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Abstrakt

Disertacni prace se zabyva studiem UV-fotochemického generovani t¢kavych
sloucenin (UV-PVG) ve spojeni s atomovou absorp¢ni spektrometrii (AAS). S vyuzitim
modelového analytu selenu (Se(IV)) byla provedena cela fada experimentti ptispivajicich
k rozsifeni dosavadnich poznatki o dané problematice.

V prvé fazi vyzkumu byla sestavena aparatura pro UV-PVG V rezimu kontinudlni
pratokové analyzy propojena sdetekci AAS se zevné vyhfivanym kiemennym
atomizatorem. Duraz byl kladen na konstrukci generatoru tékavych sloucenin neboli na
UV-fotoreaktor, kdy byly jako reakéni civky vyuzity teflonové hadicky a kiemenné
trubicky rznych rozmért. Po kompletaci aparatury nasledovala optimalizace pracovnich
podminek (pfedev$im koncentrace a druh fotochemického c¢inidla i dalSich cinidel
zvysujicich analyticky signal; pratokova rychlost nosného plynu a vodiku; pratokova
rychlost vzorku) a ureny byly zakladni analytické charakteristiky stanoveni Selenu
navrzenou metodou. Z vysledkti vyplynulo, Ze teflonové reakéni civky velmi dobie
konkuruji tém kfemennym. Spravnost metody byla uspéSné potvrzena analyzou
certifikovaného referen¢niho materidlu, prakticka vyuzitelnost byla ovéfovana analyzou
vzorki s riznorodou matrici. Stanovovan byl obsah selenu ve vzorcich pitnych vod a ve
vybranych potravinovych dopliicich. Za Gcelem zjisténi celkové ucinnosti UV-PVG byla
provedena série experimenti s radioaktivnim indikatorem °Se. Kromé pievodu analytu
na tékavé slouCeniny bylo danou metodou mozné sledovat distribuci analytu do
jednotlivych c¢asti aparatury. DalS$iho snizeni mezi detekce a citlivosti bylo dosazeno
propojenim UV-PVG sin situ zachytem tékavych sloucenin v grafitové kyveté pied
vlastni elektrotermickou atomizaci. Provedena byla také interferencni studie, kdy byl
zkouman vliv vybranych minerdlnich kyselin a soli, pfechodnych kovii nebo ostatnich
hydridotvornych prvki na stanoveni selenu.

Pro srovnani byla zna¢na ¢éast experimentll uskutecnéna s vyuZzitim tradi¢niho
chemického generovani tékavych sloucenin s tetrahydridoboritanem sodnym jako
redukénim cCinidlem. Analytické charakteristiky ziskané za zoptimalizovanych
pracovnich podminek ¢i dosazené UCinnosti jasné ukézaly, Ze je UV-PVG plné
alternativni ke konvenénimu pfistupu ke generovani tékavych sloucenin. Jako hlavni
nedostatek se na souc¢asné urovni poznani jevi celkové nizsi odolnost viici interferencnim

vlivam.



Abstract

This thesis deals with the study of UV-photochemical generation of volatile
compounds (UV-PVG) in connection with atomic absorption spectrometry (AAS).
Selenium (Se(IV)) was selected as a model analyte and many experiments were carried
out to expand the current sum of knowledge of the topic.

The study was commenced by assembling the UV-PVG apparatus in the
continuous flow mode. The detection method used was AAS with externally heated
quartz furnace atomizer. The focus of the first step of the study was on the construction
of the volatile compounds generator (UV-photoreactor) with emphasis on the material
used; tubes made of teflon or quartz of different diameters were tested. The construction
of the apparatus was followed by optimization of the reaction conditions (the type and
concentration of the photochemical agent and other agents, which increase the analytical
signal; the carrier gas and the auxiliary hydrogen gas flow rate; the sample flow rate).
Eventually, the analytical figures of merit of the selenium determination using the
proposed method were found. The results showed that teflon reaction tubes are a good
competitor to those made of quartz. The accuracy of the method has been successfully
verified by analysis of certified reference material and its applicability has been further
tested on analysis of samples in various matrices; selenium was determined in samples of
drinking water and selected dietary supplements. Series of experiments using radiotracer
Se have been carried out to estimate the overall efficiency of the conversion of the
analyte to the volatile compound. Moreover, it was possible to observe the distribution of
the analyte in the apparatus. Further improvement of sensitivity and the limits of
detection was achieved by combining the UV-PVG with in situ collection of the
generated volatile compound in a graphite furnace prior to its electrothermal atomization.
Another set of experiments carried out was an interference study addressing the effects of
selected inorganic acids and salts, transition metals and other hydride forming elements
on the determination of selenium.

For comparison, many experiments were performed using traditional chemical
generation with sodium borohydride as a reducing agent. The figures of merit and the
efficiency achieved with the optimized conditions clearly show that UV-PVG is fully
comparable alternative to the conventional approach to the generation of volatile
compounds. The main disadvantage at the current state of its research lies in the lower
tolerance of UV-PVG to interference effects.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Zkratky

AAS

AES

AFS

CVG
CVG/GF-AAS

CVG/QF-AAS

ECVG
ET-AAS
GF-AAS
GC-MS
HPLC
ICP
ICP-MS
ICP-OES
LED
LDR
LOD
LOQ
MIP-OES
MS
QF-AAS
RSD
SRM

uv
UV-PVG
UV-PVG/GF-AAS

UV-PVG/QF-AAS

atomova absorp¢ni spektrometrie (Spektrometr)

atomova emisni spektrometrie

atomova fluorescen¢ni spektrometrie

chemické generovani t€kavych sloucenin

spojeni chemického generovani tékavych sloucenin s atomovou
absorp¢ni spektrometrii s grafitovym atomizatorem

spojeni chemického generovani tékavych sloucenin s atomovou
absorp¢ni spektrometrii s kfemennym atomizatorem

elektrochemické generovani té¢kavych sloucenin

atomova absorp¢ni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
atomova absorp¢ni spektrometrie s grafitovym atomizatorem

plynova chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii
vysokoucinna kapalinova chromatografie

indukéné vazané plazma

hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

optickd emisni spektrometrie s indukéné vdzanym plazmatem

dioda emitujici svétlo

linearni dynamicky rozsah

mez detekce

mez stanovitelnosti

optickd emisni spektrometrie s mikrovlnné indukovanym plazmatem
hmotnostni spektrometrie

atomova absorp¢ni spektrometrie s kiemennym atomizatorem
relativni smérodatnd odchylka

standardni referencni material

ultrafialové (UV-zafeni)

UV-fotochemické generovani t€kavych sloucenin

spojeni  UV-fotochemického generovani té€kavych sloucenin
s atomovou absorp¢ni spektrometrii s grafitovym atomizatorem
spojeni  UV-fotochemického generovani tékavych sloucenin

s atomovou absorp¢ni spektrometrii s kiemennym atomizatorem
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Symboly
Cse(v)
Céinidlo

CHel

CHcooH

CcH3cooH

CHNO3

CNo3™
iap

i.d.

keV
leivka
MQ cm
o.d.

QnasH,

sz
QAr
Q Ho

Tatom
Tzéchyt
tachyt
WNaBH,4

o

hmotnostni koncentrace seleni¢itych ionti
molarni koncentrace fotochemického ¢inidla
molarni koncentrace kyseliny chlorovodikové
molarni koncentrace kyseliny mravenci
molarni koncentrace kyseliny octové

molarni koncentrace kyseliny dusi¢né

molarni koncentrace dusi¢nanovych aniontt

vzdalenost davkovaci kapilary ode dna grafitové kyvety
vnitini pramér (z angl. inner diameter)

kiloelektrovolt

délka reakéni civky

megaohm na centimetr

vnéjsi pramér (z angl. outer diameter)

pratokova rychlost redukéniho ¢inidla NaBHy
pratokova rychlost vzorku

pritokova rychlost nosného plynu (argonu)

pratokova rychlost vodiku

atomizacni teplota

teplota pfi zachytu

doba trvani zachytu

hmotnostni obsah (hmotnostni procento) NaBH, v roztoku

smeérodatna odchylka
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1 UVOD

Disertacni prace shrnuje vysledky nékolikaletého vyzkumu (2011 — 2015), jehoz
hlavnim cilem bylo zavést dynamicky se rozvijejici techniku UV-fotochemického
generovani tékavych sloucenin do prostfedi laboratofe spektrometrickych metod
(Katedra analytické chemie, PiF UK) a provérit jeji konkurenceschopnost mezi ostatnimi
technikami generovani tékavych sloucenin. Do té doby méla laboratot dlouhodobé
zkuSenosti s elektrochemickym a tradi¢nim chemickym generovanim tékavych sloucenin,
které se v kombinaci s atomovou absorp¢ni spektrometrii osvéd¢ily zejména pro potieby
stopové a ultrastopové prvkové analyzy.

Z obecného pohledu patii generovani tékavych sloucenin jiz nékolik dekad mezi
oblibené techniky zavadéni vzorku v atomové spektrometrii. Jejich princip spociva
v ptevedeni netékavych prekurzori (kondenzovand faze) na tékavé ¢i CasteCné tékaveé
slouceniny (plynna faze). UZivatelskou popularitu si tyto techniky ziskaly diky fadé
vyhod, které jejich vyuzivani ptinasi. V porovnani s konvenc¢nim davkovanim vzorkid
v kapalné fazi to je zejména omezeni vlivu interferenci v disledku odseparovani rusivé
matrice vzorku ¢i vysoka transportni uc¢innost analytu do detektoru. Na druhou stranu je
tteba podotknout, ze 1 stavajici techniky generovani tékavych sloucenin vykazuji jisté
nedostatky a proto je potieba neustéle je rozvijet a hledat jejich nové alternativy.

UV-fotochemické generovani t€kavych sloucenin muize v oblasti analytické
chemie zaujmout pro svou nenaro¢nost co se instrumentace ¢i (s)potieby chemikalii tyce.
V kombinaci s metodami atomové spektrometrie je pro celou fadu analytli dosahovéano
nizkych mezi detekce a vysokych citlivosti stanoveni. Technika je vyuZivdna ke
generovani tékavych sloucenin tzv. hydridotvornych prvkii nebo ke generovani
studenych par rtuti. Generovany byly také tékavé formy nékterych prechodnych kovi
1 nekovil.

Jako modelovy prvek byl pro disertacni praci vybran selen, konkrétné ve formé
hydridotvorného selenicitanu (Se(IV)). K detekci UV-fotochemicky vygenerovanych
tékavych sloucenin byla béhem vyzkumu vyuzivana atomova absorp¢ni spektrometrie,
povétSinou se zevné vyhfivanym kfemennym atomizatorem.

Dodejme, Ze od zapoceti studie v roce 2011 bylo na Katedie analytické chemie

PiF UK obhajeno n¢kolik bakalatskych a diplomovych praci, které se vénovaly vyuziti
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techniky UV-fotochemického generovani za ticelem stanoveni selenu, rtuti nebo arsenu.
Na n¢kolika pracich se autorka disertac¢ni prace podilela jako konzultant. V predkladané
praci uvadéné vysledky jsou nezéavislé na jiz prezentovanych vysledcich ostatnich

studentd.

Cile disertacni prace

Hlavnim cilem disertacni prace bylo implementovat do laboratofe
spektrometrickych metod UV-fotochemické generovani tékavych slouc¢enin a obohatit
tim doposud vyuzivanou Skalu technik zavadéni vzorku o novou alternativu. Zamérem
bylo vyuzit nejen poznatkli z literatury, ale ptredevSim pokusit se pfispét k dalSimu

rozvoji techniky. Vyty€eno bylo nékolik dil¢ich cilt:

1.) Sestavit aparaturu pro UV-fotochemické generovani tékavych sloucenin
Vv prutokovém uspotadani a propojit ji s atomovou absorpéni spektrometrii se zevné
vyhtivanym kfemennym atomizatorem (UV-PVG/QF-AAS).

2.) Blize se zamé&fit na mozna konstrukéni feSeni generatoru t€kavych slouéenin.

3.) Optimalizovat experimentalni podminky pro modelovy analyt selen a ur¢it zakladni
analytické charakteristiky stanoveni selenu.

4.) Ovetit spravnost navrzené metody analyzou certifikovaného referenéniho materialu
a vyzkouSet ji za UcCelem analyzy vybranych redlnych vzorkd (vzorky vod,
potravinové dopliiky).

5.) Zjistit u¢innost UV-fotochemického generovani tékavych sloucenin selenu zejména
na zaklad& experimentii s radioaktivnim indikatorem "Se.

6.) Pokusit se snizit meze detekce a zvysit citlivost stanoveni selenu prostfednictvim
in situ zachytu vygenerovanych tékavych sloucenin v grafitové kyveté atomového
absorp¢niho spektrometru (UV-PVG/GF-AAS) pted vlastni elektrotermickou
atomizaci.

7.) Provést interferencni studii — sledovat vliv vybranych mineralnich kyselin a soli,
pfechodnych kovli nebo ostatnich hydridotvornych prvkli na stanoveni selenu

navrzenou metodou.
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8.) Provést celkové porovnani s tradicnim chemickym generovanim zalozenym na reakci
s redukénim cCinidlem tetrahydridoboritanem sodnym (porovnani zakladnich

analytickych charakteristik, i¢innosti ¢i porovnani odolnosti vii¢i interferencim).

Pojeti disertacni prace

Disertacni prace ma klasické ¢lenéni. Opira se zejména o Ctyfi clanky, které byly
publikovany (nebo v piipadé jednoho z ¢lankt prijaty k publikovani) v odbornych
impaktovanych védeckych Casopisech s chemickou tématikou — piedevsim z oblasti
analytické chemie a atomové spektrometrie. Tii ¢lanky byly zaméfeny na prakticky
vyzkum, jedna publikace byla pojata jako ptehledny referat mapujici dosavadni poznatky
0 UV-fotochemickém generovani té€kavych slouCenin pro potieby atomovych
spektrometrickych metod. Tento referat poslouzil jako podklad pro Teoretickou cast
diserta¢ni prace. Do teoretické ¢asti byly navic pfidany dalsi rozsifujici informace, které
se v clanku neobjevily. Nekteré informace ze souhrnného referatu byly naopak
vynechdny nebo poupraveny tak, aby zapadaly do kontextu dané prace.
V Experimentalni ¢asti je uveden soupis pouzivanych chemikalii a pfistroji, popsany
jsou pouzité postupy meéfeni (postupy pii generovani tékavych sloucenin, pii
experimentech s radioaktivnim indikatorem selenu, popis zpracovani naméfenych dat
apod.). Jednotlivé kapitoly Vysledkové a diskuzni c¢asti disertacni prace jsou
koncipovany jako vytahy z publikaci orientovanych na prakticky vyzkum. Kapitola je
roz$ifena také o nepublikovana data. V Zavéru jsou shrnuty dosazené vysledky
a zhodnoceny vytyCené cile disertaéni prace. Publikované ¢lanky v plném znéni jsou

soudasti Priloh.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Atomova absorpcni spektrometrie pro potieby (ultra)stopové

prvkové analyzy

Stopova a ultrastopova prvkova analyza predstavuji vyznamné odvétvi
analytické chemie, se kterym se v bézném Zzivoté setkavame téméei na kazdém kroku.
Ptislusné analyzy se provadéji v potravinaistvi, ve farmaceutickém pramyslu, v 1ékafstvi,
pii kontrole kvality zivotniho prostfedi a v mnoha dalSich oblastech spojenych s lidskou
¢innosti. Neni tieba zdaraziiovat, Zze jsou na metody (ultra)stopové prvkové analyzy
kladeny zna¢né naroky. Ocekavana je vysoka citlivost stanoveni, potazmo nizké meze
detekce priblizng v fadech desitek a stovek pg 1™ (stopova analyza), jednotek pg 17 &
jesté nizsi hodnoty (ultrastopova analyza). Pozadavky se vztahuji také na spolehlivost
(preciznost a pravdivost naméfenych dat, robustnost méficitho systému apod.) a
selektivitu téchto metod, ¢i na moznost automatizace analytickych postupti.

Mezi nejvyznamnéjsi analytické ptistupy vyuzivané pro (ultra)stopovou prvkovou
analyzu patii spektrometrické metody. Radi se mezi né atomova absorpéni spektrometrie
(AAS), atomova fluorescencni spektrometrie (AFS), rGzné varianty optické emisni
spektrometrie (zejména OES s indukéné¢ vazanym plazmatem (ICP-OES), s mikrovinné
indukovanym plazmatem (MIP-OES)), hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS) a dal$i metody (neutronova aktivaéni analyza, metody laserové
a rentgenové spektrometrie). Piestoze se v poslednich letech do poptedi z4jmu dostavaji
zejmeéna ty ze jmenovanych metod, které vyuzivaji jako budici zdroj indukéné vazané
plazma, své uplatnéni stdle nachazi i1 atomova absorpcéni spektrometrie. Vynika
pfedevsim relativné snadnym konstrukénim uspotfddanim a tim 1 niz§imi pofizovacimi
a provoznimi naklady.

Dle zptsobu provedeni atomizace rozliSujeme né€kolik variant AAS'. Pii
stanoveni vysSich obsahii analytu ve vzorku se dobfe uplatituje atomizace v plameni.
Pro (ultra)stopovou analyzu se voli zejména elektrotermicka atomizace nebo atomizace
v kifemennych atomizatorech. Pokud je pfi (ultra)stopové analyze k zavadéni vzorku do
atomizatoru vyuzita nékterd z technik generovani t€kavych sloucenin, aplikovat 1ze oba
zminéné zpusoby atomizace; Castéjs$i je atomizace v kiemennych atomizatorech. Pro

pfimé zavadeéni kapalnych vzorki se pouziva elektrotermicka atomizace.
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e [Elektrotermicka atomizace

Pii elektrotermické atomizaci (ET-AAS) je oproti atomizaci v plameni
dosahovano o n¢kolik tadt vyssSich citlivosti, je to vSak metoda Casové i1 finanéné
ktera byva obvykle zhotovend z grafitu (odtud také vychazi Casto uzivana zkratka
GF-AAS z angl. graphite furnace; GF-AAS je tedy jednou z variant ET-AAS). Kyvety
mohou byt vyrobeny i z jinych materiali jako napiiklad z wolframu®. P¥ pfmém
zavadéni kapalnych vzorkl se do kyvety davkuje velmi malé mnozstvi vzorku piiblizné
Vv desitkach mikrolitr, k atomizaci dochazi ohifevem kyvety prichodem elektrického
proudu. Dle nékolikafdzového programu je kyveta postupné zahiivdna az na teploty
okolo 2 500 °C.

Pokud elektrotermické atomizaci piedchazi generovani tékavych sloucenin,
volena byva varianta kolekéniho uspotfadani. Z celého objemu vzorku generované tékavé
slouCeniny jsou nejprve zachytdvany piimo v kyveté a az poté je zachycend forma
analytu pii vysokych teplotach uvolnéna a atomizovana (vice viz. 2.3.2.3 Kolekce

tékavych sloucenin).

e Atomizace v kifemennych atomizatorech

Generovani te€kavych sloucenin byva nejCastéji kombinovano s atomizaci
v ktemennych atomizatorech. Pfinosem tohoto pfistupu je zejména omezeni
interferen¢nich vlivli v disledku odseparovani matrice vzorku pii generovani. Plusem
jsou i dosahované citlivosti a meze detekce, které jsou srovnatelné s ET-AAS. Za jisté
uskali 1ze naopak povaZovat pomérné nizkou vyuZitelnost limitovanou poctem prvkd,
které 1ze snadno a u¢inné prevést na té¢kavou slouceninu.

Rozlisujeme nékolik typti atomizatort. Typické je zejména vyuziti zevné
vyhiivanych kiemennych atomizatori (v této praci budou oznacovany jako QF-AAS
zangl. quartz furnace), jejichz ohfev zajistuji odporové vyhfivané picky. Dal§im
pfikladem kiemennych atomizatori je multiplaménkovy kifemenny atomizator
(multiatomizator) ¢i atomizator typu plaminek v trubici. Konstrukéné se jedna
0 T-trubice, jejichZ atomizacni rameno je umisténo v optické ose atomového absorpéniho
spektrometru. T¢kavé slouceniny jsou v kfemennych trubicich atomizovany reakcemi

s vodikovymi radikdly vznikajicimi pfi reakci kysliku s vodikem (radikédlovy
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mechanismus). Kyslik je dle typu atomizatoru zavadén bud’ pfimo do atomizatoru nebo
je jeho potieba pokryta stopami z reagencii, nosného plynu ¢i je pfitomen jako necistota
okoli. Vodik se dle zvoleného zpiisobu generovani té¢kavych sloucenin uvoliuje piimo
pii generovani (napf. rozkladem &inidla redukujiciho analyt na tékavou slougeninu®) nebo

. 1w N r 4
je zavadén samostatné z tlakové lahve"™.

Poznamka: Tékavé slouceniny mohou byt G€inn€ atomizovany také prostfednictvim
plamennych atomizatord. Piikladem je atomizace v miniaturnim difuznim plaménku® nebo
v plaménku chranéném plynovou maskou (z angl. flame in gas shield)®. Relativni novinkou
v oblasti atomizace t€kavych sloucenin je vyuziti dielektrického bariérového vyboje (z angl.
dielectric barrier discharge)’; dielektricky bariérovy vyboj je ptikladem netermalniho

plazmatu provozovaného za atmosférického tlaku.
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2.2 Problematika generovani tékavych sloucenin

Generovani tékavych sloucenin patii jiz nékolik desitek let mezi Siroce a uspésné
vyuzivané techniky zavadéni vzorku v atomové spektrometrii. Pocatky generovani
v kombinaci s atomovou spektrometrii sahaji na pfelom Sedesatych a sedmdesatych let
20. stoleti®. Vznik kovalentnich hydrida v dasledku reakce nékterych prvki Ctvrté, paté
a Sesté skupiny periodické tabulky s atomarnim vodikem je nicméné znam jiz vice nez
sto sedmdesat let (napf. Marshova zkouska)'. Princip generovani spo¢iva v pieménd
net¢kavych prekurzori na tékavé ¢i castecné tekavé slouceniny, ¢imz dochazi
k ptevedeni analytu z kondenzované faze do faze plynnég.

Jak jiZz bylo naznaeno, velkym piinosem generacnich technik je pfedevS§im
omezeni interferen¢nich vlivli v disledku odseparovani stanovovaného prvku od matrice
vzorku. Prednosti je také vysoka transportni uinnost, kdy je stanovovany prvek ve
formée t€kavé slouceniny ptivadén do atomizatoru v podstaté kvantitativné; to je znacny
rozdil oproti ucinnosti pneumatickych zmlzovact (ptiblizné 1 — 5 %) uzivanych pfti
piimém zavadéni kapalnych vzorka do spektroskopického zdroje. Kladem je v nékterych
piipadech zna¢na selektivita stanoveni umoziujici, ¢asto pouze na zdkladé zmény
reakénich podminek, odlisit u vybranych prvkl jednotlivé jejich specie (tzv. selektivni
generovani). Dosahovano je vysokych citlivosti a nizkych mezi detekce, které¢ je mozné
dale zlepsit zafazenim prekoncentraéniho kroku® .

NejcCastéji generovanymi tékavymi sloueninami jsou bindrni hydridy arsenu,
selenu, antimonu, bismutu, telluru, germania, cinu ¢i olova (tzv. hydridotvorné prvky)S.
Publikovany byly také prace zamétené na generovani hydrida india a thalia®?. Specialnim
avSak béznym piipadem je generovani studenych par rtuti'?; generovana je elementarni
rtut” Hg(0), ktera ma za laboratorni teploty pomérné vysokou tenzi péry“. Studené pary

byly generovany také v souvislosti s kadmiem™®

9,17,18

, 1 kdyz v ptipad¢ tohoto analytu neni

otazka tékavych produktl zcela vyjasnéna . Mezi dalsi analyticky uzitecné tékavé

slouceniny patii napt. alkyl-substituované formy hydridt, karbonyly, alkyly ¢i chelétyg.

9

Pomémé nedavno byly generovany t&kavé slouceniny stifbra™, zlata®, a dalsich

pfechodnych a vzacnych kovi®#; u téchto prvkil jsou pravdépodobné generovany
shluky nano&astic®.
Generovani tékavych sloucenin je mozné kombinovat s libovolnymi metodami

atomové spektrometrie. Vedle atomové absorpéni spektrometrie (QF-AAS, ET-AAS)24*28
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. o s , . - 29-32
je vyuzivana atomova fluorescencni spektrometrie (AFS)

plazmovych budicich zdrojich (ICP-MS, ICP-OES, MIP-OES)** .

nebo metody zalozené na

Ke generovani tékavych sloucenin lze pfistupovat nckolika zpuasoby.
Nejrozsitengjsi je technika chemického generovani (CVG), alternativnimi pfistupy jsou
zejména elektrochemické generovani (ECVG) a novéji také UV-fotochemické

generovani t€kavych slouc¢enin (UV-PVG).

e Chemické generovani

Pfi chemickém generovani vznikaji t€kavé slouceniny v dusledku reakce analytu
s reduk¢énim cCinidlem. Nejcastéji se uplatiiuje generovani hydridit zalozené na redukci
tetrahydridoboritanem sodnym (orientacné 0,1 — 3,0% NaBH,); z divodu stabilizace se
NaBH, piipravuje v prostfedi hydroxidu sodného nebo draselného (ptiblizné 0,05 — 2,0%
NaOH nebo KO H)3. Reakce vétSinou probiha v kyselém prosttedi, pouziva se pfedevsim
kyselina chlorovodikova v Sirokém koncentra¢nim rozmezi (orientatné¢ od 0,1 do
7,0 mol I"* HCI). Kyselina mize byt do aparatury Serpana samostatnym kanalem nebo
mize byt pfimo soucasti analyzovaného vzorku (off-line miseni).

Pokud jde o mechanismus vzniku tékavych slouéenin, navrzeno bylo nékolik
teorii. V soucasné dobé& je pfijimana teorie pienosu vodiku (tzv. hydrogen transfer
theory) zformulovana v roce 2004 D’ Ulivem a kol.3"*® Podle této teorie dochazi
v kyselém prostfedi k postupné hydrolyze tetrahydridoboritanu na kyselinu boritou,
pfi¢emz jakykoliv z meziproduktl hydrolyzy miZe reagovat s analytem za tvorby
ptislusného hydridu (pfenos vodiku). Popsany sled reakci je spojen s vyvinem znacného
mnozstvi vodiku (mnozstvi ptevySujici potfebu k redukci analytu), ktery usnadnuje
uvolnéni hydridu analytu z reakéni smési do plynné faze. Spolu s nosnym plynem se
vodik dale podili na transportu vygenerovanych tékavych sloucenin do detektoru.
Zaroven je napomocny pii jejich atomizaci v nékterych typech atomizatorli (napt. pii
atomizaci v zevné vyhiivanych kfemennych atomizatorech)®***!,

Ptes svou dlouholetou uzivatelskou oblibu vykazuje chemické generovani jisté
nedostatky. Pretrvava nachylnost k urcitym typim interferenci, které obvykle zhorSuji
citlivost a reprodukovatelnost stanoveni a mohou vést k nespravnym analytickym
vysledkiim. Tyto interference jsou zptisobeny hlavné nékterymi prechodnymi kovy (vice

viz. 2.3.6 Interference).
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Dalsi nevyhodou je zévislost chemického generovani hydridi na oxida¢nim stavu
stanovovaného prvku. Jako piriklad maze poslouzit generovani hydridu selenu, arsenu,
antimonu a telluru. Zatimco jsou tékavé hydridy uspésné generovany ze Se(IV), As(III),
Te(IV) nebo Sb(IIl), vyssi mocenstvi téchto prvkd neni chemickému generovani
pfistupné. Pro takové analyty je potieba zatadit pfedredukéni krok, ktery vSak vyrazné
prodluzuje dobu trvani analyzy. Konkrétné piedredukce As(V) a Sb(V) je zaloZena na

2243 & jodidem sodnym v kyselém prostfedi44’45. Pro ptedredukci

Te(VI) a Se(VI) je nejcastéji voleno povareni analytu s kyselinou chlorovodikovou*®**’;

reakci s L-cysteinem

napf. tficetiminutové povafeni analytu v 6 mol 1™ HCI pfi teploté okolo 90 °C*®,

V neposledni fadé je redukéni ¢inidlo NaBH, relativné drahé a nestabilni, pro
opakované pouziti je nutné uchovavat ho ve zmrazeném stavu. Diky tomu, Ze ho lze
pfipravit pouze v omezené Cistoté, stavd se samo potencionalnim zdrojem

kontaminaci*®™°.

e FElektrochemické generovani

Jednu z alternativ k chemickému generovani omezujici pouzivani chemickych
¢inidel pfi formovani t€kavych hydridi pfedstavuje elektrochemické generovéani. Misto
redukéniho ¢inidla je pfi ném redukce provedena prostfednictvim elektrického proudu
pouze v prostiedi velmi &stych mineralnich kyselin®; vyuZivana je tedy redukéni sila
elektronti. Hydridy se tvofi v elektrolytické cele, konkrétné na povrchu katody nebo v jeji
bezprostiedni blizkosti.

Kromé toho, Ze odpadd mozZnost kontaminace analyzované¢ho vzorku redukénim
¢inidlem, pfinasi tento zpiisob generovani 1 dalsi vyhody. Jmenujme napftiklad relativni
osvobozeni od zavislosti na oxidacnim stavu stanovovaného prvku pii vhodném vybéru

P2 Pretrvavaji viak komplikace souvisejici s interferencemi®. Na

materidlu katody
jedné stran¢ sice odpadaji interference zplsobené pouzitim chemického redukéniho
¢inidla, na druhé strané jsou ale moZné interference vyplyvajici z konkurence dé&ji
probihajicich na elektrodach. Nejzavaznéj$i jsou interference, které maji pticinu

v modifikaci katodového povrchu®®®’.
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e UV-fotochemické generovani

Pomémé novym pfistupem ke generovani te€kavych sloucenin je
UV-fotochemické generovani tékavych sloucenin (UV-PVG; z angl. UV-photochemical
vapour generation). Tékavé slouceniny jsou v tomto piipadé generovany v dusledku
pusobeni UV-zéafeni na kapalny vzorek obsahujici analyt. Kli¢ovou roli pfitom vedle
UV-zéfeni zastavaji nékteré organické latky, predevsim karboxylové kyseliny s nizkou
molarni molekulovou hmotnosti****°. S vyuzZitim fotokatalyzatorii je moZné generovat
tékavé slouceniny i z vysSich mocenstvi nékterych prvkid. Za pozitivum muze byt
oznaceno 1 pouziti relativné jednoduchych a k zivotnimu prostfedi Setrnych
chemikalii®®®".

V nasledujicim oddilu teoretické casti disertacni prace bude UV-PVG popsano
Sifeji. Nejvétsi prostor bude veénovan UV-fotochemickému generovani té€kavych

slou€enin selenu, ktery byl pro disertac¢ni praci vybran jako modelovy prvek.
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2.3 UV-fotochemické generovani tékavych sloucenin

2.3.1 Od pocatki do soucasnosti

Za prukopnické prace tykajici se piimého UV-fotochemického generovani
jakozto alternativy k tradiénimu chemickému nebo elektrochemickému generovani jsou
obvykle povazovany studie Gua a kol. (pod vedenim prof. Sturgeona) z roku 2003.
UV-PVG bylo v téchto pracich vyuzito jako technika zavadéni vzorku pii stanoveni
selenu ve vodnych roztocich atomovou absorp¢ni spektrometrii4’58’5g. UV-indukovanym

, ‘. T RT - 62-68
redukcim sloucenin selenu se sice jiz diive vénovalo nékolik autorti

, ale teprve vyse
jmenovany tym zvefejnil hodnotné piispévky na téma piimé UV-fotochemické
generovani a jeho vyuziti v oblasti analytické chemie. Vzapéti po selenu byly generovany
tékavé slouceniny dalSich prvki?9 70,

Doposud bylo pravdépodobné nejvice ¢lankd o UV-PVG publikovano pravé

31,71-73

v souvislosti se selenem (vice viz. 2.3.8 Stanoveni selenu s vyuZitim

UV-fotochemického generovani) a také se rtuti’’’; aktudlnim tématem je vyuZiti

UV-PVG ke speciani analyze anorganickych 1 organickych specii selenu® "8
i rtuti® . S rfiznymi vysledky UV-PVG poslouzilo také k produkei t&kavych sloudenin
typickych hydridotvornych prvki (As, Sb, Bi, Te, Sn, Pb)**"*%*! nebo i Cd®*%%. Dale
byly studovany mozZnosti generovani t€kavych sloucenin pfechodnych kovl (N;0994%
Co® %% 3 Fe¥®1%) kdy v disledku spolupiisobeni UV-zafeni a organickych &inidel
vznikaly tekavé karbonyly. Pozornost byla vénovana i nekoviim, hlavné j(’)dulol'102
a nejnoveji takeé bromu'®. Zatim jen vyjimecné byla technika UV-PVG vyzkouSena za
éelem generovani tékavych forem (nano&éstic) vzacnych kovi (Ag, Au, Rh, Pd, Pt)*.
Vice informaci o stanovovanych analytech (zejména o Casto studované rtuti) je
uvedeno v Priloze 1 (kapitola ,,7. Stanovované analyty*). Soucasti pfilohy (,,Tabulka
I*) jsou mimo jiné ptiklady mezi detekce, které byly dosazeny pro selen a dalsi prvky pii
vyuziti UV-PVG jako techniky zavadéni vzorku. Samostatnd tabulka je v€novéna rtuti
(»Tabulka I1¢). Ob¢ tabulky shrnuji udaje z praci publikovanych pfiblizn¢ mezi roky

2010 — 2015, starsi data jsou dostupna napiiklad v ptfehledném referatu Yin a kol.®*
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2.3.2 Experimentalni usporadani

K UV-fotochemickému generovani lze vyuzit obdobné experimentalni piistupy
jako pfi chemickém ¢i elektrochemickém generovani. Znamena to, ze se vyuzivaji jak
techniky pfimého pfenosu (vygenerované tékavé slouceniny jsou ihned vedeny nosnym
plynem do detekéniho systému), tak techniky spojené s kolekei (t€kavé slouceniny jsou

pfed samotnym detekénim krokem po urCitou dobu zachytdvany v riiznych castech

aparatury). Prakticky je pirednost davana spiSe rezimu kontinualni pratokové anal}'/zy4’97

nebo priutokové injekEni anal}'/zyg4‘104.

uspoiadani®®’™. Kolekéni techniky se zatim uplatnily zejména pii pokusech zaméfenych

Méné je vyuzivana varianta davkového

1 N ” o469 -y IR TR
na identifikaci te€kavych specii (kolekce vymrazovanim)™>. Za ucelem zvyseni citlivosti
stanoveni byly t€kavé slouceniny nékterych analytii shromazd’ovany piimo v atomizatoru

(in situ zachyt)**1%>1%,

2.3.2.1 Priitokové uspoiadani

Aparatura v prutokovém uspotadani sestava z nékolika hlavnich soucasti, kterymi
jsou: generator tékavych sloucenin, separator fazi, tlakova lahev s nosnym plynem
(ptipadné s dal$imi pomocnymi plyny), prutokovy systém a spojovaci material. Priklad
jednoduchého konstrukéniho feSeni aparatury v pritokovém usporadani je schematicky
znazornén na Obr. 2.1. Vzorek (s ptfidanym fotochemickym C¢inidlem) je cCerpan
multikanalovou peristaltickou pumpou do UV-fotoreaktoru, kde dochéazi v disledku
UV-ozafovani ke vzniku t€kavych sloucenin analytu. Reakéni smés je dale odvadéna do
separatoru fazi, kde se oddéluje plynna a kapalnd faze. Prebytecnd kapalina je ze
separatoru fazi odvadéna do odpadu, plynna faze je unaSena proudem nosné¢ho plynu do
atomizatoru (QF-AAS***"2 ET-AAS91%  AFS3L788) nebho do ionizadniho/budiciho
zdroje (ICP-MS®:7879 |CP-OES®99107),
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Peristalticka - iﬁ\g
rgon
iy ™ \cr-0Es
Vzorek UV-fotoreaktor ICP-MS
+
Fotochemické Separator
¢inidlo fazi
Kapalny odpad <

Obr. 2.1 Schématické znazornéni aparatury pro UV-fotochemické generovani

tékavych sloucenin v pritokovém usporadani

e Generator tékavych sloucenin (UV-fotoreaktor)

Zakladem aparatury pro UV-fotochemické generovani je generator tékavych
sloucenin neboli UV-fotoreaktor. V pritokovém uspofadani je nejcastéji  slozen
ze rtutové UV-vybojky, k jejimuz povrchu je pfichycena (napf. omotanim) reakéni
civka. Rizné konstrukéni typy UV-fotoreaktorl jsou popsany v samostatném oddilu této

kapitoly (2.3.3 Generator tékavych sloucenin (UV-fotoreaktor)).

e Nosny plyn a vodik
Jako nosny plyn se pii UV-PVG pouzivé nektery z inertnich plynd, ve vétSing
ptipadt argon. Pti pokusech zahrnujicich kolekci vymrazovanim bylo vyuzito také

helium*®°

. Do aparatury se zavadi bud’ na vystupu z UV-fotoreaktoru — pted separator
fazi nebo piimo do né&j. Mozné je téz zavadéni do proudu kapalného vzorku jesté pred
UV-fotoreaktor, ptipadné do obou poloh sou¢asné (pfed/za UV-fotoreaktor). Nosny plyn
mé4 vyznamny vliv na proces separace plyn-kapalina a na nasledny transport
vygenerovanych tékavych sloucenin do detektoru, mtze ovlivilovat také atomizacni

4,87

proces™’. Dale miize minimalizovat sorpci na vnitinim povrchu transportnich trubic

a zminéna byla 1 jeho funkce spojend s udrZovanim reakéni teploty (resp. ochlazovani

kiemenné davkovaci kapilary pii in situ zachytu®).
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Na rozdil od chemického nebo elektrochemického generovani t€kavych sloucenin
nevznikd pii UV-PVG dostatetné mnozstvi vodiku. U nékterych zplisobii atomizace je
vSak jeho pfitomnost vyzadovana. Fakticky je vodik nezbytny pro kompletni atomizaci
Vv zevn¢ vyhiivaném kifemenném atomizatoru. Pii CVG se potiebny vodik uvoliuje
rozkladem redukéniho ¢inidla NaBHy; pii ECVG se vétSinou uvoliuje redukei mineralni
kyseliny na katodé¢. V ptipad¢ UV-PVG je nutné vodik do aparatury zavadét ze
zasobniku. VétSinou se zavadi do proudu nosného plynu pied vstupem do kiemenného
atomizatoru, tedy az za separator fazi.

