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Abstrakt

Diplomova prace rozviji metodiku spe@id analyzy arsenu pomoci selektivniho
generovani hydril s kolekci vymrazovanim a atomovou absaigpektrometrii. Touto
technikou lze stanovit toxikologicky vyznamné formgrsenu, tj. arsenitany
a arserinany a jejich mono-, di- a trimethylsubstituovargnfy, v koncentracich
niz&ich nez 0.1 ng.ml

Prvni c¢ast diplomové prace je z&mena na testovani suseni plynné faze
s vygenerovanymi hydridy pomoci trubic s nafionovmembranou, u kterych byla
zkouména vhodnost pouZziti pro speéoiaanalyzu arsenu a byly zjsty transportni
ztraty jednotlivych specii arsenu. Drubast diplomové prace popisuje mineratiza
postupy vhodné pro speérd analyzu arsenu vV tkanich. Byly porovnany dva
mineraliz&ni postupy, kyseld mineralizace kyselinou fostam a novjSi zdsadita
mineralizace tetramethylamonium hydroxidem. Mineeghi postupy byly vyzkouSeny
na certifikovaném referénim materialu DOLT - 4 (Zratd jatra) a dale na reéalné

matrici — kurecich jatrech.

Kli ¢ova slova: Susici trubice s nafionovou membranou, Spediaanalyza arsenu,
Mineralizace, Kyselina fosfotea, Tetramethylamonium hydroxid, kKaci jatra, CRM

DOLT - 4, Generovani hydnigl Atomova absorni spektrometrie.



Abstract

This diploma thesis develops methodology of arsepexiation analysis by selective
hydride generation witltryotrapping and atomic absorption spectrometryingJshis
technique it is possible to determine toxicolodicaimportant forms of arsenic,
l.e arsenites, arsenates and their mono-, di-,tamgkthylated forms at concentration
levels below 0,1 ng.rl

The first part of the thesis is focused on testungular membrane gas dryers with
nafion membrane for drying gaseous phase containiggnerated hydrides. The
suitability for arsenic speciation analysis was esstigated and transport losses of
individual arsenic species were found.

The second part describes mild digestion procedsuéable for arsenic speciation
analysis in tissues. Two procedures were compa@d, digestion in phosphoric acid
and more recent alkalic digestion by tetramethylamionm hydroxide. Digestion
procedures were tested on certified reference mbhi@OLT — 4 (Dogfish Liver) and

chicken liver matrix.

Key words: Tubular nafion membrane dryers, Arsenic specia#inalysis, Digestion,
Phosphoric acid, Tetramethylammonium hydroxide,c&dm liver, CRM DOLT - 4,

Hydride generation, Atomic absorption spectrometry
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Uvod

Arsen pati v dnesSni dob mezi vyznamné kontaminanty Zivotniho piesi
a zmsobuje zavazné zdravotni potize. Nejenom antropugevlivem doslo k jeho
zvySeni v pirodnich zdrojich, fedevsSim je dlezité zminit, Ze je ffitomen viad
piirodré se vyskytujicich mineralech, jejimz rozpawmsm dochazi k jeho zvySenému
obsahu v pitnych zdrojich, coz ma negativiislddek na zdravi obyvatel Zijicich
v postiZzenych oblastechigrlevsim jihovychodni Asie).

Velky vyznam ma v této oblasti vyzkumieglevSim spectai analyza toxikologicky
vyznamnych forem arsenu, vznikajicich v organisriygych metabolizaci. PouZzitim
metody generovani hydiics koleci vymrazovanim a atomovou absaigpektrometrii
lze ziskat velmi dobrou citlivost pro vSechny tadibgicky vyznamné speciie bez
predchozi separace. Tato diplomova prace ma za Ulspép ke speciéni analyze
arsenu Vv biologickych matricich a z{isggmi vysledky tak pomoci ip populanich
studich vyzkumnych z&mi spoleného projektu Ustavu analytické chemie ASR
a Univerzity Severni Karoliny v Chapel Hill, slethijnegativni dopad na obyvatele
zminrénych oblasti.

Konkrétnimi akoly této diplomové prace bylo:

(1) zjistit, zda-li nedochazi ke ztratam vygenerovanyblgdridi arsenu

prichodem susSicimi trubicemi Perma Pure s pouZitinodyetiG-CT-AAS.

(i) Dale stejnou metodou stanovit obsah specii arsdnalegickém materialu —

kuiecich jater s pouzitim dvou rozdilnych mineralidah postuf). Klasicka
kysela mineralizace s kyselinou fosfémeu a no¥jSi zasadita mineralizace

s tetramethylamonium hydroxidem.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Arsen

1.1.1 Vyskyt arsenu

Arsen je polokov hoj& rozSteny v zemské e, kde se vyskytuje v fpmérné
koncentraci 2 mg.k§ Je pitomen ve vice neZ 200 minerélnich specii, z nichZ
nejbszngjsi je arsenopyrit V nizkych koncentracich se vyskytuje v pramenitéotské
vodk a ve vulkanickych plynech. V nepatrnych konceritlage proto pitomen ve
vSech Ziveisnych a rostlinnych tkanich a tekutin&ch.

Tézba, zpracovani nezZeleznych kowa spalovani fosilnich paliv jsou hlavni
primyslové procesy, které&ippivaji k antropogennimu z&igteéni arsenem ve vzduchu,
vodk apdé. UZiti pesticidi zanechalo v minulosti velké plochy kontaminované
zentdélské pidy obsahujici arsen. Pouzivani arsetiukpnzervaci @eva vedlo ke

kontaminaci prosedi?

1.1.2 Arsen v pitné vod

Arsen je KZzrn¢ se vyskytujici kontaminant v pitné wodDostdva se do vody
piedevsim rozpou&bim minerah a rud. Nicméa v nekterych oblastech jsou hlavnim
zdrojem arsenu pmyslové odpadni vody kontaminujici mistni zdroj@@ivody. iAS
aiAd" jsou d¥ vyznamné formy iAs &ns se nachazejici jak v povrchovych, tak
podzemnich zdrojich pitné vody.

Arsenitan je pravpodobrjSi najit v podzemni vag kde se nenachazi kyslik
Arsenitanovy ion je oxidovan na ars&manovy (ox. stav +V) zarftomnosti kysliku,

chléru nebo manganistanu draseln&ho.
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Obr. 1.1 Zdokumentované ifpady kontaminace podzemni vody iAs podle Britskélemlogického
prizkumu a podle zprav ze 8wvé banky°

Chronicka expozice iAs v pitné veédcelos¥tové ovliviiuje vyznamnoucast
populace (viz. obr. 1.1}’
Na celém sté trpi miliony lidi rakovinou a dalSimi nemocemi,eké jsou spojeny
s pozitim vody obsahujici vysokou hladinu iAs. Tgtavy vyvolané pomalou otravou
iAs jsou véeobecehoznaovany jako arsenicosfs.

Nap‘iklad v Jizni a Vychodni Asii je odhadem 60 milidhdi (35 az 40 miliod
v samotné Bangladési) v ohroZenitkwysoké hladig bézrné se vyskytujiciho iAs

v pitné vod. (viz. tab. 1.1)%’

Tab. 1.1Populace v zemich Jizni a Vychodni Asie zasazgsakymi koncentracemi iAs v pitné véd

Uroveti iAs v

Poloha pitné vodé (ug/l)

OhroZena
populacé

Pocet pacienti s
arsenicosis

Bangladés <1-2,300

Cina 40-4,400
<10-3,200
<10-200
10-1,800

Indie (Zapadni Bengal)
Nepal

Taiwan

10,000
(data z roku 2001)

522,566

35,000,000

5,600,000
5,000,000 200,000
550,000 8,600
10,060 ND
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Uroveii iAs v Ohrozena Pocet pacienti s

Poloha pitné vodé (ug/l) populacé arsenicosis
Vietnam 1-3,100 10,000,000 ND
Barma ND 3,400,000 ND
Kambodza ND 320,000 ND

4 Ppitna voda s iAs > 5Qg.I"" ® Pred snizeninf Odhad UNICEF! Maximum ND neznamé, data nejsou
dostupna

Maximalni gipustna koncentrace arsenu v pitné &ge 50 pg.I*. Dopor@ena
hodnota je podle EPA a WHQO ug.I"%, co? odpovida tak&eské norns.’

Expozice iAs v pitné vo#jsou &Zné i v jinych geografickych regionech¢eins
USA.!° Dopad expozice iAs na lidské zdravi je v USHejmé mére zavazny nez
v jinych regionech. Je to pragabdobre zasluhou vSeobeénnizSich expozinich
hodnot, lep&i stravou a lepsimitigtupu k |ékéské péi.°

V Ceské republice je zvySeny vyskyt iAs v povrchovyuéach pedevsim v okoli
tepelnych elektraren a také v oblastech s vyskgesmnopyritu.(jizt od Prahy):*

1.1.3 Toxikologicky vyznamné formy arsenu

Arsen miZze existovat v &kolika oxidanich stavech (+lll, +V, 0, -lll) atznych
anorganickych a organickych formach. Tab. 1.2 ujanejrozsiergjSi formy arsenu
v Zivotnim prostedi a biologickych matricicH.

Tab. 1.2 Specie arsenuwsbns se vyskytujici v firodnich a biologickych systéméegéfi**®

] o Strukturni
Nazev Zkratka Chemicky vzorec
vzorec
Kyselina HO_, "
, o iAS" As(OH)s ‘|\S
trinydrogenarsenita OH
. 0
Kyselina Ly I
_ » iAs AsO(OH) HO—As—OH
trihnydrogenarsekina |
OH
Kyselina i H3C\AS/OH
_ MAs CHs—As(OH) |
monomethylarsenita OH

13



Strukturni

Nazev Zkratka Chemicky vzorec
vzorec
0
Kyselina v I
. MAs CHs—As(O)(OH) HaC—As—OH
monomethylarsetna |
OH
Kyselina i H3C\AS/OH
_ » DMAs (CH3)—As (OH) |
dimethylarsenita CHs
0
Kyselina v I
_ ] DMAs (CHs)—As (O)(OH) HyC—As—OH
dimethylarserina |
CHg
0
Oxid v I
. . TMAs'O (CHs)sASO HaC—As—CH,
trimethylarseniny |
CHs
e
. N e can
Arsenobetain AsB (ChAs'CH,COO HC—As™ €00
CH,
CH;
Arsenocholin AsC (CH)3AS'CH,CH,OH 1y c —A::/\/ o
CH;

*pokud neni uvedeno oxidai ¢islo As, jedna se o sumu V a lll

1.1.4 Toxicita vyznamnych forem arsenu

Toxicita arsenu sikzavisi na jeho chemické fosmAnorganické specie arsenu jsou
ict&j8i neZ organické specie. iAsformy jsou toxétgjsi nez iAY *® Toxicky (tinek
arsenu a jeho sléanin se snizuje v tomto fedi: iAs" > iAsY > MAs > DMAs >>
AsB.!’ Arsen je tedy vieobegmoxicky jak v arsenitych tak arséniych forméach, ale je
netoxicky v rekterych vysoce methylovanych organickych formado jge arsenobetain

a arsenocholin®
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1.1.5 Metabolismus arsenu

Metabolismus iAs hraje Klovou roli ve zmirgni jeho toxicity. Biomethylace je
hlavni metabolickou cestou iAs v lidském organisthu.

Osud pijatého arsenin vivo zavisi:

(1) na oxidanich a reduénich reakcich mezi iAsa iAd" v plazn,

(2) na naslednych methyiaich reakcich v jatrech.

Tato cesta zahrnuje nasledné reakce, ve kteryah gpecie iA% redukovany na
trojmocné a specie iAspodléhaji AS3MT methyltransferazou - katalyzovaméaini

methylaci, poskytujici methylované arsewiny obsahuijici iAsviz. schéma (1.1).

As'O 7 +26 - AS"O:¥ +CHs" -~ CHiAS'O +26 - CHAS"'O +CH'" -
iAs’ iAg" MAs' MAS"
~ (CHs)2As'O; + 26 — (CHy)AS''O™ + CHy" — (CHa)sAs'O (1.1)
DMAs’ DMAS" TMAs'O

Jako hlavni produkty metabolismu iAs v lidském migenu byly uteny ¢tyii
methylované slateniny arsenu. Methylarsenita kyselina (MAs methylarserina
kyselina (MAY), dimethylarsenita kyselina (DMA3 a dimethylarsegha kyselina
(DMASV). 20,21,22,23,24

Navic trimethylované metabolity,éetré oxidu trimethylarseného (TMASO),
byly nalezeny v mé kietka vystavenych iA% nebo DMAS, v masi krys vystavenych
iAs", MAs' nebo DMASY a vmai lidi, ktefi potravou pijali DMAsY nebo
arsenocukry. Zejména TMA® je hlavnim produktemin vitro methylace iAs
rekombinant krysi iA8 - methyltransferaz§® Tyto methylované slaieniny arsenu
a specie iAs, arsefman (iAS) a arsenitan (iAS) jsou pravideld nachézeny v mio
jedinai vystavenych iAs v pitné ved?+%*?*?Podil &chto methylovanych metabalit

26,27,28,29,

se mezi jedinci vyznangrisi, 303%0z naznauje, Ze zniny v metabolismu iAs

mezi jednotlivci mohou byt Zasti zodpowdné za rozdil v nachylnosti na toxicitu
iAS. 24,26,32,33

Arsenobetain je absorbovan a wduan v nezrénéné forn€. Fritomnost arsenu ve
vlasech a nehtech se pouziva jako indikadi@dphozi expozice arsenu, protoze arsen

(stejre jako jeho trojmocna forma) se hromadi v tkanichdigch na keratin (jako je
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nagiklad kize, vlasy a nehty).fl z nejl&zrgji pouzivanych bio-ukazatelpro zjiseéni
nebo kvantitu expozice arsenu je celkovy arsenlaseech nebo nehtech, arsen v krvi

a celkovy arsen nebo specie metaliditsenu v mi.®

1.1.6 Disledky chronickych otrav z pitné vody

Dlouhodobé vystaveni se arsenu z pitné vody fié@npou souvislost se zvySenym
rizikem rakoviny Kize, plic, m@goveho méchyfe a ledvin, stejh jako dalsi zrany na
kazi, jako je hyperkeratosa a pigmeftazmeny. Bylo uvdejnéno, Ze pijimanim pitné
vody o koncentrack 50 ug arsenu/litr souvisi se zvySenym rizikem rakovpiic,
motového n¥chyfe a arsenem Agobenych koZnich lézich.

