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Seznam zkratek a symbolu

A
AAS
A;
As

C

HPLC-ES-MS

HPLC-ICP

HPLC-MS

1.d.
LOD
Mr

n

o.d.
PMMA
PP
PTFE

s{(%)
t

T

t;

txt soubor

absorbance

atomova absorp¢ni spektrometrie

i-ta hodnota absorbance

arsen

koncentrace

spojeni vysokou¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostnim
detektorem s elektrosprejem

spojeni vysokouéinné kapalinové chromatografie s indukéné vazanym
plazmatem jako detektorem

spojeni  vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostnim
detektorem

vnitini primeér

mez detekce (detekeni limit)

relativni hmotnost

pocet méfeni

vnéjsi primeér

polymetylmetakrylat (plexisklo)

polypropylen

polytetrafluorethylen (teflon)

smérodatna odchylka

relativni smérodatna odchylka v procentech

¢as (s)

teplota (°C)

retencni Cas (s)

textovy soubor obsahujici data ve formé ¢iselnych hodnot

vyska piku

Sitka piku v poloving vysky (s)

aritmeticky prdmér

i-ta hodnota (vysledku)



Uvod

V priibéhu nékolika poslednich desetileti je kladen diraz na sledovani zpisobu ucinku arsenu
a jeho sloucenin na lidsky organismus. Bylo zji$téno, Ze arsen a vét$ina jeho sloucenin jsou
toxické latky at’ uz akutn€ ¢i chronicky ve velmi malych mnozstvich a Ze arsen je i silny
karcinogen. Slouceniny arsenu zpisobuji rakovinu kize, mocového méchyte, ledvin, plic
apod.

Obecnym cilem této prace bylo pfispét k vyvoji metody pro speciaci tfi- a
pé€timocnych metylovanych metabolitli anorganického arsenu v komplexnich biologickych
matricich. Vyvoj této metody, zaloZzené na selektivnim generovani metylsubstituovanych
arsanll a na detekci atomovou absorpéni spektrometrii, patfi k hlavnim zamérim feSenym
na oddéleni stopové prvkové analyzy Ustavu analytické chemie AV CR. Vyvoj je podporovan
projekty NIH-FIRCA project No. 1 R03 TW007057-01 (spoleény projekt Ustavu analytické
chemie AV CR a University of North Carolina v Chapel Hill) a GA AV CR grant ¢islo:
A400310507.

Konkrétnimi ukoly této diplomové prace bylo:

(1) Posoudit moZnost speciaéni analyzy tfi- a pétimocnych arsenovych sloucenin
selektivnim generovanim hydridii zaloZzeném na kontinudlnim generovani a
na selekci generovani z vyssiho a niz§iho oxida¢niho stupné volbou pH reakéniho
prostiedi.

(1)  Identifikovat faktory ovliviiyjici detekéni limit speciacni analyzy zaloZené
na kombinaci selektivniho generovani a generovani metyl substituovanych arsanti
a na atomizaci v kfemennych atomizatorech pro atomovou absorpéni spektrometrii

a tim piispét k vyznamnému sniZeni detekénich limitd.
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1 Teoreticka cast

1.1 Arsen

1.1.1 Vyskyt

Arsen neni v zemské kiife pfili§ hojn€ zastoupen, 1 kdyZ tvofi hlavni slozku n€kterych
minerall. Primémy obsah je pfiblizn€ 2 mg/kg. Vyskytuje se v n€kolika alotropickych
modifikacich. Ze tii krystalickych forem je nejb€znéjsi kovovy, Sedy arsen s romboedrickou
miizkou (o - modifikace). Mineraly arsenu jsou rozsifeny po celém svété a v malém mnoZstvi
byl arsen nalezen také ve volném stavu.

Nejvyznamnéj$imi zdroji arsenu a jeho sloucenin na zemi jsou sedimenty, které jsou
vymyvéany podzemni vodou®. Samoziejmé arsen a jeho sloudeniny jsou produkovany také
lidskou ¢innosti. Piikladem je pouZivani riznych insekticidnich, fungicidnich prostfedki
obsahujici arsen v rizné podobé&®. V primyslovém méfitku se kovovy arsen ziskava tavenim
loellingitu (FeAs;) nebo arsenopyritu (FeAsS). Pii technologiich na vyrobu médi a olova

vznika oxid arsenity jako 1étavy prach a je nejvyznamnéj$im primyslovym zdrojem arsenu.*

1.1.2 Slouceniny arsenu

Mezi anorganické sloudeniny arsenu patfi sulfidy, oxidy, arsenitany, arseni¢nany
apod., ale existuje i velka skupina organickych sloucenin jako jsou arsenocukry, organické
kyseliny, jejich estery a soli, atd.

Prehled sloudenin arsenu tvoficich te€kavé hydridy a relevantnich ktéto praci

se zjednodusenymi strukturnimi vzorci (nejsou prostorové) uvadi tab. 1.1.



Tab. 1.1: prehled relevantnich sloucenin

Zkratka
uzZivana Sloucenina Sumarni vzorec Strukturni vzorec
v textu prace
. s HO OH
Trihydrogenarsenita Nas”
iAs (IID) _ H;AsO; ‘l\s
kyselina OH
Methylarsenita HiC A~ OH
MMA (III) . CH;sAsO, |
kyselina OH
Dimethylarsenita N AS/OH
DMA (III) _ C;H7AsO |
kyselina CH4
] 0
. Trihydrogenarseni¢na I
1As (V) . H3AsO,4 HO—As—OH
kyselina
OH
0O
Methylarseni¢na [l
MMA (V) . CH;5AsO; H;C—As—OH
kyselina
OH
0]
Dimethylarseni¢na I
DMA (V) ' C,H;AsO; H3;C—As—OH
kyselina
CHs
Oxid
TMAO (V) _ _ C3HoAsO HsC—As—CHs
trimethylarseni¢ny
CH,
1.1.3 Toxicita

Existuji velké rozdily v toxicité jednotlivych specii. Obecné organické slouceniny
arsenu jsou podstatné méné toxické neZ slouceniny anorganické. Trojmocné soli jsou 1épe
rozpustné, nestalé a vice toxické nez pétimocné slouceniny. Toxicita je Uzce spojena
s mobilitou ve vod¢ a télnich tekutinach. Toxicita arsenovych slou€enin klesa v fad¢ arsan a
jeho derivaty > anorganické arsenitany > organické trojmocné slouceniny > anorganické
arseni¢nany > organické pétimocné slouceniny > arsoniové slouceniny > elementarni arsen.

Arsenobetain a arsenocholin jsou povaZovany za netoxické. Koncentrace arsenu a jeho



sloucenin, ktera je obvykle toxickd pro rostliny a plidni organismy neni jeSté toxicka

pro zvifata a ¢lovéka.*

1.2 Generovani a atomizace hydridi pro AAS

Metodami atomové absorpéni spektrometrie lze stanovit vét§inu prvki periodické
tabulky.> Generovani hydridd je zaloZené na redukci analytu na hydrid v kapalné fazi, na jeho
prevedeni do plynné faze a na nasledné atomizaci v optické cesté. Vyhodou této techniky je
separace analytu od matrice a jeho vyssi koncentrace v absorpénim prostfedi ve srovnani
s klasickymi metodami atomové absorpce. To vede ke zvySeni citlivosti a k vyraznému
omezeni interferenci.®

Techniku generovani hydridi je mozné vyuzit pro tzv. hydridotvorné prvky: antimon,
arsen, bismut, cin, germanium, olovo, selen a tellur’’®. Bylo dokonce popsino generovéni
hydridii india a thalia’.

Procedura stanoveni prvkill tvoficich t€kavé hydridy se sklada ze dvou kompletné

nezavislych kroki — generovani hydridu a atomizace hydridu.®

1.2.1 Generovani hydrida

Generovani hydridu se sklada ze dvou fazi. Prvni je redukce analytu v kapalné fazi na
hydrid a jeho ptevedeni do plynné faze. Druha faze zahrnuje transport hydridu do atomizatoru
a mize zahrnovat 1 kolekci hydridu. Termin hydridovy generator oznacuje celou aparaturu,
kde dochazi k témto procesiim. ’

Pro generovani hydridi 1ze vyuzit dva zékladni pfistupy a to ptimého pienosu kdy je
hydrid uvolnény z reakéni smési pfimo veden do atomizatoru a kolekce kdy je hydrid
shromazdény v ¢asti aparatury ktomu urené pieveden do atomizatoru najednou

aZ po ukonéeni reakce.®



1.2.1.1 Metody primého prenosu

Mezi metody pifimého ptenosu patii kontinualni generovani, davkovani do proudu a
davkové uspotadani.®-®

Principem kontinualniho generovani je nejprve kontinualni michani vzorku a
reak¢niho media, poté 1 redukéniho Cinidla a zreagovani reakéni smési v reakéni civce. Plynna
a kapalna faze této reakéni smési je kontinualné odde€lena v separatoru fazi, plynna postupuje
smérem k atomizatoru, kapalnd je odtahovdna jako odpad. VétSinou pred vstupem
do separatoru fazi se pfidava nosny plyn.

Cilem kontinualniho uspofadani je dosazeni ustaleného stavu. Citlivost pfi pouZiti
kontinualniho generovani stoupa se stoupajicim pritokem hydridu a s klesajicim celkovym
prittokem plynii z generatoru do atomizatoru. Pro vyhodnoceni se pouZiva vyska signalu.’

Schéma kontinualniho uspofadani s nosnym plynem argonem (Ar) ukazuje obr.1.1.

PERISTALTICKA
PUMPA

Ar
REAKCNI SEPARATOR
CiVKA FAZI
W, > ATOMIZATOR

REDUKCNI CINIDLO

VZOREK

)
N
REAKCNI MEDIUM 7”

ODPAD

Obr. 1.1: schéma kontinualniho uspoiadani, Ar-nosny plyn (argon)

Metoda davkovani do proudu se lis$i od kontinudlniho uspotfadani davkovanim
vzorku do proudu nosného média, které je Cerpano ve tfetim kanalu misto kanélu pro vzorek
u kontinuélniho uspofadani. Vysledny signdl ma tvar piku se strmou nab&hovou hranou a
s protazenou sestupovou hranou.® Vyska signalu je mensi oproti kontinualniho generovani
diky disperzi v kapalné i plynné fazi.®

Davkové usporadani spociva v redukci davky kapalného vzorku. Davkovy generator
tvoii nadoba, ktera plni funkci reaktoru a zaroven také separatoru fazi. Ke vzorku v davkovém
generatoru je, peristaltickou pumpou nebo injekéni stiikackou, ptfidano redukéni ¢inidlo.

Vysledny signal ma tvar piku. Stejn€ jako u metod kontinualniho generovani a davkovani
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do proudu je vySka signalu pfimo umérna priitoku hydridu a klesa se stoupajicim celkovym

priittokem plyni.®

1.2.1.2 Metody kolek¢ni

Kolekéni metody spocivaji v zachycovani (kolekci) analytu v uréité ¢asti k tomu
uzplisobené aparatury. Kolekce mize byt tlakova (v posledni dob& témétf nepouzivana)®,

6,10,11,12,13 7,14,15

vymrazovanim

kolekce®®-17-18,

s pouzitim absorpéniho media nebo tzv. ,in situ“

Pfi  kolekci vymrazovanim je hydrid zachycen v U-trubici ponofené
do kapalného dusiku. Po skonceni redukce se U-trubice ohfeje a hydrid je proudem plynu
veden do atomizatoru. Vystupni signal je opét pikového tvaru.® Pro kolekci je moZné pouziti
kfemenné U-trubice naplnéné télisky (kfemenna vata'®, sklenéné kuli¢ky®°) nebo
chromatografickou naplni'®'"'%2

Ptikladem kolekce v absorpénim mediu je pouZziti pevného nebo kapalného
absorpéniho média, na kterém se nejdiive analyt nakoncentruje a poté je z analytu
zachyceném v absorp&nim médiu generovéan hydrid.”"*

»In-situ“ kolekce je vyuZivana hlavné u grafitovych atomizatort, ale Ize ji uplatnit
1 pfi kolekei na kiemenném skle pfi vysokych teplotach kdy pritokem vodiku kifemennou

‘vr s .. « . 16,17,
pasti fidime kolekei i uvolnéni analytu do atomizatoru'®'722,

1.2.1.3 Reduk¢ni ¢inidla

Jako redukéni ¢inidlo je v soucasnosti nejpouZivangjsi tetrahydroborat sodny nebo

23,24

draselny stabilizovany hydroxidem sodnym nebo draselnym’. Redukce analytu probiha

nejcastéji v kyselém prostiedi. Dle donedavna pfijimané teorie ,,nascentniho vodiku* analyt
reaguje s nascentnim vodikem vzniklym rozkladem tetrahydroboratu za vzniku pfislu$ného

hydridu (viz rovnice (1.1) a (1.2)) 225,
BH, + H;0" + 2 H,0 — H;BO; + 8H (1.1)

M™ + (m+n) H > MH, + mH" (1.2)
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Podle nejnovéjSich poznatkii dochazi v kyselém prostfedi k postupné hydrolyze
tetrahydroboratu. Koneénymi produkty jsou kyselina trihydrogenborita a vodik. Analyt je
postupné redukovan meziprodukty hydrolyzy tetrahydroboratu na pfislusny hydrid.23 24

Empiricky byla zji$téna nutnost pouZiti tetrahydroboratu v n€kolika fadovém nadbytku
vici analytu. Pfebytek vznikajiciho vodiku usnadituje uvolnéni analytu z kapalné reakéni

smési.’