Nelze opomenout, ze ve spojeni s nékterymi detekénimi technikami mtize byt
nedostate¢na produkce vodiku pti UV-PVG povazovana spiSe za vyhodu. Nadbytecny

vodik totiZ miiZe sniZovat stabilitu plazmatu u ICP zdrojﬁ89.

e Separator fazi

Dulezitou roli pfi generovani tékavych sloucenin sehrava separator fazi, v némz
dochdzi k oddéleni stanovovaného analytu ve formé tékavych sloucenin od matrice
vzorku. VétSina autorli zabyvajicich se UV-PVG nezminuje, jaky konkrétni typ byl
zvolen pro jejich praci. V principu je mozné pouzit separatory riznych tvarl, velikosti
a provedeni. Obecné se rozde€luji do tii skupin, na separatory hydrostatické, s nucenym
odtahem a membranové®,

Konstrukéné nejjednodussim typem je hydrostaticky separator fazi fungujici na
bazi sifonu (princip spojenych nadob). Nevyhodou tohoto separatoru je nizka schopnost
vykompenzovat piipadny pretlak v aparature. Diky pomérné velkému mrtvému objemu
a jim zptsobené disperzi navic neni vhodny pro generovani v reZimu prutokoveé injekcni
analyzy. Uvedené problémy jsou eliminovany pii pouziti separatoru fazi s nucenym
odtahem. Jedna se o uzavienou nadobku (se tfemi vstupy), ve které nedochazi
k samovolnému ptepadu kapaliny do odpadu, nybrz je nutné kapalinu fizené¢ odcerpavat.
K tomu je zapotiebi zapojeni piidavné peristaltické pumpy, ptfipadné je mozné pouzit
dalsi kanal peristaltické pumpy slouzici primarné k ¢erpani vzorku do UV-fotoreaktoru;
ve druhém piipadé¢ je pomérné obtizné zkoordinovat prutokové rychlosti Cerpani
kapalného vzorku/odpadni kapaliny. Tfeti moznosti jsou membranové separatory fazi,
které vSak nejsou piili§ rozsifené. Slozeny byvaji naptiklad ze dvou v sobé umisténych

trubi¢ek. Vnitini trubi¢ka je tvofena mikroporézni semipermeabilni membranou
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propustnou pouze pro plyny. Plyny tedy difunduji do vngjsi trubicky, zatimco kapalina
zustava ve vnitini trubicce a nasledné odchdzi do odpadu. Vyhoda téchto separatort
spo¢iva v zamezeni priniku jemného aerosolu do plynné faze. Nevyhodou je naopak

omezena zivotnost membran a také nizka reprodukovatelnost.

e Priitokovy a spojovaci systém

Jednotlivé soucasti aparatury jsou propojeny do jednoho priutokového celku
prostiednictvim nejriznéjich hadic¢ek a spojek. Transport vzorku do UV-fotoreaktoru je
realizovan pomoci peristaltického cerpadla a pfisluSnych cerpacich hadic¢ek. Pri
kontinualni pritokové analyze mulze byt jednim kandlem cerpan analyzovany vzorek
a druhym fotochemické &inidlo. Cast&ji je viak volena varianta, kdy je analyzovany
vzorek s fotochemickym ¢inidlem smisen jesté pfed samotnym zavedenim do aparatury
(off-line). Pii prutokové injekéni analyze byva vzorek injektovan do proudu nosice
(fotochemické ¢inidlo) davkovacim ventilem s davkovaci smyckou ptislusného objemu.

V souvislosti s prutokovym uspofadanim techniky stoji za zminku vyuziti
UV-PVG jako interface mezi kapalinovou chromatografii a nékterou z metod atomové
spektrometrie. V tomto uspofaddni je UV-fotoreaktor napojen na vystup
z chromatografické kolony, vygenerované tékavé slouceniny jsou ze separatoru fazi
transportovany do zvoleného detek¢niho systému. Tzv. postkolonova derivatizace byla
vyuzita v fad¢ praci zaméfenych na on-line specia¢ni analyzu selenu®™ " & rtuti®®2,

Spravny vybér spojovaciho materidlu mize celkem vyrazné€ ovlivnit ucinnost
generovani t€kavych sloucenin. NeZzadouci jsou samoziejmé takové materialy, na nichz
se vygenerované té¢kavé slouceniny vyraznou merou sorbuji, nebo ty které jsou propustné
pro plyny. Jako spojovaci material jsou obvykle voleny hadicky a spojky z teflonu,
pfipadné z Tygonu. Nevhodny je naopak napf. silikonovy plast nebo polypropylen.
Z divodu minimalizace ztrat béhem transportu tékavych sloucenin je Zadouci, aby bylo

spojovaci vedeni co mozna nejkratsi, bez zbyte€nych napojeni.

2.3.2.2 Davkové uspoiadani

UV-fotochemické generovani v ddvkovém uspotfadani je v literatufe popsano

méné Casto nez prutokové usporadani techniky. UV-fotochemicky reaktor je tvoren

27



sklenénymi nebo kiemennymi reakénimi nddobkami, do nichz se vklada vzorek; t€kavé
slouceniny jsou generovany jednorazové z celého objemu vzorku umisténého v reakéni
nadobee. Zdroj UV-zéfeni byva umistén pfimo v téchto nadobkach* %% (Obr. 2.2 A)
nebo miiZe ozafovani probihat z vn& umisténého zdroje’*'® % (Obr. 2.2 B). Pokud je
UV-vybojka vkladdana ptimo do reakéni naddobky, byva chranéna ptred pfimym stykem
s kapalnym médiem. Tato ochrana spociva napf. v umisténi vybojky do ochranného
kiemenného pouzdra pied jejim ponofenim do roztoku. V nekterych studiich byvaji
s vyhodou propojovany ucinky UV-zafeni s u€inky vyvolanymi ultrazvukem (urychluje
transport tékavych sloucenin z kapalné do plynné faze). V takovych ptipadech byva

souéasti davkového generétoru i ultrazvukova sonda’® % (Obr. 2.2 C).

A) UV-vybojka AAS B) VNS
AFS AFS
ICP-CES ICP-OES
ICP-MS s ICP-MS
|
% b

AAS
AFS
ICP-OES
ICP-MS
% &
w—> «<—— UV
% &

Obr. 2.2 Schématické znazornéni aparatury pro UV-fotochemické generovani
tékavych sloucenin v davkovém usporadani
Umisténi zdroje UV-zareni: A) Uvniti reakcni nadobky, B) Vné reakcni nadobky, C) Vné

reakcni nadobky + uvniti nadobky se vzorkem je navic umisténa ultrazvukova sonda

Davkovy fotoreaktor slouzi nejen ke generovani tékavych slouCenin, soucasné
funguje jako separator fazi. Jak je patrné ze zakladniho uspotadani aparatury na Obr. 2.2,

uvolnéné tékavé produkty jsou do detektoru transportovany proudem nosného plynu
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argonu. K detekci mohou byt voleny obdobné zptisoby, jaké byly uvedeny pro pritokové

usporadani.

2.3.2.3 Kolekce tékavych sloucenin

Kolek¢ni techniky se vyuzivaji pfedevSim za ucelem zvySeni citlivosti a s ni
souvisejicim snizenim mezi detekce. Prakticky byvaji tékavé slouCeniny analytu
vV pribéhu generovani zachytavany a tim prekoncentrovany v rozmanitych kolekénich
zafizenich; t€kavé slouCeniny jsou generovany z celého objemu vzorku a az poté dochazi
K uvolnéni a atomizaci ptislu$né formy analytu. Obecné lze kolekci uskute¢nit nékolika
zpusoby. Mozny je napf. zachyt v absorpénim médiu, tlakova prekoncentrace, kolekce
vymrazovanim, zachyt v atomizatoru®. V souvislosti s UV-PVG byly vyuZity zejména

dvé posledné jmenované kolekéni techniky.

¢ Kolekce v atomizatoru

Tekavé slouceniny mohou byt zachytdvany v riznych castech atomizatoru. Pokud
je kolekce provedena v té jeho casti, ktera je piimo umisténa v optické ose detektoru,
hovoii se o in situ zachytu. Pfi méné rozsifeném zpusobu jsou tékavé slouCeniny
zachytdvany mimo vlastni atomizaéni prostor, napf. v pfivodnim rameni upravené¢ho
kiemenného atomizatoru™**2,

Pti UV-fotochemickém generovani (v davkovém 1 pritokovém uspotadani) byl
prekoncentracni krok uskute¢nén piedevS§im prostiednictvim in situ zachytu tékavych
sloucenin, pii stanoveni vybranych analytd metodou ET-AAS. Pfi tomto pfistupu jsou
vygenerované t€kavé slouceniny na vystupu ze separatoru fazi prostiednictvim davkovaci
kapilary zavadény do predehiatého atomizatoru. Teplota pii zachytu se obvykle pohybuje
priblizné mezi 200 — 600 °C (napf. pro rtut’ postacuji teploty niz$i). Po ukonceni
generovani se kapildra vysune a zachycena forma analytu je v dal§im kroku za vysoké
teploty (okolo 2 000 °C) odpatena a atomizovana.

Konkrétné se popsana kolekéni technika uplatnila pii stanoveni selenu®*?, niklu®
nebo rtuti’” %% Jako kolekéni zafizeni a soudasnd i atomizéator byla pfi UV-PVG
volena odporovée vyhtivana grafitova kyveta (GF-AAS). Kvuli zvySeni G¢innosti zachytu
byl v nékterych ptipadech vnitini povrch kyvety modifikovan. K modifikaci byly vyuzity

bud’ trvalé kovové modifikatory (jednou vytvotieny povlak je staly 1 po n€kolika stovkach

29



atomizacnich cykh°1)113

nebo modifikatory jednordzové (nutnost aplikace ptfed kazdou
anal}'/zou)lo‘r”los. Zastupcem tzv. permanentnich modifikatori je napiiklad iridium (teplota
tani: 2 410 °C, teplota varu: 4 527 °C), opakované davkovani vyzaduje teplotné¢ méné
stabilni palladium (teplota tani: 1 552 °C, teplota varu: 2 927 °C) a dalsi prvky ze
skupiny platinovych kovii. K Gpravé vnitiniho povrchu grafitové kyvety se osveédcily
také vysoce stabilni zlaté nanoti¢inky (nanocastice ty¢inkovitého tvaru)77. Krom¢ kvality
povrchu modifikatoru se ucinnost zachytu odviji i od geometrie vnitiniho povrchu
kyvety. Klicova je také kolek¢ni teplota nebo pritokové rychlosti nosného plynu. Svou
roli hraje také poloha zavadéci kapilary pii zachytu a dalsi faktory.

Vedle zlepSeni citlivosti pfinasi in Situ zachyt ve srovnani s pfimou atomizaci
1 nékteré dalsi vyhody. Za ptednost je povazovana eliminace vlivu kinetiky uvoliiovani
tekavych sloucenin ze separatoru fazi, omezeni atomizacnich interferenci ¢i redukce
vlivu fluktuaci pratoku nosného plynu na ziskany signal. Navic je relativné snadné

. . 114,11
proces zachytu zautomatizovat™™ °,

e Kolekce vymrazovanim

Pti kolekci vymrazovanim je zachyt provadén v pastech realizovanych trubicemi
ve tvaru pismene ,,U*“. Prvni past (nemusi byt zafazena) byva ponotena napt. do suchého
ledu (=78 °C) s acetonem/methanolem a slouzi pfedevSim k odstranéni vodnich par ze
separatoru fazi. Ve druhé pasti ponofené do kapalného dusiku (—196 °C) jsou
zachytavany tékavé slouceniny. Nosny plyn (voleno byva helium) prochazi U-trubicemi
volng, aniz by dochazelo k jeho kondenzaci. Po ukonéeni kolekce je hlavni U-trubice
vyjmuta z chladiciho média a vytemperovana/zahfata. Uvolnéna plynna faze je
transportovana do detektoru. Unasena muze byt nosnym plynem nebo je odebirdna
injekent stifkackou a aZ nasledné vsttikovana do ptislusného detektoru.

Obecné se kolekce vymrazovanim uplatiuje napt. pii speciacni analyze, kdy se

116 v/ souvislosti

jednotlivé specie uvoliiuji postupné, v zavislosti na jejich bodu varu
s UV-PVG se tato technika prosadila zatim hlavné za ucelem identifikace tékavych
slou¢enin metodami GC-MS nebo ICP-MS*®7%%  Konkrétni ptiklady identifikovanych

t€kavych sloucenin jsou uvedeny v Priloze 1 (,,Tabulka IV*).
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2.3.3 Generator tékavych sloucenin (UV-fotoreaktor)

Jako zaklad UV-fotoreaktoru se pouzivaji ptfedevSim rtutové UV-vybojky

S riznym tlakem uvnitt trubice a riznym vykonem (nizkotlaké V}'/bojky4’72, vysokotlaké

74,117

vybojky apod.), V jejichz emisnim spektru je dominantni vlnova délka 253,7 nm

odpovidajici rezonan¢ni ¢are rtuti. Vybojky se lisi i rozméroveé. Dosahovat mohou délky
desitek centimetrii nebo se naopak jedna o tzv. ,,tuzkové® vybojky (z angl. pen lamp)

0 velikosti pouze nékolika centimetri, které se uplatiuji zejména u davkovych

49,105

reaktorii Raznorodost se tyka 1 tvarG vybojek. Kromé¢ béznych vybojek

989 nebo

118,119

trubicovitého typu byly vyuzity napt. ploché miizkové (z angl. grid lamp)

8792 popsano bylo téz pouziti LED diod jako zdroji UV-zafeni

spiradlové vybojky
Druhou nezbytnou soucast generatoru pfedstavuje reakéni civka. V pritokovém
uspofadani je obvykle navinutd kolem zdroje UV-zafeni, k povrchu vybojky byva

472 nebo z ktemenet1%

upevnéna i jinym zpusobem. Zhotovuje se z teflonu , tedy

z materiall vzdjemné se liSicich propustnosti pro UV-zéaieni. Prestoze je intenzita

UV-zéfeni proslého sténou teflonové reakéni civky oproti té kiemenné vyrazné

zeslabena, energie prenesené¢ho zareni je stile dostate¢nd, aby mohla byt G€inné vyuzita

ke generovani t8kavych sloudenin nékterych prvka®®. Zatimco teflonové hadicky staci
jednoduse omotat okolo zdroje UV-zéfeni, u kiemennych trubi¢ek je vétSinou nutna
jejich odborna uprava na pozadovany tvar.

Ve snaze dosahnout co mozna nejlepSich vysledki byl UV-fotoreaktor rizné
upravovan a zdokonalovan. Pfedstaveno bylo n¢kolik konstrukénich typt, které se od
zakladni varianty liSily pouze drobnymi upravami; nékteré varianty vSak pfinesly
pomérné vyraznou obménu generatoru t€kavych sloucenin:

e Nc¢kolik autori pracovalo s vodou chlazenym reaktorem’***'?°, Vodni lazeii
slouzila ke stabilizaci reak¢ni teploty a jeji vyuziti vedlo také ke zlepSeni
opakovatelnosti méfeni. V nekterych pracich byl tento UV-fotoreaktor vylepSen
0 spojeni s kondenzatorem®?, ktery pii zvySovani teploty zabranioval ztratam vody
z reaktoru a podilel se tak na udrzovani stalého reakéniho prostredi.

e Za ucelem zvySeni ucinnosti zavedeni vzorku v ICP-MS byla ptedstavena

modifikovana mlZzna komora'®t1%%1?!

V tomto piipadé nelze piimo hovoftit
o upravé UV-fotoreaktoru, ale spiSe o upravé aparatury pro klasické ICP-MS

zmlzovani. BéZznym zmlzovanim kapalného vzorku vytvofeny aerosol byl vystaven

31



ucinkiim UV-zafeni, které bylo emitovdno ze rtutové vybojky umisténé uvnitt
komory.

Za zminku stoji také integrovany reaktor propojujici i¢inky mikrovinného zareni
s utinky UV-zaFeni'??. Mikrovinné pole v tomto usporadani puisobilo na vzorek
a soucasn¢ budilo v bezelektrodové UV-vybojce ultrafialové zaieni.

Predstaven byl i UV-fotoreaktor sestaveny z ploché miizkové vybojky”>*°

a na ni
umisténé reak¢ni trubice z kfemene. Z diivodu zvyseni efektivity byla reak¢éni trubice
vyrobena tak, aby presné kopirovala geometrii miizky; trubice tedy obkreslovala
Z hlediska zateni nejefektivnéjsi zonu vybojky.

Zajimavy fotoreaktor byl vyuzit pii UV-PVG selenu s fotokatalyzatory. Jeho zaklad
tvofila na miru vyrobend nizkotlaka rtutova vybojka s centralnim kanalem’®,
kterym proudil vzorek. Uvnitf tohoto kanalku bylo jesté fixovano sklenéné vlakno
modifikované prislusnym fotokatalyzatorem.

Predstaven byl i1 pritokovy fotochemicky reaktor schopny vystavit vzorky

UV-zafeni o vinové délce 185 nm® ™!

. Také v tomto usporadani proudil vzorek
kifemennou trubici (vnitini objem okolo 800 pl) umisténou uvnitt nizkotlaké rtut'ové
vybojky (podél jeji centralni osy), takze byl uc¢inné a rovnomérné ozafovan ze vSech
smeéru.

Zéasadni obménu UV-fotoreaktoru pfinesl tenkovrstvy reaktor (z angl. thin-film

reactor)®” 2

plnici soucasn¢ funkci generatoru t€kavych specii a separatoru fazi.
Zakladem byla ve svislé poloze umisténa kiemenna ty¢, jejiz povrch byl modifikovan
vytvotfenim vrypt podobnych napt. zavitim u Sroubu. Na povrch ty¢e byl pumpovan
vzorek, ¢imz se vytvafel tenky film kapaliny. Oproti hladkému povrchu se diky
vrypim prodlouzila doba, po kterou se vzorek zdrzoval v reaktoru. Tenky film
kapaliny zéaroveii umoziioval rychly Unik vygenerovanych té€kavych produkti.
Popsana tyC byla umisténa uprostied kiemenné trubice, skrz kterou proudil nosny
plyn pravé zajiStujici oddéleni fazi a nasledny rychly transport vygenerovanych
produktli do detektoru. Nezbytna soucast reaktoru, zdroj UV-zéafeni, byl v tomto
pfipadé omotan kolem vrchni kfemenné trubice.

UV-fotochemickému generovani té€kavych slouCenin se nevyhnul ani trend

poslednich let spocivajici v miniaturizaci experimentdlniho systému. Miniaturizace

obecné pfindSi mnoho vyhod: vyrazné snizuje spotiebu vzorku, zkracuje dobu
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analyzy, redukuje spotfebu Ccinidel, umoZziiuje snadnou ptenositelnost, moznost
paralelnich analyz ¢i moznost vzajemné integrace a spojovani systému. V souvislosti
s UV-PVG byla popsana mikrofluidni zafrizeni na bazi polymethylmetakrylato-
vého substratu”®, VVzorek v tomto systému neproudil reakéni civkou nybrz laserem

Y “ , . . P
vytvofenym reakénim kanalkem v desce vyrobené z uvedeného substratu™.

2.3.4 Pracovni podminky

Pro dosazeni maximalni citlivosti stanoveni daného analytu je nutné
optimalizovat experimentalni podminky pouzitého systému. V ptipad¢ UV-PVG je
pozornost upirdna piedevSim k dobé ozafovani vzorku resp. k délce reakcni civky,
klicové je téz slozeni a koncentrace fotochemického ¢inidla (napomaha redukci analytu
na tékavou slouceninu) nebo prutokové rychlosti pouzitych plyni. Je zfejmé, ze se
optimalni podminky li$i dle analytu, pouzité aparatury pro generovani i zptisobu detekce

a nelze je tak zcela pausalizovat.

2.3.4.1 Doba ozarovani

Optimalni doba ozafovani se odviji od pouzit¢tho UV-fotoreaktoru; souvisi se
zdrojem zafeni, materidlem ¢i rozméry reakéni civky. Zavisi téZ na samotném analytu
a jeho koncentraci nebo na pouZzitém fotochemickém cinidle a jeho koncentraci. DalSim
podstatnym faktorem je rychlost ¢erpani vzorku, ktera se obvykle pohybuje v jednotkach
ml min. V pfipadé zavadéni nosného plynu pied UV-fotoreaktor mize byt doba
ozatovani ovlivnéna také jeho pritokovou rychlosti.

V zavislosti na pouZitém materidlu je volena rtiznd délka reakéni civky. Pro
reakéni civku z teflonu se voli délka zhruba v jednotkdch metrli zajiStujici ozafovani
trvajici desitky sekund az nékolik minut**"" Pro kiemen v n&kterych piipadech

o T 31,117 NPV
postacila kratsi civka a ozatovani pouze nékolikasekundové® . Delsi ozafovani byva

vyzadovano pro déavkovy zplsob generovéni”’los_ Obecné plati, ze zatimco kratké
ozatovani by mohlo mit za nasledek nedostatecnou syntézu t€kavych produkti, pfilis
dlouhé by, naopak, mohlo vést ke ztratdm t€kavych slou€enin analytu v disledku

naslednych rozkladnych reakci*®.
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Pokud se jednd o konkrétni stanovované analyty, pomérné lehce je pii UV-PVG
redukovatelnd napi. rtut’, pro kterou za urcitych podminek dostacuje jen par sekund

dlouhé ozarovani®’ "%, Celkem snadno vznikaji i t&kavé sloudeniny jodu*®®"**. Guo

a kol.*

v davkovém uspotadani generoval tékavé slouceniny z nekterych konvenénich
hydridotvornych prvkl a zjistil, ze lehkost s jakou vybrané ionty podléhaji generovani
tékavych sloucenin, klesa v poradi: Te(IV), Sb(III), As(IIl) a Bi(IIl). Podobné¢ také zjistil,

ze podminky pro generovani tékavych sloucenin selenu piiblizné¢ odpovidaji podminkam

vvvvvv

organickych kyselin vyzaduje delsi dobu ozafovani**®

. Toto zjisténi naznacuje, Ze
kinetika takovych reakci je pomalejsi anebo, Ze vzniklé t€kavé slouCeniny jsou méné

tékavé, ptipadné ve vode rozpustné;jsi.

2.3.4.2 Fotochemicka ¢inidla

Utinnost UV-fotochemického generovani tékavych sloudenin je vyznamné
zavislda na typu a koncentraci pfidavanych fotochemickych cinidel, jejichz
UV-ozafovanim pravdépodobné vznikaji reaktivni volné radikaly fidici proces redukce
analytu; slouzi tedy jako donory elektrond (vice viz. 2.3.7 Reakéni mechanismus). Nej-
Castéji jsou vyuzivany karboxylové kyseliny s nizkou molarni molekulovou hmotnosti,
zejména kyselina mravendi a octova® ™", S riznymi uginnostmi byly vyzkouseny

1 mnohé jiné kyseliny jako je kyselina propionova, kyselina malonova® #9818 5 a3

70,71,120

(méselna, Stavelova, citronovd, ethylendiamintetraoctova) K danym ucelim

poslouzily 1 nékteré alkoholy (napf. methanol, ethanol) nebo aldehydy (formaldehyd,

31,117,118,120 Ve

acetaldehyd) spojitosti  sertuti se mizeme setkat s vyuZzitim

84,123 - 175,124

merkaptoethanolu i n¢kterych jinych ¢inide

Pro rizné stanovované analyty se hodi rizné kyseliny, také rozmezi pouZivanych
koncentraci je odliSné. Zistane-li pozornost upfena na kyselinu mraven¢i a octovou,
Zheng a kol.®” na zékladé experimentl s tenkovrstvym UV-fotoreaktorem uvadi, e
kyselina octova se 1épe hodi ke generovani t€kavych sloucenin hydridotvornych prvki
(testovan As(III), Sb(III), Bi(Ill), Se(IV), Te(VI)) a joédu, zatimco kyselina mravenci je
vhodnéjsi pro generovani tékavych specii Fe(Il)/Fe(Ill), Co(II) nebo Ni(Il). Tento
postulat byl Gaste¢né potvrzen i v dalsi publikaci autora®, kdy byla kyselina octova opét

oznacena za vyhodnégj$i pro generovani t€kavych forem arsenu, antimonu a bismutu, jen
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pro tellur se 1épe hodila kyselina mravenci. Mezi ostatnimi autory panuje shoda nad
pouzitim kyseliny octové pro jod, kyselina mravenci se zase nejlépe uplatiiuje za ucelem
UV-PVG piechodnych kovl Zeleza, kobaltu nebo niklu. Pro casto studovany selen
nejsou vysledky jednoznacné, pouzivaji se obé zminované kyseliny. Stejné tak je tomu
u rtuti, kdy byva vysoké ucinnosti generovani dosazeno reakci s kyselinou mravenci
1 octovou (prednost je davana spisSe kyselin€é mravenci).

které¢ jsou mimo jiné ovlivnény koncentraci stanovovanych analyti v roztoku. Jak jiz
bylo ptredeslano, UV-indukovanym rozkladem organickych kyselin pravdépodobné
vznikaji radikdly nezbytné k redukci analytu na tékavé slouceniny. Dostate¢né mnozstvi
téchto radikali je ziskano pouze tehdy, je-li vreakéni smési piitomna kyselina
o dostatecné vysoké koncentraci. Nadbytek organické kyseliny naopak ucinnost snizuje.
Dochézet k tomu mtze v disledku kompetitivnich reakci jako je zvySena rekombinace
radikaléi nebo formovani novych organickych sloudenin z téchto radikala®. Pokles
analytického signéalu pii vysokych koncentracich organickych kyselin byl pfi¢itan také
intenzivni absorpci UV-zéfeni témito kyselinami, kterd méla za nasledek omezenou

hloubku priiniku UV-zéteni analyzovanym roztokem®?,

2.3.4.3 Nosny plyn a vodik

Funkce nosného plynu a vodiku byla objasnéna pii popisu aparatury pro
UV-PVG (2.3.2.1 Pritokové uspoiadani). Zminéno bylo také to, ze jako nosny plyn se
zpravidla vyuziva argon. Pokud je UV-PVG kombinovano s AAS, voli se jeho pratokové
rychlosti pfiblizné v desitkach ml min", v piipadé ostatnich zptsobi detekce to byvaji
stovky ml min™*. Stejn& jako pro ostatni techniky generovani plati, Ze p¥ili§ velky priitok
nosn¢ho plynu sice obvykle vede ke snizeni Sumu signélu, zaroven ma ale fedici t€inky
a snizuje citlivost stanoveni daného prvku®. V souvislosti snosnym plynem je jesté
vhodné podotknout, Ze optimalni pritok je rozdilny pro krok generovani a krok detek¢ni.
Vysledna hodnota je kompromisem pozadavkl v obou krocich.

Za Ucelem uspéSného pribéhu atomizace v kfemenném atomizatoru (pii
QF-AAS) se do proudu nosného plynu ptfidiva malé mnozstvi vodiku. Opét se jedna

piedeviim o jednotky az desitky ml min*. Vétsinou plati, Ze v konkrétnim systému je
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prutok vodiku vyrazn€ niz§i oproti prutoku argonu. Dopliiovani vodiku je spojeno s
UV-PVG selenu 1 dalSich prvkﬁ86‘95’97. Naopak jeho ptidavek neni opodstatnény pfi
generovani studené pary rtuti, protoze vznikly produkt méd monoatomickou povahu a uz

ho tedy neni tieba atomizovat.

2.3.4.4 Vyuziti fotokatalyzatori

PredevSim v souvislosti se specia¢ni analyzou selenu za asistence UV-PVG
byvaji  vyuzivany polovodicové fotokatalyzatory, nejcastéji oxid titaniCity
(TiO,)*13579801%6 " jeiich funkce spo&iva hlavné ve zpiistupnéni hydridové neaktivnich
specii selenu UV-PVG. Tékavé slouceniny tak mohou byt generovany nejen
z hydridotvorného Se(IV), ale i ze Se(VI) a dalSich specii. Oxid titani¢ity mize byt
k analyzovanym vzorkim pfidavan ve formé suspenze (on-line miseni v aparatuie) nebo
mize byt na vnitinich povrsich reakénich civek vytvofen tenky film nano-TiO,. Vedle
samotného oxidu titani¢itého byl vyzkousen 1 nanocasticemi vzacnych kovi
modifikovany TiO; (napf. Ag-TiOy) nebo ZrO,™.

V piipadé ostatnich hydridotvornych prvka bylo zjisténo, Ze uc¢innosti UV-PVG
As(111), Sb(ln), Bi(lll) a Te(lV) v ptitomnosti fotokatalyzatoru oxidu titanicitého
zlepseny nebyly, v n&kterych piipadech dokonce nepatrng klesly. U¢innost nebyla
zvySena ani pro As(V) nebo Sb(V), tedy specie, které jsou generovani hydridi obecné
méné piistupné. Ukazalo se vSak, ze stejn€ jako pro Se(VI) mize piidavek
fotokatalyzatoru podstatné napomoci UV-PVG hydridové neaktivniho Te(VI)86.

S riiznymi vysledky bylo studovéano také spojeni UV-PVG rtuti a TiO, /08110,

2.3.5 Utinnost UV-fotochemického generovani

Celkova ucinnost generovani informuje o tom, jaky podil z piivodniho mnozstvi
analytu (kapalny vzorek pred generovanim) se v podobé t€kavych slou€enin dostava do
atomizatoru/budiciho/ionizacniho zdroje. Definovana je jako soucin uUc¢innosti dil¢ich
procest generovani, mezi které je fazena konverze analytu na t€kavé slouceniny, jejich
uvolnéni do plynné faze (separace plyn-kapalina) a nasledny transport do detektoru.
Samoziejmé je Zadouci, aby byla pii generovani dosahovana co moZna nejvyssi ti€innost.

Toho Ize mimo jiné dosdhnout vhodnym konstrukénim feSenim aparatury (dalezity je typ
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UV-fotoreaktoru, separatoru fazi, spojovaciho materialu apod.) a dikladnou optimalizaci
experimentalnich podminek. Na celkovou ucinnost generovani tékavych sloucenin
analytu muaze mit vliv také jeho koncentrace nebo oxidacni stav. Rozdilnad Gc¢innost
generovani tékavych sloucenin z riznych oxidacnich stavii analytu byva vyuzita k tzv.
selektivnimu generovéni, jedné z moznosti speciaéni analyzy* .

K hodnoceni ucinnosti UV-fotochemického generovéani tékavych sloucenin Ize

pristupovat n€kolika zptsoby. Jednotlivé varianty se 1isi dle naro¢nosti provedeni, maji

riznou vypovidaci hodnotu a jsou rizné objektivni.

e Porovnani s chemickym generovanim tékavych sloucenin

Za ucelem odhadu ucinnosti UV-PVG je nejastéji vyuzivan zpisob zalozeny na
porovnani analytickych signali nebo citlivosti (vyjadieny smérnicemi kalibra¢nich
ktivek) ziskanych pifi UV-fotochemickém a konvenénim chemickém generovani
t¢kavych slouenin**®"®. Vychazi se ptitom z predpokladu, Ze dil&i G&innosti pro tvorbu,
separaci plyn-kapalina a transport tékavé slouceniny jsou pii chemickém generovani
V podstaté kvantitativni (100%), a proto muze byt dany ptistup ke generovani pouzit jako
relativni méfitko uéinnosti®,

Jedna se o zpasob jednoduchy, ma vsSak sva uskali. Méla by byt dodrzena
podminka obdobnych experimentalnich podminek pro oba typy generovani. To znamena,
ze by se za ur€itou Casovou jednotku mélo do generacniho zatizeni dostat stejné latkove
mnozstvi analytu. Také podminky atomizace/ionizace by mély byt shodné. Je ziejmé, ze
tento piistup nepiinasi udaje o absolutni hodnoté Gcinnosti, ale pouze Udaje o relativni

ucinnosti vztazené k chemickému generovani.

e Méfeni frakce analytu v odpadu
Pii druhém zpiisobu ur€ovani ucinnosti se porovnavaji relativni koncentrace
analytu ve vstupnim roztoku (pfed UV-ozafovanim) a v odpadnim roztoku (kapalna

8797 Koncentrace ve

frakce po UV-PVG); vysledna ucinnost je urCovana z rozdilu
vstupnim/odpadnim roztoku pfitom byvaji zjiStovany nejriznéjSimi analytickymi
metodami (vyuzivad se napiiklad CVG). Stejné jako u ptedchoziho zplisobu odhadu

ucinnosti nejsou zohlednény piipadné transportni ztraty analytu v aparatufe.
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e Porovnani s pfimym zavadénim kapalnych vzorka

Pokud je technika UV-fotochemického generovani spojena Sin situ zachytem
vygenerovanych tékavych sloucenin v elektrotermickém atomizatoru atomového
absorp¢niho spektrometru, miize byt pro odhad uc¢innosti generovani zvolena dals$i mozna
varianta. ZaloZena je na porovnani smérnic kalibra¢nich kiivek (poptipad¢ analytickych
signalt stejnych vychozich mnozstvi analytu) ziskanych pfi experimentech vyuzivajicich
vySe zminénou kolekéni techniku a pii konvenénim zavadéni kapalného vzorku pfimo do
kyvety. Pfimé zavadéni kapalného vzorku je pfitom povazovano za 100% (cely
nadavkovany objem je naraz atomizovén)94’113. V daném piipadé je urCovéana ucinnost
UV-PVG véetné zachytu v grafitové kyvete; atomizacni krok neni zahrnut, protoze by
m¢él byt shodny pro oba porovnavané zpusoby. Opét nejsou zohlednény ptipadné ztraty
analytu béhem transportni faze.

Podobné je mozné provadét porovnani S primym zavadénim kapalnych vzorki
do pneumatickych zmlzova&a®. Utinnost zmlZovéni je vSak obtizn& definovatelna
(obvykle se uvadi v jednotkach procent) a proto je i pon¢kud problematické odhadnout

timto zplisobem ucinnost UV-PVG.

e Vyuziti radioaktivnich indikatori

Pii nejobjektivnéjSim zplsobu vyuZivajicim radioaktivné znacenou slouceninu
analytu (radioaktivni indikdtor ¢i zkracené radioindikator) je ucCinnost urovana na
zaklad¢ porovnani radioaktivity pfislusného radioaktivniho indikatoru zmétené v roztoku
(pfed generovanim) s aktivitou téhoZ indikatoru ve formé& vygenerovanych tékavych
sloucenin zachycenych na vhodném sorbentu. Je zfejmé, ze aby bylo moZzné metodu
vyuzit, radioaktivni indikator se musi vyskytovat ve stejné form¢, v jaké se nachazi
analyt.

Na rozdil od ostatnich popsanych variant je touto metodou moZné zmapovat
distribuci piislusného radioizotopu (a tim padem i studovaného analytu) — krom¢ frakce
analytu pfevedené na tékavé slouceniny je mozné urcit frakci analytu prechazejici do
kapalného odpadu ¢i frakci ulpivajici na raznych povrsich aparatury127’128. Jisté omezeni
pfedstavuje finanni i1 Casova ndarocnost experimentll, zapotiebi je také specialni
instrumentace. Prace s radioaktivnim materidlem vyzaduje zvlastni odbornou zptisobilost

a vykonavana byva na specializovanych pracovistich.
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Je obtizné porovnavat UcCinnosti generovani publikované riiznymi autory bez
znalosti pfesnych experimentdlnich podminek a zpiisob za jakych byly definovany.
Alespon pro piedstavu jsou v PFiloze 1 (,,Tabulka III*) ukazany nékteré publikované
ucinnosti zjisténé pro rizné analyty. V Priloze 2 (,,Table 4%) jsou shrnuty ucinnosti

dosazené pouze pro selen.

2.3.6 Interference
2.3.6.1 Uvod do problematiky

V atomové absorpcni spektrometrii rozliSujeme dva druhy interferenci, a sice
interference spektralni a nespektralni. Spektralni interference jsou zplsobeny
pfedev§im absorpci primarniho zafeni Casticemi jinymi, nez jsou volné atomy analytu.
Vzhledem k odseparovani ruSivé matrice od analytu neptfedstavuji pfi generovani
tekavych sloucenin zasadni problém, spojeny byvaji s pfimym davkovanim kapalnych
vzorkl.

Pii generovani t€kavych sloucenin jsou vyznamnéj$i interference nespektralni,
které se mohou projevit béhem vsech fazi generovani. Pokud k ruSivym vlivim dochézi
pti tvorbé tékavych sloucenin ¢i pii jejich uvolnéni z roztoku do plynné faze, hovoti se
souhrnné o interferencich v kapalné fazi. Sviij ptivod maji ve zméné rychlosti uvolnéni
t€kavé slouceniny z kapalné fadze nebo v poklesu ucinnosti uvolnéni tékavé slouceniny.
Zptsobeny jsou nejruznéjSimi ¢asticemi v kapalném vzorku (slozky matrice), které jsou
oproti samotnému analytu obvykle pfitomny ve velkém nadbytku. K potlaceni vlivu
interferenci matrice je mozné vyuzit fedéni vzorku, metodu standardniho ptidavku ¢i
rizna maskovaci Cinidla (napf. kyselina ethylendiamintetraoctovd — EDTA,
thiomocovina). Interferent mlize byt odstranén jiz v prubéhu ptedipravy vzorku, k ¢emuz
se voli riizné separatni metody®.

Interference mohou vznikat i v plynné fazi béhem transportu do atomizatoru
vygenerovanymi spolu s t¢kavymi slouceninami analytu nebo aerosolem vznikajicim
v generatoru tékavych sloucenin. K jejich omezeni miZze pfispét rychly a ucinny
transport do atomizatoru, spravna volba atomizatoru apod. Problematiku interfereci pfi

chemickém generovéani hydridii velmi podrobn& zmapovali D&dina a Tsalev®.
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Pii tradicnim chemickém generovani tékavych sloucenin byvaji nejCastéji
studovany interference zplisobené anorganickymi slouCeninami  rozpusténymi
v kapalném vzorku. Patii mezi né zejména interference zpusobené ionty piechodnych
a vzacnych kovt (Ni, Co, Cu, Fe, Ag...) nebo interference vyplivajici z pfitomnosti iontil
ostatnich hydridotvornych prvki ve vzorku. Do tfeti skupiny jsou fazeny interferenty
typu silnych oxida¢nich c¢inidel. Objasnéni mechanismu vzniku interferenci pfi

chemickém generovani bylo vénovano mnoho publikacilzgflg‘r’.

24

povazovany interference typu hydrid-produkt®**,

Podle tohoto mechanismu je
vygenerovany hydrid analytu zachytdvan/rozklddan casticemi vznikajicimi reakei
interferujiciho iontu kovu s redukénim ¢inidlem; redukovanou c¢astici (produktem) mize
byt napt. elementarni forma kovu, srazenina nebo koloid. Potvrzeny byly 1 interference
typu hydrid-iont, tedy reakce hydridu analytu siontem interferentu za vzniku
nerozpustnych sloudenin nebo stalych komplexd™®. Navrzen byl i mozny
rozklad/konkurenéni spotteba redukéniho ¢inidla zptisobeny pfechodnymi kovy133.
Ptipomenime, Ze pii elektrochemickém generovani sice odpadaji interference
spojené s konkurenéni spotfebou redukéniho ¢inidla, mozné jsou vSak interference
vyplyvajici z konkurence dé&jti probihajicich na elektrodach. Zavazné jsou zejména
interference, jejichz podstata je zaloZena na modifikaci katodového povrchu (depozice

interferujicich pfechodnych prvki na katodg)*®>’

. Modifikaci povrchu katody se méni jeji
vlastnosti a miize dojit ke zmén€ ucinnosti elektrochemické reakce. Tato modifikace

katody je ireverzibilni®®.

