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Abstrakt

Cilem bakalatské prace bylo porovnani Gc¢innosti extrakce selenu z doplnki stravy
obsahujicich rizné deklarované formy selenu. Pro stanoveni ucinnosti extrakce byla

pouzita metoda atomové absorpcni spektrometrie s plamenovou atomizaci.

Prvnim krokem pro stanoveni selenu ve Ctyfech redlnych vzorcich bylo
experimentalni nalezeni optimélnich podminek stanoveni selenu technikou plamenové
atomizace. Mezi optimalizované parametry patfilo sloZeni plamenu, pritokova rychlost
paliva, uhel natoceni hotaku, horizontalni poloha hotéku a Sitka spektralniho intervalu.
Pfi testovani sloZeni plamenu byly naméfeny vyS$si odezvy s pouzitim vzduchu jako
oxidovadla, a proto byl pro dalsi optimalizace a méteni realnych vzorkd pouzit plamen

acetylen-vzduch.

Po optimalizaci podminek byla zjisténa kalibracni zavislost a byly vypocteny
zakladni charakteristiky méfeni. Pro stanoveni selenu byla urena mez detekce
a stanovitelnosti, opakovatelnost, citlivost apracovni rozsah. Mez detekce byla

0,12 mg dm™.

Realné vzorky tablet doplikt stravy byly mechanicky homogenizovany a pievedeny
do vodnych roztokt, které byly nasledné za optimalnich podminek analyzovany.
Nejvyssi uinnost extrakce, 52,3 %, organické formy selenu byla dosazena v roztoku
Trizma hydrochloridu o koncentraci 0,10 mol dm™ pii pH 9. Nejvyssi u¢innost extrakce
anorganické formy selenu, 37,3 %, byla naméfena v roztoku hydroxidu sodného

o koncentraci 0,01 mol dm™ pii pH 12.

Klic¢ova slova
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Abstrakt

Ciel'om bakalarskej prace bolo porovnanie U¢innosti extrakcie selénu z doplnkov
stravy obsahujucich rézne deklarované formy selénu. K stanoveniu ucinnosti extrakcie

bola pouzitd metdda atomovej absorpcnej spektrometrie s plamefiovou atomizéciou.

Prvym krokom pre stanovenie selénu v Styroch redlnych vzorkach bolo
experimentalne zistenie optimalnych podmienok stanovenia selénu technikou
plamenovej atomizacie. Medzi optimalizované parametre patrilo zloZenie plamena,
prietokova rychlost’ paliva, uhol natoc¢enia hordku, horizontdlna poloha horéku a Sirka
spektralneho intervalu. Pri testovani zloZenia plamena boli namerané vyssie odozvy pri
pouziti vzduchu ako okyslicovadla, a preto bol pre dalSiu optimalizidciu a meranie

realnych vzoriek pouzity plamen acetylén-vzduch.

Po optimalizacii podmienok bola zistena kalibracnd zavislost' a boli vypocitané
zakladné charakteristiky merania. Pre stanovenie selénu bol uréeny limit detekcie
a stanovitel'nosti, opakovatelnost’, citlivost’ a pracovny rozsah. Limit detekcie bol

0,12 mg dm™.

Redlne vzorky tabliet doplnkov stravy boli mechanicky homogenizované
a prevedené do vodnych roztokov, ktoré boli nasledne pri optimalnych podmienkach
analyzované. NajvyS$Sia ucinnost extrakcie, 52,3 %, organickej formy selénu bola
dosiahnuta v roztoku Trizma hydrochloridu o koncentracii 0,10 mol dm™ pri pH 9.
Najvyssia uUc¢innost extrakcie anorganickej formy selénu, 37,3 %, bola namerana

v roztoku hydroxidu sodného o koncentracii 0,01 mol dm™ pri pH 12.
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Abstract

The aim of this bachelor thesis was comparison of selenium extraction efficiency
from food supplements which contain various declared forms of selenium. The method
of atomic absorption spectrometry with flame atomization was used to determine the

efficiency of the extraction.

The first step for the determination of selenium in four real samples was the
experimental finding of optimal conditions for selenium determination by flame AAS
technique. Optimized parameters included the flame composition, the fuel flow rate, the
angle of burner rotation, the horizontal burner position and the spectral range. During
the testing the flame composition, higher responses were measured by using air as an
oxidant, and therefore acetylene-air flame was used to other optimize and measure real

samples.

After optimization of the conditions, the calibration dependence was determined
and the basic characteristics of the measurements were calculated. The detection limit
and determination repeatability, sensitivity and operating range were determined for

selenium determination. The detection limit was 0.12 mg dm™.

The real samples of the food supplement tablets were mechanically
homogenized and transferred to aqueous solutions, which were subsequently analyzed
by the optimal conditions. The highest extraction efficiency 52.3% of the organic
selenium was achieved in a 0.10 mol dm™ solution of Trizma hydrochloride at pH 9.
The highest extraction efficiency of the inorganic selenium 37.3% was measured in

sodium hydroxide solution - concentration of 0.01 mol dm™ at pH 12.
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Atomic absorption spectrometry, flame atomization, selenium, optimalization
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1 UVOD

Selén je stopovy prvok s vyznamnymi antioxidaénymi vlastnostami, ktoré
spomal’uji proces starnutia a poskodzovania tkaniv vol'nymi radikdlmi, minimalizuje
vplyv zneCisteného prostredia a posobi detoxikacne. Taktiez je ucinny proti
postupujucim zapalom a bolestiam, ale svoje vyuzitie najde aj pri prevencii nddorovych
ochoreni acelkovom posilneni imunitného systému. Z dévodu nevyvazenej
a nekvalitnej stravy trpi v dneSnej dobe velkd Cast’ I'udskej populdcie nedostatkom

selénu.

Selén je ztoxikologického hladiska zaujimava latka, a preto je potrebné
zistovat’ jeho koncentraciu a moznosti extrakcie v réznych matriciach. NajcastejSie sa
pre stanovenie selénu pouziva metdda HG-AAS, pri ktorej sa fotochemickou generaciou

vytvaraju prchavé zluceniny.

Pre stanovenie koncentracie selénu z roztokov bola v tejto praci pouzita atbmova
absorpéna spektrometria. Touto technikou je mozné stanovit' az 68 prvkov, najmi
kovov, ale aj niektoré polokovy. Pri pouziti plameniove] atomizacie sa detekény limit
pohybuje v rozsahu 10! az 10> mg dm?>. Vyhodou tejto metody je pouZitie zdrojov,
ktoré poskytujii vinové Ziarenie o vlnovej dizke $pecifickej pre dany prvok. Nevyhodou
je, ze v priebehu merania je mozné stanovit’ iba jeden prvok. Stanovenie mnoZzstva
analytu je zaloZené na porovnavani signdlu stanovovaného analytu so signalom

Standardu.
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1.1 Ciele bakalarskej prace

Optimalizacia podmienok pre stanovenie selénu metédou atdmovej absorpcnej
spektrometrie s plamenovou atomizéaciou. V tejto praci boli optimalizované
parametre merania: zlozenie plamena, vyska horaku, prietokova rychlost’ paliva,
uhol natocenia hordku, horizontalna poloha hordku a Sirka spektralneho
intervalu.

Priprava kalibraénych roztokov a zostrojenie kalibra¢nych zavislosti. Nasledné
urcenie zakladnych charakteristik merania: limit detekcie, limit stanovitelnosti,
opakovatel'nost’, citlivost’ a pracovny rozsah.

Priprava vzoriek pred analyzou zahfiiala vézenie, mechanickl, tepelna
a chemicku upravu. Analyza vzoriek tabliet, urenie koncentracie selénu po
uskutoCneni extrakcie.

