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Abstrakt

Disertacni prace se zabyva vyuzitim UV-fotochemického generovani tékavych
slouc¢enin (UV-PVG) jako derivatizacni techniky pro spojeni vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) s atomovou absorpcni spektrometrii (AAS). Pro speciacni
analyzu byly vybrany dva modelové prvky (arsen a rtut) a jejich slouceniny. Prace byla
rozdélena do n€kolika Casti, které na sebe navazuji.

V prvni Casti vyzkumu byla sestavena aparatura pro UV fotochemické generovani
teékavych slouCenin rtuti a jejich detekci v externé vyhfivané trubici atomového
absorpéniho spektrometru nové generace s kontinualnim zdrojem zéfeni a vysokou
rozliSovaci schopnosti (HR-CS AAS). Pro zvySeni citlivosti stanoveni byla tato metoda
dale upravena pro pouziti s atomovou fluorescencni detekci. Dale byla sestavena
aparatura pro elektrochemické generovani studené pary rtuti s detekci pomoci AAS. Po
sestaveni aparatur byly vzdy optimalizovany pracovni podminky (napt.: koncentrace a
pratok roztokl: kyseliny sirové a kyseliny chlorovodikové; mobilni faze; pratokova
rychlost nosného plynu a misto jeho zavadéni) a ndsledné byly stanoveny zakladni
analytické charakteristiky. Ob& metody generovani byly mezi sebou vziajemné
porovnany podle dosazenych charakteristik pro stanoveni jednotlivych specii rtuti ve
smési. Pouzitelnost navrhované metody (vCetn¢ extrakce z rybich tkani hydroxidem
tetramethylamonnym a kyseliny chlorovodikové pii 75 °C) byla provéfena analyzou
certifikovanych referen¢nich materidli DOLT-4 (Zralo¢i jatra) a ERM-CE464
(svalovina tundka) a referenénimi metodami (HPLC-ICP-MS a AMA?254) u stanoveni.

V dal$i ¢asti prace byla sestavena aparatura pro UV fotochemické generovani
t€ékavych sloucenin arsenu vreZzimu FIA s AAS detekci vexterné vyhfivaném
kfemenném atomizatoru. Diiraz byl kladen na konstrukci UV generatoru, a to zejména
na material reakcni civky (teflon, kemen). Byly testovany trubicky riznych priméra a
tlouStky stén s naslednou optimalizaci pracovnich podminek (sloZeni nosného média a
jeho pritok, pratokova rychlost nosného a reakéniho plynu a jejich zapojeni do
aparatury). Bylo dosaZeno zvySené citlivosti stanoveni pouzitim vhodného reakéniho

modifikatoru s dlouhodobym nebo kratkodobym tginkem (Bi** nebo Sb>").



Abstract

The presented dissertation thesis deals with the use of UV-photochemical generation
of volatile compounds (UV-PVG) as a derivatization technique for the combination of
high-performance liquid chromatography (HPLC) and atomic absorption spectrometry
(AAS) detection. Two model elements arsenic and mercury and their compounds were
selected for the speciation analysis. The work was divided into several parts that follow.

In the first part of the research, the apparatus for the UV-photochemical generation
of the volatile mercury compounds and their detection with a new continuum source and
high-resolution atomic absorption spectrometer (HR-CS AAS) with an externally heated
detection tube was constructed. The analytical method was adapted for use with atomic
fluorescence detection with the aim to improve sensitivity of the determination.
Furthermore, apparatus for the electrochemical generation of cold mercury vapor with
AAS detection was built. The construction of the apparatus was followed by
optimization of the reaction conditions (concentration and flow of electrochemical
reagents: sulfuric and hydrochloric acid, mobile phase, carrier medium, flow rate of the
carrier gas and localization of its introduction), determination of the analytical figures of
merit, and comparation of the methods. Both methods of generation were compared to
each other to find a suitable method for determination of mercury species. The
applicability of the proposed method (including extraction by tetramethylammonium
hydroxide and HCI at 75 °C) was demonstrated by using certified reference materials
DOLT-4 (dogfish liver), ERM-CE464 (tuna fish), fish tissues and by HPLC-ICP-MS
and AMA 254.

The next part of work started by construction of the apparatus for the UV-
photochemical generation of volatile compounds of arsenic in flow injection analysis
with AAS detection in externally heated quartz tube atomizer. Emphasis was placed on
the construction of the UV-photochemical generator, especially on the material of the
reaction coil (Teflon or quartz). The tubes of different diameters and wall thickness
were tested. The optimization of the working conditions (composition of the carrier
solution and its flow rate, flow rate of carrier and reaction gas and the place of their
introduction to the apparatus, reaction coil material and its length, type of UV

generator) was performed. The sensitivity of the determination can be improved by



addition of a suitable reaction modifier with persistent or short-time effect (Bi(IIl) and

Sb(IID)).
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Ay

AAS
AFS
anolyt
As(1ILV)
CRM
CVG

Cvzorek

(pHCOOH

DMAs(V)
EcVG
ETAAS

EtHg(I)
FIA
FIGS
GLS
He(II)
HPLC

HR-CS AAS

ICP
i.d.
katolyt

LED
LOD
LOQ
LDR

absorbance pii dané vinové délce

atomova absorpcni spektrometrie

atomova fluorescen¢ni spektrometrie

anodovy roztok

anorganickd specie arsenu s vyznacenym oxida¢nim c¢islem
certifikovany referen¢ni material

chemické generovani té¢kavych sloucenin

molarni koncentrace analytu ve vzorku

objemova procenta kyseliny mravenci

organicka specie arsenu — dimethyl arseni¢nan
elektrochemické generovani t¢kavych sloucenin

atomova absorpcni spektrometriec s elektrotermickou
atomizaci

organicka specie rtuti — ethylrtutny ion

pratokova injekéni analyza

atomizator ,,flame in gas shield*

separator fazi

anorganickd specie rtuti— rtutnaty ion

vysokoucinna kapalinova chromatografie

atomova absorp¢ni spektrometrie s kontinudlnim zdrojem a
vysokym rozliSenim monochroméatoru

elektricky proud

induk¢né vazané plazma

vnitini primér

katodovy roztok

délka UV-fotochemického reaktoru

dioda emitujici svétlo

mez detekce

mez stanovitelnosti

linearni dynamicky rozsah

mol 1!
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MDF
min

mM

ME
MeHg(I)
MF
MMASs(IIT)
MS

o.d.

PA
PTFE
PhHg(I)
Qx

QF

QT

Taim
TMAH
uv
UV-PVG

VSG
VVZ
WDR

miniaturni difuzni plaminek

minuta

mmol 1!

2-merkaptoethanol

organicka specie rtuti— methylrtutny ion

mobilni faze

organicka specie arsenu— monomethyl arsenity ion
hmotnostni spektrometrie

vnéjsi pramer

plocha piku

polytetrafluoretylen (Teflon)

organicka specie rtuti— fenylrtutny ion

pratokova rychlost daného ¢inidla

kfemenny atomizator

kifemennd detek¢ni trubice (vyhiivana do 150 °C)
atomizacni teplota

hydroxid tetramethylamonny

ultrafialové zafeni

UV-fotochemické generovani t€kavych sloucenin a studené
pary rtuti

generovani t€kavych sloucenin

davkovany objem daného vzorku

pracovni dynamicky rozsah

smérodatnd odchylka Sumu zakladni linie zjiS$téna

opakovanym méfenim vzorku o velice nizké koncentraci
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1 UVOD

Technika generovani tékavych sloucenin, piipadné studenych par, je dnes jiz
pomérn¢ znamy zpusob zavadéni vzorku pro potieby spektrometrickych metod. Spociva
v konverzi analytu z kapalné do plynné faze, ve které je t€kava sloucenina atomizovana
a detegovana. Tato metoda ma né€kolik vyhod: oddéleni analytu od kapalné matrice
vzorku, vysokou ucinnost zavedeni stanovovaného prvku do detektoru, vysokou
citlivost, jednoduchost, omezeni vlivu interferenci pii atomizaci a dosazeni lepSich
detek¢nich limitd. Nejcastéji vyuzivanou kombinaci je spojeni generovani tékavych
sloucenin s atomovou absorp¢ni spektrometrii (AAS) nebo atomovou fluorescencni
spektrometrii (AFS) slouzicimi jako prvkové selektivni detektory. V dnes$ni dobé je
nejcasteji vyuzivanym piistupem ke generovani t€kavych slou¢enin metoda chemického
generovani, nasledovana elektrochemickym generovanim. Chemické generovani je
zalozeno na chemické reakci analytu s redukénim Cinidlem, obvykle
tetrahydridoboritanem sodnym v prostfedi mineralnich kyselin. Pti elektrochemickém
generovani se vyuziva redukce analytu na katodé elektrochemické cely pti prichodu
elektrického proudu. Tieti mozny zplsob generovani t€kavych sloucenin je zaloZeny na
fotochemické redukci analytu UV zédfenim v pfitomnosti jednoduchych organickych
kyselin. Tento pfistup je nejméné prozkoumany, ackoli dle informaci dostupnych
v literatufe v sob¢ skyta slibny potencial pro nékteré aplikace.

Predkladana disertani prace je souhrnem vysledku, které navazuji na piedchozi
vyzkum provadény v laboratofi spektrometrickych metod na katedie analytické chemie
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy. Zamérem prace bylo zavedeni UV-
fotochemického generovani tékavych sloucenin jako alternativniho pfistupu schopného
konkurovat dnes jiz bézn€ pouzivanym metodam, jako jsou chemické a elektrochemické
generovani.

Cilem vyzkumu bylo vylepSeni dosazenych vysledkii pro speciacni analyzu
vybranych sloucenin rtuti pomoci UV-fotochemického generovani studené pary rtuti
jakozto derivatiza¢niho kroku mezi vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC)
a atomovou absorpéni  spektrometrii s moznosti  stanoveni  specii  rtuti
v komplikovanéjSich matricich. Za timto ucelem musela byt rovnéZ modifikovana
extrakéni procedura a vybrano vhodné extrakéni Cinidlo tak, aby byly kompatibilni

s naslednym krokem UV-fotochemického generovani. Dale byla v praci optimalizovana
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metoda elektrochemického generovani studené pary rtuti a testovana jeji vyuzitelnost
pii specia¢ni analyze rtuti. Nasledné byly za nalezenych optimalnich podminek urceny a
vzajemné porovnany analytické charakteristiky pro oba pfistupy ke speciacni analyze
rtuti, tj. spojeni HPLC s postkolonovym fotochemickym ¢i elektrochemickym
generovanim pary rtuti z jednotlivych specii rozdélenych na koloné¢ a jejich naslednou
detekci pomoci AAS. Postkolonové fotochemické generovani specii rtuti vykazovalo
vyssi citlivost a jeho pouzitelnost v analytické praxi byla demonstrovana na vzorcich a
certifikovanych referencnich materialech ryb.

Druhym zkoumanym prvkem byl arsen a jeho specie. Byla provedena optimalizace
konstrukce UV-fotochemického generatoru i podminek UV-fotochemického generovani
tékavych sloucenin arsenu v rezimu pratokové injekéni analyzy s AAS detekei. Jelikoz
z testovanych Ctyt specii arsenu (As(II), As(V), MMAs(III) a DMAs(V)) byly nalezeny
podminky pro uspésné UV-fotochemické generovani pouze dvou znich (As(Ill) a
DMASs(V)), nebyla dale testovana pouzitelnost UV-fotochemického generovani jako
postkolonového derivatiza¢niho kroku vyuzitelného pro speciacni analyzu arsenu.
Pozornost vSak byla vénovana snaze o objasnéni mechanismu UV-fotochemického
generovani arsenovodiku z As(III), zejména pozitivnimu vlivu nékterych iontt (Bi(IIl) a

Sb(Il)) na signdl arsenu.

1.1 Cile prace

Ukolem prace byl dikladny vyzkum moznosti pouziti UV-fotochemického
generovani studené pary rtuti a t€kavych sloucenin arsenu pro jejich prvkovou speciacni
analyzu v realnych vzorcich (rybi tkané a certifikované referen¢ni materialy jen pro Hg)
metodami AAS a AFS. Tato témata souvisela s feSenim grantového projektu GA UK
152214.

Jednotlivé cile prace byly:

Speciaéni analyza Hg

1.  Sestavit meéfici aparatury - realizace spojeni vysokoucinné kapalinové

chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC) a (HR-CS AAS) detektoru,
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s atomizaci v kiemenné detek¢ni trubici (QT) s vyuzitim postkolonového UV-
fotochemického generovani studené pary rtuti (UV-PVG).

Optimalizovat experimentalni podminky jak pro HPLC separaci specii Hg, tak i
pro nasledné postkolonové UV-fotochemické generovani pary rtuti. Nasledné
urcit zakladni charakteristiky vyvinuté metody RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS.
Modifikovat extrakéni metodu specii rtuti zredlnych vzork rybi tkdné a
vybranych certifikovanych referencnich materiala tak, aby byla kompatibilni
s vyvinutou metodou RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS a zachovévala informaci o
speciaci.

Ovérit spravnost navrzené metody stanoveni a extrakce na certifikovaném
referenénim materidlu a prokazat jeji pouzitelnost na realnych vzorcich.

Sestavit aparaturu pro elektrochemické generovani studené pary rtuti
v pratokovém uspofddani a optimalizovat podminky elektrochemického
generovani studené pary rtuti (EcVG) z jednotlivych specii rtuti s detekci pomoci
QTAAS. Realizovat spojeni RP-HPLC-EcVG-QTAAS a urcit analytické
charakteristiky za optimalnich podminek. Porovnat vysledky dosazené pomoci
RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS a RP-HPLC-EcVG-QTAAS a zhodnotit praktickou

vyuzitelnost obou metod.

Speciaéni analyza As

6.

Optimalizovat konstrukci generatoru pro UV-generovani tékavych sloucenin
arsenu z As (III).

Optimalizovat podminky UV-fotochemického generovani tékavych sloucenin As
z vybranych modelovych sloucenin (As(IIl), As(V), MMAs(III) a DMAs(V) a

stanovit zakladni charakteristiky stanoveni téchto analytti danou metodou.

Prace byla rozdélena do né¢kolika casti. Hlavnim cilem prvni ¢asti bylo vypracovat

metodu pro stanoveni specii rtuti s dostatecnou citlivosti. Dal$im ukolem bylo zlepSeni

extrakce specii rtuti z redlnych vzorki a certifikovanych referenénich vzorki.

Dalsi cast prace byla zaméfena na stanoveni rtuti pomoci elektrochemického

generovani studené pary rtuti z riznych specii jako moZznou konkuren¢ni technikou
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k ptedchozi metodé¢. Cilem bylo sestavit elektrochemickou generacni celu a nalézt
optimalni podminky pro stanoveni specii rtuti.

Cilem druhé casti této prace bylo optimalizovat UV-fotochemické generovani
t€ékavych sloucenin arsenu s vyuzitim vhodného modifikatoru pro potieby atomové
absorpéni  spektrometrie. Hlavnim tukolem byla konstrukce vlastniho UV-
fotochemického generatoru. DalSim cilem bylo vyuziti UV-fotochemického generovani
tékavych sloucenin arsenu jako interface (derivatiza¢ni jednotky) mezi HPLC a QFAAS

pro speciacni analyzu.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Slouéeniny rtuti — vyskyt a toxicita

Rtut’ je stfibroleskly kov, ktery se bézné v pfirod¢ nenachazi a za béznych podminek
je jedinym kapalnym kovem [1,2]. Vyskytuje se pouze ve tiech oxida¢nich stavech (0, I,
II). Chemické formy rtuti jsou anorganické (elementéarni rtut’, rtutné a rtutnaté ionty) a
organokovové slouceniny [3]. Rtut’ a jeji slouceniny jsou ptitomny v zivotnim prostiedi
diky lidské aktivité¢ (skladky, zubni ptipravky, laboratorni vyuziti, uhelné elektrarny),
ale 1 diky pfirodnim zdrojim jako je vulkanickd Cinnost, a nebo lesni pozary [4].
V oxidacnim stavu +II se rtut’ vyskytuje v sedimentech [5—7] a v povrchovych vodéach
(CHsHg(I)). Kazdé specie ma charakteristickou toxikokinetiku a rozdilny vliv na zdravi
[10]. Pozadavek na provadéni speciacni analyzy vyplyva pravé z faktu, ze toxicita
raznych specii rtuti je rozdilna. Tolerovatelna denni davka pro dospé€lého clovéka o
télesné hmotnosti 70 kg ¢ini 50 pg celkové rtuti a z toho maximalné 33 pg methylrtuti
[11].