2.3.6.2 Interference pri UV-fotochemickém generovani

Tolerance vuéi potencidlnim interferentim byla zkoumana i v souvislosti

s UV-PVG. Studovan byl interferencni vliv pfechodnych kovili, vzacnych kovil i nekovii

na stanoveni selenu**""*"2 ostatnich hydridotvornych prvka®®! piechodnych
kova®*¥"% nebo rtuti™%®M8120  podle dostupnych informaci vsak zatim nebyla

publikovana Zadna samostatnd studie, kterd by byla zaméfena pfimo na interference pfi
UV-PVG (jejich vznik, mechanismus apod.).
Nebylo by ucelné detailn¢ popisovat zavéry jednotlivych autort, které se lisi

vV zavislosti na studovaném analytu, fotochemickém C¢inidle 1 pouzité aparatuie pro

40



UV-PVG. Velmi zjednodusené¢ mize byt konstatovano nésledujici: V urcitych ohledech

se UV-fotochemické generovani (v porovnani s chemickym generovanim) jevi jako mén¢

wewr

schopnosti nizkomolekularnich organickych sloudenin oproti NaBH,*'®.

V jistych
ptipadech vsSak zévazné interference pfetrvavaji. Opét jsou vyznamné interference
zpusobené piechodnymi kovy, mensi vliv byl vétSinou zaznamenan v souvislosti
s interferencemi vyplyvajicimi z pfitomnosti hydridotvornych prvkﬁ4’71’72. Zvlastni
postaveni pti UV-PVG zaujimaji interference zpisobené mineralnimi kyselinami a jejich
solemi; tato problematika je ve strucnosti probirdna nize.

Mechanismy interferenci se pravdépodobné do znac¢né miry shoduji s témi pfi
CVG. Pokud bude na vznik t€kavych sloucenin pii UV-PVG nahlizeno jako na proces
tizeny redukujicimi radikély (viz. 2.3.7 Reakéni mechanismus), interferujici ionty by
mohly sout&Zit se stanovovanym analytem pravé o tyto radikaly®®. D4 se také odekavat,
ze by se redukované formy interferentti mohly spolusrazet s meziprodukty generovanymi

béhem UV-PVG vybranych analytﬁ97.

¢ Vliv mineralnich kyselin

Pii konven¢nim chemickém a elektrochemickém generovani jsou jako reakcni
médium vyuZivany nckteré minerdlni kyseliny. Patfi mezi né zejména kyselina
chlorovodikova, kyselina sirovd ¢i kyselina dusi¢nd. Mimoto se tyto kyseliny casto
uplatiiuji také pii uchovavani a tipravach vzorka (oxidacni a solubiliza¢ni ¢inidla apod.).
Je tedy logické, Ze byl vliv mineralnich kyselin a/nebo jejich soli na G¢innost UV-PVG
studovén celou fadou autorg**"4%>%,

Na zakladé publikovanych vysledkti 1ze obecné konstatovat, ze UV-PVG
vykazuje pomérné nizkou odolnost vii¢i mineralnim kyselindm. O néco vyssi tolerance

byla v nékterych piipadech zjisténa tehdy, pokud byly soucasti analyzovanych vzorku

soli odvozené od téchto kyselin. To by znamenalo, Ze kromé ptisluSnych aniontii by

0 A

H%o118, Vysledky vSak nejsou jednoznacné, podle nékterych autord byl stejny trend

Y
pozorovan pro kyseliny i odvozené soli*.

Patrné nejvétsi vliv na ucinnost UV-PVG byl pozorovan v souvislosti s kyselinou
I*l

dusi¢nou a dusi¢nany. VétSinou jiz koncentrace okolo 50 — 100 mmol vedly
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%9 Analyticky signal viak nutnd

K vyraznému potlac¢eni analytického signalu
nevykazoval pouze klesajici tendenci. Konkrétné pro selen bylo zjisténo, Ze nizké
koncentrace kyseliny dusi¢né/dusi¢nani (pfiblizné okolo 10 — 30 mmol 1% mohou

31

o . 4 I4 JR 7w . 7 74, r . e
zpusobit vyrazny nartst ucinnosti generovani ~~. Tento fenomén platil pouze pfi

UV-PVG s kyselinou mravenci (nikoliv s kyselinou octovou) a nebyl pozorovan
94,95 a9

v kontextu s ostatnimi hydridotvornymi prvky®®, pfechodnymi kovy Ni Ci se

H9108,118l

2.3.7 Reakéni mechanismus
2.3.7.1 Reakéni mechanismus bez fotokatalyzatora

Reakéni mechanismus vzniku UV-fotochemicky generovanych tékavych
sloucenin je stale predmétem diskuzi diky slozité povaze fotoreakci. Navrzen byl sled

4,58,59 se

reakci vedoucich k produkci tékavych sloucenin selenu. V tomto konceptu
pfedpokladd, ze v dusledku fotolytického rozkladu alifatickych organickych kyselin
(fotochemicka ¢inidla) vznikaji reaktivni volné radikaly, které maji teoreticky schopnost
redukovat sledovany analyt (Se(IV)) pravé az za vzniku t€kavych sloucenin. Jak je patrné
z rovnic (1) a (2), rozklad organickych kyselin mize probihat dvéma zpiisoby za vzniku

ruznych radikald a koncovych reakénich produkta.

uv
R — COOH — R* + °COOH - RH + CO, 1)

uv
RCO — OH — RCO* + °OH — CO + ROH )
(R = C,Hypsq,n =0,1,2)

Je-li jako fotochemické ¢inidlo vyuzita kyselina mravenci, selenicité ionty jsou
postupné¢ redukovany na amorfni Se(0) a nasledné na selenovodik (SeHy)
a selenokarbonyl (SeCO) (souhrnné reakce ukazuje rovnice (3), (4)). Podle Gua a kol.*

vznikd popsanym zpusobem ptiblizné¢ 60 — 70 % SeH; a 30 — 40 % SeCO.
uv
2RCOOH + Se(IV) — 2C0, + R,Se 3)

uv
RCOOH + Se(1V) — SeCO + ROH (4)
(R=ChHzp41,n=10,1,2)
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Pii pouziti organickych kyselin s delSim uhlikovym fetézcem se snizuje
pravdépodobnost reakce (2) a jako produkty vznikaji rizné alkylované slouceniny. Napf.
pfi pouziti kyseliny octové a malonové vznikd (CH3),Se a pii pouziti kyseliny
propionové je generovan (CH3CH,),Se.

Radikalovy mechanismus byl zminén i v souvislosti sarsenem’, niklem®®,

rtuti’"® nebo j(’)dem137. Navrzeny vSak byly i alternativni mechanismy vzniku tékavych
sloucenin pii UV-PVG. Jiny mozny mechanismus zaméfeny na generovani tékavych
sloucenin selenu navrhl na zéklad¢ teoretickych kalkulaci Takatani a kol.® Zakladni
predstava tohoto navrhu vychazi z ptedpokladu, ze UV-fotolyzou karboxylovych kyselin
Snizkou moldrni molekulovou hmotnosti nevznikaji volné radikdly, nybrz
z energetického hlediska vyhodngjsi CO (rozkladem HCOOH) a CH,CO (rozkladem
CH3COOQOH). Tyto slou€eniny pak postupné tidi proces redukce selenicitych iontf.
V souladu s t&mito poznatky se zd4 byt i navrh Bendla a kol.™* tykajici se rtuti. Také ve
spojeni s niklem® bylo diskutovéno, Ze k produkci Ni(CO), mohou piipadng vést i jiné

cesty.

2.3.7.2 Reakéni mechanismus s fotokatalyzatory

Odlisny je mechanismus generovani, pii kterém je vyuzivan fotokatalyzator,
obvykle oxid titani¢ity. Fotokatalyticka funkce TiO; souvisi sjeho polovodi¢ovym
charakterem®®. UV-PVG s katalyzatorem TiO, se nejcastéji uplatiiuje pii stanovenich
selenu. Pro selen plati, Zze specie Se(VI) nebo Se(IV) mohou za uritych podminek
absorbovat z fotokatalyzatoru uvolnény elektron (k jeho uvolnéni dochdzi dodanim
dostatecné velké energie zafeni) a tim se redukovat na elementarni selen Se(0).
Organické ionty (napt. HCOO ) mohou byt na povrchu TiO, naopak oxidovany.
UV/TIO, adsorp¢éné-redukéni proces selenu (nejen) v prosttedi HCOOH studoval
detailng Tan a kol.®>*"®8_ po vycerpani iontii Se z roztoku se elementarni selen Se(0) dale
redukuje na selenovodik. Tuto naslednou redukci vysvétlil Kikuchi a Sakamoto® na
zakladé modelu akumulace elektrond na povrchu c¢astic TiO,. Fotoredukce Se(VI) se
stiibrem modifikovanym TiO, (Ag-TiO;) byla také studovéana®.

Ruizné spekulace na téma reakéniho mechanismu UV-PVG pro rizné analyty jsou

shrnuty v samostatné publikaci Sturgeona a Grinbergové14o.
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2.3.8 Stanoveni selenu s vyuzitim UV-fotochemického generovani

Selen se stal modelovym analytem v pocatecnich studiich zaméfenych na pifimé
UV-PVG v atomové spektrometrii4‘58’59 a pozornost mu je vénovana i v soucasn¢ dob¢.
Predmétem zajmu je znékolika diivodld. Jednak je to jeden ze zastupcu klasickych
hydridotvornych prvki, je to také zajimavy a dualezity prvek pro lidsky organismus. Na
jedné strané se jednd o esencidlni stopovy prvek (napf. tvoii nepostradatelnou soucast
nekterych enzymii chrénicich bunky pfed Skodlivymi volnymi radikaly) a jeho
nedostatek muze vést k nejriznéjSim obtizim vcéetné vypadavani vlasi a nehti,
k poruchdm nervového systému ¢i poruchdm zazivani. Na druhé strané¢ miize byt pro

v v . , 141 . Y . v v x o ;142,143
¢lovéka toxicky . Hranice rozliSujici oba stavy je pfitom pomérné uzka

, @ proto je
nutné vénovat stanoveni selenu v (ultra)stopovych koncentracich zvySenou pozornost.

Toxicita selenu zavisi nejen na mnozstvi, ale také na chemické formé, ve které se
nachazi ve sloudeninach; napiiklad Se(IV) je toxi¢t&jsi nez Se(VI)***. Také ztoho
divodu se UV-PVG prosadilo pii feSeni aktudlniho a atraktivniho tématu jakym je
speciacni analyza. Realizovana byla bud’ s ptfedchozi chromatografickou separaci>>"® %
(postkolonova derivatizace) nebo bez ni, pouhou upravou experimentalnich podminek
(selektivni generovani)**?. Provedena byla speciaéni analyza anorganickych (Se(IV),
Se(VI)) i organickych (hlavné selenocystein a selenomethionin) specii selenu. Pfi
speciacich byla vyzadovéana pfitomnost fotokatalyzatoru, obvykle TiOj. Popsany byly
1 dalsi efektivni zpisoby UV-PVG zaloZené na bazi jinych nano-polovodiéﬁ78.

Za ucelem prekoncentrace a s ni souvisejicim zvySenim citlivosti bylo UV-PVG
propojeno se zachytem vygenerovanych t€kavych specii a s naslednou elektrotermickou
atomizaci’t. Oproti in situ zachytu popsaném v 2.3.2.3 Kolekce tékavych slougenin byla
uplatnéna tzv. mikroextrakce jednou kapkou (single-drop microextraction). V davkovém
uspofadani generované tékavé slouceniny selenu byly zachytavany do kapky vodného
roztoku s obsahem palladia; injek¢ni stiikacka s palladiem byla vsunuta pies septum do
volného prostoru nad roztokem. Po dosaZeni rovnovahy byla kapka nasata zpét do
stiikacky a néasledné vstiiknuta do grafitové kyvety AAS. Kolek¢ni technika se uplatnila
také v kombinaci s ICP-MS. V tomto pfipadé byly vygenerované tékavé slouCeniny
selenu pred vstiiknutim do plazmového zdroje nejprve shromazd’ovany ve sklenéné

komote” .
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Uvedeny by mohly byt i dalsi aplikace vyuzivajici UV-PVG ke stanoveni selenu.
Za ucelem prodlouzeni doby, po kterou byla zéna vzorku vystavena UV-zaieni, byla
vyuzita automatizovana prutokova injekéni analyza se zastavenym tokem (z angl. flow-
injection/stopped-flow)™. Popsano bylo propojeni uginki UV-fotolyzy s ultrazvukovou
nebulizaci*®; ultrazvukovou nebulizaci formovany aerosol byl UV-ozafovan za vzniku
tékavych sloucenin. Vyzkouseny byly rizné typy UV-fotoreaktori, vcetné
miniaturizovanych zatizeni %,
Vedle standardnich roztokii selenu byly analyze podrobeny i nékteré praktické

X ; P ; . 114,35,72,73,79,80
vzorky. Jednalo se hlavné o stanoveni selenu v pfirodnich vodach ,

v mineralnich vodach nebo dopliicich stravy (jedld kamenna sil, kvasnice)®""

. Popséno
bylo stanoveni selenu (spolu s Ni a Fe) v biologickych tkanich metodou izotopové
zied’'ovaci hmotnostni spektrometriegs.

Dosahované meze detekce se 1isi s ohledem na pouzity UV-fotoreaktor, zavisi té€z
na experimentalnich podminkach ¢i zvoleném detektoru. Pro pfedstavu muze byt
uvedeno, Ze pro selen se pohybuiji priblizné v jednotkach az stovkach ng 1*. Nizké meze
detekce (20 ng I"") byly ziskany napf. pfi vyse popsaném stanoveni selenu metodou
UV-PVG/ET-AAS™. Dobrych vysledkii dosahl Shih a kol.”®; v publikacich uvedené
sloupcové grafy ukazuji, ze pti UV-PVG s fotokatalyzatorem TiO; bylo pro Se(IV)
a Se(VI) dosazeno vysSich signalii nez pfi konvenénim chemickém generovéani. Zheng

|.31

a kol.”" uvadi piehledné srovnani hodnot ziskanych pfi stanoveni selenu UV-PVG a CVG

s detekci AFS a ICP-MS. Vjinych studiich autora a jeho spolupracovnika®*® je
vyzdvizeno, ze LOD 1 citlivosti byly pfi vyuziti UV-PVG mnohonéasobné (vice jak
0 100 %) vylepSeny oproti konvenénimu zmlZovani roztokd. Soucasti prace Li a kol.”® je
porovnani LOD dosaZenych pii postkolonové specia¢ni analyze s vyuzitim UV-PVG
s hodnotami ziskanymi v jinych systémech zahrnujicich HPLC a generovani tékavych
slouCenin jako interface; ptehled obsahuje meze detekce pro anorganické 1 organické
specie selenu.

V Priloze 1 (,,Tabulka I*) jsou pro ucelen¢jsi predstavu zaznamenany piiklady
mezi detekce, které byly dosazeny pro selen stanoveny s vyuzitim UV-PVG v kombinaci

s riznymi detektory.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

e Jako modelovy analyt byl pro studii vyuzit selen ve formé ionti seleniCitych
(Se(IV)). Zékladni standardni roztok o koncentraci 1 000 mg It byl pfipravovan
rozpu$ténim piislusného mnozstvi Na,SeO3-5H,O (p.a.; Sigma Aldrich, USA)
v deionizované vod¢. Obdobnym zpisobem byl z Na;SeO4-10H,0 (99,999%; Sigma
Aldrich, USA) pripravovan standardni roztok Se(VI), ktery byl vyuzit pfi analyze
realnych vzorkd.
e Deionizovana voda ptipravena zatizenim Milli Qprrus (18,2 MQ cm; Millipore, USA)
byla pouzivéana k ptipravé/fedéni vSech roztok.
e UV-fotochemické generovani
> Jako optimalni fotochemické €inidlo byla pro studii vybrana kyselina mravenci.
Pozadovana koncentrace ¢inidla byla piipravena fedénim > 98% HCOOH (puriss.
p.a.; Sigma Aldrich, USA). Dale byla k danym tc¢eliim testovana kyselina octova
(>99,8%, puriss. p.a.; Sigma Aldrich, USA).

> Kvuli zvySeni analytického signalu bylo do analyzovanych roztokt s obsahem
selenu v nékterych piipadech (vedle fotochemického ¢inidla) piidavano malé
mnozZstvi (v&tsinou jednotky mmol 1) 65% kyseliny dusi¢né. Ze stejného ditvodu
byl testovan také vliv dusi¢nanu sodného a peroxidu vodiku (vSe Suprapur;
Merck, Némecko).

e Chemické generovani

> Jako redukéni ¢inidlo byl pouzivan 0,5% roztok NaBH, (hmotnostni obsah
NaBH,4 v roztoku) pfipraveny z pevné substance (= 99%, kvalita pro stanoveni
hydridd AAS; Sigma Aldrich, USA). Cinidlo bylo pfipravovano kazdy den
cerstvé a bylo stabilizovano 0,4% roztokem NaOH (hmotnostni %) (p.a.; Lach-
Ner, CR).

> Analyzované roztoky s obsahem analytu byly pfipravovany v prostfedi 1,0 mol 17
HCI (ptipraveno z 30% HCI, Suprapur; Merck, Némecko).

e Jako nosny plyn byl béhem vsech experimentli pouzivan argon o Cistot¢ 4.8. Vodik
o Cistoté¢ 5.0 napomdahal atomizaci UV-fotochemicky vygenerovanych té€kavych

sloudenin v kiemenném atomizatoru (oba plyny z Linde Gas, CR).
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K ovéfeni spravnosti zoptimalizovanych metod byl pouzit standardni referenéni
material SRM 1643e (NIST, USA). Obsah selenu v SRM byl 11,97 + 0,14 pg I™.
Radioaktivni indikator "°Se byl pfipraven ozafovanim tercového materialu
tepelnymi neutrony v jaderném reaktoru LWR-15 (Ustav jaderné fyziky, AV CR).
Teréovym materidlem byl Se(VI) obohaceny o pfirodni izotop "“Se (0,9 %).
Radioaktivni indikator "Se(IV) byl ziskan po redukci koncentrovanou Kkyselinou
chlorovodikovou. Koncentrace selenu v zasobnim roztoku uchovavaném v 1 mol I
HCI byla pfiblizng 2 mg I'". Vice o piipravé radioaktivniho indikétoru je uvedeno
v P¥iloze 2 (,,2.2 "°Se radiotracer”).
Pfi experimentech zahrnujicich in situ zachyt tékavych sloucenin v grafitové kyveté
byl vnitini povreh kyvety modifikovan roztokem iridia o koncentraci 1 000 mg 1.
Roztok byl pfipraven z pevného (NH4)3IrClg:H20 (> 99,99%; Sigma Aldrich, USA).
Interferencni studie
> Studovan byl interferen¢ni vliv ostatnich hydridotvornych prvka (As(III), Sb(III),
Pb(II)), ptechodnych kovli a vzacnych kovi (Fe(III), Co(II), Ni(II), Cu(Il), Cd(II),
Cr(Ill), Mn(II), Ag(I)) na stanoveni selenu. Roztoky o pozadovanych
koncentracich byly pfipraveny fedénim standardnich roztokii o koncentraci
1,000 + 0,002 g I (jednoprvkové vodné kalibraéni roztoky ASTASOL na trovni
certifikovaného referenéniho materialu; Analytika, CR).
> Dadle byl sledovan vliv mineralnich kyselin a ptislusnych soli na stanoveni selenu.
Pozadované koncentrace H,SO,, HCI, H3PO,4 byly piipraveny z koncentrovanych
kyselin o vysoké cistoté (Suprapur; Merck, Némecko). Roztoky interferujicich
aniontli (sirand, chloridii a fosfore¢nant) byly ziskany z pevnych substanci
s obsahem sodného kationtu (Suprapur; Merck, Némecko).
K ¢isténi kiemenného atomizatoru poslouZila koncentrovana kyselina fluorovodikova
(Analpur S.D.; Analytika, Praha, CR). Pfi ¢isténi aparatury se dale uplatnila kyselina
dusi¢nd (65%, p.a.; Merck, Némecko). Pii experimentech s radioaktivnim
indikatorem °Se byla za u¢elem vylouzeni zbytkového analytu z aparatury vyuzivana
lucavka kralovska pfipravend smisenim koncentrované kyseliny dusi¢né a kyseliny

chlorovodikové v objemovém poméru 1:3 (Suprapur; Merck, Némecko).
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3.2 Praktické vzorky

3.2.1 Potravinové dopliiky

Celkem pét preparat od riiznych vyrobct (zakoupeno ve volném prodeji 1€karen)
obsahovalo Se(IV) nebo Se(VI). Dopliiky byly ve formé tablet, pouze jeden mél podobu
kapsli. Vzorky jsou v této praci oznaCovany pismeny A — E. Slozeni jednotlivych

preparata bylo dle ptibalovych letaka nasledujici:

» Vzorek A: seleni¢itan sodny (50 pg/tableta), vitamin E (3 mg/tableta), sorbitol
(plnidlo), stearan hote¢naty (plnidlo), matové aroma.

» Vzorek B: seleniCitan sodny (50 pg/tableta), glukonan zine¢naty
(109 mg/tableta), mikrokrystalicka celuléza (89 mg/tableta; plnidlo), stearan
hotecnaty (6 mg/tableta; kluzka latka).

» Vzorek C: seleni¢itan sodny (30 pg/tableta), sorbitol, dextrdza, mikrokrystalicka
celuldza, laktat zine¢naty (15 mg zinku/tableta), stearan hofecnaty.

» Vzorek D: selenan sodny (100 pg/tableta), fosforecnan vapenaty (plnidlo),
celuléza (emulgator), karboxymethylceluldza (stabilizator), Selak (lestici latka),
stearan hotecnaty a kyselina stearova (zvlh¢ovadla), oxid kfemicity (protispékava
latka).

» Vzorek E: selenan sodny (50 pg/kapsle), sojovy olej, palmovy olej, kokosovy olej
a veeli vosk (nosi€), zelatina, glukonan zineénaty, DL-alfa-tokoferol acetat,

glycerol (zahust'ovadlo), sojovy lecitin (emulgator), barvivo E 172.

Pti ptipravé vzorkid pro analyzu byly k riznym ucelim vyuzivany: 65% HNOs,
30% HCI, 30% H,0; (Suprapur; Merck, Némecko). Tyto chemikalie poslouzily jako
extrak¢ni ¢inidla, k pfedredukei Se(VI) ¢i k mikrovinné asistované digesci. Detailni popis
upravy vzorkd pfed analyzou je popsan v Priloze 3 (,,2.4.1 Sample pre-treatment”),

nize je uveden stru¢ny piehled.

e Vzorky s obsahem Se(1V)
Tablety byly postupné rozpou§tény v deionizované vodg, v 0,5 mol 1™t HNO;
nebo v 50,0 mmol I™* HCI. Viechny experimenty byly opakovany dvakrét, tudiz bylo

z kazdého baleni potravinovych doplikl analyzovéano celkem Sest tablet.
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Néhodné vybrané tablety byly zvazeny, rozdrceny na prasek, ktery byl opét
zvazen. Prasek byl pieveden do odmérné banky, ktera byla doplnéna po rysku ptislusSnym
extrakénim cinidlem. V dal§im kroku byl vzorek podroben ultrazvukem asistované
extrakci po dobu 30 minut (teplota 14zn€¢ 40 °C). Po vyjmuti z ultrazvukové 1azné byly
vzorky zfiltrovany, aby se odd¢lila jejich nerozpusténa cast. Vzorky byly analyzovany
metodou UV-PVG/QF-AAS poté, co bylo k filtratu piidano ptislusné mnozstvi kyseliny
mravenci, a vzorek v odmérné banice byl doplnén deionizovanou vodou po rysku. Do
nekterych ban€k byl navic pfidavan standardni roztok Se(IV), protoze obsah analytu ve
vzorcich byl ur€ovan metodou standardniho ptfidavku; analyzované roztoky obsahovaly
0,0; 1,0; 2,0 nebo 5,0 pg 1" standardu Se(1V).

Vezme-li se v Gvahu vyrobcem deklarované mnozstvi selenu v tabletach, po
popsanych upravach obsahovaly analyzované roztoky piiblizng 5 pg 1™t Se(IV) (vzorek
A, B) nebo 3 pg It Se(IV) (vzorek C). Koncentrace kyseliny mravenéi byla ve viech
vzorcich 0,5 mol 1%, Pokud byly tablety rozpoustény v 0,5 mol I™* HNOs, konetna
koncentrace kyseliny v analyzovanych roztocich &inila 5,0 mmol ™" (pfi této koncentraci
byly vramci optimalizacni studie naméfeny nejvy$si absorbance). A podobné,
koncentrace kyseliny chlorovodikové ve vyslednych roztocich urcenych pro analyzu

&inila 0,5 mmol I,

e Vzorky s obsahem Se(VI)

Uprava vzorkii D, E vyzadovala zafazeni ptedredukéniho kroku zajistujiciho
pfeménu hydridove neaktivniho Se(VI) na generovani ptistupnéjsi Se(IV).

Jedna tableta vzorku D byla zvazena, rozdrcena a vznikly prasek byl opét zvazen;
vzorek E nebyl drcen, protoze byl ve formé kapsli. Nasledovalo rozpusténi prasku/kapsle
v deionizované vodé. Poté byly vzorky vystaveny ultrazvukem asistované extrakci
a zfiltrovany stejnym zplsobem jako pfi pfipravé vzorki A — C. V dal§im kroku byl
filtrat smisen stakovym mnozstvim koncentrované kyseliny chlorovodikové, aby
odmérmné baiiky po doplnéni deionizovanou vodou obsahovaly 6,0 mol 1"t HCI. Takto
ptipravené vzorky byly zahfivany ve vodni ldzni (teplota byla udrzovana v rozmezi
90 — 95 °C) po dobu 60 min za ucelem konverze Se(VI) na Se(IV). Po ochlazeni na
laboratorni teplotu byly pfipraveny finalni vzorky pro analyzu metodou UV-PVG/QF-

49



AAS; analyzované vzorky obsahovaly asi 5 pg I”* Se(IV) (s ohledem na deklarované
mnozstvi), 0,5 mol "> HCOOH a 0,0 — 5,0 pg I"* standardu Se(1V).

Pouze vzorek E byl navic vystaven mikrovinnému rozkladu. Jedna kapsle byla
vlozena do rozkladné naddobky, pfidano bylo 5 ml koncentrované kyseliny dusi¢né a 2 ml
30% peroxidu vodiku. Vzorek byl vlozen do mikrovinného rozkladného zatizeni a
podroben tfi fdzovému programu: 1.) 35% intenzita mikrovlnného zafeni, 10 min;
2.) 50% intenzita mikrovinného zafeni, 5 min; 3.) 100% intenzita mikrovinného zareni,
5 min. Vysledny homogenni roztok byl odpafen do sucha. Odparek byl nasledné
rozpuitén v 6,0 mol 1" HCI a vznikly roztok byl zahtivan ve vodni ldzni (90 — 95 °C,
60 min). Vzorek po predredukci byl dale upravovan stejnym zptisobem jaky byl uveden

vyse.

3.2.2 Vzorky vod

Vzorky vod byly odebrany do plastovych nadobek, pted analyzou nebyla
provedena zadna jejich stabilizace ¢i filtrace.
> Vzorky pitné vody: studniéni voda (odbérné misto Kosik, CR), kohoutkovéa voda
(Praha, CR) a balena neperliva pramenit4 voda (Pepsico, CR).
> Vzorky ficni vody: fi¢ni voda odebrand na dvou mistech z feky Vltavy (Praha,

~

CR).
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3.3 Pristroje a zarizeni

3.3.1 Atomovy absorp¢ni spektrometr a jeho prisluSenstvi

Vygenerované teékavé slouCeniny byly pii experimentech detekovany atomovym
absorpénim spektrometrem Unicam 939 Solaar (Unicam, UK). Ke korekci nespecifické
absorpce poslouzila ve vSech ptipadech deuteriova vybojka (Cathodeon, UK).

Jako zdroj primarniho elektromagnetického zafeni byla povétSinou vyuzivana
vybojka s dutou katodou pro selen (Heraeus, UK). Napajeci proud vybojky byl 10 mA,
Sitka spektralniho intervalu €inila 0,5 nm. Zateni bylo detekovéno na charakteristické
vinové délce 196,0 nm. Béhem nékterych experimentli (pii analyze potravinovych
doplnki) se jako zdroj zafeni uplatnila selenova vybojka s velmi vysokou intenzitou
zateni pti zachovani nebo 1 sniZeni polositky emitované ¢ary, tzv. superlampa (Photron,
Australie). Napajeci proud vybojky byl 15 mA a zhavici proud (zesileni) 22 mA. Pti
praci stouto vybojkou bylo nutné pripojit ke spektrometru ptidavny napajeci zdroj
(Photron, Australie).

K atomizaci tékavych sloucenin byl pouzivan piedevS§im zevné vyhiivany
kfemenny atomizator ve tvaru pismene ,,T*. Atomizator mél délku atomiza¢niho ramene
160 mm a vnitini primér trubice ¢inil 13 mm. Uprostied zuzena cast trubice o délce
50 mm méla vnitini primér 6 mm. Do stiedu ziZené ¢asti bylo nataveno pfivodni rameno
o délce 75 mm a vnitinim priiméru 4 mm. Atomizator byl vyhtivan elektrickou vyhtivaci
jednotkou EHA 10 (RMI, CR) na 950 °C.

Pokud bylo UV-fotochemické generovani tékavych sloucenin kombinovano
s in situ zachytem, byla atomizace provadéna v grafitovém atomizatoru GF 90 (Unicam,
UK). T¢kavé slouceniny byly zachytdvany na vnitinim povrchu grafitové kyvety

s prodlouzenou zivotnosti (katalogové Cislo: 9423 393 95041; Unicam, UK).

3.3.2 UV-fotoreaktor

Pti UV-fotochemickém generovani byly tékavé slouceniny selenu generovany
v pratokovém UV-fotoreaktoru slozeném ze zdroje UV-zafeni a z reakéni civky

pfichycené k jeho povrchu.

51



e Zdroj UV-zaieni

Zdrojem UV-zafeni byla nizkotlaka rtutova UV-vybojka trubicovitého typu,
V jejimz emisnim spektru byla dominantni vinova délka 253,7 nm odpovidajici emisni
¢are rtuti (20 W; Ushio, Japonsko). Rozméry vybojky byly nasledujici: 610 mm x
152 mm x 108 mm. Vybojka byla umisténa v napajecim zdroji (Upland, USA), jehoz
stény byly pro efektivnéjsi vyuziti UV-zafeni opatieny zrcadlovou odrazovou plochou.
Z divodu ochrany pokozky a zraku pted piimym UV-zafenim bylo v laboratofi
zhotoveno viko, kterym byl zdroj prekryt. Viko opatiené chladicimi otvory bylo
vyrobeno z tvrdého kartonu obaleného hlinikovou folii (UV-zafeni tak bylo odrazeno
1 od této plochy). Vedle popsané UV-vybojky byla k danym tcéeliim testovana jesté druha
UV-vybojka o stejném vykonu 20 W (Ushio, Japonsko), av§ak s dominantni vinovou

délkou 365,0 nm.

e Reakéni civka

Reakéni civka byla zhotovena z teflonu nebo z kiemene. Konkrétné byly vyuzity
dva druhy teflonovych hadi¢ek o rozmérech 1,0 mm i.d./2,0 mm o.d. (Supelco, USA)
a 1,0 mm i.d/1,4 mm o.d. (Flexon NC; CR), a dva druhy kifemennych trubi¢ek
o rozmérech 2,0 mm i.d./4,0 mm o.d. (Goodfellow, UK) a 0,5 mm i.d./2,0 mm o.d.
(Heraeus, Némecko). Teflonové hadicky byly okolo UV-vybojky omotany piimo,
kfemenné trubicky byly pospojovany do ,hadovitého* tvaru a pfichyceny k povrchu
vybojky béZnou stahovaci kabelovou paskou. Prvotni pokusy byly provadény s 570 mm
dlouhymi kifemennymi trubickami, které byly na koncich pospojovany kousky
Tygonovych hadi¢ek o délce cca 5 cm (podle nakresu na Obr. 3.1 A). Poté co byly na
zakladé zméfenych absorbanci (detekce QF-AAS) zjiStény piiblizné optimalni délky
kfemennych reak¢nich civek, bylo pfikroceno k dals§i upravé tohoto materidlu. Rovné
trubicky byly odborné zohybany (ptfipadné zkraceny) do tvaru pismene ,,S“ a spojeny
kousky Tygonovych hadic¢ek tak, aby mezi nimi vznikl minimalni mrtvy objem; mezera
mezi trubikami nepiesahla 2 mm (viz. nakres na Obr. 3. 1 B). Vytvofeny ,,had* byl
rovnomérné rozprostten po povrchu rtutové vybojky a zafixovan. Nejednalo se tedy
o reakéni civku v pravém slova smyslu (kfemenné trubicky nebyly navinuty okolo
rtutové vybojky pfimo), piesto bude pro potieby této prace pojem reakéni civka

pouzivan i v souvislosti s UV-fotoreaktorem zhotovenym z kiemennych trubic.
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Obr. 3.1 Naznak propojeni kifemennych trubicek za i¢elem zhotoveni reakéni civky
pro potieby UV-fotochemického generovani

A) Predbéznad uprava: rovné kiemenné trubicky byly na koncich pospojovany Tygonovymi
hadickami; B) Konecna uprava: zohybané kiemenné trubicky byly pospojovany Tygonovymi

hadickami tak, aby mezera mezi jednotlivymi trubickami byla minimalni

Pro lepsi piedstavu je na Obr. 3.2 ukazano né€kolik fotografii UV-fotoreaktoru
(bez ochranného vika), na kterych je mimo jiné dobfe viditelny napdjeci zdroj
s odrazovymi plochami. Jednotlivé reakéni civky a potazmo i UV-fotoreaktory budou

V této praci pro zjednoduseni oznacovany dle pouZitého materidlu a rozméri jako:

Teflon 1 (1,0 mmi.d./2,0 mm o.d.)
Teflon 11 (1,0 mmi.d./1,4 mm o.d.)
K¥emen I (2,0 mm i.d./4,0 mm o0.d.)
K¥emen II (0,5 mm i.d./2,0 mm o0.d.)

vV V VYV V

Poznamka: (1) U Teflonu II je potieba rozliSovat, zda byl pii UV-PVG pouzit v souvislosti
s fotochemickym cinidlem kyselinou mravenéi ¢i kyselinou octovou. Divodem je odliSna
délka této reakcni civky; v pifipadé kyseliny octové byl pouzivan podstatné delsi Teflon 11
(viz. 4.1.2 Reakeni civka). Nelze tedy automaticky spojovat nazev ,,Teflon II“ s délkou
reakéni civky, ale pouze s jejim vnitinim/vnéj§im primérem. Ostatni reakéni civky byly
pouzivany pouze ve spojeni s kyselinou mravenci. Teflon s oznacenim Teflon II byl (jako
material reak¢éni civky) vyuzit také pii srovnavacim CVG. (2) V disertacni praci je pouzivano
slovni spojeni vnitini pramér reakéni civky. Pod timto pojmem méme na mysli vnitini

pramér teflonové/kemenné trubice, ze které je reakéni civka vinuta.
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Odraz od zrcadlové plochy

Obr. 3.2 UV-fotoreaktor

Vyuzivany UV-fotoreaktor byl sloZen z nizkotlaké rtutové UV-vybojky (20 W, 253,7 nm),
K jejimuz povrchu byla prichycena reakcni civka. Umistén byl v napdjecim zdroji, ktery mél
stény opatrené zrcadlovou plochou. A) Pohled z boku; B) Pohled z vrchu; C) Zvétseny vyrez
UV-vybojky (i s odrazem od zrcadlove plochy), okolo které je omotana teflonova reakcni
civka; D) Varianta UV-fotoreaktoru s kremennou reakcni civkou: , hadovité* poskladané
kremenné kapilary byly prichyceny k povrchu UV-vybojky kabelovou stahovaci paskou
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3.3.3 Méreni radioaktivity

Pfi experimentech s radioaktivnim indikatorem "°Se byl k méfeni radioaktivity
pouzivan gama spektrometr Minaxi Auto-Gamma 5000 (Packard Instrument Co., USA)
vybaveny polovodicovym detektorem studnicového typu zhotovenym z monokrystalu
Nal(T1). Rozsah méfenych energii gama zafeni byl na analyzatoru nastaven v intervalu
60 — 467 keV, méfeni probihalo po dobu 120 s. Méfeni radioaktivity bylo provedeno
vyskolenym persondlem v radiochemické laboratofi (Ustav analytické chemie AV CR,
v.v.1.), kterd disponuje piislusSnymi opravnénimi provadét experimenty s radioaktivnim

materialem.

3.3.4 Davkovaci zafizeni pii in Situ zachytu

Béhem experimentii zahrnujicich kolekei v grafitové kyveté¢ byly tekavé
slouceniny selenu do tohoto typu atomizatoru zavadény pomoci zjednodusené¢ obdoby
zafizeni dfive pouzivaného v laboratofi spektrometrickych metod™. Zakladem byla
kifemenna kapilara s nemodifikovanym vnitinim povrchem o vnitinim priméru 0,53 mm
a délce 40 mm (Supelco, USA). V dolni ¢asti byla kapilara zbavena polyimidového obalu
v délce 5 — 7 mm tak, aby se zabranilo nataveni tohoto materialu pfi zasunuti kapilary do
zahraté grafitové kyvety; kapilara byla na né€kolik sekund ponofena do vrouci kyseliny
sirové a nasledné oplachnuta ethanolem a deionizovanou vodou. Opaény konec kapilary
byl v délce cca 25 mm zasunut a pfipevnén do plastové PEEK kapilary o vnitinim
pruméru 0,77 mm (Supelco, USA). Takto upravena kapilara byla fixovana v teflonovém
konektoru umisténém v davkovacim rameni autosampleru GF 90 (Obr. 3.3). Z druhé
strany konektoru byla upevnéna Teflonova kapildra o vnitinim priméru 0,5 mm,
privadéjici tékave slouceniny ze separatoru fazi. Mezi separator fazi a konektor byl jesté
umistén piepinaci solenoidovy ventil (Cole-Parmer, USA) umoziujici dle potieby

usmérnovat tok plynné faze do davkovaciho zatizeni nebo do odpadu.
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Obr. 3.3 Zavadéci kapilara tékavych sloucenin selenu vyuZivana p¥i in situ zachytu

3.3.5 Ostatni pristroje a zarizeni

Peristaltické pumpy: Kapalné vzorky byly Cerpany programovatelnou peristaltickou
pumpou MasterFlex s osmi-kanalovou hlavou Ismatec (Cole-Parmer, USA). Odpadni
kapaliny byly transportovany ¢tyf-kanalovou peristaltickou pumpou — Stavebnicové
erpadlo SC4 (CSAV, CR).