Porovnanie ucinnosti extrakcie selénu z doplnkov stravy.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Atédmova absorpcéna spektrometria

Atomova absorpéna spektrometria (AAS) je velmi citlivd analytickd metdda
zalozenéd na absorpcii elektromagnetického ziarenia emitovaného primarnym zdrojom
Ziarenia, volnymi atomami nachadzajucimi sa v plynnom stave [1]. V zavislosti na
vybere atomizatoru je AAS delend na atdbmovl absorpénu spektrometriu s plamenovou
atomizaciou (F-AAS), atémovi absorpénu spektrometriu s elektrotermickou
atomizéaciou (ET-AAS) aatomovu absorpénu spektrometriu s generaciou hydridov

(HG-AAS) [2].

Vonkajsie elektrony atdémov prechadzaju zo svojho zékladného energetického stavu
do niektorého zo stavov excitovanych. Rozdiel energii medzi excitovanym a zdkladnym
stavom sa rovna absorbovanej energii, ktord je dodavana vo forme elektromagnetického
ziarenia [3]. Pre dosiahnutie najvdcSej citlivosti je metdda AAS zaloZzend na
Kirchhoffovom zékone: volné atomy v plynnom skupenstve su schopné absorbovat’
elektromagnetické Ziarenie len pri takych istych vinovych dizkach, pri ktorych st samy
schopné toto ziarenie emitovat’ [4]. NajCastejSie sa pouzivaju zdroje Ziarenia zostrojené
zrovnakého prvku ako ten, ktory chceme stanovovat. Ten svojou emisiou Ziarenia
poskytne pozadované vlnové dizky. Absorbovana je iba ¢ast’ Ziarenia, ktord svojimi
vlnovymi diZkami odpoveda rezonan¢énym &iaram. [5]. Principom metédy AAS je
schopnost’ voInych atomov v plynnom stave absorbovat’ elektromagnetické Ziarenie
ourditej vlnovej dizke (s presne uréenou energiou). Pre kazdy druh atomov je
charakteristickd ind hodnota energie fotonov a mieru stanovovanych atomov urcuje
pocet absorbovanych fotonov. Vztah medzi signdlom a koncentraciou v metode AAS
opisuje Labertov-Beerov zékon, ktory zachycuje vztah medzi povodnym tokom

Ziarenia @y a tokom ziarenia @, zmenSenym absorpciou atdomov:
— —k.N.l
®=0q,.e (2.1)

kde x je atomovy absorpény koeficient, / je dizka absorpéného prostredia a N je pocet

atdémov v jednotke objemu.
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Rovnicu pre absorbanciu ziskame upravou tejto rovnice:

A =logdo/ ¢ (2.2)

kde A4 je absorbancia, @y je pdvodny tok Zziarenia a @ je tok Zziarenia zmenseny

0 absorpciu atomov [4].

Sledovana absorbancia je podl'a Lambertového-Beerového zédkona priamo umerna
koncentracii stanovovaného prvku. Na stanovenie koncentracie je mozné pouzit’ metodu

kalibra¢nej priamky, ktora je linedrna [5].

2.1.1 InStrumentacia v AAS

Pouzity pristroj je tvoreny Styrmi zdkladnymi konStrukénymi prvkami, ktoré maja
Specifické vlastnosti, vyzadované touto metédou. Konstrukéné prvky st zoradené v
optickej osi za sebou: zdroj primarneho ziarenia, absorpcné prostredie, monochromator

a detek¢ny systém [6].

Zo zdroja monochromatického Ziarenia sledovaného prvku prechadzaji emisné Ciary
do absorpcného prostredia, kde sa nachadzaju volné atomy analytu vytvorené
atomizatorom. Volné atomy absorbuju Ziarenie uréitej vinovej dizky a toto zoslabené
ziarenie putuje do monochromatoru, ktory izoluje emisné Ciary primarneho Ziarenia.

Prud fotonov (Ziarivy tok) sa nakoniec meni v detektore na prud elektronov (elektricky

prad) [1].

2.1.1.1 Zdroje primarneho ziarenia

Pri AAS metode sa pouzivaju ¢iarové zdroje Ziarenia vyzarujice energiu v uzkych
spektralnych intervaloch. Je tak moZné pouzitie monochromatorov s mensSim
rozliSenim, a metdda tiez poskytuje vacsi odstup signdlu od pozadia [7]. Medzi
najCastejSie vyuzivané zdroje v AAS patri vybojka s dutou katédou alebo
bezelektrodova vybojka. Dalej sa tieZ pouzivajii vysokovykonné zdroje poskytujice
vys§i rozsah vlnovych dizok, napr. deutériové a halogénové lampy, alebo vysokotlakové

xendnové oblukové vybojky a polovodicové laserové diddy [8] [9]. Vysokotlakova
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xenonova vybojka emituje Ziarenie v rozsahu 190 az 850 nm. V spojeni so spektrometrom
vybavenym monochromatorom s vysokym rozliSenim, napr. monochromator typu Echelle,

je mozné analyzovat’ vSetky prvky [7].

Vybojky s dutou katédou (HCL)

Ako dolezity zdroj zZiarenia sa pouzivaji nizkotlakové vybojky s dutou katdodou. St
to sklenené evakuované trubice plnené vzacnym plynom, nednom alebo argoénom, s
nizkym tlakom 100 az 200 Pa. Vnutri trubice sa nachadzaju dve zatavené kovové
elektrody. Katoda ma tvar dutého valceku s vnlitornym priemerom 2 az 12 mm a je
vyrobena z rovnakého prvku, ktory chceme stanovit, alebo aj zo zmesi viacerych
kovov. Zvycajne je pouzity hlinik alebo med’, pokryty vrstvou stanovovaného prvku.
Andda je vyrobena zo Ziaruvzdornych kovov (Zr, Ti, Ta alebo W) [7]. Vystupné
okienka su zhotovené z rdznych materialov: z optického kremetia - pre vinovu dizku
mensiu ako 240 nm, z UV skla - pre vinovu dizku vi&§iu ako 240 nm a z optického skla
Pyrex - pre vlnova dizku vagsiu ako 300 nm. [8]. Pouzitim Ziarenia $pecifického pre
konkrétny analyzovany prvok je dana vysoka selektivita metddy, a preto je mozné
stanovit’ koncentracie jednotlivych prvkov aj bez nutnosti predchadzajuceho delenia.
Podmienky excitacie pri nizkom tlaku a teplote zarucuj, ze ¢iarové spektrum je vysoko
monochromatické a ma poloSirku ¢iar menSiu ako 0,002 nm. Vybojka je napdjana

stabilizovanym pridovym zdrojom s vystupnym napétim asi 400 V [10].

Po pripojeni napidtia o hodnote 200 az 600 V na elektrody prebehne nizkotlakovy
datnavy vyboj, ktorym preteka prad o velkosti 3 az 25 mA. Atdmy vzéacneho plynu a
elektrony, urychl'ované elektrickym polom, do seba nardzaji a dochadza k ionizacii [7]
[11]. Kladne nabité i6ny plniaceho plynu st urychl'ované elektrickym polom smerom
ku katdde, nardzaja do jeho povrchu a vyrazaju z neho volné atdmy kovu. Dochéadza tu
k tzv. katddovému rozpraSeniu. Tieto atomy su vplyvom zrazok s i16nmi inertné¢ho plynu
alebo s elektronmi excitované a pri navrate do zékladného stavu emituju Ziarenie
charakteristické pre material katody [7]. Uinnost’ katody (schopnost’ vyrazat volné
atomy kovu) je zavisld na hmotnosti i6nov a ich rychlosti v plyne. Pre stanovenie
vacsiny prvkov sa pouziva nedn, pre lahké prvky (napr. hlinik, vapnik alebo hor¢ik) je

pouzivany argén [8].
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Vybojky s dutou katédou moédzu sluzit’ iba pre stanovenie jedného prvku, co
obmedzuje ich pouzitie. Moderné spektrometre pracuji s multikatdédovymi vybojkami,
alebo mozu obsahovat’ sadu vybojok s dutou katédou zoradenych na otocnom

zasobniku, ktory je riadeny pocitatom [7].