1.2.2 Atomizace hydridi

Pro atomizaci hydridéi se pouzivaji: difizni plamen inertni plyn - vodik, grafitovy

atomizator, plaminek v kiemenné trubici nebo vyhfivana kiemenna trubice.®’

1.2.2.1 Difuzni plamen a grafitovy atomizator

Pfi atomizaci v difuznim plameni jsou hydridy uvolnéné v generatoru neseny proudem
inertntho plynu pfimo do plamene. Jeho nevyhodou je nizka citlivost a oproti jinym
atomizatordm pouZzivanych k atomizaci hydridi, vysoka nespecificka absorpce a proto se
v soucasnosti pouZivéa jen vyjime&ng&.®'?® Pro atomizaci v grafitovych atomizatorech existuji
dva pfistupy: ,,in situ* kolekce a ,,on-line” atomizace. ,,In situ” kolekce vyuziva grafitové
kyvety
pro kolekci hydridu i pro jeho atomizaci. Kolekéni teplota je v rozmezi 300 - 600°C a teplota

atomizace obvykle 2000°C®’’

1.2.2.2 Atomizatory typu kfemenné trubice

Atomizator typu plaminek v kfemenné trubici (dale jen FIT) je tvofen plaminkem
kyslik-vodik s velikym piebytkem vodiku, hoficim v jinak nevyhfivané trubici. Atomizéator
se obvykle sklada z T-trubice a vstupni C¢asti pifipojené zébrusem. Ob€ ¢asti jsou

z kfemenného skla.®”’

12



Vyhtivana kfemenna trubice (dale jen QTA) (Obr. 1.2) je v soucasnosti nejpouzivané;si
hydridovy atomizator. Jedna se o kiemennou trubici ve tvaru T, s vodorovnou ¢asti umisténou
do optické osy a vyhfivanou plamenem nebo elektricky pomoci odporového dratu. Hydrid je
pfivadén proudem nosného plynu do optické trubice pfivodnim ramenem. Konce optické
trubice jsou oteviené nebo uzaviené kiemennymi okénky. Teplota vyhfivani kifemenného
atomizatoru je omezena tepelnou odolnosti kiemene (asi 1100°C) nicméné optimalni citlivosti
pro hydridy arsenu, bismutu, olova, antimonu, selenu, cinu a telluru se dosahuje mezi

800-1000°C.¢

5cm

Obr. 1.2: klasicky kiemenny atomizator (QTA)

Zakladni nedostatky QTA, jmenovité: nizkd odolnost vii¢i atomiza¢nim interferencim
a nedostate¢na linearita kalibraénich zavislosti, jsou zptlisobeny tim, Ze v podstatné ¢asti

optické trubice QTA nejsou vodikové radikaly.

1.2.2.3 Mechanismus atomizace hydridii v ki‘emennych atomizatorech

V oblaku radikald vzniklého reakci kysliku a vodiku v atomizatoru dochazi atomizaci

P . g, , . Y . cr g . 7
reakci mezi radikalem vodiku s hydridem analytu napf. arsenu dle nasledujicich rovnic':

AsH; + H > AsH, + H, (1.3)
AsH, + H - AsH + H, (1.4)
AsH+H - As+H, (1.5)
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Experimentalné bylo dokazéano, Ze hydridy nemohou byt atomizovany v kiemennych

atomizatorech bez piitomnosti vodiku®7:28:22.39.31

. Zéasobovani vodikem je v metodach
pfimého pienosu zabezpeceno rozkladem tetrahydroboratu v kyselém prostfedi. Dosavadni
pozorovani mechanismu atomizace hydridd arsenu dokazuji, Ze pomér kysliku a vodiku
v atomizatoru musi byt udrZzovan pod 0,5 *22, Piesné umisténi oblaku vodikovych radikalt
zavisi na tvaru atomizatoru, teplotnim profilu, pritoku nosného plynu. Protoze
pravdépodobnost tvorby volnych atomii analytu je umérna poctu srazek s vodikovymi
radikaly, atomiza¢ni ucinnost lze zvysit zvétSenim hustoty vodikovych radikald. V QTA
vznika oblak radikalli na zacatku vyhfivaného mista atomizatoru reakci mezi vodikem a
kyslikem podobné jako ve FIT. Jinak je tomu v tzv. multiatomizatoru.

Multiatomizator je dvouplast'ovy externé vyhiivany atomizator. Jeho funkci objasiiuje
obr. 1.3. Horizontalni rameno multiatomizatoru se sklada ze dvou koncentrickych trubic a je
zven¢i vyhtfivano na teplotu 700 °C az 1100 °C. Vnitini koncentrickd trubice odpovida
optické trubici QTA atomizatoru, na rozdil od n€j je vSak dérovana. Do prostoru mezikruzi
mezi koncentrickymi trubicemi, je pfivadén kyslik (vzduch), odkud otvory v optické trubici
vstupuje do jejiho vnitiniho objemu. K ptivodu hydridu z generatoru slouZi stejné jako u QTA
kolmé piivodni rameno ve stfedni Casti horizontalnich trubic. Na vstupu kysliku do optické
trubice, tj. v blizkosti kazdého otvoru, dochazi reakci kysliku s pfitomnym vodikem k tvorbé
vodikovych radikald.

Pii optimalni velikosti a velkém poctu otvorid by opticka trubice méla byt rovnoméme
vyplnéna vodikovymi radikaly. Produkty zaniku volnych atomu by v takovém ptipadé byly
okamZit€ znovu atomizovany reakci s vodikovymi radikaly.

Dosavadni zplisob provedeni multiatomizatoru je na obr. 1.3. V optické trubici ma
¢trnact rovnomérné rozloZenych otvorii o velikosti piiblizn€¢ 0,5 mm. PouZiti tohoto
multiatomizatoru podstatné¢ sniZuje nevyhody béZnych jednoplastovych kfemennych
atomizatord. Pfi zachovani vynikajici citlivosti se podstatn€ zvySil toleranéni limit
k atomiza¢nim interferencim, tj. koncentrace interferentu, ktera zpdisobi 10% zménu signalu.
Napf. toleranéni limit k interferenci arsenu pfi stanoveni selenu se zvysil nejméné o jeden fad.
Linearni dynamicky rozsah kalibra¢ni zavislosti pro selen se rozsifil k dvacetinasobné vétsim

koncentracim.
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3

Obr. 1.3: multiatomizator; 1 — vnitini trubice i.d. 6 mm, 2 — vstup pro vzduch nebo kyslik, 3 — vstup nosného
plynu s analytem, 4 — vnéjsi trubice i.d. 8 mm, délka optické trubice i se spojenymi zakonéenimi 16 cm, délka

optické trubice bez spojenych zakonéenich 12 cm

Odolnost sou¢asného multiatomizatoru vii¢i atomiza¢nim interferencim je sice o jeden
az dva tady vyssi ve srovnani s QTA, avSak stale o dva fady niz8i neZ atomizatoru typu
difuzniho plaménku, ve kterém je cely pozorovany prostor vyplnén vodikovymi radikaly.
SniZzena odolnost vi¢i atomiza¢nim interferencim multiatomizatoru je pravdépodobné
zpisobena tim, Ze vodikové radikaly nevyplni prostor optické trubice zcela. V mistech
bez vyskytu vodikovych radikali, kam nedosahuji oblacky radikali tvofené v jednotlivych
otvorech stény optické trubice, miZe dochazet k zaniku volnych atomi analytu, coz ma

za nasledek interference a zakiiveni kalibra¢nich zavislosti. 34

1.2.2.4 Vliv kysliku na atomizaci

Kyslik potfebny pro vznik radikali v QTA se dostava do atomiza¢niho procesu diky
rozpuSténému kysliku v pouzitych chemikaliich, net€snostem v aparatufe, ale i difizi
ptivodnimi hadickami. Obecné se pozadavky na kyslik snizuji se zvySujici se teplotou,
snizujicim se pritokem nosného plynu a zmenSovanim priméru pfivodniho ramena
atomizatoru.” U multiatomizatoru je zasobovani zajisténo pfivodem kysliku (vzduchu) mezi

vnéjsi a vnitini koncentrickou trubici.*®
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1.2.3 Interference

Diky separaci analytu od matrice, nejsou v AAS pii generovani hydridu spektralni
interference zavaznym problémem. Nespecificka absorpce je snadno kompenzovatelné.

Nespektralni interference se projevuji v kapalné fazi, pfi redukci analytu
na hydrid a pfi uvolnéni hydridu zroztoku, a vplynné fazi, pfevazn€ v atomizatoru.
Charakteristickym rysem nespektralnich interferenci je, Ze na rozdil od spektralnich
interferenci nejsou aditivni, tzn. lze je tudiz korigovat technikou pfidavki. Zpravidla jsou
zplisobeny sloZkou matrice, kterd je vzhledem k analytu ve velkém nadbytku. Interference je
potom kineticky procesem prvniho fadu a jeji rozsah nezavisi na koncentraci analytu, ale
na koncentraci interferentu. Obecné plati, Ze nebezpeci interferenci je vyssi, kdyZ nejsou
dodrZeny optimalni podminky pti generovani a atomizaci hydridu analytu a proto je nalezeni
optimalnich podminek zakladnim pfedpokladem omezeni interferenci.

Interference v kapalné fazi jsou zplsobeny sniZenim u¢innosti uvolnéni hydridu
né€kterou sloZkou matrice.

Interference v plynné fazi jsou obvykle zpisobeny te€kavymi latkami unikajicimi
zreakéni smési, eventuelné¢ drobnymi kapickami rozpraSenymi pii reakci v generatoru.
Zdaleka nejobvyklej$im zdrojem interferenci v plynné fazi jsou ostatni hydridy®.
Pro interference hraji roli i velikost, design a teplota atomizatoru a mmnoZstvi kysliku

v atomizatoru.’

1.3 Speciace arsenu pomoci generovani hydridi

Generovani hydridi 1ze pro speciaéni analyzu vyuZit ttemi zpisoby:*®
o Selektivni generovani hydridii
e Generovani substituovanych hydrida

e Post-kolonové generovani hydrida

JelikoZ post-kolonové generovani hydridii neni vyuzito pro ucely této prace, neni dale

ZmINnovano.
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1.3.1 Selektivni generovani hydridu

Pro charakterizaci selektivniho generovani hydridd 1ze vyuzit nasledujiciho schématu:

generovdni hydridu — atomizace/detekce

Speciacni analyza timto pfistupem je zaloZena na odli$né uéinnosti konverze jednotlivych
forem analytu (specii) na hydrid. Obvykle se nejdiive vygeneruje jen hydrid z analytu
v niz§im oxida¢nim c¢isle a poté se z dalsiho alikvotu vzorku generuje hydrid z analytu v obou
oxida¢nich ¢islech. Toho 1ze dosdhnout vhodnou volbou podminek generovani.

Tohoto pfistupu lze vyuzit pfi generovani napiiklad antimonu (III a V), arsenu (III a
V), selenu (IV a VI), telluru (IV a VI). Pro detekci lze zvolit i jinou metodu neZ atomovou
absorpéni spektrometrii.*®

Pfi selektivnim generovéani arsenu lze vhodnou volbou pH (koncentrace kyseliny
chlorovodikové, pouziti pufru) fidit G¢innost generovani hydridu z analytu v riznych
oxidacnich ¢&islech. V jednom alikvotu se pii uréitém pH (ptfiblizn€¢ 6) vygeneruje hydrid
z oxida¢niho ¢isla analytu III+ a poté zménou pH (piiblizné 0) se generuje hydrid
z oxidacnich ¢isel analytu III+ i V+ a tim se ziskd celkovy obsah arsenu. Obsah arsenu
v oxidaénim ¢&isle V+ se dopogita. *7+>®

Misto volby pH lze zaloZit selektivni generovani na pfedredukci pétimocnych forem
arsenu na trojmocné vhodnym redukénim ¢inidlem jako je L-cystein. Pétimocné formy arsenu
ve vzorku zreaguji s L-cysteinem na As(II) a spolu s As(Ill) pfitomného ve vzorku
pred redukci se vygeneruji v podobé arsanu a tim se ziska celkovy obsah arsenu. Poté staci
vygenerovat pouze trojmocnou formu arsenu piitomnou ve vzorku ptfed redukci L-cysteinem
a pétimocna forma je dopodtena.