Regulitory priutoku plyni: Rotametr s vyménitelnymi pritokovymi trubicemi
(Cole-Parmer, USA) byl pouzit k regulaci priutokové rychlosti nosného plynu. Pritok
vodiku byl fizen digitalnim regulatorem priitoku (pritok do 50,0 ml min™*; Cole-
Parmer, USA).

Separator fazi: VyuZit byl na miru zhotoveny kiemenny separator fazi s nucenym
odtahem o vnitinim objemu 25 ml (Obr. 3.4 A). Zkousena byla také varianta
separatoru fazi pfimo propojené¢ho s pfivodnim ramenem kiemenného atomizétoru
v jeden celek (Obr. 3.4 B). Tento druhy separator m¢l objem piiblizn¢ 15 ml, délka
spojovaciho kiemenného ramene byla 7 cm. Cast suplujici atomizator byla rozmérové
o néco menSi nez samostatny kiemenny atomizator pouZzivany pro vétSinu
experimentl (pfislusny atomizator byl popsan vySe, ukazan je na Obr. 3.4 C). Délka
atomiza¢niho ramene Cinila 120 mm a vnitini priimér trubice byl 10 mm. Uprostied

zuzend Cast o délce 50 mm m¢éla vnitini primér 5 mm.
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Obr. 3.4 Separator fazi s nucenym odtahem (A); separator fazi s nucenym odtahem

spojeny s atomizatorem v jeden celek (B) a samostatny ki‘emenny atomizator (C)
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Piepinaci ventil: Pfepinani mezi pumpovanim vzorku a slepého pokusu bylo

realizovano manuélné ovladanym dvoucestnym ventilem (P-lab, CR).

Cerpaci a spojovaci hadi¢ky z Tygonu, teflonové spojovaci hadi¢ky a spojovaci

material (rizné rozméry; Supelco, USA).

Piistroje a zaFizeni p¥i analyze realnych vzorki

> Ultrazvukova lazen Elmasonic S, E 30 H (ELMA, Némecko) vybavena
elektronicky regulovanym topenim a Casovym spinacem.

> MikrovInné rozkladné zafizeni MDS 2000 (CEM, USA).

> Injekéni filtry o priméru 47 mm s membranou zregenerované celuldozy
o velikosti port 0,2 pum (Whatman, UK).

Molekulovy absorpéni spektrofotometr: Propustnosti riznych teflonovych hadicek

a kfemennych trubicek pro UV-zafeni byly zjiStovany pomoci molekulového

absorpéniho spektrometru umoznujictho méfit absorbance az do hodnoty Sest

absorbanénich jednotek (Pye-Unicam PU 8800; Unicam UK). K méfeni byly vyuzity

pratokové kyvety s velmi malym vnitinim objemem i primérem vstupniho otvoru

(8 ul; 178.713-QS; Hellma USA). Pifi méfeni byla pfislusnd podélné

roztiznutd/zbrouSend hadicka/trubicka vzdy fixovana na okénko pritokové kyvety

s velmi malym vnitinim objemem 1 primérem vstupniho otvoru. Spektrofotometr byl

vynulovan na samotnou pratokovou kyvetu bez hadic¢ky/trubic¢ky, nasledovalo méfeni

s hadickou/trubi¢kou. Odpovidajici hodnota transmitance byla odeftena pti vinoveé

délce 253,7 nm.

Skenovacim elektronovym mikroskopem (JSM-6380LV; JEOL, USA) byla

mapovana struktura vnitiniho povrchu reakénich civek.

pH metr (AD 1000; Adwa, Mad’arsko).

58



3.4 Experimentalni usporadani a pracovni postupy

3.4.1 UV-fotochemické generovani v kombinaci s QF-AAS

UV-fotochemické generovani té€kavych sloucenin bylo provadéno v rezimu
kontinualni priutokové analyzy. Pfed samotnou analyzou byly kapalné vzorky s obsahem
selenu off-line miseny s fotochemickym ¢inidlem, v nékterych ptipadech byla piidavana
dalsi ¢inidla (napi. kvili zvySeni analytického signalu byla vétSina pokust uskutecnéna
také s pridavkem kyseliny dusi¢né). Vzorky/slepé pokusy byly peristaltickou pumpou
cerpany do UV-fotoreaktoru, kde byly v disledku plisobeni UV-zafeni generovany
tékavé slouCeniny selenu. Prepinani mezi pumpovanim vzorku a slepého pokusu bylo
realizovano manudln¢ ovlddanym dvoucestnym ventilem. Reakéni smés obohacend
o t¢kave slouceniny byla na vystupu z UV-fotoreaktoru transportovana proudem nosného
plynu do separatoru fazi s nucenym odtahem, kde se oddélovala kapalna a plynna faze.
Zatimco ptebytecna kapalina byla fizené odCerpavana druhou peristaltickou pumpou do
odpadu, plynna faze byla proudem nosného argonu undsena do kiemenného atomizatoru
zevné vyhtivaného na 950 °C. Za ucelem efektivni atomizace bylo do atomizatoru
zavadéno malé mnozstvi vodiku. Nosny plyn byl obvykle zavadén do proudu kapalného
vzorku pred vstupem do UV-fotoreaktoru; testovano bylo také jeho zavadéni za

UV-fotoreaktor ¢i do obou poloh soucasné. Schéma piisluSné aparatury je nacrtnuto na
Obr. 3.5.
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Obr. 3.5 Schéma aparatury pro UV-PVG/QF-AAS

1 — dvoucestny prepinaci ventil;, 2 — peristalticka pumpa; 3 — UV-fotoreaktor; 4 — tlakova
lahev s nosnym plynem,; 5 — rotametr; 6 — separdtor fazi s nucenym odtahem; 7 — tlakova

lahev s vodikem,; 8 — digitdlni regulator pritoku plynii; 9 — kfemenny atomizdtor

3.4.2 Experimenty s radioaktivnim indikatorem "°Se

Pti urcovani celkové ucinnosti UV-PVG na zékladé experimentii s radioaktivnim
indikatorem "°Se byla vyuzita stejnd aparatura jako pro kontinualni generovani popsana
v souvislosti s UV-PVG/QF-AAS. Na vystupu ze separatoru fazi vSak nebyl umistén
kfemenny atomizator, nybrz dvé sériové zapojené plastové kolonky naplnéné
granulovanym aktivnim uhlim. Poté co byly na kolonkach sorbovany tékavé slouceniny,
byla off-line zjistovana aktivita téchto kolonek. Schéma experimentalniho uspofadani je

naznacéeno na Obr. 3.6.
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Obr. 3.6 Schéma experimentalniho usporadani pii pokusech s radioaktivnim
indikatorem ">Se

1 — dvoucestny prepinaci ventil; 2 — peristalticka pumpa, 3 — UV-fotoreaktor; 4 — tlakova
lahev s nosnym plynem,; 5 — rotametr; 6 — separdtor fazi s nucenym odtahem; 7 — tlakova
lahev s vodikem,; 8 — digitdlni regulator priitoku plynii

e Pracovni postup p¥i experimentech s radioaktivnim indikatorem "Se
Experimenty s radioindikatorem ">Se sestavaly z n&kolika krokd. Nejprve byl do
aparatury pro UV-PVG kontinudlné cerpan vzorek obsahujici 10,0 pg I”* neaktivniho
standardu Se(IV) pfipraveny v prostiedi kyseliny mravenci (nebo v prostiedi kyseliny
mravenc¢i a kyseliny dusi¢né). Tento krok byl zafazen kvuli zajisténi ustdleného stavu
a piipadné také kvili nasyceni vSech vnitinich povrchl aparatury. Po 20 min byla ¢erpaci
hadicka ponofena do nadobky s 10 ml vzorku, ktery obsahoval misto neaktivniho
standardu radioaktivni indikator "°Se o koncentraci piiblizné 10 pg I opét bylo ptidano
fotochemické Cinidlo nezbytné pro UspésSny pribéh generovani a v nékterych pokusech
také kyselina dusicné. Soucasné s Cerpanim tohoto vzorku byl zapocat zachyt plynné faze
na kolonkach naplnénych aktivnim uhlim, ktery pokraoval béhem celého pokusu. Po
vycerpani veskerého roztoku bylo obnoveno Cerpani vzorku s neaktivnim selenem. Po

10 min byl opét Cerpan vzorek s obohacenym selenem, kolonky s aktivnim uhlim byly
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vyménény za nové; vymeéna s neaktivnim/aktivnim selenem poté probé¢hla jesté jednou
(méfeni bylo provedeno celkem tiikrat). Nasledn¢ byl do systému Cerpan slepy pokus
(10 min) a nakonec deionizovand voda (3 min). Po dobu trvani celého pokusu byl do
ptipravenych méficich nadobek jiman kapalny odpad odcerpavany ze separatoru fazi.

Po skonceni generovani byly celé kolonky naplnéné aktivnim uhlim umistény do
méficich nadobek a gama spektrometrem byla zjistovana jejich aktivita. Méfena byla
také aktivita odpadnich roztokli po generovani a aktivita jednotlivych soucasti aparatury,
které¢ ptiSly do styku s radioindikatorem selenu (napi. Cerpaci hadicky, spojovaci
hadicky). Diky svym rozmérim nebylo mozné do méficich nadobek umistit separator
fazi a reakeni civky. Z toho diivodu nebyla aktivita téchto komponent aparatury métena
pifimo, ale ve vyluzich ziskanych na zékladé opakovaného vyplachu (minimalné
trojndsobného) lucavkou kralovskou. Aktivity prazdnych méficich nadobek byly
zjistovany pied kazdou sérii experimentli a naméfené hodnoty byly odecitdny od hodnot
piislusejicich plnym nadobkam (nadobky s kolonkami, s kapalnym odpadem apod.).

Experimenty byly hodnoceny nésledujicim zptisobem: Vstupni aktivita kapalného
vzorku s obsahem radioaktivniho indikatoru "*Se (roztok pied generovanim), byla
povazovana za 100 % a byla zjistovana na zacatku kazdého pokusu. Uginnost UV-PVG
byla urcena na zaklad¢ frakce analytu (% podil ze vstupni aktivity) zachycené na
kolonk4ch a na hadi¢kach spojujicich separator fazi s kolonkami. Obdobné byly ke
vstupni aktivité vztahovany aktivity zjisténé v kapalném odpadu a v jednotlivych ¢astech
aparatury. Detailni popis experimentd s radioindikatorem je popsan v Priloze 2 (,,2.4

Procedure and conventions*).

3.4.3 UV-fotochemické generovani v kombinaci s GF-AAS

Aparatura propojujici UV-fotochemické generovani sin situ zachytem
vygenerovanych tékavych sloucenin v grafitové kyvet¢ (UV-PVG/GF-AAS) je
znazornéna na Obr. 3.7. Jak je z obrazku ziejmé, aparatura je do znacné miry shodna
s uspofadanim pii UV-PVG/QF-AAS; UV-PVG bylo opét realizovano v pratokovém
modu, rozdily jsou patrné az od okamziku, kdy plynna faze opoustéla separator fazi.
Plynné faze byla v tomto uspotfadani vedena do solenoidového ventilu, odkud mohla byt

podle potfeby smérovana bud’ do grafitové kyvety elektrotermického atomizatoru nebo
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do odpadu. Nosny plyn obohaceny o tékavé slouceniny byl do grafitové kyvety zavadén
prostiednictvim automaticky ovladaného dévkovaciho zafizeni, na jehoz konci se
nachazela specidlné¢ upravend kiemenna dévkovaci kapilara; davkovaci rameno bylo
fizeno pomoci programu vyvinutého v grafickém programovacim prostiedi Labview 7.1

(National Instruments, USA).

Obr. 3.7 Schéma aparatury pro UV-PVG/GF-AAS
1 — dvoucestny prepinaci ventil; 2 — peristalticka pumpa; 3 — UV-fotoreaktor; 4 — tlakova
lahev s nosnym plynem; 5 — rotametr; 6 — separdtor fdazi Snucenym odtahem; 7 —

solenoidovy ventil; 8 — automaticky oviadané davkovaci rameno,; 9 — grafitova kyveta

Grafitova kyveta byla v pribéhu experimentu postupné zahfivana prichodem
elektrického proudu dle optimalizovaného teplotniho programu (viz. Tabulka 4.15
V 4.8.2.5 Souhrnna tabulka — teplotni program). Aby se zabranilo pfistupu kysliku ze
vzduchu k rozzhavenému grafitu a volnym atomim analytu, probihal elektricky ohfev
kyvety v atmosféfe velmi &istého ochranného plynu (argon o pritoku 1 1 min™'). B&hem
experimentll nebylo nutné do aparatury zavadét vodik; atomizace probihala jinym

mechanismem nez v kifemenném atomizatoru.
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e Modifikace vnitiniho povrchu grafitové kyvety p¥i in situ zachytu

Pro vétsi ucinnost zachytu byl vnitini povrch grafitové kyvety pokryt

(modifikovan) vrstvou iridia. Postup modifikace kyvety byl nésledujici. Do grafitové

kyvety bylo automaticky nadavkovano 40 pul zasobniho roztoku iridia o koncentraci

1000 mg I, Poté byl spustén teplotni program shrnuty v Tabulce 3.1. N&kolika fazovy

program zahrnoval pozvolné suseni nadédvkovaného roztoku, pyrolyzu a distici kroky.

Cela procedura byla opakovéana pétkrat, takze bylo do kyvety postupné nadavkovano

200 pl iridia. Povlak vytvofeny na vnitinim povrchu kyvety byl staly a nebylo nutné ho

obnovovat; celkové bylo s jednou modifikaci uskutecnéno vice nez tisic atomizacnich

cykli.

Tabulka 3.1 Teplotni program pro modifikaci vnitiniho povrchu grafitové kyvety pfi

in situ zachytu t€kavych sloucenin; vnitini povrch byl modifikovan iridiem

Faze Teplota Trvani faze Nartst Pratok ochranného argonu
(°C) (s) (°Cs™) (Imin™)
1 90 40 5 1
2 110 40 1 1
3 130 40 1 1
4 1200 25 300 1
5 2100 10 500 0
6 2100 5 - 0

e Piimé davkovani kapalného vzorku do grafitové kyvety

Pii pfimém zavadéni kapalného vzorku do grafitové kyvety (tedy bez zafazeni

generovani) bylo automaticky ovladanym ramenem déavkovano vzdy 20 pl vzorku. Po

vysunuti davkovaci kapilary byl spustén teplotni program uvedeny v Tabulce 3.2.
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Tabulka 3.2 Teplotni program pro ptimé davkovani kapalnych vzorkt do grafitové
kyvety

Faze Teplota Trvani faze Narust Pritok ochranného argonu
(°C) (s) (°Cs™) (I min™)
1 160 12 10 2
2 1000 10 100 2
3 1000 1 - 0
4 2000 3 - 0
5 2000 15 - 3
6 2200 3 - 3

3.4.4 Chemické generovani

Jako srovnévaci byla pro zna¢nou ¢ast experimentll vyuzita technika chemického
generovani tékavych sloucenin v prutokovém uspoiadani. Jak je patrné z Obr. 3.8,
nejvétsi rozdil oproti aparatufe vyuzivané pii UV-PVG spocival v nahrazeni
UV-fotoreaktoru. Reduk¢éni reakce spojena s generovanim selenovodiku probihala
v tomto ptipad¢ v teflonové reakéni civce, do niz byly jednim kanalem Cerpany ionty
selenicité pfipravené v kyselin€ chlorovodikové, druhym kandlem pak redukcni €inidlo
NaBH, stabilizované hydroxidem sodnym. Nosny plyn, argon, byl zavadén nékolik
centimetri (cca 5 cm) za T-spojku, v niZ se vzajemné misil okyseleny vzorek
s redukénim ¢inidlem. Vodik nebylo nutné ptidavat; dostatecné mnozstvi se uvoliiovalo
pii reakci s NaBHj,. Dle konkrétnich pokusti (shodné jako pi1 UV-PVGQG) byla plynna faze
na vystupu ze separatoru fazi transportovana do kifemenného atomizatoru, grafitové
kyvety nebo byla sorbovana na kolonkach naplnénych aktivnim uhlim.

Dopliime, Ze za ucelem zjiSténi maximalni G€innosti generovani tékavych
slouCenin byla vyuzita také varianta chemického generovani v davkovém usporadani.

Popis aparatury je k dohledani v Ptiloze 2 (,,2.3.3 Batch CVG”).
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A) Kiemenny atomizator

B) Grafitova kyveta

C) Kolonky se sorbentem

Slepy
pokus

L

Obr. 3.8 Schéma aparatury pro chemické generovani tékavych slou¢enin

1 — dvoucestny prepinaci ventil; 2 — peristalticka pumpa; 3 — reakcni civka; 4 — tlakova lahev
S nosnym plynem, 5 — rotametr; 6 — separator fazi s nucenym odtahem

Aparatura pro chemické generovani byla kombinovana s atomizaci tékavych sloucenin
V zevné vyhrivaném kremenném atomizatoru AAS (A), se zachytem tékavych sloucenin
Vv grafitové kyveté pri elektrotermické atomizaci v AAS (B), nebo byla pri experimentech
s radioaktivnim indikdatorem "°Se na vystupu ze separdtoru fizi propojena s kolonkami

naplnénymi aktivnim uhlim (C)

3.4.5 Zpracovani namérenych dat

Na vystupu z AAS detektoru byla po kazdém méfeni ziskana informace vyjadiena
ve formé bezrozmémé veliiny absorbance (pfip. ve formé integrované absorbance
v sekundéch). Pfislusné hodnoty byly odecitany z grafického zaznamu, ktery byl soucésti
ovladaciho softwaru pfistroje Solaar 939.

Pfi  generovani tékavych sloucenin (UV-fotochemickém 1 chemickém)
v kombinaci s atomovou absorpcni spektrometrii s kiemennym atomizatorem byly
vyhodnocovany absorbance v ustadleném stavu, které byly zaznamenavany pfiblizné

120 spoté, co byl v méficim okn¢ registrovan signal odliSitelny od slepého pokusu

(vzorek snulovou koncentraci analytu). V piipadé, kdy bylo ke stanoveni selenu
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vyuzivano generovani tékavych sloucenin s naslednou elektrotermickou atomizaci, byla
zaznamenavana vyska piku (absorbance) i plocha piku (integrovana absorbance).

Po kazdém zméieném vzorku byla zjiStovana absorbance slepého pokusu, ktera
byla od absorbance (pfip. integrované absorbance) vzorku odecitdna. Za optimalni byla
u jednotlivych studovanych parametri povazovana takova hodnota, pfi které byla
dosazena maximalni absorbance, sledovana byla téz celkova kvalita analytického signalu.
Nebude-li uvedeno jinak, méfeni byla za stejnych podminek opakovana trikrat. V grafech
vynesené body jsou aritmetickymi praméry z naméfenych hodnot. Odpovidajici
smérodatné odchylky jsou vyjadieny jako chybové usecky; vypocteny byly pomoci
tabulkového procesoru Microsoft Excel 2010.

Nameéfend data byla zpracovdna softwarem Microsoft Excel 2010 (Microsoft
Corporation, USA). Veskeré grafy byly vytvafeny v programu Microcal Origin
6.0 Profesional (Microcal Software Inc., USA).

e Kalibrace

Za Ucelem definice vztahu mezi velikosti méfené¢ho signdlu (absorbance resp.
integrované absorbance) a slozenim analyzovanych vzorka (koncentrace selenu) byla za
optimalnich experimentalnich podminek provedena kalibrace. Za timto ucelem byla
postupné zjistovana odezva na sérii standardnich roztokl o vzristajici koncentraci selenu
a z naméfenych hodnot byla sestrojena kalibra¢ni zavislost. Regresni analyzou linearni
zavislosti (metoda nejmensiho souctu ¢tverci) byly uréeny koeficienty a, b charakterizu-

jici regresni piimku vyjadienou rovnici:
y =a+ bx (5)

kde y je odezva pfistroje (zavisle proménna), X vV daném piipadé piedstavuje
hmotnostni koncentraci analytu (nezavisle proménna). Koeficient a vyjadiuje tzv.
intercept neboli vertikalni posun piimky pifi nulové hodnoté nezéavisle proménné;

koeficient b predstavuje smérnici — sklon regresni piimky.

Pti zjiStovani obsahu selenu v potravinovych dopliicich a ve vzorcich vod byla
vyuzita kalibrace metodou standardniho ptidavku, pfi niz byly standardy selenu

pfidavany pfimo do vzorkll s neznamou koncentraci analytu. Volena byla vicebodova
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kalibrace (tii pfidavky). Metodou linearni regrese byly opét uréeny parametry kalibra¢ni
rovnice a, b a byla vypocitana hledana koncentrace. K ovéfeni spravnosti navrzené
metody UV-PVG/GF-AAS byla analyzovana fi¢ni voda, k hodnoceni navratnosti byla
volena metoda jednoho standardniho pridavku.

e Zakladni analytické charakteristiky

Z rovnic regresnich piimek byly uréeny zakladni analytické charakteristiky
optimalizovanych metod**®147:

Citlivost metody (dana podilem zmény méfené odezvy pristroje a odpovidajici
zmény koncentrace sledovaného analytu) byla urena jako smérnice kalibra¢ni zavislosti,
tedy z koeficientu ,,b“, ktery byl popsan vyse. Cim byla &iselnd hodnota smérnice v&tsi,
tim byla metoda citlivéjsi, nebot’ méfitelnou odezvu vyvolal mensi ptirtistek koncentrace.
V piipadé¢ stanoveni selenu metodou UV-PVG/GF-AAS byla citlivost méfeni
vyjadfovana také jako charakteristickd hmotnost. Charakteristickd hmotnost je takova
hmotnost analytu, ktera pti méfeni vyvola 1% absorpci. Nebo ekvivalentné, ktera
poskytne definovanou absorbanci 0,0044, respektive 0,0044 s v piipadé¢ vyhodnocovani
plochy piku.

Mez detekce (nejmensi koncentrace analytu ve vzorku, kterd mize byt danou
analytickou metodou detekovana) byla zjistovana nasledujicim zpusobem. Za
optimalnich podminek pro UV-PVG/QF-AAS (resp. pro CVG/QF-AAS) byl desetkrat,
co nejtésnéji za sebou, zméien signal vzorku o malé (ale jesté detekovatelné) koncentraci
selenu; volena byla koncentrace, pro niz byla zméfena absorbance jasné odlisitelna od
Sumu zékladni linie. Naméfené absorbance byly na zdkladé rovnice kalibracni pfimky
(z kalibraéni kiivky sestrojené v oboru nizkych koncentraci analytu) pifepocteny na
koncentrace a z nich byla vypoctena smérodatna odchylka. Mez detekce byla urcena jako
trojndsobek smeérodatné odchylky (LOD = 3c). Obdobné byla jako desetindsobek
smérodatné odchylky (LOD = 10c) uréena mez stanovitelnosti, vyjadiujici nejmensi
koncentraci analytu ve vzorku, ktera muze byt danou analytickou metodou jesté
stanovena s pfijatelnou presnosti.

V ptipadé vyuziti GF-AAS byly hodnoty LOD a LOQ zjistovany na zakladé
smérodatné odchylky (3o, 100) z koncentraci nulového vzorku (slepého pokusu). Navic

byly urCovany také absolutni meze detekce a stanovitelnosti vyjadiené nikoliv
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v jednotkach hmotnostni koncentrace (ng I™), ale v jednotkach hmotnosti (pg). Pii jejich
urCovani byla brana v potaz prutokova rychlost vzorku a doba kolekce analytu
v grafitové kyvete.

Opakovatelnost byla pro potieby disertacni prace vyjadfovana jako relativni
smérodatnd odchylka (RSD, %). Pro jeji vypocet bylo nutné desetkrat za sebou
analyzovat vzorek o stejné koncentraci analytu, volena byla koncentrace z linearni Casti
kalibracni kiivky. Zméiené absorbance byly pfepocteny na koncentrace a téchto hodnot
byl spocitan aritmeticky primér. Opakovatelnost byla urcena jako podil piislusné
smérodatné odchylky a aritmetického priméru z deseti opakovani. Pro ziskadni

opakovatelnosti v % byla jesté¢ hodnota vynasobena stokrat.
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4 VYSLEDKOVA CAST A DISKUZE

Jednotlivé podkapitoly shrnuji nejdilezitéjsi informace publikované v odbornych
casopisech (Prilohy 2 - 4). Na uvod jsou uvedeny informace, k jakému c¢lanku se
prislusnd podkapitola vztahuje (neni pravidlem). Nékteré podkapitoly obsahuji data
Zvice clankti najednou, uveden je ten hlavni. Kapitola je rozSifena o dosud

nepublikovana data.

4.1 Konstrukce UV-fotoreaktoru

o  Podkapitola shrnuje piedevsim informace z, ¢lanku, ktery ma v seznamu piiloh Cislo: 2

e Nizev ¢lanku: UV-photochemical vapor generation of selenium for atomic absorption
spectrometry: optimization and "*Se radiotracer efficiency study

e Ndzev ¢asopisu: Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy

V prvotni fazi praktického vyzkumu bylo nutné sestavit aparaturu pro
UV-fotochemické generovani t€kavych sloucenin a propojit ji s atomovym absorpénim
spektrometrem se zevné vyhfivanym kiemennym atomizatorem (UV-PVG/QF-AAS).
Jednu z nejdilezitéjSich soucasti aparatury pro UV-PVG piedstavuje UV-fotoreaktor
neboli generator tékavych sloucenin. Pravé konstrukei ,,jadra* aparatury byla vénovana
zvysena pozornost. V teoretické ¢asti disertacni prace byly pfedstaveny rozmanité typy
UV-fotoreaktort (viz. 2.3.3 Generator tékavych sloucenin (UV-fotoreaktor)), pro
potfeby této prace byla zvolena asi nejjednodussi, avSak efektivni a hojné rozsifena
varianta. Jeji podstatou je bézné¢ dostupny zdroj UV-zafeni a reakéni civka prichycena

k jeho vnéjSimu povrchu.

4.1.1 Zdroj UV-zaieni

Jako zdroj UV-zafeni se uplatnila nizkotlaka rtutova UV-vybojka trubicovitého
typu, kterd je v laboratofich ¢i nemocnicich béZzn¢ vyuZzivana jako U¢inny nastroj ke
sterilizacim a k dal§$im sanitdrnim aplikacim. Popsana byla jiz v pfisluSném oddilu
experimentalni ¢asti (viz. 3.3.2 UV-fotoreaktor). Dodejme jen, ze napajeci zdroj byl

uzpusoben k sou¢asnému pouziti dvou UV-vybojek najednou (to je ziejmé i z Obr. 3.2),
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prakticky vSak byla vyuzivana pouze jedna vybojka. Varianta s obéma UV-vybojkami
byla téz zkousena, kdy k povrchu jedné z nich byla pfichycena reakcéni civka (pracovano
bylo s Teflonem II), druha slouzila pouze jako piidavny zdroj UV-zafeni. Dosazené
analytické signdly naznacily, ze zapojeni druhé vybojky nema na vysledky vyznamny
vliv a to pravdépodobné diky zna¢nému rozptylu UV-zafeni (emitovaného ptidavnou
vybojkou) jesté pred prinikem skrz materidl reakéni civky; rozdil v absorbancich pfi
zapojeni jedné/obou vybojek nepiesdhl 10 %.

Pokud se jest¢ tyka pouzitych UV-vybojek, testovana byla také UV-vybojka
emitujici zafeni o vinové délce 365,0 nm, emise pti 253,7 nm byla potlacena (pfesnéji
vyjadieno, sténa vybojky vinovou délku 253,7 nm nepropoustéla). UV-fotoreaktor
vyuzivajici tento zdroj UV-zafeni se vSak neosveédcCil. Pro rizné délky reakéni civky
a rizné experimentalni podminky se nepodafilo ziskat Zadny analyticky signal. Tim se

potvrdilo, Ze o G¢innosti UV-PVG selenu rozhoduje prave vinova délka 253,7 nm.

4.1.2 Reak¢éni civka

Jako reak¢ni civky byly vyuzity dva druhy teflonovych hadicek (Teflon I, Teflon
I1) a dva druhy kiemennych trubi¢ek (KFemen I, Kiemen II) liSici se svymi rozméry, tj.
mély odliSné vnitini priméry, tlouStky stén a rozdilna byla 1 jejich celkova délka (ta byla
optimalizovana pro kazdou civku samostatné, jak je popsano nize). Rizné varianty
reakénich civek byly zkouSeny zejména proto, aby se s navrzenym uspofadanim
UV-fotoreaktoru ovéfilo, jak v konkurenci kiemene obstoji pro UV-zafeni obecné méné
propustny teflon. Vychézelo se pfitom z jednoduché uvahy, ze vétsi prisun UV-zatfeni
(vice fotont dopadajicich na kapalny vzorek) by mohl vést k produkci vétSitho mnozstvi
reaktivnich volnych radikali. V konecném dusledku by pak UV-PVG mohlo probihat

S vetsi ucinnosti.

Poznamka: V disertacni praci bylo na vznik tékavych sloucenin selenu pfi UV-PVG
nahlizeno v souladu s nejrozsifenéjsi teorii (vznik t€kavych sloucenin v disledku redukce
Se(IV) volnymi radikdly formovanymi v dasledku UV-fotolytického rozkladu organickych
kyselin?).
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Jiz bylo piedeslano, Ze teflonové hadicky byly okolo UV-vybojky omotany
pfimo, zohybané kifemenné trubicky byly pospojovany do ,hadovit¢ho* tvaru (viz.
Obr. 3.1) a pfichyceny k povrchu UV-vybojky béZnou stahovaci paskou. Zminéna
uprava kiemennych trubi¢ek byla vybrana z n¢kolika divodu. Za prvé, popsana civka
dobfte priléhala k povrchu rtutové UV-vybojky (po upevnéni stahovaci paskou), coz se
ukazalo byt jako podstatné pii praci s teflonovymi hadickami. Pokud totiz hadicky
nebyly omotany natésno, analyticky signal selenu byl vyrazné niz$i. Za druhé, pfi
piredbézné optimalizaci délky reak¢ni trubice bylo zjiSténo, ze nejvyssi absorbance byly
pozorovany s vyuzitim kfemenné reakéni civky o celkové délce nckolika metri
a upravovat kiemenné trubice napft. na tifi metry dlouhou spirdlu by bylo velmi obtizné.
V neposledni fadé bylo s navrZzenym uspofaddanim mozné piidavat/ubirat pocet trubicek

a podle potteby tak libovolné ménit délku reakeni civky.

e Délka reakéni civky

UV-PVG je oznaCovano za kompetitivni proces mezi UV-fotochemickou
syntézou a dekompozici, a proto bylo potieba nalézt kompromisni délku reakéni civky,
pfi které byly za vyuziti detekce QF-AAS dosahovany maximalni absorbance. Pokud
byla jako fotochemické Cinidlo volena kyselina mravenci, optimalni délka reakénich
civek se pohybovala od 1,5 m do 4,5 m. Jak je patrné z Obr. 4.1, nejdelsi reakéni civka
byla zapotiebi pro UV-fotoreaktor Kfemen II slozeny z kiemenné trubicky s nejmensim
vnitinim primérem ze vSech testovanych variant. Naopak nejkratS$i civka optimalné
postacila pro Teflon I.

V samostatném grafu (Obr. 4.2) je zobrazena zavislost analytického signalu na
délce reakeni civky s vyuzitim druhého testovaného fotochemického ¢inidla, kterym byla
kyselina octova. Optimalné byla pro studovany Teflon II zapotiebi n€kolikanasobné delsi
reakéni civka nez v piipadé kyseliny mravendi. Zadni odezva detektoru nebyla
zaznamenana az do délky civky 6,0 m, nejvyssi signaly odpovidaly délce 11,0 — 15,0 m;
pro dal$i métfeni byla vybrana reakéni civka o délce 13,0 m. Jak bylo diskutovano
strukturou kyseliny octové. Lze se domnivat, ze UV-fotolyticky rozklad kyseliny octové
za vzniku reaktivnich radikald potfebnych pro redukci analytu je pozvolnéjsi (pomalejsi

reak¢ni kinetika).
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Obr. 4.1 Vliv délky reakéni civky na analyticky signal Se(IV)
Selen byl stanovovin metodou UV-PVGIQF-AAS s vyuZitim fotochemického cinidla kyseliny
mravendi a riznych typii UV-fotoreaktoru; cseqy) = 5,0 ug I
Teflon I (1): cucoon = 0,7 mol I Q,, = 4,5 mI min™*; Qar = 12 mI min™*; Qu, = 2,0 ml min™*

Teflon 11 (2): Cucoon = 0,5 mol I Q,, = 4,5 ml min™; Qar = 13 ml min™%; Qu,

2.0 ml min~?

Kiemen I (3): Chcoon = 0,7 mol 1™ Q,, = 4,5 ml min™"; Qar = 15 ml min™; Qu,

2.0 ml min~?

Kremen 11 (4) CHCOOH = 0,7 mol rl; sz

2.0 ml min~?
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Obr. 4.2 Vliv délky reakéni civky na analyticky signal Se(IV)

Selen byl stanovovin metodou UV-PVGIQF-AAS s vyuZitim fotochemického cinidla kyseliny
octové a UV-fotoreaktoru Teflon 11; cseqyy = 10,0 ug I
Cehacoon = 0,9 mol 1 Q,, = 2,8 mI min™; Qar = 25 mI min™; Qp, = 2,0 ml min™*

e Propustnost materiali reakénich civek pro UV-zareni

S wvyuzitim molekulového absorpéniho spektrofotometru byly zjiStovany
propustnosti pouzivanych teflonovych a kiemennych civek. Vysledky experimentl jsou
shrnuty v grafu (Obr. 4.3). Uvedené hodnoty jsou spiSe orientacni, protoze nelze
vyloucit, Ze bylo méfeni Castecné ovlivnéno odrazem zafeni ¢i jeho rozptylem na
mérnych plochéch jednotlivych materiall.

Dle ocekdvani byl sice kiemen oproti teflonu obecné vice propustny pro
UV-zafeni, vyznamnou roli vSak sehrala tlouStka stén jednotlivych materidli.
Z dosazenych hodnot vyplynulo, zZe nejvyssi propustnost okolo 55% vykazoval Kiemen
IT (tloustka stény 0,75 mm), srovnatelna propustnost (pfiblizné o 5% mensi) byla zjisténa

pro Teflon II (tloustka stény 0,2 mm). Témet o polovinu méné propoustél dopadajici
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UV-zéfeni Kfemen I (tloustka stény 1,0 mm) a konecné propustnost Teflonu I (tloustka
stény 0,5 mm) nedosahovala ani 10 %.

Podle zméienych propustnosti se na prvni pohled ziskané optimalni délky
reak¢nich civek ukéazané na Obr. 4.1 zdaji byt pon¢kud nelogické. Naptiklad, ze pro
Teflon I postacila kratsi reak¢ni civka nez pro podstatné propustnéjsi Teflon II. Je vSak

tteba zohlednit, Ze kromé& propustnosti reakénich civek mohou naméfené signaly ovlivnit

1 dalsi faktory.

Propustnost, %

Teflonl Teflon Il Kfemen | Kiemen I

Obr. 4.3 Propustnosti materiali reakénich civek pro UV-zareni

Propustnosti byly zjistovany za vyuZiti molekulové absorpcni spektrometrie
Teflon I (1,0 mm i.d./2,0 mm o.d.); Teflon II (1,0 mm i.d./1,4 mm o.d.); Kiemen | (2,0 mm
i.d./4,0 mm o.d.; Kremen II (0,5 mm i.d./2,0 mm o.d.)

e Dalsi parametry ovliviiujici UV-PVG selenu

Vedle klicovych parametri jako je material reak¢nich civek a jejich rozméry
(vnitini a vnéjsi pramér, délka civek) ovliviiuje velikost analytického signalu bezpochyby
také pratokova rychlost vzorku skrz civku nebo pritokova rychlost argonu (pokud je
zavadén pred UV-fotoreaktor stejné jako v této praci). Nelze vSak opomenout ani

celkovou geometrii jednotlivych UV-fotoreaktort. Pod timto pojmem mame na mysli
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zpusob omotani nebo prichyceni reakéni civky ke rtutové UV-vybojce (véetné tésnosti
jejiho priléhani k UV-vybojce), rizné tvary civky apod. Pravé popsanému nasveédcuji
1 vysledky jednoduchého pokusu, pfi némz bylo UV-PVG realizovano bud’ klasicky
s teflonovou hadickou omotanou kolem UV-vybojky, nebo byla posklddana do
,hadovitého* tvaru a prichycena kabelovymi paskami podobné jako tomu bylo
u kfemennych trubicek. Ve druhém ptipadé byla opakované dosahovana o vice jak 10 %
niz8i absorbance.

Urcitou roli mohou sehrat i dalSi faktory souvisejici s materidlem/rozmeéry
jednotlivych reakénich civek. Jmenovana muiize byt napt. rGznd teplota vzorku, rtizna
tloustka vrstvy roztoku absorbujiciho UV-zafeni, rozdilné wvnitini povrchy civek
(rozdilny makroskopicky povrch, odliSnosti v sorpci/uvolnéni té€kavych sloucenin
z vnitinich povrchi apod.). Na Obr. 4.4 jsou pro ilustraci ukazany snimky mapujici
strukturu vnitiniho povrchu jednotlivych materiald reakénich civek, které byly potizeny
skenovacim elektronovym mikroskopem. Na zdkladé ukazanych obrazkli nelze
vyvozovat konkrétni zavéry o mozném vlivu na ucinnost generovani, protoze vSechny
materidly mély relativné hladky povrch. Vnitini povrch obou typt kifemene byl dle
oc¢ekavani v porovnani s teflonem o néco hladsi, nejvyraznéjsi strukturu povrchu a tim

1 nejveétsi makroskopicky povrch byl zjistén u Teflonu I1.
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Obr. 4.4 SnimKky vnitifniho povrchu reakénich civek

Snimky byly porizeny skenovacim elektronovym mikroskopem
A) Teflon I (1,0 mm i.d./2,0 mm o.d.); B) Teflon 1l (1,0 mm i.d./1,4 mm o.d.); C) Kiemen I
(2,0 mmi.d./4,0 mm o.d.); D) Kremen II (0,5 mm i.d./2,0 mm o.d.)
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4.2 Kompletace aparatury

Pro studii bylo zvoleno uspofadani techniky UV-PVG v rezimu kontinualni
prutokové analyzy. Konstrukéni feSeni aparatury je popsano v experimentalni casti
disertacni prace. Jen velmi struén¢ uved'me neckolik dopliujicich udaji. Kromé
separatoru fazi snucenym odtahem, ktery byl pfes Tygonovou hadicku spojen
s kiemennym atomizatorem, byla dale zkouSena varianta separatoru fazi spojeného
s atomizatorem do jednoho pevného celku (viz. Obr. 3.4 B). Cast tohoto zafizeni
zastupujici separator fazi i ta ¢ast suplujici atomizator byly rozmérové mensi nez
Vv ptipad¢ pouziti dvou oddélenych komponent aparatury. Spojené kiemenné zatizeni
bylo testovano scilem mozného vylepSeni zakladnich analytickych charakteristik
stanoveni selenu. Teoreticky by totiz mohly byt omezeny piipadné ztraty tékavych
sloucenin pfi jejich transportu ze separatoru fazi do atomizatoru. Mensi objem separatoru
fazi by pii kontinudlnim zpisobu generovdni nemél mit vyznamny vliv na vysku
meéfeného signdll, ovlivnit by mohl spise rychlost poklesu signalu (potvrdilo se).