Bezelektrodové vybojky (EDL)

Dal§im délezitym zdrojom Ziarenia pouZivany v AAS je bezelektrodova vybojka. Je
zlozena zo sklenenej alebo kremennej banky s dizkou niekolko centimetrov
aopriemere 5 az 10 mm [7]. Banka je naplnend plniacim plynom, argénom alebo
nedénom, pri tlaku 30 az 300 Pa, analyzovanym kovom a niektorou jeho prchavou
zluceninou, najcastejSie halogenidom [12]. Radiofrekvencné pole cievky (20 az
50 MHz) vytvara prstencovy vyboj pri stendch banky, v désledku ktorého dochadza
k excitécii par kovu. V porovnani s HCL ma bezelektrodova vybojka omnoho vyssiu
intenzitu emitovaného ziarenia. Tato skutoCnost’ hra doleziti ulohu pri stanoveni
prvkov, ktorych rezonanéné Ciary lezia v oblasti pod 220 nm (arzén, selén, olovo), kde
dochadza k absorpcii ziarenia vzduchom. Bezelektrédova vybojku je tiez mozné vyuzit

aj v atomovej fluorescencnej spektrometrii [7].

2.1.1.2 Atomizatory

Atomizator je zariadenie, ktoré dokaze s dostato€nou U€innost'ou premenit’ vzorky na
atomovu paru. Pred analyzou sa vzorka vac¢sinou prevadza do roztoku [7].

Teplota by sa mala pohybovat’ medzi 2000 az 3000 °C, musi byt dostatond na
atomizaciu vzorky azaroven niZSia neZ energia potrebnd k excitdcii atomov.
Atomizaciu vzorky je mozZné uskutocnit’ v plameni, elektrotermicky alebo

v kremenovom atomizatore [5].

AAS s plamenovou atomizaciou(F-AAS)

Pri metode F-AAS je roztok vzorky kontinualne po celtl dobu stanovovania nasavany

do pneumatického zhmlovacu alebo ultrazvukového rozprasovacu. Plamen
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v atomizatore je tvoreny horiacou zmesou paliva a okyslicovadla. Palivom je
najcastejSie acetylén a okyslicovadlom vzduch (pre teploty do 2500 K) alebo oxid
dusny (do 2900 K). Potrebné plyny sa odoberaju z tlakovych flia§, vzduch zvycajne

z kompresoru [13].

Zhml'ova¢ moze pracovat’ napr. na principe Venturiho dyzy, kedy pomocou prudenia
okyslicovadla zizenym miestom dojde ku znizeniu tlaku a ten spdsobi nasavanie vzorku
kapilarou do plamena, kde vznikd aeros6l. Na sklenenej gulicke sa trieStia vacSie
kvapky, aerosol sa miesa s plameiiom a je privadzany do Strbinového horaku. V plameni
atomizatora dochadza k odpareniu rozpustadla a k termickému rozpadu zluceniny na
monoxidy analyzovaného prvku. Atomizacia je spdsobend vplyvom tepelného rozkladu
vazby prvok-kyslik a vplyvom reakcie oxidov s radikalmi plamena (CO, C, C,, CH, H
a v pripade pouzitia oxidu dusného ako okyslicovadla tiez NO a CN) [3]. Velka cast’
roztoku vzorky prete¢ie do odpadu, pretoZze ucinnost’ pneumatickych zhml'ovacov je iba
asi 10 %. Aerosol, ktory vznikne je navySe 200 az 400 tisickrat nariedeny spalnymi
plynmi. Pre analyzu sa pouzije iba nepatrny podiel analyzovanej vzorky, preto sa

plameniové atomizatory pouzivaju iba pri analyzach va¢sich obsahov analytov vo vzorke

[6].

Horéak je vyrobeny z titdnu alebo z jeho zliatiny a podl'a druhu plamena je potrebné
zvolit’ dizku $trbiny horaku, aby bola vZzdy rychlost’ pradenia zmesi vyssia, ako rychlost
horenia. Pre plamef acetylén-vzduch pouZijeme horak s dizkou $trbiny 10 cm, a pre
plameni acetylén-oxid dusny svysou rychlostou horenia iba 5 cm. Dizka
Strbiny hordku zabezpeCuje dostatocni absorpénit dréhu, hribku absorpcného

prostredia, ktorou prechadza Ziarenie z vybojky [1].

Spektrometer pre AAS obsahuje prvky pre regulaciu a meranie prietoku paliva
a okyslicovadla. Nastavenim vySky je moZzné menit’ teplotu a zloZenie plameiia. Polohu
hordku je mozné nastavit’ horizontalne aj vertikalne. Na zaklade pokusov je nutné pre
kazdy prvok zistit’ optimalnu zénu v plameni danti vySkou nad ustim hordku, kde je
koncentracia volnych atomov najvysSia [6]. Zlozenie roztoku analytu ovplyviiuje

ucinnost’ generovania atomov v plameni. Preto je dolezité, aby boli roztoky analytu
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pripravené¢ konStantnym sposobom. Ak to nie je mozné, je nutné pouzit metddu

Standardného pridavku [5].

AAS s elektrotermickou atomizaciou (ET-AAS)

Pri elektrotermickej atomizacii sa jednorazova davka vzorky atomizuje v asi 2 cm
dlhej kyvete z polykrystalického elektrografitu, ktora je umiestnena v optickej osi
spektrometra Trubicka je vyhrievana priechodom elektrického pradu. Vnutorny aj
vonkajsi povrch trubi¢ky je omyvany ochrannou atmosférou, argénom alebo dusikom,
ktord brani oxidécii povrchu grafitu vzdusnym kyslikom. Analyzuju sa prevazne
kvapalné vzorky o objeme 10 az 40ul. Vzorka je davkovana kapilarou dédvkovaca cez
otvor v stene trubiCky. Teplotny program ma tri zdkladné fazy: suSenie (odstranenie
rozpustadla pri teplote 100 az 120 °C), pyrolyza (prevedenie organickych latok na
anorganické pri teplote 400 az 1000 °C) a atomizécia (pri teplote 1800 az 2700 °C.
Touto metdodou je mozné analyzovat’ aj suspenzie a pevné vzorky [7] [8]. Vyhodou
metédy ET-AAS oproti plameiiovej atomizicii je naddvkovanie celého mnoZstva
vzorky a zvySenie citlivosti az o tri rady, je teda mozné analyzovat’ aj koncentracie

nizsie nez pg 1" [15].

AAS s generovanim prchavych zlu€¢enin (HG-AAS)

Metdda je zaloZend na prevadzani analytu na prchavu latku, ktora je mozné oddelit’
od matrice za ucelom odstranenia interferencii a zvySenia citlivosti. NajcastejSie sa
jedna o prvky arzén, antimén a selén, ktoré vytvaraji kovalentné vizby s aniénom
vodika (AsHs, SbHi3, SeH») [7]. Generacia hydridov je uskuto€nitelnd viacerymi
spdsobmi. Jednym zo sposobov je elektrolytickd redukcia na povrchu katddy, vyrobenej
z platiny alebo z olova. Na povrchu katody dojde k depozicii analytu a jeho redukcii na
oxidacny stav nula andsledne prebehne reakcia medzi redukovanym analytom
a atomarnym vodikom generovanym na povrchu katddy za vzniku prisluSného hydridu
[16]. Castejsia je ale metdda chemickej redukcie tetrahydridoboritanom sodnym
(NaBHa), ktory v silno kyslom prostredi hydrolyzuje za vzniku atomarneho vodika a ten

redukuje pritomny analyt na hydrid [17]. Tvorba hydridov prebieha v generatore,
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ktorého hlavnou suéastou je peristaltické Eerpadlo. Cerpadlo navzijom miesa tri toky:
vzorku, alkalicky roztok tetrahydridoboritanu sodného aroztok kyseliny
chlorovodikovej. V reak¢nej kapilare prebiechaju reakcie, oddelenie kvapalnej faze
anasledna atomizacia plynného hydridu. Atomizécia prchavych hydridov najcastejSie
prebieha v kremenne;j trubici tvaru T, vyhrievanej plameniom hordku AAS. Plynné zmes
obsahujuca hydrid a prebytok vodika je privaddzana postrannou uzsou trubicou. Hlavnou

trubicou, v ktorej dochadza k atomizacii, prechadza ¢ vybojky s dutou katodou [7].

