncentraci 100 mg dm . UV-fotochemické generovani tedy mélo
byt minimalné stejn¢ odolné vici interferencim jako chemické generovani. Na druhou
stranu také publikovali, Ze ptitomnost 3 mg dm Fe (II) vedla ke sniZeni odezvy selenu
0 20 %. Z jejich vysledkid navic vyplynulo, ze Fe(Il) a Fe(Ill) by mohly mit rozdilny
vliv na generovani t€kavé slouceniny. Generovani ve zminéné praci probihalo
z prostiedi kyseliny octové. Na rozdil od jejich vysledktl byl v této praci pozorovan
podobny efekt jako pti elektrochemickém generovani; v ptipadé Co, Ni, Cu a Cr byly
pozorovany zvySené signaly odpovidajici reakéni modifikaci. Namétené zavislosti jsou

uvedeny na obr. 4.33.
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Obr. 4.33: Vliv Ni, Cu, Co a Cr na UV-fotochemické generovani t€kavé slouceniny Se,

podminky viz tab. 4.19

95



V piipadé médi je zvySeni signalu omezeno pouze na velmi uzky rozsah
koncentraci, naopak Cr a Ni zvysuji odezvy sice vyrazné mén¢ ale stabilné v Sirokém
rozmezi cca 0,25 — 500 mg dm > a mohly by tedy byt pouZity pro zvyieni u&innosti
generovani tékavé slouCeniny Se. V posledni dobé bylo publikovano nékolik praci,
kde byly reak¢ni modifikace pouzity pro zvyseni citlivosti stanoveni As [64] a Pb [66]
metodou UV-fotochemického generovani. V pfipadé As bylo pozorovano, ze Ni(Il)
Fe(Ill) a Cu(Il) jsou vyznamnymi interferenty zpisobujicimi pokles signalii As jiz
pfi pomérech koncentraci ku analytu 1:1 nebo 1:10. Naopak Co(II) pasobil i u tohoto
prvku jako reakéni modifikator zvySujici signdl o 65 % vrozmezi koncentraci
0,01 az 0,1 mg dm™ (pfi koncentraci As(IIl) 1 mg dm™). Je nutné predpokladat,
ze velikost interferenci resp. reakéni modifikace se u riznych analyti mohou liSit.

Na rozdil od chemického a elektrochemického generovani byl v piipadé Ni
pozorovan pozitivni vliv na signal Se i v plynné fazi. Z prostiedi kyseliny mravenci lze
UV-fotochemicky generovat t€kavy karbonyl Ni, ktery by se mohl ucastnit transportu
t€kavé slouceniny Se. Jako nejpravdépodobnéjsi se jevi stabilizace té¢kavé slouceniny Se
bud’ pfi transportu nebo pii vstupu do atomizatoru. Interakce Se a Ni nema negativni
efekt na atomizaci Se, ale nebyl pozorovan Zadny signdl Ni, pfesto ze byl proveden
pokus o generovani NiCO za stejnych reakénich podminek. V pfipadé Cu nebyly
pozorovany znamky reakéni modifikace pfi interakci s t€kavou slouc¢eninou Se v plynné
fazi. Zavér, ze k modifikaci reakce dochazi v kapalné fazi je nutno brat s rezervou

vzhledem k velmi uzkému intervalu koncentraci, kdy by se mohl jev projevit.

4.6.3. Porovnani interferenci elektrolytii

Chemické generovani tékavych sloucenin je v porovnani s jeho alternativami
odolngjsi vici interferencim zplisobovanym anorganickymi kyselinami a solemi. Tento
fakt vyplyva jiz ze samotného mechanismu chemického generovani; kyselé prostredi je
nezbytné pro hydrolyzu NaBH,, ale samotny anion kyseliny se vzniku t&kavé
slouceniny netcastni. Jediné piekvapivé pozorovani v interferenc¢ni studii souviselo
s nartistem odezvy Se v pfitomnosti NaCl a NazPO,. Nabizi se zavér, Ze ani chemické
generovani nebylo dokonale zoptimalizovano pro dosazeni maximalni G¢innosti, neni
ale zfejmé, pro¢ reakéni modifikaci nedochazelo napft. i v ptitomnosti Na,SO4. Shrnuti
zavislosti vlivu riiznych anorganickych elektrolytd na generovani té¢kavé slouceniny Se

riznymi metodami je uvedeno v tab. 4.22.
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Tab. 4.22: Vliv riznych anorganickych elektrolyt na generovani t€kavé slouceniny Se,
vysledky vcéetné RSD uvedeny jako RSR, podminky viz tab. 4.19, n-hodnota neni