Jako redukéni &inidla na predredukci lze pouzit i thioglykolovou kyselinu'' nebo jodid

draselny*®.
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1.3.2 Generovani substituovanych hydridu

je charakterizovano timto schématem:

generovdni smési alkyl substituovanych hydridi - separace — atomizace/detekce.

Specia¢ni analyza zaloZena na generovani substituovanych hydridi je pouZitelna
v ptipadech, kdy jednotlivé formy analytu mohou byt pfevedeny na rizné alkyl substituované
hydridy. Typickou aplikaci je speciace iontovych alkyl slou¢enin typu R,4"™", kde m je
valence analytu 4 a n je mezi 1 a m-1 a R je alkyl substituent. Vysledkem generovani je smés
alkyl substituovanych hydridi sumarniho vzorce R,AHn.n) s piisluSnym binarmim hydridem
AH,,. Smés hydridi je separovana a nalezené zastoupeni jednotlivych hydridd pak udava
zastoupeni analyzovanych forem analytu. Tento pfistup je uZitecny pro speciacni analyzu
methyl substituovanych As, Sb a Ge forem, methyl a butyl substituovanych Sn forem a
methyl, ethyl a butyl substituovanych Pb forem.*®

Vygenerovana smés hydridi je prekoncentrovand vymrazovanim. Nasledné,
po ohievu, jsou zachycené hydridy uvolnény a separovany. Obvykle se pouZiva kiemenné
kolony naplnéné chromatografickou naplni. Kolona je v kolek¢ni fazi ponoifena do kapalného
dusiku.

Pro detekci je prakticky vyhradné pouzivana AAS, ackoliv principialné pouzitelna je
jakékoliv atomové spektrometrick4 metoda.>®

Spojenim selektivniho generovani hydridd s generovanim substituovanych hydridd je

mozné ziskat u¢inny systém ke speciaci arsenovych slou¢enin uvedenych v tab. 1.1 .
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pristrojové vybaveni

Tab. 2.1: pouZité AAS spektrometry a ¢asti generatorii hydridd

Perkin Elmer 503 Aanalyst 800, Perkin Elmer
Prvek As As
Vinova délka analytické
193,7 193,7
cary
Bezelektrodova vybojka Bezelektrodova vybojka
Lampa _ '
(Perkin Elmer systém 1) (Perkin Elmer systém 2)
Nastaveni buzeni lampy 8 W 379 mA
Sitka spektralniho
. 0,7 0,7
intervalu (nm)
Deuteriova
Korekce pozadi -
(pokud uvedeno v textu)
Detektor fotonasobic ,,solid state*

Zéaznam signalu

Software pro ovladani

spektrometru

Separatory fazi

Peristaltické pumpy

Cerpaci hadi¢ky-material

Analogovy - zapisovac

Perkin Elmer 56

Sklenény s nucenym
odtahem
Reglo Digital (Ismatec,

Switzerland) ¢tyfkanalova

Digitalni - soubory
s pfiponou TXT a ASCI
Aawinlab 4.1, Perkin
Elmer instruments LLC.
Z PP aPMMA, s nucenym
odtahem
FIAS 400 (Perkin Elmer,

Germany)

Tygon
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Tab. 2.2: trubice pouZité pii sledovani vlivu priméru a délky optické trubice na signal z lampy

Material trubice i.d./délka (mm)
Keramika 16/12
Keramika 8,8/15,6
Keramika 6,1/16

Kfemenné sklo 6,3/15,9
Kiemenné sklo 5,9/16
Kfemenné sklo 10/14,7

Tab. 2.3: ostatni pouzita zafizeni

Regulace pritoku plyni

Hmotnostni pritokoméry Omega (Stamford, USA),
Rotametr FM 042-15, Cole Parmer, USA

Digitalni pritokomér pro

kapaliny

Digital Calibrator, Humonics, Agilent Technologies,
USA

Digitalni pratokomér pro

plyny

Digi Sense Thermocouple Thermomether model 8528 —
-20, Cole Parmer, USA

Susici trubice

Nafionovd membrana, délka 22 cm, i.d. 2 mm, pritok N,

jako susidla 500 ml/min

Clona

S nastavitelnym otvorem: kovova, nejmensi primér 2,2
mm a nejvetsi primér 16,8 mm
Fixni: ¢tvercova zc¢emého papiru, (10x10 cm)

s vyfiznutym okénkem 2x2 cm

Odporovy drat k vyhtfivani
kryogenni pasti

Ni80-Cr20, o.d. 0,6 mm, Omega engineering, inc.,
Stamford

Termocdlanek

Omega, USA (KMTXL-020G-12)
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2.2 Chemikalie

deionizovana voda pfipravena zatizenim Ultrapur firmy Watrex, USA

HCI p.a. 37% Merck, Darmstadt, Germany, pracovni koncentrace 1 mol/l, pokud jina je
uvedeno u konkrétniho experimentu

KOH cisty, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, CR

NaBH; 97% v tabletach po 2 g, FLUKA, Steinheim, Germany, pracovni roztok 1% NaBH,4
v 0,1 % KOH

1000 mg/l As™ v HNO; ptipraveno z As,Os, NaOH a HNOs, pH =3, FLUKA, Steinheim,
Germany

1000 mg/1 As” , As;0s v 0,5 mol/l HNO;, MERCK, Darmstadt, Germany

1000 mg/l DMAs" | rozpusténi 0,0461 g dimethylarseniéné kyseliny (CoH,AsO; Mr = 138;
Strem. Chemicals, USA) v deionizované vodé a doplnéni na 25 ml.

1000 mg/l MAs", rozpusténi 0,0974 g hexahydratu methylarseni¢énanu sodného (Na,CH3AsOs
. 6H,0; Mr = 292; Chem. Service, West Chester, USA) v deionizované vodé a doplnéni
na 25 ml.

REJUV-8 (hexamethyldisilazan, N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid, n-trimethylsilylimidazol),
Supelco, Bellefonte, USA

CHROMOSORB , sloZeni: OV-3 (faze), Chromosorb WAW-DMCS 45/60 (AW-myté
v kyseliné, DMCS-dimethyldichlorsilan, 45/60 — 354-250 um), Supelco, Bellefonte, USA
0,75 mol/l TRIS pufr (pH = 6), rozpusténi 11,8200 g Trizma hydrochloridu
(NH,C(CH,0H)3;.HCl; Mr = 157,6; Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) a doplnéni
na 100 ml

L-cystein hydrochlorid (C;HsCINO,S . H,O; Mr = 176, Merck, Darmstadt, Germany)

kyselina fluorovodikova, Cistota ,,pro polovodiée*, Lachema, Brno, CR

kyselina dusi¢na 65%, ¢ista, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, CR

argon Ar Cistoty 99,996 % , SIAD, Praha, CR

dusik ¢&istoty 99,99 %, SIAD, Praha, CR

vodik éistoty 99,95 %, SIAD, Praha, CR

helium Cistoty 99,998 %, SIAD, Praha, CR
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2.3 Pouzité generatory hydridi
2.3.1 Pro méreni s Perkin Elmer 503
bylo vyuZito uspofadani pro kontinualni generovani znazormiuje obr. 2.1.

PERISTALTICKA
PUMPA

Ar

REAKCNI SEPARATOR
CIVKA FAZI

HCI o A A

=N AAA ;
WARYAWAWA WA g A > ATOMIZATOR
/\L TSV O

NaBH, -

/

VZOREK

A

ODPAD

Obr. 2.1: schéma kontinualniho generovani

Kanalem pro vzorek (viz. obr. 2.1) byl ¢erpan pracovni standard, ktery byl v ptipadé
meéfeni slepého vzorku nahrazen kyselinou chlorovodikovou, o stejné koncentraci jako
v kanalu pouze pro kyselinu chlorovodikovou (koncentrace uvedena u experimentu).
Po smichani kyseliny chlorovodikové a vzorku v prvnim T-spoji byl jesté pfimichan v dal$im
T-spoji 1% tetrahydroborat sodny stabilizovany hydroxidem draselnym o koncentraci 0,1 %.
Kazda ztéchto tii reagencii byla Cerpana rychlosti 1ml/min peristaltickou pumpou
znazoménou ve schématu. Druhd peristaltickdi pumpa (neni uvedena ve schématu) byla
vyuZita na odtah odpadu ze separdtoru fazi. K Cerpani reagencii byly pouzity tygonové
hadi¢ky o i.d. 0,64 mm a k odtahu odpadu tygonova hadi¢ka o i.d. 2,4 mm. Po zreagovani
v teflonové reakéni civce, jejiz velikost byla také pfedmétem vyzkumu (velikost udéana
u kazdého experimentu), byl k reakéni smési pfimichan nosny plyn argon pomoci dalsiho
teflonového T-spoje priitokem 50 ml/min (teflonovou hadi¢kou i.d. 0,5 mm). Pritok byl
ovladan hmotnostnim pritokomérem (viz. ,,Pfistrojové vybaveni®). V separatoru fazi doSlo
k oddéleni plynné faze od kapalné. Plynna faze postupovala k atomizatoru a kapalnd byla
odtahovana jako odpad. Odtahovani kapaliny bylo nastaveno tak (pfiblizn¢ 3 ml/min), aby

nedochazelo k velkym ztratam plynné smési.
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Konstrukce separatoru odpovida separatoru s nucenym odtahem s odtahovou hadi¢kou
umisténou tak, aby v separatoru neustile zustaval objem pfiblizné¢ 3 ml. Celkovy objem
tohoto sklenéného separatoru byl 10 ml.

Pritok kapalin byl pravidelné ovéfovan digitalnimi prutokoméry. Material hadiCek,
jinych nez &erpacich byl teflon o0 i.d. 1 mm kromé hadi¢ek pro pfivod plynt (Ar, vzduch) (i.d.
0,5 mm). Veskeré T-spoje byly z teflonu.

2.3.2 Pro méfeni s Aanalyst 800, Perkin Eimer

Schéma generatoru napojeného na kryogenni past je uvedeno na Obr. 2.2. Mezi
separator fazi a kryogenni past byla je§t€ vloZena suSici trubice, ktera neni pro piehlednost
uvedena (viz. ,,2.1 Pfistrojové vybaveni). Materidl hadi¢ek, jinych nez &erpacich byl teflon,
az na vyjimky oi.d. 1 mm.

Swi

e
ow AAS
[ sw2 AT ST v )

Iz ml vzdluch |
MMQTA E

&
)

He

3
GLS L—eH2
S ICH

veorek | NaBH: g
e LON | —
\ kapainy dusik /
reakéni medium
nosné medium ¥

odpad

Obr. 2.2: schéma generatoru s kryogenni pasti, modfe vyznateny cesty kapalin, Cervené vyznaleny vodile,
nékteré Casti elektrickych zatizeni a elektricky vyhfivana picka pro atomizitor, Ry,Rs-spinale FIAS, SW1, SW2
- vypinade, AT - autotransformator, ST — odd&lovaci transformator, V — voltmetr, SV - ventil pro tizeni hladiny
dusiku, RT - rotametr, PP1, PP2 — peristaltické pumpy FIAS, INJ — davkovaci smytka, GLS - separator fizi
z PP a PMMA, MMQTA - multiatomizaitor
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Cerpani reagencii bylo obdobné jako u kontinualniho uspofadani, rychlosti
1 ml/min. Kandlem pro nosné medium byla Cerpana deionizovana voda smérem
do davkovaci smycky (neni-li uvedeno jinak objem 0,5 ml), kde vytlatovala piedem
nadavkovany objem vzorku/slepého vzorku do T-spoje kde bylo ptimichavano reakéni
medium 0,75 mol/l TRIS pufr (pH=6). Dal§im T-spojem byl pfimichan 1% tetrahydroborat
sodny stabilizovany 0,1% hydroxidem draselnym. Tato reakéni smés postupovala reakéni
civkou o i.d. 1 mm a délce 1 m, ktera byla umisténa za T-spoj, kde se piimichaval
tetrahydroborat (neni ve schématu pro pfehlednost uvedena), do posledniho T-spoje, kde byly
pfimichavany nosny plyn - helium pritokem 75 ml/min, a vodik 15 ml/min (odpovida
pfiblizné€ teoretickému pritoku vodiku pfi béZicim generatoru-rozklad tetrahydroboratu).
Plynné faze této reakéni smési se oddélila v separatoru fazi s nucenym odtahem (celkovy
objem 50 ml, odtahova hadi¢ka umisténd az u dna) a putovala po oddéleni vodnich par
v susici trubici do kryogenni pasti a dale do atomizatoru. PouZzité suSidlo v suSici trubici, které
proudilo protiproudné vii¢i vysuSovanému plynu v prostoru mezi vnitini trubici polopropustné
nafionové membrany (ji prostupuje vodni para z vysuSovaného plynu) a vn&jsi trubici
z teflonu, byl dusik o priitoku 500 ml/min.