2.1.1.3 Disperzny systém

Disperzny systém, monochromator, tvori zdkladnt opticku Cast’ pristroja, ktory sluzi
k izol4cii vhodnej vinovej dizky z polychromatického zdroja. Sklada sa z disperzného
prvku (hranol alebo mriezka) a zo systému prenosu obrazu, ktory tvori vstupna Strbina,
zrkadlo alebo Sosovka, a vystupna Strbina. K rozkladu ziarenia dochadza v dosledku
rozneho indexu lomu nebo odrazu Ziarenia o réznych vinovych dizkach v materiali
hranolu alebo mriezky. Do povrchu mriezky je vyrytd rada rovnako velkych a od seba
rovnako vzdialenych rovnobeznych vrypov. Disperzia na mriezke je dosledkom odrazu
alebo difrakcie Zziarenia a interferencie odrazenych ohnutych lic¢ov. Uhol odrazu je
r0zny pre rozne vlnové dizky, takZe interferenéné maxima sa vytvéraji pre rozne vinové
dizky v réznych smeroch. Nati¢anim mriezky sa dosiahne toho, aby vystupnou $trbinou
preslo iba Ziarenie pozadovanej vinovej dizky. Pomocou vstupnej a vystupnej §trbiny je
mozné regulovat’ §irku spektralneho intervalu od 0,1 nm do 2,0 nm. Sirka spektralneho
intervalu sa meni tak, aby spolu srezonanénym Ziarenim nedopadalo na detektor
neabsorbujiice (balastné) Ziarenie Giar blizkych vinovych dizok. Tym by sa zakrivila
koncentra¢na zavislost” absorbancie a neplatil by Bougherov-Lambertov-Beerov zakon.
Kvalitu mrieZkového monochromatoru charakterizuji Styri zakladné charakteristiky:

spektralna Cistota, disperzia, rozliSenie a opticka priepustnost’ [7].

2.1.1.4 Detekény systém

Detektory su zariadenia, ktoré prevadzaju energiu Ziarenia na lahko meratel'nti formu

energie, najCastejSie na elektricka energiu. Pre detekciu ultrafialového a viditeI'ného
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Ziarenia sa najCastejSie pouzivaju fotoelektrick¢ clanky zalozené na vonkajSom
(fotonka, fotondsobic) alebo vnutornom (polovodicovy detektor) fotoelektrickom efekte

[12].

V AAS sa kdetekcii toku Ziarenia, tesne za vystupni Strbinu monochromatoru,
zarad’uje fotondsobi€, ktorého citlivost’ je pre sledovanu oblast’ spektra dostacujuca.
Fotonasobi€ je uzavrety v puzdre, ktoré neprepusta svetlo a je tvoreny evakuovanou
sklenenou bankou so vstupnym otvorom z kremena. V sklenej banke sa nachéddza
fotocitliva katoda, andda a systém deviatich az trindstich dyndd. Pri dopade fotonov
svetelného ziarenia na fotokatddu su emitované elektrony, ktoré su urychlované na
nasledujucej elektrode (dyndde) napdtim vlozenym medzi dyndodu a fotokatddu.
NajcastejsSie si v AAS pouzivané fazovo citlivé zosiliiovace ladené na frekvencii
modulacného ziarenia vybojky. Pri dopade elektronov na Specidlnu oxidova vrstvu
dynddy dochadza k vyrazeniu sekundarnych elektrénov pritahovanych d’alSou dynddou.
Medzi dynodami je udrzovany potencidlovy spad, ktory zarucCuje ndrast poctu
elektronov. Tym je ziskané zosilnenie signalu viac ako 10°-krat. Pre priame od¢itanie
hodnét absorbancii na linearnej stupnici je indikacny systém vybaveny logaritmickym
prevodnikom. AA-spektrometre st vybavené analdgovo-digitdlnym prevodnikom
a v digitadlnej forme je ovladané nastavenie parametrov, automatické vyhodnocovanie

vysledkov a Statistika [10].

2.1.2 Optické usporiadanie absorpéného spektrometru

Atomové absorpéné spektrometre pracuju v jednoliCovom alebo dvojlucovom

usporiadani.

2.1.2.1 Jednolucové usporiadanie

Jednolucové pristroje st zostrojené tak, aby najprv merali neabsorbovanu ciaru
a potom absorbovanu [5]. Vdaka jednoduchosti a minimalnym stratdm Ziarenia je pre
prvky, ktorych Ciary lezia v oblasti pod 220 nm, mozné pouZivat zdroje s niZSou

intenzitou. Kolisanie intenzity zdroja primarneho Ziarenia a nestabilitu systému
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jednolicové spektrometre nie st schopné uplne eliminovat, preto je pred meranim

doélezité dlhé zhavenie lampy [10].

2.1.2.2 Dvojlu€ové usporiadanie

Ziarenie v dvojla¢ovom spektrometri je rozdelené na zvizok prechadzajuci
plamenom a zviazok vedeny mimo plamen [5]. Tieto dva luce su ziskané delenim
zdrojového ziarenia rotujiiceho zrkadlovymi segmentami, po prechode atomizatorom sa
znovu spoja a dopadaji do vstupnej Strbiny monochromatoru. Rotujicim modulétorom
alebo rotujucim zrkadlovym modulatorom je zaistené, ze v dany ¢as dopada na detektor
iba ziarenie meran¢ho alebo porovnavacieho luca. Kolisanie intenzity primarneho
zdroja a nestabilita systému je odstrdnend porovnadvanim meraného a porovnavacieho
lu¢a. Nevyhodou je vySSia cena a straty ziarenia primarneho zdroja, ktoré je mozné
odstranit’ pouzitim primarneho zdroja s vysSou intenzitou ziarenia [10] alebo pouzitim
jednolti¢ového pristroja s dvojlucovou charakteristikou. Pred meracou periddou
dochadza k odchyleniu merného luca vedla absorpéného prostredia, k tomu sa pouziva

Stockdalova optika [8].

2.2 Stanovované prvky

V tejto bakalarskej praci bola pozornost zamerand na skumanie tabliet

vyzivovych doplnkov stravy, ktoré obsahuji r6zne deklarované formy selénu.

2.2.1 Selén

2.2.1.1 VSeobecna charakteristika

Selén bol objaveny vroku 1817 Svédskym chemikom J. J. Brezéliusom.
Nachéadza sa v 4. periode VI. A skupine periodickej stustavy prvkov. Selén existuje
v dvoch formach: v anorganickej forme (jednoduché soli selénu) a v organickej forme
(selenometionin a selenocystein). Obe formy s pre l'udské telo vyuzitelné ako zdroj
selénu [14]. Anorganicky selén sa vyskytuje v malych mnoZstvach v zemskej kore, jeho

obsah je asi 0,05 mg dm>, je pritomny predovietkym v zmesi s elementirnou sirou.
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V prevaznej miere sa nachadza vo forme minerdlov, selenidov [19]. Rastliny selén
uschovavajui a premienaju na organické formy, najmi na selenocystein, selenometionin
a ich metylované formy [14]. Cudia, zvierata aj rastliny Casto trpia jeho nedostatkom,
ale aj nadbytkom. Selén v primeranom mnozstve je zakladnou zivinou, na druhej strane
je jeho nadbytok toxicky. Mnozstvo selénu u l'udi, zvierat aj rastlin je zavislé na jeho
koncentracii v pode v lokalite, v ktorej ziju. Je preto dolezité poznat’ koncentraciu
selénu v pode. Niektoré rastliny, napriklad kozinec, ho spotrebujii ovela viac nez
vacsina ostatnych. Takéto rastliny moézu predstavovat pre pasuce sa zvierata
nebezpecenstvo [20].