Ionty rtuti, prevazné Hg(Il), se mohou ucastnit v zivotnim prostiedi tzv. ,,methylace®.
Tento proces obrany organismii miize probihat jak v jednobunéénych organismech
(bakterie), tak i v travicich soustavach obratlovct. Bakterie jsou schopny pfeménit ionty
probiha v pfitomnosti rznych typi mikroorganismii vyskytujicich se v sedimentech za
ucasti methylkobalaminovych sloucenin (CH3Bi2) podle rovnice 1 [12,13]. Vzniklé
organické slouceniny rtuti jsou mnohem toxictéjsi nez vychozi slouceniny. Diky jejich
rozpustnosti v tucich mohou byt akumulovany pfedevs§im v rybach, planktonu a ptactvu

[14].

CH3B» CH3Bj» (1)
Hg(Il) —— CH;Hg(I) — (CH;),Hg
Rychlost vzniku methylrtuti je zavislda na koncentraci methylkobalaminovych

sloucenin, koncentraci Hg(II), pfitomnosti organickych 1 anorganickych

komplexotvornych latek, koncentraci kysliku ve vodé pii aerobni methylaci, na teploté
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vody, na mnozstvi a druhu mikroorganismti, pH a redoxnich podminkach vodniho

systému [5,12]. Piedstava o cirkulaci rtuti v Zivotnim prosttedi je znazornéna na Obr. 1.

u// Os \\4 cl, OH

HgO (s) ’ Hg (aq) <—> Hg(OH),, HyCl;, CH;HgOH + CH3e
soz,No oF 4 A
OH-
A HC|, 03, H202 HC|, 03. HQOQ hv
VZDUCH  Hg® — *Hg(l) * Hg + 2CHy (CH3):Hg
! CHsHg-DOC  ryby

HgO (s) \ /

v mikroorganismy /
VODA Ij-JgO ¢ Hg(ll) = CH,Hg* ‘7' (CH;)zHg

mikroorganismy . ‘[ ‘[
Hg ¢ Ho(ll) CHsHg* «—— (CH3),Hg

/ \ mikroorganismy\A —

SEDIMENT anorganické HgS (CH3),S-Hg korysi
komplexy

Obr. 1: Premény Hg ve slozkach vodniho ekosystému [12].

aq — kapalna faze, DOC — rozpusténé organické latky, s — pevna faze

Vliv rtuti a jejich specii na lidsky organismus je jednoznac¢né negativni. Patii mezi
kumulativni jedy, nejCastéji se kumuluje v jatrech, ledvindch a sleziné. Projevy
chronické otravy rtuti jsou: vypadavani vlasii, travici problémy, neurologické a
psychické potize. Pii jednorazové vysoké davce dochdzi k bolestem bficha, prijmim a
zvraceni. Rtut’ a jeji slouceniny jsou ototoxické, dale mize mit negativni vliv na krevni
tlak a na klidovou srde¢ni frekvenci a tim zptsobit kardiovaskularni onemocnéni [15—

17].
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2.2 Slouéeniny arsenu — vyskyt a toxicita

Arsen je Siroce rozsifen v ptirodé, nejcastéji ve formé anorganickych sloucenin, kde
muze nabyvat oxidacnich ¢isel -III, +IIT a +V. Jedna se o toxicky polokovovy prvek.
Nejvyznamnéj$i rudou arsenu je arsenopyrit (FeAsS) a také 16llingit (FeAsy).
V horninach se nachazi jako pifimés v rudach niklu, kobaltu, stfibra a zlata. Vyroba As
spociva v oxida¢nim prazeni arsenopyritu a nadsledném zachyceni oxidu arsenitého.

Organické slouc¢eniny mohou byt také trojmocné nebo pétimocné, jako je kyselina
arsanilova. Arsen se mize dokonce vyskytovat v methylovanych forméach nésledkem
biomethylace organismy v pudé, sladké vodé a moiské vodé. Hlavnim mistem
biotransformace specii arsenu jsou jatra, kde dochéazi k redukci As(V) na As(Ill) a
nasledné methylaci na monomethylarsenitou (MMASs(II)) a dimethylarseni¢nan
(DMASs(V)) [10]. Arsenité slouceniny jsou pfitom toxictéjsi nez arsenicné. Jak jiz bylo
popséano, arsen se vyskytuje v nckolika chemickych formach a oxidacnich stavech
zpusobujicich akutni a chronické ucinky na zdravi, vcetné rakoviny. Nejvice toxické
jsou anorganické slouCeniny arsenu, nejznaméj$im je oxid arsenity, arsenik neboli
otrusik. Letdlni ddvka (LDso) pro potkana je 15 mg kg™ [18]. Byly v8ak zaznamenany
pfipady pfeziti po mnohem vétsi davee. Smrtelnd davka pro ¢lovéka je 60-200 mg.
Akutni otrava po poziti se projevuje kovovou chuti v ustech, Skrabanim a palenim v
hltanu. Nasleduje tporné zvraceni a prudké bolesti v biiSe, pozdéji se dostavi prijem
spojeny s dehydrataci. Pozdé&ji se dostavuji dalsi ptiznaky jako kiece, anurie, zrychleny,
nepravidelny tep, paralyza a smrt. Pfi vySSich davkach se milZe otrava projevovat
celkovou slabosti, kifeCemi, ztratou védomi a ochrnutim dychaciho centra. Dal§imi
pfiznaky jsou poSkozeny imunitni systém, horecka, anorexie, srde¢ni arytmie,
poskozeni centrdlniho nervového systému, poskozeni jater a cukrovka, coz se ovSem
projevuje zejména pii chronickych otravach [10,19-21].

Produkty metabolick¢ pifemény, DMAs(V) a MMAs(IIl), mohou byt nalezeny
v lidské moci po chronické expozici arsenem v pitné vodé. Schéma pro preménu As(I1I)
na mono-, di- a trimethylované produkty vicestupfiovym mechanismem oxidativni
methylace s naslednou redukci produktu methylace pred dal$i biotransformaci je

nasledujici [22]:
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As"OY+CH; —CH;As" 03 +2¢” -»CH;As" O3 +CH; — (CH;),As" 03+2e —
(CH;),As™ O +CH; — (CH;3);AsVO" 2)

Pentavalentni methylované specie arsenu (MMAs(III) a DMAs(V)) jsou méné
toxické nez As(Ill), LDso pro mysi je 916 a 648 mg kg! [18]. Vice neZ padesat specii
arsenu bylo nalezeno v moiskych organismech [23,24]. VétSina z nich byla zarazena
mezi netoxické jako je napf. arsenobetain a Cast jako potenciondlné toxické napf.

arsenocukry [25,26].

2.3 Moznosti generovani tékavych sloucenin

Generovani tékavych sloucenin (VSG) je jednou z nejrozsifenéjSich derivatizacnich
technik pro ultrastopové a stopové stanoveni prvkilt ve spojeni s atomovymi
spektralnimi technikami [27]. Tato technika je nejcastéji vyuZzivana pro stanoveni
prvka, které tvori t€kavé hydridy, tj. As, Bi, Ge, Pb, Sb, Se, Sn a Te [28,29], ale tfeba i
In a TI [30]. Struktura nékterych t€kavych slou€enin neni pfesné¢ zndma, v piipadé¢ Cd
[31] se mlUze jednat o pary ¢i hydrid, u fady pfechodnych prvki se mulze jednat o
nanocastice - Ag [32], Au [33] a Zn [34]. V ptipade¢ rtuti je dlouho znamo, ze chemicky
a elektrochemicky generovanou tékavou formou je elementarni rtut’, ktera jiz za
laboratorni teploty ma tenzi par vyuzitelnou pro stanoveni [35-39]. Proto se pouziva
pojem generovani studené pary rtuti. V dnesni dobé je tedy mozné vyuzit generovani
tékavych sloucenin i pro stanoveni ptrechodnych a vzacnych kovi [40,41]. Prvky jako
Co, Fe, Ni, Se jsou schopny vytvaret tékaveé karbonyly [42—44]. T¢kavé specie mohou
vytvaret také [ a S [45].

Analytické vyuZiti generovani tékavych sloucenin ma nckolik vyhod: separaci
analytu od matrice vzorku (pfevod do plynné faze) a tedy z toho plynouci omezeni vlivu
interferentl, vysokou transportni ucinnost tékavé formy stanovovan¢ho prvku do
detektoru, znacnou selektivitu, vysokou citlivost a nizké meze detekce [46].

VSG muzeme rozdélit do dvou nezavislych krokl: generovani a atomizace/detekce.
Generovani zahrnuje prevedeni analytu na t€kavou slouceninu, jeji uvolnéni z kapalné
faze do faze plynné a transport tékavé slouceniny pomoci nosného plynu do

detektoru [47].
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Jako detektory lze wvyuzit libovolnou metodu atomové spektrometrie, napf.:
atomovou absorpcni spektrometrii  (AAS) [48-54], atomovou fluorescencni
spektrometrii (AFS) [55-60], stejn¢ tak metody s indukéné vazanym plazmatem (ICP-
MS, ICP-OES) [58,59,61-63]. Nejcastéji se vyuziva kombinace AAS s atomizaci
v kfemenném atomizatoru (QFAAS) anebo zavedeni hydridu analytu do grafitového
atomizatoru a jeho in-situ zachyt (in-situ ETAAS) [64]. V metodé¢ AFS se plynny
hydrid zavadi do miniaturniho plamenového atomizatoru [65-67]. V ICP-MS a ICP-
OES se vyuziva zavadéni vzorku do zmlZovace a nésledné do plazmatu, jako detektor
pak slouzi bud’ hmotnostni nebo opticky emisni spektrometr.

Metody generovani tékavych sloucenin lze rozdélit na tfi skupiny podle zptsobu
generovani. Nejbéznéj$im a dnes nejrozsirenéjsSim je chemické generovani (CVG), dalsi
alternativni metodou je elektrochemické generovani (EcVG) a posledni, nejmladsi

metodou je UV-fotochemické generovani (UV-PVG).

2.3.1 Chemické generovani

Chemické generovani tékavych sloucenin vyuzivad reakce analytu s redukénimi
¢inidly v kyselém prostiedi [29]. Nejcastéji se vyuziva tetrahydridoboritanu sodného
(NaBH4) pro redukci hydridotvornych prvkl pfechodnych a vzacnych kovi. Pro prvky
tvotici studené pary, jako je rtut, se vyuziva jako redukéni Cinidlo také chlorid cinaty
(SnCly) [68].

Reakce probihd v kyselém prostfedi, kter¢ je nezbytné pro rozklad
tetrahydridoboritanu a vznik hydridu analytu [69—71]. Roztok tetrahydridoboritanu neni
staly, v neutralnim aZ kyselém prostiedi se rozklada na kyselinu boritou, proto je nutné
ho denné¢ pfipravovat cerstvy, pfipadné ho uchovéavat zamraZeny. Pro stabilizaci
redukéniho Cinidla se do roztoku ptidava NaOH anebo KOH o koncentraci 0,1 —
1 mol I'!,

Mezi vyhody této metody patii vysoka citlivost, absence spektralnich interferenci,
nizké provozni néklady, jednoduchost a rychlost. Nevyhodami této techniky je riziko
kontaminace analytu z pouzitého redukéniho €inidla a jeho nestabilita. Dalsi nevyhodou
je potieba predredukce analytl s vyS$$im oxidacnim ¢islem [67]. Pro Gpravu nékterych
vzorkli do poZzadované oxida¢ni formy je potieba vyuZiti oxida¢niho ¢inidla, nejCastéji

peroxodisiranu draselného [72-75].
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Mnoho praci se zabyva chemickym generovanim, avSak jen malo z nich vysvétluje
mozny mechanismus reakce analytu s NaBH4. Skupina D’Uliva a jeho spolupracovniki
publikovala teorii ,,pfenosu vodiku®“ [27,71,76]. V této teorii je NaBHs4 postupné
hydrolyzovan v kyselém prostfedi ptes hydrolytické meziprodukty az na kyselinu

boritou a molekularni vodik:

BH;+ H;0"—BH;(H,0)+H, (3)
BH,(H,0)+H,0—(H,0)BH,OH+H, 4)
(H,0)BH,0OH+H,0—(H,0)BH(OH),+H, 5)
(H,0)BH,0H+H;0" (H,0),BH;+H,0 (6)
(H,0)BH(OH),+H,0—B(OH);+H, (7)

Reakce podle rovnice 6 probiha pouze v siln€ kyselém prostredi, kde je koncentrace
H30" vy3si nez 0,5 mol 1"\, Proto je hydrolyza NaBHs pomalejsi, kdyz [H3O+] >0,5
mol I}, protoze (H,0),BHj nehydrolyzuje [70,77].

Vsechny reakce I1ze shrnout do jedné rovnice:
BH;+ H;0 " +2H,0—meziprodukty—B(OH);+4H, (®)

Analyt je ptreveden na tékavy hydrid reakci s NaBH4 nebo kterymkoliv z produkti

hydrolyzy. Reakci 1ze vyjadfit pomoci schéma:

kde A je atom prvku tvorici tékavy hydrid (As™, Sb'", Bi'") [27,69-71,76,78]
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2.3.2 Elektrochemické generovani

Elektrochemické generovani je jednou z alternativ k chemickému generovani
tékavych sloucenin. Pfi elektrochemickém generovani je redukéni €inidlo nahrazeno
prichodem elektrického proudu. Vyhodou tohoto pfistupu je eliminace rizika
kontaminace redukénim cinidlem. Diky tomu mize byt dosazeno nizs$i meze detekce.
Navic neni potieba pracovat s nestabilnim redukénim ¢inidlem.

Priutokova elektrochemicka cela pro generovani té¢kavych hydrida se sklada ze dvou
casti, katodového a anodového prostoru, které jsou nejcastéji oddéleny iontove
vyménou membranou (vétsSinou z Nafionu) [79-82]. Cely jsou obvykle vyrobené
z bloku plexiskla nebo PTFE.

K redukci analytu dochazi na katodé nebo v jeji blizkosti a zarovenn dochazi k vyvoji
vodiku [79]. Mnozstvi vygenerovaného vodiku je zavislé na pouzitém materialu katody.
Nejvice vyuzivanym materidllem pro katody je Pt, zdavodu odolnosti vaci
interferentim a elektrolytu, déale pak Pb, které umoznuje redukci analytu i z vySSich
oxidacnich stavi, ale je zde vyssi riziko moznych interferenci [83]. NejbéznéjSimi
elektrolyty jsou roztoky mineralnich kyselin (sirova a chlorovodikova) nebo jejich soli
[83].

Vyhodou elektrochemického generovani je pouziti vysoce cistych minerdlnich
kyselin nebo soli, ¢imz se snizuje riziko mozné kontaminace z ¢inidel. Nevyhodou je
mozna sorpce interferenti i analytu na povrch katody, coz mize vést k permanentni
zméné jejiho povrchu — pasivaci a ovlivnéni u€innosti generovani tékavé slouceniny
[46,84].