Prakticky pouziti spojeného zafizeni vylepSeni zékladnich analytickych
charakteristik nepfineslo. Meze detekce a citlivosti zlstaly za zoptimalizovanych
experimentalnich podminek piiblizné¢ na stejné Grovni a opakovatelnost se dokonce
mirné zhorsila. Ukazalo se tedy, ze odstranéni nadbytecnych spojl, zmenseni vnitiniho
objemu separatoru fazi ¢1 krat$i (a zjiného materidlu zhotovend) transportni trubice
nemély vyznamny vliv na dosazené vysledky. Ke zlepSeni hodnot by mozna mohlo
pfispét prodlouzeni atomiza¢niho ramene kfemenného atomizatoru, a tedy prodlouZeni
délky absorpéniho prostiedi v optické ose atomového absorpéniho spektrometru; oproti
puvodnimu kfemennému atomizatoru bylo atomiza¢ni rameno o né¢kolik centimetri
kratsi.

Pro dalsi experimenty byla upfednostnéna varianta, kdy byly separator fazi
a kifemenny atomizator samostatnymi funkénimi jednotkami propojenymi Tygonovou
hadi¢kou. Délka Tygonové hadicky byla zvolena pokud mozno co nejkratsi (asi 20 cm),

aby bylo minimalizovano mozné riziko ztrat té€kavych sloucenin.
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4.3 Optimalizace experimentalnich podminek

e Podkapitola shrnuje piedevsim informace z clanku, ktery ma v seznamu piiloh Cislo: 2

e Nizev ¢lanku: UV-photochemical vapor generation of selenium for atomic absorption
spectrometry: optimization and "Se radiotracer efficiency study

e Ndzev ¢asopisu: Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy

Po sestaveni aparatury bylo piikroCeno k optimalizaci experimentalnich
parametrii kombinované metody UV-PVG/QF-AAS. Optimaliza¢ni studie s modelovym
Se(IV) byla provedena pro vSechny ¢tyti typy UV-fotoreaktort (Teflon I, IT a Kfemen I,
II). Optimalizovany byly pritokové rychlosti pouzitych plynt (argon, vodik), pritokova
rychlost vzorku, druh a koncentrace fotochemického ¢inidla. Doba setrvani vzorku
v generdtoru tékavych sloucenin, c¢ili doba ozafovani, pfimo studovéna nebyla.
Praktictéjsi bylo sledovat zménu absorbance v zavislosti na ménici se délce reakéni civky
(viz. 4.1 Konstrukce UV-fotoreaktoru). V ptipadé, kdy byla za ucelem zvySeni
analytického signalu k analyzovanym roztokiim piiddvana kyselina dusi¢nd, byla
optimalizovédna také jeji koncentrace; vétSina experimentli byla provadéna jak
s ptidavkem kyseliny dusicné, tak bez néj. Kromé kyseliny dusi¢né byl zjistovan vliv
pridavku dalSich cinidel na analyticky signal. Navic byly provedeny doplnujici
experimenty; napiiklad byl zkouméan moZny vliv teploty reakéni smési na analytickou
odezvu detektoru.

Pokud jde o parametry ovliviiujici atomizacni proces v zevné vyhiivaném
kfemenném atomizatoru, vedle pritokové rychlosti vodiku (nezbytny pro uspéSnou
atomizaci t€kavych sloucenin) byl studovan vliv teploty atomizatoru na analyticky signal
selenu. ZkouSeny byly teploty mezi 850 a 1 000 °C, vyssi hodnoty nebyly voleny
s ohledem na tepelnou odolnost kiemene. V celém studovaném rozsahu teplot byl signal
staly, pro veSkeré¢ pokusy byla ponechana v laboratofi obvykle preferovana teplota
950 °C.

Zna¢nd cast informaci prezentovanych v nasledujici kapitole byla popsana
Vv Priloze 2. Zde je uveden uceleny vytah doplnény o dalsi nepublikovana data. Zejména
pouziti kyseliny octové pro potiecby UV-PVG bylo v ¢lancich zminéno jen okrajové.
Pozornost je vénovand také tradicnimu chemickému generovani tékavych sloucenin

selenu, které bylo taktéZ optimalizovano, a které pro potieby této prace poslouzilo jako
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srovnavaci technika. V pfipadé CVG byla optimalizovana koncentrace a pritokové
rychlosti reduk¢niho Cinidla tetrahydridoboritanu sodného, pritokové rychlosti nosného
plynu a vzorku ¢i koncentrace kyseliny chlorovodikové (reakéni médium).

Koncentrace standardniho roztoku Se(IV) pro optimaliza¢ni studii cinila
v zavislosti na jednotlivych pokusech 5,0 pg I nebo 10,0 pg I™*. Analytické signaly byly
zaznamenavany v ovladacim softwaru pouzitého spektrometru. Méfeny byly absorbance
v ustadleném stavu. Po kazdém zméfeném vzorku byla zjistovana absorbance slepého
pokusu, kterd byla od absorbance vzorku odecitdna. Podrobny popis zpracovani

naméfenych dat je uveden v samostatném oddilu 3.4.5 Zpracovani namérenych dat.

4.3.1 UV-fotochemické generovani tékavych sloucenin selenu

V ramci optimalizace byla nejprve provedena predbézna studie. To znamena, Ze
nize prezentované zavislosti zndzornyjici vliv jednotlivych experimentalnich parametrii
na analyticky signal selenu byly méfeny za takovych vychozich pracovnich podminek,
které se jiz optimalnimu stavu do zna¢né miry piiblizovaly. Konkrétni podminky méteni

jsou vzdy shrnuty v legend¢ u obrazku s ptislusnymi naméfenymi zavislostmi.

4.3.1.1 Fotochemické ¢inidlo

Pro pfevod analytu na tékavé slouceniny je pii UV-PVG krom& UV-zéfeni
zapotiebi fotochemické cinidlo. Pro potieby disertacni prace byla testovana kyselina
mraven¢i a kyselina octova Vv koncentraénim rozmezi od 0,0 mol It do 2,0 mol I'%;
kyseliny byly se standardnim roztokem Se(IV) miseny pted vlastni analyzou. ZkouSena
byla také soucasnd kombinace obou kyselin. Vzijemné mixovani kyselin v rtiznych
pomeérech vSak nepfispélo k vylepSeni analytickych signalii oproti stavu, kdy byly obé
kyseliny pouzity oddélen¢.

Jako optimélni byla po sérii pokus vybrdna kyselina mraven¢i o koncentraci
0,7 mol I (Kfemen I, II a Teflon I), respektive 0,5 mol 1* pro Teflon II. Vliv
koncentrace kyseliny mraven¢i na analyticky signal je pro jednotlivé typy
UV-fotoreaktorti znazornén na Obr. 4.5. Pfi pokusech s Teflonem I byl intenzivni signal
pozorovan v pomé&rné Sirokém koncentraénim rozsahu piiblizng mezi 0,6 — 1,3 mol I

HCOOH. U ostatnich variant bylo optimum uzsi, signdl vyrazné klesal jiz okolo
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koncentrace 1,0 mol I™* HCOOH. Nalezené optimalni hodnoty jsou v dobré shods
s vysledky néekterych dalsich autora*"%. vV grafu nejsou zakresleny body odpovidajici
nulové koncentraci kyseliny. Jak se dalo o¢ekavat, v piipadé ze byl do UV-fotoreaktoru
¢erpan pouze standard Se(IV) ptipraveny v deionizované vodé, zadny analyticky signal
zaznamenan nebyl.

Soucasti Obr. 4.5 je také zavislost analytického signalu na koncentraci kyseliny
octové zmétena s Teflonem Il. Z grafu je ziejmé, Ze podstatné vySsi signaly byly
zjistény pro vzorky s obsahem kyseliny mraven¢i. Navic, zavislost pro kyselinu octovou
odpovida pokustim s dvakrat vy$si koncentraci selenu (10,0 pg I Se(1V)). Zopakujme,
ze v ptipadé vyuziti kyseliny octové bylo nutné vyrazné prodlouzit délku reakéni civky.
Pokud byla ponechana délka optimalni pro UV-PVG s kyselinou mravenci (3,5 m),
nebyla pfi pokusech s kyselinou octovou pozorovana z4dnd odezva detektoru.
S tfinactimetrovou reakéni civkou byla nejvysSi absorbance zjiSténa pifi pouziti
0,9 mol I'* CH;COOH.

Piestoze byla jako vhodnéjsi fotochemické ¢inidlo pro UV-PVG selenu vybrana
kyselina mravenc¢i, optimalizacni studie byla provedena i pro kyselinu octovou
a dosazené vysledky jsou v omezené mife v nasledujicim textu téz uvadény. Prislusné

optimalizace byly provadény pouze s Teflonem II.
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Obr. 4.5 Vliv koncentrace fotochemického ¢inidla na analyticky signal Se(IV)

Selen byl stanovovan metodou UV-PVGIQF-AAS, jako fotochemické cinidlo byla vyuzZita
kyselina mravenci (1 — 4) nebo kyselina octova (5)

Kyselina mravenci — pokusy byly provedeny s riznymi UV-fotoreaktory; Csevy = 5,0 ug I
Teflon 1 (1): | = 1,5 m; Qu, = 4,5 ml min™*; Qar = 12 mI min™*; Qu, = 2,0 ml min™!

Teflon 11 (2): |k = 3,5 M; Qu, = 4,5 ml min™"; Qar = 13 ml min™"; Qu, = 2,0 mI min™*
Kiremen I (3): Liaga = 2,8 M; Qy, = 4,5 ml min~%; Qar = 15 ml min™%; Qu, = 2,0 mI min™*
Kriremen IT (4): Loz = 4,5 M; Qy, = 3,0 mI min~%; Qar = 8 mI min™*; Qu, = 2,0 ml min™*
Kyselina octova — pokusy byly provedeny s UV-fotoreaktorem Teflon 11; Cseqvy = 10,0 ug I
lewvia = 13,0 M; Q; = 2,8 mI min™; Qar = 25 mI min™*; Q= 2,0 ml min™*

4.3.1.2 Doba ozarovani

Jak jiZ bylo zminéno, doba ozafovani vzorku v UV-fotoreaktoru primarné
optimalizovana nebyla. Odviji se od délky reakcni civky, ktera byla studovana v ramci
optimalizace UV-fotoreaktoru (viz. 4.1 Konstrukce UV-fotoreaktoru), zavisi také na
jejim vnitinim priméru. Déle je vyznamné ovlivnéna pritokovou rychlosti vzorku nebo

napt. prutokovymi rychlostmi plynd (pfi jejich zavadéni pred UV-fotoreaktor).
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Orienta¢n¢ muze byt uvedeno, Ze za optimalnich podminek stravil analyzovany vzorek
v UV-fotoreaktoru Teflon I, Teflon II a Kiemen II méné nez deset sekund; v ptipadé
Teflonu II to bylo o néco vice nez u Teflonu [ a Kiemenu I. Témét pualminutové
ozafovani bylo nezbytné pro Kiemen I. Podstatn¢ del§i doba ozafovani se miize
u Kiemene I odvijet od vnitintho priméru civky, ktery byl ze vSech testovanych
moznosti nejvetsi. UV-zareni muselo v tomto piipadé pronikat siln€jsi vrstvou roztoku
a je pravdépodobné, Ze bylo do ur€ité miry absorbovéano fotochemickym ¢inidlem. Jista
nelogi¢nost vysledki pro Teflon I a Teflon II, kdy méné propustny Teflon I vyzadoval
pfi stejnych priatokovych rychlostech vzorku a stejném vnitinim prameéru civek kratsi
reak¢ni civku, uz byla zminéna; a pfipomenuta bude jesté nize v souvislosti s pratokovou
rychlosti vzorku.

Pro praktické ucely by z hlediska trvani analyzy nebylo vhodné vyuziti kyseliny
octové. Za optimalnich podminek pro UV-PVG by bylo potfeba az nékolikaminutové

UV-ozafovani.

4.3.1.3 Priitokova rychlost nosného plynu

Jako nosny plyn byl pro studii zvolen argon vysoké Cistoty. Po sérii experimentil
s Teflonem | a fotochemickym ¢inidlem kyselinou mravenci byl zavadén do proudu
kapalného vzorku pted vstupem do UV-fotoreaktoru. Ptfi tomto uspofddani bylo za
optimalnich pratokli argonu dosahovano podstatné vysSich analytickych signalt oproti
varianté, kdy byl argon pfivadén az za generator t€kavych sloucenin (pfed separator fazi).
Konkrétné pro Teflon I byl nartst absorbance piiblizné dvojndsobny. Ve zvoleném
uspotradani mohl argon pfispivat k G¢inn¢jSimu prevedeni tékavych sloucenin z kapalné
faze do faze plynné ¢i k jejich Gi¢innéj$imu transportu z UV-fotoreaktoru.

Kromé& zavadéni pfed/za UV-fotoreaktor byla dale studovana moznost piivodu
nosn¢ho plynu do obou poloh soucasné. Pro tyto ucely byl do aparatury zapojen druhy
regulator pratoku argonu. Postup pifi experimentech byl nasledujici. Nejprve byla na
prvnim regulatoru pritoku plynli nastavena optimalni hodnota pritokové rychlosti
argonu zjisténa pii experimentech se zavadénim argonu pouze pied UV-fotoreaktor,
a prostifednictvim druhého regulatoru byl postupné ménén ptisun argonu do druhé polohy
pfed separator fazi. Analyticky signal se timto krokem nepodafilo zlepSit. Vyznamné

rozdily v dosazenych signalech nebyly pozorovany ani v piipad¢, kdy se situace obratila
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(upravovan byl pfisun argonu pied UV-fotoreaktor) nebo kdyz byly zkouseny rtzné
kombinace prutokti v obou polohach. Na zakladé namétfenych dat byl argon pro dalsi
experimenty zavadén pouze pied UV-fotoreaktor.

Pratokova rychlost nosného plynu hrala pii optimalizacni studii jednu z klicovych
roli. Jiz relativné malé zmény v pritocich vedly k podstatnym zméndm analytického
signalu. Muze byt uveden jeden konkrétni piiklad. Zustane-li pozornost upfena na
UV-PVG skyselinou mravenci, pro Teflon II byly maximalni signdly dosazeny
pfibliznd mezi pratoky 12 — 15 ml min*. Pii pritoku 7 ml min' nebo naopak
30 ml min* byla intenzita signalu tém&f o 25 % niz§i. Optimalni pritokové rychlosti
nosného plynu pro jednotlivé zkousené UV-fotoreaktory ukazuje Obr. 4.6

Pii velmi nizkych pritocich argonu byl pozorovan vétsi Sum zdkladni linie
a pomalej$i nartst/pokles signalu, coz nasvédcuje omezené transportni U€innosti. Dale
mohla byt pfi nizkych prutocich argonu zvySena ptipadna sorpce t€kavych sloucenin na
riznych povrsich aparatury nebo mohlo dochazet k pred¢asnému zaniku vygenerovanych
tékavych sloucenin. Naopak pfili§ vysoké pratoky mohly intenzitu signdlu negativné
ovlivnit v disledku zkraceni doby setrvani vzorku v UV-fotoreaktoru. Uvazovat lze téz
o pfed¢asném vypuzeni volnych atomi analytu z optické osy spektrometru, i kdyz
vzhledem Kk celkové nizkym prutokovym rychlostem se zda byt tato varianta méné
pravdépodobna.

V ptipadé, kdy bylo pracovédno s kyselinou octovou, byla optimalné zapotiebi
vyssi pritokova rychlost nosného plynu. Také rozsah pratokd, pii kterych byl
zaznamenan maximalni analyticky signal, byl o néco SirS§i nez v pfipadé kyseliny
mraveni. Odpovidal piiblizng 24 — 30 ml min~" argonu. Jako optimalni pro dalsi méfeni
byla zvolena prittokova rychlost argonu 26 ml min ™, pro kterou byl opakovang dosazen
nejvyssi analyticky signal ze vSech proméfovanych hodnot tohoto parametru. Ptislusna
optimaliza¢ni zavislost naméfena pro Teflon II je soucasti Obr. 4.6. Potfeba vySsich
pratokd argonu mohla souviset s odlisnymi tékavymi produkty generovanymi S obéma

fotochemickymi ¢inidly (viz. 4.3.1.7 Vliv pFidavku kyseliny dusi¢né a dalSich ¢inidel).
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Obr. 4.6 Vliv priitokové rychlosti argonu (nosny plyn) na analyticky signal Se(IV)
Selen byl stanovovin metodou UV-PVGIQF-AAS, jako fotochemické cinidlo byla vyuZita
kyselina mravenci (1 — 4) nebo kyselina octova (5)

Kyselina mravenci — pokusy byly provedeny s riiznymi UV-fotoreaktory; Cseqv) = 5,0 ug It
Teflon 1 (1): |k = 1,5 M; Crcoon = 0,7 mol 174 Q,, = 4,5 ml min™*; Qu, = 2,0 ml min™*
Teflon 11 (2): |k = 3,5 M; Crcoon = 0,5 mol I7%; Qu, = 4,5 ml min™"; Qu, = 2,0 mI min™*
Kiemen I (3): Liavka = 2,8 M; Crcoon = 0,7 mol I™%; Qy, = 4,5 ml min™"; Qu, = 2,0 ml min™*
Kremen IT (4): loaga = 4,5 M; Crcoon = 0,7 mol I™%; Q,, = 3,0 ml min™*; Qu, = 2,0 ml min ™!
Kyselina octova — pokusy byly provedeny s UV-fotoreaktorem Teflon I1; cseqvy) = 10,0 ug I™;
leivia = 13,0 M; Cepgcoon = 0,9 mol 1% Qy, = 2,8 mI min~"; Qu, = 2,0 ml min™*

4.3.1.4 Priitokova rychlost vodiku

Nejprve bylo ovéfeno, ze pii UV-PVG nevznika dostatecné mnozstvi vodiku,
ktery je nezbytny pii atomizaci v zevné vyhfivaném kiemenném atomizatoru. Pokud
vodik do atomizatoru zavadén nebyl, analyticky signal selenu byl velmi nizky nebo
dokonce nulovy. Stacilo viak ze zasobniku pfidat piiblizng 0,5 ml min™* a absorbance

prudce vzrostla. Ze zavislosti na Obr. 4.7 lze vycist, ze pti UV-PVG s kyselinou
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mravenc¢i se pro vSechny testované UV-fotoreaktory nejvyssi signaly pohybovaly
ptiblizné mezi 1,0 — 5,0 ml min ?, poté signal pozvolna klesal. Pro dal$i experimenty
bylo nadale pracovano s prutokovou rychlosti vodiku 2,0 ml min* (Teflon I, IT a Kfemen
1) nebo 3,0 ml min! (Kiemen II). Obdobna zavislost byla namé&fena i pro kyselinu

octovou (optimum 2,0 ml min * vodiku).
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Obr. 4.7 Vliv pritokové rychlosti vodiku na analyticky signal Se(IV)

Selen byl stanovovin metodou UV-PVGIQF-AAS, jako fotochemické cinidlo byla vyuZita
kyselina mravenci (1 — 4) nebo kyselina octova (5)

Kyselina mravenci — pokusy byly provedeny s riznymi UV-fotoreaktory; Cseqyy = 5,0 ug I
Teflon 1 (1): lue = 1,5 M; Chcoon = 0,7 mol 1'% Qu, = 4,5 ml min™!; Qar= 12 ml min™t
Teflon 11 (2): leive = 3,5 M; Crcoon = 0,5 mol I Qu, = 4,5 mI min™Y; Qar= 13 ml min™!
Kiemen I (3): leive = 2,8 M; Chcoon = 0,7 mol I Q, = 4,5 mI min~*; Qa-= 16 ml min~*
Kiemen II (4): loiva = 4,5 M; Cricoon = 0,7 mol I Q,, = 3,0 mI min™%; Qar=7 mI min?
Kyselina octovd — pokusy byly provedeny s UV-fotoreaktorem Teflon I1; Cseqyy = 10,0 ug I
levia = 13,0 M; Cehgcoon = 0,9 mol 1™ Qy, = 2,8 mI min™; Qar = 25 mI min™*
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4.3.1.5 Kombinovana optimalizace priitokovych rychlosti plyni

Prttokové rychlosti argonu a vodiku mély zasadni vliv na vysledné¢ AAS signaly.
V ptedchozich experimentech byly provedeny dvé samostatné optimalizace, kdy byl
pritok jednoho z plynt konstantni a druhy byl optimalizovan. V doplilujicim pokusu
s Teflonem Il byla sledovana vzajemna zavislost pritokové rychlosti argonu a vodiku ve

vztahu k jedné zavisle proménné veli¢ing€ (absorbance). Ziskana zavislost je ukdzéna na

Obr. 4.8.

—1

2

Q,,, ml min

|
Q,, ml min

Obr. 4.8 Kombinovana zavislost priitokové rychlosti argonu (nosny plyn) a vodiku
na analyticky signal Se(IV)
Selen byl stanovovin metodou UV-PVGIQF-AAS s vyuZitim fotochemického cinidla kyseliny
mravenci a UV-fotoreaktoru Teflon II; Cseqvy = 5,0 ug 'Y e = 3,6 M; Chcoon =
05mol 1'% Qi =4,5mlmin™t

Z Obr. 4.8 je ziejmé, Ze optimalni hodnota pratokové rychlosti vodiku zistala
totozna (2,0 ml min™!) pro vsechny testované priitokové rychlosti argonu. To znamend,

ze ve sledovaném rozmezi hodnot neni zavisld na pritokové rychlosti nosného argonu.
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Uvedené zjiSténi usnadiiuje optimalizacni proces. Teoreticky by neméla nastat situace, Ze
pii zméné pritokové rychlosti argonu (ve zde studovaném rozmezi) bude nutné znovu
optimalizovat i pratokovou rychlost vodiku. Pokud jde o optimalni priitokové rychlosti
nosného plynu, zavéry nejsou tak jednoznacné. Se zménou pritoku vodiku se optimalni
rozpéti pratokli argonu castecné pohybovalo, avSak zmény v namétenych absorbancich
nebyly vyrazné. S ur€itym zjednodusenim lze fici, Ze nezavislost mezi obéma parametry

je oboustranna.

4.3.1.6 Priitokova rychlost vzorku

Dal$im optimalizovanym parametrem byla pratokova rychlost vzorku, Ccili
rychlost, jakou byly do aparatury ¢erpany ionty selenicité pfipravené v kyseliné mravenci
nebo octové. Jak se dalo ocekavat, s rostouci rychlosti ¢erpani vzorku signél rostl.
Dtivodem bylo zvysujici se latkové mnozstvi analytu pfivadéné za stejnou casovou
jednotku do generatoru tékavych sloucenin. Z naméfenych zavislosti na Obr. 4.9 je
patrné, Zze pifi experimentech s kyselinou mravencéi signal v podstaté linedrné rostl
ptiblizné do pritokové rychlosti 4,0 — 4,5 ml min. P¥i vyssich hodnotach pritoki uz byl
nartist jen minimalni, zavislost se zakiivovala smérem kose X. To se tykalo
UV-fotoreaktord Teflon I, Teflon II a Kfemen I. Pro Kfemen II signél strmé rostl do
priitokové rychlosti vzorku okolo 2,8 ml min™. Pro oba typy Teflonu a Kiemen I byla
pro dal§i méfeni vybrana pritokové rychlost vzorku 4,5 ml min™, pro Kiemen II to bylo
3,0 ml min™*. Pokud bychom chtgli ziskat pro viechny UV-fotoreaktory stejné optimalni
pratokové rychlosti (praktické pro porovnani ucinnosti UV-PVG s jednotlivymi
UV-fotoreaktory), bylo by tfeba upravit délku reakéni civky Kiemen II. Pro pritokovou
rychlost 45 ml min™" by viak byla, teoreticky, zapotiebi délka presahujici 5,0 m,
a s takto dlouhou kifemennou civkou by se hife manipulovalo.

Pti experimentech s kyselinou octovou (Teflon II), byla jako optimalni zvolena
stejna pratokova rychlost vzorku jako pro Kiemen II s kyselinou mravenci, cili
3,0 ml min™.

Zaktiveni jednotlivych zavislosti pii ptekroceni priitokovych rychlosti vzorku nad
ur¢itou hodnotu mulZe souviset napf. se zkradcenim doby setrvani vzorku
v UV-fotoreaktoru (nedostatecné UV-ozafovani vzorku). Tim se opét dostavame

k problematice délky reakénich civek u Teflonu I a II. Pokud by byla pro malo propustny

88



Teflon I zapotiebi del§i doba ozatovani vzorku (jak by odpovidalo logice — mensi
propustnost znamena pii stejném vnitinim primeéru delsi dobu ozatovani), projevilo by se
to 1 na prutokové rychlosti vzorku. Byla by niz§i nez v ptipadé Teflonu II vykazujicimu
lepsi propustnost pro UV-zareni. Optimalni pratokové rychlosti vSak byly shodné a tudiz

se potvrdilo, ze na u¢innost generovani maji vliv i dalsi faktory.
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Obr. 4.9 Vliv pritokové rychlosti vzorku na analyticky signal Se(IV)

Selen byl stanovovian metodou UV-PVGIQF-AAS, jako fotochemické cinidlo byla vyuzita
kyselina mravenci (1 — 4) nebo kyselina octovd (5)

Kyselina mravenci — pokusy byly provedeny s riiznymi UV-fotoreaktory; Cseqvy = 5,0 ug It
Teflon 1 (1): |k = 1,5 M; Crcoon = 0,7 mol I™%; Qar = 12 mI min™; Qu, = 2,0 ml min™*
Teflon 11 (2): |k = 3,5 M; Crcoon = 0,5 mol I™%; Qar= 13 mI min™*; Qu, = 2,0 mI min ™!
Kiremen I (3): levka = 2,8 M; Crcoon = 0,7 mol I™%; Qar= 16 ml min™*; Qp, = 3,0 mI min ™!
Kremen IT (4): Lok = 4,5 M; Crcoon = 0,7 mol I™Y; Qar =7 ml min™"; Qp, = 2,0 mI min ™!
Kyselina octovd — pokusy byly provedeny s UV-fotoreaktorem Teflon I1; Cseqyy = 10,0 ug I
levia = 13,0 M; Cepgcoon = 0,9 mol I Qar= 25 ml min™*; Qu, = 2,0 ml min~*
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4.3.1.7 Vliv pridavku kyseliny dusi¢né a dalSich ¢inidel

e Kyselina dusi¢na a dusi¢nan sodny

V navaznosti na zjiSténi nckterych autorli, tykajici se mozného zvyseni
analytického signalu selenu v diisledku pridavku kyseliny dusiéné ke vzorkam®**%°,
byl po optimalizaci zakladnich experimentalnich parametr sledovan vliv této kyseliny
na stanoveni selenu metodou UV-PVG/QF-AAS. Kromé kyseliny dusi¢né byl ze
stejnych divodi vySetiovan vliv dusicnanu sodného a vliv peroxidu vodiku. Dopliime, ze
vliv dal§ich minerdlnich kyselin a soli na stanoveni selenu byl také studovan, dosazené
vysledky jsou uvedeny v podkapitole 4.9 Interferenc¢ni studie.

Nejprve bylo ovéteno, ze pii UV-PVG s kyselinou mravenci zplisobuje piidavek
kyseliny dusi¢né do analyzovaného roztoku podstatné zvySeni analytického signélu
selenu. Je vSak potieba zdiraznit, Ze ono zvySeni bylo pozorovano pouze v uzkém
koncentra¢nim rozmezi kyseliny dusi¢né a jiz malé odchylky od optimélni hodnoty vedly
K vyraznym zménam signalu. Opét mize byt uveden konkrétni ptiklad pro
UV-fotoreaktor Teflon II. Zatimco piidavek 5,0 mmol 1" HNO3 (pfi této koncentraci
kyseliny dusicné byly naméfeny nejvyssi absorbance) mél za nasledek priblizné
dvojnasobné zvyseni signalu, pii koncentraci 15,0 mmol I”* HNOj3 byl signal zhruba na
stejné urovni jako pii nulovém pridavku kyseliny a pii 20,0 mmol I™* HNO3jiZ vykazoval
mén¢ nez Ctvrtinu pivodni intenzity (cca 20 %).

Za predpokladu, Ze bude piijata teorie o vzniku tékavych sloucenin v disledku
redukce analytu volnymi radikaly, kyselina dusi¢na by mohla ovliviiovat produkci téchto
radikald vznikajicich UV-fotolytickym rozkladem kyseliny mravenci nebo by mohla
ovlivnit pomér, vjakém jednotlivé radikaly vznikaji. Pfesnéji vyjadieno, mohla by
ovlivnit produkci/pomér radikali, které se pfimo podili na redukci Se(IV). Navic, t€kavé
produkty se pii UV-PVG (s fotochemickym ¢inidlem kyselinou mravenci)
bez/s ptidavkem kyseliny dusiéné lisi. Podle Gua a kol.* rozkladem kyseliny dusiéné
vznikaji hydroxylové radikaly, které reaguji s vodikovymi radikaly produkovanymi
UV-indukovanym rozkladem kyseliny mraven¢i. Tim je potlacen vznik selenovodiku,
protoze prave radikaly vodiku jsou zodpovédné za produkci této tékavé slouceniny;
v piipadé UV-PVG s kyselinou dusi¢nou je tedy pravdépodobné formovan pouze

selenokarbonyl. Lze oc¢ekavat, Ze selenokarbonyl a selenovodik maji odlisné vlastnosti,
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lii se svou stabilitou, mohou vykazovat rizné chovani pti styku s povrchem aparatury,
pfipadné¢ mohou byt rizné atomizovany.

V souvislosti s atomizaci v kiemenném atomizatoru by se také dalo uvazovat, ze
by pifidand kyselina dusicnd mohla c¢astecné ovlivnit samotny atomizacni proces.
Teoreticky by mohla piispét ke zvySenému vyskytu kyslikovych radikalt v atomizatoru.
Ty jsou pro atomizaci v kiemennych atomizatorech nepostradatelné, protoze jejich reakci
s vodikem vznikaji vodikové radikaly nezbytné pro Gspésny pribeh atomizace. Vlivem
piidavku kyseliny dusi¢né by tedy mohlo vznikat 1 vice vodikovych radikalt
a v kone¢ném dusledku by se v optické ose spektrometru mohla nachazet vyssi okamzita
koncentrace volnych atomt selenu. Pro ovéfeni této nepodlozené teorie by bylo vhodné
vyzkouSet jiny typ atomizatoru. Idedlni by byl multiatomizator, do kterého je mozné
zavadet kontrolované mnozstvi kysliku. Tento konstrukéni typ atomizatoru bohuZzel
nebyl v pribéhu vypracovani disertacni prace k dispozici.

Na Obr. 4.10 jsou graficky znazornény naméfené zavislosti absorbance na
ptidavku kyseliny dusi¢né pro vSechny ¢tyii UV-fotoreaktory. Prakticky byl sledovan
vliv ptidavku v koncentra¢nim rozmezi 0,0 — 100,0 mmol It HNO3, z duvodu velmi
nizkych absorbanci ziskanych pro koncentrace nad 20,0 mmol 1" HNOs je v grafu
ukézané rozmezi uzsi (0,0 — 20,0 mmol I HNOj). Pro Teflon I byla jako optimalni
koncentrace kyseliny dusi¢né pro dal§i experimenty uréena 10,0 mmol I, pro ostatni
testované varianty byla shodn& vybrana koncentrace 5,0 mmol I™". Pii optimalni
koncentraci kyseliny dusicné byla intenzita signdlu zvySena pfiblizné dvakrat,
u Teflonu I byl nartst téméf trojnasobny.

Pokud jde o fotochemické c¢inidlo kyselinu octovou, jakykoliv pfidavek kyseliny
dusiéné do reakéni smési obsahujici 10,0 pg 1™ Se(1V) a 0,9 mol I"* CH3COOH vedl
k vyraznému poklesu absorbance. Byla-li napf. do vzorku pfidana 5,0 mmol 1"t HNO;,
signal poklesl pfiblizn€ o 50 % oproti nulovému ptidavku. Pii pfidavku 20,0 mmol I

HNOj3 jiZ nebyl pozorovan Zadny signal.
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Obr. 4.10 Vliv koncentrace kyseliny dusi¢né na analyticky signal Se(IV)

Selen byl stanovovin metodou UV-PVGIQF-AAS s vyuZitim fotochemického cinidla kyseliny
mravendi a riznych typii UV-fotoreaktoru; cseqv) = 5,0 ug I'*

Teflon 1 (1): leie = 1,5 M; Crcoon = 0,7 mol 1'% Q,, = 4,5 ml min™*; Qar = 12 ml min™%;
Qu, = 2,0 ml min™*

Teflon 11 (2): liie = 3,5 M; Crcoon = 0,5 mol 1% Qy; = 4,5 ml min™!; Qar = 13 ml min™%;
Qu, = 2,0 ml min™*

Kiemen I (3): luka = 2,8 M; Crcoon = 0,7 mol I'Y; Qy, = 4,5 ml min™*; Qa = 16 ml min%;
Qu, = 2,0 ml min™*

Kiemen II (8): lua = 4,5 M; Chcoon = 0,7 mol I'Y; Qy, = 3,0 mI min™%; Qar = 7 ml min%;
Qu, = 2,0 ml min™*

Pro Teflon II byl dale zjisStovan vliv dusi¢nanu sodného na analyticky signal
Se(1V). Jak ukazuje Obr. 4.11, namé&fena zavislost méla obdobny pribéh jako v piipade
pokusii s kyselinou dusi¢nou (kfivka je pro porovnani téz soucasti obrazku). To
naznacuje, ze za zmeény signalu byl primarné zodpovédny dusi¢nanovy aniont spiSe nez

pfipadnd zména pH; zména pH vlivem ptidavku kyseliny dusi¢né/dusi¢nanti ve
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sledovaném koncentracnim rozmezi byla oproti méfeni pouze s kyselinou mravenci
minimalni. Pro predstavu uved'me, ze pH roztoku obsahujiciho 10,0 pg It Se(1V)
v 0,7 mol 't HCOOH s ptidavkem 10,0 mmol I HNO, bylo rovno asi 1,80, zatimco bez
ptidavku kyseliny dusi¢né se pH rovnalo 1,96. Vyrazné vykyvy nebyly zjiStény ani

vlivem pfidanych dusi¢nant.
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Obr. 4.11 Vliv koncentrace kyseliny dusi¢né (1) a dusiénanu sodného (2) na
analyticky signal Se(IV)

Selen byl stanovovan metodou UV-PVGIQF-AAS s vyuzitim fotochemického cinidla kyseliny
mravenci a UV-fotoreaktoru Teflon II; Cseqyy = 5,0 ug I leha = 3,5 M; Chcoon =
0,5mol I"%; Q,, = 4,5 ml min~*; Qar= 13 ml min™*; Qu, = 2,0 ml min™*

Pro vzorky s ptidavkem kyseliny dusi¢né byly znovu optimalizovany zakladni
experimentalni parametry UV-PVG selenu. Optimalizace byly provedeny pro vSechny
Ctyfi typy UV-fotoreaktord, s fotochemickym ¢inidlem kyselinou mravenci. Z uspornych
divodi jednotlivé namétené zavislosti v disertaéni praci popisovany nejsou. Navic byl

jejich prubeh velmi podobny, jako v ptipadé UV-PVG bez ptidavku kyseliny dusicné. Na
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stejnych hodnotach vétSinou zlstala 1 optima testovanych parametrti. Rozdil byl
pozorovan pouze u prutokové rychlosti nosného plynu, kdy byly pro vsechny
UV-fotoreaktory optimalné zapotfebi o néco niz§i pratoky nez pii generovani bez
kyseliny dusi¢né. Také nartst analytického signdlu (ndbéhova hrana) byl pozvolnéjsi,
pokud bylo generovani realizovano s kyselinou dusi¢nou ve vzorcich. To miize opét
sveédcit o vzniku riznych reakénich produkti. U nékterych UV-fotoreaktora byly drobné
zmény také v optimalnich pritokovych rychlostech vodiku.

Pokracujici pokusy s kyselinou dusi¢nou byly provadény s cilem prozkoumat, jak
budou v dusledku piidavku této kyseliny ovlivnény zakladni analytické charakteristiky
stanoveni selenu metodou UV-PVG/QF-AAS ¢i jak bude ovlivnéna odolnost vuci
potencidlnim interferentim. Dals§i zdmér spocival v objasnéni vlivu této kyseliny na

celkovou u¢innost UV-PVG selenu.