Prvok selén patri medzi najtazsie prvky VI. A skupiny, ma o dva elektrony mene;j
neZ prislusny vzacny plyn, krypton. Selén je polovodi€. S vacSinou prvkov sa zlucuje
priamo, ale nie tak lahko ako kyslik asira. Je zndmych najmenej Sest’ rdznych
alotropickych modifikacii selénu: tri ervené monoklinické polymorfné formy (a, B a y),
ktoré st zlozené z kruhu Seg a odliSuju sa iba intermolekularnym zGzenim kruhu
v krystaloch. Najtazsich z izotopov je *?Se (zastupeny 9,4 %), je to Ziari¢ B, s extrémne
dlhym pol¢asom rozpadu — 1,4.10% roka. Najvicsie zastipenie mé izotop 3°Se (49,6 %).
Vietky izotopy okrem 7’Se maju nulovy jadrovy spin. Izotop "’Se (IZ%, zastupeny

7,6 %) sa stale CastejSie pouziva v NMR-spektroskopii [18].

Tab. 2.1 Niektoré atomové a fyzikdlne viastnosti selénu

Vlastnosti Hodnoty
Atomové Cislo 34
Pocet stabilnych izotopov 6
Atomova hmotnost [g/mol] 78,96
Elektrénova konfiguracia [Ar]3d10 4s2 4p4
Elektronegativita 2,4
Oxidacné cisla -1, 1, 1V, VI
hexag. 4,189
Hustota [g/cm3] o-monokl. 4,389
sklovity 4,285
Teplota topenia [°C] 217

Teplota varu [°C] 685
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2.2.1.2 Priprava a pouzitie

Hlavnym zdrojom priemyselného selénu su anddové kaly, odpadné latky po rafinécii
medi. Obsah selénu v rudidch je maly, apreto je tazba rudy s obsahom selénu
ekonomicky neefektivna. Selén je tiez mozné izolovat’ z odpadnych kalov pri vyrobe
kyseliny sirovej a ztzv. lietavého prachu usadzovaného pri prazeni sulfidov medi

aolova [18].

Sposoby vyuzitia selénu sa v jednotlivych krajindch odliSuju. Jednym z moznych
komer¢nych vyuziti je napriklad v pristrojoch urenych na kopirovanie a v laserovych
tlaciarnach. Doéleziti ulohu tu hra schopnost’ selénu reagovat’ na svetlo. Fotokopirovacie
pristroje obsahuju valec s vrstvou selénu, ktora v tme plni funkciu izolatora a vo svetle
ma funkciu vodi¢a. Valec ma staticky naboj nasmerovany na predlohu. Na mieste, kde
je predloha jasnd, je potah vodivy a odvedie staticky naboj. Tam, kde je predloha
tmava, staticky naboj zostane. Néasledne sa cez bubon nasype velmi jemny ¢ierny
prasok, zachyti sa na mieste, kde zostal staticky naboj a vytvori tak kopiu originalnej
predlohy. Papier je ota¢any valcom a zachycuje praSok, ktory je potom spojeny s
papierom pomocou hortcich valéekov [20]. Dalie vyuzitie selénu, pouzivané v USA,
je pouzitie k odfarbovaniu a k farbeniu skla na ruzova az Cervenu farbu. Intenzita
sfarbenia zavisi na mnozstve a pomere pridanych pevnych castic Cd (S, Se). Cd (S, Se)
sa pouziva aj ako zlozka tepelne stalych pigmentov v plastoch, farbach, atramentoch a
smaltoch. Selén sa pouZiva aj v metalurgii, malé mnoZstvo feroselénu sa pouZiva pri
liati, kovani a d’al§ich spdsoboch opracovania nehrdzavejucich oceli. Dithiokarbamat
[Se(S2SNEt2)4] sa pouziva pri spracovani prirodného a syntetického kaucuku. Selénu

ma svoje vyuzitie aj vo farmaceutickom priemysle [18]

2.2.1.3 Selén v fudskom organizme

Selén je stopovy prvok, ktory je pre organizmus v primeranych mnoZzstvach
nenahraditel'ny, ale rovnako ako vSetky ostatné prvky, je vo vysokych davkach toxicky
[21]. Pokles prijmu selénu v potrave za posledné desatrocia sa odhaduje asi na
polovinu. V druhej polovici minulého storocia bol prijem selénu asi 60 — 70 ug na

osobu denne, dnes je odhadovany prijem asi 35 pg denne [22]. Svetova zdravotnicka
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organizacia stanovila tabulku odporuceného prijmu. Doru¢end hodnota je uddvana
v zavislosti na zemepisnych rozdieloch, a to v mnozstve 50 — 200 pg. Odportcana
dennd davka selénu je jeden ug na kg hmotnosti [23]. Selén je vtele Cloveka
lokalizovany najmé v mozgu, v srdcovej a v prie¢ne pruhovanej svalovine, v zenskych
vajickach a v muzskych semennikoch. Nadbyto¢ny selén je z tela vyluCovany hlavne
mocom a stolicou. Biologicky najdostupnejSia forma selénu je organickd, ktora sa
resorbuje hlavne v dvandstorniku ako selenometionin a selenocystein. Vstrebavanie
selénu negativne ovplyviiuje vldknina, metionin, zinok, kadmium a ortut’ [24].
Resorbovany selén je zabudovany do doélezitych bielkovin, selénoproteinov. V krvi sa
v najvacse] miere vyskytuje v selénoproteine P, ale aj v glutationperoxidaze, ktora
chréni bunky pred poSkodenim peroxidmi, hlavne peroxidom vodika a hydroxylovymi
radikdlmi. MenSie mnozstvo selénu sa tiez nachadza viazané v albumine. Funkcia
selénoproteinu je nie len transportnd, ale hlavne enzymatickd, v désledku posobenia
selénocysteinu v aktivnych centrach enzymov [25]. Selenoproteiny moézu zniZovat
riziko vzniku rakoviny prostaty, pretoze sa podiel'aji na produkcii testosterénu, ktory je
dolezitym regulatorom rastu prostaty, a tiez zlepsSuje ¢innost’ buniek pecene [26]. Selén

zvySuje plodnost’ a ¢innost’ Stitnej zl'azy [24].

Toxicita selénu (selen6za) je vzacna, nastava az po prekroceni davky asi 300 pg/den.
V miernejSich pripadoch sa mdze prejavit’ zvracanim, chorobnymi zmenami pokozky,
stratou vlasov a nechtov, Unavou a zdpachom zust po cesnaku. Dlhodobé uzivanie
nadbytku selénu (nad 900 pg/denl) moze viest’ k neurologickym zmenam, ako je zniZzena
citlivost’, kt€ovité zadchvaty a dokonca aj ochrnutie. Konzuméciou rozmanitej stravy je
¢lovek schopny zaistit’ si dostatocny prirodzeny prijem selénu z potravy. Hlavnymi
zdrojmi selénu v potrave je maso, morské plody a ryby, mlie€ne vyrobky, vajcia, para
orechy, cesnak, fazul'a a obilniny. Jeho mnozstvo vSak zavisi na obsahu selénu v pdde

[27].

2.2.1.4 Selén vo vyZivovych doplnkoch stravy

Selén je dostupny v multivitaminovych a multimineralnych doplnkoch stravy a tiez

ako samostatny prvok, €asto vo forme selenometioninu, drozdia s vysokym obsahom
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selénu, alebo vo forme anorganickych soli selénu [28] [29]. Ludské telo dokaze
resorbovat’ viac ako 90% selenometioninu, ale iba okolo 50% anorganického selénu
[29]. Niektoré stidie porovnavali resorbciu réznych foriem selénu, avsak zistili, ze selén
prijimany formou doplnkov stravy ovplyviiuje iba koncentraciu selénu v plazme, a nie
aktivitu glutationperoxiddzy, alebo koncentraciu selenoproteinu P. NavySe takyto druh

selénu moze v kombindcii s niektorymi liekmi spdsobit’ nepriaznivé reakcie [30].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1

3.2

Pouzité pristroje a vybavenie

Atomovy absorpény spektrometer GBC 933 AA s plameniovou atomizéciou
(GBC Scientific Equipment, Australia)

Vybojka s dutou katédou pre stanovenie selénu (Varian Techtron, Australia),
A=196,0 nm, /=10 mA

Analytické vahy 2004 MP (Sartorius, Ceska republika)