DalSim rizikem jsou nemoci nerakovinoveéhivpdu jako je onemoemi vrejSiho

vaskularniho a kardiovaskularniho systéthtr***"hypertenz& a cukrovky??:40-41:42:43

1.2 Generovani a atomizace hydrid pro AAS

1.2.1 Generovani hydrida

Generovani plynnych hydride jednou z nejroz&nsjSich metod v analytické praxi,
jejimz zakladnim rysem je vyss&tinnost vnaseni analytu do abstniho prostedi, coz
vede ke zvySeni citlivosti a separace analytu otticeavedouci k vyraznému omezeni
interferenci®*

Generovani hydril spaiva v uvolréni hydridu z roztoku (tj. v konverzi analytu na
hydrid a v jeho fechodu do plynné faze) a v transportu uvného hydridu proudem
nosného plynu do atomizatoru. Ke konverzi analyauhydrid se v nedavné historii
pouzivaly rozlkné chemické reakce, ale v poslednich letech setigkgkvyhradré
pouZiva redukce borohydridem v kyselém (obvykle HEbstedi*®
Ve vodnych roztocich je reakce borohydridu s prukipntoveé ¢i neiontové forng
povazovana za redoxni reakci zaqpokladu, Ze vSechriyyii vodiky od borohydridu
jsou potencialér schopny reagovat sV aby poskytly odpovidajici hydrid Mid Za
téchto podminek se borohydrid, ktery jgdavan v mnohtadovém pebytku, rozklada
postupnou hydrolyzou za vzniku boranovych kompldsteré postuphiredukuji analyt
na tkavy hydrid. Kazdy atom vodiku ve vzniklém hydrigiitom pochazi z jiné
molekuly borohydridif®
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1.2.2 Metody generovani hydridi

Pro generovani hydnidexistuji dva zakladniistupy. Prvnim z nich jsou metody
piimého penosu, B nichZz je vygenerovany hydrid vedertipo do atomizatoru.
Druhym gFistupem je kolekce, kdy je hydrid po nashrongazda kolektoru piveden do

atomizatoru najednotf.

1.2.2.1Metody piimého prenosu

« Kontinudlni uspgadani (continuous flows — CF)

Pfi kontinualnim usptadanim je konstatni tok vzorku smichavan s konsiant
tokem redukniho cinidla a pichodem pes reakni civku se dostava az do separatoru
fazi, kde dochazi k odteni plynné faze od kapalné. Plynna faze je veddoa
atomizéatoru, zatimco kapalna faze je ze separdéziuodtahovana jako odpad. Nosny
plyn se pidava ffed vstupem do separatoru f&zi.

» Davkovani do proudu (flow injection —FI)

Do proudu nosného média jsou figbvany malé objemy vzorku, které jsou dale
smichany s redukim cinidlem a je& pred vstupem do separatoru fazi smichany
s nosnym plynem. V separatoru fazi je stggko u kontinualniho generovani atieha
kapalna faze, ktera jde do odpadu, od faze plysnépujici do atomizatortf.

Celkovy tok plymi je ustéleny, ale vstupni funkce ma tvar nesymigiho piku se

strmou nabhovou hranou a s protazenou sestupovou hréhou.

» Davkové uspg@adani (batch)

Davkovy generator je nadobka, ktera slouzi jakdtoraa zarove jako separator
fazi. Vzorek se nadavkuje dovhigeneratoru a kému se pida pomoci peristaltické
pumpy nebo injesni skikacky redukeéni ¢inidlo. Uvolnény hydrid je transportovan do
atomizatoru nosnym plynem, ktery séiddva do generatoru. DalSi davkaiia byt

pridana aZ po odstrani zreagované s¥si do odpadu a po vyplachnuti generafbru.
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1.2.2.2 Kolekéni metody

» Kolekce vymrazovanim

Ke kolekci vymrazovanim slouzi obvykle U-trubicenptena v kapalném dusiku.
Vygenerovany hydrid je v U-trubici zachycen, naopaisny plyn (helium) spote¢
s vodikem prochazi. Po fdvu U-trubice dochazi k uvaini a transportu hydrid do
atomizatoru proudem nosného plynu.

V U-trubici zarové dochazi krozéleni plynnych hydrid, coz je komplexni
chromatograficky proces.

Hlavni prednosti kolekce vymrazovanim je zachyceni hydridwelkého objemu

vzorku (nakoncentrovani) a tim Ize dos&hnout vysiitigosti.*> Podrobaji viz. 1.3.3.

1.2.3 Atomizace hydridia

1.2.3.1 Grafitové atomizatory

*« “In-situ” kolekce

Pt in-situ kolekci slouzi grafitovy atomizator jakmlekeni médium a zarovejako
atomiz&ni cela. Hydrid je fivadkén z generatoru do grafitového atomizéatoru, kde
dochézi k jeho zachycentipeplotach mezi 200-600°C. Praiyod hydridu do grafitové
kyvety je pouZivanailemennd kapilara, ktera je po skeni generovani odstrama
a nasleda je provedena atomizace hydrfdebvykle (i teplot nad 2000°C

1.2.3.2 Kfemenné atomizatory

Obvykle maji T — usp@dani, jejichz vodorovné rameno je uréist v optické&sasti
spektrometru a je zewnvyhiivané bd plamenem acetylen-vzduch nebo pomoci

odporo zatiivané picky na teplotu 550 — 1100%C.

» Konverhi atomizatory QTA

K atomizaci hydridu dochazi v oblaku extr&emergetickych vodikovych radikal
které vznikaji na zstku horké zény konveniho atomizatoru a to reakci mezi

vodikem (vznika fi rozkladu borohydridu) a kyslikem. Oblak vodikotyadikati se
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muze nachazet v ifvodnim rameni konvemiho atomizéatoru, ve spojifipodniho
ramene s optickou trubici, aleaie byt i v celé optické trubici. dhnost atomizace
zavisi na plosné hustotoblaku vodikovych radiké] kterd je u konvamich
atomizatoti nedostatna. Proto maji tyto atomizatory velice nizkou odain \Gci
interferencim, ktera je #gobena jinymi d&kavymi sloweninami, nedostataou

linearitou analytickych kalibraci a $patnou opakeireosti citlivosti?®

e Multiatomizator

Je tvden optikou trubici, ktera se skladda ze dvou korraeyich trubic a tim se lisi
od konvewniho atomizatoru. Vniti trubice je tvéena mnoh&etnymi miniaturnimi
otvory, které se nachazeji po celé délce multiatatoru. Vzduch fivadeny vrgjsi
trubici se dostava pomoci miniaturnich ofvaio celého prostoru viiiti trubice
a vznikajici vodikové radikaly tak zaujimaji celjjem optické trubice. Timto dochazi

ke zlepSeni odolnostii interferencim a ke zlepSenf linearity analytidky@libraci?®

1.2.4 Interference

Diky separaci analytu od matrice jsspektralni interferencev metod HG - AAS
nevyznamné. V Gvahutighazi pouze nespecificka (molekularni) absorpterok 1ze
snadno vykompenzovat.

Nespektralni interference se projevuji v kapalné a plynné fazi. V kapalngé &e

interference projevuje sniZeningiinosti redukni reakce'?

coZ ma za nasledek
nedplné pevedeni analytu do plynné fagiereakci hydridu s interferentefi.Z divodu
Siroké rozmanitosti interferein{organické latky, anorganické ionty i rozpirg plyny)
je nutné pro odstr&ni interefenci v kapalné fazi zvolit individualnfigtup vzhledem
ke stanovovanému analytu, analyzovanému materigbuiité technice generovafi.

V plynné fazi jsou nepstjSimi interferenty ¢kavé latky unikajici z reaki snesi,
drobné kapiky rozpraSené ip reakci v generatoru a zdaleka nejobvyklejSimi
interferenty jsou ostatni hydridy. Vlivem uvedenyeterferentt dochazi ke snizeni
populace vodikovych radikal a k zaniku volnych atoin analytu reakcemi

s interferentem, coz vede az ke snize#innbsti atomizace. Zmémé interference
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v plynné fazi lze eleminovat vhodnou volbou atortord nebo volbou podminek

generovani, za kterych se podstanizi generovani interfererit(i.

1.3 Speci&ni analyza arsenu

Stanoveni mnozstvi individualnich forem analytu genaovano jako specémi
analyza (nebo stanoveni specii). Specie mohoudzfiSeny nap oxidainim stavem
(redoxni specie), molekulovou formou (organokovogtoweniny), koordinaci
(komplexy), skupenstvim, ve kterém se analyt nach@ezpusény, koloidni,
suspendovany, sorbovany) nebo také rozpustnostuh@yatelnosti) ve vybraném
rozpoustdle (nap. voda, roztok soli, kyseliny). ProtoZe jen velmélm atomovych
spektralnich technik je selektivnich pro stanovepécii, zahrnuje speciai analyza
vétsinou dva kroky: separaci a stanovEnSeparaci a nasledné stanoveni Ize provést
pomoci generovani substituovanych hydirad pomoci post - kolonového generovani.
U generovani substituovanych hydride nejdive vygeneruji fislusné substituované
hydridy, které se nasledrozctli a postupt dochazi k jejich atomizaci a detekci.
Ktomuto gistupu se pouziva tedevSim generovani hydéidspojené s kolekci
vymrazovanim (HG — CT) s pouzitim AAS, AFS pofCP — MS detekce. Vifpack
post-kolonového generovani hydride nejdive provedena separace s naslednym
generovanim hydrid (nag. HPLC — HG) a s naslednou detekci pomoci AFSi.pop
ICP - MS. Lze také vyuzit sep&rd techniky s citlivou detekci bez generovani hyiri

napf. HPLC — ICP - MS, ktera se s @spem pouZiva pro separaci stenin arsend®

1.3.1 Speciace arsenu pomoci generovani hydiid

Stanoveni iAY, iAs’ a methylovanych specii arsenu pouzitim HG - GiBtppu
vyZzaduje ve skutaosti dvou-dimenzionalni analyzu. Prvni dimenze, rgzliSeni
methylace a specii, je kolekce vymrazovanim a sepaarsain vygenerovanych z iAs,
MAs, DMAs a TMAS'O specii bez ohledu na oxitd stav As. Druh& dimenze,
rozliSujici mezi ii- a pitimocnymi slodeninami arsenu, je zaji&ta selektivnim
generovanim hydrid Je obvykle zaloZzena na specifické schopnostirgeaai arsai

z prislusnych valenci v zavislosti na p&i.
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1.3.2 Selektivni generovani hydridi

Tento gFistup tzi ze skuténosti, Ze generovani arsarje zn&né vylepSeno
z protonizovanych substratovych specii a 7q psdnoty pro iAS a iAs’ a také pro
MAs"Y a DMAS"™ specie se vyznamnlisi.*® Obecw jsou slogeniny arsenu
redukovany na hydridy, kdyZ je pH nizsi nez jejietdnota pk, coz je v pipact, kdy
sloweniny arsenu nejsou ionizovany. Naj\s’ ma mnohem nizsi pK2,2) nez iAg
(9,23). iAS" miZe byt redukovan ip vy$§im pH neZ 2,2, ptbné pro generovani
arsari z iAs’. Je stanoveno, e hodnota ;ppro timocné methylované arsenitany,
MAs" a DMAS" bude ¥t&i neZ pro MA% (4,1) a DMAY (6,2) dovolujici selektivni
redukci timocnych speciiipvysSSim pH.

Sousasna prace ukazuje, Ze arsenitany obsahujiti @as", MAs", DMAs") jsou
hned pipraveny k pevedeni na arsany redukdi pH 6 nebo nizSim pH. Na druhou
stranu arsetinany obsahujici As(iAs”, MAs', DMAs) jsou frevedeny na arsany jen
redukci @i pH 2 nebo nizSim. Tedy selektivni generovani tdidve spojeni s AAS
muze byt pouZito pro éeni oxid&niho stavu arsenu iAs, MAs a DMAs v tha
dalsich biologickych matricicft.

Protoze je ve skut@osti nemozné selektigrgenerovat arsan zZfp-mocnych forem
v pritomnosti ti-mocnych forem, postup selektivniho generovaniridyde zaloZzen na
nasledujicim schématu:deni ¥imocnych forem v jednom alikvotu vzorku (alikvot A)
a sumou obou forem v druhém alikvotu vzorku (alikBy. Poté je z rozdilu vypdtano
mnoZstvi @timocnych arsain Tiimocné formy jsou weny vykErem podminek
generovani pro kompletni konverzi trojmocnych foneanhydrid a satasré zabraiujici
generovani hydritlz vyssi valencé’

Jinym pgistupem selektivniho generovani hydrige pred-redukce L-cysteinem.
Pétimocné slodeniny jsou nejprve zredukovany ndnmiocné osdéenim reduktantem
L-cysteinem. Jsou piebna tedy d& méieni na kazdy vzorek, aby setilm mnoZzstvi
iAs"' - obsahujicich specii a A8’ specii po Gpray L-cysteinem. MnoZstvi iAs
obsaZenych specii je poté vyitdno jako rozdil mezi dsmi métenimi

Predredukci L-cysteinem se ziska steji@mdost generovani, pokud se generovani
provadi z HClI média, protoZe generovani hyilrjd &inné jen ve velmi nizkém
rozmezi koncentrace kyseliny (0.01 — 0.1 mi9l.Mento problém byl vieSen pouZitim
Tris-HCI pufru, ktery zaroue zaji¥'uje selektivni generovani hydéigen z timocnych
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specii arsenu bezegdredukcé?! L-cystein redukuje @imocné arseghany naifmocné
areaguje sgtmocnymi arsenitany za vzniku arsenothiolovych \dsii Také bylo
publikovano, Ze L-cystein zvySuje vykon generovégdridi tvorenim boranovych
komplexi s borohydrident?