Generovani probiha ve vodnych roztocich, na katodé kromé redukce analytu dochézi
k redukci oxoniovych iontl na vodik, a na anod¢ dochazi k oxidaci hydroxidovych
aniont na kyslik popf. CI" na Cl. Reakéni mechanismus u elektrochemického
generovani je zaloZen na tfech po sobé jdoucich krocich probihajicich na povrchu
elektrody [85].

V prvni fazi dochazi k depozici analytu na povrch elektrody a jeho redukci:

M+A™ +ne—>MA, (10)

kde M je povrch elektrody a A je analyt.
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Nasleduje reakce mezi redukovanym analytem a vodikem generovanym na povrchu
katody a vznik ptislusného hydridu.
Ttetim krokem je desorpce vzniklého hydridu z povrchu elektrody:

MA+ne +nH;0 —M+AH,+H,0 (11)

Prvni reakce (10) reakce probihd v silné kyselém prostiedi a jde o reakci prenosu
naboje. Jsou popsany dva rizné mechanismy reakce mezi redukovanym analytem a
atomarnim vodikem: elektrokatalyticky a elektrochemicky mechanismus. O
mechanismu, kterym reakce pobézi, rozhoduje piepéti vodiku na dané materialu katody.

Elektrokatalyticky mechanismus popisuje reakci atomti vodiku vzniklych na povrchu
katody s nizkym piepétim vodiku s redukovanym hydridotvornym prvkem (oxidacni
stav 0). Takto tidajn€ probihd reakce na platinové elektrodé [84].

Elektrochemicky mechanismus zahrnuje deprotonizaci H3O" iontG na povrchu
katody s velkym ptepétim vodiku. Hydridy se tvofi redukce hydridotvorného prvku na
povrchu elektrody a naslednou reakci s H3O" zkatolytu. Na katodach s velkym
piepétim vodiku (napf. Pb) Ize generovat hydridy i z As¥, Se¥'a SbY.

U katody, ktera ma stfedni piepéti vodiku, mohou probihat pravdépodobné obé

reakce zaroven [79].

2.3.3 UV-fotochemické generovani

UV-fotochemické generovani je alternativni zplsob ke dvéma ptfedchozim
moznostem. Metoda je zaloZena na interakci UV zéfeni s organickymi kyselinami
pfidanymi ke vzorku za vzniku volnych radikalii, které reaguji s analytem za vzniku
t€kavé formy. Prvni pouziti UV-fotochemického generovani pro analytické stanoveni
najdeme v pracich Gua et al [86,87]. T¢kavé slouCeniny, pfipadné studend para rtuti,
vznikaji vlivem UV zéfeni a nej€astéji v pfitomnosti nizkomolekularnich organickych
kyselin (mravenci, octova a propionova)a alkoholti [45,86—89]. K nizkomolekularnim
organickym kyselindm muze byt pfidan fotochemicky katalyzator (TiO2, ZrO3). TiO:
byl jako fotokatalyzator pro potieby UV-PVG vyuzit napt. pro stanoveni Se [59,60,90—
93], Hg [94,95] a Te [60].
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Mezi vyhody UV-fotochemického generovani tékavych sloucenin patii jednoduchost
aparatury a eliminace drahych a toxickych redukénich ¢inidel. V porovnani
s elektrochemickym generovanim lze takto generovat t€kavé slouceniny z vétsi skupiny
prvki. Dalsi vyhodou je snizeni interferenéniho vlivu pfechodnych prvki. Odpadaji
také nezadouci jevy na elektrodach.

Reakéni mechanismus UV-fotochemického generovani tékavych sloucenin je stale
predmétem diskusi, protoze fotochemické reakce jsou slozité¢ [96,97]. Je nékolik
moznych reakénich mechanismli. Zatim byl navrzen sled moznych reakci, které
piedpokladaji rozklad organickych kyselin a vznik volnych radikalt, které maji
schopnost redukovat specie stanovovaného prvku.

Jako priklad 1ze uvést rozklad kyseliny mravenci. Fotolyza kyseliny poskytuje fadu

radikalt podilejicich se na redukci analytu [98].

HCOOH~H +HCO; (12)
HCO; = HCO} + €lag) (13)
HCO; 5 H'+'CO; (14)
H,0 5 H,0" &H'+OH (15)
HCO3+ 0H 5 H,0 +CO; (16)
HCO, 5 o+ HCO' (17)
H;0" +€yq) > H'+ H,0 (18)
HCO>+H' kit H,+CO; (19)
2HCO" 3 HCHO+CO (20)
2HCO; " HCOOH+ CO, (21)

Povaha tékavé slouceniny zavisi na pouzité karboxylové kyselin€. V ptipadé pouZiti
jinych karboxylovych kyselin, jako jsou kyselina octova a propionova, vznikaji dalsi

radikaly CH; a CZH;.
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2.4 Detekce AAS a AFS

K detekci stopovych a ultrastopovych koncentraci prvki lze vyuzit nékolik
spektrometrickych analytickych metod, napt.: atomovou absorpéni spektrometrii (AAS)
s riznymi typy atomizatorti (kapitola 2.4.1), atomovou fluorescen¢ni spektrometrii
(AFS) sriznymi druhy atomizacnich prostfedi (kapitola 2.4.2), hmotnostni
spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS), riizné varianty optické emisni
spektrometrie (OES), nejCastéji s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) a dalsi
metody (neutronovou aktivacni analyzu, laserovou a rentgenovou spektrometrii a
elektronovou mikroanalyzu).

V této praci byly pouzity AAS s atomizaci v kiemenném atomizatoru pii 950 °C
(QF) a kifemenné detekéni trubici pii 150 °C (QT) a AFS satomizaci v
miniaturizovaném difiznim plamenovém atomizatoru, které jsou detailné popsany

v nasledujicich kapitolach.

2.4.1 Atomizace v AAS

Dle zplisobu atomizace (druh atomizatoru) muizeme atomovou absorpcni
spektrometrii rozdélit do tii skupin. Jedna se o plamenovou atomizaci (FAAS),
elektrotermickou atomizaci (ETAAS) a generovani tekavych sloucenin (hydridi)
(HGAAS) s atomizaci v kiemennych atomizatorech (QT-AAS) [46].

Plamenova atomizace (FAAS) se pro ucely ultrastopové analyzy nehodi diky nizké
ucinnosti zmlZovani a vysokému stupni nafedéni volnych atomt stanovovaného prvku
v plameni. M4 ale 1 nékolik vyhod, jako jsou nizké pofizovaci naklady a velka
robustnost. S riznymi prekoncentraénimi metodami lze vyuzit plamenovou atomizaci
ke stanoveni velmi nizkych koncentraci napt.: Cu, Cd, Pb a Zn [99,100].

Elektrotermicka atomizace (ETAAS) je mnohem vhodnéjsi technikou pro
ultrastopovou analyzu zejména kovl. Atomizace probihd nejcastéji v odporové
vyhtivané grafitové kyveté. Kyveta je béhem teplotniho programu vyhtfivana az na
teplotu 2 500 °C. Vyhodou je dosazeni o n¢kolik fada vyssi citlivosti nez v FAAS, déle
pak snadna a vyhodna automatizace davkovaciho procesu a teplotniho programu.
Nevyhodami jsou mozné interference zplisobené matrici vzorku, del$i doba analyzy a

vys$$i pofizovaci 1 provozni cena nez v piipadé FAAS.
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Atomizace v kiemennych atomizatorech se vyuzivd v kombinaci s generovanim
tékavych sloucenin. Vyhody hlavné spocivaji v eliminaci interferentii diky oddéleni
stanovovaného prvku od matrice vzorku a jeho pfevedeni do plynné faze v podobé
tékavé slouceniny. Dosazené citlivosti, meze detekce a stanovitelnosti jsou srovnatelné
s ETAAS. Omezeni techniky generovani tékavych sloucenin je v poctu stanovitelnych
prvki. Lze ji pouzit samoziejmé jen pro analyty, které 1ze prevést na t€kavé slouceniny.
Jako atomizator se ve vétSin€ piipadl pouzivda odporové vyhfivany kiemenny
atomizator. Detailné je popsan v kapitole 3.2.1. Dalsi ptiklady atomizatori mohou byt
tzv. multiatomizator nebo atomizator typu plaminek v kiemenné trubici. Maze se taktéz
vyuzit plamenovych atomizatori jako jsou miniaturni difuzni plaminek (MDF) [101]
nebo plaminek stinény inertnim plynem ,flame-in-gas shield“ (FIGS) [65,102].
Posledni dva jmenované atomizatory se vSak vice uplatiiuji v AFS (viz kapitola 2.4.2).
Inovaci v atomizaci hydridi s AAS detekci jsou plazmata nizkého vykonu pracujici za

atmosférického tlaku, napft. dielektricky bariérovy vyboj (DBD) [98,103—105].

2.4.2 Atomizace v AFS

Jako prvni se v AFS k atomizaci vyuzivaly klasické plameny ze smési acetylen-
kyslik a vodik-kyslik v kombinaci se zmlZzovanim kapalnych vzorkdi [106]. Tato
atomizace méla nevyhodu ve vysokém Sumu zakladni linie téchto plamenti zpisobeném
rozptylenym zafenim [107]. Proto se AFS detekce dnes vyuzivd jen ve spojeni
s generovanim tékavych sloucenin a jejich atomizaci v miniaturizovanych plamenech,
jejichZz Sum je nizky. Miniaturni plaminky jsou dnes nejrozSifenéjSimi atomizéatory
v AFS a mlZeme je rozdé€lit na dva typy: miniaturni difuzni plamen (MDF) a plaminek
stinény inertnim plynem (FIGS). V posledni dobé se jako atomizatory vyuzivaji i
miniaturni plazmata napt. dielektricky bariérovy vyboj (DBD) [47]. DBD atomizatory
jsou zalozeny na elektrickém vyboji v plynu mezi dvéma elektrodami oddélenymi
dielektrickou bariérou a napdjenymi vysokym stfidavym napétim [108]. Diky jejich
jednoduchosti a moZnosti miniaturizace jsou DBD alternativou k dnes jiz hojné
vyuzivanym plamenovym atomizatoram v AFS [109-111].

FIGS ma lepsi citlivost v porovnani s MDF, ale experimentalni uspotfadani je

vvvvvv

inertniho plynu (argonu) [112,113].
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2.5 Speciaéni analyza

Je to Cinnost, kterd ma za ukol identifikaci a nésledné stanoveni jedné anebo vice
chemickych specii ve vzorku. Chemicka specie je definovana jako specifickd forma
prvku podle jeho izotopického slozeni, elektronového nebo oxida¢niho stavu, nebo
komplexni a oxidac¢ni struktury [114].

Existuji tii zékladni piistupy ke speciacni analyze s vyuzitim generovani hydrida
pfipadné t€kavych sloucenin.

Selektivni generovani té¢kavé slouceniny z vybranych specii je zalozeno na rozdilné
ucinnosti konverze jednotlivych specii (dle oxidacnich stavii) na ptisluSny hydrid. Tento
pristup Ize nejcastéji vyuzit ke speciacni analyze arsenu, selenu a telluru. Pro detekci lze
zvolit jakoukoliv prvkove selektivni spektroskopickou metodu [52,59,115,116].

Dal$im ptistupem je postkolonové generovani hydridi a tékavych sloucenin. Pfi
tomto pfistupu neni separace zaloZzend na generovani hydridd, ani na vlastnostech
jednotlivych specii, ale na jejich rizné afinité ke stacionarni fazi HPLC [23,35,39,117—
124]. Duavodul, pro¢ se vyuziva postkolonové generovani ve speciacni analyze je
n¢kolik: zvyseni citlivosti a vzdjemné potlaceni interferenci pfi atomizaci. Nevyhodou
metody je moznost vyuziti pouze pro hydridotvorné prvky, piipadné pro prvky tvofici
tékavé specie. Pro detekcei se nejcastéji vyuzivaji techniky ICP-MS, AFS a AAS.

Poslednim pfistupem je generovani substituovanych hydridi. Speciacni analyza,
kterd je na tomto generovani zalozend, je pouZitelna pouze, kdyZz jednotlivé specie
analytu mohou byt pievedeny na rizné alkyl-substituované hydridy. Smés
vygenerovanych substituovanych hydridl je separovana podle svych rozdilnych boda
varu. NejCastéji je metoda generovani alkyl-substituovanych tékavych sloucenin
spojovana se separaci pomoci plynové chromatografie (GC) a nebo
prekoncentraci/separaci v kryogenni pasti [125]. K detekci se Casto pouziva AAS, ale

lze pouzit 1 jiné atomové spektrometrické techniky.

2.5.1 Speciaéni analyza rtuti

V této praci byla vyuzita separace specii rtuti pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC). V literatufe lze najit separaci specii
rtuti 1 pomoci iontové vyménné chromatografie [126,127], vétSinou se ale vyuziva pravé

RP-HPLC [35,36,39]. K detekci se velmi Casto vyuziva ICP-MS, které lze nahradit
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mén¢ nakladnou AFS a v neposledni fad¢ také AAS. Spojeni HPLC s AAS a AFS se
vyuziva predevSim v kombinaci s generovanim tékavych sloucenin. Jako derivatiza¢ni
krok je wvyuzivano chemického, UV-fotochemického nebo elektrochemického
generovani studené pary rtuti.

Pro separaci specii rtuti i nasledné generovani studené pary rtuti je velice dilezita
volba mobilni faze, kde vyznamnou roli hraje 2-merkaptoethanol, jehoz piitomnost

ovliviiuje nejen separaci na kolon¢ ale i uc¢innost UV-fotochemického generovani

[35,128,129].

2.5.2 Speciaéni analyza arsenu

HPLC ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné vdzanym plazmatem (ICP-
MS) je nejpouzivanéjsi metoda pro stanoveni specii arsenu [132]. Generovani t€kavych
hydridt slouzi pro zvyseni citlivosti a selektivity [47]. Diky této vyhod¢ muze byt ICP-
MS nahrazeno AFS, se stejnymi anebo lepSimi mezemi detekce [133]. Postkolonové
generovani tékavych sloufenin miize byt vyuZzito pouze pro ty specie, které jsou
schopné tvorit t€kavé hydridy anebo jiné tékavé slouCeniny. Jako derivatizaéni krok
mezi HPLC a detekéni technikou se nejvice vyuziva chemického generovani t¢kavych
sloucenin arsenu [67,118,131]. Mén€ vyuzivanou technikou je UV-fotochemické

generovani [89].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Pro ptipravu a fedéni vSech roztokl byla uzivana deionizovana voda z piistroje Milli
Qrrus (18,2 MQcm; Millipore, USA). VSechny chemikalie pouzivané pfi experimentech

byly Cistoty p.a. anebo vyssi.

3.1.1 Chemikalie pouzité pfi UV-fotochemickém generovani studené pary
rtuti

Standardni roztoky specii rtuti (Hg(Il), MeHg(I), EtHg(I) a PhHg(I)) o koncentraci
100 mg I'' Hg byly pfipravovany rozpusténim ptislusného mnozstvi HgCl, (Sigma-
Aldrich, USA) v deionizované vodé a MeHgCl (Sigma-Aldrich, USA), EtHgCl
(Supelco, Némecko) a PhHgCl (Supelco, Némecko) v ethanolu. Roztoky byly
uchovavany v lednici.

Mobilni faze byla ptipravena z pufru, ktery se sklddal z CH;COOH (Sigma-Aldrich,
Némecko) a CH3COONa (Sigma-Aldrich, Némecko), dale potom z C;HsOH (Merck,
Neémecko, Uvasol) a 2-merkaptoethanolu (Sigma-Aldrich, Némecko). Mobilni faze byla
pripravovana kazdodenn¢ Cerstva a vzorek ji byl nafedén na pozadovanou koncentraci.