Pro generovani hydridi metodami pfimého ptenosu (kontinudlni generovani a
davkovani do proudu) bylo vyuzito separatoru fazi, stejného jako ve schématu na obr. 2.1.
Uspotadani bylo stejné jako pro selektivni generovani hydridi ve spojeni s generovanim
substituovanych hydridii s kryogenni pasti (Obr. 2.2), ale s vypusténim kryogenni pasti
samotné a vymeénou jiZ zminé€ného separatoru fazi. U kontinualniho generovani bylo nutno
zvétsit davkovaci smycku kvili dosazeni ustaleného stavu na 5 ml oproti béZné pouzivané
0,5 ml. Pritok nosnych plyni byl stejny jako v uspofadani s kryogenni pasti. Cerpani

reagencii probihalo také rychlosti 1 ml/min.

2.4 Kryogenni past

Napli kryogenni pasti tvofil chromosorb (viz. ,,Chemikalie*), ktery byl
po nasypani do kiemenné U-trubice i.d. 2,5 mm silanizovan 100 pl Rejuv-8 nadavkovaného
na zadatek kolony pfi priitoku 20 ml'min™ helia po 5 hodin. Do obou koncti U-trubice byla

vloZena skelna vata (asi 1 cm v U-trubici) k zabranéni vysypani chromosorbu. Jesté pied
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nasypanim chromosorbu do trubice byla trubice ovinuta odporovym dratem (Ni-Cr, jehoZ
elektricky odpor ¢inil 15 ohmt). Vzdalenost zaviti byla maximalné¢ 5 mm a snahou bylo
vytvofit zavity ve stejné vzdalenosti po celé délce trubice. Vinuti odporového dratu
dosahovalo pfiblizné 50 mm pod ohyb vystupni/vstupni ¢asti U-trubice a bylo asi 5 mm
nad naplni kolony, aby pti zadrZeni vlhkosti v chromosorbu, bylo moZzné vlhkost odstranit
zapnutim vyhfivani, aby tak nezptisobila ucpani kolony v dal§im specia¢nim kroku.

3 4

N
5\ kap\aln“y’c_:us_iv

Obr. 2.3: uspofadani kryogenni pasti, 1-vstup nosného plynu s analytem ze separatoru fazi a susici trubice,
2-vystup nosného plynu s/bez analytu k atomizatoru, 3-vystup par dusiku s vnitiniho prostoru sklenéné
dvouplastové nadoby pocitatové ovladanym ventilem, 4-elektrické vyhfivani pasti, S-dvouplastova nadoba
s ochrannym plechem, 6-sklenénad dvouplaitova nadoba, 7-izolace pénového polyethylenu s buitkovou

strukturou

Tato U-trubice byla umisténa ve specidlné vyrobené sklenéné dvouplastové vakuované
nadobé s moznosti vstupu kapalného dusiku do prostoru vnitiniho plasté a zafixovana pomoci
sanitarniho silikonu. Tento celek byl umistén do dalsi dvouplastové nadoby ze skla a
ochrannym plastém z plechu. Vrchni ¢ast (prostor u hrdel obou dvouplastovych nadob) byla
izolovana pomoci pénového polyetylénu s uzavienou burnikovou strukturou. Uspotadani pasti
je dobfe znatelné na obr. 2.3.

Pfed vlastnim meéfenim je tfeba past kondicionovat tzn. provést n€kolik meéfeni
slepych vzorkd, které nejsou zahmovany do vlastniho méfeni. Kondicionace je dosaZeno,

kdyz jsou signaly slepych vzorki nizké a ustalené.
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Pfi vlastnim meéfeni se nejdiive nadavkuje vzorek do davkovaci smycky pfitom
generator hydridu ,,b&zi“. Poté se nadavkuje vzorek do proudu nosného média, nasleduje
michani s TRIS pufrem a tetrahydroboratem a tato smés postupuje az do separatoru fazi.
Béhem tohoto procesu dochazi ke generovani hydridu analytu (krok 1 v tab. 2.4). Po vypnuti
generatoru hydridd nosny plyn spolu s vodikem z reakéni smési a z tlakové nadoby unaseji
hydrid analytu do kryogenni pasti kde dochazi ke kolekci (krok 2 tab. 2.4). Hladina kapalného
dusiku dosahuje nejvys§i drovné (téméf aZ k poslednimu zavitu odporového dratu).
Pocitacové tizeny ventil pro ovladani hladiny kapalného dusiku je otevieny. Poté se tento
ventil sepne (uzavie) a zapne se také ohfev pasti a dochdzi k postupnému uvolnéni vSech
forem s mezikrokem, kde se na 7 s vypne ohfev pasti (krok 3 az 6 tab. 2.4). Ve fazi uvolnéni
hydridu analytu je tfeba past ohfat postupné az na piiblizn€ 110 °C a proto vSechen kapalny
dusik musi opustit prostor kolem U-trubice. Toho se dosahne pravé uzavienim pocitacove
ovladaného ventilu. Pii postupném ohfevu pasti dochéazi k nariistu objemu zplynéného dusiku
a ten vytla¢i kapalny dusik do vnéj$i dvouplast'ové nadoby. Pii kroku 6 tab. 2.4 je zapnuta
odtahova pumpa, ktera zreagovanou reakéni smés ze separatoru odtahne do odpadu. Pti kroku
7 tab. 2.4 je ohfev vypnut, ventil pro ovladani hladiny dusiku také a past se ochladi
na puvodni teplotu zachytu (trva déle neZ 1 s — urena jen pro vypnuti programu). Empiricky
bylo zjisténo, Ze kompletni zchlazeni pasti vyZaduje pfibliZzn€ 2 minuty.

Teplotni program (¢ast programu v Aawinlab 4.1) na ohiev pasti je uveden v tab. 2.4 .

Tab. 2.4: teplotni program pasti

Krok t(s) Ventil uzavien  Ohfev zapnut Popis déje
1 60
Dochazi k zachytu
2 90
3 20 X X
4 35 X X Uvolnéni hydridu z
5 7 X pasti
6 40 X X

Ochlazeni pasti na

teplotu zachytu
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2.5 Atomizator

K atomizaci byl pouZivan multiatomizator znazoméném na obr. 1.3. Vzduch byl
vhanén do multiatomizatoru zvlastnim ptivodem viz. obr. 1.3 priitokem 35 ml/min a tento
prutok fizen hmotnostnim priitokomérem.

Po uréité dobé dochazelo k poklesu citlivosti a proto bylo nutné multiatomizétor

vycistit ve smési kyseliny fluorovodikové a dusiéné v poméru 7:3 po dobu 10 minut.

2.6 Zpracovani namérenych dat

2.6.1 Software

K naméfeni, zpracovani a vyhodnoceni dat byl pouZivan nasledujici software:
Aawinlab 4.1 (Perkin Elmer instruments LLC); Microsoft® Word a Microsoft® Excel 2000
(Microsoft Corporation, USA); Microcal™ Origin® 6.0 (Microcal Software, USA);

2.6.2 Statistické vyhodnoceni

Z vysledkl opakovaného méfeni za stejnych podminek odhadneme spravnou hodnotu

pomoci aritmetického primeéru, pro ktery plati:
1

x==) x (2.1)
n

kde n ptedstavuje pocet provedenych paralelnich méfeni sledované veli¢iny a x; naméfenou
hodnotu sledované veli¢iny pro v pofadi i-t¢ méfeni. Aritmeticky primér je nestrannym,
velmi vydatnym odhadem ocekavané hodnoty, ktery téméf upln€ odstraniuje vliv ndhodnych
chyb. Neni v§ak, zejména pro mensi n, pfili§ robustni.

Charakteristikou nahodné chyby (pfesnosti vysledkll) méfeni je tzv. smérodatna

odchylka:
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s=\/n—1_1—§(xi —)-cj 2.2)

kde n opét piedstavuje pocet provedenych paralelnich méfeni sledované veli¢iny a x;
naméfenou hodnotu sledované veli¢iny pro v potadi i-té méfeni.
Charakteristikou relativni hodnoty nahodné chyby vici oéekavané spravné hodnoté je

relativni smérodatna odchylka, jez je vyjadiena jako:

resp. v procentech: s, (%)=100 2 (2.3)

X

7}
Il
= ||o:

Jinym, oviem méné vydatnym a malo robustnim odhadem parametru ¢ (rozptylu) je
rozpéti:

LOD byl stanoven jako trojnasobek smérodatné odchylky naméfenych hodnot slepého
vzorku (IUPAC*°) ziskanych z vétsiho po&tu méfeni (10 a vice) vztaZeny na citlivost
ptislusného médu méfeni.

Vysledky byly testovany podle Grubbsova T-testu na odlehlost dle vztahu:

T=’icis——)c—“fn’il; (i)=1,n 2.4)

kde x; je testovana hodnota, x je aritmeticky primér, T porovnavame s kritickou hodnotou T

(a,n) (viz. tab. 13 uvedené citace), sje smérodatna odchylka ze vSech vysledkd vcetné
podezielého, n je pocet vysledkid.**
Pokud neni explicitné uvedeno jinak vysledky jsou uvadény jako aritmeticky

primér + smérodatna odchylka.

28



2.7 Popis experimenti

2.7.1 Méreni na PerkinElmer 503

Na tomto pfistroji bylo studovano pouze selektivni generovani obou anorganickych
forem arsenu (oddil 3.1), k tomu slouZilo vyhradné kontinudlniho generovani dle obr. 2.1.
Pro uspofadani kontinudlniho generovani (podminky viz. ,,2.3 PouZité generatory hydridi‘)
byl vystupem ustaleny stav (absorbanéni signal odeéitan v okamziku, kdy dale neroste ani
neklesa), kde vyskovy rozdil mezi signdlem slepého vzorku a standardu byl piimo imérny
koncentraci analytu ve vzorku.

Pokud neni explicitné uvedeno jinak, byly pouZity koncentrace standardd iAs(IIl) a
1As(V) 20 pg/l. Tyto standardy byly piipraveny pfislusSnym fedénim zasobnich roztokl (viz.
,,Chemikalie®).

2.7.2 Méreni na Perkin Elmer Aanalyst 800

Tento spektrometr byl vyuZit pro vSechny experimenty kromé téch uvedenych
ve vysledkové ¢asti této prace v kapitole 3.1. Jednalo se modelové experimenty provedené
pro posouzeni vlivu jednotlivych parametri na detekéni limit, dile pak o pfimy pienos
hydridii generovanych meodou davkovani do proudu a o generovani substituovanych hydrida
s kryogenni pasti. Pokud neni uvedeno jinak, méfeni byla provadéna bez deuteriové korekce
pozadi (DBC). Detekéni limit uvadénych metod generovani byl stanovovan pouze na tomto
pfistroji. VSechny experimenty provadéné na tomto piistroji byly nastaveny a fizeny
programem Aawinlab 4.1. Jedna se kromé& ovladani spektrometru o ovladani ¢erpacich pump,
davkovaci civky, ovladani ventilu na vypousténi dusiku a ohfev pasti.

Pro sledovani vlivu i.d. a délky optické trubice na absorbanci a Sum byly pouzity
trubice a clona uvedené v oddilu ,,2.1 Pfistrojové vybaveni“. Trubice byly upevnény v picce
stejn€ jako multiatomizator a obloZeny kfemennou vatou, aby nedochazelo k priiniku paprsku
mimo vnitfek trubice. Clona byla upevnéna na ¢ast picky kde vstupoval paprsek z lampy.
Picka byla zahfivana na teplotu 100 °C, protoZe ovladaci software spektrometru neumozZiiuje
méfit pii teplote laboratofe. Nejdiive byla nastavena hodnota absorbance volné optické drahy
na nulovou hodnotu, poté umisténa do optické drahy picka s trubici nebo clonou a odeétena

hodnota absorbance pomoci softwarového modu ,,Continuous graphic®. Pii vyhodnoceni
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Sumu byl proveden 58s zaznam meéreni signalu, ktery byl vyexportovan z Aawinlab 4.1 jako
txt soubor a vyhodnocen pomoci Microsoft Excelu.

Pro sledovani tvaru paprsku byla pouzita clona ¢tvercového tvaru z ¢erného papiru
s vyfiznutym okénkem uprostied, ktera byla umisténa na podstavec, ktery pii béznych
ptipadech slouzil k upevnéni picky. Rovina papiru byla kolma k optické ose. S timto
podstavcem bylo manipulovano pomoci Aawinlab 4.1, a tim zakryvan paprsek lampy, a
odecitana hodnota absorbance pomoci softwarového modu ,,Continuous graphic®. Clona byla
nastavovana ve dvou polohach vici paprsku (v misté zaostfeni paprsku a 3 cm pred mistem
zaostieni) (viz konkrétni experimenty).