Poznamka: Na kyselinu dusi¢nou bylo pfi vyvoji metody nahlizeno jako na Cinidlo zvysujici
analyticky signal selenu pfi jeho stanoveni metodou UV-PVG/QF-AAS. Na druhou stranu je
dobré si uvédomit, ze vzhledem k omezené odolnosti metody vuéi této kyseliné by pii
rutinnich analyzach nékterych praktickych vzorki jeji ptitomnost mohla byt spise piekazkou
a vyznamnym interferentem. Neni tfeba pfipominat, Ze je kyselina dusicné o relativné vysoké

koncentraci ¢asto vyuzivana ke stabilizaci ¢i ipravam vzorkt pied analyzou apod.

e Peroxid vodiku

V dal$im experimentu byl studovéan vliv ptidavku peroxidu vodiku na dosazené
absorbance. Jak totiz bylo publikovano®, i jeho pridavek miZe v uréitém koncentraénim
rozmezi vyznamnou meérou prfispet k nardstu analytického signdlu pii UV-PVG
s kyselinou mravenc¢i. Nartst absorbance vlivem piidaného peroxidu vodiku byl
potvrzen. Maximalni, témé&f Kkonstantni, signdly byly dosaZzeny pii piidavku
20,0 — 100,0 mmol It H,0, do analyzovanych vzorkt; pfi 200,0 mmol It H,0, byl
signal nulovy. Nartust absorbanci vsak nebyl tak vyrazny, jako u kyseliny dusi¢né. Pti

optimalnich koncentracich obou c¢inidel byly pro peroxid vodiku zaznamenany o 40 %

cvwr
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4.3.1.8 Dopliiujici experimenty
Vystupem doplilujicich experimenti nebyla optimalni hodnota urcitého
parametru. Cilem bylo vysledovat, jakou roli sehrava pii UV-PVG selenu teplota.
Konkrétné bylo zjistovano, zda a jak se s c¢asem méni analyticky signal selenu
v disledku ptirozeného zahiivani rtutové UV-vybojky béhem jejiho pouzivani. Prakticky
byla opakované v rozmezi Sesti hodin zaznamenavana odezva detektoru na stale stejny
vzorek (10,0 pg I™* Se(1V) v 0,5 mol I"* HCOOH). Prvni méfeni s Teflonem 11, bylo
provedeno deset minut po zapnuti UV-vybojky, ostatni nésledovala vzdy po jedné
hodiné. Naméiené absorbance byly po celou dobu pomérné stalé, kolisani se pohybovalo
v rozmezi +/—8 % od vychozi hodnoty. Navic nebyl pozorovan jasné rostouci/klesajici
trend. Prakticky to znamenalo, Ze vliv byl zanedbatelny a nebylo nutné striktn¢ udrzovat
teplotu UV-fotoreaktoru napf. za vyuziti chladiciho systému, ktery byl pouzit nékterymi
autory 86120
V dalsim pokusu byl zkousen vliv rizné teploty vzorku (10,0 pg 1™* Se(1V)
v 0,5 mol I* HCOOH) pii jeho &erpani do aparatury na analyticky signal. Vzorek
pfipraveny ve vétSim mnozstvi byl rozdélen na sedm c¢asti. Jedna jeho cast byla
zchlazena na teplotu 10 °C, dalsi alikvoty byly postupné zahiivany na teplotu 30 — 70 °C
s krokem 10 °C. Posledni ¢ast vzorku nebyla tepeln¢ upravovana, ponechdna byla teplota
dané okolni teplotou laboratofe (pifiblizné¢ 20 °C). Vzorky byly méfeny postupné od téch
neZ prave laboratorni teploté. Vysledky pokusu byly nésledujici: Pro chlazeny vzorek
a vzorek laboratorni teploty byly opakované zméfeny piiblizné stejné absorbance
(+/—6 %). S rostouci teplotou se signal postupné zvySoval, pro vzorek o teploté 70 °C
byla intenzita signalu zvySena primérné zhruba o 20 % oproti vzorku laboratorni teploty.
Platilo také, Ze signal nezahiivaného vzorku zlstaval téméf na stejné hodnoté, at’ byla
jeho analyza provedena v kterékoliv fazi celého pokusu; to znamend, at’ byl méten po
vzorku o teploté 10 °C nebo tfeba 70 °C. Dosazené vysledky tedy ukazaly, Ze ma teplota
analyzovaného vzorku jisty vliv na proces UV-PVG; na rozdil od prvého pokusu, kdy se
pravdépodobné z divodu kratkého setrvani v reakéni civee vzorek nestacil od
UV-vybojky ohfat. S rostouci teplotou mohlo dochazet k rychlejSimu uvoliovani
t€kavych sloucenin ¢i ke zvySeni transportni G¢innosti v disledku zmény kinetiky. Pro

dalsi experimenty z praktického hlediska nebylo uvazovadno o mozném zahtivani reakcni
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smési pfed analyzou. Mimo jiné z divodu moznému zkraceni Zivotnosti nckterych

soucasti aparatury (Cerpacich hadicek, spojovaciho materialu apod.).

4.3.1.9 Souhrnné tabulky - optimalizace

Pro ptehlednost jsou ve dvou tabulkach shrnuty optimalni hodnoty zékladnich
studovanych parametrui. V Tabulce 4.1 jsou zrekapitulovany hodnoty pfisluSejici
UV-PVG s fotochemickym cinidlem kyselinou mravenc¢i. Hodnoty se vztahuji
k pokusiim se vSemi ¢tyfmi UV-fotoreaktory. U nékterych parametrii jsou uvedeny dvé
optimalni hodnoty (pfed/za lomitkem). Ptfipadné hodnoty za lomitkem se vztahuji
k pfipadim, kdy byly t€kavé slouceniny selenu generovany s vyuzitim kyseliny dusi¢né.
Obsah Tabulky 4.2 odpovida UV-PVG s kyselinou octovou. Tato optimalizace byla
provedena jen s Teflonem II.

Tabulka 4.1 Optimalni pracovni podminky pro stanoveni selenu metodou UV-PVG/QF-

AAS s kyselinou mravendéi jako fotochemickym ¢inidlem?®

Typ UV-fotoreaktoru Teflonl  Teflonll KiemenI Kiemen II
Vnitini/vnéj§i pramér r. civky (mm) 1,0/2,0 1,0/1,4 2,0/4,0 0,5/2,0
Délka reakéni civky (m) 15 3,5 2,8 45
Koncentrace HCOOH (mol 1Y) 0,7 0,5 0,7 0,7
Pritokova rychlost argonu (ml min?) 12/9 13/11 16/12 7/5
Pratokova rychlost vodiku (ml minfl) 2,0/3,0 2,0 3,0/4,0 2,0
Prutokova rychlost vzorku (ml min_l) 45 45 45 3,0
Koncentrace HNO3 (mmol 1) 10,0 5,0 5,0 5,0

® Hodnoty pted/za lomitkem odpovidaji stanoveni selenu bez/s piidavkem HNO; do
analyzovanych vzorkii; kde neni lomitko uvedeno, byly hodnoty stejné jako pii generovani pouze
s HCOOH
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Tabulka 4.2 Optimalni pracovni podminky pro stanoveni selenu metodou UV-PVG/QF-

AAS s kyselinou octovou jako fotochemickym ¢inidlem

Typ UV-fotoreaktoru Teflon 11

Vnitini/vnéjsi praimér reakéni civky (mm)  1,0/1,4

Délka reakéni civky (m) 13,0
Koncentrace CHsCOOH (mol 1'% 0,9
Pritokova rychlost argonu (ml minfl) 26
Prutokova rychlost vodiku (ml min ") 2,0
Pritokova rychlost vzorku (ml minfl) 3,0

4.3.2 Chemické generovani tékavych sloucenin selenu

Samostatna optimalizace byla provedena pro srovndvaci metodu CVG/QF-AAS,
zakladni vysledky jsou shrnuty nize. Opét bylo pracovano v rezimu kontinualni
prittokové analyzy, koncentrace standardu Se(IV) &inila 5,0 pg 1%, Stejné jako pfi

UV-PVG byla nejprve provedena piedbézna optimalizaéni studie.

4.3.2.1 Priitokova rychlost nosného plynu

Jako nosny plyn byl znovu vyuZit argon. Zavadén byl n€kolik centimetrd za spoj,
v némz se misil okyseleny vzorek s redukénim ¢inidlem. ZkouSena byla také varianta,
kdy byly zaménény pozice zavadéni redukéniho ¢inidla a nosného plynu, avsak lepsich
vysledi (vys$i absorbance) bylo dosahovano s prvnim navrZzenym uspofadanim. Jak
ukazuje Obr. 4.12, optimalni pritokova rychlost &inila 20 ml min™.

Potieba vyssiho pritoku argonu pfi CVG by mohla mit nékolik pfic¢in. Souviset
by mohla napftiklad s rozdilnym sloZenim plynné faze oproti UV-PVG (rozdilné tékavé
produkty, rGzné mnoZstvi vodiku). Také by mohla nastat situace, Ze by se vzhledem
K bouflivgjsimu prubéhu reakce (ve srovnani s UV-PVG) mohlo ze separatoru fazi
dostavat vice nezaddouciho aerosolu vodni pary do transportni hadicky smétujici do
kifemenného atomizatoru. Ve vysledku by mohlo dojit k omezenému transportu t€kavych
sloucenin do atomizatoru, pro jehoz kompenzaci by byla potieba praveé vyssi prutokova

rychlost argonu.
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V navaznosti na prutokovou rychlost nosného plynu miize byt pfipomenuto, ze na
rozdil od UV-PVG nebylo pii chemickém generovani nutné optimalizovat pratokovou
rychlost vodiku. Dostatetné mnozstvi tohoto plynu pro atomizaci Vv kiemenném
atomizatoru je uvolilovano rozkladem redukéniho c¢inidla a pfidavny vodik neni
zapotiebi. To bylo ovéfeno i1 experimentdlné, kdy jakykoliv ptfidavek vodiku ze
zasobniku (zkouseno bylo 0,5 — 10,0 ml min* vodiku) nevedl k vylepSeni analytického

signalu selenu. Naopak, signal s rostoucim piisunem vodiku postupné klesal.

0,20 - -

Absorbance

0,18 - -

0,16 - -

0,14 - -

1 . 1 . 1 . 1 . 1
10 20 30 40 50

|
QAr, ml min

Obr. 4.12 Vliv pritokové rychlosti argonu na analyticky signal Se(IV)

Selen byl stanovovan metodou CVG/QF-AAS; Cseqvy = 5,0 ug It
WnasH, = 0,5 %; Qnasr, = 0,7 ml min%; ¢y =1,0 mol I™%; Q,, = 4,5 ml min™!

4.3.2.2 Koncentrace a pritokova rychlost redukéniho ¢inidla

Misto koncentrace fotochemického <¢inidla byla pfi CVG optimalizovana
koncentrace reduk¢niho Ccinidla tetrahydridoboritanu sodného, ktery byl z divodu
stabilizace pfipravovan v 0,4% NaOH (hmotnostni %). Ziskana zavislost na Obr. 4.13

ukazuje, ze nejvyssi analytické signaly byly ziskany pii generovani s 0,5% NaBHg4
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(hmotnostni %); tato koncentrace byla pouzita jako optimalni pro dal$i méteni. Pokud se
koncentrace c¢inidla pohybovala mimo rozmezi 0,5 — 1,0% NaBH,, signal pocal

vyznamnéji klesat.

0,25 — . , . , . , . ,

Absorbance

0,20 - -

0,15 -

0,10 - -

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
%

WNaBH4 '

Obr. 4.13 Vliv koncentrace redukéniho ¢inidla tetrahydridoboritanu sodného na
analyticky signal Se(IV)

Selen byl stanovovan metodou CVG/QF-AAS; Cseqv) = 5,0 ug It

Qnasry = 0,7 ml min™"; cuey =1,0 mol I Q,, = 4,5 ml min™*; Qar = 20 ml min™*

V dal$im kroku bylo nutné optimalizovat pritokovou rychlost reduk¢niho ¢inidla,
které bylo do aparatury ptfivadéno samostatnym kanalem. Jak demonstruje Obr. 4.14,
s rostoucim priitokem reduk¢niho ¢inidla signal linearné rostl az do pritokové rychlosti
0,6 ml min*. Maximalni analyticky signal byl pozorovan pfi pritoku 0,7 ml min
NaBH; (vybrano jako optimum), dal$i zvySovani pratoku jiz vedlo k poklesu

analytického signalu.
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Obr. 4.14 Vliv pritokové rychlosti redukéniho cinidla tetrahydridoboritanu
sodného na analyticky signal Se(IV)

Selen byl stanovovan metodou CVG/QF-AAS; Cseqvy = 5,0 ug It
Wast, = 0,5 %; Cuai =1,0 mol I Q,, = 4,5 mI min™*; Qar = 20 ml min™*

4.3.2.3 Koncentrace kyseliny chlorovodikové, pritokova rychlost vzorku

Chemické generovani hydridii selenu probihd v kyselém prostiedi, pro potteby
této prace byla zvolena kyselina chlorovodikovd misend s analytem pied vlastni
analyzou. V celém promé&fovaném rozsahu koncentraci mezi 0,25 — 6,0 mol 1" byl
naméfeny signal selenu staly, pro naslednou analyzu byla zvolena 1,0 mol It HCI.
Kyselina chlorovodikova, a tedy i vzorek, byl do aparatury ¢erpan priitokovou rychlosti
45 ml min™, stejng jako pii UV-PVG s vétsinou z testovanych UV-fotoreaktoril.
Nameétend zavislost zobrazujici vliv pritokové rychlosti vzorku na analyticky signal

Vv ustaleném stavu je ukazana na Obr. 4.15.
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Obr. 4.15 Vliv priitokové rychlosti vzorku na analyticky signal Se(IV)

Selen byl stanovovan metodou CVG/QF-AAS; Csev) = 5,0 ug It
Wnagr; = 0,5 %; Qnagr, = 0,7 mI min; ¢y =1,0 mol I™Y; Qar = 20 mI min™

4.3.2.4 Délka reakéni civky

Poslednim optimalizovanym parametrem byla délka reakéni civky (Teflon II).
Ukazalo se, Ze na rozdil od UV-PVG, nemd tento parametr pfi chemickém generovani
t€kavych sloucenin vyznamny vliv na dosahované signdly. Téméf neménna intenzita byla
pozorovana v celém rozsahu testovanych délek mezi 20 — 150 cm. Pro dal$i méteni bylo

pracovano s doposud upiednostiiovanou délkou reakéni civky 80 cm.
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4.3.2.5 Souhrnna tabulka - optimalizace

V Tabulce 4.3 jsou shrnuty podminky pro CVG s tetrahydridoboritanem sodnym,

které byly vybrany jako optimélni pro nasledné experimenty.

Tabulka 4.3 Optimalni pracovni podminky pro stanoveni selenu metodou

CVG/QF-AAS

Parametr Hodnota
Délka reakéni civky (m) 0,8
Koncentrace NaBH, (hmot. %) 0,5
Pratokova rychlost NaBH,4 (ml minfl) 0,7
Koncentrace HCI (mol %) 1,0
Pratokova rychlost vzorku (ml min ) 45
Priitokova rychlost argonu (ml min ™) 20
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4.4 Zakladni analytické charakteristiky

e Podkapitola shrnuje piedevsim informace z ¢lanku, ktery md v seznamu piiloh Cislo: 2

e Nizev ¢lanku: UV-photochemical vapor generation of selenium for atomic absorption
spectrometry: optimization and "Se radiotracer efficiency study

e Ndzev ¢asopisu: Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy

4.4.1 UV-fotochemické generovani tékavych slouc¢enin selenu

Za optimalnich pracovnich podminek (Tabulka 4.1 a Tabulka 4.2) byla
provedena kalibrace. Pokud byla jako fotochemické ¢inidlo vyuzita kyselina mravenci,
prométovany byly roztoky bez/s pfidavkem kyseliny dusi¢éné a méfeni byla provedena
pro vSechny Ctyfi typy UV-fotoreaktori (Teflon I, II a Kifemen I, II). Pokud bylo
pracovano s kyselinou octovou, kyselina dusicnd do zadnych kalibracnich roztoki

ptidavana nebyla a méteni byla provedena pouze s Teflonem II.

e Kyselina mraven¢i jako fotochemické ¢inidlo

Z naméfenych absorbanci v ustdleném stavu byly sestrojeny kalibracni kifivky,
které byly ve viech studovanych piipadech linearni do koncentrace 15,0 pg 1™ Se(IV);
pii vyssich koncentracich se kfivky ohybaly smérem k ose x. To mohlo souviset se
snizujici se ucinnosti UV-PVG v disledku nedostatecného UV-ozatovani kalibracnich
roztokli o vyssi koncentraci Se(IV). Dalsi mozné vysvétleni odklonu od linearity by se
mohlo odvijet od predpokladu, Ze s rostouci koncentraci Se(IV) v analyzovanych
roztocich mlzZe dochdzet se zvySenou pravdépodobnosti k vzdjemnym reakcim volnych
atoml selenu v zevné vyhfivaném kiemenném atomizatoru. Jinak vyjadieno, vznikaji
odchylky od pfimé uméry mezi mnozstvim analytu ptivadéného do UV-fotoreaktoru a
mezi mnozstvim volnych atomi analytu pfitomnych v oblacku vodikovych radikald, ve
kterém probih4 atomizace™.

Z divodu velkého mnozstvi ziskanych kalibracnich kiivek (kfivky pro vSechny
typy UV-fotoreaktort, bez/s kyselinou dusi¢nou ve vzorcich) je na Obr. 4.16 pro ukazku
znazornéna kalibracni zavislost v celém proméfovaném koncentracnim rozmezi Se(IV)
pouze pro Teflon II. Jedna kiivka odpovida UV-PVG bez kyseliny dusicné, druhd se
vztahuje k experimentim s touto kyselinou. V dalsim grafu (Obr. 4.17) jsou ukazany

pouze linedrni ¢asti obou kalibra¢nich kiivek.
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Obr. 4.16 Kalibra¢ni zavislosti — stanoveni selenu metodou UV-PVG/QF-AAS
s fotochemickym ¢inidlem kyselinou mravenci

Pracovano bylo s UV-fotoreaktorem Teflon II; méreni byla provadeéna pouze v pritomnosti
0,5 mol I"*HCOOH (1) nebo byla do kalibracnich roztokii navic pfidéina 5,0 mmol 17
HNO; (2)

e = 3,5 M; Qy; = 4,5 ml min™'; Qu, = 2,0 ml min™"; Qar = 13 ml min~* (1) nebo Qar =
11 ml min~1(2)
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Obr. 4.17 Linearni c¢asti kalibracnich zavislosti — stanoveni selenu metodou
UV-PVG/QF-AAS s fotochemickym ¢inidlem kyselinou mravenci

Pracovano bylo s UV-fotoreaktorem Teflon II; méreni byla provadeéna pouze v pritomnosti
0,5 mol I"*HCOOH (1) nebo byla do kalibracnich roztokii navic pfidéina 5,0 mmol 17
HNO;3 (2);

levia = 3,5 M; Qyz = 4,5 ml min™"; Qu, = 2,0 ml min™"; Qar = 13 ml min~* (1) nebo Qar =

11 ml min~* (2)

Zakladni analytické charakteristiky stanoveni selenu kombinovanou metodou
UV-PVG/QF-AAS uréené zregresnich rovnic kalibra¢nich zavislosti sestrojenych
v oboru nizkych koncentraci analytu jsou uvedeny v Tabulce 4.4. V tabulce jsou opét
shrnuty charakteristiky dosazené pro vSechny testované UV-fotoreaktory, bez/s
pfidavkem kyseliny dusi¢né do analyzovanych kalibra¢nich roztokl. Dle o¢ekavani byly
pro vSechny typy UV-fotoreaktori niz§i meze detekce dosazeny tehdy, pokud byla pfi
generovani vyuzivana kyselina dusi¢nd; hodnoty byly pfiblizn¢ 1,5 — 3krat nizsi oproti

stavu bez piidavku této kyseliny. Pro vzorky bez kyseliny dusi¢né se meze detekce pro
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Se(IV) pohybovaly v rozmezi 46 — 102 ng 12, pridavek této kyseliny vedl ke snizeni
hodnot na 27 — 44 ng 1%, Také citlivosti byly lepsi, pokud byly analyzovany kalibraéni
roztoky s ptidanou kyselinou dusi¢nou. Opakovatelnost byla celkové na dobré trovni,
v Z4dném z uvedenych piipadi neptesahla 2,4 % (mé&keno pro 5,0 pug I Se(IV)). Nejnizsi
hodnoty meze detekce/meze stanovitelnosti a nejvyssi citlivosti (bez i s piidavkem

kyseliny dusi¢né) byly ziskany pro Teflon II.

Tabulka 4.4 Zakladni analytické charakteristiky dosazené pro selen metodou UV-

PVG/QF-AAS s fotochemickym ¢inidlem kyselinou mravenéi

Typ UV-fotoreaktoru Teflon | Teflon 11 Kiemen I Kiemen II
Piidavek HNO3 Ne Ano Ne Ano Ne Ano Ne Ano
LOD (ng 1) 102 36 46 27 48 33 81 44
LOQ (ng 1™ 341 121 153 89 160 111 271 147
Citlivost (10®Ing') 16 43 32 54 30 47 19 35
RSD (%) 08 16 15 14 11 19 24 272
LDR do (pg1™)

15 15 15 15 15 15 15 15
(LOQ - do)

¢ Kyselina octova jako fotochemické ¢inidlo

Zakladni analytické charakteristiky byly urovany i v pfipad€, kdy byla jako
fotochemické cinidlo vyuzita kyselina octovd. Vysledky dosazené za optimalnich
podminek pro Teflon II jsou shrnuty v Tabulce 4.5. Z uvedenych hodnot je ziejmé, ze
mez detekce/mez stanovitelnosti je nékolikanasobné vyssi oproti UV-PVG s kyselinou
mravenc¢i. Vyrazné horsi je citlivost vyjadiena jako smérnice kalibracni kiivky a o néco
hor$i je i opakovatelnost. Linearni dynamicky rozsah byl naopak rozsifen az do
150,0 pg I* Se(1V). M&feni byla provedena do koncentrace 500,0 ug 1, na Obr. 4.18 je

ukéazéana pouze linedrni ¢ast kalibraéni kiivky.
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Obr. 4.18 Linearni c¢ast Kkalibraéni zavislosti — stanoveni selenu metodou UV-
PVG/QF-AAS s fotochemickym ¢inidlem Kkyselinou octovou
Pracovano bylo s UV-fotoreaktorem Teflon I1; .4, = 13,0 m; Cchgcoon = 0,9 mol It Qu =

2,8 ml min~*; Qar=25ml min~*; Qu, =2,0 ml min™*

Tabulka 4.5 Zakladni analytické charakteristiky dosazené pro selen metodou
UV-PVG/QF-AAS s fotochemickym ¢inidlem kyselinou octovou a UV-fotoreaktorem

Teflon |1
Parametr Hodnota
LOD (ng I™") 237
LOQ (ng 1™ 790
Citlivost (10 I ng™") 8
RSD (%) 2,8
R o

107



4.4.2 Chemické generovani tékavych sloucenin selenu

Podobn¢ jako v pifipadé UV-PVG byla za optimalnich experimentdlnich
podminek (Tabulka 4.3) proméfena kalibra¢ni zavislost a urCeny zakladni analytické
charakteristiky stanoveni selenu kombinovanou metodou CVG/QF-AAS. Celé kalibracni
ktivka je ukazana na Obr. 4.19, v dalsim grafu (Obr. 4.20) je pouze jeji linearni cast;
linearni dynamicky rozsah byl stejné jako pti UV-PVG do 15,0 ug I Se(1V).

10 —m—m ¥———F—— 11— —

0,80 - -

Absorbance

0,60 - -

0,40 | .

0,20 - -

0,00 - -

1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
-1
CSe(lV)’ Mg |

Obr. 4.19 Kalibra¢ni zavislost — stanoveni selenu metodou CVG/QF-AAS
Wasry = 0,5 %; Quasry = 0,7 ml min™; cuer =1,0 mol I'; Qy; = 4,5 ml min™"; Qar =

20 ml min!
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CSe(lV)’ Mg |

Obr. 4.20 Linearni ¢ast kalibracni zavislosti — stanoveni selenu metodou CVG/QF-
AAS
Wiagty = 0,5 %; Quary = 0,7 ml min ™Y cuey =1,0 mol 1'% Q,; = 4,5 ml min™; Qar =

20 ml min*

Dosazené analytické charakteristiky jsou shrnuty v samostatné Tabulce 4.6.
Hodnoty jsou srovnatelné s témi, které byly ziskany pii UV-PVG/QF-AAS s kyselinou
mravenc¢i a lepSi neZ pfi experimentech s kyselinou octovou. Opét stoji za vyzdviZzeni
velmi dobra opakovatelnost 1,5 % (m&feno pro 5,0 pg I Se(IV)).

Pti chemickém generovani s NaBH, byly pozorovany o néco vyssi odezvy na
slepy pokus, coz pravdépodobné souvisi s omezenou €istotou redukéniho €inidla. Ve
vysledku se zvySené absorbance zméfené pro slepy pokus projevily na dosaZenych
mezich detekce a stanovitelnosti. Platilo totiz, ze ackoliv byla citlivost CVG oproti
UV-PVG s nékterymi typy UV-fotoreaktorti vyssi, a daly by se tedy ocekavat lepsi
LOD/LOQ, prakticky tomu tak nebylo.
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Tabulka 4.6 Zakladni analytické charakteristiky dosazené pro selen metodou CVG/QF-
AAS

Parametr Hodnota
LOD (ng I™") 50
LOQ (ng I™") 165
Citlivost (101 ng™) 41
RSD (%) 1,5

-1
LR e .
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4.5 Analyza certifikovaného referencniho materialu

Za uCelem ovéfeni spravnosti navrzené metody UV-PVG/QF-AAS byla
provedena analyza certifikovaného referencniho materidlu (SRM NIST 1643e;
11,97 + 0,14 pg I™* selenu). Konkrétni forma selenu nebyla v doprovodném certifikatu
uvedena, sohledem na zjisténi nékterych autord bylo predpokladano, Ze se jedna
0 Se(1V)"*®, SRM simuloval zakladni slozeni sladké vody (,,Trace elements in fresh
water”). Kromé& selenu vném bylo obsazeno dalSich dvacet osm prvkd rtznych
koncentraci, z divodu stabilizace byl material pfipraven v 0,8 mol " HNO:..

Vysoka koncentrace kyseliny dusicné byla pro zamyslenou analyzu nezadouci.
Pro pfipomenuti, pii stanoveni selenu metodou UV-PVG/QF-AAS jiz ptitomnost
20,0 mmol I HNO; (viz. 4.3.1.7 Vliv p¥idavku Kyseliny dusi¢né a dalSich ¢inidel) ve
vzorcich vedla k vyraznému potlaceni analytického signalu. K eliminaci vlivu kyseliny
dusi¢né byl SRM odpaien téméf do sucha. Odparek byl nasledné nafedén deionizovanou
vodou na pivodni objem vzorku (pfed odpafovanim). Pfed méfenim bylo ptidano
prislusné mnozstvi koncentrované kyseliny mravenéi tak, aby vysledny roztok pro
analyzu obsahoval 0,5 mol I™* HCOOH. Standardni referenéni material byl analyzovan za
optimalnich experimentalnich podminek pro UV-PVG/QF-AAS s Teflonem II. Jak
ukazuji hodnoty v Tabulce 4.7, dosazeno bylo dobré shody mezi certifikovanou a
experimentalné zjisténou hodnotou. Potvrdilo se tedy, ze metoda UV-PVG/QF-AAS
poskytuje spravné vysledky a uplatnéni by mohla nalézt (diky velmi nizké mezi detekce)
tieba prave pro analyzu vzorki vod.

V ptedchozim experimentu byla pfed analyzou ze SRM odpafena kyselina
dusi¢na. Na druhou stranu bylo pfi optimalizaéni studii zjiSténo, ur€ité mnozstvi kyseliny
dusi¢né ve vzorku miZze byt pro stanoveni selenu metodou UV-PVG/QF-AAS vyhodné.
Aby byla ovéfena spravnost stanoveni selenu i1 v ptipadé UV-PVG s optimalnim
ptidavkem kyseliny dusi¢né do vzorku, proveden byl dalSi pokus. Prakticky byl SRM
stejné¢ jako v prvnim piipadé odpatfen, k odparku bylo pfidano pfislusné mnozstvi
deionizované vody a kyseliny mravenci. Navic byla tentokrate pfidana i kyselina dusic¢na.
ProtoZze bylo pracovano s Teflonem II, pfidano bylo takové mnozstvi kyseliny, aby
roztok pro analyzu obsahoval 5,0 mmol I HNOj3 (optimalni koncentrace). Jak je zfejmé
z hodnot v Tabulce 4.7, i v tomto piipad¢ byla zjisténa hodnota v piijatelné shod¢ s tou

certifikovanou.
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Tabulka 4.7 Analyza standardniho referen¢niho materialu metodou UV-PVG/QF-AAS

SRM NIST 1643e Obsah selenu v SRM (pg 1)
Certifikovano 11,97 +0,14
Zjisténo (analyza bez HNO3) 11,42+ 0,40
Zjisténo (analyza s HNO3) 11,33 £ 0,44
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4.6 Ucinnost generovani tékavych sloucenin selenu

e Podkapitola shrnuje piedevsim informace z clanku, ktery ma v seznamu piiloh Cislo: 2

e Nizev ¢lanku: UV-photochemical vapor generation of selenium for atomic absorption
spectrometry: optimization and "Se radiotracer efficiency study

e Nizev casopisu: Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy

Pro hruby odhad uc¢innosti UV-fotochemického generovani tékavych sloucenin
selenu byl zvolen jednoduchy a ¢asto pouzivany zptisob zalozeny na porovnani citlivosti
stanoveni selenu metodami UV-PVG/QF-AAS a CVG/QF-AAS (CVG jako referen¢ni
metoda). Jako objektivngjsi zpusob kvantifikace ucinnosti (UV-PVG i CVG) byla
v dalsim kroku provedena série experimentid s radioaktivnim indikatorem selenu.
V piipadé¢ UV-PVG bylo pracovano se vSemi optimalizovanymi UV-fotoreaktory, jako
fotochemické ¢inidlo byla vyuzivéna kyselina mravenci. Pokusy s radioindikatorem byly
provadény v uzké spolupraci s Laboratoii stopové prvkové analyzy Ustavu analytické
chemie AV CR, v.v.i. (RNDr. Stanislav Musil, Ph.D.). Pokud je nam dobie znamo,
zadny zautori zatim k problematice zjiStovani ucinnosti UV-PVG nepfistupoval
obdobnym zpusobem. Alespon pro piedstavu je soucasti Prilohy 2 tabulka (,, Table 4¢),
ve které jsou uvedeny hodnoty ucinnosti UV-PVG selenu dosazené alternativnimi
pfistupy; publikované ucinnosti UV-PVG se pohybuji v Sirokém rozmezi pfiblizné od

10 % do 90 %.

4.6.1 Odhad ucinnosti na zakladé porovnani citlivosti

V teoretické Gasti disertaéni prace (2.3.5 U&innost UV-fotochemického
generovani) bylo diskutovano, ze chemické generovani muze poslouzit jako relativni
méfitko G¢innosti, protoze jeho dil¢i Gcinnosti pro tvorbu, separaci plyn-kapalina a
transport tékavé slouceniny jsou povaZovany v podstaté za kvantitativni. Pokud vSak byla
citlivost CVG vyjadfena jako smérnice kalibra¢ni kiivky pokladdna za 100 %, pro
UV-PVG selenu byla v nékolika piipadech dosazena dokonce vy$$i ucinnost oproti
srovnavaci metodé. Z Tabulky 4.8 je patrné, ze se relativni u¢innosti vztazené ke
srovnavacimu piistupu pro UV-PVG bez kyseliny dusi¢né pohybovaly mezi 39 — 78 %

vyS$§ich Gc€innosti mezi 85 — 131 % bylo dosazeno pro vzorky s optiméalnim pfidavkem
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kyseliny dusi¢né. Srovndni vSak neni zcela relevantni, protoze bylo provedeno za
optimalnich pracovnich podminek pro oba typy generovéani a nebyla dodrZzena podminka
stejného latkového mnozstvi analytu na vstupu do UV-fotoreaktoru; odlisné byly
pritokové rychlosti nosného plynu a u Kifemene II i pratokova rychlost vzorku. Stejné
nebyly ani podminky atomizace (rizny pifisun nosné¢ho plynu a vodiku do atomizatoru).

Tento zplisob zjistovani Gcinnosti byl bran pouze jako orientacni.

Tabulka 4.8 Uginnost UV-fotochemického generovani tékavych sloucenin selenu
odhadnuté na zaklad¢ porovnani s chemickym generovanim

Porovnany byly citlivosti vyjadrené jako smérnice kalibracnich kiivek

Zpusob generovani UV-fotoreaktor  Citlivost Utinnost
(10°1pgh) (%)
Chemické generovani - 41 100
UV-fotochemické generovani  Teflon | 16 39
(bez HNO3) Teflon Il 32 78
Kiemen I 30 73
Kiemen II 19 46
UV-fotochemické generovani  Teflon | 43 105
(s HNO3) Teflon 11 54 131
Kiemen I 47 115
Ktemen II 35 85

4.6.2 Experimenty s radioaktivnim indikatorem "Se

Jak jiZ bylo nékolikrat piedeslano, vSeobecné je piijiméno, Ze ucCinnost
chemického generovani je 100 %. P¥ experimentech s radioaktivnim indikatorem ">Se,
viak byly fadou autorii dosaZeny podstatn niz$i hodnoty. Napf. Dodekal a kol.2** zjistil
78 + 2% a 53 £ 2% ucinnost CVG s pouzitim komerén¢ dostupného radioindikatoru.
Podobné G&innosti (mezi 61 a 75 %) byly publikovany Hranickem a kol.'?
z obohaceného "Se teréového materialu. Naproti tomu D&dina a kol.**® dosahl s vyuzitim

komeréniho °Se radioaktivniho indikatoru ucinnost okolo 95 %. Nekonzistentni

vysledky mohou souviset s odlisSnymi pfistupy k pfipravé indikatoru ¢i k jejich
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uchovani™. Navic bylo zji§téno, Ze "Se(IV) uchovavany v kyseling chlorovodikové
(bézny postup) muze byt pomerné rychle oxidovan na hydridové neaktivni 75Se(VI)151.
Pro potteby této prace byl ®Se radioindikétor piipraven aktivaci Se(VI)
obohaceného o pfirodni izotop “*Se. Na "°Se(IV) byl redukovén reakei s koncentrovanou
kyselinou chlorovodikovou. Diky vysoké koncentraci selenu a vysoké radioaktivité byl
z4sobni roztok dale naiedén a uchovavan v 1,0 mol It HCI,; relativné nizka koncentrace
kyseliny chlorovodikové byla volena z diivodu omezené odolnosti UV-PVG selenu vici
této kyseliné (viz. 4.9 Interferen¢ni studie). Jak se prokazalo pii dodateCném
experimentu zaloZeném na speciaci "°Se s vyuZitim papirové chromatografie (pokus je
popsan v Piiloze 2 — ,,3.4.2 Speciation of Se radiotracer”), pouze 89 % ">Se bylo
nalezeno v zoné odpovidajici Se(IV), zbytek odpovidal neiontové formé analytu
(pravdépodobné Se(0)) a Se(VI). Ukézalo se tedy, ze v rdmci studie vyuzivany >Se(1V)
je caste¢n¢ pfeménovan na specie nevhodné ke generovani tékavych sloucenin, a ze by
nebylo spravné povazovat G¢innost CVG s timto radioindikdtorem za 100%. Z toho
divodu byla nejprve urena maximalni dosazitelna Uc¢innost generovani tckavych

sloucenin.

4.6.2.1 Maximalni dosaZitelna icinnost generovani tékavych slou¢enin

Nejvyssi moznd UCinnost generovani dosazitelnd s radioindikdtorem pouzitym
Vv této disertacni praci byla ur€ena prostiednictvim chemického generovani v davkovém
uspofadani. Generovani bylo uskutecnéno za léty provéfenych pracovnich podminek
shrnutych v Priloze 2 (,,2.3.3 Batch CVG”). Prakticky byly vygenerované tékavé
slouceniny na vystupu z davkového generdtoru zachytavany na kolonkach naplnénych
aktivnim uhlim (sorbent). Po ukon¢eni generovani byla méfena aktivita téchto kolonek,
ktera byla vztazena ke vstupni aktivite (100 %) roztoku pted generovanim.

V rozmezi nékolika tydnl byla podle popsaného zplsobu opakované zjistovana
ucinnost CVG v davkovém modu, dosazené hodnoty jsou shrnuty v Tabulce 4.9. Dle
ocekavani se ani v jenom ptipad€ ucinnost nepiiblizovala 100 %. Za ucelem ovéteni, zda
se analyt nedetekovany v plynné fazi (nezachyceny na kolonkach) nesorbuje na vnitinim
povrchu davkového generatoru, byla z generatoru vzdy po skonceni generovani dikladné
odsata kapalna faze a zméfena jeji aktivita. Odhalena byla pouze minimalni sorpce (méné

nez 5 %).
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Utinnosti dosazené pro CVG v davkovém uspoiadani byly pouzity ke korekci
hodnot zjisténych pti UV-PVG. To znamena, ze u¢innost UV-PVG vycislena na zéklad¢
frakce radioindikatoru nalezené v plynné fazi (na kolonkach) byla vztazena k hodnotam

odpovidajicim CVG v davkovém uspotadani.

Tabulka 4.9 Maximalni dosazitelna G¢innost generovani tékavych sloucenin zjisténa pti
pokusech s radioaktivnim indikatorem "°Se

Hodnoty byly urceny na zakladeé chemického generovani v davkovém usporadani

Cislo pokusu 1 2 3 4 5 6

Utinnost (%) 76,6+0,9 82,4+0,7 80,1+3,3 83,808 79,0+0,8 83,622

4.6.2.2 Utinnost UV-fotochemického generovani tékavych sloucenin

Experimenty s radioindikatorem "°Se byly provedeny pro vsechny typy
UV-fotoreaktord, tckavé slouceniny byly generovany dle optimalnich podminek
shrnutych v Tabulce 4.1. Zjistovany byly frakce analytu (% vstupni aktivity)
adsorbované na dvou sériové zapojenych kolonkach naplnénych aktivnim uhlim. Zadna
aktivita pfitom nebyla zaznamenana na druhé kolonce, coz svéd¢i o dobré sorpcni
schopnosti aktivniho uhli. Pro ziskani celkové ucinnosti UV-PVG selenu byly frakce
analytu na kolonkidch vztaZzeny k maximalni dosaZitelné ucinnosti uréené pied
jednotlivymi sériemi experimentli; konkrétné k 76,6 + 0,9 % (Teflon I, Kiemen I,
Kfemen II) nebo k 79,0 + 0,8 % (Teflon II). Po ukonceni generovani byla cela aparatura
rozebrana a zméfena byla aktivita jednotlivych jejich €asti (méfena byla 1 aktivita
kapalného odpadu). Tim bylo mozné odhalit potencialni ztraty analytu v jednotlivych
Castech aparatury a otestovat vhodnost materiali pouZivanych k jeji konstrukei (materiél
reakéni civky, materidl hadicek slouZzicich k vedeni t€kavych sloucenin apod.).

Dosazené vysledky jsou shrnuty v Tabulce 4.10 A (hodnoty pro UV-PVG bez
kyseliny dusi¢né) a v Tabulce 4.10 B (hodnoty pro UV-PVG s pfidanou kyselinou
dusi¢nou). Mnozstvi analytu zjisténé v plynné fazi je uvedeno Vv iadku oznaceném
»Plynnd faze“. Pod danym oznaenim je zahrnuta nejen frakce analytu zjiSt€éna na
kolonkéch, ale také frakce zjiSténd v Tygonovych hadi¢kach spojujicich separator fazi

s kolonkami. Ve vétSin¢ piipadi aktivita této spojovaci hadicky neptesahla 0,1 %
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celkové vstupni aktivity. Lze tedy konstatovat, Ze se zde nesorboval v podstaté¢ zadny
tékavy produkt a ze byl Tygon vyhovujicim spojovacim materialem pro dané tucely;
stejnd hadicka byla pii experimentech s neaktivnim selenem vyuzivéna k transportu
tékavé slouCeniny selenu mezi separdtorem fazi a kiemennym atomizatorem pfi
UV-PVG/QF-AAS.