Ultrazvukovy vodny kupel’ Elmasonic E 30 H (Elma, Nemecko)

Pouzité chemikalie

Standardny roztok pre AAS Se'V naviazany na SRM NIST (oxid selenigity
v kyseline dusi¢nej 0,5 mol dm™®) 1000 mg dm™ CertiPUR o koncentracii 1002
+ 5 mg dm™ (Merck, Nemecko)

HNO:3, 65% roztok, p. a. (Lach-Ner s.r.0., Ceska Republika)

Hydroxid sodny, p. a., perly (Lach-Ner s.r.o., Ceska Republika)

HCI, 37% roztok (Merck, Nemecko)

Trizma hydrochlorid, krystalicky (Sigma-Aldrich, USA)

3.3 Analyzované vzorky

V tejto bakalarskej praci boli analyzované 4 vzorky tabliet vyzivovych doplnkov

stravy:

A. SELZINK PLUS, obsah selénu v tablete je 50 pg vo forme selenicitanu
sodného, datum expiracie: jin 2018 (PRO.MED.CS Praha as., Ceska
Republika)

B. Selen, obsah selénu v tablete je 100 pug v organickej forme, datum exspirécie:

marec 2018 (WALMARK, a.s., Ceska Republika)
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C. Selen, NATRURE’'S BOUNTY, obsah selénu v tablete je 100 pg
v organickej forme, datum exspiracie: februar 2018 (WALMARK, a.s., Ceska
Republika)

D. A-Z Multivitamin komplex, obsah selénu v tablete je 55 pg vo forme
selenanu sodného, datum exspiracie: mdj 2018 (ABTEI OP Pharma GmbH,

Nemecko)

3.4 Pracovny postup

3.4.1 Priprava vzoriek k analyze

Vzorky tabliet boli navazené vcelku a mechanicky rozdrvené v trecej miske.
Obalovy film z tabliet bol z vicSej Casti odstraneny. PraSok z rozdrvenych tabliet bol
zvazeny s presnostou 0,1 mg (vid Tab. 3.1) akvantitativne prevedeny do 50ml
odmernych baniek. K navazeniu boli pouzité analytické vahy 2004 MP Sartorius.
Naésledne boli odmerné banky so vzorkami doplnené jednotlivymi roztokmi az po rysku
(vid® Obr. 3.1). Roztok Trizma hydrochloridu bol titrovany hydroxidom sodnym na
pH 9. Banky s roztokmi vzoriek boli umiestnené do vodného ultrazvukového kupela s
teplotou 35 °C a luhované po dobu 30 mintt. Po vychladnuti baniek bola ¢ast’ roztoku
filtrovana striekackou s polyamidovym filtrom (45 pum) do malych kadi¢iek. Takto

spracované vzorky boli pripravené na okamziti analyzu.

Tab. 3.1: Pocet tabliet, hmotnost celych a navazky rozdrvenych tabliet (¢. 1-4 —

zlozenie roztokov vid'. Tab. 3.2)

Pocet Micelych [g] Mirozdryv. [g]
Vzorka 4 bliet 1 2 3 4 1 2 3 4
A 5 3,3546 3,3596 3,3672 3,3568 3,1517 3,2580 3,2427 3,2982
B 3 0,9964 0,9957 3,2427 0,9971 0,9556 0,9471 0,9589 0,9509
C 3 1,4014 1,4074 1,015 11,4082 11,3463 11,3309 11,3552 11,3753

D 5 5,9679 59103 - - 5,7026  5,8090 - -
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Tab. 3.2: Zlozenie roztokov pouzitych pre extrakciu a luhovanie selénu z redlnych
vzoriek tabliet doplnkov stravy

Cislo roztoku Roztok ¢ [mol dm™] pH
1 HNO; 0,01 2
2 HCl 0,01 2
3 NaOH 0,01 12
4 TRIS + hydroxid 0,10 9

Vzorku D nebolo mozné analyzovat metddou F-AAS. Obsahovala prili§ vela
tuhych casti a filtraciou vznikol gél, ktory by mohol upchat' kapildru pristroja
(vid Obr. 3.2).

Obr. 3.2: Roztok vzorky D
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3.4.2 Priprava kalibraénych roztokov

Pre urcenie zakladnych charakteristik merania a stanovenie obsahu selénu v realnych
vzorkach bol pripraveny subor kalibra¢nych roztokov s koncentraciami 1,0; 2,5; 5,0
a 10,0 mg dm™. Roztoky boli pripravené zo $tandardného roztoku selénu o koncentracii

1000 mg dm™3 nariedenim deionizovanou vodou po rysku odmernej banky.

3.5 Statistické spracovanie vysledkov

Pre zabezpecenie dostatoCnej presnosti merania v tejto praci bolo kazdé meranie
opakované trikrat. Statistické spracovanie vysledkov bolo uskutoénené podla

nasledujuceho postupu.

Median, ¥

Median urcuje strednit hodnotu nameranych vysledkov. Pri neparnom a malom pocte
vysledkov (n < 7) sa zoradia od najmen$ieho po najvacsi, median bude hodnota
nachadzajica sa uprostred rady. Pri parnom pocte vysledkov je medidn priemer dvoch

prostrednych hodnét.

Aritmeticky priemer, x

Aritmeticky priemer je stcet vSetkych hodnot daného stiboru vydeleny ich poctom.

f=%z X; (3.1

=1
Rozpatie vysledkov, R

Rozpitie vysledkov je rozdiel medzi najvdcSou anajmenSou hodnotou daného
stboru.

R = Xmax = Xmin (3.2)
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Smerodajna odchylka, s

Pre pocet paralelnych stanoveni (n < 20) sa smerodajna odchylka vypocita podla
vzorca:

s=k, 'R (3.3)

Relativha smerodajna odchylka, s,

Relativna smerodajna odchylka je podiel smerodajnej odchylky a medianu.

sr=5/% (3.4)

Interval spolahlivosti, L1,

Interval, ktory s pravdepodobnostou 95 % udava, kde lezi skuto¢na hodnota
vysledkov.

L1,2 = Kn ) R (35)

Vysledok sa udava v tvare: X + Lq,

Limit detekcie, LOD

Limit detekcie je minimalna koncentracia stanovovanej latky, ktorej signal je
Statisticky odliSite'ny od Sumu.

LOD= %+3 -5 (3.6)

Limit stanovitelnosti, LOQ

Limit stanovitel'nosti je koncentrécia, pri ktorej je presnost’ stanovenia dostatocna pre
kvantitativne vyhodnotenie.

LOQ= %+10 -s (3.7)
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Citlivost

Citlivost metody je zmena odozvy meracieho zariadenia, ktord odpoveda zmene
podnetu. Citlivost' je linedrna zavislost rovna smernici kalibracnej zavislosti. Ak

kalibracna zavislost nie je linearna, s koncentraciou analytu sa meni citlivost’.

Opakovatelnost

Opakovatelnost’ vyjadruje ako velmi st si vysledky opakovaného merania
rovnakého analytu podobné. Merania musia byt uskuto¢nené na rovnakom pristroji, na

rovnakom mieste, rovnakym postupom merania, rovnakym personalom a pri rovnakych
podmienkach v kratkom ¢asovom intervale.

> .10 (3.8)
- .
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4 VYSLEDKOVA CAST A DISKUSIA

V tejto Casti bakalarskej prace su diskutované optimalizacie plamenovej atomizacie a
zhrnutie zékladnych charakteristik merania. Dalej st prezentované vysledky stanovenia

selénu v realnych vzorkach a porovnanie u¢innosti extrakcie.

4.1 Optimalizacia experimentalnych parametrov

4.1.1 Vyska horaku

V prvej faze merania bolo testované, aké zlozenie plamena je najvhodnejSie pre
stanovenie koncentracie selénu v roztoku. Hodnoty absorbancie roztoku s koncentraciou
50,0 mg dm™ boli merané pri réznych vyskach horaku a roznom zloZeni plamefia. Prvé
meranie bolo prevedené v plameni zlozenom z paliva - acetylénu a z okyslicovadla -
oxidu dusného. Dizka horaku bola 6 cm. Nasledne bola zmerana absorbancia v plameni,
kde bol namiesto okyslicovadla, oxidu dusného, pouzity vzduch, s dizkou horaku

10 cm. Obidve zavislosti st zobrazené na Obr. 4.1.