Rozpoustédlem pro standardy arsenovych sloucenin pouZzité pro ptimy pienos hydridi
generovanych metodou davkovani do proudu a pro generovani substituovanych hydridi
s kryogenni pasti byla deionizovana voda, pro 1As(lll) formu s odstranénym kyslikem
probublavanim dusikem pritokem 500 ml/min po dobu min. 1 hodiny, aby se zabranilo
oxidaci na pétimocnou formu rozpusténym kyslikem v roztoku. Pokud byla provadéna
predredukce standardli arsenovych sloucenin L-cysteinem, je to uvedeno u experimentd.
V pfipadé Ze ano, byly standardy redukovany L-cysteinem po dobu 30 minut a to tak, Ze
do odméfeného objemu standardu byla pfevedena vypocétena hmotnost pevného L-cysteinu
tak, aby vznikl 2% roztok.

Pro generovani davkovanim do proudu (v reZimu pfimého ptenosu) jehoZ vyslednym
signalem byl pik, byla ode¢itana vyska piku pfimo z programu Aawinlab 4.1. Jako nosné
médium byla pouzivana deionizovana voda jen u nékterych experimenti byl pouZit L-cystein
(uvedeno u diskuze konkrétniho experimentu).

Pro generovani substituovanych hydridd s kryogenni pasti (pouziti kryogenni pasti,
podminky viz. pododdil 2.3.2) byl jako vystup chromatogram tzn. vyhodnocovacim
parametrem byla v n&kterych ptipadech vyska v jinych plocha piku. Vysledny chromatogram
byl exportovan jako txt soubor pro dal$i vyhodnoceni, jelikoz software Aawinlab 4.1
nedokazal vypocitat plochu nebo vysku pouze samostatného piku, ale jen signalu v celém
¢tecim kroku. Plocha nebo vyska jednotlivych piki z chromatogramu byla vyhodnocovana
pomoci programu Microcal Origin nebo Microsoft Excel (viz. pododdil 2.7.3).

Pfi této metode gencrovani vyvstava nutnost pouziti helia jako nosného plynu. Argon
nelze pouzit jelikoZ pii teploté kapalného dusiku zkapaliiuje. Pro atomizaci je nutny piidavek
vodiku, protoze pii uvolnéni hydridu analytu z pasti generator hydrida ,,neb&ézi* a nevznika
tak vodik potiebny pro radikalové reakce v atomizatoru. Proto se vodik pfidava z tlakové

lahve pritokem 15 ml/min.
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2.7.3 Zpusoby vyhodnoceni signali v usporadani s kryogenni pasti

Plocha jednotlivych pikli standard byla ziskana integraci od manualné nastavené
zakladni linie v programu Microcal origin. Vysky pikt standardi byly Kkorigovany
na manualné nastavenou zakladni linii pomoci téhoz programu.

Pro zjisténi plochy jednotlivych pikl u slepych vzorkil byly pouzivany dva ptistupy.
Oba jsou zaloZzeny na (pro kazdou sérii experimenti samostatné zjisténych) casovych
intervalech, ve kterych se v chromatogramech nachazeji jednotlivé piky. Interval pro uréitou
formu byl uréen z aritmetického priméru retenéniho casu pikl, n-nasobki $ifek v poloviné
vySky piki a ktomu byla pfi¢tena neuréitost odhadu zacatku a konce piku v podobé
smérodatné odchylky urceni retencniho ¢asu, aby vysledny interval pokryval oblast, kde by se
pik urcit¢ formy mohl vyskytnout. Vysledné urceni retencniho casu, obsahujici jiz

smérodatnou odchylku, uvadi tab. 2.5.

Tab. 2.5: n-nasobky 3ifek v poloviné vysek piki pfed maximem a za maximem piki pro jednotlivé formy
pro vyhodnoceni signala slepych vzorka

n-nasobek w,» pfed n-nasobek wy,; za
Forma arsenu

maximem piku maximem piku
1As(IIT) 1,5 5,5
MMA(V) 2,0 3,2
DMA(V) 1,2 2,5

Interval pro dany pik zacina v ¢ase ¢, a konci v Case #. Hodnoty absorbance zméfené
spektrometrem v tomto intervalu byly exportovany do Microsoft Excel. Protoze spektrometr

odecita absorbanci 50 krat za sekundu, po¢et zmétenych hodnot, n, absorbance je:

n=50-(t, -t.)+1 (2.5)
(i) integrace od nuly je definovana vztahem pro integral [ :
L, =(In)(t, -t,)- > 4, (2.6)

i=1
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kde 4, je i-ta hodnota absorbance, /=1 plati pro ¢as /_(zacatek intervalu), i=n plati pro Cas ¢,

(konec intervalu).

(ii) integrace tzv. korigovana na zakladni linii pro niZ pro korigovany integral /;

plati:

(tk - ty)'(Az + Ak)
2

I, =1, - (2.7)

Kde A. je pramér z 50 ¢teni absorbance (1 s) od ¢asu ¢ —1 do €asu ¢ a A; je primér

z 50 C¢teni absorbance (1 s) od ¢asu #; do Casu #;+ 1.
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3 Vysledkova ¢ast a diskuse

3.1 Optimalizace podminek pro selektivni generovani

iAS(III) a iAs(V)

3.1.1 Kalibracni grafy

Koncentrace arsenu u pouzitych standardii 1As(Ill) a 1As(V) byly: 1; 2,5; 5; 10; 20; 50;
100 pg/l. Pro méfeni byla pouzita kyselina chlorovodikova 1 mol/l a 0,79 ml reakéni civka.
U koncentrace arsenu 100 pg/l dochazelo v obou ptipadech k zakfiveni kalibra¢nich grafii.

Obr. 3.1 a 3.2 ukazuji lincarni ¢asti kalibra¢nich grafti pro uvedené standardy.

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 |

0,1

0 10 20 30 40 50 60
c (ngll)

Obr. 3.1: kalibracni graf 1As(111); smérnice 0,0112x; korelacni koeficient 0,9997;

c-koncentrace standardu; A-absorbance, reakéni civka 0,79 ml, Imol/l HCI
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Obr. 3.2: kalibraéni graf pro 1As(V); smérnice 0,0066x; korelaéni koeficient 0,9999;

¢ - koncentrace standardu; A-absorbance, reakéni civka 0,79 ml, 1mol/l HCI

Z obrazku je patrné, Ze citlivost 1As(V) je podstatné nizsi nez pro 1As(Ill), pfestoZe
podle literarnich zdroji citovanych v teoretické Casti by v prostfedi 1mol/l HCI méla byt
uéinnost generovani arsanu z obou forem a tedy 1 jejich citlivost, stejna. Proto byl studovan
vliv relevantnich experimentalnich parametrt, tj. koncentrace kyseliny chlorovodikové a
reakéni doby, na citlivost obou anorganickych forem arsenu. Vysledky jsou prezentovany

v nasledujicich kapitolach.

3.1.2 Vliv koncentrace kyseliny chlorovodikoveé

Obr. 3.3 ukazuje, ze se vzrlstajici koncentraci kyseliny chlorovodikové zhruba
do koncentrace 2 mol/l klesa rozdil v ucinnosti generovéani arsanu z obou anorganickych
forem arsenu. Dal$i zvySovani koncentrace kyseliny chlorovodikové uz na rozdil v uéinnosti

generovani z obou forem nema signifikantni vliv.
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Obr. 3.3: vliv koncentrace HCl na generovani arsanu z iAs(IIl) a 1As(V); 1 - iAs(I1l), 2 - iAs(V); A-absorbance;

c-latkova koncentrace HCI, 5 méfeni pro kazdy bod, reaké¢ni civka o objemu 0,79 ml,

3.1.3 Vliv velikosti reakéni civky

DalSim parametrem vyznamnym pro ucinnost generovani je délka reak¢éni doby. Proto
byl studovan vliv objemu reakéni civky na signal obou anorganickych forem arsenu. Objem
reakéni civky a tudiz i reakéni doba byl dan délkou a vnitinim primérem pouzité hadicky.
Reakéni civky byly vyrobeny z teflonovych trubic ptisluSnych vnitinich priméri a délek,

které uvadi tab. 3.1.

Tab. 3.1: objem pouzitych reakénich civek a teoreticka doba setrvani reakéni smési v civee

doba setrvani v reakéni

1.d. /d¢lka V reakéni civky
civce
(mm/m) (ml)
(s)
1/0 0 0
1/1 0,79 2
1/5 3,93 11
2,4/2.86 14,02 39
2,4/6,12 27,67 80
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Obr. 3.4 ukazuje zvySujici se icinnost generovani hydridu z iAs(V) se stoupajici
reak¢ni dobou. ZvySenim objemu reakéni civky nad 14 ml se ucinnost generovani hydridu
z 1As(V) témér neméni a nedosahuje uéinnosti generovani hydridu z iAs(I1l). Proto ani pfi
pouziti nadmémé velké reakéni civky a odpovidajicim prodlouZenim reakéni doby neni
mozn¢ dosdhnout stejné ucinnosti generovani pro ob& formy arsenu s pouzitim 1 mol/l

kyseliny chlorovodikové.
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Obr. 3.4: vliv velikosti reakéni civky na uéinnost generovani arsanu z iAs(III) a iAs(V); 1 - 1As(IIl), 2 - iAs(V);

A-absorbance; V-objem reakéni civky, 5 méfeni kazdého bodu, rozpoustédlo pro standardy 1 mol/l HCI

3.1.4 Shrnuti vysledku selektivniho generovani iAs(lll) a iAs(V)

Z vySc diskutovanych experimentd vyplyva nevhodnost pouZiti  kyseliny
chlorovodikové jako reakéniho media pro selektivni generovani hydridi z iAs(IIl) a 1As(V),
jelikoZz ani pfi vysokych koncentracich kyseliny chlorovodikové ani pifi pouziti extrémné
objemnych reakénich civek nelze dosahnout stejné ucinnosti pro obé formy arsenu. Coz je
jednak v rozporu s literarnimi udaji uvedenymi v pododdilu 1.3.1, ale hlavné to vylucuje
zalozit speciaéni analyzu trojmocnych a pétimocnych sloucenin arsenu selektivnim
generovani hydridd na volbé pH.

Proto bylo nutné zvolit jiny pfistup k selektivnimu generovani. Pozadavkem byla
stoprocentni uc¢innost generovani pro vSechny formy arsenu v jednom alikvétu vzorku a
v druhém alikvétu uplné generovani z trojmocnych forem a kompletni potlaceni generovani

z pétimocnych forem. Proto bylo zvoleno selektivni generovani hydridi zaloZené
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na predredukci L-cysteinem (viz. pododdil 1.3.1) v prosttedi TRIS pufru pro stoprocentni
ac¢innost generovani arsant ze vsech forem arsenu. Pro uplné generovani z troymocnych forem
a kompletni potlaceni generovani z pétimocnych forem bylo zvoleno také prostiedi TRIS

pufru, ale bez predredukce L-cysteinem.

3.2 Vliv jednotlivych parametri na LOD

V této kapitole jsou diskutovany modelové experimenty provedené pro posouzeni vlivu
jednotlivych parametrii na LOD méieni zaloZenych na generovani hydridi pro AAS.

Jak je rozebrano v literarni ¢asti, LOD je dan rozptylem méfeni série slepych vzorki a
cithivosti. Chceme-li minimalizovat LOD, je tfeba maximalizovat citlivost a minimalizovat
rozptyl pro slepé vzorky. Tato kapitola je vénovana minimalizaci rozptylu blanku: je zde
proveden rozbor faktorl ovliviiyjicich rozptyl blanku a na tomto zdkladu je provedena
optimalizace relevantnich experimentalnich parametri.

Odhlédneme-li od kontaminace reagencii, rozptyl signalt pro slepé vzorky mize byt
ovlivnén Sumem spektrdlni lampy a detektoru, ztritami zafeni v atomizatoru a Sumem
absorp¢niho prostiedi v atomizatoru. Vysledny rozptyl signalii pro slepé vzorky je také
ovlivnén volbou analytického signalu, t.j. zdali je zvolena vyska ¢i plocha piku, eventualné

integracni doba.