Predredukce 2% L-cysteinem s pouzitim Tris pufru (fHpfi generovani byla
aspEsSre pouZzita pro spectai analyzu arsenu v biologickych vzorcich jako jeotiky
odlouwsené z vystelky minvého n¥chyie>® Také bylo odzkouseno pouZitfguredukce
na vzorky mdi s pouzitim 2% L-cysteinu a kyseliny thioglykolguéera se jevila jest

lepsim pedreduknim inidlem neZ L-cystein a ztia¢ zkracovala dobuipdredukcé?

1.3.3 Generovani substituovanych hydridh

» Kolekce vymrazovanim

Kolekce vymrazovanim - cryotrapping je nakoncerdrdv a separace
vygenerovanych arsan® ProtoZe body varu ars@njsou rozdilné: Ashl (-55°C),
CHsAsH, (2°C), (CH),AsH (35,6°C), (CH)sAs (70°C¥°, mohou byt specie arsenu
rozliSeny pomoci generovani hydiids kolekci vymrazovanim a GC. Arsany
produkovany reakci s borohydridem jsou zachycehjttrubici pondené v kapalném
dusiku. Po kompletnim zachytu je U-trubice odstnanz kapalného dusiku a #ata.
Hydridy jsou postupiuvolniny a vedeny do detekiho systémd?

Zachyt arsal probiha pi -196°C v U-trubici obvykle napkné chromatografickou

naplni>*
1.4 SuSeni plynné faze fi generovani hydrida

Jednou z nevyhod metody generovani hydiel produkce vyznamného mnoZstvi

vodni pary Bhem reakcé® Pii pouZiti metody HG — CT - AAS se vodni para spoée
S vygenerovanymi arsanyufe dostat do U-trubice a po jejim vymrazetii tpplog

kapalného dusiku t¥o krystalky ledu a rwze U-trubici ucpat. Z uvedenéhdiwbdu

byly pouzivany #izné zpgisoby na odsttgovani vodni pary ndpumistni chlazeného
kondenzatoru, ktery byl v systémuiaaen mezi generator hydiica U-trubici a byl
chlazen smési suchého ledu a acetonu, nebo ledem a vodoti [egfem a chloridem
sodnym. Nebo byla pouzitéana susidla (NaOH, 420, H,SO,, CaO, silikagel apod.).
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NejvhodrgjSim susSidlem pro arsany a methylsubstituovanéngrbgl hydroxid sodny,
protoZe jeho pouZitim nedochézelo k absorpci vygemaych arsain®® Dal$i moZnosti

jsou membranoveé susici trubice viz. nasledujicitkégp

~rs 7

1.4.1 SusSici trubice Perma Pure

Zakladem susicich trubic je kopolymer Nafion, ktggwysoce selektivni a idealni
pro odstréovani vodni pary z plyn Voda prochazi 8hou membrany Nafion
a vyprchava do wjSiho prostedi (vzduchu nebo plynu). Tento proces je nazyvan
.perevaporace” a je zavisly na gradientu vihkostizirplynem uvnit a prostedim vrg
stny hadgky (viz. obr. 1.2).

Dnes jsou takoveé trubice vyr&ié firmou Perma Pure Siroce vyuZivany po celém

swté pro Upravu plynnych vzotkzejména pro analyzu v medigjrvédé a pfimyslu.

Obr. 1.2 Schéma susSici trubice; 1 — vstup plynného vzorkadsi parou, 2 — vystup dusiku s vodni
parou, 3 — membrana Nafion, 4 — vstup suchého piyrsiku, 5 — vystup vysuSeného plynného vzorku

Nafion je kopolymer tetrafluoroetylenu a perflu@m@-dioxa-4-metyl-7-okten-
sulfonové kyseliny (viz. obr. 1.3). Podabjako teflon, m& Nafion vysokou chemickou
odolnost, ale fitomnost funknich skupin sulfonové kyseliny mu dava neobvyklé
vlastnosti. Sulfonova kyselina ma vysokou afinitwddé a je schopna absorbovat 13
molekul vody na jednu skupinu sulfonové kyselinpa®ymeru. Nafion absorbuje az
22% vody (hmotnostni podil).

Prenos vody fes mikroporézni perméai membranu je velmi pomaly proces difaze.
Nafion, na rozdil od mikroporéznich membran, odsti@ vodu absorpci (hydrataci).
Tato absorpce vykazuje kinetickou reakci prvnifédu, takZze rovnovaha je ustanovena

velmi rychle (typicky Bhem millisekund).
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Obr.1.3 Strukturni vzorec Nafionfi

Podle firmy Perma Pure neni Nafion pouze vysocendatley odolny material, ale
vynik& i vysokou selektivni absorpci a transportenemickych slotenin. \EtSina
slowenin je kvantitativa zachovana. &oliv polarni organické slaieniny nenapadaji
a neposkozuji Nafion, u¢kterych z nich dochazi ke ztratam diky absorpci.ofirak

a aminy jsou také absorbovaty.

1.4.2 Pouziti suSicich trubic Perma Pure v generovani hytl @

Vodni péra vznikajici &hem generovani hydridnezgisobuje pouze problémytip
kolekci vymrazovanim, ale také&imgenerovani hydriil ve spojeni s AAS, AFS8i ICP
detekci. Vstupuje totiz do det#kiho systému a Z#igobuje tak postupnou ztratu
citlivosti a posun zakladntary (baseline}® Z vyse uvedenéhotslodu byly susici
trubice pouZity i stanoveni rtuti, arsenu a selenu metodou HG - RAS¥i stanoveni
arsenu a selenu metodou HG — APSTaké nasly dalsi uplaini pri generovani
studenych par rtuti ve spojeni s AFS detéRci.

Kromé uvadtnych ztrat firmou Perma Pure (viz. 1.4.1) byly @& i dalSi ztaty,
piedevSim u specii rtuti F@zenim susici trubice do systému HG — CT — GC -.AFS
Susici trubice byla #¥azena fed chromatografickou kolonu.i€stoze se pik Hgpo
prichodu susici trubici Perma Pure stal vice symigBi, signal u monomethylrtuti
(MeHgH) byl potl&en. Doba pobytu v susici trubici byla jen okolo 8,9ale byla
dostaujici k rozlozeni (nebo k absorbci) MeHgH.
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1.5 Mineralizace biologickych vzorki pro AAS

Pevné biologické vzorky - tkére mozné analyzovat pomoci generovani hyda#
po jejich mineralizaci (rozkladu). Rozklad, resplstvargni organické matrice, je také
nutnym krokem k minimalizaci chemickych nebo fyZikéh interferenci.

Konkrétré pro stanoveni arsenu generovanim hydjal dokonaly rozklad vzorku
velmi dilezity, a to z toho @vodu, Ze jeho organické formy jsou velmi odoln&iv
redukci borohydridem sodnyf. Zarovei musi byt pro speciai analyzu pouZita
takova mineralizace ipkteré nebude dochazet ke vzajemigngne specii analytu. i
speci&ni analyze arsenu v kecich jatrech, které byly hlavnimigumitem této
diplomové prace, byly pouzity dva mineraima pristupy: kyseld mineralizace
s kyselinou fosfor&nou a nowjSi zasaditd mineralizace s tetramethylamonium
hydroxidem (TMAH).

1.5.1 Kysela mineralizace

Vlivem mineralizace dochazelo k oxidaci {Asia iAs’, a proto nebyl branietel na
stanoveni iA%, ale pouze na stanoveni obou forem'iAs

Pfi mineralizaci kdecich jater se vychazelo zjiz odzkouSeného postymelé
mineralizace s kyselinou fosfa@areu, ktera byla pouzivdna vguchozich

referencicir®%?

1.5.2 Zasadita mineralizace

NowvegjSim pistupem je mineralizace pomoci TMAH, ktera byla Zitaupro stanoveni
specii arsenu v niské&® a rybi tkani*® v ryzi°® a v rostlinnych materialedff, nebo
také i stanoveni celkoveého mnozZstvi nejen As, ale igmyprvki jako nap. Cd, Ni,
Pb, atd. v lidskych vlase&hi v Zivogisnych tkanictf? '  Zpiisob provedeni zasadité
mineralizace se liSil druhem stanoveni wrdeth prviki. Ve &tsing pripadi byl pouzit
koncentrovany 25% vodny roztok TMAH®? "1 nebo byl zedsn na nizsi koncentrace
(1 — 10%)°35°%087 \wiimeens byl pouzit 25% roztok TMAH v methanold.
Mineralizace byla ve &sSirn¢ cerpanych zdrd@j provedena pouzitim mikrovinného

lji4,65,66,67 63,71
)

systém nebo bylo pouzito pouze #vu,” " vodni laz® vyhiaté na teplotu 60

— 70°C®%¥norx. jen pokojové teploty?
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Podminky zasadité mineralizace pro sp&di@analyzu arsenu z vySe uvedené reSerSe
jsou shrnuty vtab. 1.3. Postup zasadité minemdizgviz. 2.11.3), vypracovany na

zaklad vySe uvedené reserse, byl pouzit pro mineralizaigcich jater a také na CRM.

Tab. 1.3Podminky zasadité mineralizace pro sp&tianalyzu arsenu

Reference  Matrice Analyty Postup mineralizace Matstnoveni
0,3 g maské tkag + 1 ml
o vodného 25% roztoku TMAH
63 Moiské IIDAIj A’s MAIZSI’?: + 2 ml vody ETA - AAS
tkans arsené)cukr’ Poté extrakce po dobu 30 HG - AAS
Y min. (10 min. do 50°C a 20
min. na 50°C)
Celkovy As, 0,3 g rybi tkaa + 0,3 ml 25%
64 Rybi tk& iAs", iAs’, MAs, vodného TMAH, poté ETA - AAS
DMAs mikrovinny rozklad pi 50°C
iAs" iAsY. MAs, 0,10 - 0,13 g vzorku + 10 ml

65 Rybi tka DMAs, AsB,
Arsenocholin

L Celkovy As,
67 ﬁ‘;?g'r?;e iAs" iAs’ MAs,
y DMAS

5% vodného roztoku TMAH, HPLC — ICP -MS
poté mikrovinny rozklad i
teplot 50°C

0,15 g rostlinného mateialu + lontovymenna
9,5 ml 10% TMAH, poté chromatografie-
mikrovinny rozklad pi 90°C ICP - MS
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2.1.

Experimentalni ¢ast

Pouzité chemikalie

deionizovana vodaifpravena zézenim ULTRAPURE (Watrex, USA)
Tetrahydridoboritan sodny, purum, >= 97,0% (Boraig/dodny gisty)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Hydroxid draselny, chemickgisty, Lach-Ner (Neratovic&;R)

L-cystein hydrochlorid monohydrat, pro biochemii

Merck (Darmstadt, Bmecko), kat¢. 102839

Antifoam B emulze, 10% vodna emulze, Sigma-Aldiigh Louis, MO, USA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochloril99,0%

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,USA)

Ortho-fosforéna kyselina, 85% Suprapur®, Merck (Darmstadimnidcko)
Ortho-fosforéna kyselina, 85% p.a., Lachema (Bra®)
Tetramethylamonium hydroxid, 25% vodny roztok

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

certifikovany referetni material DOLT-4

National Research Council Canada (Ontario, Kanada)

HCI, 37% p.a, Merck (Darmstadtghecko)

pH pufr, 4,01+0,02, Mettler-Toledo (Greifensee, Gansko)

pH pufr, 7,0+0,02, Mettler-Toledo (Greifensee, Sanfko)

Chromosorb WAW-DMCS 45/60, OV-3, Supelco (BellemreA)

Triton ® X-100, SERVA Electrophoresis (Heidelbelgmecko), kat¢. 37240
argongistoty 99,996% , SIAD (Prah&R)

dusikgistoty 99,99%, SIAD (Prah&R)

vodik ¢istoty 99,95%, SIAD (Prah&R)

helium¢istoty 99,998%, SIAD (Prah&R)
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2.2.

2.3.

Pracovni roztoky a jejich pfiprava

Pijprava 0,75 moll  Tris  pufru:  rozpusnhi 29,55 g

Tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochloridu a d@épl destilovanou vodou
na konény objem 250 ml, poté Uprava pH na 6 pomoci 10%okazhydroxidu

draselného (chemickyisty, Lach-Ner, Neratovic&;R).

Pouzita reduéni ¢inidla:

1% NaBH, stabilizovany 0,1% KOH pro generovani hydride zapojenim
suSicich trubic

1% NaBH, stabilizovany 0,1% KOH v 0,01% Antifoam B emulzirop

generovani hydritlze suspenze kecich jater

Standardni roztoky arsenu

Sériovymiednim niZze uvedenych zasobnich roZtaeionizovanou vodou byly

piipraveny paicné koncentrace (200, 100, 0,5, 1, 2 a 3 nd)jednotlivych forem

arsenu pop jejich snésné standardni roztoky:

2.4,

Zasobni roztok 1000 pd.liAs"

piipraven z AsOs, Lachema (BrnoCR) (rozpu$ného v 1 ml 10% KOH)
Zasobni roztok 1000 pg.MAsY,

pripraven z Na&CHzAsO;.6H,O, Chem. Service (West Chester, PA, USA)
Zasobni roztok 1000 ug.DMASY,

pripraven z H(CH),AsO,, Strem Chemicals,Inc. (Newburyport, MA,USA)
Zasobni roztok 500 pgtITMAS O

pripraven z (CH)3AsO; (University of British Columbia)

Zasobni roztok 500 pgIAsB

piipraven z Arsenobetair, 99,0%, p.a., Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,USA)

Pouzity materidl

kiemenna U-trubice, vriiti primér 2,5 mm, tlougka sény 1 mm
odporovy drat Ni80-CR20, Omega Engineering (Stathf@T, USA)
sklereny minihomogenizator s kulatym dnem, objem 30 mingr 25 mm

pistilka s tecic¢asti z PTFE, délka 270 mm
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2.5.