V tabulkach jsou dale wuvedeny frakce radioaktivniho analytu nalezené
V kapalném odpadu a v jednotlivych castech aparatury: V fadku ,,Kapalny odpad* je
uveden % podil ze vstupni aktivity zméfeny v kapalném odpadu v pribéhu/po
generovani s radioindikatorem selenu. Samostatné je vyclenéno (,,Odpadni hadicky*)
mnozstvi radioaktivniho analytu nalezené v Tygonovych hadi¢kach transportujicich
odpadni kapalinu ze separatoru fazi. Dale je uvedena frakce radioaktivniho analytu
odpovidajici separatoru fazi (,,Separator fazi“) a generatoru tckavych sloucenin
(,,Reakéni civka®). Prislusné aktivity pfitom nebyly diky rozmérim téchto komponent
aparatury méfeny pfimo v meéficich nadobkach, nybrz byly zjistovany ve vyluzich
ziskanych opakovanym vyplachem separatoru/reakéni civky lucavkou kralovskou a
deionizovanou vodou. Pojem ,Ostatni hadicky* shrnuje aktivitu Cerpaci Tygonové
hadicky (véetné spojek) privadéjici kapalny vzorek do UV-fotoreaktoru a aktivitu
teflonové hadicky spojujici separator fazi s generatorem tékavych sloucenin. ,,Soucet
aktivit je dan souctem aktivit nalezenych v plynné fazi, v kapalném odpadu a na vSech
povrsich aparatury, které ptisly do styku s radioindikatorem. V poslednim fadku tabulky
je uvedena celkova uc¢innost generovani dosaZzena po prepo¢tu na maximalni moznou
ucinnost generovani t€kavych slou€enin; tyto hodnoty byly brany jako smérodatné pfi

hodnoceni u¢innosti UV-PVG.
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Tabulka 4.10 Frakce radioaktivniho indikatoru "°Se nalezené v jednotlivych fazich

a ¢astech aparatury po UV-fotochemickém generovani tékavych sloucenin selenu®

A) UV-fotochemické generovani bez kyseliny dusi¢né

UV-fotoreaktor Teflon | Teflon Il Kfemen I Kfemen 11
Frakce analytu (%)

Plynna faze 16,3+0,3 44,6 £ 1,6 422+1,8 42,1 +3,8
Kapalny odpad 77,5+ 1,9 453 +0,9 47,1 £0,5 46,0+ 5,2
Odpadni hadicky 3,0 3,7+0,1 0,7 3,6
Reakéni civka 0,6 0,3 5,8+0,1 0,5
Separator fazi 1,2 2,8+0,1 0,9 3,6
Ostatni hadicky 0,2 0,8 2,3 1,8
Soucet aktivit 98,8 £0,5 97,5+ 0,6 99,0 + 0,4 97,6 +0,4
U¢innost generovani 21,3+0,5 56,5 +£2,2 55,1 +2,4 54,9 £5,1

B) UV-fotochemické generovani s prridanou kyselinou dusi¢nou

UV-fotoreaktor Teflon | Teflon 11 Ktemen | Ktemen I
Frakce analytu (%)

Plynna faze 442 +2.6 47.8+0,5 51,4+0,5 474+13
Kapalny odpad 52,2+0,7 50,0+1,3 41,7+ 1,8 50,0+ 0,8
Odpadni hadicky 1,6 0,7 1,7 2,2
Reakéni civka 0,1 0,0 1,0 0,7
Separator fazi 0,4 0,0 0,5 0,1
Ostatni hadicky 0,2 0,0 0,3 0,5
Soucet aktivit 98,7+ 0,5 98,5+0,7 96,6 + 0,4 100,9+0,5
Utinnost generovani 57,7+3,4 60,5 +1,0 67,1 +£1,0 61,8+1,8

& Hodnoty v rddku ,,Plynnd faze“ a ,,Kapalny odpad‘ jsou aritmetickymi priméry ze tii
meéreni = smérodatna odchylka méreni. Nejistoty v ostatnich radcich byly vypocitany dle
Kragtena™?; nejistoty pod 0,05 % nejsou zaznamendny. V poslednim Fadku tabulky je
uvedena celkova ucinnost UV-PVG ziskand po korekci na maximalni dosazitelnou ucinnost
generovani (76,6 % pro Teflon I, Kiremen I, Il nebo 79,0 % pro Teflon I1).
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Jak je patrné z hodnot v tabulkach (Tabulka 4.10 A a Tabulka 4.10 B), pokud
bylo UV-PVG realizovano pouze s pouzitim fotochemického ¢inidla, celkové ucinnosti
se pohybovaly mezi 21,3 — 56,5 %. Praimérné vyssi ucinnosti (57,7 — 67,1 %) byly
zaznamenany pii UV-PVG s navic pifidanou kyselinou dusi¢nou. Nejvétsi rozdil
Vv ucinnostech mezi vzorky bez/s kyselinou dusi¢nou byl zaznamendn pro Teflon I,
u néhoz se hodnoty liSily vice nez dvojnasobné (cca 2,6krat). Takto vyznamny nartst
pomérn¢ dobfe korespondoval s vysledky experimenti s neaktivnim selenem (napf.
podobny rozdil jako mezi LOD/LOQ dosazenymi pii UV-PVG/QF-AAS; viz. Tabulka
4.4). U ostatnich civek (Teflon II, Kiemen I, II) nebyl nartst u¢innosti v disledku
ptidavku kyseliny dusi¢né tak vyrazny, pohyboval se mezi 4,1 — 12,0 %. To mohlo
Gasteénd souviset s kyselinou chlorovodikovou, ve které byl radioindikator "°Se
uchovavan. Pfestoze v proméfovanych roztocich byla ptitomna pouze 5,0 mmol I HCI
nelze vyloucit, Ze do urcité miry neovlivnila dosazené ucinnosti UV-PVG a to predevs§im
u vzorkd bez HNO3; — pro vzorky bez kyseliny dusi¢né byl pozorovan vyrazngj$i nartst
signalu vlivem pfidané kyseliny chlorovodikové (podrobnéji viz. Priloha 2).

Z porovnani Udaji v obou tabulkdch je dale zfejmé, Ze primérné méné
radioindikatoru selenu zastavalo zachyceno v aparatuie tehdy, pokud byla do
analyzovanych vzorki pfidavana kyselina dusi¢nd. To by mohlo souviset s vymyvacimi
schopnostmi této kyseliny nebo S rozdilnymi produkty generovanymi bez/s kyselinou
dusi¢nou; zatimco pfi UV-PVG s fotochemickym cinidlem kyselinou mravenci je
generovan selenovodik 1 selenokarbonyl, pfidavek kyseliny dusi¢né potlacuje vznik
selenovodiku a generovan je pouze selenokarbonyl4. Dle tivahy o rozdilnych produktech
by se tedy selenokarbonyl zachytaval v aparatute mén¢ nez selenovodik.

Pokud jde o material civky UV-fotoreaktoru, nelze jednoznaéné rozhodnout, zda
se vice analytu sorbovalo v teflonovych nebo kiemennych reakcnich civkach. Ve vétsing
pfipadl byla ve vyluzich nalezena frakce analytu do 1 % bez ohledu na pouZzity material
reakéni civky; vyjimkou byl Kfemen I, u kterého byla oproti ostatnim ptipadiim nalezena
pomérné vysokd aktivita 5,8 %. Opét platilo, Ze byly primérné nizs$i aktivity
zaznamenany po UV-PVG s kyselinou dusi¢nou.

Stejné tak jako se z hlediska inertnosti osvéd¢ily materialy pouzité ke konstrukci
UV-fotoreaktoru (materidl reakéni civky), osveédcily se i ostatni materidly, ze kterych byl

zhotoven spojovaci materidl (Tygon, teflon). Nebylo zjist€no, Zze by na nékterém
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z pouzivanych materialti dochézelo k vyrazné sorpci radioaktivniho indikatoru selenu
(te€kavych sloucenin piipadné jejich rozkladnych produkti).

Celkovy soucet aktivit *Se radioaktivniho indikatoru byl v dobré shod¢ se
vstupni aktivitou, coz znamend, ze nebyly pozorovany vyznamné ztraty radioaktivity
béhem experimentll; ve vSech pfipadech bylo nalezeno minimalné 96,6 % vstupni

aktivity.

4.6.2.3 Utinnost chemického generovani tékavych sloucenin

V dalsim kroku byla zjistovana uc¢innost chemického generovani v pratokovém
usporddani za podminek, které byly optimalizovany specidlné pro tuto studii
(Tabulka 4.3). Na zakladé¢ mé&feni aktivit (zméfeno tiikrat) bylo na kolonkach, a tedy
Vv plynné fazi, nalezeno pouze 35,1 + 0,5 % vstupni aktivity; po korekci na maximalni
dosazitelnou Uc¢innost danou chemickym generovanim v davkovém uspotfadani cinila
celkova ucinnost CVG v prutokovém modu 44,4 + 0,8 %. Vice udajii o distribuci analytu
je mozné vycist z Tabulky 4.11. Z hodnot je ziejmé, Zze oproti UV-PVG byla v aparatuie
pro CVG nalezena podstatné vétsi frakce radioindikatoru. To by mohlo potvrzovat teorii
o odli§né sorpci riiznych t€kavych slou€enin na vnitinim povrchu aparatury; pii CVG je
generovan pouze selenovodik. Vice radioaktivniho analytu sorbovaného v systému by
mohlo mit ¢astecné vliv 1 na celkové niz8i dosaZenou ucCinnost generovani ve srovnani
s UV-PVG.

Vzhledem k pomérné nizké wcinnosti CVG v kontinualnim uspotadani byl
proveden dopliiujici pokus s upravenymi pracovnimi podminkami, za kterych byl reakci
S tetrahydridoboritanem sodnym generovan selenovodik. Vyrazné€ vyssi Uc€innost byla
dosazena tehdy, pokud byla pii kontinudlnim generovani zvySena Kkoncentrace
redukéniho ¢inidla z 0,5% NaBH4 na 2% NaBH, a zaroven byla navysena priitokova
rychlost argonu z 20 ml min"* na 50 ml min*. Za t&chto podminek &inil podil analytu
Vv plynné fazi 72,9 £ 0,9 %, coZ po korekci odpovidalo celkové t¢innosti 86,9 % (korekce
na ucinnost 83,8 %). Opét platilo, Ze se v aparatuie sorbovalo vice radioaktivniho analytu

nez pii UV-PVG; blizsi udaje jsou uvedeny v Tabulce 4.11.
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Tabulka 4.11 Frakce radioaktivniho indikatoru °Se nalezené v jednotlivych fazich
a Castech aparatury po chemickém generovani tékavych sloucenin selenu v priitokovém

uspoiadani®

0,5% NaBH4 2,0% NaBH4

Podminky chemickéh ni in” in”
OCIMIIEY CHEMICENO EENCTOVARL o0 mimin T Ar 50 ml min " Ar

Frakce analytu (%)

Plynna faze 351+£1,5 72,9 +£0,9
Kapalny odpad 35,3+0,4 10,1 £0,2
Odpadni hadicky 16,9+ 0,2 7,0£0,1
Reak¢eni civka 3,0£0,1 1,4+0,1
Separator fazi 4,0+0,1 6,5+0,1
Ostatni hadicky 1,7+0,1 1,7+0,1

Soucet aktivit 96,0 + 0,6 99,6 £ 0,8

Utinnost generovani 44,4 +0,8 86,9+13

& Hodnoty v rddku ,,Plynnd faze“ a ,,Kapalny odpad‘ jsou aritmetickymi priméry ze tii
méreni = smérodatna odchylka méreni. Nejistoty v ostatnich radcich byly vypocitany dle

Kragtena'®?. V poslednim idadku tabulky je uvedena celkova vi¢innost CVG ziskand po korekci

na maximdlni dosazitelnou ucinnost generovani (79,0 % pro CVG s0,5% NaBH,; nebo
83,8 % pro CVG s 2,0% NaBH,).

Nutno podotknout, Ze ackoliv byla za pozménénych podminek dosazena vyssi
ucinnost CVG, takové podminky nebyly zcela vyhovujici pro stanoveni selenu metodou
CVG/QF-AAS. Analyticky signal méfeny v ustaleném stavu byl niz$i nez v ptipadé, kdy
bylo generovani provadéno za optimalnich podminek shrnutych v Tabulce 4.3. Navic
byl signdl vice =zatizen Sumem a také jeho opakovatelnost se zhorSila. Horsi
opakovatelnost signalu pii pokusech s koncentrovanéj$im NaBH; mohla souviset
S bouflivéj§im pribéhem reakce, jehoz disledkem mohl byt nepravidelny pfisun
vygenerovaného selenovodiku do kiemenného atomizatoru. Zjisténé vysledky ukazuji, ze
podminky pro dosaZzeni maximalni citlivosti (a také nejlepSi opakovatelnosti) pfii
CVG/QF-AAS pravdépodobné nekoresponduji s podminkami, pii nichz je dosahovano

maximalni G¢innosti generovani.
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4.6.3 Mozné zvySeni ucinnosti UV-fotochemického generovani

Aby byl potvrzen ¢i vyvracen vySe uvedeny predpoklad o moznych rozdilech
v experimentalnich podminkach (podminky pro dosazeni maximalni citlivosti a u€innosti
generovani) také v souvislosti s UV-PVG, byly provedeny dalsi dopliujici pokusy.
Zjistovan byl rozdil ve frakcich analytu nalezenych ve vstupnim roztoku (pfed
generovanim) a v odpadnim roztoku (po generovani); frakce selenu v odpadnich

roztocich byly ur¢ovany metodou CVG/QF-AAS.

4.6.3.1 Méfeni frakce analytu v odpadnim roztoku po UV-PVG

UV-fotochemicky byly za riiznych podminek generovany tékavé slouceniny
selenu, které byly zavadény do kfemenného atomizatoru a detekovany AAS. Ke
generovani byla vyuzita reakéni civka Teflon II. Pracovano bylo s neaktivnim
standardem o koncentraci 10,0 pg I Se(IV), ktery byl piipraven v kyselin& mravenéi; do
analyzovanych roztoki byla navic pifidavana kyselina dusi¢na. Po kazdé upravé
nékterého z experimentalnich parametrii byly zaznamenavany analytické signaly a do
pripravenych sklenénych banck byl jiman kapalny odpad po generovani odCerpavany ze
separatoru fazi. Thned po ukonéeni UV-PVG/QF-AAS byly metodou CVG/QF-AAS
zjistovany frakce analytu (nezreagovany podil analytu) v nashromdzdénych odpadnich
roztocich. Niz§i absorbance ziskané metodou CVG/QF-AAS pfitom logicky znamenaly,
ze pti UV-PVG zreagovalo vice Se(IV) na tékavé slouceniny a tudiz i uc¢innost UV-PVG
byla vyssi. Timto zpisobem bylo mozné jednoduSe zjistit, zda se nejvice Se(IV)
pfeménilo na tékavé slouceniny za optimalnich podminek nalezenych metodou
UV-PVG/QF-AAS, anebo za rozdilnych pracovnich podminek. Pted vlastni realizaci
popsanych experimentil bylo ovéfeno, ze stanoveni selenu metodou CVG/QF-AAS neni
ovlivnéno pfitomnosti kyseliny mravenc¢i v analyzovanych vzorcich.

Jak se ukazalo, pfedpoklad o odlisnostech v pracovnich podminkach byl spravny.
Kli¢ovy byl pritok nosného plynu a rychlost Cerpani vzorku do UV-fotoreaktoru.
V souvislosti s pritokovou rychlosti argonu bylo zjisténo, ze zatimco pti UV-PVG/QF-
AAS byl nejvyssi analyticky signal zméfen pii pritoku 11 ml min!, pro dosaZeni
maximalni G&innosti byl vhodngjsi pritok 6 ml min. Pfi této prittokové rychlosti argonu
byl ale analyticky signal selenu u metody UV-PVG/QF-AAS nizs§i, mél zhorSenou

opakovatelnost a pfedevsim byl podstatné vice zatizeny Sumem. Pro pratokovou rychlost
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vzorku platilo, Ze by k dosazeni vys$§i ucinnosti mohlo pfispét snizeni pratoku
0 1,0 ml min? (zmény v absorbancich ale nebyly vyznamné). U ostatnich testovanych
parametrit (prutokova rychlost vodiku, délka reakéni civky, koncentrace kyseliny
mravenci a kyseliny dusi¢né) se optima shodovala s hodnotami v Tabulce 4.1.

Protoze bylo pfi experimentech s radioaktivnim indikatorem ovéteno, ze
chemické generovani selenovodiku neprobihd se 100% ucinnosti (pfedev§im CVG
V kontinualnim uspotfadéani), nebylo dost dobie mozné na zakladé¢ porovnani frakce
analytu ve vstupnim/odpadnim roztoku procentualné vyc¢islit uc¢innost UV-PVG (jedna
zZ potencialnich metod odhadu G¢innosti generovani).

Dopliime, ze ke zjistovani obsahu selenu v odpadnich roztocich by bylo
pfihodnéjs$i pouzit jinou metodu nez CVG/QF-AAS. Pro dané Ucely by se hodila
naptiklad AAS s pfimym zavadénim kapalného vzorku do kyvety (ET-AAS). Protoze byl
ale v prubéhu vypracovani diserta¢ni prace k dispozici pouze jeden atomovy absorpéni
spektrometr, bylo by prakticky velmi obtizné opakované ménit jeho uspotadani

(kfemenny atomizator vs. grafitova kyveta).

4.6.3.2 Dodatecny experiment s radioaktivnim indikatorem >Se

Za upravenych pracovnich podminek pro UV-PVG s Teflonem II (nizsi
prutokova rychlost argonu a vzorku) byl znovu proveden experiment s radioindikatorem
selenu. Celkovou Uc¢innost se timto krokem podafilo zvysit o vice nez 12 %. Distribuce
radioaktivniho analytu byla nasledujici: v plynné fazi bylo nalezeno 57,5 + 0,6 % vstupni
aktivity, 36,0 £ 0,8 % bylo zjiSténo v odpadu (odpadni kapalina a odpadni hadicky)
a 0,9 £ 0,1 % na ostatnich vnitfnich povrSich aparatury, které se dostaly do styku
s radioindikatorem selenu. Po korekci na maximélni dosazitelnou ucinnost (79,0 %) byla
hodnota uc¢innosti UV-PVG selenu posunuta na 72,8 %. Plati tedy, ze stejné jako
v ptipadé¢ CVG v kontinudlnim uspotfadani bylo 1 nyni dokazano, ze se pracovni
podminky vedoucik dosazeni maximalni citlivosti a U¢innosti generovani té€kavych

slou¢enin mohou rozchazet.
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4.7 Stanoveni selenu v praktickych vzorcich

e Podkapitola shrnuje predevsim informace z ¢lanku, ktery ma v seznamu piiloh Cislo: 3

e Nizev ¢lanku: UV-photochemical vapor generation with quartz furnace atomic absorption
spectrometry for simple and sensitive determination of selenium in dietary supplements

e Nizev casopisu: Microchemical Journal

Dalsi experimenty byly provedeny za ucelem ovéfeni aplikovatelnosti
kombinované metody UV-PVG/QF-AAS pro rutinni analyzu. Pro ziskani ucelenéjsi
predstavy o mozném praktickém vyuziti vyvinuté metody byly vybrany dva typy vzorki
s riznorodou matrici. Nejprve byl obsah selenu stanovovan ve vzorcich pitnych vod,
nasledovala analyza potravinovych doplnki s obsahem selenu. Zatimco stanoveni selenu
Vv potravinovych dopliicich bylo popsano v samostatné publikaci (Priloha 3), analyza

pitnych vod je strucné zrekapitulovana pouze v této Casti disertacni prace.

4.7.1 Vzorky vod

Analyze byla podrobena pitnd kohoutkovd voda, balend minerdlni voda a
studni¢ni voda. Obsah analytu byl v téchto vzorcich stanovovan metodou standardniho
pfidavku. UV-PVG selenu probihalo za dfive optimalizovanych podminek pro
UV-fotoreaktor Teflon Il (Tabulka 4.1). Vzorky nebyly pifed vlastni analyzou
stabilizovany nebo filtrovany, pouze bylo pifiddno definované mnozstvi kyseliny
mravenci, piislusny pfidavek standardu selenu (voleny byly tii pfidavky o koncentracich
0,5; 0,7; 1,0 pug I'") a v n&kterych piipadech také kyselina dusiéna (stanoveni bylo
provadéno jak s kyselinou dusi¢nou, tak bez ni).

Zjistény obsah Se(IV) v jednotlivych vzorcich je ukdzan v Tabulce 4.12.
Nalezeny byly hodnoty kolisajici v okoli meze stanovitelnosti uréené pro selen metodou
UV-PVG/QF-AAS. U nékterych vzorkid byl navic zaznamenan zna¢ny rozdil mezi
obsahy stanovenymi pii generovani bez/s pfidavkem kyseliny dusi¢né. Ukdzalo se tedy,
ze (pravdépodobné diky nizkému obsahu Se(IV) v analyzovanych vodéach) navrzena
metoda neni pro podobny typ vzorkd optimdlni. Za nevyhodu lze v tomto ptipadé

povazovat tu skuteCnost, ze je metoda omezena pravé jen na stanoveni Se(IV).
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Ve vod¢ jsou totiz primarn¢ pifitomny jiné formy selenu (hlavné selenidy) a obsah
samotného Se(IV) je nizky. Zadné kroky zajistujici prevedeni ptipadnych dalsich forem
selenu na Se(IV) voleny nebyly. Cilem tohoto stanoveni nebylo zjistit celkovy obsah
selenu (nebo provést speciacni analyzu), ale vyzkousSet danou metodu pravé za ucelem

stanoveni Se(IV) v pitnych vodach.

Pozndmka: Pro zajimavost mize byt doplnéno, Ze ve vyhlasce o pitné vodé (vyhlaska
&. 83/2014 Sb.) je pro obsah selenu uvedena nejvyssi mezni hodnota 10 pg I (nejvyssi
mezni hodnota je ukazatelem jakosti pitné vody, pfi ptekroceni této hodnoty je vylouceno
pouziti vody jako pitné)'*®. Teoreticky by tedy metoda UV-PVG/QF-AAS mohla byt
dostateén¢ citlivd pro analyzu vod bohatSich na obsah selenu (za soucasného
pfedpokladu, ze by se selen v pitné vodé vyskytoval pfevazné ve formé Se(IV)), stejné
tak jako se osv&dgila pii analyze SRM (obsahoval vice nez 12 pg 1" selenu). Uplatnéni
by metoda mohla nalézt napf. pti rozboru prumyslovych vod (odpadni vody chemického,

hutnického ¢i sklafského pramyslu), ve kterych by se dal ocekavat vyssi vyskyt Se(IV).

Tabulka 4.12 Obsah Se(IV) ve vzorcich pitnych vod zjistény metodou UV-PVG/QF-
AAS

UV-PVG bez HNO; UV-PVG s HNO;

Obsah Se(IV) Obsah Se(IV)

(ng ™) (hg 1)
Kohoutkové voda 149 + 38 (< LOQ) 67 £ 24 (< LOQ)
Balen4 mineralni voda 240 £ 51 286 + 61
Studnicni voda 113 +42 (< LOQ) 211 + 66
LOQ? 153 89

 Mez stanovitelnosti pro Se(IV) uréena metodou UV-PVG/QF-AAS
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4.7.2 Potravinové dopliky

VéEtsi prostor byl pifi analyze redlnych vzorkli vénovan stanoveni selenu
v potravinovych doplicich. Pokud je nam dobie zndmo, zaddny z autorii se zatim
stanoveni selenu ve vzorcich podobného typu prostfednictvim zavadéni vzorku technikou
UV-PVG nezabyval. Pouze Li a kol.”® stanovoval selen ve vzorku selenem obohacenych
kvasnic (detekce ICP-MS, AFS). Tyto kvasnice jsou v n¢kterych typech potravinovych
doplikil vyuzivany jako zdroj organického selenu (obsahuji hlavné selenomethionin nebo
napf. methylselenocystein).

Pro analyzu byly vybrany na ¢eském trhu bézn¢ dostupné preparaty. Konkrétné
byl selen stanovovan v péti typech doplikd stravy (A — E), jejichz soucasti byl
anorganicky selen ve formé seleni¢itani (A — C) ¢i selenanti (D, E). Testovany byly
dopliikky obsahujici jeden stopovy prvek (selen) nebo obsahovaly kombinaci selenu
s dal$imi mineraly jako je zinek ¢i vitamin E. Soucasti vSech preparati byly navic rizné
pomocné latky (plnidla, pojiva atd.) anorganického i organického ptvodu. Slozeni
testovanych potravinovych dopliikkli je popsano v experimentalni ¢asti disertacni prace
(3.2.1 Potravinové dopliiky). Deklarovany obsah Se v dopliicich se pohyboval mezi
30 — 100 pg na jednu tabletu/kapsli, doporu¢ovana denni davka selenu je v Ceské
republice 55 pg/den’.

Pozndamka: Ptestoze diskuze na téma konzumace potravinovych doplikd neni pfedmétem
této prace, stoji za povSimnuti, Ze se na ¢eském trhu bézné objevuji preparaty, které pfi
doporucené konzumaci jedné tablety denné ptevysuji doporu¢enou denni davku selenu téméf
dvojnasobné (i kdyz jisté nelze predpokladat, ze lidsky organismus veskery selen z tablet
vstfeba). Selen sice patii mezi esencidlni stopové prvky nezbytné pro spravné fungovani
organismu, jeho nadbytek vSak muze lidské zdravi ovlivnit negativné. Jak jiz bylo navic
zminéno, hranice mezi esencialitou a toxicitou je u tohoto prvku pomérné uzka. Na druhou
stranu ale také plati, ze se Ceska republika fadi mezi zemé, kde je prokdzan nizsi piijem
selenu potravou; pravé potrava je hlavnim zdrojem tohoto prvku pro populaci. Je to dano
slozenim geologického podlozi (snizena dostupnost selenu z pady).

Pravidelna konzumace potravinovych doplilki s obsahem selenu miize, dle jejich
producentt, piispét k udrzeni normalniho stavu vlasti, nehtl, k normalni ¢innosti §titné zlazy
a imunitniho systému, k normdlni spermatogenezi, k ochrané¢ bunék pied oxidativnim
stresem apod. Nadmérna suplementace u osob, ktefi jiz maji adekvatni pfijem selenu, vsak

miize zvysit riziko vzniku diabetu 2. typu a vést mize i dal§im zdravotnim komplikacim™,
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Stru¢né by se dalo shrnout, Ze ackoliv mohou byt potravinové dopliiky pro lidsky organismus
prosp&iné (osoby s dennim piijmem cca pod <40 pg/den)™, jejich konzumace by méla byt
opodstatnéna a neméla by podléhat aktualnim trendim a vSudypfitomnému komerénimu
tlaku. Pestra a vyvazena strava by u zdravych jedincii pravdépodobné meéla zajistit

dostate¢nou hladinu selenu.

4.7.2.1 Optimalizace, zakladni analytické charakteristiky

Pted vlastni analyzou redlnych vzorkli byly ovéfeny experimentilni podminky
pro stanoveni selenu metodou UV-PVG/QF-AAS, protoZze oproti optimalizaci popsané
v podkapitole 4.3 Optimalizace experimentalnich podminek byla jako zdroj
primarniho zafeni v AAS pouzita tzv. superlampa (selenova vybojka s velmi vysokou
intenzitou zéfeni). Pracovano bylo opét s UV-fotoreaktorem Teflon II a experimentalné
bylo ovéteno, ze se optimdlni podminky shoduji s témi, které byly zjiStény pfii
ptedchozich pokusech s vybojkou s dutou katodou (Tabulka 4.1). To se dalo o¢ekavat,
protoze vyména vybojky se tykala nikoliv procesu zavadéni vzorku (tedy UV-PVG), ale
az detekéniho kroku (QF-AAS).

Zamérem vymeény zdroje primarniho zafeni v AAS byla snaha o mozné snizeni
meze detekce a stanovitelnosti ¢i ptipadné zvySeni linearniho dynamického rozsahu.
Zakladni charakteristiky dosazené pro selen s pouzitim superlampy jsou shrnuty
v Tabulce 4.13; pro rychlé porovnani jsou jesté jednou uvedeny hodnoty ziskané pii
praci s vybojkou s dutou katodou. Zamysleného snizeni LOD a LOQ bylo docileno,
avSak zlepSeni nebylo vyrazné (v tom smyslu, Ze se napf. nejednalo o fadové zlepSeni
hodnot). Linearni dynamicky rozsah zlstal nezménén. Opakovatelnost vyjadiena jako %
RSD byla opét dobra. Také analyza SRM NIST 1643e dopadla uspésné. Oproti
deklarovanému obsahu 11,97 + 0,14 pg 1™ bylo metodou UV-PVG/QF-AAS nalezeno
11,41 £0,31 pg 17" Se(1V) (UV-PVG bez HNO;) a 11,28 + 0,46 pg 1+ Se(IV) (UV-PVG
s HNO3).
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Tabulka 4.13 Zakladni analytické charakteristiky dosazené pro selen stanoveny metodou
UV-PVG/QF-AAS se superlampou nebo s vybojkou s dutou katodou jako zdrojem

primarniho zatfeni v AAS

Zdroj zateni v AAS Superlampa Vybojka s dutou katodou
Pridavek HNO3 NE ANO NE ANO
LOD (ng I} 40 22 46 27

LOQ (ng I'Y) 134 73 153 89
Citlivost (10° 1 ng™) 36 70 32 54

LDR (ug1™) LOQ-15 LOQ-15 LOQ-15 LOQ-15
RSD (%) 1,8 1,7 1,5 1,4

4.7.2.2 Priprava vzorki pro analyzu

Zakladnim pozadavkem bylo upravit vzorky co nejjednodusSim zplsobem
(minimum operaci se vzorkem, pouziti omezeného mnozstvi chemikalii...), nikoliv vSak
na ukor dosazenych vysledkd. Z divodu rozdilné schopnosti tvofit t€kavé slouceniny
bylo pfi pripravé vzorkli samostatné ptistupovano k preparatiim obsahujicim selenicitany
a selenany; pro vzorky se Se(VI) bylo nutné zaradit predredukéni krok. Protoze byly pro
analyzu vybrany dopliiky stravy s obsahem ve vodé€ rozpustnych specii selenu, byly pfi
upravach vzorkil vynechany sloZitéj$i postupy jako napt. enzymatickd hydrolyza nebo
mikrovinnd digesce (druhy postup byl pouzZit pouze k upravé jednoho vzorku).
Podrobnéjsi popis ptipravy vzorkl je shrnut v experimentalni ¢asti disertacni prace (3.2.1

Potravinové dopliiky).

e Vzorky s obsahem Se(IV)

Vzorky obsahujici Se(IV) byly pfipravovany celkem tfemi zplsoby, respektive
byly rozpoustény ve tfech rlznych médiich. Ve vSech pfipadech byla vyuzita
ultrazvukem asistovana extrakce (30 min, 40 °C). Nejprve byla pro rozpousténi zvolena
deionizovand voda jako zdkladni rozpoustédlo. Nasledovala extrakce v prostiedi
0,5 mol I HNO; a v prostiedi 50,0 mmol I™* HCI. Kyselina chlorovodikova byla pro
dané ucely vybrana proto, aby bylo alesponi pfiblizné simulovano prostiedi lidského za-

ludku (pH = 1 — 2). Vzorky byly pied provedenim vlastniho stanoveni selenu filtrovany
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(oddéleni nerozpustné slozky preparatu), n€kolikandsobné zifedény (v potaz byl bran
teoreticky obsah selenu v tabletich a LDR navrzené metody), pfidano bylo piislusné

mnozstvi kyseliny mravenci a standardu Se(IV).

e Vzorky s obsahem Se(VI)

Preparaty D, E byly rozpoustény pouze v deionizované vod¢, kterd se osvédcila
u vzorkll s obsahem Se(IV). Navic byl pfidan predredukéni krok zajistujici pfeménu
selenanli na generovani té¢kavych sloucenin piistupné seleni¢itany. K predredukci byla
zvolena metoda, kterd je k podobnym ucelim bézn€¢ vyuzivdna pii chemickém
generovani  t€kavych sloucenin. Jednalo se o povafeni roztoku v kyseliné
chlorovodikové; povatfen byl piefiltrovany vzorek ziskany po ultrazvukem asistované
extrakei v deionizované vodg. Pro dané Ggely byla zkousena 2.0 — 6,0 mol 1™ HCI a doba
povafeni 30 — 120 min. Jako optimdlni bylo vybrano Sedesat minut trvajici zahiivani
vzork (90 — 95 °C) v 6,0 mol I™* HCI. Vzhledem ke znat¢nému fedéni, obsahovaly
vSechny vysledné analyzované roztoky (i po pfidavku standardniho ptidavku) kyselinu
chlorovodikovou v takovém koncentratnim rozmezi, ve kterém byl signal selenu
v podstaté staly (odolnost vuci HCI je probirana v 4. 9 Interferenc¢ni studie). Pouze
vzorek E byl navic vystaven mikrovinnému rozkladu v pfitomnosti koncentrované
kyseliny dusicné a peroxidu vodiku. Tato procedura byla zvolena z dGvodu
neuspokojivych vysledkl ziskanych pii upravé vzorku pouze na zaklad¢ jeho rozpousténi
v deionizované vode¢.

Pokud jde o standardni pfidavky selenu, k analyzovanym vzorkiim byl ptidavan
Se(VI) redukovany na Se(IV) za stejnych podminek, za kterych byly na selenicitany
v realnych vzorcich pfevadény selenany. Aby byla ovéfena ucinnost predredukce pro
ruzné koncentrace Se(VI), byly postupné redukovany standardni roztoky o koncentraci
1,0; 5,0; 10,0 mg I Se(VI). Po piedredukei byly z téchto roztoki pripraveny kalibradni
roztoky, kter¢ byly po ptidavku fotochemického <¢inidla proméfeny metodou
UV-PVG/QF-AAS. Zkonstruovany byly kalibra¢ni kiivky a jejich smérnice mély
srovnatelnou hodnotu (odchylky do 5%). Tato hodnota navic dobfe korespondovala se
smérnici odpovidajici stanoveni Se(IV) navrhovanou metodou. Tim se prokazalo, Ze je

zvoleny predredukéni krok stejné €inny pro rtizné vychozi koncentrace Se(VI).
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4.7.2.3 DosaZené vysledky

Tablety s obsahem Se(IV) byly pfipravovany celkem ve tiech extrakénich
¢inidlech a stanoveni bylo provedeno duplikatné (stanoveni I, stanoveni II). To znamena,
ze z kazdého zakoupeného baleni potravinovych doplitk bylo analyzovano celkem Sest
nahodn¢ vybranych tablet. Vzorky s obsahem Se(VI) byly rozpoustény pouze
v deionizované¢ vod¢, takze analyzovany byly dvé tablety/kapsle z jednoho baleni.
U vzorku E byly dalsi dvé kapsle analyzovany z divodu dodate¢ného zarazeni
mikrovinného rozkladu. Upfednostnén byl zplsob urCovani obsahu selenu metodou
standardniho piidavku, protoZze oproti odec¢tu z kalibrac¢nich kiivek sestrojenych na
zaklad¢é prométovani standardnich roztokti selenu bylo dosazeno vyssich vytéznosti; to
mohlo souviset s rozdilnou matrici realnych vzorku a kalibracnich roztoki. Nalezené
obsahy selenu v jednotlivych preparatech vcetné procentualni shody s deklarovanymi
obsahy jsou uvedeny v Tabulce 4.14. Zjisténé hodnoty jsou aritmetickymi praméry ze tii
opakovani. Pro rychlou orientaci jsou na Obr. 4.21 ukédzany sloupcové grafy

znazoriujici procentualni vytéznosti dosazené pro vzorky s obsahem Se(IV) i Se(VI).