3.2.1 Sum lampy a detektoru

Bezelektrodové vybojky (EDL) se vyznacuji o tad vyssi vyzafovanou energii nez
klasické vybojky s dutou katodou (HCL). Vychazejici paprsek z lampy ma velmi nizky Sum.
Nez dopadne paprsek z lampy na detektor dochazi ke ztratdm pii odrazu na optice (Cocky,
zrcadla, monochromator), ktera usmériiuje paprsek do prostoru atomizatoru a detektoru. Tyto
ztraty jsou dany konstrukci spektrometru a nelze je proto odstranit. Sum lampy registrovany
spektrometrem pro "prazdnou" optickou cestu (bez atomizatoru) je proto zakladem, jehoz
drovedt je daldimi piispévky jen zvySovana. Uelem optimalizace je tyto dali prispévky
minimalizovat. Zakladni Sum je v principu ovlivnén 1 Sumem detektoru. Zakladni Sum obecné
zavisi na budici energii EDL: ¢im vys§i energie, tim niz$i Sum. Energie pouZitd

k popisovanym cxperimentim (viz. Tab. 2.1) je maximalni - jeji zvySeni by vedlo
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k nestabilité zarivého toku a k riziku degradace lampy. Zakladni Sum je samoziejmé také
zavisly na Sifce S§térbiny monochromatoru. Sitka $térbiny monochromatoru pouZita
k popisovanym experimentim (viz. Experimentalni ¢ast) je pro stanoveni arsenu doporucena
vyrobcem spektrometru a proto nebyla ménéna. Vzhledem k vysoké kvalit¢ "solid state”
detektoru a pouzité spektralni lampy je hladina zakladniho Sumu velice nizka, coz dava dobré
vyhlidky pro studium dalsich piispévkii.

Na atomizatoru dochézi ke stinéni casti paprsku a tim ke zmensSeni zafivého toku
dopadajicimu na detektor. To tvofi prvni piispévek k zakladni hladiné Sumu. Vhodnou volbou
velikosti (délky a priméru) atomizatoru je mozné snizit stinéni paprsku a tim také zmensit
vysledny sum. Pro optimalni volbu velikosti atomizatoru je vyhodné znat geometrii paprsku
v optickém uspotadani spektrometru. Problematikou tvaru paprsku a piispévki k zdkladnimu

Sumu se zabyvaji nasledujici pododdily.

3.2.2 Studium tvaru paprsku EDL

Studium tvaru paprsku bylo provadéno stinénim clonou o ¢tvercovém tvaru z ¢erného
papiru (viz. ,,Pfistrojové vybaveni) upevnénou na posuvny mechanismus. Bylo provadéno
stinéni ve dvou pozicich vii¢i paprsku: na misté zostieni paprsku (uprostied drahy paprsku) a
3 cm pied zaostieni paprsku. Pied méfenim byl ¢tvercovy otvor ve cloné umistén piiblizné
doprostied paprsku podle hodnot absorbance az nedochéazelo k Zadnému stinéni (nulova
pozice). Poté bylo stinitkem posunovano ve sméru dold, doleva, doprava a nahoru
od nastavené nulové pozice a odecitany hodnoty absorbance. Ptikladem z naméfenych
zavislosti jsou obr. 3.5 a obr. 3.6 pfepocitané hodnoty absorbance pro zavislost na posunu
clony na hodnoty transmitance. Obr. 3.5 ukazuje pouze Usek z piivodni naméfené zavislosti

kvili prehlednosti.
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Obr. 3.5: v mist¢ zaostieni paprsku, posun clony smérem dolu, T-transmitance, p(mm) -- posun clony
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Obr. 3.6: 3 cm pied zaostieni paprsku, posun clony smérem doll , T-transmitance, p (mm) — posun clony

Vsechny ostatni zavislosti jsou podobné s ohledem na smér stinéni. V piipadé, Ze
vezmeme v uvahu prostor na ose posunu mezi 95% a 5% transmitanci vyplyne, Ze primér
paprsku v této poloze (3 cm pted zaostienim) je pfiblizné 5,5 mm a v poloze zaostfeni

paprsku 2,3 mm. To zhruba odpovida vizualn€ pozorovatelné sloZce paprsku.
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3.2.3 Prispévek stinéni paprsku atomizatorem k Sumu

Z vy$e odhadnutého tvaru paprsku EDL vyplyva, Ze bézné€ pouzivané atomizatory,
které maji obvykle délku pfes 10 cm a vnitini primér pod 10 mm, musi odstinit ¢ast zafivého
toku z lampy a tim zvysSovat zakladni hladinu Sumu. Pro pfesngj$i posouzeni tohoto efektu
byla provedena méfeni piispévku k Sumu zplsobeného stinénim c¢asti paprsku trubicemi
riznych délek a svétlosti. Tyto trubice slouzily jako modely optické trubice atomizatoru.

Stinéni paprsku kazdou "modelovou" trubici bylo kvantifikovano absorbanci této
trubice. Pro toto méfeni byl pfistroj nejdiive vynulovan pti volné optické cesté, poté byla
do optické cesty vlozena elektricky vyhfivana picka (ta slouzila pro snadnou justaci trubice
do optické cesty spektrometru) s doty¢nou trubici. Poté byla automaticky (spektrometrem)
nastavena optimalni pozice trubice pro prichod paprsku na detektor. Hodnoty absorbance
jednotlivych trubic obsahuje tab. 3.2.Pro srovnani je v této tabulce zahrnut 1 multiatomizator.

Jako kritérium Sumu byla zvolena smérodatna odchylka Ss intervalu tzn. z 250 méfeni

absorbance (Tab. 3.2).

Tab. 3.2: porovnani Sumu jednotlivych trubic, aritmeticky primér ze smérodatnych odchylek 5s intervald ( x| ),

A - absorbance

Trubice, i.d./délka X ts
A ubic mm/cm 107 (s)
0,00 16/12 4.4+0,1
0,25 10/14,7 5,940,3
0,37 Multiatomizator 6,0/16 6,210,1
0,42 8,8/15,6 8,1+0,5
0,72 6,3/15,9 17,8 £0.6
0,77 6,1/16 16,5+0,8
0,76 5,9/16 17,9+0,8

Tab. 3.2 ukazuje, Zc¢ hladina =zakladniho S$umu, uvedena v prvém tadku,
se signifikantné zvySuje pro jiz vyrazné stinéni paprsku odpovidajici absorbanci 0,25.

Vzhledem k potiebé detailng€j$iho prozkoumani vlivu priméru optické trubice bylo
pouzito nastavitelné kruhové clony upevnéné na levy konec elektrické picky, tedy z hlediska
paprsku na jeji vstupni ¢ast. Stfed clony byl justovan do optické osy spektrometru. Vzdalenost

clony od mista zaostfeni paprsku (to bylo v polovin¢ délky picky) byla 6 cm. Clona tudiz
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slouzila jako model pro atomizator, ktery je dlouhy 12 cm (coZ je obvykla délka) s i.d.
rovnym priméru otvoru clony.

Absorbance clony pro riizné¢ prameéry otvoru byly nameéfeny stejnym zplsobem jak
uvedeno vyse pro trubice. I Sum byl kvantifikovan stejn€ jak uvedeno vyse pro trubice. Zde

byl navic zméfen Sum s deuteriovou korekei pozadi (DBC). Vysledky jsou v Tab. 3.3.

Tab. 3.3: porovnani Sumu pro jednotlivé nastaveni kruhové clony, aritmeticky primér ze smeérodatnych

odchylek 5s intervalt ( ’C_\ ), A — absorbance, DBC- deuteriova korekce pozadi

x, bezDBC  x, DBC

i.d. (mm) 10% (s) 10 (s)
16,8 0,00 4,1+0,2 6,3+1,3

6 0,48 9,5+£0,8 31,0+ 1,1

3 0,96 24,5+£0,0 92,1 +23

2,2 1,44 70,9 £ 3,0 136,0 £ 6,7

Ztab. 3.3 vyplyva, Ze sniZeni i1.d. pod bé&€né¢ pouzivanou hodnotu 6 mm ma
za nasledek vyrazny narlist Sumu. Pouziti DBC vede podle ocekavani k signifikantnimu

narastu sumu.

3.2.4 Prispévek podminek atomizace k Sumu

Dalsi piispévek k Sumu muze byt zplsoben absorpénim prostfedim v atomizatoru.
To je dano teplotou a dale identitou plyni protékajicich atomizatorem a jejich pritokem.
Pro posouzeni téchto efektli byla provedena méfeni Sumu zakladni linie multiatomizatoru
za raznych podminek. Vysledky uvadi tab. 3.4 . Sum byl kvantifikovan stejné jak uvedeno

vyse pro trubice nebo pro kruhovou clonu.
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Tab. 3.4: porovnani Sumu jednotlivych usporadani, aritmeticky primeér ze smérodatnych odchylek 5s intervali

usporadani x“'_:_r >
107 (s)
jen signal z lampy 4.4+1,3
multiatomizator 100°C 6,7£0,3
multiatomizator 900°C+75ml/min He 6,6+0,3
multiatomizator 900°C+75ml/min He, 15ml/min H, 7,810,8
generator bézi 9016
generator bézi +15ml/min H, 68121

Tab. 3.4 ukazuje, Ze hladina zakladniho Sumu, uvedena v prvém fadku, zvySena stinénim
paprsku multiatomizatorem (viz. druhy fadek) neni ovlivnéna zvySenim minimalni teploty
na teplotu atomizace. Ani pfidanim proudu vodiku 15 ml/min nevede k signifikantnimu
zvySeni Sumu. Tento pfivod vodiku se blizi teoreticky spoctenému priitoku tohoto plynu
produkovaném bé€zicim generatorem hydridi tj. 18 ml/min. Av3ak skutecné spusténi
generatoru vede k dramatickému - fddovému naristu Sumu. Zdrojem Sumu je tedy samotny
generator hydrid(, nikoliv produkovany proud vodiku. Tento zavér je podporovan i v posledni
fadce uvedenym pozorovanim, Ze dal§i pfidavek vodiku vede ke snizeni Sumu.
Pravdépodobnym vysvétlenim jsou fluktuace pratoku plynii atomizatorem zplsobené

pulzacemi v generatoru hydrida.

3.3 Generovani davkovanim do proudu

V této kapitole jsou diskutovany faktory ovliviiujici detekéni limit méfeni zaloZenych
na generovani hydrid pfimym pienosem.

Software spektrometru bohuzel nedovoluje méfit v delSim casovém intervalu
neZ 58 sa to k dosazeni ustaleného stavu nestaci, takZe nebylo moZno pracovat metodou
kontinualniho generovani. Proto byla pouZita pouze metoda generovani davkovanim
do proudu.

Standardy 1As(Ill), MMA(V) a DMA(V) byly pfed méfenim ponechany k redukci

v 2% L-cysteinu po dobu 30 minut (viz. ,,Experimentalni ¢ast*).
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Byla pouzita davkovaci smycka 0,5 ml a 0,05 ml a koncentrace 20 pg/l.
Vyhodnocovana byla pouze vySka piku. Plocha nemohla byt pouZita, protoZe sestupova ¢ast
piku se v pribéhu cteciho kroku (software neumoziuje nastavit del8i ¢teci krok nez 58 s)
nevratila na zdkladni uroven (pro slepy vzorek) ani v pfipadé niz$iho davkovaného objemu

vzorku (davkovaci smyc¢ka 0,05 ml ).

0 20 40 60 80 100
c (ng/l)

Obr. 3.7: kalibracni graf pro davkovani do proudu pro 0,5 ml davkovaci smycku; smérnice 0,0073x, korelaéni
koeficient 0,9996; c(iAs(Ill))= 1,00; 2,00; 5,00; 10,00; 20,00; 50,00; 100,00 pg/l, nadavkovana hmotnost
As=0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 ng

Z kalibrace provedené pro objemnéjsi smycku (obr. 3.7) je patrné, Ze pfi hmotnosti
arsenu nad 25 ng dochazi k zakfiveni kalibraéni zavislosti.
Kvili studiu LOD bylo provedeno zjisténi vlivu velikosti davkovaci smycky na LOD a

tyto dvé smycky porovnany. Toto porovnani uvadi tab. 3.5 .

Tab. 3.5: Citlivost a LOD pro ob¢ civky, piedredukce 2% L-cysteinem, s-smérodatna odchylka (pouzita

pro vypocet LOD), v - vyska piku, koncentrace standardu iAs(I1I) 20 g/l

Davkovaci civka S slepy vzoreck LOD
Voias(In 4
(ml) 107 (s) (ng/l)
0,5 0,18 8,9 30
0,05 0,06 8,7 91
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Hodnoty v Tab. 3.5 plati pro predredukci L-cysteinem. Predredukce byla provedena
preventivné kvili pfevedeni pétimocné formy vzniklé oxidaci z 1As(1Il) pii piipravé standardu

iAs(11D).