2.6.

korkovéa zéatka

skeln& vata

neutralni silikon sanitarni, INVA Building Materg(Frydek-Mistek(CR)
7 ml¢iré vialky, Supelco (Bellefonte, PA, USA)

PTFE vEka na 7 mkiré vialky, Supelco (Belefonte, PA, USA)
Dewarova nadoba, viiiti primér 135 mm, objem 4,3 |

KGW - Isotherm (Karlsruher, &necko)

Susici trubice

suSici trubice, vniti pramér 2,184 mm, v§sSi pameér 2,742 mm, délka
310 mm, MD-110-12FP, Perma Pure inc. (Toms Rivér, WEA)
suSici trubice, vniti pramér 1,524 mm, v§sSi pamér 1,829 mm, délka
610 mm, MD-070-24F-2, Perma Pure inc. (Toms RiNg;, USA)

PTFE trubice, vnini praimér 1,5 mm, vijSi prameér 3,38 mm, délka 610 mm

Pristrojové vybaveni

atomovy absorni spektrometr AAnalyst 800

Perkin-Elmer (Massachusetts, USA)

arsenova bezelektrodova vybojka (EDL systém 2)

napajeni fi 376 mA, vinoveé délce 193, Figsirce Sérbiny 0,7 mm
Perkin-Elmer (Shelton, CT, USA)

software WinLab 32, Perkin-Elmer (MassachusettsAUS

systém flow injection (systém peristaltickych pummjekcnim ventilem), FIAS
400, Perkin Elmer (Massachusetts, USA)

laboratorni transformator, EA-PS 3065-10B

Elektro-Automatik (Viersen, Bimecko)

multiatomizator, délka 120 mm, viii primér 7 mm

hadicky PTFE, vnitni praimér 1,0 mm, VICP (Waterbury, Houston, TX)
haditky Tygon, vnitni primér 0,89 mm

Ismatec (Weirtheim-Mondfeld, &hecko)

hadicky Tygon, vnitni praimér 1,42 mm

29



Ismatec (Weirtheim-Mondfeld, &hecko)

» hadiky Tygon, vnitni pramér 1,14 mm
Ismatec (Weirtheim-Mondfeld, &hecko)

» hadiky Tygon, vnitni primér 1,85 mm
Ismatec (Weirtheim-Mondfeld, &hecko)

« T-konektory, 0,75 a 1 mm, VIEI(Waterbury, Houston, TX)

» pratokomer pro vodik, FMA — 2604A, Omega Ingineering, Inc.
(Stamford, CT, USA)

e pratokoner pro vzduch, FMA — 2604A, Omega Ingineering, Inc.
(Stamford, CT, USA)

e pratokon®r pro helium, 32915-84, Cole-Parmer Instrument Gany
(Vernor Hills, lllinois, USA)

« stojanova vrtéka, 660 ot./min., Einhell-UNICORE s.r.o. (Karlovyayy, CR)

DalSi gistroje:

* analytické vahy, fesnost 0,01 g, Sartorius (Goéttingergniecko)

« pH metr, Seven easy pH, Mettler Toledo (GreifenSegcarsko)

« elektroda InLaB413 pH, Mettler Toledo (Greifensee, Svycarsko)

« magneticka michka, IKA® lab disc [WHITE] (Staufen, &mecko)

e zaizeni pro mineralizaci, digestion system 12, 100$eBter, Tecator
FOSS NIRSystems, Inc.( Laurel, MD, USA)

2.7. Systémy pro generovani hydrid

2.7.1 Automatizovany systém generovani hydrid

Pouzity systém pro speciaci a generovani hydngvinuty dive na UIACH byl
detailrs popsan v pedchozi referenét Systém je postaven na modulu FIAS 400,
ovladaném obsluznym softwarem spektrometru WinL2abSghéma systému pouzitého

pro experimenty se susicimi trubicemi je znaZoonna obr. 2.1.
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Obr. 2.1 Schéma automatizovaného systému generovani a éamdyp zachytu; modrowdarou
znazorgny cesty kapalingerverg vyznateny vodée a rekteré ¢asti elektrickych zézeni a elektricky
vyhtivana picka pro multiatomizétor; PP1, PP2 - pdtisked pumpy FIAS, INJ - injeéni ventil (smyka
500ul), RC - reatni civka, SF - separator fazi v ledové lazni, Skleréna lahev s vakuovanou dvojitou
sttnou, TI - tepelna izolace, R4, R5 - sgia&IAS, SW1, SW2 — vypite, AT - autotransformator, ST -
oddlovaci transformétor, V - voltmetr, SV - selenoigoventil, RT - trubice rotametru pro sledovani
vypusti plynu, T - T — konektor s otvory 0,75 mmyTT — konektor s otvory 1 mm

Vzorek byl pomoci injeéniho ventilu (500 ul sntka) davkovan do proudu nosného
média - deionizované vody. Timto proudem nosnéhdianByl unasen do prvniho
T — konektoru (s otvory 0,75 mm viz. obr. 2.%),Tkde byl smichavan s Tris pufrem a
poté do druhého T — konektoru (s otvory 0,75 mm wiar. 2.1, T), do rhoz byl
cerpan zarowve redukéni roztok (viz. 2.2). Takto smichany roztok reduoiho cinidla,
Tris pufru a vzorku byEerpan pes reakni civku 1000 mm dlouhou o objemu 790 pl
do dalSiho T-konektoru (s otvory 1 mm viz. obr.,Z3), do kterého byl fivadén nosny
plyn - helium spoléné s vodikem. Stalé ptoky zmirenych plyni byly udrzovany
pomoci hmotnostnich filokomsra (viz. 2.6). Pitok pro helium byl 75 ml.min. a pro
vodik 15 ml.mift. Reakni smés byla potéterpana az do separatoru fazi, kde byla
odcklena plynna faze (hydridy arsenu) od faze kapahynna faze vstupovalaegs tzv.

kryogenni past (viz. 2.7.2) do multiatomizatorutim&o zbyla kapalna faze byla ze
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separatoru agerpana pomoci peristaltické pumpy 2. Separatorddmicenym odtahem
byl sestaven z 50 ml polypropylenovéikg se Sroubovacim uzé&em s déma
vstupnimi otvory 1/16“ a jednim otvorem 1/8“. Reéak smés byla givadkna do
separatoru fazi pomoci PTFE hddi, kterd byla miré zat@ena tak, aby ivadjici
smes nesdtikala volre do prostoru separatoru fazi, ale aby naopak stg@ijeho sing.
Timto byla docilena minimalizace vzniku aerosolwt®Zze khem generovani vznika
vyznamné mnozstvi vodni pary, které&za vstupovat do U-trubice a igobit tak jeji
ucpani, byl separator fazi paea do ledové lazn(viz. obr. 2.1), ¢imz dochazelo ke
kondenzaci vodni pary a zardwvk jejimu sniZzeni &hem generovani.

Cinidla byla¢erpana rychlosti 1,5 ml.minpomoci Tygonovych hatk o fiznych
vnittnich pamérech: procerpanicinidel hadtka s vnitnim piimérem 0,89 mm, na
odtah kapalin z injalniho ventilu byla pouzita hatka s vnitnim ptimérem 1,42 mm
a pro odtah zbylé stsi ze separatoru fazi byly pouZitydstejné haaiky vnitiniho
praméru 1,85 mm.

Pro experiment s Kacimi jatry byl pouZzit podobny automatizovany sgstf@ko
u experiment se suSicimi trubicemi.fPgenerovani vsak nebyl pouZit injagk ventil,

a vzorek spokné s nosnym médiem — deionizovanou vodou byl davkawvamualg
pipetou do kanalu pro vzorek za pouziti pipetoviuicky, ktera byla nasazena na
Tygonovou hadiku. Manualni davkovani bylo fip tomto experimentu provedeno
z divodu, aby se i@deSlo ucpéani injeékiho ventilu suspenzi genych mineralizdi
kurecich jater. MnozZstvi nadavkovaného vzorku v jedmyiiu bylo 500 pl a poté byl
vzorek vyplachnut 1000 pl deionizované vody. Peopanicinidel a vzorku byly
pouzity Tygonové hadky na peristaltickou pumpu 1 s vimtm pimérem 1,14 mm.
DalSi pouZzité Tygonové hatty na peristaltickou pumpu 2, PTFE h&di, reakni
civka, T-konektory, separator fazi v ledové lazrpratoky plyni byly stejné jako u

vySe zmignych experimetit se suSicimi trubicemi.

2.7.2 Kryogenni past

Kryogenni past byla twena Kemenou U-trubici o vnibim pfiméru 2,5 mm
s tlou§’kou stny 1 mm, ktera byla rovho¥mé omotana odporovym dratem Ni80/Cr20
o délce 2,8 m a celkovém odporu @5 U-trubice byla napkna chromatografickou

napini. Po napkni byla do obou koncU-trubice vloZena skelna vata, aby se zabranilo
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vysypani napla Poté byla taktoifpravena U-trubice suSena heliem po dobkolika
hodin. Odporovy drat byl ovinut po celé délce ndmrdosahovaliblizné 50 mm pod
ohyb vystupni/vstupnic¢asti U-trubice. Horni¢ast U-trubice byla poté spdie

s piivodnim kabelem na oéti zalepena do korkové zétky pomoci neutrainiho
sanitarniho silikonu a poté byla vlepena do spetigklergné lahve s vakuovanou
dvojitou seénou (40 mm vnini primér, 300 mm hluboka). iftchod kapalného dusiku
z vréjSiho do vnitniho prostoru sklemé lahve byli¥izen automaticky za pomoci
selenoidového ventilu, ktery byl napojen na vypusklerené lahve a byl ovladan
pocitatem. Ri méfeni byla takto popsana U-trubice vloZzena do Dewaroadoby

o objemu 4,3 | naptimé kapalnym dusikem a pro zajidt izolace byla tato nadoba
piikryta polyetylenovym pnovym vikem. Konstrukce celé kryogenni pasti je
znézorgna na obr. 2.2.

X

"
\ Kapalny dusik /

5

Obr. 2.2 Konstrukce kryogenni pasti; 1 — vstup nosného plymanalytem ze separatoru fazi, 2 — vystup
nosného plynu s analytem k atomizatoru, 3 <itaem ovladany selenoidovy ventil, 4 — elektrické
vyhiivani pasti, 5 — Dewarova nadoba, 6 — skiénlahev svakuovanou dvojitouémsou, 7 —
polyetylenové pnové viko

33



Kryogenni past byla pouzita jak u experiniense suSicimi trubicemi, tak
u experiment s kurecimi jatry. Optimalni nafti a proud pro aofev U-trubice byl u
obou zmignych experimerit 32 Va 2,2 A. Ofev U-trubice byl zaji$h pomoci

laboratorniho transforméatoru.

2.7.3 Multiatomizator

Atomizace vygenerovanych hydéidarsenu byla provedena v multiatomizéatoru
s optickou trubici 120 mm dlouhou, s ¥nitm pimérem 7 mm se 14-ti otvory, které
maji pimér mezi 0,1 a 1 mm. Schéma multiatomizatoru je na 218*® Vodorovna
¢ast multiatomizatoru byla z#&lana pomoci elektricky vyfvané picky na teplotu
900°C. Do multiatomizatoru bylfivadsn z vrjsi sasti vzduch o pitoku 35 ml.mirt,
jehoz staly pitok byl udrZzovan hmotnostnim fiokomérem?® Na spojeni U-trubice
s multiatomizatorem byla pouzita PTFE h#ai o vnitnim priiméru 1 mm.

Obr. 2.3 Schéma multiatomizatoru; 1 — vimf trubice, 2 — vstup pro vzduch, 3 — vstup nosriou
s analytem, 4 — \#Si trubice
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2.7.4 Mérici cyklus pro experiment se susicimi trubicemi

Métici cyklus byl kontrolovan pomoci jednotky FIAS 4(0éhoz program je ukazan
v tab. 2.1. Programy byly pro oba experimenigné a to z dvodu pouZziti rozdilné

metody generovani.

Tab. 2.1Program FIAS pro automatizovany HG-CT-AAS

Krok Cas Pumpal Pumpa?2 Pozice Selenoidowev Pozn.