0,30 |- |—e— acetylén-oxid dusny|
—e— acetylén-vzduch

0,25 |

0,15 |

0,10 |

0,05 Lo 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
0,0 1,5 3,0 4,5 6,0 7,5 9,0

h, mm

Obr. 4.1: Zavislost absorbancie na vyske hordku a zlozZeni paliva

cse = 50,0 mg dm™, Ase = 196,0 nm, v = 1,0 nm, acetylen = 3,5 ml min™,

_ P _ .
Uoxid dusny = 5,5 ml min™, tvzduch = 2,0 ml min
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Ciernou farbou je znazornena zavislost' absorbancie na vyske horaku pri pouziti
plamena acetylén-oxid dusny. Cervenou farbou je znazornena zavislost’ absorbancie na
vyske hordku pri pouziti plamena acetylén-vzduch. Na zadklade hodndt ziskanych
z merania, z dovodu zistenia vysSej odozvy pre plamen acetylén-vzduch, bol nasledne
pre stanovenia koncentracii Standardov aredlnych vzoriek pouzity plamen acetylén-
vzduch.

K optimalizacii vysky luca nad hranou hordku bol pouzity zasobny roztok selénu
s koncentraciou 50,0 mg dm™. Zavislost absorbancie na jednotlivych polohach hordku
bola premerand v rozmedzi poldh hordku 0 az 8§ mm. Vysledky optimalizicie su
zobrazené na Obr. 4.1. Najvyssia absorbancia bola namerana pri vyske horaku 6 mm.
Tato vyska bola z dovodu dosiahnutia najvyssej odozvy pouzivand pri d’alSom vlastnom

merani.

4.1.2 Prietokova rychlost’ paliva

Ako palivo bol pouzity acetylén. V d’alSom postupe bola pri optimalizovanej vySke
hordku, 6 mm, zmerana zavislost absorbancie na prietokovej rychlosti paliva.
K optimalizacii prietokovej rychlosti bol pouzity zdsobny roztok selénu s koncentraciou
50,0 mg dm>. Prietokova rychlost bola merana vrozmedzi 1,5 az 4,5 mlmin

Vysledky optimalizacie prietokovej rychlosti paliva su uvedené na Obr. 4.2.

0,375 |-

0,300

N
/

0,225

0,150

0,075 - 7

0,000 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 45

ml min'1

uacetylén’

Obr. 4.2: Zavislost absorbancie na prietokovej rychlosti paliva

cse = 50,0 mg dm™, Ase = 196,0 nm, v = 1,0 nm, ttyzduch = 2,0 ml min™', 7 =6 mm
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Rychlost’ prietoku paliva, pri ktorom bola namerand najvysSia absorbancia

(3,0 ml min™), bola nasledne pouzivana pre vlastné meranie.

4.1.3 Uhol natocenia horaku

K optimalizacii uhlu natoCenia hordku bol pouzity zasobny roztok selénu
s koncentraciou 50,0 mg dm™. Uhol bol zmerany v rozmedzi 0° az 90°, pri vyske
horaku 6 mm a prietokovej rychlosti paliva 3,0 ml min™. Vysledky optimalizacie uhlu

natoc¢enia horaku su znazornené na Obr. 4.3.

0,35 -

A
0,30 | 4
0,25 |- ]

0,20

0,15 | 4
0,10 | N
-\ i
0,05 | i\.\
L4 °
0,00 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
0 15 30 45 60 75 90

Obr. 4.3: Zavislost absorbancie na uhle natocenia hordku

cse = 50,0 mg dm™, Ase = 196,0 nm, v = 1,0 nm, acetyien = 3,0 ml min™,
Uyzduch=2,0 ml min’!, 7 = 6 mm

Uhol, pri ktorom bola hodnota absorbancie najvyssia (uhol 0°), bol d’alej pouzivany
pri vlastnom merani.

4.1.4 Horizontalna poloha horaku

Optimalizovanie horizontalnej polohy hordku predstavuje nastavenie idedlnej polohy
Strbiny horaku pod lu¢om vychddzajiicim z primarneho zdroja Ziarenia. K optimalizécii

horizontalnej polohy hordku bol pouzity zisobny roztok s koncentraciou 50,0 mg dm™,
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pri nastavenej vyske hordku 6 mm, pri prietokovej rychlosti 3,0 ml min apri uhle
natocenia hordku 0°. Meranie bolo vykonané v rozmedzi 9,9 cm az 11,8 cm, kde jedna
otacka predstavovala 0,075 cm. Vysledné hodnoty optimalizdcie su uvedené na

Obr. 4.4.

0,5 T T T T T T T T

04 - \

Y A .
f/ \ -

0,0 | o ®

9,8 10,0 10,2 10,4 10,6 10,8 11,0 11,2

Obr. 4.4: Zavislost absorbancie na horizontalnej polohe hordku

cse = 50,0 mg dm™, Ase = 196,0 nm, v = 1,0 nm, acetylen = 3,0 ml min™,
Uvzduch = 2,0 ml min™', 4 =6 mm
Horizontalna poloha horaku (10,6 cm), pri ktorej bola zmerana najvyssia hodnota

absorbancie, bola pouzita pri vlastnom merani.

4.1.5 Sirka spektralneho intervalu

Sirka spektralneho intervalu monochrométoru bola optimalizovana pomocou
z4sobného roztoku selénu s koncentraciou 50,0 mg dm™. Meranie prebiehalo pri vyssie
optimalizovanych podmienkach, vyska hordku 6 mm, prietokova rychlost plamena
3,0 ml min!, pri uhle natogenia horaku 0° a pri horizontalnej polohe horaku 10,6 cm.
Vysledky merania st znazornené na Obr. 4.5. Z grafu je zjavné, Ze najvyssia hodnota

absorbancie bola namerana pri spektralnom intervale 0,2 nm. Z dévodu nizkej intenzity



34

ziarenia a velkej smerodajnej odchylky bol pre dalSie vlastné merania pouzivany

spektralny interval 0,5 nm.

0,7 -

04 |

0’3 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1

Obr. 4.5: Zavislost absorbancie na spektralnom intervale monochromatoru

cse = 50,0 mg dm™, Ase = 196,0 nm, tacetylen = 3,0 ml min™, u4yzdueh = 2,0 ml min™!,
h =6 mm

Optimalizované parametre a najvySsie hodnoty absorbancie pre optimalizacny roztok

selénu s koncentraciou 50,0 mg dm™ st uvedené v Tab. 4.1.

Tab. 4.1: Optimalizované parametre (cse = 50,0 mg dm™)

Vyska Prl,etokosia Uhol Horizontalna Spektralny
. . . . rychlost v . .
Optimalizacia  horaku . natocenia poloha interval
[mm] paliva —p oriku[?] horsku[cm]  [nm]
[ml min™']
Hodnota 6,0 3.0 0 10,6 0,5

Absorbancia 0,284 0,337 0,339 0,456 0,553
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4.2 Kalibracna zavislost’

Po nastaveni optimalnych podmienok metdédy boli zmerané kalibracné roztoky
s koncentraciami 1,0; 2,5; 5,0 a 10,0 mg dm™. Z nameranych hodnét signalov bola

zostrojena kalibracna zavislost’ absorbancie na koncentracii Standardov (vid” Obr. 4.6).

0,18 -

0,12 | i
0,09 | §/ .
0,06 | /

0,03 —/ 1

0,00 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 2 4 6 8 10

c, mg dm?