Extrakéni ¢inidlo bylo slozeno z kyseliny chlorovodikové (37%, Merck, Némecko) a
hydroxidu tetramethylamonného (25%, Sigma-Aldrich, USA). Jako nosny plyn byl po
celou dobu vyuzivan Ar o &istoté 4.8 (Linde Gas, CR).

3.1.2 Chemikalie pouzité pri EcVG studené pary rtuti

Standardni roztoky specii rtuti byly pouZity stejné jako pro UV-fotochemické
generovani.

Pro katodovy roztok byla pouzita 0,5M HCI (Merck, Némecko) a jako anodovy
roztok byla pouzita 2M H>SO4 (Merck, Némecko).
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3.1.3 Certifikované referenéni materialy pro rtut’

Pro ovéteni presnosti metody HPLC-UV-PVG-QTAAS byly analyzovany dva
certifikované referen¢ni materidly. Jednalo se o ERM-CE464 (tunak, Sigma-Aldrich,
Némecko) o obsahu CH3Hg(I) (5,50 + 0,17) mg kg™! a DOLT-4 (jatra malého Zraloka,
National Research Council of Canada, Kanada) o obsahu Hg (2,58 = 0,22) mg kg a z
toho CH3Hg(I) (1,33 = 0,12) mg kg™

3.1.4 Realné vzorky pro speciac¢ni analyzu rtuti

Byly analyzovany vzorky ryb odlovené v roce 2012 z udolni nadrze Pastviny na
Divoké Orlici v CR. Jednalo se o oblast, kde se diky primyslovému zatiZeni
predpokladala zvySend koncentrace rtuti v zZivotnim prostfedi. Konkrétné¢ byly pouzity
vzorky svaloviny ze dvou druhti ryb: jelce tlousté a candata obecného. Popis extrakéni

procedury je popsan v kapitole 3.3.6.

3.1.5 Chemikalie pouzité pri UV-PVG arsenu

100 mg 1! byly pfipraveny rozpusténim ptislugného mnoZstvi oxidu arsenitého (99,5
%, Sigma—Aldrich, USA) v slabé zasaditém prostiedi (KOH, o distoté 89,0 %, Lach-
Ner, CR), hexahydritu methylarsenitanu disodného (Supelco, USA) a kyseliny
dimethylarseni¢né (Supelco, USA) v deionizované vod¢. Standardni roztok As(V) byl
pfipraven nafedénim zasobniho standardniho roztoku (Merck, Némecko) o koncentraci
1 000 mg I'' deionizovanou vodou.

Jako fotochemické cinidlo byla pouZivana kyselina mraven¢i. PoZadovana
koncentrace byla pfipravena fedénim HCOOH (> 98% puriss. p.a.; Sigma-Aldrich,
USA). Bismut (1000 mg 1"! Bi2O3 v 2 mol 1! HNO3, Merck, Némecko) anebo antimon
(1000 mg 1! Sb03 v2 mol I HCI, Merck, Némecko) byly pouzity jako reakéni
modifikatory pro zvySeni analytického signalu arsenu, které byly pfipraveny ze
zasobnich roztokd nafedénim na piisluSnou koncentraci pomoci deionizované vody
nebo mobilni faze.

K ¢isténi  kifemenného atomizatoru a UV-generatoru byla pouzita kyselina
fluorovodikova (Analpur S.D.; Analytika, Praha, CR) nebo kyselina dusiéna (65%, p.a.;
Merck, Némecko).
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Jako nosny plyn byl pouzit argon o ¢istoté 4.8 (Linde Gas, CR). Vodik &istoty
99,0 % (Linde Gas, CR) byl pouzit jako reakéni plyn béhem UV-fotochemického
generovani, kde napomahal vzniku, popt. prevodu tékavych sloucenin do plynné faze a

v atomizatoru k atomizaci.

3.2 Pouzité pristroje a zarizeni

3.2.1 Atomovy absorpéni spektrometr

K detekci vygenerovanych tékavych sloucenin byl pouzivan atomovy absorpéni
spektrometr s kontinualnim zdrojem zafeni (Xe lampa) a vysokou rozliSovaci
schopnosti ContrAA 700 (Analytik Jena, Némecko). Pro detekci studené pary rtuti byla
vyuzita charakteristicka vlnova délka 253,6519 nm a pro detekci té¢kavych sloucenin
arsenu 193,696 nm. Pro vyhodnoceni byly pouzivany 3 pixely (centrdlni = 1) CCD
detektoru. K detekci studené pary rtuti slouzila kifemennd detekéni trubice (QT)
vyhtivana na 150 °C kombinovana se separatorem fazi (GLS). Vnitini objem separatoru
fazi byl 9 ml. (Obr. 2).

K detekci a atomizaci tékavych sloucenin arsenu byl pouzit kiemenny atomizator
(QF) s GLS snucenym odtahem, stejné konstrukce jako pro detekci studené pary.
Rozdil byl pouze v teploté. Atomizétor byl vyhtivan na 950 °C (Obr. 2).

3.2.2 Atomovy fluorescencni spektrometr

Jako srovnavaci detekéni metoda byl vyuzit atomovy fluorescencni spektrometr PSA
Millenium Excalibur (PSA, UK). Atomiza¢nim prostfedim byl miniaturizovany argon-
vodikovy diftizni plamen, pouZity atomizator a separator fazi byly typy komeréné
vyrabéné pro AFS pfistroj Millenium Excalibur. Vnitini objem GLS byl 29 ml.

Pro stanoveni rtuti byl vyuzit specialni systém PSA 10.045 Millennium Merlin
Satelite.
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Obr. 2: Atomizator se separatorem fazi s nucenym odtahem pouzivany ve spojeni

s AAS detekcei

3.2.3 HPLC systém a kolona
Speciacni analyzy rtuti probihaly na kapalinovém chromatografu UHPLC Dionex
Ultimate RS3000 (Thermo Fisher Scientific, USA) s QTAAS detekci. Separace

sloucenin rtuti probihala na kolon¢ Phenomenex Gemini® o velikosti ¢astic 3um, i.d.
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kolony 3 mm a velikosti porid 110 A a délce kolony 250 mm. Kolona m4 stacionarni

fazi C18 a je stabilni v rozsahu pH 1-12.

3.2.4 UV-fotochemicky generator
Pro generovani tékavych sloucenin byl vyuzit pratokovy UV-fotochemicky
generator. Ten se skladal ze zdroje zéfeni, napajeciho zdroje a reakéni civky, kterd byla

pfipevnéna ke zdroji zafeni.

3.241 Zdroj zareni

Jako zdroj zafeni slouzila nizkotlaka rtutovéa vybojka, pficemz v praci byly pouzity
dve vybojky riznych rozmért a vykond.

Pro generovani studené pary rtuti byla zvolena nizkotlaka rtutova vybojka (20 W,
Ushio, Japonsko) trubicovitého tvaru. Rozméry vybojky byly nasledujici: 590 mm x 35
mm (priamér). Z jejiho emisniho spektra byla nejvice vyuzivana vlnova délka 253,7 nm
odpovidajici vinové délce nejintenzivnéjsi Cary rtuti. Napdjeci zdroj pro vybojku byl
zhotoven vlastnoru¢né v laboratofi z komercné dostupného zdroje pro kuchyiiskou
zafivku Modus SB18 (Modus s.r.0., CZE) (Obr. 3A). Vybojka byla obalena hlinikovou
folii a byla umisténa do trubice ztvrdého kartonu pro ochranu operatora pfed UV
zafenim. Tento zdroj slouzil pfedevS§im pro generovani studené pary rtuti, byl vSak
vyuzit 1 pro generovani t€kavych slou€enin arsenu. Pro generovani t€kavych sloucenin
arsenu byla testovana stejna vybojka jako pro rtut’, avSak ta se neosvédcila.

Dalsi testovanou vybojkou pro generovani tékavych sloucenin arsenu byla vybojka o
charakteristické vlnové délce 254 nm (6 W, A Kriiss Optronic, Germany). Rozméry
vybojky byly 212 mm x 160 mm (primér). Jako napdjeci zdroj byl vyuzit komeréni
zdroj dodavany k vybojce (Obr. 3C).

3.24.2 Reakéni civka
Reak¢ni civka byla vyrobena z teflonové trubicky (Obr. 3A) nebo kiemenné kapilary
(Obr. 3B). Pro UV-fotochemické generovani studené pary rtuti byla vyuzita PTFE

hadi¢ka. Teflonovd hadi¢ka méla rozméry 1,0 mm i.d./2,0 mm o.d. a délce 1 m
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(Supelco, USA). Teflonova trubicka byla omotana co nejpevnéji okolo rtutové vybojky
(Obr. 3A).

Pro generovani tékavych sloucenin arsenu byla vyuzita zejména kiemenna kapilara.
Kiemenna kapildra méla rozméry 1,2 mm i.d./3,0 mm o.d. (Wechance Co., Limited,
Cina). Jednalo se o spiralovitd stodenou kiemennou trubicku, ktera se co nejtésngji
dotykala stény vybojky. Byly zhotoveny dv¢ velikosti spirdl: pro malou vybojku (Obr.
3C) a pro velkou vybojku (Obr. 3B). Trubicky byly vyrobeny na zakazku a délka
reak¢ni civky byla ddana nasobkem délky nejmensiho kusu, ktery byl 0,5 m. Bylo mozné
zkonstruovat délky 0,5; 1; 1,5 a 2 m na vybojku o vykonu 20 W. Vybojka s vykonem 6
W byla limitovéna svou velikosti a zde bylo mozné pracovat s délkami reakéni civky

0,5al1m.
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Obr. 3: UV-fotochemické generatory

UV-fotochemicky generdtor byl slozen z nizkotlaké rtutové vybojky a viastniho reaktoru.
A) UV-generator tvoreny teflonovou hadickou a vybojkou (20 W, 253,7 nm); B) UV-
generdator tvoreny kremennou kapilarou a vybojkou (20 W, 253,7 nm),; C) UV-generator
tvoreny kiremennou kapilarou a vybojkou (6 W, 253,7 nm)

Pomoci molekulového absorpéniho spektrometru Specord 210plus (Analytick Jena)
byly zméfeny propustnosti jednotlivych materidli pouzitych pro konstrukci reakéni
civky. Porovnani propustnosti UV zafeni jednotlivych PTFE hadicek (rozdilnych
rozméra) a kiemenného sklic¢ka (stejna tloustka jako tloust’ka stény trubicek) je ukazano
na Obr. 4. Experimenty potvrdily, Ze kifemen je pro UV-zafeni propustnéjsi nez teflon.
Pokusy také dokazuji, Ze neni pfili§ velky rozdil v propustnosti riznych teflonovych
trubicek. Primér a délka mé vyznamnéjsi vliv na dobu ozafovani vzorku a na rychlost

pratoku vzorku civkou. Méfeni probihalo pies jednu sténu teflonové trubicky.
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Obr. 4: Absorbance jednotlivych materialti pro elektromagnetické zareni
T1 teflon o rozmerech: i.d. 0,8 o.d. 1,6, T2 teflon o rozmeérech: i.d. 1,0 o.d. 2,0, T3 teflon

o rozmerech: i.d. 0,5 o.d. 1,5; Q1 kiemenné sklicko o tloustce: 1,8 mm

3.2.5 Elektrochemicka generacni cela

Pro elektrochemické generovani studené pary rtuti byla pouZita tenkovrstva
elektrochemicka generaéni cela. Byla tvofena ze dvou bloki plexiskla (Rempo Net, CR)
se dvéma elektrodovymi prostory (3 x 3 x 100 mm), které byly vzajemné oddéleny
iontové vyménnou membranou Nafion® 117 (Aldrich, USA) a sesroubovany k sobé&
pomoci Sesti Sroubl. Katoda byla tvofena platinovym dratkem o délce 100 mm a
priméru 1,0 mm, aktivni plocha byla 300 mm? (99,99 %, Goodfellow, UK), dale potom
platinovym pliskem ze stejného materidlu v prifezu tvaru ,,U* o rozmérech 1009 mm
a tloustce 0,25 mm, s aktivnim povrchem 900 mm?, ktery byl vlepeny do katodového
prostoru a byl pfipdjeny k médénému kontaktu. Celkovy povrch katody tedy cinil
1200 mm?. Platinovy plisek o rozmérech 100x3 mm, tloustce 0,25 mm a povrchu

300 mm? byl pouzit jako anoda (Obr. 5).
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Obr. 5: Katodovy prostor elektrochemické cely pro generovani studené pary rtuti

3.2.6 Ostatni pristroje a zarizeni

Pro cerpani kapalnych cinidel a k odtahu kapalné fize do odpadu slouzila
peristalticka pumpa Masterflex (Cole-Parmer, USA). Pratokové rychlosti nosnych
plynt piridavanych do aparatury byly regulovany pomoci digitalnich regulatort
hmotnostniho pritoku (Cole-Parmer, USA).

K manualnimu davkovani vzorku byl vyuzit Sesticestny ddvkovaci ventil FIA V-451
(Upchurch Scientific, USA) se 100ul davkovaci smyckou. Pro konstrukci aparatur byly
pouzity teflonové hadiCky (Sigma-Aldrich, USA) a tygonové Cerpaci hadicky (Cole-
Parmer, USA) o riznych primérech. Spojovaci prvky byly z polypropylenu (Supelco,
USA).

Pro ptipravu (extrakci) vzorkll byla pouZzita ultrazvukové lazeit Elmasonic S, E 30 H
(ELMA, Némecko), k filtraci extraktd injek¢ni filtry o priméru 47 mm s membranou z
regenerované celuléozy o porozité¢ 0,45 pum (Whatman, UK) a injek¢éni stfikacka o
objemu 10 ml (Hamilton, USA). Pro vaZeni vSech pevnych cinidel byly pouZity
analytické vahy RC210D (Sartorius, USA). Pro centrifugaci vyextrahované¢ho analytu
byla pouzita centrifuga Carl Roth (500 — 12500 ot./min, P-LAB, Ceskéa Republika).

Jako zdroj stejnosmérného elektrického proudu pro elektrochemickou generacni celu

slouzil laboratorni zdroj LPS 303 (American Reliance, Taiwan).
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3.3 Experimentalni usporadani a pracovni postupy

3.3.1 Konstrukce UV-fotochemického generatoru

V prvni fazi vyzkumu byl sestaven UV-fotochemicky generator, ktery nasledné tvofil
interface mezi vysokouc¢innym kapalinovym chromatografem a atomovym absorpcnim
spektrometrem ContrAA700 s vyhiivanou detek¢ni trubici (HPLC-UV-PVG-QTAANS)
pro stanoveni specii rtuti. UV-fotochemicky generator byl tvofen reakéni civkou pevné
ptichycenou k povrchu zdroje UV zafeni.

Trochu jind konstrukce generatoru byla zvolena pro UV-fotochemické generovani

tékavych sloucenin arsenu.