(s) (ot.min) (ot.minY) inj. ventilu  ventil U-trubice
P* 30 45 100 Eriin oteveny vypnuto pémi smyky
1 60 45 0 mi&st otewveny vypnuto generovani argan
2 90 0 0 ks  oteweny vypnuto transport aréan
3 18 0 0 i&s uzaweny  zapnuto tpdeliati U-trubice
4 32 0 0 @in uzaieny  zapnuto v U-trubice
5 7 0 0 ngoli uzaieny vypnuto #estavka v otevu
6 19 0 0 gin uzakeny  zapnuto t#v U-trubice
7 35 0 70 m&st uzaweny  zapnuto ochlazeni U-trubice
8 80 0 70 m&st oteweny  vypnuto pipr. na dalsi cyklus

Celkovycas: 371 s

V kroku P — plgni smyky (viz. tab. 2.1) je smika naplgna vzorkem. V kroku 1 je
vzorek davkovan do proudu nési— deionizované vodyiipvypnuté pump 2, kterd
odtahuje kapaliny ze separatoru fazi do odpaduroWik 2 dochazi k doka@eni
generovani arsanze sndsi a k jejich transportu do U-trubice. Vipadc vSech
zmirgnych kroki je ohrev U-trubice vypnuty a selenoidovy ventil je atewy. Hladina
kapalného dusiku uviisklerené lahve, ve kterém se U-trubice nachazi je stigjka
vné skleréné lahve v Dewaray nadold a U-trubice ma teplotu kapalného dusiku.
V kroku 3 se selonoidovy ventil uziss a z&ina olfev U-trubice. Kapalny dusik je
vytlacen jeho vznikajicim plynem ze skigré lahve do Dewarovy nadoby. Postupnym
ohtevem U-trubice doch&zi k uvaimi a zarove k separaci arséama chromatografické
naplini U-trubice v zavislosti na jejich bodu varuassany postugn piechazeji do

multiatomizatoru. V kroku 5 je d@bv U-trubice kratce iigrusen na 7 s a to Zivbdu
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lepSiho rozliSeni dimethyl- a trimethylarsanu. \$ledujicich krocich 6 a 7 tdv U-
trubice pokrauje pro odstragni vodni pary z U-trubice. V poslednim kroku se
selenoidovy ventil ota'e a kapalny dusik se zpatkiemisti do prostoru U-trubice a tim
dojde kjejimu ochlazeni &p na teplotu kapalného dusikuéi®m kroku 7 a 8 je
Zreagovana sés sowasré odtahovana ze separatoru fazi peristaltickou pungpao
odpadu. Po vychlazeni U-trubice (po u&eni kroku 8) je systém ép piipraven na

dal$i cyklus. Celkovyas analyzy je 371%.

2.7.5 Mé¥ici cyklus pro experiment s kakecimi jatry

Méfici cyklus byl steja jako u suSich trubic kontrolovan jednotkou FIAD 4fghoz

program je ukazan v tab. 2.2.

Tab. 2.2Program FIAS pro automatizovany HG-CT-AAS

Krok Cas Pumpal Pumpa?2 Selenoidovy ie®h Pozn.

(s) (ot.min) (ot.min%) ventil U-trubice
P 2 0 100 eweny  vypnuto -
1 70 35 0 egeny vypnuto  generovani arsan
2 90 0 0 tevdeny vypnuto transport argéan
3 18 0 0 zaweny  zapnuto fedeltati U-trubice
4 32 0 0 zaweny  zapnuto t#v U-trubice
5 7 0 0 uzaweny vypnuto  fpstavka v ofevu
6 19 0 0 zaweny  zapnuto v U-trubice
7 35 0 70 adueny  zapnuto ochlazeni U-trubice
8 80 0 70 egeny vypnuto ifprava na dalSi cyklu

Celkovycas: 353 s

V kroku P (viz. tab. 2.2) se spustila na dobu Zesgpalticka pumpa 2 a selenoidovy
ventil byl uzaven a poté otéen vramci pipravy ged nefrenim. Rychlosierpani
redulkéniho roztoku a Tris pufru (viz. 2.2), st&jtak jako vzorku a destilované vody,
byla 1 ml.min'. Dalsi kroky 1 - 8 jsou stejné jakdipexperimentech se su$icimi
trubicemi, liSi se pouze 1. krokem - rychlosti &dea cerpanicinidel a vzorku. Celkovy

¢as analyzy pro tento experiment byl 353 s.
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2.8 Statistické zpracovani nanéienych dat

2.8.1 Vyhodnoceni plochy piki

Vysledky signél (piky) byly zaznamenavany v gitecovém softwaru WinLab 32
a poté exportovany jako textové soubory. Integraceyhodnoceni bylo provedeno

v programu Microsoft® Excel 2003.

Z vysledki minimalrg tfi paralelnich réfeni za stejnych podminek byla odhadnuta

spravna hodnota pomoci aritmetickéhdmru, pro ktery plati:

X =

1$«
n i (2.1)

i=1

kde n predstavuje p&et provedenych paralelnichéreni sledované veliny a x;
nantienou hodnotu sledované vty pro v pdadi i-té néreni. Aritmeticky paiméer je
nestrannym, velmi vydatnym odhadentekavané hodnoty, ktery té&m uplne
odstrauje vliv nahodnych chyb. Neni v8ak (zejména pro $henpiilis robustni.

Metrologickou charakteristikou fgsnosti vysledk tj. charakteristikou nahodné

chyby je smdrodatna odchylka:

S=\/ {1Zn](xi - ) (22)

kden opdt predstavuje peet provedenych paralelnichéieni sledované veiiny ax;
nantienou hodnotu sledované vy pro v pdgadi i-té n&feni.

Charakteristikou relativni hodnoty nahodné chybygkativni sndrodatna odchylka
vyjadrena jako*?

S
resp. v procentech s, (%) = M (100 (2.3)

-

%)
I
X | w»n
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U obou experimeiit byly také kromd vySe uvedenych statistickych paranietr
pocitdny kombinované standardni nejistoty, a to podige uvedenych furgkich

zavislosti.

Funksni zavislost aditivniho charakteru

u,(y(p, g, 1...) = k Tyu?(p) + u?(q) +... 2.4)

kde k je konstanta (1), p, g jsou hodnoty, kterBymaji pisluSnych srérodatnych
odchylek u (p, Q).

Funkeni zavislost multiplikativniho charakteru

.-y DJ(@T ] 25

kde k je konstanta (1), u(p)/ atd. vyjaduiji nejistoty vstupnich paramétvyjaciené

ve forms relativni sndrodatné odchylky?

~7s 7

2.9 SusSici trubice

Byly testovany tyto typy trubic:
e PTFE trubice, vnini paimér 1,5 mm, v&jSi pramer 3,38 mm, délka 610 mm,
e suSici trubice 1, vrihi pramér 2,2 mm, vijSi pramér 2,75 mm, délka 310 mm,

» suSici trubice 2, vrihi praimér 1,5 mm, vijSi primér 1,8 mm, délka 610 mm.

Trubice byly postuptizapojeny mezi separator fazi a kryogenni jedndiksusicich

trubic byl pouzit jako suSici plyn dusik oapsku 2 I/min, ktery seifvadk! do vrejSiho
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plase susici trubice v protiproudu plynného vzorku. Byimmeteno uspeadani bez
trubice, kdy vystup ze separatoru fazi bgppjen gimo na vstup U-trubice za pomoci
PTFE hadiky o délce 170 mm a viiitim piméru 1,6 mm, jejiz z&tek byl ve volném
prostoru separatoru fazi v jehtilhizné % vysky a déle zapojeni s vySe uvedenymi typy

trubic.

2.10 Postupy pripravy vzorki kurecich jater

2.10.1Homogenizace kitecich jater

Do sklegného minihomogenizatoru s kulatym dnem o objemunB0a ptiméru
25 mm bylo odvazeno 5 g kecich jater, bdi cerstw zakoupenych v mistnim obchid
pop. mrazenych jater, ktera byla defe@ analyzou ponechana k rozmrznuti v lédei
Takto odvazend jatra byla homogenizovana pomotikyis treci ¢asti z PTFE, jejiz
diik byl upnut do pohonu stojanové Jitg. Homogenizace byla provedena po naliti
ledem chlazené destilované vody do minihomogeniagiohybem a ot&nim pistilky
10x nahoru a ddl pifi 660 ot&kach za minutu. Poté se zhomogenizovana jatra
kvantitativre prevedla do 50 ml ledem chlazené adng baky s predem navazenym
mnozstvim 0,25 g Tritonu X-100 (vysledna koncerdraktritonu X-100 v 50 ml
odmerné baice byla 0,5%). Nakonec byla odma baka doplna chlazenou
destilovanou vodou po rysku. Takto bylgpavena 10% suspenze zhomogenizovanych
jater v 0,5% Tritonu X-106°

2.10.2Kysela mineralizace

K 250 ul 10% suspenzi zhomogenizovanych jater v 0,5% mutX-100, ktery byl
piedem michan 30 min. na magnetickém michadle neld kk CRM DOLT-4 byly
pridany 3 ml kyseliny fosformé Suprapdt o koncentraci 2 mol} (suspenze
zhomogenizovanych jater byla odebirdna z promiaighva roztoku). Poté byla
provedena mineralizace v uzemych sklesnych vialkach o objemu 7 ml s PTFE
vickem, které byly poésném dotazeni tka vloZzeny do zkumavek. Zkumavky byly
zality destilovanou vodou. Voda sahala do vySkylasm nad Wko vialky. Horni¢ast

zkumavek byla poté potazena teflonovou paskou gmakvorem pro unik vznikajici
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vodni pary. Vzorky byly mineralizovanyigs noc za teploty 90°C. Po skeni
mineralizace byly vialky vyjmuty ze zkumavek a poh&ny ke zchladnuti ip
laboratorni tepl@ po dobu minimald 30 min. Poté se provedla neutralizace
piipravenych mineralizat 10 mol.I* NaOH, pH okolo 6 bylo zkontrolovano pH
papirkem. Nakonec byly zneutralizované mineraliz&tantitativie prevedeny do

odmernych bawk a byly dopligny deionizovanou vodou na objem 50%l.

2.10.3Zasadita mineralizace

K 2,5 ml 10% suspenzi zhomogenizovanych jater ¥0J5itonu X-100, které byly
piedem michany 30 min na magnetickém michadle nebd kg CRM DOLT-4 bylo
piidano 2,5 ml 10% vodného roztoku TMAH (suspenzenzbgenizovanych jater byla
odebirana z promichavaného roztoku). Nasledn& ralinece byla provedena
v uzavenych skleagnych vialkach o objemu 7 ml s PTFEk&m, které byly poésném
dotaZeni wka vloZzeny do zkumavek. Zkumavky byly zality destdnou vodou. Voda
sahala do vySky asi 1 cm nadiko vialky. Hornicast zkumavek byla poté potazena
teflonovou paskou s malym otvorem pro Unik vznikajiodni pary. Teplota zasadité
mineralizace byla 50 — 60°C a probihala po dobwdirty s oldasnym promichanim.
Po skokeni mineralizace byly vialky vyjmuty ze zkumavek@nechany ke zchladnuti
pii laboratorni teplat po dobu 30 min. Taktorpravené mineralizaty byly kvantitati¥n
pievedeny do od#mnych bawk, ¢ast&né ziediny deionizovanou vodou a poté byly
neutralizovany 1 mol HCI, pH okolo 6 bylo zkontrolovano pH papirkem.Ksdaec

byly zneutralizované mineralizaty dopiry deionizovanou vodou na objem 50 ml.
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Selektivni generovani substituovanych hydrid

Pokud neni uvedeno jinak, bylo stanoveni iAs, MBBIAs provedeno poigdchozi
predredukci 2% L-cysteinem ig@dredukce byla provedena 1 hodeg analyzou
vzorki) a TMAS’O byl stanoven bez tétagrredukce. Pomoci metody HG-CT-AAS
byly ziskany chromatogramy s piky, které odpovidadgnotlivym hydridim arsenu
v paadi iAs, MAs, DMAs a TMA$O. Ukazkovy zdznam &teni pro smisny
standardni roztok (iAS, MAs', DMAs’' a TMAs’O) o koncentraci 1 ng.ml po
piedchozi pedredukci je znazo#n na obr. 3.1.
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Obr. 3.1 Ukazkovy zaznam iieni; A — sndsny standard A%, MAs', DMAs’, TMAs'O o koncentraci
1 ng-mi*v 2% L-cysteinu, B — slepy pokus v 2% L-cysteifiu; iAs, 2 — MAs, 3 — DMASs, 4 - TMA©D

Z obr. 3.1 je patrné, Ze hodnota slepého pokustethytovanych forem se blizila
nule naopak u iAs byla plocha piku slepého pokuspatrg vysSi. ZvySena hodnota
slepého pokusu byla porovnana jen pro iAs, kde widiada Fiblizn¢ koncentraci 0,04
ng.mf. Vyska piku TMASO v porovnani s ostatnimi piky byla znatetiz3$i, coz bylo
zpisobeno pouzitim fedredukniho ¢&inidla 2% L-cysteinu. TMASO se pomoci
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redulkéniho cinidla borohydridu sodného redukuje na @4As, ktery je &kavy
acast&éné se uvolni jest pred analyzou, proto je nutné jej stanovit béedghozi

predredukce viz. obr. 3.2.

0,15

0 5 10 15 0 25 3 35 40 45 0 55

0,05
£ 3

Obr. 3.2 Ukazkovy zaznam iieni; A — sndsny standard A%, MAs', DMAs’, TMAs'O o koncentraci
1 ng-mi* bez 2% L-cysteinu, B — slepy pokus bez 2% L-cysteil — iAs, 2 — MAs, 3 — DMAs, 4 -
TMAs'O

Na obr. 3.2 je uveden zaznam stejného vySe uvedesgtsného standardniho
roztoku (iAs, MAs, DMAs a TMA%0) o koncentraci 1 ng.ml bez pedchozi
piedredukce. ProtoZze byl pouzit &ny standardni roztok arsenu, jsou na
chromatogramu krotnTMAs'O piftomny i dal$i piky iAs a DMAs. Jak je z obr. 3.2
patrné, stanoveni MAsa DMAS’ bez pedredukce nemé vyznam, protoZe pouZitim
Tris pufru (pH 6) se generuji bezepredukce pouze&itmocné formy As. Lze si vSak
vSimnout, e DMAY bez této fedredukce poskytuje 5% signal. U roztoku iAs dochaz
k cast&éné oxidaci a z tohototdodu je iAs generovan wipomnosti Tris pufru se
shizenou &innosti, coZ se projevi na nizsi ploSe piku. P@tmineraliz&animi postupy
dochazelo k oxidaci iAS na iAs’, nebylo rozli§ovano oxidai &islo As.