k dispozici

Koncentrace,
Elektrolyt 107 mol dm> CVG EcVG  UV-PVG
H,S0, 5 95 + 1 104+ 1 91 + 1
50 101+ 1 99 + | 38+ 1
250 105+ 1 86+ 1 742
Na,SOy4 5 91 £2 100+ 2 89+2
50 108 +2 85+ 4 96 + 1
250 95 + 3 72+£3  104+2
HCl1 5 n n 153 +£2
100 n n 104+ 1
500 n n 10+3
NaCl 10 98 + 1 78+4  105+2
50 104 +2 49+5 91 +2
250 144 +3 27+5 45 + 1
500 160 + 3 9+4 n
HNO; 5 107+ 1 96+1  230+3
50 106 + 2 942 6+3
1000 65+0 n n
NaNO; 5 94 +2 111+£3  146+2
50 92+2 12+3 3+1
500 92 +1 n n
H;PO, 5 109 + 1 76£3 101 +1
100 103+ 0 52+ 1 77+ 1
1000 101+ 1 1342 70 +2
Nas;PO, 5 121 +2 106 + 2 88 +2
50 120+ 2 11742 98 + 1
250 n 45+ 1 n
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Pti elektrochemickém generovani tékavych sloucenin na Pb katode
je nejvyznamngéjSim ocekdvanym mechanismem interference tvorba nerozpustnych soli
olova. Ze zkoumanych aniontd by tento efekt mél byt pozorovatelny v pfitomnosti
siranti a fosforeCnant, ale ve skutecnosti byl opravdu vyznamny pouze ve druhém
piipadé. Jak bylo uvedeno v kapitole 2.1.3, kyselina sirova je bézn¢ vyuzivana jako
katolyt pro generovani té¢kavych slouenin As a Sb. Pfitomnost NaCl vedla k poklesu
signala stejné jako vyssi koncentrace kyseliny dusi¢né a dusi¢nanu. Posledni jmenované
elektrolyty si zaslouzi zvySenou pozornost. Interference v pritomnosti kyseliny dusi¢né
je pravdépodobné zplisobena jejimi oxidacnimi vlastnostmi. V tvahu pfipadd napf.
oxidace analytu do vys$§iho oxidac¢niho Cisla, ze kterého probihd generovani t€kavych
sloucenin s nizs$i ucinnosti. V pritomnosti chloridi alkalickych kovi (NaCl, KCI)
dochazi vlivem prochézejiciho elektrického proudu k rozpousténi olovéné katody.
Tento proces je pomérn¢ pomaly a Ize ho napt. GspéSné vyuzit pro ¢isténi povrchu
katody od sorbovanych interferenti [172], ale pfi dlouhodobém provozu cely v roztoku
obsahujicim NaCl nebo KCI miiZe dojit aZ k pteruSeni elektrolyzy Gplnym rozpusténim
katody. Tentyz jev byl pozorovan i v piipadé katody z kadmia. [173] Pokud tedy ma
byt elektrochemické generovani tékavych sloucenin provadéno ve vzorcich s vysokym
obsahem chloridd, mély by byt pouzivany elektrody z uslechtilych kovii.

Pii UV-fotochemickém generovani z pohledu na tab. 4.22 vyplyva, ze kyseliny
1jejich soli mohou interferovat stejné jako ptsobit reakéni modifikace, ale Casto nebyl
pozorovan stejny typ vlivu pro kyselinu a jeji sodnou stl. Napt. na zédkladé¢ uvedenych
vysledki by bylo mozné o kyselin€ dusicné, dusi¢nanech a kyseliné¢ chlorovodikové
uvazovat jako o potencidlnich reakénich modifik4dtorech. Mechanismus jejich vlivu by
bylo mozné vysvétlit prostiednictvim véEétSi tvorby reaktivnich radikélovych
meziproduktd pfi ozafovani a tudiz zvySenou ucinnosti generovani tékavé slouceniny
Se, ale v pfitomnosti NaCl narGst signali pozorovan nebyl. Vysledky ziskané Mgr.
Rybinovou se smési HCOOH a HNOj; jako fotochemickym ¢inidlem ovSem naznacily,
Ze by kombinované systémy mohly byt jesté¢ nachylnéjsi k interferencim neZ samotné
UV-fotochemické generovani. [156] Dale byly zméteny vyrazné odlisSné zavislosti
signalu na rostoucich koncentracich kyseliny sirové a siranu sodného, kdy kyselina
vyrazné interferovala pii méfeni Se, zatimco prfitomnost siranu sodného ve stejném
intervalu koncentraci v podstaté nevedla ke zméné signadlu mimo toleranc¢ni rozmezi +

10 % signalu.
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Rada bych zde zduraznila jesté jednu souvislost. Pfitomnost kyseliny fosforecné
resp. fosforeCnanového aniontu pii generovani UV-fotochemickém generovani tékavé
slouceniny Se bez TiO, mad omezeny vliv a bylo by tedy mozno UV-fotochemické
generovani s uspéchem aplikovat na biologické vzorky se zvySenym obsahem fosfatu.
Tentyz postup ale nelze pouzit ve spojeni s fotoredukci (viz kapitola 4.4.3), protoze

fosfore¢nanovy anion blokuje aktivni mista TiO,.
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5. Zavéry