3.3.2 UV-fotochemické generovani studené pary rtuti v kombinaci s HPLC
a detekci AAS

UV-fotochemické generovani bylo vyuzito jako derivatizacni metoda pro spojeni
HPLC s AAS detekei k on-line separaci a stanoveni vybranych sloucenin rtuti ve smési.
Schéma aparatury je na Obr. 6. Mobilni faze byla Cerpana za pomoci ¢erpadla HPLC
systému. Vzorek byl nadavkovan do toku mobilni faze a nasledné rozdélen na koloné.
Nosny plyn byl zavadén do proudu mobilni faze hned za vystup z kolony. Separovany
vzorek byl dale transportovan pomoci toku nosného plynu (argonu) do UV-
fotochemického generatoru (viz kapitoly 3.2.4.1 a 3.2.4.2 a Obr. 3), kde byla v dusledku
UV zafeni generovédna studend para rtuti. Reakéni smés byla dale undSena pomoci
nosného plynu do separatoru fazi s nucenym odtahem, kde se odd¢lila kapalna a plynna
faze. Kapalna faze byla Cerpana pomoci peristaltick¢é pumpy do odpadu, plynna faze
byla proudem argonu unaSena do kfemenné detekéni trubice vyhiivané na 150 °C.
PredbéZzné experimenty zaméfené na optimalizaci podminek UV-fotochemického
generovani studenych par rtuti z riiznych specii Hg byly provedeny ve zjednoduseném
experimentalnim uspofadani, kdy HPLC systém byl nahrazen peristaltickou pumpou
s nizkotlakym Sesticestnym ventilem a vzorek byl do fotochemického generatoru

davkovan v rezimu FIA. Toto uspofadani je popsano v kapitole 3.3.5.
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Obr. 6: Schéma aparatury pro HPLC-UV-PVG-QTAAS pro speciacni analyzu rtuti

1 — zasobnik mobilni faze; 2 — vysokotlakda pumpa HPLC systému, 3 — autosampler
HPLC systéemu, 4 — chromatograficka kolona,; 5 — digitalni regulator priitoku plynu; 6 —
lahev se stlacenym s argonem,; 7 — UV-fotochemicky generator,; 8 — separator fazi; 9 —

detekcni trubice AAS; 10 — peristalticka pumpa; 11 — HPLC systém

3.3.3 Elektrochemické generovani studené pary rtuti

Pro elektrochemické generovani studené pary rtuti z vybranych slou€enin bylo
pouzito stejné zapojeni aparatury jako v ptipadé pro UV-fotochemické generovani, kde
byl UV-fotochemicky generator vyménén za elektrochemickou celu. Dané aparatura je
znazornéna na Obr. 7. Katodovy roztok (HCl) a anodovy roztok (H2SO4) byly Cerpany
vzdy stejnou rychlosti pomoci peristaltické pumpy do pfislusnych prostort
elektrochemické generacni cely. Nosny plyn spolu s plynnymi produkty katodové
redukce byly transportovany do separatoru fazi a dale do detekéni trubice vyhtfivané na
150 °C. Predbézné experimenty zaméfené na optimalizaci podminek elektrochemického
generovani studenych par rtuti zriznych specii Hg byly provedeny opét ve

zjednoduSeném experimentalnim uspotradani. HPLC systém byl nahrazen peristaltickou
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pumpou s nizkotlakym Sesticestnym ventilem a vzorek byl do fotochemického

generatoru davkovan v rezimu FIA.
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Obr. 7: Aparatura pro elektrochemické generovani studené pary rtuti (HPLC-EcVG-
QTAAS)

1 — zasobnik s mobilni faze; 2 — vysokotlaka pumpa HPLC systému; 3 — autosampler
HPLC; 4 — HPLC kolona; 5 — digitalni regulator pritoku plynu;, 6 — peristalticka
pumpa; 7 — katoda; 8 — anoda; 9 — elektrochemicka generacni cela; 10 — zdroj napeti
pro celu; 11 — separdtor fazi; 12 — kiemenna detekcni trubice; 13 - tlakova ldhev

S argonem

3.3.4 Extrakce rtuti

V ramci této prace bylo testovano celkem devét riznych extrakénich postupii specii
rtuti ze svaloviny ryb a certifikovanych referencnich materidla. Zkousené extrakéni
metody shrnuje tabulka ¢islo 4 v kapitole 4.3.

Jako nejlepsi byl vybran postup extrakce pomoci smési 0,05 mol 1! HCI a 6,25 %

(v/v) TMAH. Extrakce specii rtuti ze vzorkil probihala za zvySené teploty v topném
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hnizd¢ a pod zpétnym chladicem. Bylo odvazeno ptesné asi 200 mg vzorku. Do varné
banky byl umistén piedem zvazeny vzorek a bylo pfidano extrakéni ¢inidlo (2 ml). Byl
instalovan zpétny chladi¢, do kterého byla ptivadéna studend voda. Vzorek byl po dobu
30 minut zahfivan na teplotu piiblizné 75 °C. Poté byl extrakt centrifugovan po dobu
30 minut pfi 12 500 rpm a supernatant byl kvantitativné pteveden ptes injekcni filtr do

vialky.

3.3.5 UV-fotochemické generovani tékavych slouc¢enin arsenu

Aparatura pro UV-fotochemické generovani tékavych sloucenin arsenu ve FIA
rezimu je znazornéna na Obr. 8. Vzorek pfipraveny v deionizované vod¢ byl pomoci
nizkotlakého Sesticestného ventilu davkovan do proudu roztoku nizkomolekularni
organické kyseliny s pfidavkem reakéniho modifikatoru. Roztok organické kyseliny byl
kontinudln¢ Cerpan do aparatury pomoci peristaltické pumpy. Do proudu organické
kyseliny byl pied davkovaci ventil zaveden nosny plyn (argon). Za davkovaci ventil,
avSak pfed UV reaktor byl zaveden tok vodiku — reakéniho plynu. Vygenerovana tékava
sloucenina arsenu byla transportovana pomoci obou plynti do separatoru fazi, kde doslo
k jejimu oddéleni od kapalné matrice a nasledné k detekci As v atomizatoru vyhfivaném

na 950 °C. Kapalna faze byla pomoci peristaltické pumpy cerpana do odpadu.
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Obr. 8: Schéma aparatury pro UV-PVG-QFAAS ve FIA moédu pro generovani
t€kavych sloucenin arsenu

1 — zdsobnik s roztokem kyseliny mravenci; 2 — peristaltické cerpadlo; 3 — davkovaci
ventil s davkovaci smyckou (100 ul); 4 — digitalni regulator priutoku plynu, 5 — tlakova
lahev s argonem; 6 — tlakova lahev s vodikem,; 7 — UV-fotochemicky generator; 8 —

separator fazi; 9 — externé vyhrivany kiemenny atomizator AAS

3.3.6 Vyhodnoceni a zpracovani dat

K zédznamu dat byl pouzit program ASpectCS. V tomto softwaru neni modul HPLC
komeréné dostupny a byl poskytnut dodavatelem jako pilotni verze pro detekci v HPLC
rezZimu. Sbér dat probihal v co nejkrat§im mozném case a s co nejmenSim moZnym
poctem bodl za sekundu, protoze software nezvladal pienos velkého mnozstvi dat.
Zaznam ve FIA reZimu byl zdznam dlouhy 3 minuty a zdznam v HPLC moédu byl
dlouhy 10 minut. Signal byl vyjaddien ve formé¢ bezrozmérné veliiny absorbance. Dalsi
programy pouzité pro zpracovani naméfenych dat byly od Microsoft Office (Microsoft
Corporation, USA): Word a Excel.

Import dat byl napted proveden do Microsoft Excel a nasledné do Microcal Origin

8.1 Profesional (Microcal Software Inc., USA), ktery byl pouzit pro integraci pikli a
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FIA zaznamu. M¢éfeni bylo za stejnych podminek opakovano ttikrat. Body, které jsou
vynesené v grafech, jsou aritmetické priméry z namétenych hodnot. Chybové usecky
pro dané body zndzoriiuji smérodatné odchylky.

Kalibrace byla provedena za optimalnich pracovnich podminek. Byla pfipravena
série standardli o vzrustajici koncentraci specii rtuti ¢i arsenu. Z naméfenych hodnot
byla sestrojena kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci dané specie. Nasledné
byla regresni analyzou ziskana rovnice regrese. Obecna rovnice pro linearni funkci je:

y=a+ bx (22)
kde y je odezva pristroje, x je koncentrace analytu, b je smérnice ptimky (sklon regresni
pfimky) a a je signal vzorku (Gsek) neobsahujiciho analyt (teoreticky by mél byt
nulovy).
odezva analytického pfistroje vztazend oproti zméné meéfené veliCiny. Je smérnici
kalibracni zavislosti v linedrnim rozsahu. Je vyjadiena vztahem:

s- 2 (23)
kde y zna¢i odezvu a x méfenou veli¢inu. Ve vSech uvadénych vypoctech bylo
vyhodnocovano z ploch pikii.
danou analytickou metodou rozpoznat od slepého pokusu (blanku). Vybrana byla
koncentrace, ktera byla jasn€ odliSitelnd od Sumu zakladni linie. Mez detekce byla
uréena jako trojnasobek smeérodatné odchylky signald modelového vzorku o této
koncentraci ¢ vydélené smérnici kalibracni zavislosti b podle vzorce:

30
LOD = 5 (24)

kde sigma je smérodatnd odchylka a b je konstanta. Podobnym zplisobem Ize urcit i
mez stanovitelnosti. Ta je definovana jako nejmensi koncentrace analytu ve vzorku,
kterou lze stanovit s ur€itou pravdivosti a preciznosti za danych podminek méteni [132].
Je vyjadiena rovnici:

100 (25)
b

Ve vsech uvadénych vypoctech bylo vyhodnocovano z ploch piki.

LOQ =
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Opakovatelnost je vyjadiena jako relativni smérodatnd odchylka (RSD, %) deseti
méfeni vzorku o stejné koncentraci analytu. Koncentrace byla volena v linedrnim
rozsahu kalibra¢ni kiivky. Ziskané hodnoty absorbance byly pfepocteny na koncentraci
a z téchto hodnot byl vypocten aritmeticky primér a smérodatnd odchylka.
Opakovatelnost byla vyjadiena jako podil smérodatné odchylky (o) a aritmetického

praméru (x) vyndsobeny stokrat pro vyjadieni v %.

RSD=100-§ (26)
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4 Vysledky a diskuze

vvvvvv

dosazenych v oblasti generovani studené pary rtuti a jejich aplikace pro speciacni
analyzu rtuti (4.1 az 4.3) a UV-fotochemického generovani t€kavych sloucenin arsenu
(kapitola 4.4). Podrobné informace obsahuji publikace v odbornych ¢asopisech (Prilohy
1a3).

4.1 Speciacni analyza rtuti pomoci RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS

V experimentech provedenych jiz diive na Skolicim pracovisti sice byly nalezeny
optimalni podminky pro specia¢ni analyzu rtuti pomoci metody RP-HPLC-UV-PVG-
QTAAS [133], av8ak s pouzitim konvencniho AAS spektrometru (Varian, Australie)
s carovym zdrojem zafeni (vybojka s dutou katodou). Navic pouzitelnost metody byla
demonstrovana pouze na vzorcich s jednoduchou matrici pitné a fiéni vody [133]. Cilem
této Casti prace bylo ovéfit, zda jsou dfive nalezené optimalni experimentalni podminky
vhodné 1 pro spojeni s AAS spektrometrem s kontinualnim zdrojem zafeni a vysokou
rozliSovaci schopnosti (ContrAA700). Za ovéfenych optimdlnich podminek pak bylo
nutné stanovit zakladni analytické charakteristiky metody a porovnat je s témi
ziskanymi v ptedeslych pracich [133,134].

Takto ovéfena metoda byla nasledné vyuZita pro stanoveni specii rtuti v redlnych
vzorcich ryb a certifikovanych referen¢nich materidlech. Nejprve bylo nutné najit
spolehlivou metodu extrakce specii rtuti ze vzorkl s takto komplikovanou matrici,
nebot’ nejbéznéji pouzivanou extrakci pomoci L-cysteinu nelze v kombinaci s UV-
fotochemickym generovanim pouzit kviili negativnimu vlivu tohoto extrakéniho ¢inidla
na ucinnost generovani studené pary rtuti z jednotlivych specii. Vysledky stanoveni

byly porovnany s vysledky, které byly stanoveny referenéni metodou HPLC-ICP-MS.

4.1.1 Optimalni podminky pro speciaéni analyzu rtuti pomoci RP-HPLC-
UV-PVG-QTAAS

Podrobna optimalizace podminek separace a UV-fotochemického generovani

jednotlivych specii rtuti véetné diskuse a vysledki je uvedena v Clanku, ktery je

Prilohou 3 této prace.

46



Jako optimalni experimentadlni podminky byly zvoleny kompromisni hodnoty
ziskané méfenimi UV-PVG-QTAAS ve FIA rezimu (tj. bez chromatografické separace)
a nasledné po ptipojeni HPLC systému. Vysledné hodnoty vSech optimalizovanych

parametrd jsou uvedeny v Tab. 1 a 2.

Tab. 1: Slozeni mobilni faze pro stanoveni specii rtuti pomoci metody RP-HPLC-UV-
PVG-QTAAS

Parametr Optimalni hodnota
Objemové procento ethanolu (v/v) (%) 40
Objemové procento 2-mercaptoethanolu (v/v) (%) 0,1
Koncentrace CH;COOH/CH3COONa (mmol 1) 20/20

pH 4,75

Tab. 2: Optimalni pracovni podminky pro stanoveni specii rtuti pomoci metody RP-

HPLC-UV-PVG-QTAAS

Parametr Optimalni hodnota
Priitokova rychlost argonu (ml min!) 95
Priitokova rychlost mobilni faze (ml min!) 0,3
Dévkovany objem (ul) 50

Teplota vyhtivani kolony (°C) 40

Teplota detekcni trubice (°C) 150

Rozmeéry reakéni civky (mm) 1000 x 0,1 1.d. x 0,2 o.d.

Porovnani dvou chromatogramli naméfenych za optimalnich podminek s detekci
pomoci AAS spektrometru Varian SpectrAA300 s ¢arovym zdrojem zafeni [133] a
s vyuzitim spektrometru ContrAA700 s kontinualnim zdrojem zafeni a vysokou
rozliSovaci schopnosti je zobrazeno na Obr. 9. Z obrazku vyplyva, ze pfi stejné
koncentraci specii rtuti jsou signdly namétené spektrometrem ContrAA700 vyssi a maji
lepsi pomér signal Sum.

Pouzitim delsi kolony vedlo k lepSimu rozliSeni pikt oproti kratké koloné, kde nebylo
dosazeno separace Hg(II) a MeHg(I) na zakladni linii. Experimentalné bylo zjisténo, ze

nebylo mozné zlepsit rozliSeni jinak nez zménou délky kolony pfi zachovani stejné¢ho
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separa¢niho mechanismu. Diky tomu analyza trvala delsi dobu. Pouzitim citlivéjsi a
selektivnéjsi detekce (HR-CS-AAS) vedlo ke zlepSeni poméru signalu k Sumu Obr. 9.
Zpracovani dat se na jednotlivych spektrometrech liSilo, proto nebylo mozné piesné

porovnani vysky a plochy pikii.

121 Hg(ll) 1>} ;
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10} 1 24t ;
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Obr. 9: Porovnani chromatogram pii koncentraci vSech specii rtuti 50 pg 1! ziskanych
za stejnych experimentélnich podminek:

Vievo: AAS ContrAA700; kolona Phenomenex Gemini® o velikosti ¢astic 3um, i.d.
kolony 3 mm a délce kolony 250 mm

Vpravo: AAS SpectrAA300 Varian; kolona Gemini o velikosti ¢astic 5 um, 1.d. kolony
2,4 mm a délka 150 mm.