U vSech vzork byly od&itany slepé pokusycetrg slepych pokusu mineralizai.
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3.2 Ztraty forem arsenu v susSicich trubicich Perma Pure

Pro testovani ztrat jednotlivych hydtid resp. trimethylarsanu byly porovnany
plochy piki pro zapojeni bez trubice s uggadanim s PTFE trubici a s postupnym
zapojenim vySe zménych typi suSicich trubic 1 a 2 (viz. 2.9). Ro&mwy PTFE trubice
byly zvoleny tak, aby odpovidaly roznim suSici trubice 2. Bteni bylo provedeno na
smssném standardnim roztoku o koncentraci 2 ng.ritery obsahoval tyto formy
arsenu: iAY, MAs’, DMAs' a TMAS’O.

Na obr. 3.3 jsou znazamy procentudlni relativni absorbance jednotlivyohei
arsenu o zmimé koncetraci 2 ng.mloproti uspdadani bez trubice.

Pti praichodu vygenerovanych arsaRTFE trubici nedosSlo k Zzadnym signifikantnim
ztratam. U susSici trubice 1 o délce 310 mm bylygpovany ztraty u dimethylarsanu -
Ubytek pfichodem zmi#né susSici trubice byl 19,3%, u trimethylarsanu byigta
100% (citlivost byla pod mezi detekce). U arsendwdh monomethylarsanu nebyly
zaznamenany zadné ztraty. U susSici trubice 2 ced®© mm byly pozorované ztraty
u vSech vygenerovanych argam arsenovodiku ztratanila 6,7%, monomethylarsanu
ubylo 4,2%, ¥tSi ztraty byly u dimethylarsanu — 65,9% a stejwata trimethylarsanu
jako u gredchozi susici trubice 1 — 100% (citlivost byla poeki detekce).
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Obr. 3.3 Porovnani procentudlni relativni absorbance t&mi bez trubice s us@manim se zapojenim
riznych typi trubic; 1 — zapojeni bez trubice, 2 — zapojenT BPtrubici (délka 610 mm), 3 — zapojeni se
suSici trubici 1 (délka 310mm), 4 — zapojeni sécétrdibici 2 (délka 610mm), * < LOD

Experimentem se suSicimi trubicemi bylo &, Ze péichodem #kterych
metylsubstituovanych arsenovodiksuSicimi trubicemi dochazi k jejich zmgm
ztrdtdm. Ztraty v obou susSicich trubicich se pribjeu dimethylarsanu aipdevsim
u trimethylarsanu, jehoz ztrata byla 100%. U argediku a monomethylarsanu nebyly
zaznamenany zadné nebo velmi malé ztraty. Na PTlHECt stejnych roziéra zadne
ztraty pozorovany nebyly, iieme tedy vylotit vliv delSiho transportu hydrid

Bylo zjiSttno, Ze susSici trubice Perma Pure nejsou pro sudgrgnerovanych
hydridi arsenu vhodné, protoze dochazi k jejich velkynatam. Proto tyto suSici
trubice nebyly dale ip diplomové praci pouzity. Zmi@mé ztraty u sloéenin arsenu
dosud nebyly publikovany. Zj&é a uveéejnéné ztraty byly pouze u
monomethylrtut?*

3.3 Kalibra ¢éni zavislosti iAs, MAs, DMAs a TMAS'O a meze detekce
Byly pronm¢teny kalibr&ni zavislosti smasnych standardnich roztibk(iAs, MAs,

DMAs a TMAs’O) o koncentracich: 0,5; 1 a 2 ngmKalibrani kiivky pro jednotlivé

formy As jsou zobrazeny na obr. 3.4 a, b, c, d.
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Obr. 3.4a Kalibraini zavislost iAs; srrnicea = 0,5073, korekni koeficient B = 1, c(iAs) = 0,5; 1; 2
ng-mi™; 3 miteni pro kaZzdou koncentraci
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Obr. 3.4b Kalibrani zavislost MAs; sirnice a = 0,4821, korekni koeficient B = 0,9988,c(MAs) =
0,5; 1; 2 ng-mf; 3 n¥ieni pro kazdou koncentraci
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Obr. 3.4c Kalibrasni zavislost DMAs; sirnice a = 0,4981, korekni koeficient B = 0,9997 c(DMAs)
=0,5; 1; 2 ng-mt; 3 msteni pro kazdou koncentraci
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Obr. 3.4d Kalibratni zavislost TMASO; smérnice a = 0,4849, korekni koeficient R = 0,9999,
¢(TMAs'0) = 0,5; 1; 2 ng-mt; 3 msteni pro kaZzdou koncentraci

Z uvedenych kalibrich Kivek je patrné, Ze pro vSechny formy As byla obdeze
dobra linearita kalibreni kiivky aZ do 2 ng.mt a nedochazelo k jejimu zaken.
Citlivost MAs, DMAs a TMASO porovnana vzhledem kiAs byla minim&l85%
(MAs 95%, DMAs 98% a TMASO 96%).

Detelkeni limit (LOD) byl zjistn pro vSechny formy As (iAs, MAs, DMAs,
TMAs'0) promstenim osmi slepych pokiisByl positan jako trojnasobek sfrodatné
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odchylky o plochy slepych pokus Pro vypdéty LOD byly pouzity smirnice
kalibratnich Kivek (viz. obr. 3.4 a, b, c, d). Vypitané detetni limity pro jednotlivé

formy As jsou uvedeny v tab. 3.1.

Tab. 3.1 Detekni limity pro iAs, MAs, DMAs, TMASO; a — snérnice kalibrani kiivky, o —
smerodatna odchylka slepého pokusu, LOD —d&tékmit, 8 méteni slepych pokuis

o LOD
Forma arsenu _1 1

ml-s-ng s ng-mr
IAS 0,5073 0,0041 0,02
MAs 0,4821 0,0016 0,01
DMAs 0,4981 0,0022 0,01

\Y

TMAs'O 0,4849 0,0032 0,03

3.4 Kysela mineralizace kuecich jater

3.4.1 Testovani¢istoty kyselin

Aby bylo mozné pouzit kyselinu fosf@mou na minealizaci, #&a by mit tato
kyselina takovou cistotu, aby @B meieni poskytovala co nejmensi odezvu
stanovovaného analytu. Z uvedenéhavatiu byly prongieny dv rizné kyseliny

fosforené o fiznédistot:

 Ortho-fosforeéna kyselina, 85% Suprapymerck (Darmstadt, Bmecko)
« Ortho-fosforgéna kyselina, 85% p.a., Lachema (Bra)

Méteni bylo provedeno na slepych pokusech, které pighraveny podle stejného
mineraliz&niho postupu uvedeného viz. 2.10.2. Namisto sugpkuecich jater bylo
pouzito 250 ul deionizové vody a slepé pokusy nepgdrobeny mineralizaci. Objem
(3 ml) a koncentrace (2 mot) pouzitych kyselin byly stejné jakofipkyselé
mineralizaci. VSechny zméné roztoky byly je&t pred doplgnim na koné&ny objem
zneutralizovany (viz. 2.10.2). Také byl préi®n slepy pokus tweny pouze

deionizovanou vodou.
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Tab. 3.2 Porovnani signél slepych vzork; P — integrovand absorbance, s <¢msmatna odchylka,
s — relativni smirodatna odchylka v procentech, 4ieni pro kazdy vzorek

Proneiené roztoky PéAs S?S Sr(%*s
Deionizovana voda 0,018 0,002 11,8
Deionizovana voda s3R0O, 0.029 0.002 6.1
Suprapuf ' ’ '
Deionizovana voda s3R0Oy 0814 0.006 08
Lachema ' ' '

V tab. 3.2 jsou ukazany jednotlivé integrované abaace slepych pokisro iAs,
ostatni formy byly ve vSechiipadech mensi nez LOD. Jéepné, Zecistota Ortho-
fosforené kyseliny, 85% p.a., Lachema neni dasiai, protoZze pomoci metody
HG — CT - AAS byla zji&tna integrovana absorbance iAs pro tuto kyselinkd®8 coz
podle zngrené kalibrani kiivky (smernice a = 0,438, koretai koeficient B = 0,9993)
odpovida koncentraci iAs 93 ng.fal Naopak integrovana absorbance 85% Ortho-
fosfore:né kyseliny Suprapfirbyla znateld niz$i a bliZila se k hodnbslepého pokusu,
ktery byl tvaen pouze deionizovanou vodou. Integrované absoebastatnich forem
MAs a DMAs byly ve zmianych kyselinach pod mezi detekce. Z vySe uvedeného
vyplyva, ze pro kyselou mineralizaci je nutna vysdécstad Orthofosforéna kyselina
85% SuprapUt, Merck (Darmstadt, Bmecko), kterd byla pouZita pro veskeré dalsi

kyselé mineralizace.

3.4.2 Ovéreni vhodnosti postupu kyselé mineralizace pro spegini analyzu

Bylo zjistovano, zda-li Bhem mineralizace nedochazi ke ztrat&kterych forem
arsenu nebo ke zZmam speciace. Integrovana absorbance mineralizatysiedné
koncentraci 1 ng.rf, piipraveného kyselou mineralizaci dle postupu (viZ022)
(tvofen pouze deionizovanou vodou v 0,5% Tritonu X-180st&ndardnimijpdavkem
1 ng.mi* v&ech forem As) byla porovnana s integrovanou @iaswi ipraveného
smésného standardniho roztoku As o stejné koncentriatégrované absorbance
standardniho roztoku a mineralizatu jsou uvedetaby 3.3.
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Tab. 3.3 Plochy piki iAs, MAs, DMAs a TMASO standardniho steného roztoku a mineralizatu
o koncentraci 1 ng.nt} P — integrovana absorbanae; vytsZzek (%), 3 nsieni pro kazdy vzorek

Smesny standardni

oy As roztok As Mineralizat r
y P P %
S S
IAS 0,529 + 0,009 0,533 £ 0,004 100,8 +1,8
MAs 0,408 + 0,012 0,410 £ 0,008 100,5+3,4
DMAs 0,443 + 0,012 0,461 + 0,007 104,1 + 3,0
TMAs'O 0,451 + 0,004 0,474 + 0,002 105,1+1,0

Ztab. 3.3 vyplyva, e plochy pikiAs, MAs, DMAs a TMASO standardniho
roztoku a mineralizatu se vyznagmeliSi a pro vSechny formy As byly obdrzeny
vytéZky kolem 100%. Na zaklgddosazenych vysledklze konstatovat, Zzeé&hem
kyselé mineralizace nedochazi ke ztratam neeongmé uvedenych forem As. Proto
byla dale kysela mineralizace pouzita pro analyRM(DOLT-4 a kuecich jater.

Detekeni limit pro mineralizaty byl vypéitan jako trojndsobek sfrodatné odchylky
plochy slepych pokus Mez stanovitelnosti byla vyg@ana jako desetinasobek
smerodatné odchylky plochy slepych pokudNiZze uvedena tab. 3.4 ukazuje LOD a
LOQ pro jednotlivé formy As.

Tab. 3.4 Detekni limity a meze stanovitelnosti pro iAs, MAs, DMAFMAs'O; a — snérnice
kalibratni kiivky, o — sneérodatna odchylka slepého pokusu, LOD - d&éKimit, LOQ — mez
stanovitelnosti, 8 #eni slepych pokus

a o LOD LOD* LOQ*
Forma arsenu _1 1 1 1
ml-s-ng S ng-ml ng-g ng-g
iAs 0,4682 0,0025 0,02 7.9 25,0
MAs 0,4354 0,0021 0,01 7.2 25.0
DMAs 0,4528 0,0027 0,02 8,8 30,0
V

TMAs"O 0,4189 0,0022 0,02 8,0 25.0

* pro navazku vzorku 0,1g viz. 2.10.2
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3.4.3 Analyza CRM DOLT-4 po kyselé mineralizaci

Kysela mineralizace byla provedena na CRM DOLT-4dllpgostupu viz. 2.10.2.
K mineralizatm byly pridavany standardniif@lavky vSech forem arsenu (iAs, MAs,
DMAs a TMAs'0O), koncentrace kazdé formy byla 1 ng'mBtandardni fidavky byly
pridany celkem daityt mineralizati. Do mineralizatu 1 a 2 byl standardriiidavek
piidan po mineralizaci, naopak do mineralizatu 3se 4tandardniiffdavek gidal pred
mineralizaci. Mineralizat 1 a 2 byl také pré&f®n bez standardnihdigavku. Spoléné
s mineralizaty byly také pro#reny kalibr&ni kiivky jejichZz snérnice a korelani

koeficienty jsou uvedeny v tab. 3.5.

Tab. 3.5 Smrnice a korelani koeficienty kalibranich Kivek iAs, MAs, DMAs a TMASO v rozmezi
koncentraci 0,5; 1 a 2 ng.ml a— snérnice kalibr&ni kiivky, 3 - 4 méteni pro kaZzdou koncentraci, 3 - 4

meteni slepych pokuis

a Korelani
Forma arsenu 1 o
ml-s-ng koeficient
iIAs 0,4682 0,9974
MAs 0,4354 1
DMAs 0,4528 1
TMAs'O 0,4189 0,9988

Ze zmefenych kalibranich zavislosti byla poté vypitana koncentrace jednotlivych

forem arsenu v CRM DOLT - 4.