Byla vyvinuta metoda pro stanoveni seleniCitanového a selenanového aniontu
UV-fotochemickym  generovanim  jejich  tékavé slouCeniny za  asistence
fotokatalytickych tc¢inkti TiO,. Praktickd pouzitelnost vyvinuté metody byla ovérena
analyzou referencnich materiali a readlnych vzorkt. Kromé vodnych matric byla metoda
aplikovana také pro stanoveni obsahu Se ve vzorcich dopliikii stravy. Déle byla metoda
UV-fotochemického generovani modifikovana jako derivatizaéni technika pro
identifikaci a stanoveni Se ze seleniCitanového a selenanového aniontu a
selenoaminokyselin Se-methylselenocysteinu a selenomethioninu po HPLC separaci.
Krom& Se bylo UV-fotochemické generovani s vyuzitim fotokatalyzy oxidem
titani¢itym aplikovano i pro generovani tékavych specii teluru z teluric¢itanového a
teluranového aniontu a bylo porovnano s UV-fotochemickym generovanim tékavé
slouceniny Te bez pouziti fotokatalyzy. Dosazené vysledky zatim neumoznuji metodu
aplikovat pro stanoveni Te v realnych vzorcich.

Za ucelem porovnani metod generovani tékavé slouceniny Se z hlediska
pouzitelnosti pro praktické aplikace byla provedena rozsahla interferencni studie,
pii které byly zkoumany rozdily v interferencich pifi chemickém, elektrochemickém
a UV-fotochemickém generovani Se.
diserta¢ni prace, jsou shrnuty v nasledujicich odstavcich.

TiO, umoziuje redukci Se(VI) a Te(VI) nejen v kyseliné mravenci ale
1 v kyseliné octové a propionové, pfi¢emz v kyseliné octové bylo dosazeno nejvyssich
analytickych signald. V piipad€é generovani tékavé slouCeniny s vyuzitim fotokatalyzy
pomoci TiO; tedy délka uhlikaté kostry kyseliny pravdépodobné neni rozhodujici.

Pro Se(IV) byla v uspofadani kontinudlni pritokové analyzy zjiSt€na UcCinnost
generovani tékavé slouceniny 81 % na zakladé porovnani citlivosti s chemickym
generovanim tékavych sloucenin.

Pfi pouzivani kyseliny octové jako reakéniho prostiedi je pro uspéSnou
atomizaci t€kavé slou€eniny Se a Te nutné piidavat vodik.

Bylo zkoumano UV-fotochemické generovani t€kavé slouceniny teluru z Te(VI)
1 bez pouziti TiO,, ale zapodminek zkoumanych v této praci nebylo dosazeno

uspésného generovani. Reakéni produkty vznikajici rozkladem nizkomolekuldrnich
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organickych kyselin UV zafenim nepostacuji k redukci Te(VI) a tvorbé tékavé
slouceniny Te. V pfitomnosti fotokatalyzatoru vznikala tékava specie, ktera se
samovoln¢ rozkladala v transportnim vedeni za vzniku kovového Te a vyzadovala pro
uspésny transport do atomizatoru pouzivani vysokych pritokovych rychlosti nosného
plynu. T&kava sloutenina produkovana v 8,0 mol dm™ kyselin& octové bez TiO, byla
dostate¢né stabilni 1 pfi mirnéjSich experimentalnich podminkach.

Vliv matrice na jednotlivé studované specie muze byt pii TiO,/UV-
fotochemickém generovani odli$ny, alesponl byl takovyto jev pozorovan pfi stanoveni
Se(IV) a Se(VI) ve vodnych matricich. Vyhodnoceni vlivu potencialnich interferenti je
tedy nutné provadét pro kazdou specii.

Navzdory vlivu vysoké koncentrace Ca(Il) a Mg(Il) iontl na piesnost
a preciznost stanoveni Se metodou TiO,/UV-fotochemického generovani, byla tato
metoda uspésné aplikovana a validovéana pro urceni obsahu Se ve vzorcich doplnkt
stravy. Pro stanoveni Se je tedy UV-fotochemické generovani nadéjnou alternativou
k chemickému generovani t€kavych sloucenin. Dal$i mozZnosti aplikace techniky
Ti0,/UV-fotochemického generovani je jeji vyuziti pro derivatizaci raznych specii Se
na tékavé slouceniny pro spojeni HPLC separace a detekce atomovymi
spektrometrickymi metodami.

Béhem interferen¢ni studie bylo potvrzeno, Ze obé& alternativni techniky
generovani té€kavych slouCenin jsou nachylnéjsi k interferencim nez chemické
generovani. B€hem této studie byly také vybrany potencialni reakéni modifikatory (Co,
Ni, Cr), které by mohly zvysit citlivost stanoveni Se nebo i jinych analyti metodou UV -
fotochemického generovani. V pfipadé Ni bylo zjisténo, Ze k reakéni modifikaci

dochazi prostfednictvim stabilizace t€kavé slouceniny Se v plynné fazi.
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