Obr. 4.6: Zavislost absorbancie na koncentracii selénu

Jse=196,0 nm, v = 0,5 nm, Uacetyién = 3,0 ml min™', wyzdueh = 2,0 ml min’!, 4 = 6 mm

4.3 Zakladné charakteristiky stanovenia

Po definovani optimalnych podmienok a kalibracnych zavislosti pre samotné
meranie boli nasledne spracované Statistické udaje potrebné k ur¢eniu charakteristiky
danej metddy. Bol stanoveny limit detekcie, limit stanovitelnosti, opakovatelnost,
citlivost’ a pracovny rozsah. K ur€eniu tychto parametrov bol zvoleny roztok selénu
s vhodnou koncentraciou a tiez bola vyuzitd kalibra¢na zavislost’ pre selén. Vysledky st

zhrnuté v Tab. 4.2.

Limit detekcie a limit stanovitelnosti boli vypocitané z tidajov ziskanych meranim
kalibra¢ného roztoku selénu s koncentraciou 2,5 mg dm™. Tento roztok bol v kratkom

¢asovom intervale zmerany desat’krat.
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Opakovatelnost’ bola vypocitana z tidajov ziskanych meranim kalibraéného roztoku
selénu s koncentraciou 10,0 mg dm>, ktory bol v kratkom ¢asovom intervale zmerany

desat’krat.

Citlivost’ a pracovny rozsah danej metody bol urceny z grafu kalibracnej zavislosti.

Tab. 4.2: Zhrnutie zakladnych charakteristik stanovenia selénu technikou F-AAS

Charakteristika Se

Limit detekcie [mg dm™] 0,12
Limit stanovite'nosti [mg dm™] 0,41
Opakovatel'nost’ [%] 3,80
Citlivost [1 mg] 0,048
Pracovny rozsah do [mg dm™] 10,0

4.4 Analyza realnych vzoriek

VysSie uvedené optimalne podmienky stanovenia boli v zavere prace vyuzité pri
analyze realnych vzoriek tabliet vyzivovych doplnkov stravy. Povodne boli k analyze
pouzité Styri vzorky (vid Tab. 3.1). Jedna vzorka, oznacend ako D, nebola vhodna
k analyze metodou F-AAS. Dévodom vylucenia vzorky z d’alSieho merania bolo velké
mnozstvo pevnych Castic, tvorba gélu po filtracii a riziko upchania kapilary meracieho
pristroja. Z roztokov jednotlivych vzoriek bola zistend absorbancia, ktora bola pomocou
kalibragnej zavislosti prepo¢itana na koncentraciu selénu v mg dm. Koncentrécia bola
nasledne prepocitand na obsah vzorky v jednej tablete a Uc¢innost extrakcie bola
porovnana oproti deklarovanému obsahu selénu vo vzorkéch tabliet. Vysledné hodnoty
absorbancii a koncentracii vo vzorkach v jednotlivych roztokoch st uvedené v Tab. 4.3,
4.4, 4.5 a 4.6. Koncentracia vzorky A pri stanoveni, ktora bola lthovana a extrahovana
vroztoku kyseliny dusiénej o koncentracii 0,01 mol dm™, bola pod limitom

stanovitel'nosti. Vysledky u€innosti extrakcie st uvedené v Tab. 4.7.
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Tab. 4.3: Vysledky stanovenia selénu v roztoku NaOH s koncentrdciou 0,01 mol dm™

Vzorka Koncentracia [mg dm3] Obsah Se v 1 tablete [ug]
A 1,750 18,63
B 1,188 20,64
C 0,688 11,94

Tab. 4.4: Vysledky stanovenia selénu roztoku HNO; s koncentraciou 0,01 mol dm™

Vzorka Koncentracia [mg dm3] Obsah Se v 1 tablete [ug]
A 0,262 2,70
B 0,892 15,63
C 1,308 23,53

Tab. 4.5: Vysledky stanovenia selénu v roztoku HCI s koncentrdaciou 0,01 mol dm™

Vzorka Koncentracia [mg dm3] Obsah Se v 1 tablete [pg]
A 1,065 11,06
B 1,097 19,10
C 2,451 42,40

Tab. 4.6: Vysledky stanovenia selénu v roztoku TRIS + hydroxid s koncentrdciou

0,10 mol dm™
Vzorka Koncentracia [mg dm3] Obsah Se v 1 tablete [ug]
A 1,000 10,18
B 1,290 22,54

C 3,065 52,31
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Tab. 4.7: Ucinnost extrakcie selénu z tabliet

Utinnost’ extrakcie [%]
Vzorka

V]’\;ZZOt%{u v I’_’[O]\igjku V roztoku HCI 4 :_OZ;?;ZJO)ZEIS
A 37,3 5,4 22,12 20,4
20,6 15,6 19,1 22,5
C 11,9 23,5 42,4 52,3

Z nameranych vysledkov je zrejmé, Ze najvysSia ucinnost’ extrakcie bola
zaznamenana u organickej formy selénu (vo vzorke C) v roztoku Trizma hydrochloridu

s koncentraciou 0,10 mol dm™

pripH 9 adosahovala hodnotu 52,3 %. Najvyssia
ucinnost’ anorganickej formy selénu (vo vzorke A) bola namerand v roztoku hydroxidu

sodného s koncentraciou 0,01 mol dm™ pripH 12 adosahovala hodnotu 37,3 %.

v

v roztoku hydroxidu sodného s koncentraciou 0,01 mol dm™

pripH 12 a taktiez
anorganickej formy selénu (vo vzorke A) v roztoku kyseliny dusi¢nej s koncentraciou
0,01 mol dm™ pri pH 2 dosiahla uc&innost extrakcie 5,4 %. Vzorka B obsahujica
organickll formu selénu dosiahla najvyssiu G€innost’ extrakcie 22,5 % v roztoku Trizma

hydrochloridu s koncentraciou 0,10 mol dm™ pri pH 9.
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5 ZAVER

Zameranim tejto bakalarskej prace bolo porovnanie ucinnosti extrakcie selénu
metodou atomovej absorpénej spektrometrie s plamenovou atomizaciou. V praci boli
analyzované redlne vzorky tabliet doplnkov stravy, ktoré obsahovali r6zne deklarované

formy selénu.

Pre stanovenie selénu boli zistené optimalne podmienky, ktoré boli uplatnené pri
stanoveni realnych vzoriek. V prvej Casti merania bolo testované vhodné zlozenie
plamena. Vysledkom bolo, Ze vysSie odozvy boli zistené pri pouziti plamena zlozené¢ho
z paliva - acetylénu a z okysli¢ovadla - vzduchu. Najvyssia odozva pri optimalizacii
vysky hordku bola namerand pri vyske 6 mm. Prietokova rychlost’ dosahovala najvyssiu

hodnotu odozvy pri prietoku paliva 3 ml min’

. NajvysSia hodnota signalu bola
zaznamenand pre uhol nato¢enia horaku 0° a pri horizontalnej polohe horaku 10,6 cm.
Z doévodu nizkej intenzity ziarenia a velkej smerodajnej odchylky bol pri d’alSom
merani pouzity spektrdlny interval 0,5 nm, namiesto povodnej hodnoty 0,2 nm.
Pri optimalnych podmienkach boli nasledne uréené zakladné charakteristiky stanovenia,

ktoré st uvedené v Tab. 4.2.

V zaverecnej Casti prace boli redlne vzorky tabliet prevedené do roztokov, v ktorych
boli [thované a extrahované. Roztoky boli filtrované a nasledne analyzované. Z dévodu
nevyhovujliiceho zloZenia bola jedna vzorka z d’alSej analyzy vylacena. Analyzované

boli tri vzorky tabliet, ktoré obsahovali anorganickt a organickl formu selénu.

Na zéklade uskutocnenych experimentov je mozné konstatovat, ze optimalizovana
metoda stanovenia selénu pomocou plameniove] atomizacie je vhodna k porovnaniu

ucinnosti extrakcie, pretoZze ma dostatocny detekény limit.

Z nameranych hodndt je zrejmé, Ze nami navrhnuté c¢inidla st charakteristické
rozdielnou ucinnost'ou, ktord v najlepSom pripade dosahuje 52,3 %. Z tohoto dovodu
nie je mozné jednoznacne rozhodnut’, aké podmienky st najvhodnejSie pre stanovenie

anorganickych a organickych foriem selénu z doplnkov stravy.
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