Tab. 3.6 Integrované absorbance mineralizaP — integrovana absorbance, 3 - 4&temi pro kazdy

vzorek, 3 - 4 nteni slepych pokuis

Standardni
& vz pridavek Pias P mas P bmas P tmas’ 0
B 1 S S S S
1 ng.mi
bez 0,018 + 0,0050,034 + 0,002 0,815 + 0,047 0,186 + 0,003
1
_po 0,617 + 0,018 0,491 + 0,027 1,263 + 0,057 0,668 + 0,021
mineralizaci
bez 0,012 +0,0020,034 + 0,002 0,796 + 0,007 0,169 + 0,012
2
_po 0,535 + 0,011 0,441 + 0,020 1,189 + 0,033 0,604 + 0,023
mineralizaci
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Standardni

& vz, pridavek Pias P mas P bmas P tmas’ 0
1 S S S S
1 ng.mi
3 . pregl ., 0,578 £ 0,009 0,463 + 0,011 1,245 + 0,029 0,614 + 0,014
mineralizaci
pied
4 . .. 0,586 +0,018 0,452 +0,014 1,212 + 0,019 0,599 + 0,023
mineralizaci
5* - 0,568 + 0,010 0,429 + 0,003 0,457 + 0,007 0,426 +0,023

* Smesny standardni roztok As o koncentraci 1 ng.ml

Z uvedenych integrovanych absorbanci pro jednotini@eralizaty z tab. 3.6 lze
konstatovat, Ze hodnoty integrovanych absorbanwiineralizatt 1 a 2 s pidavky po
mineralizaci se zr@¢ neliSily od integrovanych absorbanci mineraliz&8 a 4 do
kterych byl gidan standardni ffdavek ped mineralizaci. Ztab. 3.6 na zakiad
integrovanych absorbanci mineralizdt a 2 bez fidavku je ¥ejmé, Ze CRM DOLT-4
obsahuje fedevsim DMAs a TMAYO.

Z nameéienych dat byly naslednvypotitany vytzky pro jednotlivé formy As, které
jsou uvedeny v tab.3.7.

Tab. 3.7 Vytézky mineralizdh s CRM DOLT-4; r — vyzek (%), 3 -4 nsteni pro kazdy mineralizat a 3 -
4 meieni slepych pokus

Standardni

Vv
. .z o iAs I MAs I DMAs I TMAs O
Mineralizaty prldavel< % % % %
1 ng.mi

1 PO 1055+38 106,5+6,4 980%16,2 113,1+7,9
mineraliz:ci

2 . po 921+25 949+47 860+75 1021+872
mineralizac

3 ped 991405  1000+£27 962+124 1023+7.0
mineralzac

4 pred 1005437 974+34 880+114 988+81
mineralzaci

Porovnanim vytzki mineralizat 1 a 2 (standardniffdlavek 1 ng.mt piidan po
mineralizaci) s vi&Zky mineralizat 3 a 4 (standardniflavek 1 ng.mt piidan ged

mineralizaci) je z tab. 3.7 patrné, Zed?y iAs, MAs a TMAS O se pohybovaly kolem
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100% s vyjimkou DMASs, u kterého byly obdrzeny nepatnizsi vyezky (86,0%
a 88,9%) pro mineralizaty 2 a 4. Z uvedenych vysielde konstatovat, Ze provedeni
kyselé mineralizace préhlo beze ztrat u vSech forem arsenu.

Dosazenim integrovanych absorbanci do kaliich zavislosti, jejichz sémnice
a korel&ni koeficienty jsou uvedeny viz. tab. 3.5 byly vyfiany koncentrace iAs,
MAs, DMAs a TMAS'O v CRM DOLT-4.

Tab. 3.8 Hmotnostni koncentrace iAs, MAs, DMAs a TMA3; w — hmotnostni koncentrace, LOQ -
mez stanovitelnosti; 3 — 4deni pro kazdy mineralizat a 3 - £fani slepych pokus

) \Y
Mineralizaty Wias, W Mas W DMAS Wmas o
ng.g ng .g ng .g ng.g
1 3411 798 + 126 183+ 15
<LOQ
2 34 +11 795 £ 57 169 + 34

Bylo zjistino, 76 CRM DOLT — 4 obsahujeqvaZit DMAs a také TMA¥O a
v mensSi koncentraci také MAs. Koncentrace DMAs viDG- 4 se pohybovala kolem
800 ng.g" a u TMAS O byla koncentrace niZgiz. tab. 3.8. Koncentrace iAs byla pod
mezi stanovitelnosti.

3.4.4 Analyza kuiecich jater po kyselé mineralizaci

Kysela mineralizace byla dale provedena na reala&iech — kuecich jatrech po
jejich predchozi homogenizaci viz. 2.10.1 dle iz vySe uwéd® postupu viz. 2.10.2.

Byly ptipraveny mineralizaty kiecich jater, do nichz byl po mineralizadiidan
standardni idavek 1 ng.mt a také mineralizaty se standardniifidavkem 1 ng.mt,
ktery byl pidan ged mineralizaci. Standardnfigavky byly ged a po mineralizaci
piidany z toho dvodu, aby se zkrontroloval proces mineralizace sinigkureci jatra)
a zjistilo se, jestli pouzitim mineralizace uvedematrice nedochazi ke ztratam
n¢kterych forem As. Rpraveny byly vzdy dva mineralizaty se standardpfidavkem
pied mineralizaci a dva mineralizaty se standardriidapkem po mineralizaci.
Spoleéné s mineralizaty byla prosiena kalibrani kiivka o koncetracich 0,5;
1 a 2 ng.mt, zkteré byly zjidiny prislusné smrnice a koreléni koeficienty
viz. tab. 3.9.
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Tab. 3.9 Snernice a korelani koeficienty kalibranich Kivek iAs, MAs, DMAs a TMA£O v rozmezi
koncentraci 0,5; 1 a 2 ng.thl a— snernice kalibrani kiivky, 3 msteni pro kazdou koncentraci, 3ani
slepych pokus

a Korelani

Forma arsenu 1 -
ml-s-ng koeficient

iAs 0,5459 1
MAs 0,4674 0,9996
DMAs 0,4771 0,9994

TMAs'O 0,4737 1

Koncentrace iAs, MAs, DMAs a TMA® v kurecich jatrech byly pod mezi detekce.
Porovnanim integrovanych absorbanci standardniétiayki pridanych ped a po
mineralizaci bylo zji&no, Ze Bhem mineralizace Kecich jater doslo ke ztratam MAs
a TMAS'O, jejichZz integrovana absorbance u mineraliz& a 4 ve srovnani

s mineralizaty 1 a 2 se snizila na polovinu vib. @10.

Tab. 3.10 Integrované absorbance mineralizdP — integrovand absorbance, 3iemi pro kazdy
mineralizat a 6 ¥eni slepych pokus

v Standardni
C p;g as;km P ias P mas P bmas P tmas’ 0
vz 1 s s s S
1 ng.mi
bez 0,011 +0,001 0,001 +£0,005 0,000 0,004 0,006 0,003
1
PO 067240008 0,504+0,008 0,554+0,015 0,51404D
mineralizaci
bez 0,012 + 0,003 0,001 +£0,002 0,000 = 0,003 0,006 + 0,006
2
PO 0711+0017 0,492+0,008 0,542+0,001 0,518000
mineralizaci
3 . preo! , 0,659+0,011 0,295+0,016 0,528 +0,013 0,2810640
mineralizaci
pied
4 ) . ., 0,500+0,009 0,233+0,015 0,433+0,017 0,196009
mineralizaci
5* - 0,559 +0,009 0,438+0,008 0,487 +0,01 0,4588007

* Smesny standardni roztok As o koncentraci 1 ng.ml
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Stejre jako u analyzy CRM, byly u Kecich jater vypéitany vyg€zky pro jednotlivé

formy As, které jsou uvedeny v tab. 3.11.

Tab. 3.11 Vytézky mineralizal z kurecich jater; r — vyzek (%), 3 mifeni pro kazdy mineralizat a 6
meéieni slepych pokus

Standardni ] ] ] r v
. ., v iAs MAs DMAs TMAs O
Mineralizaty prldavelk % % % %
1ng.mi

1 PO 1182+24 1148+30 1138+40 1121+32
mineralizaci

2 _ PO 1250 +3,7 1121+28 1113+24 1130+24
mineralizac

3 _ pred 1158+28 671+40 1084+36 607+20
mineralizac

4 _ pred 874+22 530+37 880+41 419+26
mineralizac

Jiz zmigna pedchozi ztrata MAs a TMA® vlivem kyselé mineralizace se

projevila také na vy¥cich uvedenych forem u mineralia& a 4, jak je patrné z tab.
3.11. Polowini vytezky byly obdrzeny pro MAs a DMAs u minerali2dB a 4. Nizsi

vytéZzky byly také pozorovany u mineralizatu 4 pro i3 @4%) a DMAs (88,9%).

Z uvedeného vyplyva, Ze kysel&d mineralizaceekich jater nebylaipis optimalni,

jak by se dalo ¢ekavat podle vysledkviz. 3.4.2, protoZe kyselou mineralizaci doslo
k cca 50% ztratdm MAs a TMA®. U ostatnim forem As (iAs, DMAS) nebyly ztraty

natolik Zetelné.

Metoda kyselé mineralizace bytaso¥ nar@na, pracna a navic ziskané vysledky

neposkytovaly dobré wiky. Z uvedeného tvodu byla vyzkouSena zéasadita

mineralizace s TMAH viz. dalSi kapitola.
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3.5 Zasaditd mineralizace kurecich jater

3.5.1 Ovéreni vhodnosti postupu zasadité mineralizace pro spacni
analyzu

Stejre jako u kyselé mineralizace bylo u zasadité minesak zji¥ovano, zda-li
jejim provedenim nedochazi ke ztratéimpreméné nékterych forem arsenu. Zkouska
z&sadité mineralizace byla provedena na mineratbatve kterych byla matrice —
kureci jatra, nahrazena deionizovanou vodou v 0,5%orfui X-100 a cely postup
zasadité mineralizace byl proveden dle postupu Zi¥0.3. K mineralizém byl pro
kontrolu procesuifidan standardniifdavek 1 ng.mt viech forem As pro jednu dvojici
mineralizati pred mineralizaci a pro druhou dvojici byigan gidavek po mineralizaci.

Vysledky neieni jsou ukadzany na obr. 3.5.

0,8
]
a
0,61
B iAs
0,4+ MAs
B DMAs
& TMAs
0,2
0,0+

1 2 3 4 5

Obr. 3.5 Porovnani sisného standardniho roztoku s minerailigeni roztoky o koncentracich 1 ng-ml

1 — smésny standardni roztok 1 nghl2 — mineralizat sidavkem 1 ng-mt pred mineralizaci, 3 —
mineralizat s fidavkem 1 ng-mf pred mineralizaci, 4 — mineralizat Hgavkem 1 ng-mf po

mineralizaci, 5 - mineralizat jdavkem 1 ng-mt po mineralizaci, 5 vysledk m&teni pro snisny

standardni roztok 1 ng-thia 3 ngfeni pro kazdy mineralizat

Z obr. 3.5 je Ejmé, Ze pouzitim zasadité mineralizace nedochaztiatam ani

jedné formy As. Z uvedenéhoivbdu byla tato mineralizace dale pouzita na CRM

DOLT-4 a realnou matrici — Kaci jatra.
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3.5.2 Analyza CRM DOLT - 4 po zasadité mineralizaci

Zasadita mineralizace byla provedena na CRM DOl4Tpedle postupu uvedeného
viz. 2.10.3. Byly pipraveny celkem 4 mineralizaty, z nichZ jedna dw®jibyla se
standardnim fidavkem v&ech forem As (iAs, MAs, DMAs a TMAB) o koncentraci
1 ng.ml*, ktery byl ffidan ged mineralizaci, zatimco u druhé dvojice mineralisy!l
standardni fidavek vSech forem As o stejné koncentraidgn po mineralizaci.
Souwasre byla s mineralizaty pro#éiena kalibrani kiivka smésnych standardnich
roztokii (iAs, MAs, DMAs a TMAS O) o koncentracich 0,5; 1, 2, 3 ng‘mPro utenf
smernic a korelanich koeficient nebyla pouZita koncentrace 3 ng’mi vSech forem
As, protoZe v této oblasti koncentrace dochazekmalkdveni kalibr&nich Kivek.
Smernice a koreléni koeficienty kalibrénich Kivek pro jednotlivé formy As jsou
uvedeny vtab. 3.12. Kalib¥ai kiivka byla pouZita pro vypeet koncentraci
jednotlivych forem As v CRM DOLT - 4.

Tab. 3.12Smernice a korelani koeficienty kalibranich Kivek iAs, MAs, DMAs a TMAZO v rozmezi
koncentraci 0,5; 1 a 2 ng.ml a — snernice kalibr&ni kiivky, 3 — 4 ngfeni pro kazdou koncentraci, 6
meteni slepych pokuis

a Korelani

Forma arsenu 1 o
ml-s-ng koeficient

iAs 0,5333 1
MAs 0,5014 0,9997
DMAs 0,5121 0,9997
TMAs'O 0,4694 0,9999

Hodnoty integrovanych absorbanci vSech forem Ag {sedeny viz. niZe tab. 3.13

Tab. 3.13 Integrované absorbance mineraligzdP — integrovana absorbance, Ztemi pro kazdy
mineralizat a 6 kreni slepych pokus

y Standardni

C. ofidavek P ias P mas P bmas P tmas’ 0
VZ. 1 s s s s
1ng.mi
bez 0,005+0,004 0,024 +0,001 0,492+0,026 0OF3N023
1
PO 0574+0,008 0,477 +0,005 0,907 +0,003 1,141080
mineralizaci
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Standardni

C. pfidavek Pias P mas P bmas P 1mas’o
VZ. 1 S S S S
1 ng.mi
bez 0,017 + 0,003 0,028 +0,003 0,513 + 0,015 0#76%09
2
PO 0539+0019 0453+0004 0,908+0,013 1,179040
mineralizaci
3 pred 056140010 0438+0012 0.874+0029 1,07608D
mineralizaci
pied
4 . . 0557+0,001 0,444+0,015 0,916+0,021 1,113020
mineralizaci
G - 0,545+ 0,010 0,431+0,016 0,497 +0,012 6,440,003

* Smesny standardni roztok As o koncentraci 1 ng.ml

VytéZzky u wtSiny forem nedosahly 100% jako tomu byld kyselé mineralizaci
CRM DOLT — 4 viz 3.4.3. Niz8ich v§Zka bylo dosaZeno u DMAs a TMA®, jejichz
hodnoty se pohybovaly v rozmezi 71 - 91%. ZatimetAsua MAs byly vyEzky vysSi a
to vrozmezi 96 - 105%. Z uvedenych vyskedk tab. 3.14 lze konstatovat, Ze
provedeni zasadité mineralizace neni zcela optim@irotoZze Bhem mineralizace
dochazi k mensim ztratarbgoleviim DMAs a TMASO.