4.1.2 Zakladni charakteristiky metody

Za optimalnich pracovnich podminek uvedenych v Tab. 1 a 2 byly zjistény zakladni
analytické charakteristiky metody RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS pro stanoveni specii
rtuti. Zakladni charakteristiky byly porovndny s hodnotami dosazenymi v minulych
experimentech s pouzitim konvenéniho AAS pfistroje s ¢arovym zdrojem zafeni a
publikovanych v diplomové praci [133]. Kalibra¢ni zavislosti jsou zobrazeny na
Obr. 10. V Tab. 3 je patrné, ze s pouzitim spektrometru ContrAA700 lze dosédhnout
pfiblizné 20-krat lepSich a v pfipadé¢ MeHg(I) az 40-krat lepSich mezi detekce nez

s pouzitim spektrometru Varian SpectrAA300. Citlivosti stanoveni na obou pfistrojich
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nelze zdavodu raznych jednotek vzijemné jednoduse porovnat. Pro vyuziti
ContrAA700 hovoii vyssi odstup signalu od Sumu zakladni linie a z toho diivodu i $irsi

mozny pracovni rozsah.
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Obr. 10: Kalibra¢ni zavislosti — stanoveni specii rtuti pomoci RP-HPLC-UV-PVG-
QTAAS pro ContrAA700
Our = 95 ml min”'; Qur = 0,3 ml min™; V. = 50 ul; Peon= 40 %0 (VV); trolony = 40 °C;

ccrscoon/crscoona = 20 mmol U'; pH 4,5; ¢, = 0,1 %
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Tab. 3: Porovnani zakladnich charakteristik stanoveni specii rtuti metodou RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS s pfistroji ContrAA700 a

Varian SpectrAA300

PHistroi

sty ContrAA700 Varian SpectrAA300

Parametr Hg(I)  MeHg(I) EtHg(I) PhHg(I) Hg(II) MeHg(I) EtHg(I) PhHg(I)
Citlivost (Vs 1pg™) - - - - 0,021 0,013 0,018 0,010
Citlivost (mAU min. 1ug™?) 0,10 0,050 0,060 0,053 - - - -
LOD (uglh 0,47 0,84 0,80 1,9 8 31 16 38
LOQ (ugl™h 1,6 2,8 2,7 6,5 27 99 54 130
Opakovatelnost (%) 3,6 4,1 6,2 4,5 10 7,7 8,1 8,9
LDR do (ug1™) 100 100 100 100 100 100 300 300
Korela¢ni koeficient 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99




4.2 Detekce pomoci AFS

S cilem zlepsit citlivost stanoveni byla vyuzita AFS jako detekéni metoda pro
stanoveni specii rtuti pomoci RP-HPLC-UV-PVG. Pro stanoveni rtuti pomoci AFS byl
vyuzit specialni systém popsany v kapitole 3.2.2.

Nové zapojeni bylo nejdiive testovano ve FIA modu. Bohuzel s danym zapojenim
nebylo dosazeno pozadovanych vysledkti. Dochézelo ke kondenzaci kapaliny mezi GLS
a vlastnim detekénim prostorem. To mohlo byt zptisobeno velkym rozdilem teplot, kdy
analyt v plynné fazi spolu s mobilni fazi jsou zahiivany v UV-fotochemickém
generatoru, kdezto atomizator byl pokojové teploty. DalSim moznym vysvétlenim je
délka vedeni mezi GLS a detekéni trubici, kdy v AFS musi projit pfiblizné¢ 30 cm
dlouhou susici trubickou, oproti tomu v AAS je vzdalenost mezi GLS a detek¢ni trubici
minimalni, viz Obr. 2. Z jednoho z vyse uvedenych divodu nebyl ziskadn zadny signal.
Ke zlepSeni by mohlo vést zkraceni transportni cesty mezi GLS a detektorem, vloZeni
absorbentu vlhkosti nebo pouziti kifemenné kapilary snamotanym odporové
vyhiivanym dratem. Zadna z téchto uvedenych variant nevadla ke zlepsi vysledki
stanoveni. Vzhledem ke komplikovanosti dané aparatury a Spatnym vysledkiim bylo od

detekce pomoci AFS upusténo.

4.3 Extrak¢éni metoda a extrakcéni Cinidlo

Vsechny testované extrakéni metody a extrakéni cinidla jsou vypsany v ¢lanku
uvedeném v Priloze pod ¢islem 3.

Na zaklad¢ literarni reSerSe a vysledkl z predeslych studii bylo otestovano nékolik
dalSich extrak¢nich metod, které byly vybrany jako potencionalné¢ vhodné pro metodu
RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS. VSechny vyzkouSené¢ extrakéni metody jsou shrnuty
v Tab. 4. VSechny zplsoby extrakce byly testovany ve FIA modu z divodu ochrany
HPLC kolony a uspory ¢asu.

Jako nejvhodnéjsi extrakéni ¢inidlo byla pouzita smés 0,05 mol 1! HCI a 6,25 %
(v/v) TMAH [134]. Po navazeni bylo k redlnym vzorkiim ¢i CRM pfidano extrakcni
¢inidlo a specie rtuti byly extrahovany za zvySené teploty (pfiblizn¢ 75 °C) pod
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zpétnym chladicem po dobu 30 minut. Vzorek byl po extrakci centrifugovan a

piefiltrovan pies filtr (regenerovana celuldéza) o priméru 47 mm a o porozité¢ 0,45 pm.

Tab. 4: Testovana extrakéni ¢inidla

Extrak¢ni metoda Extrakéni Cinidlo Zdroj
1 Ultrasonifikace 7 min 7,5 ml 2% (v/v) HCl a 10% (v/v) EtOH [135]
2 Mikrovinna extrakce 8 min, 3 ml 0,1% (v/v) 2-merkaptoethanolu [136]
laboratorni teplota
3 h tfepani a 45 min 25% (m/v) KOH v methanolu [35]
utrasonifikace 1,5 ml HCI a 6 ml dichlormetanu
Rozklad za laboratorni 6,25 g CuSO4 24,5 g KBrs 1,25 ml [137]
teploty H2S04
Zahtivani po dobu 2 hodin 5 ml 0,2% (m/v) L-cysteinu [124]
pii 50 °C — 60 °C
6  Zahtivani po dobu 2 hodin  0,2% (v/v) 2-merkaptoethanolu v 2% (v/v)  [138]
pti 50 °C - 60 °C methanolu
7  Zahtivéani po dobu 2 hodin 5 ml 0,2% (m/v) [139]
pii 50 °C — 60 °C pyrrolidindithiokarbamatu sodného
8 Mikrovinna extrakce 2 ml 6,25% TMAH a 0,05 mol I'' HCI [140]
9 Zahiivéani na 75 °C 2 ml 6,25% TMAH a 0,05 mol I'' HCI [141]

4.3.1 Stanoveni realnych vzorkii a CRM

Jako modelové vzorky byly zvoleny tkan¢ dvou riiznych druhii ryb. Jednalo se o
svalovinu jelce tlousté a candata obecného.

Kazdy vzorek byl extrahovan metodou popsanou v predchozi kapitole a pomoci RP-
HPLC-UV-PVG-QTAAS byly stanoveny obsahy specii rtuti v jednotlivych vzorcich
ryb.

Vysledky byly porovnany s vysledky ziskanymi metodou HPLC-ICP-MS. Mirné
rozdilné vysledky ve speciacni analyze rtuti souvisi s rozdilnou metodou extrakce.
V piipadé¢ HPLC-ICP-MS byla pouzita extrakce L-cysteinem, jeZ se ¢asto pouziva pfi
speciacni analyze Hg [124,135]. V kombinaci s UV-fotochemickym generatorem vSak

nelze L-cystein pouzit, nebot’ jeho pfitomnost ma vyrazné negativni vliv na U¢innost
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generovani studené pary rtuti, jak dokazuje prace Leng a spol. [136]. U¢innost extrakce
rtuti v obou metodach byla kvantifikovana porovnanim s metodou AMA 254, pomoci
které byl stanoven celkovy obsah rtuti.

Vysledky obou stanoveni byly ovéfeny také na certifikovanych referencnich
materidlech ERM-CE464 (svalovina tundka) a DOLT-4 (zralo¢i jatra). Porovnani
vysledkt je uvedeno v Tab. 5. Z tabulky vyplyva, Ze u¢innost extrakce specii rtuti ¢ini
pro obé metody cca 70-90 % a ze pti pouziti ani jedné z testovanych metod nedochazi k

vyznamné zmén¢ speciacni informace.
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Tab. 5: Vysledky analyz vzorkti ryb a CRM metodou RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS, srovnavaci metodou HPLC-ICP-MS a
celkovy obsah Hg stanoveny metodou AMA 254

HPLC-UV- HPLC-ICP- Udinnost
Certifikovana AMA 254
Vzorek Specie PVG-QTAAS MS extrakce
hodnota . (mg kg)
(mg kg™) (mg kg™) (%)
Hg(ID) 1,25 1,16 £ 0,03 1,14 £ 0,04 93/91
DOLT-4 MeHg(I) 1,33 0,12 0,96 + 0,03 1,08 + 0,01 72/ 81
Hgcelkovd 2,58 +0,22 2,12+0,04 2,23+ 0,05 2,53 +0,15 82 /88
Hg(ID) - 0,72 + 0,08 0,15+ 0,01 -
ERM-CE464 MeHg(I) 5,50 £ 0,17 3,63+0,19 4,08 £ 0,05 - 66/ 74
Hegeelkovs 524+0,10 4,35+0,21 4,24 + 0,06 5,03+0,21 86/ 84
He(1I - 0,22+ 0,01 <LO }
Jelec Tloust- g(h Q
. MeHg(I) - 0,41 +0,02 0,56 + 0,02 -
svalovina
Hegeelkov - 0,63 +£0,01 0,56 + 0,02 0,71 + 0,02 89 /79
) Hg(II) - 0,05 £0,01 <LOQ .
Candat-
. MeHg(I) - 0,98 +0,03 1,12 +0,02 -
svalovina
chelkové - 1902 + 0903 1,12 + 0,02 1,30 + 0,08 79 / 86

" extrakéni u¢innost pro: RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS / HPLC-ICP-MS

# vypo¢itana hodnota (rozdil Hgcelkova - MeHg(I))



4.4 Elektrochemické generovani studené pary rtuti

V dalsi casti disertacni prace byla ovéfovana moznost vyuziti elektrochemického
generovani studené pary rtuti (EcVG) s detekci QTAAS pro stanoveni specii rtuti a
naslednd moznost postkolonového elektrochemického generovani v metodé RP-HPLC-
EcVG-QTAAS.

Zvolen byl klasicky pfistup prutokové analyzy za pouziti priitokové elektrochemické
generacni cely, kde byl separator fazi soucasti atomizéatoru jako v ptipadé UV-PVG-
QTAAS.

Jako nejvhodnéjsi cela pro generovani studenych par rtuti byla vybrana ta, ktera méla
dv¢ katody (plisek a drat). Dand katoda je zobrazena na Obr. 5 v kapitole 3.2.5.

Optimélni podminky byly casteéné pievzaty zjiz diive publikovanych praci
[80,140]. V ramci této prace bylo optimalizovano jen slozeni katodového roztoku,
pratok nosného plynu (argonu) a misto jeho zapojeni. Za optimalnich pracovnich
podminek byly zjiStény zakladni charakteristiky stanoveni specii rtuti. Néasledné byly
hodnoty porovnany s UV-fotochemickym generovanim studené pary rtuti.

Jako hodnotici parametr byla zvolena dosazend citlivost (smérnice kalibra¢ni
ktivky), mez detekce a mez stanovitelnosti. Ve FIA reZzimu byl vyhodnocovan signal

vyjadieny jako plocha piku pfi dané koncentraci a daném davkovaném objemu.

4.41 Predbézné pokusy

V ptipravné fazi byla optimalizovdna experimentalni aparatura popsana v kapitole
3.3.2. PfedbéZzné pokusy ukazaly, Ze je mozné elektrochemicky generovat studenou
paru rtuti ze vSech vybranych specii rtuti (Hg(Il), MeHg(I), EtHg(I) a PhHg(I))
s dostate¢nou ucinnosti. Béhem vSech experimenti byla teplota piivodni a detekcni
trubice nastavena na 150 °C. Bylo zjisténo, Ze pii nizSich teplotdich dochéazi ke
kondenzaci vody uvnitf pfivodni trubice k atomizatoru a dochdzi ke ztrat¢ a zkresleni

signalu.
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4.4.2 Vliv slozeni katolytu

Katodovy roztok (katolyt) se podili na pribéhu elektrochemické reakce, a tedy na
vzniku studené pary rtuti. Bylo testovano nékolik moznych slozeni katolytu s cilem
priblizit se co nejvice slozeni mobilni faze pro HPLC separaci a také moznosti
porovnani s RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS. Na zéaklad¢ literarni reSerSe byla jako prvni
testovana HCI [80]. Jako dalsi mozné katolyty byly pouzity roztoky CH3COONa,
CH3CCOH a jako posledni bylo vyuzito mobilni fdze pro UV-PVG. VSechny testované
roztoky poskytovaly dostatecnou vodivost. Optimalizace byla provedena v rezimu
prutokové injek¢ni analyzy.

Vyhodnocovana byla velikost plochy piku Hg(Il). Vysledky byly vztazeny
k velikosti plochy piku pro nejb&zngjsi katolyt 1mol 1" HCI. Uvedené porovnéni je
zobrazeno na Obr. 11. Ze ziskanych vysledktl je vidét, Zze nevyssi citlivosti bylo
dosazeno s mobilni fazi pro UV-PVG. Hodnota analytického signdlu je pfiblizné
Sestkrat vét$i nez pro Imol I'' HCI. Pravdépodobnym faktorem ovliviiujicim dosazeny
vysledek je rozdilné pH, kdy s rostoucim pH roste signal rtuti.

Jako anodovy roztok (anolyt) byla pouzita 2M H>SOs4. Pritokové rychlosti
elektrodovych roztokti nemély vyznamny vliv na signal analytu ani na Sum zakladni
linie. Z tohoto divodu byly pritoky elektrolytli voleny vzdy stejné. Koncentrace H2SO4
vyznamn¢ neovliviiovala citlivost metody, avsak jeji koncentrace nesméla byt niz$i nez

0,5 M, aby bylo dosazeno dostatecné vodivosti roztoku.
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Obr. 11: Porovnani vlivu sloZeni katolytu na signal Hg(II) vztaZeny k signalu 1 M HCl

Our = 60 ml min; OwF, katoby = 1 ml min'; QHZSO% anolyt 1 ml min'';: V.. = 100 ul;

I=1A4; cy,s0, =2 mol I
cyer = 1 mol I

ccrycoon = 5 mmol I
CcrH;coona = 40 mmol I

MF': ¢EtOH =40% (V/V),' cCH3C00H/CH3COONa = 20 mmol lil,' pH 4,5,' gDME = 0,1 %,'

4.4.3 Optimalni podminky stanoveni specii rtuti pomoci RP-HPLC-EcVG-
QTAAS
Zapojeni nosné¢ho plynu (Ar) bylo vzdy realizovano pted -elektrochemickou
generacni celu do proudu katolytu a nosného roztoku. V pozdéjsich experimentech byl
nosny plyn zavadén do proudu mobilni faze (katolytu). Nosny plyn v elektrochemické
generacni cele napomahal desorpci vznikajici elementdrni rtuti z povrchu katody,
produkci bublin zvySoval plochu fazového rozhrani plyn/kapalina, ¢imZ urychloval

pievod Hg? do plynné faze a slouzil i k transportu pary Hg” do detekéni trubice.
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Nalezené optimalni podminky stanoveni specii Hg pomoci RP-HPLC-EcVG-
QTAAS jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6: Optimalni podminky pro stanoveni specii rtuti pomoci RP-HPLC-EcCVG-
QTAAS

Parametr Optimalni hodnota
Priitokova rychlost argonu (ml min™') 60
Priitokova rychlost katolytu (ml min™!) 1
Déavkovany objem (ul) 100
Priitokova rychlost anolytu (ml min™) 1

Teplota detek¢ni trubice (°C) 150
Koncentrace H>SO4 v anolytu (mol ') 2
Generacni proud (A) 1

4.4.4 Zakladni charakteristiky stanoveni vybranych specii Hg metodou
RP-HPLC-EcVG-QTAAS

Zakladni charakteristiky metody RP-HPLC-EcVG-QTAAS byly stanoveny za
optimalnich podminkéach uvedenych v Tab. 6 pfi pouziti katolytu o stejném sloZeni jako
je mobilni faze pouzivana v UV-PVG.