Tab. 3.6: LOD pro riizné slozeni slepého vzorku a nosného média, 0,5 ml davkovaci smycka

) . LOD iasny LOD mmavy) LOD pmacv)
Obsah L-cysteinu (ng/l) (ng/l) (ng/l)
Slepy vzorek 1 standard bez 13 i i
cysteinu
2% L-cystein - slepy vzorek 30 77 74
o1 oL ,
2% L-cystein 1 jako nosné 2 2 2

medium

Tab. 3.6 uvadi detekeni limity pro riizné sloZeni slepého vzorku a nosného média.
V prvém piipad¢ — pouZiti deionizované vody jako slepého vzorku i jako nosné¢ho média jsou
ve srovnani s ostatnimi hodnotami LOD nejnizsi. V tomto ptipadé ovsem nelze kvantifikovat
MMA(V) a DMA(V) a je nutné zabranit oxidaci 1As(Ill) (viz. ,,Experimentalni ¢ast®).
Ve druhém fadku jsou uvedeny LOD pro predredukci L-cysteinem a nosnym médiem
deionizovanou vodou a poslednim ptipadem je pouziti pfedredukce 2% L-cysteinem s tim
rozdilem, Ze byl L-cystein pouzit i jako nosné médium. Z Tab. 3.6 jasné vyplyva, Ze L-cystein
ma negativni vliv na Sum zakladni linie a tim i na LOD. ZhorSeni LOD L-cysteinem je
zpusobeno jeho bouflivou reakci s tetrahydroboratem. Druhy pifipad se 1li$i od tietiho
pritomnosti
L-cysteinu (pouze v davkovaci smycce) az pfiblizn€ 5 sekund po zacatku ¢teciho kroku, ale
nastavenim ,,BOC time* (viz. vy3e) jiZz na zafatku d&teciho kroku. Ve tfetim ptipadé je
L-cystein vhanén do systému jako nosné médium jiZ od zacatku ¢teciho kroku a ,,BOC time*
se nastavi jiz v prib¢hu pritoku L-cysteinu. L-cystein, ktery se nadavkuje s davkovaci
smycky jiZ nezpusobi tak velkou zménu v Sumu.

V piipadé pouziti L-cysteinu jen jako slepého vzorku dosSlo v zaznamu k malému
poklesu absorbance po péti vtefinach od zacatku zdznamu jejiz hodnota se po dalSich
3 vtetinach vratila na ptvodni hodnotu. Toto pozorovani odpovida bourlivé reakci L-cysteinu
a tetrahydroboratu.

Dosazené detekeni limity pro iAs(11l) metodou davkovani do proudu jsou tiikrat a vice

niz§i nez uvadi literatura 0,1 pg/l 0,3 pg/1°7*%,
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3.4 Generovani substituovanych hydrida z iAs(III),
MMA(V), DMA(YV) - optimalizace

Kompletni procedura speciace tii a pétimocnych forem iAs, MMA a DMA je zaloZena
na kombinaci selektivniho generovani tii a pétimocnych forem s generovanim methyl
substituovanych hydridd arsenu, konkrétné AsHj;, CH;AsH, a (CH;),AsH. V této kapitole
jsou popisovany experimenty slouzici pro optimalizaci generovani methyl substituovanych
hydridi arsenu. Jako modelové specie arsenu pro generovani téchto hydridd byly kvili
dostupnosti ptisluSnych standardd pouzity 1As(I1ll), MMA(V) a DMA(V). ProtoZe generovani
prislusnych hydridi z MMA(V) a DMA(V) pii pH 6 prakticky neprobiha, bylo nutné provést
jejich predredukei reakei s L-cysteinem (viz. , Experimentalni ¢ast™). Vliv predredukce
L-cysteinem je diskutovan nize.

V nasledujicich pododdilech je popsana optimalizace BOC, vliv predredukce

cysteinem a optimalizace priitoku nosného He pii volatilizaci.

3.4.1 Vliv "BOC time" na opakovatelnost signalu

,BOC time* je doba, po kterou spektrometr ¢te absorbanci, kterd slouzi jako nulova
hodnota pro vlastni méfeni. ,,BOC time* se odecita tésné pfed zapocetim Cteni zdznamu.
Délka ,,BOC time* je volitelnd mezi 1 a 5 s. Pro optimalni volbu této délky byl sledovan vliv
,BOC time* na opakovatelnost signalu pro slepy vzorek. Pro vyhodnoceni bylo vyuZito
sm¢rodatnych odchylek ziskanych z ploch integrovanych od nuly v ¢asovych intervalech,
ve kterych se generuji hydridy jednotlivych forem arsenu 1As(Ill), MMA(V) a DMA(V).
Intervaly pro jednotlivé formy byly uréeny z chromatogrami standardil (viz. experimentalni
cast).

Vysledky uvedené v tab. 3.7 dokazuji, Ze délka ,,BOC time* 1 s je nedostatecna a Cas
del$i nez 2 s neni nutny. Jako optimalni bylo proto nadale pouZzivano nastaveni ,,BOC time*

2s.
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Tab. 3.7: s - smérodatné odchylky ziskané z ploch integrovanych od nuly v intervalech pro uvedené intervaly

(v zavorkach) pfi méfeni slepého vzorku, s deuteriovou korekei pozadi

BOC time (s) 5(1,28-14,32's)  5(23,26-35,72s) s(35,06-45,74 s)

107 (s) 107 (s) 107 (s)
1 10,8 12,2 11,0
2 8,2 72 5,9
5,7 7.4 5,5

3.4.2 Vliv L-cysteinu na signal

Jak bylo zminéno vySe, L-cystein byl pouzit jako predredukéni ¢inidlo pro standardy
obsahujici arsen v pétimocné formé a redukoval ji na trojmocnou formu. Rozdil mezi
chromatogramem s pouZitim L-cysteinu a bez pouZiti L-cysteinu pro formy 1As(Ill),
MMA(V) a DMA(V) i obr. 3.8 (bez L-cysteinu) obr. 3.9 (s L-cysteinem).

Z obr. 3.8 je zfejmé, ze dochazi k generovani malého mnozstvi hydridu z obou
pétimocnych forem MMA(V) a DMA(V), ke kterému by nemélo dojit. Vysvétleni je dano
malym obsahem trojmocnych forem arsenu v obou standardech, ktery byl zjiStén experimenty
provedenymi v nasi laboratoti v dobé dokoncovani této prace.

Pouziti 2% L-cysteinu vede ke zvySeni hodnoty pro slepy vzorek v oblasti 1As(III),
ktera je jasné patrna pti pouziti 5 ml davkovaci smycky. Kromé toho vede k signifikantnimu
naristu nespecifické absorpce, také pouze v oblasti 1As(IIl). Jakym zplisobem ovliviluje
signal pouziti L-cysteinu jako slepého vzorku ukazuje obr. 3.10. To, Ze druhy pik je zpisoben
nespecifickou absorpci bylo ovéfeno méfenim s korekci pozadi kdy tento pik byl

kompenzovan kdezto pik ¢islo 1 ne.
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Obr. 3.9: chromatogram s pouzitim L-cysteinu, 0,5 ml davkovaci smycka

3-DMA(V) viechny o c=2 ng/l
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Obr. 3.10: zdznam pro slepy vzorek (2% L-cystein), 1 - zvySeni hodnoty slepého vzorku,

2 — nespecificka absorpce, 5 ml davkovaci smycka

3.4.3 Optimalizace prutoku helia pfi volatilizaci

Byly testovany pritoky: 32,5 ml/min, 75 ml/min a 120 ml/min. Jako standardy byly
pouzity 1As(Ill), MMA(V) a DMA(V) predredukované 2% L-cysteinem. Pro vyhodnoceni
byly vyuzity plochy piki. Bylo namétfeno pét zaznamu po 58 s. Vysledky uvedené v tab. 3.8
vedou k jasnému zavéru: optimalni pritok je 75 ml/min. Nizsi pritok vede k vyznamné horsi

opakovatelnosti; pfi priitoku 120 ml/min je jiz znatelné niz$i citlivost.

Tab. 3.8: plocha pikli P jednotlivych forem integrovana s korekci na zakladni linii pro riizné pratoky helia

He Piasam Pymacy) Pomacy)
(ml/min) 107 (s) 107 (s) 107" (s)
32,5 9,3+0,5 4,9+0,3 4,5+0,3
75 10,1£0,2  7,6£0,2 5,1+0,2
120 6,9+0,1 5,60,2 4,5%0,2
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3.5 Generovani substituovanych hydridia - opakovatelnost

chromatogrami

Pro posouzeni opakovatelnosti chromatogrami byla sledovana opakovatelnost

nasledujicich parametrii kazdého ze tii pikQ: retencni ¢as ¢,, Sitka piku v poloviné vysky w;,»

>

vyska v a plocha P.

Tab. 3.9 ukazuje vynikajici opakovatelnost retenénich cast.

Tab. 3.9: opakovatelnost reten¢nich cast (t) pikli pro jednotlivé formy, pouziti L-cysteinu, 5 opakovani,

X -aritmeticky pramér, s-smérodatna odchylka

Statisticka L iasqin) t MMA(V) tr DMA(V)
veli¢ina (s) (s) (s)
X 4,93 30,09 41,38
S 0,18 0,30 0,40

Bylo zjiténo, ze dobra opakovatelnost reten¢nich c¢ast je podminéna stabilitou vysky
hladiny kapalného dusiku. S niz$i hladinou je reten¢ni ¢as mensi a s vyssi hladinou se retenéni
¢as prodluzuje. Vysvétlenim je zmenSovani objemu ¢asti naplné zachytavajici hydridy
analytu.

Tab. 3.10, 3.11 a 3.12 ukazuji opakovatelnost sifek v poloviné vysky, vysek a ploch

pikil. Data uvedend v Tab. 3.10, 3.11, 3.12 pochazeji ze stejné série méieni.

Tab. 3.10: sitky v poloviné vysek pikil jednotlivych forem (w,5), X -aritmeticky primér, s-smérodatna odchylka,

si(%) - relativni smérodatna odchylka v procentech, jedna série méfeni - 5 opakovani

Statisticka W1/2 iAs(li) W12 MMA(Y) W12 DMA(V)
veli¢ina (s) (s) (s)
x 1,57 2,68 3,20
S 0,06 0,14 0,39
s(%) 4,07 5,06 12,07
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Tab. 3.11: vyska pikd v jednotlivych forem, x -aritmeticky primér, s-smérodatna odchylka, s(%) - relativni

smérodatna odchylka v procentech, jedna série méfeni - 5 opakovani

Statisticka
velié¢ina Vias(in V MMA(V) V DMA(V)
x 0,513 0,254 0.155
s 0,018 0,010 0,018
$1(%o) 35 4.5 11,7

Tab. 3.12: plocha piki P jednotlivych forem, X -aritmeticky pramér, s-smérodatna odchylka, s(%) - relativni

smérodatna odchylka v procentech, jedna série méfeni - 5 opakovani

Statisticka P iasam P ymmav) P pmav)
veli¢ina (s) (s) (s)
X 1,15 0,89 0,69
s 0,02 0,03 0,04
s (%) 1,7 3,0 5,7

Z t&chto tabulek vyplyva, vhodnost pouziti plochy jako vyhodnocovaciho parametru —

- rozptyl ploch je u vsech pikd podstatné nizs§i nez vysek. Dlivodem je zfejmé to, Ze plocha

neni ovliviiovana hladinou kapalné¢ho dusiku jako vySka a retenéni cas. Tato dedukce byla
potvrzena i dal$imi experimenty, pfi kterych byly sledovany vySe uvedené parametry.

Na zakladé téchto vysledkil bylo mozné uskute¢nit méieni detekéniho limitu metody.

Z tab. 3.9 vyplyva velice dobra opakovatelnost retenénich ¢asti v ramei jedné série

méfeni v jeden den. Pokud jde o srovnani sérii naméfenych ve dvou riznych dnech,

opakovatelnost neni jiz dostatena. Rozdil mezi retenénimi ¢asy ¢ini 1 dvé vtefiny. Z toho

divodu vyvstala nutnost uréovat intervaly vyskytu piki jednotlivych forem pro kazdou serii

merenti.
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3.6 Generovani substituovanych hydridi — LOD

Za podminek gencrovani substituovanych hydridii byla provedena méfeni Sumu
zakladni linic. Sum byl kvantifikovan stejné jako je diskutovano v pododdilu 3.2.5 (viz.
tab. 3.4). Vysledky uvadi Tab. 3.13. Data v prvnich ¢tyf fadcich v této tabulce jsou totozna
s tab. 3.4, zde jsou uvedcna pro srovnani s poslednimi tfemi fadkami, které se vztahuji
k méfenim s kryogenni pasti. Je zfejmé, 7e méfeni s kryogenni pasti, na rozdil od metod
generovani hydridu s pfimym pfenosem, zvySuji hladinu Sumu pozorovanou v nevyhfivaném
atomizatoru jen ncpatrné. To dokazuje velmi slibny potencidl této metody generovani

substituovanych hydrida pro dosazeni velmi nizkého detekéniho limitu.