Tab. 3.14Vytézky mineralizah CRM DOLT - 4; r — vytzek (%), 3 mifeni pro kazdy mineralizat a 6
meéieni slepych pokus

Standardni

Vv
) ., or Iias I MAs I DMAs I TMAs O
Mineralizaty prldave1< % % % %
1 ng.mi

1 . PO 104,4+25 105,1+4,1 835+56 91,3+85
mineralizac

2 . PO 958+39 986+38 795+44 87,7+38
mineralizac

3 _pred 100,9+28 956+46 747+86 70,6+10,0
mineralizaci

4 _ pred 100,2+2,1 97,0+51 832+7.6 789+72
mineralizac

Hmotnostni koncentrace jednotlivych forem As 2jisich v CRM DOLT - 4 jsou
uvedeny nize viz. tab. 3.15. BohuZel stejjako @i stanoveni CRM P kyselé

mineralizaci, nemohly byt zji&é hodnoty hmotnostnich koncentraci porovnany
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s certifikovanymi hodnotami DOLT — 4, protoZe tytodnoty nebyly v dobsepisovani

prace k dispozici.

Tab. 3.15 Hmotnostni koncentrace iAs, MAs, DMAs a TMA® v CRM DOLT-4; w — hmotnostni
koncentrace, LOQ - mez stanovitelnosti; &emi pro kazdy mineralizat a &teni slepych pokuis

. \
Mineralizaty Wins) Wmas W pmas W mas 0
ng .g ng .g ng .g ng .g
1 287 476 £ 65 781 £ 82
<LOQ
2 31+10 47141 796 = 39

Z vySe uvedené tab. 3.15 je patrné, Ze koncentrasev CRM byla pod mezi
stanovitelnosti a hodnoty MAs se pohybovalgre nad jeji mezi. Podle analyzy CRM
DOLT — 4 po zasadité mineralizaci bylo zi$b, Ze CRM obsahujer@devSim DMAs
a TMAS'O, ale také men3si mnoZstvi MAs.

3.5.3 Zasadita mineralizace kurecich jater

Kureci jatra byla nejdve zhomogenizovana dle postupu 2.10.1 a poté byla
provedena jejich mineralizace viz. 2.10.3. Zdaich jater byly ppraveny mineralizaty
se standardnim ifuavkem vSech forem As (iAs, MAs, DMAs a TM/3) o
koncentraci 1 ng.ril Tento standardniffslavek byl do jedné dvojice mineraligat
piidan po mineralizaci a do druhé dvojice byidan ged mineralizaci. Také byla
promstena kalibrani kiivka o koncentracich (iAs, MAs, DMAs a TMA®) 0,5; 1, 2
ng.ml*, jejiz smérnice a korelani koeficienty jsou uvedeny viz. 3.3.

Integrované absorbance pro jednotlivé mineraliigdy uvedeny v tab. 3.16.

Tab. 3.16Integrované absorbance mineraliz& — integrovana absorbance, 3tami pro kazdy vzorek a
5 - 6 meteni slepych pokus

. Standardni
C. pfidavek Pias P mas P bmas P tmas’ 0
VZ. 1 S S S S
1 ng.mi
bez 0,000 £ 0,002 0,001 +0,007 0,001 +0,004 00204
1
_po 0,533+0,010 0,424 +0,015 0,474 +0,017 0,44304D
mineralizaci
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Standardni

C. ofidavek P ias P mas P bmas P tmas’ 0
VZ. 1 s s s s
1 ng.mi
bez 0,000 + 0,003 0,001 +0,003 0,000 0,002 0m00MO7
2
PO 0528+0,014 0,422+0016 0463+0,018 0,43]00D
mineralizaci
3 . preo! . 0,557+0,010 0,436 +0,020 0,480+ 0,014 0,42806D
mineralizaci
pied
4 ) . ., 0,540+0,022 0,402 +0,010 0,472 + 0,008,421 + 0,002
mineralizaci
5* - 0,561 +0,006 0,467 +0,009 0,503+0,007 0,48,00

* Smesny standardni roztok As o koncentraci 1 ng.ml

V kurecich jatrech byla koncentrace vSech forem As pedirdetekce stefnjako
tomu bylo @i pouziti kyselé mineralizace viz. 3.4.4. Ztabl@.lze dale zjistit, Zze
hodnoty ploch pik byly podobné a Ze nedochazelo vlivem zasadité malizace
k ubytkim nekterych forem. Zmiéna skuténost se odrazila také na dobrych&zgich

jednotlivych mineralizat viz. tab. 3.17.

Tab. 3.17Vytézky mineralizét kufecich jater; r — vgzek (%), 3 miteni pro kazdy mineralizat a 5 - 6
meéieni slepych pokuis

Standardni

Vv
) ., o r; r r r
Mineralizaty gr:%aﬁ? 0'//35 g%%s %%As Tl\gzs o

1 . PO 950+21 906+40 940+39 952+27
mineralizac

2 _ PO 941+27 901+39 920+38 933+16
mineralizac

3 ped 993422 931+49 0952432 922+1.8
mineralizaci

4 _ pred 963+41 859+32 936+20 908+18
mineralizac

Podle vyEzka z tab. 3.17 bylo zjigho, Ze pi zasadité mineralizaci nedochazi ke
ztratam jednotlivych forem As, coz se projevilodabrych vytzcich, jejichz hodnoty

se pohybovaly v rozmezi 91 — 99%.
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3.5.4 Porovnani kyselé a zasadité mineralizace CRM DOLT 4

Porovnanim kyselé a zasadité mineralizace CRM DOL® bylo zjiStno, Ze
nalezené koncentrace DMAs a TM/A® byly u obou mineralizmich postup rozdilné.
Pramérné koncentrace viech forem As (iAs, MAs, DMAs aA3V0) mineralizat 1

a 2 po kyselé a zasadité mineralizaci jsou uvedday. 3.18.

Tab. 3.18Koncentrace CRM; w — hmotnostni koncentrace (RglgOQ — mez stanovitelnosti

Cert.konc. W W W W
CRM celkového ngllgl ngMSi ng'\gﬁs T™MAs O ngA;Bl Pozn.
As ng.g" ' ' ' ng.g* '
N
|
H  16600+1100 7,1+15*  42+7 1240+ 260 NS 68%P0 Ref’
O
a
(92
|
= 8400 + 100 80 + 20* - 480 + 10 NS 7200 + 100Ref.®
O
a)
<
| 5SS
= 9660 + 620 <LOQ 34+16  797+138 176+37 NZ 22 o
5 o£
ol < £
N \©
| G5
= 9660 + 620 <LOQ 30£12  474+77 78991 NZ o282
9 S E

* pouze AS, NS nestanoven, NZ neni zndmo

Zjisténé koncentrace jednotlivych forem As nemohly byitim@ porovnany
s certifikovanymi hodnotami, protoZe v dobepisovani této diplomové prace nebyla
provedena speaiai analyza CRM DOLT-4. @ekava se, Ze vysledky spesiaanalyzy
pro uvedeny CRM budou publikovanghem roku 2010. Z uvedenéhdvbdu byly
vyhledany specimi analyzy starSich CRM, DOLT-2 a DOLT-3, kteréybgbrovnany
s vysledky specimi analyzy As zji&né méfenim v této diplomové préci.
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Z tab. 3.18 je vitk znasny rozdil koncentraci DMAs a TMA® u kyselé a zasadité
mineralizace v CRM DOLT - 4. Pouzitim kyselé mideace byla zaznamenana vyssi
koncentrace u DMAs (797ng‘pnaopak u zasadité mineralizace byla koncentréie t
formy As polovini (474ng.g). Divodem rozdilu je pravghodobré hor$i vytznost
DMAs u zasadité mineralizace viz. 3.5.2. U TM@®s byla situace ogma, protoZe
vy&si koncentrace byla zjita u zasadité mineralizace (789n),cale pouZitim kyselé
mineralizace byla koncentrace této formy znateizsi (176ng.mt).

Na zaklad publikovanych hodnot CRM Ize i@dpokladat vysoky obsah
arsenobetainu v DOLT-4, cca 7 mgka cca 1 mg.kg ostatnich specii arsenu, které
lze reakci s borohydridemigvést na fisluSny hydrid a stanovit jej. Ze ziskanych
vysledii analyzy CRM je nutné @¥it, zda vlivem zasadité mineralizace nedochazi ke
konverzi arsenobetainufippmného v CRM na TMAQD viz. uvedené kapitola nize. To
by vyswtlilo riizny obsah TMASO zji&ny pomoci obou mineralizaich postup.

3.5.5 Zasadita mineralizace standardniho roztoku arsenolainu

Byl promgien standardni zasobni roztok arsenobetainu o ktaced ng.mf a to
z divodu predpokladu, Ze dochazi kemminé arsenobetainuifiomného v CRM DOLT-
4 na TMAS O viz. uvedné vysledky 3.5.4. Pro arsenobetain piifraveny dva totozné
mineralizaty. Bylo pouZzito 500 pl standardniho obxt arsenobetainu o koncentraci
100 ng.mt* a 2,5 ml 0,5% Tritonu X-100 a postup celé mingeae ¥etns neutralizace
a kon€éného objemu mineralizatu byl proveden dle postupu 2.10.3. Spokné
s mineralizaty byl progfen roztok arsenobetainu o koncentraci 1 ng.piipraveny
pouze Vv deionizované véd Integrované asorbance a vyné koncetrace pro
TMAs"O jsou ukazany v tab. 3.19.

Tab. 3.19 Porovnani integrované absorbance standardnihokwzrsenobetainu a jeho mineraligat
P —integrovana absorbanae; molarni koncentrace (ng.M| LOD — mez detekce

konverze na

Promttené roztoky a P twasvo C TMASVO TMAs O
mineralizaty S ng.mf* %
Arsenobetain 0,004 +0,005 < oD -
Mineralizat 1 0,050 + 0,002 0,099 + 0,003 11
Mineralizat 2 0,037 +£0,150 0,073 +0,308 8,1
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Plocha piku sisného standardniho roztoku arsenobetainu o komméritrng.mt,
jak by se dalo ¢&ekavat, byla velmi nizka a to 0,004 s, tudiz vylséekoncentrace byla
pod mezi detekce. Plochy jikmineralizah 1 a 2 obsahujici stejnou vyslednou
koncentraci arsenobetainu jako &my standardni roztok (1 ng:hlbyly vy3si ve
srovnani se standardnim roztokem arsenobetaingh®lpiku pro mineralizat 1 byla
0,050 s a pro mineralizat 2 0,037 s. Dosazenim&amah integrovanych absorbanci do
kalibrasni kiivky pro TMAs’O viz. obr. 3.4 d byla v mineralizatu 1 zfi§a koncentrace
0,099 ng.nif a v mineralizatu 2 0,072 ng.thl Porovnanim integrovanych absorbanci
vzhledem ke standardnimu roztoku TM&s o koncentraci 1 ng.mlIbylo zjis&no, Ze
béhem zasaditého mineralig@ho postupu dochazi k cca 10% konverzi arsenahetai
na TMAS'O. U ostatnich forem nebylastem z&sadité mineralizace zis$a 7adna
konverze.

Protoze dochazi ke konverzi arsenobetainu vliversadi#& mineralizace na
TMAs'O, neni mozné zménou mineralizaci s TMAH pouZit ve vzorcich s obsahe
AsB.
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4. Zaveér

Prvnim cilem diplomové prace bylo &@eni vhodnosti pouziti suSicich trubic
s nafionovou membranou, pro speé&cianalyzu arsenu metodou HG — CT - AAS.
SusSici trubice majitpgenerovani velky vyznam, protozehem generovani dochazi ke
vzniku vodni pary, ktera Zgobuje problémy nejenomiipkolekci vymrazovanim.
BohuZel bylo zji&no, Ze jejich pouzitim ip speci&ni analyze arsenu dochazi ke
znanym ztratam pedevsSim methylsubstituovanych hydricarsenu. Tento dosud
nepublikovany poznatek bude mitprn¢ vyznamny dopad na dalSi pouzZivagihto
trubic v analytické atomové spektrometriicetne prehodnoceni &kterych dosud
publikovanych dat. V budoucnu je pelba oefit vhodnost pouziti membranovych
trubic i pro analyzy methylovanych specii dalSichkg.

Druha ¢ast prace byla zatfena na mineralizai postupy, které jsou nezbytnou
souwasti analyzy biologickych vzoik PouZzitim dvou rozéinych mineralizanich
pristupi: kyselé mineralizace s kyselinou fosfémeu a zasadité mineralizace s TMAH
bylo zjiS€no, Ze ani jeden mineraligai postup neni zcela optimalniii Fkyselé
mineralizaci dochéazeloredevsim ke ztratdm TMA®, u zasadité mineralizace byla
zjisténa 10% konverze arsenobetaingzg se vyskytujiciho v biologickych vzorcich,
na TMAS'O. Pro dali pouZiti jeieba modifikovat postup zasadité mineralizace tak,
aby k gemeén¢ arsenobetainu hiio nedochéazelo, nebo aby byl naopaleveden
kompletrg. Je teba také o¥it chovani dalSich specii (arsenocholin, arsenggukde

je problémem zejména dosazitelnost standardniek.lat
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