Kalibra¢ni zavislosti byly linearni do koncentrace 300 pg 1'. Z Obr. 12 je patrné, Ze

Ze ziskanych kalibra¢nich zavislosti byly uréeny piislusné citlivosti, meze detekce,
meze stanovitelnosti a opakovatelnost. Zakladni charakteristiky stanoveni specii rtuti
ziskané metodou RP-HPLC-EcVG-QTAAS jsou shrnuty v Tab. 7. Zaroven tato tabulka
ukazuje dané hodnoty ziskané pro stanoveni specii rtuti metodou RP-HPLC-UV-PVG-
QTAAS.

Opakovatelnost je signifikantné horsi pro elektrochemické generovani, protoze
dochazi k rozmyti piki a tedy k horsi opakovatelnosti signalti. Z uvedenych vysledkt je
patrné, Ze ziskané hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti jsou vyrazné lepsi
v ptipadé¢ RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS.

Kvili velkému vnitinimu objemu generacni cely, kde dochdzi k rozmyvani piki i

vlivem turbulentnich tokt plyna a kapalin, neni uspofadani RP-HPLC-EcVG-QTAAS
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vhodné pro speciacni analyzu rtuti. Nejen z divodu lepsiho rozliSeni, ale 1 vysSich
signald, lepsi citlivosti, opakovatelnosti a niz§ich LOD a LOQ je vyhodné€jsi metoda
RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS viz Tab. 7 s parametry metody.

Z divodu vysledkt predeslého zkoumani v kapitole 4.2 nebyla pouzita AFS

k detekci tékavych sloucenin rtuti.

C

é ol = Hg(ll) )

S «  MeHg(l)

< +  EtHg(l)

i_ PhHg(l)

Qg0 L i
40 -
20 + —

0 -
| M | 1 1 ! 1 ' 1 ! | ! |
0 50 100 150 200 250 300
c,ug |’

Obr. 12: Kalibra¢ni zavislosti stanoveni specii rtuti metodou RP-HPLC-EcVG-QTAAS
Our = 60 ml min; OwuF, katoby = 1 ml min'; QH2S04, anolyt 1 ml min''; V. = 100 ul;
I=1 4; cyyso, = 2 mol I trolony = 40°C; MEF: Peon = 40 % (W),

ccrycoomcrzcoona = 20 mmol I pH 4,5; ¢, = 0,1 %
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Obr. 13: Porovnini chromatogramii pti koncentraci viech specii rtuti 100 pg 17!
ziskanych pro RP-HPLC-EcVG-QTAAS a RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS
RP-HPLC-EcVG-QTAAS:

Our = 60 ml min'; OwrF, katoby = 1 ml min!; QH;&GT-_ anobt 1 ml min';: V.. = 100 ul;

I=1 4 cpso, = 2 mol I'; tolny = 40°C; MF: @ = 40 % (W)

ccmycoomcrzcoona = 20 mmol I pH 4,5 ¢, = 0,1 %
RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS:
Our = 95 ml min'; Owmr = 0,3 ml min!; V. = 50 ul; ProH— 40 % (v/v); tkoiony =40 °C;

ccmycoomcrycoona = 20 mmol I pH 4,5 ¢, = 0,1 %

Obr. 13 porovnava chromatogramy vSech specii rtuti ziskané pro RP-HPLC-EcVG-
QTAAS a RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS. Retencni ¢asy nemaji vypovidajici hodnotu
z dlivodu nutnosti vyuziti dvou ovladacich programt, pro HPLC a pro ContrAA700.
Spektrometr mél omezené ¢asové okno, proto byl zaznam spoustén se zpozdénim, po
nadavkovani. Interval, kdy eluuji specie rtuti pii elektrochemickém generovani, je o
3 min delsi neZ pfi UV-fotochemickém generovani, prestoZe cesta vzorku je kratsi. Toto
muze byt zplsobeno zadrzenim analytu z diivodu vétsiho prifezu v elektrochemické
cele oproti reakéni civce UV-fotochemického generatoru a samoziejmé téz interakci

s elektrodou a elektrickym polem v roztoku.
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Tab. 7: Porovnani zékladnich charakteristik stanoveni specii rtuti pomoci RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS a RP-HPLC-EcVG-QTAAS

RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS

RP-HPLC-EcVG-QTAAS

Parametr
Hg(II) MeHg(I) EtHg(I) PhHg(I) Hg(II) MeHg(I) EtHg(I) PhHg(I)

Citlivost (mAU 1 ug ! min) 0,10 0,05 0,06 0,05 0,05 0,03 0,02 0,03
LOD (uglh 0,17 0,84 0,80 2 4,1 7,8 5,9 4.9
LOQ (uglh 0,57 2.8 2,7 6,5 14 26 20 16
Opakovatelnost (%) 3,6 4,1 6,2 4,5 7,6 15 12 14
WDR do (ug 1) 100 100 100 100 300 300 300 300
Korela¢ni koeficient 0,998 0,997 0,999 0,999 0,997 0,998 0,994 0,995




4.5 UV-fotochemické generovani tékavych slou€¢enin arsenu

Tato cast disertacni prace se zamétuje na konstrukci UV-fotochemického generatoru
a nalezeni nejvhodnéjSich podminek pro generovani té¢kavych specii arsenu. Nejprve
byly provedeny piedbézné pokusy pouze s As(IIl) jako modelovou specii. VSechny
experimenty byly provedeny v rezimu FIA (viz. kapitola 3.3.5 a Obr. 8) a byly pii nich

optimalizovany podminky UV-fotochemického generovani.

4.5.1 Volba reakéniho (fotochemického) ¢inidla

Jako fotochemickd Cinidla pro UV-generovani tékavych specii z As(IIl) ve FIA
rezimu byly testovdny: kyselina mravenci, kyselina octovd a kyselina propionova.
Ukazalo se, ze kyselina octova a kyselina propionova nejsou vhodna reakéni Cinidla,
jelikoz v jejich ptitomnosti nebyl pozorovan zadny signal. Zkousena byla i jejich smés
v riznych pomérech, avSak opét nebyl pozorovan Zadny analyticky signal. Vliv
kyseliny mravenci a jeji koncentrace na analyticky signal byl zkoumén v rozsahu od 0,5
do 3 mol 1! (viz Obr. 14), ptic¢emz analyticky signal nar@istal s rostouci koncentraci
kyseliny mravenci. Nejvyssi signal byl pozorovan pti koncentraci kyseliny pfiblizné 2,6

mol 1! coZ odpovida 10 % (v/v) HCOOH.
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Obr. 14: Zavislost signalu As na koncentraci HCOOH
0, =35ml min!; QH2 = 30 ml min!'; Qur = 1 ml min”'; V. = 100 ul; tum = 950 °C;

casamy = 200 pug I'"P=6w

4.5.2 Pratokova rychlost nosného plynu

Bylo experimentalné zjisténo, Ze ptitomnost nosného plynu v UV fotochemickém
generatoru je nutnd pro efektivni uvolnéni t€kavych specii As z kapalné faze a jeho
kvantitativni transport do atomizatoru. Pratokovéa rychlost nosného plynu ovliviiuje
dobu, po kterou je analyt vystaven v UV-fotochemickém generatoru UV zéfeni.
Zavislost signalu As(III) na pratoku nosného plynu byla studovéna v rozsahu od 10 do
80 ml min"!. Nosny plyn nema vliv pouze na separaci plynné a kapalné faze, ale také na
déje béhem UV-PVG. Zakladni linie nebyla stabilni pti nizkych pritocich Ar (do 10 ml
min). Absorbance rostla s rostoucim prittokem nosného plynu az do 25 ml min’!, pak
rapidné klesala, jak ukazuje Obr. 15. To mize byt zplsobeno zkracujici se dobou

ozafovani analytu. Hodnota 25 ml min™! byla zvolena jako optimalni.
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Obr. 15: Zavislost signalu As na pratoku nosného plynu (Ar)
QH2 = 30 ml min”'; Our = 1 ml min”'; Viz = 100 ul; tum = 950 °C; Oucoon (V/v) =

10 %,' CAS(IH) =200 ug l-l,' P=6W

4.5.3 Pratokova rychlost reakéniho plynu

Ptitomnost vodikovych radikédli je pro UV-fotochemické generovani tékavych
slouc¢enin arsenu nezbytna, stejné¢ tak 1 pro jejich atomizaci. Byla také provedena
optimalizace mista zavadéni vodiku do aparatury. Bylo zjiSt€no, ze vodik mirné
napomahal generovani t€kavé slouceniny arsenu. Z tohoto diivodu byl vodik zaveden
pied UV-fotochemicky generator. Pokud nebyl vodik zavadén do aparatury, signal
arsenu byl velmi nizky nebo nulovy. Ze zavislosti na Obr. 16 je vidét, zZe s rostoucim
pritokem vodiku roste signal As. NejvySsi hodnota signalu byla v rozmezi 45 — 55 ml
min' H,, poté signdl prudce klesal. Toto lze opét vysvétlit zvySenou pritokovou
rychlosti, a tedy kratkou dobou setrvani analytu v generdtoru. Dale mulZze vznikat
nadbytek vodikovych radikal, které mohou negativné ovliviiovat vznik tékavych
sloudenin arsenu. Pro dal3i experimenty byla zvolena priitokova rychlost 50 ml min!

Ho>.
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Obr. 16: Zavislost signalu As na priatoku reakcniho plynu (Hz)
0, =25 ml min'; Qur = 1 ml min™; Viz = 100 pl; tum = 950 °C; @ucoon (vV/v) =
10 %,' CAS(IH) =200 ug l-l,' P=6W

4.5.4 Reakcni civka

Byly testovany dva druhy materialt reak¢ni civky: Teflon a kiemenna trubicka. Obé
reakéni civky byly rozmérové podobné pro snadnéj§i porovnani jejich vlivu na
generovani t€kavych slou€enin arsenu. Pfesné rozmeéry jsou uvedeny v kapitole 3.2.4.2
Pro porovnani byl pouzit Teflon T2 (viz Obr. 4 na str. 36) a nizkotlaka rtutova vybojka
o vykonu 20 W. Predpokladalo se, Ze kfemen bude propustnéjsi pro UV zéfeni oproti
Teflonu, ktery je vSak zase vhodné&jsi z diivodu snaz$i manipulace. Na Obr. 17 je vidét
vliv materialu reak¢ni civky na smeérnici kalibraénich kiivek As(III). Jako vhodné&jsi
materiadl byl zvolen kifemen, nebot’ dosahovand citlivost stanoveni v reakéni civce
z ktemenného skla byla cca dvojndsobnd ve srovnani s civkou stejnych parametrii

z Teflonu.
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Obr. 17: Porovnani vlivu riiznych materiali reakéni civky na analyticky signal As

Our =25 ml min’'; QH2 = 50 ml min’'; Owmr = 1 ml min!; V.. = 100 ul; tam = 950 °C;

@rucoon (Vv) =10 %; P =20 W

4.5.5 Zdroj zareni

Pro potfebu UV-fotochemického generovani tckavych sloucenin arsenu byly
testovany dva zdroje UV zéfeni o rozdilnych rozmérech a vykonech (6 W a 20 W). Pro
porovnani byly pouzity kfemenné reak¢ni civky. BliZ8i popis pouzitych UV vybojek a
jejich napajecich zdrojl je uveden v kapitole 3.2.4.1.

Na zéklad¢ experimentalnich vysledki se zdroj s vykonem 6 W a mens§imi rozméry

vybojky nakonec ukézal jako vhodnéjsi pro generovani t€kavych sloucenin arsenu.

4.5.6 Prutokova rychlost roztoku reakéniho ¢inidla a délka reakéni civky

Dal$im optimalizovanym parametrem byla pritokova rychlost roztoku reakcniho
¢inidla. Byly zvoleny dvé hodnoty, 1 a 3 ml min"!, kompatibilni s pritokovymi
rychlostmi pro pouZzivany HPLC systém. Pritokova rychlost ma vliv na dobu, kterou

analyt setrva v UV-fotochemickém reaktoru, 1 kdyz ne tak velky jako pratoky nosného a
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reakéniho plynu. Zaroven ovliviiuje disperzi vzorku v roztoku kyseliny mravenci a
vysledny tvar signalu. Na Obr. 18 je porovnani pritokovych rychlosti a délky reakéni
civky (viz kapitola 4.5.7) UV-fotochemického generatoru, ktera s dobou ozafovani zény
vzorku také souvisi.

Velmi dilezity parametr ovliviiujici ucinnost UV-fotochemického generovani je
délka reakéni civky. Spolu s jejim vnitinim pramérem, pritokovou rychlosti reakéniho
¢inidla a pratokovou rychlosti nosného a reakéniho plynu vyrazné ovliviiuje dobu
ozatovani vzorku. Jak bylo popsano v kapitole 3.2.4.2, pro generovani t¢kavych
sloucenin arsenu byla pouzita kiemenna trubicka sto¢ena do spiraly.

D¢élka reakcni civky byla dana rozméry vlastni kiemenné trubicky. Jeji nejkratsi ¢ast
m¢éfila 0,5 m, tedy jeji testované délky mohly byt 0,5; 1; 1,5 a 2 az do 5 m. Maximalni
délka reakeni civky byla také dana vlastnim UV-fotoreaktorem, pro 6 W to byla délka 1
mapro20 W 5 m.

Na Obr. 18 je zobrazena zavislost analytického signalu As na pritoku roztoku
reakéniho ¢inidla a délce reakéni civky pro UV-fotoreaktor o vykonu 20 W. Ze
zavislosti je patrné, ze s prodluzujici se délkou reakéni civky roste analyticky signal az
do 3 m. Vliv pratokové rychlosti reak¢niho ¢inidla na signal, v§ak neni tak vyznamny
jako u plynt. Pro maximalni délku je vidét pokles signalu pro oba pritoky. Je to dano
dobou, kterou je analyt vystaven UV-zafeni, a tedy i reakéni dobé. Reakéni doba musi
byt nezbytné dlouhd, aby =zajistila maximalni konverzi specie arsenu na tékavou

slouceninu, nesmi ale dojit k rozkladu slou€eniny v plynné fazi vlivem UV-zareni.
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Obr. 18: Porovnani vlivu délky reakéni civky a pritoku roztoku reakéniho ¢inidla na
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analyticky signal As s 20 W zdrojem
Qur = 25 ml min’’; QHz = 50 ml min’; V. = 100 ul; tum = 950 °C; Pucoon (V) =

10 %; CAS([I[) =500 ug Z_I,' P=20wW

Pro UV-fotoreaktor o vykonu 6 W byly z divodu rozméru zdroje zafeni testovany
pouze dvé délky reakéni civky: 0,5 a 1 m. DosaZzené hodnoty ploch pikd analytickych
signdlli pro As(II) byly nepatrn€ vyssi nez pro 20 W. Pro 6 W zdroj UV-zéfeni a
zejména pro delsi reakéni civku (1 m) se zda byt vyhodnéjsi nizsi pritokova rychlost
roztoku reakéniho ¢inidla (1 ml min™). Avsak tvar pikd (20 W) byl z divodu disperze
zcela nevhodny pro HPLC analyzu. Chvostovani pikd mohlo byt zptisobeno difuznimi
efekty v dlouhé reakéni civce. Proto byla zvolena reakéni civka o délce 1 m a UV-
fotoreaktor o vykonu 6 W. Na Obr. 19 je porovnani délky 0,5 a 1 m a prutokt 1 a 3 ml
min! pro 6 a 20 W. Pritoky byly zvoleny tak, aby pokryly pritoky pouzivané v HPLC

a mély dostatecnou vypovidajici hodnotu.
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Obr. 19: Porovnani vlivu délky reakéni civky, pratoku reakéniho cCinidla a riznych
zdrojl na analyticky signdl As

Our = 25 ml min’; QH2 =50 ml min”; Vi = 100 ul; tum = 950 °C; @ycoon (vV/v) = 10

%; Casam = 500 ug I

4.5.7 Reakéni modifikator Bi(lll)

Pti pfedbéznych experimentech zaméfenych na mozny vliv matrice na UV-
fotochemické generovani tékavych sloucenin arsenu byly nalezeny dva potenciondlni
reakéni modifikatory: Bi(III) a Sb(III).