Tab. 3.13: porovnini Sumu vzniklého 2z jednotlivych uspofadani, uveden aritmeticky primér

ze smérodatnych odchylek jedenacti Ss intervala

usporadani \:‘r N

107 (s)
jen signal z lampy 4,4+1.3
multiatomizator 100°C 6,7+0,3
multiatomizator 900°C+75ml/min He 6,010,3
multiatomizator 900°C+75ml/min He, 15ml/min H, 7,810,8
past bez ohfevu + 75ml/min He, 15ml/min H, 8,3+0,5
past s ohfevem + 75ml/min He, 15ml/min H; 8,0t1,5
slepy vzorek 8,710,6

Béhem experimentl byl zjistén vliv nékolika dalSich faktorli na hodnotu LOD
jednotlivych forem. Jednou znich je i pfitomnost L-cysteinu ve slepém vzorku, ktery
ovlivituje tvar zakladni linie a dale velikost davkovaci smycky nebo-Ii objem naddvkovaného
vzorku. SloZeni slep¢ho vzorku pro generovani jednotlivych forem by mélo obsahovat 2%
L-cystein. Kviali zminénym problémim a zjisténi vlivu na LOD pro pouZiti 5 ml davkovaci
smycky, nebyl L-cystein v jedné sérii experimentil ve slepém vzorku obsazen a v druhé sérii
ano. Hodnoty LOD pro methylované formy s pouzitim deionizované vody jako slepého
vzorku jsou proto jen orientaéni a mohou slouzit jako odhad LOD pro stanoveni
odpovidajicich trojmocnych forem As, protoZe pro tato stanoveni se, jak uvedeno vyse,
L-cysteinu neuziva. Tab. 3.14 dokladuje hodnoty ziskané meéfenim v pfitomnosti a
nepfitomnosti L-cysteinu ve slepém vzorku s pouzitim 5 ml davkovaci smycky s pouZitim

koncentraci standardii 1As(111), MMA(V), DMA(V) 0,2 ng/l.
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Tab. 3.14: LOD s pouzitim slepych vzorki: vody nebo 2% L-cystein (cys), 15 méfeni slepého vzorku
neobsahujici L-cystein a 15 obsahujici L-cystein, standardy redukovany L-cysteinem pied méfenim,

koncentrace vsech standarda 0.2 pg/l, S ml davkovaci smycka, P-plocha piku

S slepy vzorek

Formy arsenu P suandardu (S) 4 LOD (ng/l)
107°(s)

1As(111) 0,97 8,5 5
1As(1II) cys 0,97 123 76
MMA(V) 0,69 7,4 6
MMA(V) cys 0,69 4,7 4
DMA(V) 0,59 9,4 10
DMA(V) cys 0,59 7,7 8

Bylo naméfeno 5 zaznamii standardli a 15 zaznami pro slepy vzorek obsahujici 2%
L-cystein a obsahujici pouze deionizovanou vodu. Z tab. 3.14 je pro iAs(Ill) s L-cysteinem
jako slepym vzorkem nadmémé vysoka hodnota LOD oproti ostatnim formam. Vysvétleni
podava obr. 3.10, ktery poukazuje na vysoky pik v oblasti pro iAs(Ill). Takovy zdznam byl
obdrzen pravé s pouzitim L-cysteinu jako slepého vzorku a davkovaci smycky o objemu 5 ml.
U davkovaci smyc¢ky 0,5 ml neni vliv L-cysteinu znatelny. U pouZiti deionizované vody jako
slepého vzorku se nachazi v prostoru 1As(III) také pik, ovSem mnohonasobné nizsi ovliviujici
ur¢eni LOD nevyznamné. Doklad o tom podava prvni radek tab. 3.14 kde pro iAs(Ill) je LOD
dokonce niZ8i nez pro ostatni formy arsenu. Jakou velikost tento pik (oznafen 1) ma
dokladuje obr. 3.11 . U obr. 3.11 byla umysIn¢ zvétSena osa y pro zvyraznéni piku v oblasti
1As(I11).

Velikost piku pfi pouziti slepého vzorku deionizované vody se v zdvislosti na ¢ase
ménila, avSak nikdy se zccla neztratila. Velikost tohoto piku neptesahovala hodnotu 0,015
absorbance.

Pro méfeni vlivu davkovaci smycky na LOD bylo pouZito dvou rizné velkych
davkovacich smycek: 5 ml a 0,5 ml. Pro zkouméni bylo pouZito takovych standardi, aby
hmotnost analytu v davkovaci smycce byla stejna tzn. pii pouZiti davkovaci smycky 0,5 ml
byla pouzita koncentracc 2 pg/l, kdezto u 5 ml koncentrace 0,2 pg/l, tudiZ hmotnost

nadavkovaného analytu byla v obou pfipadech 1 ng arsenu.
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Obr. 3.11: zaznam pro slepy vzorek, ktery obsahoval pouze deionizovanou vodu, A-absorbance, t(s)-Cas,
davkovaci smycka 0,5 ml
Bylo také pouzito predredukce 2% L-cysteinem po dobu 30 minut pro kazdy
standard.
Z vysledkli shrnutych v tab. 3.13 vyvstava mozZnost pouZziti jeste vétsi davkovaci
smycky s jejiz pomoci by bylo mozné dosahnout jesté nizsiho detekéniho limitu. Separator
fazi je schopen pojmout az 30-40 ml kapalné faze a proto by mnozstvi vzorku bylo mozno

nékolikanasobné zvysit.

3.7 Srovnani dosazenych LOD s literaturou

Srovnani dosazenych LOD pro jednotlivé metody generovani hydridid uvadi
tab. 3.16. Pro usporadani s kryogenni pasti je rozdil v pouziti nebo nepouziti piedredukce
L-cysteinem standardi a pouziti L-cysteinu ve slepém vzorku. Pro uvedené detekéni limity
teto metody plati, Ze nosnym médiem je deionizovana voda.

Pro generovani davkovanim do proudu je rozdil ve sloZeni slepého vzorku a nosného

média. Pfedredukce vzorkil standardi byla provedena ve vSech tfech pripadech. Pii vétSing
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cxperimentll je pouzivana deionizovana voda jako nosné médium. Pokud je slozeni jiné, je to

v tab. 3.15 uvedeno.

Tab. 3.15: LOD pro uspofadani s kryogenni pasti (Cryo), davkovani do proudu (FI), pro davkovaci smy¢ku 5 ml
pouzity standardy 0,2 ng/l As, pro 0.5 ml 2 pg/l As, pro 0,05 ml 20 pg/l,

Metoda (davkovaci smycka), dalsi 1As(I1I) MMA(V) DMA(V)
podminky (ng/1) (ng/l) (ng/l)
Cryo (0,5 ml),, predredukce . 45 51 47
L-cysteinem, slepy vzorek: L-cystein
Cryo (0,5 ml), bez predredukce 31 i i
L-cysteinem
Cryo (5 ml), pfedredukce L-cysteinem,
. . 76 4 g
slepy vzorek: L-cystein
Cryo (5 ml), pfedredukce L-cysteinem,
. o ) 5 6 10
slepy vzorek: deionizovana voda
FI (0,5 ml), slepy vzorek: 2%L-cystein 30 77 74
FI (0,5 ml) slepy vzorek: deionizovana 13 18 18

voda

FI (0,5 ml), slepy vzorek:
2% L-cystein, nosné médium: 22 22 22
2% L-cystein

FI (0,05 ml), slepy vzorek: 2%
L-cystein

Jak je vidét ztab. 3.15, LOD pro uspofadani s kryogenni pasti se s zvétSujici se
davkovaci smyckou snizuje. Teoreticky tedy vyplyvd moznost pouzit davkovaci smycku
mnohonasobné vétsi nez doposud a snizit tak LOD jesté vice. Toto umoznuje 1 jiZ zminény
objem separatoru fazi. Problémem je ov8em pouziti L-cysteinu 1 pro slepy vzorek jak
dokladuje LOD pro iAs(IIl) (3.tadek tab.3.15). Nutnost piedredukce vzorki L-cysteinem
dokladuje druhy fadek tab. 3.15 znéhoz vyplyvd, Ze pétimocné formy nelze v tomto

usporadani generovat.
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Pro posledni ¢tyii fadky tab. 3.15 uréené generovani hydridi metodou davkovani
do proudu vyplyva moZnost pouziti vyssi rychlosti ¢erpani reagencii nez doposud (1 ml/min)
a tim tak¢ jesté vice snizit LOD. Toto je mozné uskuteénit jen v pfipadé nevyznamného vlivu
zvyseni rychlosti ¢erpani na Sum.

Porovnani LOD podobnych uspofadani s kryogenni pasti nalezenych v literature
obsahuje tab. 3.16. Prvni sloupec LOD ziskany z literatury plati pro selektivni generovani
jednotlivych forem, ale bez pouziti L-cysteinu jako predredukéniho &inidla'® a druhy sloupec
LOD tak¢ ziskany z literatury také selektivni generovani bez L-cysteinu a v PTFE pasti
ponofené¢ v kapalném dusiku'”. Treti sloupec uvadi vysledné nejnizsi hodnoty LOD dosazené

v této praci.

Tab. 3.16: porovnani LOD s literaturou-podobna uspofadani s kryogenni pasti

Forma arsenu LOD (ng)
1As(II) 0,27 0,20 0,026
MMA(V) 0,24 0,35 0,020
DMA(V) 0,31 0,60 0,039

Z tab. 3.16 je jasn¢ vidét, Zze optimalizaci generovani hydridii pomoci selektivniho
generovani ve spojeni s metodou generovani substituovanych hydridd (pouziti kryogenni
pasti) lze detekéni limit snizit az o fad. Je nutno podotknout, Ze uvedené detekéni limity je
mozné jesté snizit vyse uvedenym zplisobem.

Pro srovnani s ostatnimi metodami pouZivanymi k speciacni analyze organickych
slouc¢enin obsahujici arsen dosahuje spojeni ICP-MS nejnizsich detekcnich limitd v rozsahu
0,5-10 pg arsenu®?. Naproti tomu stanoveni metodou HPLC-MS dosahuje detekénich limitd
0,2; 0,2; 0,3 a 0,5 pg/l pro iAs(Ill), DMA(V), MMA(V) a iAs(V) *°, coz je srovnatelné
s uspofadani kontinualniho generovani v této praci (viz. tab.3.16). Dalsim prikladem pouziti
metody na stanoveni organickych slouéenin arsenu je spojeni metod HPLC-ES-MS, které

dosahuje detekénich limiti pod 10 pg/1* .
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4 Zaver

Ukolem prvni &asti prace bylo studium selektivniho generovani arsanu z obou
anorganickych forem arsenu. K tomu slouZilo kontinudlni generovani a detekce
spektrometrem PerkinElmer 503. Bylo zjisténo, Ze selektivni generovani zaloZzené na volbé
koncetrace kyseliny chlorovodikové je pro kontinudlni generovani nepouzitelné: v rozporu
s literarnimi tdaji ani pi1 vysokych koncentracich kyseliny chlorovodikové ani pfi pouziti
extrémn¢ objemnych reakcnich civek nelze dosdhnout stejné ucinnosti pro ob¢ formy arsenu.
Toto je velmi dilezity zavér predkladané prace, z néhoZ vyplynula nutnost zvolit jiny pfistup
k selektivnimu generovani. Proto bylo zvoleno selektivni generovani hydridd zaloZené
na predredukci L-cysteinem v prostiedi TRIS pufru pro generovani arsanti ze vSech forem
arsenu a na generovani z troymocnych forem v prostfedi TRIS pufru bez predredukce.

Ukolem dalsi &asti prace bylo identifikovat faktory ovliviiujici detekéni limit speciaéni
analyzy zaloZené¢ na kombinaci selektivniho generovani a generovani metyl substituovanych
arsanli a tim pfispét k vyznamnému sniZeni detekénich limiti. K pfisluSnym meéfenim byl
pouzit specktrometr Perkin Elmer Aanalyst 800. Modelové experimenty provedené
pro posouzeni vlivu jednotlivych parametrii na detekéni limit prokazaly, Ze sniZeni svétlosti
atomizatoru pod bézné pouzivanou hodnotu 6 mm ma za nasledek vyrazny nariist Sumu. Dale
byl kvantifikovan ptispévek deuteriové korekce pozadi k pozorovanému Sumu. DalSim
vyraznym piispévkem k Sumu jsou fluktuace priitoku plynl atomizatorem zplsobené
pulzacemi v generatoru pii generovani pfimym pienosem. Naproti tomu, méfeni s kryogenni
pasti zvySuji hladinu Sumu jen nepatrné. To dokazuje velmi slibny potencidl metody
generovani substituovanych hydridt pro dosazeni velmi nizkého detekéniho limitu.

Dale byly stanoveny aktualni detekéni limity pro méfeni spektrometrem Perkin Elmer
Aanalyst 800 pii generovani arsanu pfimym pienosem a pil generovani metyl substituovanych
arsanu s kryogenni pasti. Kviili stanoveni detek¢nich limiti generovani metyl substituovanych
arsanli bylo potieba posoudit vliv ,,BOC time®, vliv predredukce L-cysteinem a vliv pritoku
nosné¢ho plynu helia pi1 volatilizaci. Kromé toho bylo nezbytné stanovit opakovatelnost
chromatogramii pozorovanych pii volatilizaci jednotlivych arsant z kryogenni pasti. Detekéni

limity nalezené v této praci jsou nékolikrat nizsi neZ hodnoty publikované jinymi skupinami.
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