Pfitomnost obou kationtli vyrazné zvysila citlivost stanoveni As(IIl). Bi(Ill) je
mnohem lepsi modifikator v porovnani s Sb(III), a proto byl o koncentraci 10 mg 1!
vybréan jako vhodny reakéni modifikator (viz Obr.20). Diivod zvyseni citlivosti Bi(III)

vice nez Sb(IIl) nebyl pfedmétem zkoumani této dizertacni prace.
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Obr.20: Porovnani reak¢énich modifikatort Bi(IIl) a Sb(III)

Our =25 ml min’'; QH2 = 50 ml min’'; Owmr = 1 ml min!; V.. = 100 ul; tam = 950 °C;

Prcoon (V) =10 %; casqy =200 ug I'; P=6 W; 1 =1m

4.5.7.1 Modifikace stanoveni As(lll) pomoci Bi(lll)

Pti dalSich experimentech byl zkouméan vliv Bi(IlI) na UV-fotochemické generovani
t€kavych slou€enin arsenu. Byly zvoleny tfi ptistupy pro porovnani:

1) bez jakékoliv ptitomnosti Bi(III)

2) po aktivaci Bi(III)

3) v ptitomnosti Bi(Ill) v reakénim cCinidle.

Prvni pfistup byl realizovan uplnym vymytim celé aparatury pomoci koncentrované
kyseliny dusi¢né a kyseliny fluorovodikové s naslednym zmeéfenim signalu As(III)
pouze s kyselinou mravenci jako fotochemickym ¢inidlem.

V druhém ptipad¢€ byla aparatura proplachovana roztokem Bi(Ill) o koncentraci
10mg 1" v 10 %(v/v) HCOOH po dobu deseti minut a poté byl zméfen signal As.
Ukazalo se, ze po aktivaci se citlivost analytické metody zvysila pfiblizné pétkrat.
Takovato modifikace aparatury byla stabilni po cely den méfeni, tzn. ptiblizn€ 6 hodin,

pak dochazelo k poklesu signalu a aktivace se musela opakovat.
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Posledni varianta spocivala v piitomnosti Bi(IIl) o koncentraci 10 mg 1! v reakénim
¢inidle (10 % (v/v) HCOOH) po celou dobu méfeni. Opét doslo ke zlepseni citlivosti
analytické metody pfiblizné¢ o devitindsobek oproti metod¢ bez Bi(Ill). Tento zplsob
pouziti chemického modifikatoru se ukazal jako nejvhodné&;jsi.

Byly zméteny kalibracni zévislosti pro As(IIl) s riznym davkovanim chemického

modifikatoru Bi(III), které jsou zndzornény na Obr. 21.

c 50 I I ! T ! T Y T T T v T

g I bez Bi(lll)

< + po aktivaci Bi(lll)

E 40 . $Bi(lll) v nosném roztoku -
&

0 150 300 450 600 750 900 1050
-1
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Obr. 21: Porovnani kalibracnich zavislosti stanoveni As(IIl) sriznym vyuZitim
chemického modifikatoru Bi(IIl) pomoci metody FIA-UV-PVG-QFAAS
Our = 25 ml min’'; QH2 = 50 ml min!'; Qur = 1 ml min’; V. = 100 ul; tam = 950 °C;

Prcoon (Vv) =10%; P=6W;l=1m

Zakladni charakteristiky pro rozdilné zplsoby pouziti Bi(IIl) jako chemického
modifikatoru jsou uvedeny v Tab. 8. Zuvedenych vysledkd je patrné, ze s Bi(Ill)
v reakénim cinidle bylo dosazeno cca 13-krat niz8§i meze detekce nez v piipadé pouziti

pouze kyseliny mravenci.
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Tab. 8: Zakladni charakteristiky stanoveni As(III) pomoci FIA-UV-PVG-QFAAS

s vyuzitim Bi(III) a bez Bi(III)

Bi(1II)
Po aktivaci
Parametr Bez Bi(I1I) vV nosném
Bi(I1I)

roztoku
Citlivost (mAU 1 pg™! min) 1,1x102 4,6x1072 9,3x107
LOD (ugl™h) 28 5,3 2,9
LOQ (ugl™h 93 18 9,7
Opakovatelnost (%) 14 11 8,2
WDR do (ug 1) 1 000 1 000 250
Korelaéni koeficient 0,992 0,998 0,998

4.5.8 Optimalni podminky pro generovani tékavych slou¢enin arsenu

V Tab. 9 jsou shrnuty optimalizované podminky pro stanoveni As(III) pomoci

metody FIA-UV-PVG-QFAAS v rezimu pritokové injekéni analyzy.

Tab. 9: Optimalni podminky pro generovani t€kavych sloucenin arsenu pomoci FIA-

UV-PVG-QFAAS

Parametr Optimalni hodnota
Priitokova rychlost argonu (ml min™") 25
Pritokova rychlost vodiku (ml min!) 50
Dévkovany objem (ul) 100

Teplota atomizatoru (°C) 950
Koncentrace Bi(III) (mg I'") 10
Pritokova rychlost roztoku HCOOH (ml min™) 1

Délka reakéni civky (kfemenné trubice) (m) 1

Vykon Hg-vybojky (W) 6
Objemové procento HCOOH (v/v) (%) 10
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4.5.9 Zakladni charakteristiky stanoveni As(lll) a DMAs(V)

Za optimalnich podminek uvedenych v Tab. 9 bylo testovano generovani dalSich
specii As: As(IIl), As(V), DMAs(V) a MMAs(III). Byly ziskany signaly pro As(Ill) a
DMAs(V). As(V) a MMASs(III) poskytovaly velmi nizké signaly, které nebylo mozné
odliSit od Sumu zakladni linie. Bez detailni zndmosti mechanismu reakce pro UV-
fotochemické generovani tékavych sloucenin As je vysvétleni rozdilné ucinnosti
generovani jednotlivych specii velice obtizné, ne-1i neredlné.

Byly ziskdny hodnoty zdkladnich charakteristik stanoveni specii arsenu metodou
UV-PVG-QFAAS v rezimu FIA. Ze ziskanych ploch pikli byly sestrojeny kalibra¢ni
zéavislosti (z ploch pikil) (viz Obr. 22). Pracovni dynamicky rozsah byl zvolen od 0 do
250 pug 1", Z dtivodu potieby ziskani kalibracni zavislosti v oblasti nizkych koncentraci

nebylo potieba pracovat s vyssi koncentraci.

! ) L ! T ’ T d T T T
g 251 . As(ll .
S « DMAs(V)
E
o 20 + .
Q.
15 | -
10 | .
5 -
0k : ! ; ! ; ! : ! : =
0 50 100 150 200 250
C, ug I

Obr. 22: Linearni ¢ast kalibraéni zavislosti stanoveni As(III) a DMAs(V) pomoci metody
FIA-UV-PVG-QFAAS
Oar = 25 ml min™, QHz = 50 ml min', Qur = 1 ml min™, V. = 100 ul, tam = 950 °C

PHCcoOH (V/V) =710 %,' P=6 VV, l =] m, CB/([[[) =710 mg l-l
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Ze ziskanych kalibrac¢nich zavislosti byly urCeny citlivosti, opakovatelnost, meze
detekce a stanovitelnosti. Zakladni charakteristiky pro metodu stanoveni specii arsenu

pomoci UV-PVG-QFAAS v rezimu FIA jsou uvedeny v Tab. 10.

Tab. 10: Zékladni charakteristiky stanoveni As(III) a DMAs(V) pomoci FIA-UV-PVG-
QFAAS

Parametr As(III) DMAs(V)
Citlivost (mAU 1 pg™! min) 9,3x107 1,8x107
LOD (ugl™h) 2,9 14
LOQ (ugl™h 9,7 45
Opakovatelnost (%) 8,2 9,04
Korelac¢ni koeficient 0,998 0,998

4.5.10 Vliv pridavku kyseliny chlorovodikové a dusi¢né

Cilem této studie bylo zjistit vliv matrice pii UV-fotochemickém generovani
t€ékavych slouCenin arsenu. Zkoumana byla otazka, zda tyto kyseliny (pfitomné
v zasobnim roztoku Bi(III) a Sb(III)) plisobi jako interferent ¢i jako reakéni modifikator.
Zasobni roztok Sb(III) je stabilizovan HCI a zéasobni roztok Bi(III) HNO3, a proto byl
zkouman vliv kyseliny chlorovodikové a kyseliny dusi¢né na analyticky signal As(III) a
DMASs(V). Kyseliny byly pfidany k analytu As(II) nebo DMAs(V) o koncentraci
200 pg I''. V uvedenych grafech je zobrazena vodorovna linka, ktera znazorfuje signdl
pro nulovou koncentraci kyseliny.

Vliv kyselin byl zkoumén pro koncentrace kyselin 0; 1; 10; 100 a 325 mmol 1.
Z Obr. 23 je vidét, Ze kyselina chlorovodikova nemd vyrazny vliv na analyticky signal

DMASs(V), avSak pii vyssi koncentraci zvySuje analyticky signdl ziskany pro As(II).
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Obr. 23: Vliv kyseliny chlorovodikové na analyticky signal pro As(Ill) a DMAs(V)
Our =25 ml min, QH2 = 50 ml min™, Owmr = 1 ml min”, V. = 100 ul, tam = 950 °C

Prcoon (Vv) = 10 %, Casam = Comaseyy = 200 ug I'; P =6 W; 1 =1 m; cgay =
10 mg I

Zavislost analytického signdlu pro As(Il) a DMAs(V) na koncentraci kyseliny
dusi¢né je zobrazena na Obr. 24. S rostouci koncentraci kyseliny dusi¢né roste signal
As(III) az do maxima kolem 10 mmol 1. V piipadé DMAs(V) neni nariist signalu tak
vyrazny. Muzeme konstatovat, ze kyselina dusi¢nd v nizkych koncentracich pozitivné
ovliviluje méfeni a zvySuje citlivost FIA-UV-PVG-QFAAS. Dalsi zvySeni koncentrace
kyseliny dusi¢né nad 10 mmol 1! analyticky signal obou specii potlacuje. Obdobna

zéavislost jiz byla popséana v literatufe napt. pro selen a jiné€ prvky [48,59,86,143,144].
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Obr. 24: Vliv kyseliny dusi¢né na analyticky signal As(Ill) a DMAs(V) FIA-UV-PVG-
QFAAS

Our = 25 ml min™, QHz = 50 ml min!, Qur = 1 ml min”, Vi, = 100 ul, tum = 950 °C
Pucoon (Vv) =10 %; Casam) = Copmasery = 200 ug I'; P =6 W; 1 =1 m; gy = 10
mg I

Koncentrace kyseliny dusicné a kyseliny chlorovodikové ve vysledné mobilni fazi je
piiblizné 20 mmol I'!. Z Obr. 23 a 24 vyplyva, ze vliv iontl NOs™ a CI" na signal As(III)
a DMAS(V) jsou zanedbatelné a neovlivituji vysledny signal. Na zakladé vysledkt této
studie je patrné, Ze modifikace PVG je zplisobena ionty Sb>" anebo Bi** v mobilni fazi,

jak je vidét na Obr. 20.
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5 Zaver

Disertacni prace se zabyva UV-fotochemickym generovanim tékavych sloucenin
arsenu a studené pary rtuti, jako alternativni metody k elektrochemické a chemické
generovani. Jako analyty byly zvoleny ¢tyfi specie rtuti: Hg(II), MeHg(I), EtHg(I) a
PhHg(I) a dvé specie arsenu: As(II) a DMAs(V).

Byly ovéfeny optimalni parametry pro stanoveni specii rtuti pomoci RP-HPLC-UV-
PVG-QTAAS s vyuzitim nového atomového absorpcniho spektrometru ContrAA700.
Byly stanoveny zakladni charakteristiky dané metody pro tento detektor. Déle byla
ovétena modifikovana extrakéni metoda. Prakticka vyuzitelnost a piesnost stanoveni a
extrakce byla ovéfena analyzou referencnich materialti a redlnych vzorka. Vysledky
byly ovéfeny dvéma nezavislymi metodami, a to stanovenim celkového obsahu rtuti
pomoci AMA 254 a nezavisle provedenou specia¢ni analyzou pomoci HPLC-ICP-MS
po extrakci specii Hg L-cysteinem. Vysledky potvrdily dostate¢nou extrakéni ucinnost i
dobrou shodu namétenych dat.

Za ucelem porovnani UV-fotochemického generovani studené pary rtuti byla pouZita
metoda elektrochemického generovani studené pary rtuti z vybranych specii. Byly
nalezeny optimdlni parametry pro elektrochemické generovani studené pary rtuti
v modu prutokové injekéni analyzy. Na jejich zaklad¢ byly nalezeny také optimalni
podminky pro RP-HPLC-EcVG-QTAAS a nésledné ziskdny zékladni charakteristiky
metody. Pii pouziti RP. HPLC-EcVG-QTAAS dochazi k vyraznému chvostovani piki,
a tedy ke zhorSeni rozliSeni a opakovatelnosti. Navic citlivost RP-HPLC-EcVG-
QTAAS je ptiblizné 3 krat niz$i oproti RP-HPLC-UV-PVG-QTAAS. Z vyse uvedenych
diivodl neni metoda RP-HPLC-EcVG-QTAAS vhodné pro stanoveni specii rtuti.

Dalsi cast prace byla zaméfena na moznost vyuziti UV-PVG ke stanoveni specii
arsenu. V neposledni fad¢ byly optimalizovany parametry pro UV fotochemicky
generator, jako vykon zdroje zafeni, prutok analytu, material a délka reakéni civky.
Bylo experimentalné zjiSténo, ze vhodnéjsi zdroj pro UV-fotochemické generovani
tékavych sloucenin arsenu byl o vykonu 6 W.

Jako vhodné fotochemické ¢inidlo pro stanoveni As(IIl) byla nalezena kyselina
mraven¢i. Reakéni produkty vznikajici rozpadem nizkomolekularnich organickych
kyselin pomoci UV zéfeni jsou dostaCujici pro vznik tékavé slouceniny arsenu.

V kyselin€ octové a propionové nebylo dosazeno Zadnych analytickych signalii. Doba
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setrvani analytu v UV-fotochemickém generatoru je dana kombinaci téchto parametrt:
rychlosti nosného plynu a reakéniho plynu, prutokovou rychlosti roztoku reakéniho
¢inidla a délkou reakéni civky. Bylo zjisténo, ze prutokova rychlost roztoku kyseliny
neni vyznamnym parametrem.

Vliv matrice na studované specie arsenu muze mit zdsadni vliv na citlivost stanoveni
pii UV-fotochemickém generovani. V pfitomnosti Sb(III) a Bi(Ill) byl pozorovan
pozitivni efekt na analyticky signdl, proto byly tyto ionty brany jako reakéni
modifikatory. Ptfi pouziti Bi(IIl) byl analyticky signal As(IIl) vyrazné vyssi.
Koncentrace 10 mg 1! byla zvolena jako optimalni hodnota. Citlivost stanoveni As(III)
metodou FIA-UV-PVG-QFAAS pii koncentraci Bi(III) 10 mg 1! v 10 % (v/v) kyseling
mravenci je pfiblizné 9krat vyssi, nez kdyz je pfitomna pouze samotna kyselina
mravenci.

Pomoci metody FIA-UV-PVG-QFAAS byly tspésné stanoveny dvé specie arsenu:
As(IIl) a DMAs(V). Z As(V) a MMASs(III) se tékavé slouceniny generovat nepodatilo, a
to ani pfi pouziti pfedredukéniho kroku. Dosazené vysledky vSak zatim neumoziiuji

speciaéni analyzu arsenu pomoci HPLC systému.
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