Poznamka: Pii porovnavani zjisténych a deklarovanych obsahti selenu v potravinovych
doplncich bylo predpokladano, ze hodnoty uvadéné vyrobci odpovidaji skute¢nosti. Nabizi
se vsak otdzka, do jaké miry lze na tyto hodnoty spoléhat. Na piebalech byl uvadén vzdy
pouze pramérny obsah selenu v tableté/kapsli, dalsi tdaje o nejistotdch chybély. Tim, ze
nejsou potravinové dopliky fazeny mezi 1éCiva, nepodléhaji tak striktnim kontrolam jako
pravé 1éky. Navic, pro mineralni latky obsazené v doplicich stravy jsou, dle nafizeni
Evropského parlamentu a Rady, ptfipustné odchylky v obsahu az do vyse +45/—20 % (v¢etné

nejistoty méfeni) oproti praimérnym deklarovanym obsahtim™®.
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Tabulka 4.14 Obsah selenu v potravinovych doplicich zjistény metodou UV-PVG/QF-
AAS vcetné porovnani s deklarovanym obsahem selenu

Vzorky jsou oznaceny pismeny A — E, za pismenem je uvedeno cislo stanoveni

Vzorek Extrakéni ¢inidlo Obsah selenu Vytéznost (%)
(ng/tableta nebo kapsle)
Deklarovéano Zjisténo
Al H,0 50 450+0,8 90,0+ 1,6
Al H,0 50 45,7+ 0,6 91,3+1,2
Al HNO3 50 42,6 + 1,6 85,2+3,2
Al HNO3 50 435+ 1,1 87,0+£2,6
Al HCI 50 47,1 £1,1 94,1 +2,1
Al HCI 50 442 +1,0 88,3+1,9
B, I H,0 50 494 +1,2 98,8 +2,4
B, Il H,0 50 50,2+1,9 100,4 + 3,8
B, | HNO3 50 51,3+0,4 102,5+0,8
B, I HNO3 50 47,1 £1,1 94,2 +2,1
B, | HCI 50 50,4+0,7 100,7+1,3
B, Il HCI 50 49,8 £ 0,3 99,5+0,5
C, I H.0 30 293+1,2 97,5+4,0
(o || H.0 30 28,1 +0,8 93,6 +2,8
C, 1 HNO; 30 27,0+ 0,3 90,1 +1,0
C, Il HNO; 30 29,2+ 0,4 973+ 1,4
C, I HCI 30 272+0,7 90,5+2,2
(o || HCI 30 259+0,3 86,3+ 1,2
D, | H,0O 100 114,7+ 0,7 114,7+ 0,7
D, Il H,0 100 113,6 £ 0,9 113,6 £0,9
E, I H,0 50 19,8 +0,8 39,6+ 1,5
E, Il H,0 50 214+1,1 42,8+2,3
E, | HNO3; + H,0, 50 43,8+ 1,3 87,6 2,5
E, Il HNO3z + H,0, 50 41,2+0,7 82,4+1,3
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Obr. 4.21 Vytéznosti selenu u jednotlivych testovanych potravinovych dopliiki

Hodnoty jsou vztazeny k obsahiim deklarovanym vyrobci potravinovych doplnkii (100 %),
A) Vzorky s obsahem Se(1V); B) Vzorky s obsahem Se(VI)
Jednotlivé sloupce odpovidaji vyuziti riiznych extrakcnich cinidel:

HO: 1M 1IEZZ; HNO, (4, B, C) nebo HNO, + H,0, (E): [ 1[I ; HCl: [ 1=

I — Prvni stanoveni; Il — Druhé stanoveni

e Vzorky s obsahem Se(1V)

Z vysledkd uvedenych v Tabulce 4.14 mohou byt vyvozeny nasledujici zavéry.
Za prve, ve vSech vzorcich bylo zjisténo minimalné 85 % z mnozstvi Se(IV) uvadéného
na piebalech testovanych doplikl stravy. Bez ohledu na pouzité extrakéni ¢inidlo,
nejlepSi shoda s deklarovanym obsahem byla dosaZzena pro vzorek B (vytéZnosti se
pohybovaly od 94,2 + 2,1 % do 102,5 + 0,8 %). Za druhé, nalezené obsahy Se(IV) se
v zavislosti na pouzitém extrakénim ¢inidle vyznamné neliSily. To naznaluje, Ze
deionizovand voda je dostaCujici pro dané ucely; pro vzorky A — C bylo pouhym
rozpous$ténim tablet v deionizované vodé (za asistence ultrazvuku) dosazeno minimalné
90% shody oproti vyrobci uvadénym mnozstvim. Za tfeti, rozdily ve vytéznostech
ziskanych v ramci jednoho extrakéniho postupu u jednotlivych piipravki (stanoveni I,
stanoveni II u kazdého dopliku stravy) neptesahly 10 %. A kone¢né, opakovatelnost
méfeni vramci kazdé jedné konkrétni tablety (opakovano ttikrat) dosahovala dobré

urovng; smerodatné odchylky se pohybovaly od 0,5 % do 4,0 %.
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Z uvedenych vysledkil vyplyva, Ze pro ptipadna dalsi méteni vzorkli s podobnym
slozenim by nadéle postacCilo rozpoustét vzorky pouze v deionizované vod¢, ¢imz by
navic mohly byt eliminovany mozné komplikace souvisejici s pouzitim dalSich

(nadbyte¢nych) chemikalii.

e Vzorky s obsahem Se(VI)

Vytéznosti odpovidajici vzorkiim D a E jsou rozporuplné. Na jedné strané miize
byt za pozitivni aspekt analyzy povazovana dobra shoda mezi hodnotami dosazenymi pii
stanoveni I, II (u obou analyzovanych vzorkl), na druhé strané jsou zjiSténé obsahy
selenu, oproti preparatim A — C, vice vzdalené hodnotdm uvadénym vyrobci. Zatimco
pro vzorek D byly u obou stanoveni ziskany vytéznosti ptesahujici 100 % (pfiblizn€ o
15 %), u vzorku E shoda nedosahla ani 50 %. Vyssi hodnoty u vzorku D by mohly mimo
jiné souviset snepfesnymi Udaji poskytnutymi vyrobci danych tablet (jak bylo
diskutovéno, urcité odchylky jsou ptipustné), v piipad¢ vzorku E bylo tfeba hledat i jina
moznd vysvétleni nesouladu mezi zjisténymi a deklarovanymi obsahy selenu. Nizké
vytéznosti by naptiklad mohly souviset s nedostatecnou predredukci Se(VI) na Se(IV).
Toto vysvétleni se zdd byt malo pravdépodobné, protoze vzorky D, E byly
pfedredukovéany za stejnych podminek. Navic, jak bylo demonstrovano vySe, obdobna
predredukce byla provedena také pro standardni roztoky s rliznymi koncentracemi
Se(VI), dokonce podstatn¢ vyssimi nez jakou teoreticky osahoval vzorek E;
predredukovano bylo i 10,0 mg I Se(V1).

Dale se nabizela souvislost s formou vzorku. Preparaty A — D byly distribuovany
jako tablety a pouze vzorek E byl ve formé kapsli. Po provedeni ultrazvukem asistované
extrakce vznikla vazka kapalina siln€ ptiléhajici ke sténam odmérné banky, kterou bylo
obtizné zfiltrovat. Viditelné zmény v konzistenci vzorku nebyly pozorovany ani pfi jeho
del$im setrvani (60 nebo 90 minut) v ultrazvukové lazni. Pravé ve fazi ptipravy vzorku
tedy mohlo dochézet k pfipadnym ztratdm analytu. Z toho diivodu byla provedena jesté
dalsi varianta predipravy vzorku. Konkrétné byla zkouSena mikrovinnd digesce pred
vlastni ptedredukci vzorku E. Jak se ukazalo, domnénka o nedostatecné pieduipravé byla
spravna. VytéZznost se timto krokem podafilo zvysit z ptivodnich cca 40 % na vice nez

80 %. Pro vzorek E tedy pouhé rozpousténi v deionizované vode nebylo dostatecné.
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Dodejme, Ze o néco jednodussi preduprava vzorkl s obsahem Se(VI) by postacila
v tom piipadé, pokud by byly tékavé slouCeniny selenu generovany v pfitomnosti
polovodicovych fotokatalyzatorti (napt. TiO;). Jelikoz hlavni funkce fotokatalyzatort
spoCiva  pfedevSim ve zpfistupnéni hydridové neaktivnich specii selenu
UV-fotochemickému generovani, jeho vyuziti by umoznilo vypustit pomérn¢ casove
naro¢nou Off-line pfedredukci s kyselinou chlorovodikovou. Moznost vyuziti oxidu
titani¢itého nebo jinych fotokatalyzatord v souvislosti se stanovenim selenu technikou
UV-PVG pro potfeby této disertacni prace studovana nebyla. V laboratofi
spektrometrickych metod se danym tématem dlouhodobé zabyva Mgr. Eliska Novakova
V ramci zpracovani své disertacni prace.

Celkové lze z dosazenych vysledkii pro vzorky A — E usuzovat, ze se metoda
UV-PVG/QF-AAS za ucelem stanoveni selenu v potravinovych dopliicich osvéd¢ila, a ze
je vhodna pro analyzu vzorki podobného typu. Aby toto tvrzeni bylo uplné, bylo by

samoziejm¢ nutné analyzovat podstatné vétsi pocet vzork.
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4.8 Spojeni UV-PVG s in situ zachytem tékavych sloucenin v grafitové
kyveté

o Podkapitola shrnuje piedevsim informace 7 ¢lanku, ktery ma v seznamu priloh Cislo: 4

e Nizev ¢lanku: UV-photochemical vapour generation with in-situ trapping in a graphite tube
atomizer for ultratrace determination of selenium

e Nazev casopisu: Journal of Analytical Atomic Spectrometry

Propojeni UV-fotochemického generovani s in situ zachytem tékavych sloucenin
a naslednou atomizaci v grafitové kyveté atomového absorpéniho spektrometru
(UV-PVG/GF-AAS) bylo realizovano za ucelem mozného vylepSeni mezi detekce
a citlivosti oproti hodnotdm dosazenym pii UV-PVG s on-line atomizaci v kiemenném
atomizatoru. Krom¢ optimalizace pracovnich parametrt a uréeni zakladnich analytickych
charakteristik byly vramci studie provadény dalSi experimenty vcetné porovnani
navrzené metody s piimym zavadénim kapalnych vzorkti do grafitové kyvety (jedna
zmetod odhadu Ucinnosti). Opét bylo provedeno také porovnani s referencnim
chemickym generovanim (CVG/GF-AAS). Analyzovan byl certifikovany referen¢ni
materidl ¢i byl studovan vliv pfipadnych interferent na stanoveni selenu metodou
UV-PVG/GF-AAS. Udaje tykajici se odolnosti metody viiéi interferencim jsou
k dohledani v Priloze 4 (,,3.2 Effect of concomitants”), v omezené mife jsou probirany

také v podkapitole 4.9 Interferencni studie.

4.8.1 Ovéreni optimalnich podminek generovani tékavych slou¢enin

Vprvé fadé Dbyly ovéfeny experimentdlni podminky tykajici se
UV-fotochemického generovani t&€kavych sloucenin, které byly navrhnuty pfi
optimalizaci metody UV-PVG/QF-AAS. Te&kavé slouceniny byly generovany
v UV-fotoreaktoru Teflon Il, generovani bylo opét provadéno v rezimu kontinualni
pratokové analyzy bez/s pfidavkem kyseliny dusicné. Béhem optimaliza¢ni studie bylo
pracovano se standardnim roztokem Se(IV) o koncentraci 0,5 pg I,

Jak se dalo pfedpokladat, méfené zavislosti mély obdobny pribéh jako pii
experimentech s QF-AAS detekci a optimalni hodnoty jednotlivych testovanych

parametra zistaly téméf nezménény. Zaznamendvany byly vysky 1 plochy pikid. Lepsi
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opakovatelnost byla zjisténa, pokud byly hodnoceny vysky pikt. Neni-li uvedeno jinak,
vyskam pikti odpovidaji 1 zde ukdzané namétené zavislosti. Jako fotochemické ¢inidlo
byla ponechana 0,5 mol 1> HCOOH. Na stejné hodnoté 4,5 ml min' zastala také
prutokova rychlost, jakou byl do UV-fotoreaktoru ¢erpan vzorek. Veskera méfeni byla
provadéna jak s ptidavkem 5,0 mmol I HNOs, tak bez n&. Obdobné jako pfi
optimalizaci s kiemennym atomizatorem vedl ptidavek kyseliny dusi¢né k podstatnému
zvyseni analytického signalu (zde ptiblizn€ k jednomu a ptl nasobnému). Nartst signalu
byl opét pozorovan pouze v izkém koncentraénim rozmezi, totéz platilo i pro dusi¢nany.

V souvislosti s nosnym plynem bylo potvrzeno, Ze jiz malé zmény v pritoku
argonu (jednotky ml min™) vedly k vyznamnym zmé&nam vysky/plochy piku. Testovano
bylo zavadéni argonu pied UV-fotoreaktor, za UV-fotoreaktor nebo do obou poloh
soucasn¢, pficemz signdly byly ve vSech tiech ptipadech srovnatelné. Ponechano bylo
doposud uptednostiiované zavadéni argonu ptred UV-fotoreaktor. Optimalni hodnoty
zistaly na stejné arovni (13 ml min™! pfi UV-PVG) nebo mirn& klesly pfi méfenich
s kyselinou dusi¢nou (8 ml min' pfi UV-PVG/GF-AAS oproti 11 ml min™* pii
UV-PVG/QF-AAS).

Pokud jde o vodik, jehoz zavadéni do aparatury bylo klicové pro GspéSny prubéh
atomizace analytu v kfemenném atomizatoru, pro atomizaci v grafitové kyveté nebyl
jeho pfidavek opodstatnény. Divodem je odlisny zplsob, jakym vznikaji volné atomy
analytu (v grafitové kyveté se jedna o termicky fizeny proces). Pro ovéfeni nadbytec¢nosti
vodiku v uspotadani s grafitovou kyvetou byla sledovana zména analytického signalu
v disledku ptivodu tohoto plynu do aparatury; signal byl konstantni v celém studovaném
rozsahu pritoké do 15,0 ml min™* vodiku. Nabizela se otazka, pro¢ zvysujici se piivod
plyni (argon + vodik) do grafitové kyvety nad optimalni hodnotu danou priitokovou
rychlosti argonu nevedl k poklesu signalu selenu. Vysvétleni mize byt nékolik.
Napftiklad, vodik se mohl sorbovat na povrchu iridia (platinové kovy jsou obecné
schopny absorbovat velké mnozstvi molekuldrniho vodiku). Niz§i molekulova hmotnost
vodiku a jeho niz$i transportni schopnost (a tedy i omezend schopnost piedCasné
vypuzovat analyt z kyvety) by mohly byt dalsi pfi¢inou.

Ptesné podminky generovani t€kavych sloucenin vyuzivané ke stanoveni selenu
metodou UV-PVG/GF-AAS vcetné popisu naméfenych optimalizacnich zavislosti jsou

soucasti Prilohy 4. Jsou zde uvedeny také udaje tykajici se CVG, které byly, azZ na
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prutokovou rychlost nosného plynu, piejaty z optimaliza¢ni studie zamétené na stanoveni
selenu metodou CVG/QF-AAS. Vliv prutokové rychlosti argonu na analyticky signal
selenu byl studovan znovu, optimaln¢ byl zapotifebi podstatné vyssi pratok nez pfii
experimentech s kifemennym atomizatorem. Jako optimalni byla vybrana pritokova
rychlost 60 ml min~*. Potiebny vyssi pritok nosného plynu miize souviset s dynamikou

zachytu analytu na modifikovaném povrchu grafitového atomizatoru.

4.8.2 Optimalizace experimentalnich podminek pi#i in situ zachytu

Druhé c¢ast optimalizace souvisela s procesy probihajicimi v grafitové kyveté
modifikované stalym iridiovym povlakem (modifikace je popsdna v oddilu 3.4.3
UV-fotochemické generovani v kombinaci s GF-AAS). Bylo nutné sestavit nékolika
fazovy teplotni program zahrnujici proces zachytu tékavych sloucenin, naslednou
volatilizaci a atomizaci. Jednotlivé experimentalni parametry byly optimalizovany

samostatné pro UV-PVG (bez/s kyselinou dusi¢nou) i pro CVG.

4.8.2.1 Poloha zavadéci kapilary vici dnu grafitové kyvety

Tekavé slouCeniny byly do grafitové kyvety zavadény prostiednictvim
automaticky ovlddaného davkovaciho zafizeni, coz vedlo nejen k pfesnému casovani
jednotlivych kroka pii davkovani, ale také ke znaénému usnadnéni manipulace s timto
zafizenim. Na konec davkovaciho ramene piipevnénd kiemenna kapilara (viz. 3.3.4
Davkovaci zafizeni p¥i in situ zachytu) byla automaticky zasouvana do davkovaciho
otvoru grafitové kyvety za ucCelem zachytu tckavych sloucenin; pied zahdjenim
atomizacniho kroku byla kapildra opét vysunuta. Experimentalné¢ bylo ovéfeno, zZe
poloha kapilary pfi zavadéni t€kavé formy analytu nemd vyznamny vliv na G¢innost
zachytu, pokud se ovSem nejednalo o krajni polohy. Konkrétng, pokud se usti kapilary
dotykalo vnitini stény kyvety (dna) nebo pokud byla kapiladra zasunovana nedostatecné
(Gsti kapilary na trovni davkovaciho otvoru), dochazelo ke zhorSeni opakovatelnosti
naméefeného analytického signalu. Jako optimdlni byla zvolena vzdalenost pfiblizné

2 mm ode dna grafitové kyvety.
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4.8.2.2 Teplota grafitové kyvety v pribéhu ziachytu

Je znamo, ze ucinnost kolekce te€kavych slouCenin uzce souvisi s teplotou, na
kterou je grafitova kyveta ve fazi zadchytu vyhtivana. Zatimco pti nizkych teplotach by
ucinnost zachytu mohla byt omezena napf. z divodu nedostatecného odstranéni
piipadnych kapicek aerosolu reakéni smeési branicich zachytu, volba pfili§ vysokych
teplot by naopak mohla vést ke ztratam a/nebo k problémim s pfivodni kifemennou
kapilarou. Dochazet by mohlo k piedcasnému rozkladu tékavych sloucenin prave jiz
Vv ptivodni kapilare nebo k omezeni Zivotnosti této kapiléry3‘157.

Pii UV-PVG/GF-AAS byl sledovan vliv teploty grafitové kyvety v prub&hu
zachytu té€kavych sloucenin v intervalu 100 — 600 °C. Jak je patrné ze zavislosti na
Obr. 4.22, analyticky signal rostl pfiblizn¢ do teploty 300 — 400 °C, pfi vyssich teplotach
postupné klesal. Pro dalsi méfeni bez/s kyselinou dusi¢nou byla vybrana teplota 350 °C.
V ptipadé, kdy byly v kyveté kumulovany tékavé slouceniny formované na zdkladé
redukce analytu tetrahydridoboritanem sodnym, bylo optimalné zapotiebi kyvetu
vyhfivat na mnohem vyssi teplotu nez pii zachytu tékavych sloucenin generovanych
UV-fotochemicky (zavislost pro CVG je téz soucasti Obr. 4.22). Nejvyssi signaly byly
pozorovany pii teplot¢ 500 — 700 °C, jako optimalni byla zvolena teplota 600 °C.
Nesoulad v teplotach mohl souviset s rozdilnymi pritokovymi rychlostmi nosného plynu.
Podstatné vyssi pritok argonu pti CVG mohl zptisobovat ochlazovani grafitové kyvety,
které pak bylo, teoreticky, nutné kompenzovat pravé jejim intenzivnéjSim ohievem.
K ochlazeni kyvety mohl pfispivat také vodik uvoliiovany rozkladem redukéniho ¢inidla
béhem CVG; tepelnd vodivost vodiku je vice jak desetindsobné vySsi oproti argonu.
Dalsi mozné vysvétleni by mohlo souviset s odlisSnymi t€kavymi produkty generovanymi
pfi UV-PVG a CVQG, které by mohly byt zachytavany/rozkladany za odliSnych teplotnich

podminek.
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Obr. 4.22 Vliv teploty grafitové kyvety na analyticky signal Se(IV) v pribéhu in situ

zachytu tékavych sloucenin

Selen byl stanovovan metodou UV-PVG/GF-AAS (1, 2) nebo metodou CVG/GF-AAS (3)

Obé metody: csepvy = 0,5 ug I'*; dkap = 2,0 mM; Tatom = 2 000 °C; t.ses: = 60 s
UV-PVGI/GF-AAS: pracovano bylo s UV-fotoreaktorem Teflon Il a méreni byla provadéna
pouze V pritomnosti fotochemického cinidla 0,5 mol 1™ HCOOH (1) nebo byla do
analyzovanych roztokii navic pridana 5,0 mmol I"*HNO; (2)

leivie = 3,5 M; Qu; = 4,5 ml min™; Qar = 13 ml min (1) nebo Qa = 8 ml min™* (2)
CVG/GF-AAS: Wyagt, = 0,5 %; Quasn, = 0,7 ml min™; cpe =1,0 mol I74Qy, = 4,5 ml min™*;

Qar =60 ml min!

4.8.2.3 Doba trvani zachytu tékavych sloucenin

S prodluzujici se dobou zachytu analyticky signal v podstaté linearnd rostl. Cim
déle totiz byly t€kavé produkty kumulovany, tim vice volnych atomt bylo uvolnéno pii
nasledné atomizaci a tim vyssi byly také vysledné signéaly. Pfi vybéru optimalni doby
zachytu byla brana v potaz nejen dosazena citlivost, ale také ¢asova naro¢nost analyzy.

Jako dostacujici byl zvolen 60 s trvajici zachyt (UV-PVG 1 CVGQG). Zavislost analytického
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signalu na dobé, po kterou byly v grafitové kyvet¢ kumulovany UV-fotochemicky
vygenerované tékavé slouceniny, je ukazana na Obr. 4.23 (kifivka pro CVG neni pro

prehlednost soucasti obrazku, téméf by se prekryvala s kiivkou 1).
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Obr. 4.23 Vliv doby trvani zachytu tékavych sloucenin na analyticky signal Se(IV)
Selen byl stanovovan metodou UV-PVGIGF-AAS; pracovano bylo s UV-fotoreaktorem

Teflon II; méfeni byla providéna pouze v piitomnosti fotochemického cinidla 0,5 mol 171
HCOOH (1) nebo byla do analyzovanych roztokii navic piidana 5,0 mmol I"*HNO; (2)

Csev) = 0,5 ug "5 diap = 2,0 mM; Tatom = 2 000 °C; T = 350 °C

leivia = 3,5 M; Q; = 4,5 ml min™*; Qa-= 13 ml min* (1) nebo Qa = 8 mI min~1(2)

4.8.2.4 Atomizacni teplota

Pti vybéru vhodné atomizacni teploty bylo nutné vyvarovat se piili§ vysokych
teplot, které by mohly vést k naruseni iridiového povlaku grafitové kyvety. Zkousena
byla postupné teplota 1 500 — 2 300 °C. Ze zavislosti na Obr. 4.24 1ze vycist, ze pii
stanoveni selenu metodou UV-PVG/GF-AAS s kyselinou dusicnou byly nejvyssi
analytické signaly zaznamendny tehdy, pokud byla kyveta pii atomizaci odporové

vyhtivana na 2 000 °C. Stejna teplota byla vybrana jako optimalni i pro analyzu vzorka
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s ptidavkem kyseliny dusi¢né, ackoliv o néco vyssi signaly (do 5 %) byly zjistény pfi
teploté 1 900 °C. Vyssi teplota byla zvolena z diivodu lepsi opakovatelnosti analytického
signalu a niz8i hodnot¢ slepého pokusu. Také pro CVG byla zvolena atomizacni teplota

2 000 °C.
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Obr. 4.24 Vliv atomizacni teploty na analyticky signal Se(IV)

Selen byl stanovovan metodou UV-PVG/GF-AAS (1, 2) nebo metodou CVG/GF-AAS (3)

Obé metody: Cseayvy = 0,5 ug 15 dkap = 2,0 MM; e = 60 S

UV-PVG/GF-AA4S: pracovino bylo s UV-fotoreaktorem Teflon II; méreni byla provadéna
pouze V pFitomnosti fotochemického cinidla 0,5 mol 1™ HCOOH (1) nebo byla do
analyzovanych roztokii navic pridana 5,0 mmol 1" HNOjz (2); Tty = 350 °C; lojia = 3,5 M;
Qv =45 mlmin~%; Qar =13 ml min~* (1) nebo Qa-= 8 ml min~* (2)

CVG/GF-AAS: Ty = 600 °C; Wyagr, = 0,5 %; Quasr, = 0,7 ml min~*;cpe) =1,0 mol 175

Qv =4,5mlmin™!; Qa =60 ml min™*

4.8.2.5 Souhrnna tabulka — teplotni program
Optimalni teplotni program pouzivany pii in Situ zachytu tékavych sloucenin

v grafitové kyveté atomového absorpcniho spektrometru je shrnut v Tabulce 4.15.
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V tabulce jsou uvedeny hodnoty pro zachyt té€kavych sloucenin generovanych
UV-fotochemicky i chemicky. V poslednim sloupci tabulky jsou zaznamenany priitokové
rychlosti argonu, ktery byl pouzivan k vytvotfeni ochranné atmosféry zamezujici ptistupu
kysliku ze vzduchu k rozzhavenému grafitu (ochrana pied shofenim kyvety); ve 2. — 3.
fazi teplotniho programu byl pfisun argonu nulovy, aby nedochazelo k nechténému
predCasnému vypuzeni tékavych sloucenin =z grafitové kyvety jest€¢ pred vlastni

atomizaci.

Tabulka 4.15 Optimalni teplotni program pro in situ zachyt t€kavych slouéenin selenu

v grafitové kyveté atomového absorpéniho spektrometru

Faze Procedura Teplota Trvani faze  Pratok argonu
(°C) (s) (Imin™")
UV-PVG CVG

1 Zasunuti kapilary 350 600 5 1

2 Zachyt 350 600 60 0

3 Vysunuti kapilary 350 600 5 0

4 Atomizace 2000 2 000 3 0

5 Atomizace 2000 2 000 2 1

6 Cisténi 2 200 2 200 2 3

4.8.3 Zakladni analytické charakteristiky

Za optimalnich pracovnich podminek byla provedena kalibrace. Pti UV-PVG
i CVG byly kalibra¢ni kfivky linearni do koncentrace 1,0 pg 1 Se(IV) a to bez ohledu na
to, zda byly vyhodnocovany vysky ¢i plochy piki. Pii vysSich koncentracich selenu jiz
vyrazné klesala opakovatelnost signalu pravdépodobné z divodu pfiliS vysokych
absorbanci; u vysek pika znacné prevySovala hodnotu 2. Kalibra¢ni kiivky odpovidajici
stanoveni selenu metodou UV-PVG/GF-AAS bez/s kyselinou dusi¢nou jsou ukazany
na Obr. 4.25 (hodnoceny vysky pikt) a Obr. 4.26 (hodnoceny plochy pikt); v grafu
z praktickych divodi opét chybi kiivky odpovidajici CVG, protoze by se témét kryly

s kiivkami pfisluSejicimi UV-PVG bez piidané kyseliny dusi¢né.
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Obr. 4.25 Kalibra¢ni zavislost — stanoveni selenu metodou UV-PVG/GF-AAS
(hodnoceny vysky piki)

Selen byl stanovovan metodou UV-PVGIGF-AAS; pracovano bylo s UV-fotoreaktorem
Teflon II; méreni byla providéna pouze v piitomnosti fotochemického cinidla 0,5 mol 17
HCOOH (1) nebo byla do kalibracnich roztokii navic piidana 5,0 mmol I HNO; (2)

Oiap = 2,0 mMM; Taiom = 2 000 °C; Toenye = 350 °C; tojenye = 60'S

leivia = 3,5 M; Qy; = 4,5 ml min™; Qar = 13 ml min~* (1) nebo Qar= 8 ml min™*(2)
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Obr. 4.26 Kalibracni zavislost — stanoveni selenu metodou UV-PVG/GF-AAS
(hodnoceny plochy piki)
Selen byl stanovovan metodou UV-PVGIGF-AAS; pracovano bylo s UV-fotoreaktorem

Teflon II; méreni byla providéna pouze v piitomnosti fotochemického cinidla 0,5 mol 17
HCOOH (1) nebo byla do kalibracnich roztokii navic piidana 5,0 mmol I HNO; (2)

Oiap = 2,0 mMM; Taiom = 2 000 °C; Toenye = 350 °C; tojenye = 60'S

leivie = 3,5 M; Qu; = 4,5 ml min™; Qar = 13 mI min™* (1) nebo Qa-= 8 ml min~*(2)

V dal$im kroku byly ur€eny zékladni analytické charakteristiky stanoveni selenu
metodou UV-PVG/GF-AAS (s/bez ptidavku kyseliny dusi¢éné) a CVG/GF-AAS.
Z hodnot shrnutych v Tabulce 4.16 je ziejmé, Zze byla pro dany tGéel vyhodnocovana
vyska piku (absorbance) i plocha piku (integrovana absorbance); lepSich vysledka bylo
dosazeno pti hodnoceni vysky piki. Kromé koncentra¢nich mezi detekce/stanovitelnosti
(ng 1Y) jsou v tabulce uvedeny absolutni meze detekce/stanovitelnosti (pg) zohlediujici

pratokovou rychlost vzorku a dobu kolekce tékavych sloucenin v grafitové kyveté.
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Citlivost je vyjadiena jako smérnice kalibra¢ni ktivky, uvedena je také v souvislosti
s GF-AAS obvykle uptfednostinovana charakteristickd hmotnost (pg).

UV-PVG/GF-AAS s pridanou kyselinou dusi¢nou. Podobné vysledky byly ziskany pro
UV-PVG bez kyseliny dusi¢né a pro CVG. Opakovatelnost nepiesahla ani v jednom

piipad¢ hranici 4 %.

Tabulka 4.16 Zakladni analytické charakteristiky pro selen stanoveny metodami UV-
PVG/GF-AAS a CVG/GF-AAS

UV-PVG CVG
Bez HNO; S HNO;
Vyska  Plocha Vyska  Plocha  Vyska  Plocha

Parametr piku  piku  piku  piku  piku  piku
Charakter. hmotnost (pg) 12 43 10 33 13 49
LOD (ng I 6 18 4 15 8 19
LOQ (ng I 19 60 14 49 28 64
Absolutni LOD (pg) 26 81 18 66 37 86
Absolutni LOQ (pg) 86 270 61 220 124 286
Citlivost (10°Ing™') 1616 461 1989 604 1556 402
RSD (%) 3,2 3,9 3,0 3,5 27 39

e Porovnani s atomizaci v kf'emenném atomizatoru

Zatazeni kolekce tékavych sloucenin prostiednictvim in situ zachytu splnilo svij
ucel. Meze detekce se timto krokem podafilo snizit aZ o jeden fad (pfi hodnoceni vySek
pikll) ve srovnani s ptfimou atomizaci v kiemenném atomizatoru (k porovnani Tabulka
4.16 a Tabulka 4.4 — sloupce tykajici se Teflonu II). Jesté zietelnéjSimu vylepSeni
hodnot branily zejména vyssi hodnoty slepych pokust pii experimentech s grafitovou
kyvetou. Tomu nasvéd¢uji i1 rozdily v citlivostech, kdy pii UV-PVG/GF-AAS byly
zjiStény az padesatkrat vys$i hodnoty oproti UV-PVG/QF-AAS. Navic, dalsi posun
smérem k lepSim citlivostem by byl mozny tehdy, pokud by byla prodlouzena kolekce

tékavych sloucenin v grafitové kyveté ze stavajicich 60 s. Pii in situ zachytu tékavych
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sloucenin byl zaznamenan pokles opakovatelnosti (z cca 1,5 % na vice nez 3 %), ktery

také mohl do znacné miry negativné ovlivnit dosazené¢ LOD.

e Porovnani s ostatnimi autory

Soucasti publikace (Priloha 4) je tabulka (,,Table 8“), ve které jsou pro
predstavu ukazany zakladni analytické charakteristiky dosazené pro selen ostatnimi
autory. Vybrano bylo nékolik praci, jejichz spolecnym jmenovatelem bylo generovani
tékavych sloucenin selenu s naslednym zachytem a atomizaci v grafitové kyvete.
Zvoleny byly prace zaméfené vétSinou na CVG, protoze stanoveni selenu s vyuzitim
techniky UV-PVG bylo v této souvislosti popsano zatim jen vyjime¢né. Obecné lze
konstatovat, ze V porovnani s ostatnimi pfistupy vyznivaji dosazené vysledky pozitivné.
Tabulka je také doplnéna o hodnoty, které¢ byly ziskany v laboratofi spektrometrickych
metod (PfF UK) pfi elektrochemickém generovani tékavych sloucenin s naslednym

zéchytem v grafitové kyvets

. M¢feni byla provedena se stejnym spektrometrem
1 typem kyvety, avSak jako modifikéator poslouzilo palladium. Niz§i meze detekce a vyssi
citlivost byly ziskdny s nové navrhovanym zplisobem generovani, opakovatelnost byla

o néco lepsi pii ECVG.

e Analyza certifikovaného referenéniho materialu a vzorki vod

K ovéfeni spravnosti navrzené metody UV-PVG/GF-AAS byla provedena
analyza SRM NIST 1643e a dvou vzorkd fi¢nich vod (Vltava, Praha). Dosazeno bylo
dobré shody mezi certifikovanym a experimentilné zjiSténym obsahem selenu (pro
UV-PVG bez/s kyselinou dusi¢nou). Také u vzorkd vod byly ziskany uspokojivé
procentudlni navratnosti (91 — 104 %). Souhrnna tabulka s ¢iselnymi udaji je soucasti

Prilohy 4 (,,Table 7%).

4.8.4 Porovnani s pfimym zavadénim kapalného vzorku do grafitové kyvety

Pro odhad u¢innosti UV-PVG bylo provedeno porovnani s pfimym zavadénim
kapalného vzorku do grafitové kyvety (povazovdno za 100%). Porovnavany byly
smérnice kalibrac¢nich kifivek. Na osu x byly vynaSeny absolutni koncentrace selenu

zohlednujici dobu zachytu tékavych sloucenin a rychlost ¢erpani vzorku (UV-PVG/GF-
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AAS), nebo davkovany objem kapalného vzorku do kyvety (pfimé davkovani kapalnych
vzorkll). Na osu y byly vyneseny vysky/plochy pikii zméfené pro kalibracni roztoky
S riznym obsahem Se(IV).

Odhadnuté uc¢innosti UV-PVG i CVG jsou shrnuty v Tabulce 4.17. Dle
ocekavani byly nejvyssi t€¢innosti dosazeny pro UV-PVG s pridanou kyselinou dusi¢nou.
Celkové niz$i ucinnosti, avSak vétsi shoda mezi hodnotami odpovidajicimi vyskam
a plocham pikt, byla zjisténa pro UV-PVG bez kyseliny dusi¢né a pro CVG; hodnoty

pro tyto dva experimentalni systémy byly srovnatelné.

Tabulka 4.17 Odhad ucinnosti generovani tékavych sloucenin na zékladé porovnani

S pfimym zavadénim kapalného vzorku do grafitové kyvety

Uginnost (%)
Zpusob generovani t¢kavych sloucenin Vyska piku Plocha piku
UV-fotochemické generovani (bez HNO3) 65+3 68 +4
UV-fotochemické generovani (s HNO3) 80+3 895
Chemické generovani 63+3 60 +3
Primé davkovani kapalného vzorku 100 100

Pokud by mély byt zde uvedené ucinnosti porovnany s hodnotami ziskanymi na
zakladé experimentii s radioindikatorem °Se (4.6.2 Experimenty s radioaktivnim
indikatorem’°Se), mohlo by byt pro Teflon II vyiteno nasledujici: Lepsi shody bylo
dosazeno pro UV-PVG bez piidavku kyseliny dusi¢né, kdy byla v této casti studie
ucinnost generovani odhadnuta piiblizné na 65 % a pfti experimentech s radioindikatorem
selenu to bylo zhrubao 10 % méné. Pii generovani s kyselinou dusi¢nou byl rozdil
v u€innostech vétsi; piiblizné€ o 20 % (vysky piku) az 30 % (plochy piku) niZsi uc¢innosti
byly ureny pii objektivnéjsim zptisobu kvantifikace G¢innosti. Také v piipadé CVG byly

niz§i ucinnosti zjistény pii experimentech s radioindikatorem selenu.
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4.9 Interferencni studie

Hlavnim cilem posledni casti disertacni prace bylo objasnit, jaky vliv maji na
stanoveni selenu metodou UV-PVG/QF-AAS rizné anorganické ionty. Pro studium byly
vybrany zastupci prechodnych kovli a ostatnich hydridotvornych prvki, cili hlavni
interferenty pfi chemickém generovani tékavych sloucenin. ZjiStovan byl také vliv
mineralnich kyselin a pfislusnych soli na analyticky signal selenu.

Pracovéano bylo s UV-fotoreaktorem Teflon II, jako fotochemické Cinidlo byla
zvolena kyselina mravenéi o koncentraci 0,5 mol 1. Pokusy byly op&t provadény jak bez
kyseliny dusi¢né, tak s 5,0 mmol It pridavkem této kyseliny do analyzovanych roztoki.
Koncentrace selenu pti experimentech ¢inila 5,0 pg 1! Se(IV). Mé&feni byla uskutecnéna
za optimalnich experimentalnich podminek shrnutych v Tablce 4.1. Pro porovnani byla
studie provedena i pro srovnavaci CVG; pracovano bylo se stejnou koncentraci standardu
Se(IV) jako pii UV-PVG, dle pracovnich podminek uvedenych v Tabulce 4.3.

Prakticky byl nejprve zmé&fen analyticky signal pro vzorek s obsahem 5,0 pg 1™
Se(IV) bez ptitomnosti interferujicich slozek, pfipraveny pouze v prostiedi
fotochemického ¢inidla bez/s pridavkem kyseliny dusi¢éné (UV-PVG); nebo v prostiedi
kyseliny chlorovodikové (CVG). Nasledné byly zaznamenavany odezvy detektoru na
vzorky, které navic obsahovaly i interferent o vzristajici koncentraci. Po kazdém vzorku
byl zméten signal slepého pokusu, aby se ovéfilo, zda nedochéazi k pamétovému efektu.
Ze stejného divodu byl nakonec pokusu opét prométen vzorek bez piidaného
interferentu. Zminény efekt pozorovan nebyl, absorbance pied/po experimentu
nevykazovaly vyznamné odchylky. Toleran¢ni limity (vétSinou definované jako
koncentracni interval interferentu, pro ktery se analyticky signal ¢istého analytu a analytu
s pfidanym interferentem 1iSi maximalné o 10%) urCovany nebyly. A to zejména kvuli
nejednoznacnému priabéhu naméfenych zavislosti u metody UV-PVG/QF-AAS;
u vétSiny testovanych interferentll nebyl pozorovan €isté rostouci nebo klesajici charakter
namétfenych zavislosti. Nebylo vyjimkou, Ze signdl pii nizkych koncentracich n€kterych
interferentll vyznamné vzrostl, pfi vysSich koncentracich klesl na uroven nulového
pfidavku a az dalSi zvySovani jeho koncentrace vedlo k intenzivnéjSimu poklesu signalu.
Misto toleran¢nich limitd jsou uvedeny piehledné tabulky (Tabulka 4.18 — 4.21), ve
kterych jsou porovndvany interferencni vlivy vzdy pro pét vybranych koncentraci

interferentu. Voleny byly povétsinou takové koncentrace, které byly urcitym zptisobem
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dalezité pro vyvoj namétenych zavislosti pti UV-PVG; naptiklad absorbance pti dané
koncentraci interferentu vyrazné poklesla/vzrostla. Interferencni vlivy jsou v tabulkach
vyjadieny jako procentudlni shoda mezi analytickymi signaly ziskanymi proméfovanim
vzorkld bez interferenti (100 %) a surcitym jejich pfidavkem. V tabulkach nejsou
uvedeny nejistoty (méfeni byla pro kazdou koncentraci interferentu provedena ttikrat).
Pro vSechny uvedené hodnoty ale plati, ze smérodatnd odchylka nepiesahla 5 %
(procentudlni shoda + 5 %).

Interferencni studie (s mensim poctem testovanych interferentli) byla provedena
také v ramci stanoveni Se(IV) metodou UV-PVG/GF-AAS, dosazené vysledky jsou
k dohledani v Priloze 4 (,,Table 5%) a pouze pifipadné vyznamnéjsi rozdily mezi

vysledky ziskanymi pro oba detekcni systémy budou diskutovany v této kapitole.

4.9.1 Mineralni kyseliny a jejich soli

Vliv kyseliny dusi¢né a dusi¢nani byl studovan jiz v ramci optimaliza¢ni studie
(4.3.1.7 Vliv piidavku Kkyseliny dusiéné a dalSich ¢inidel). Bylo zjisténo, Ze je
UV-PVG selenu znacné néachylné k pfitomnosti kyseliny dusicné a dusi¢nand. Pro
potfeby disertaéni prace byl vyuzit poznatek, ze mlze tato kyselina analyticky signal
nejen potlacovat, ale v uzkém koncentraénim rozmezi mize naopak piispét k jeho
vyraznému zvysSeni (podobné zavéry platily 1 pro dusi¢nany). Nésledné experimenty
potvrdily, Ze ma kyselina dusi¢na pozitivni vliv na dosazené meze detekce
a stanovitelnosti, citlivost i celkovou u¢innost UV-PVG selenu.

Kromé¢ kyseliny dusi¢né byl dale studovan vliv dalSich mineralnich kyselin (HCI,
H,SO4, H3PO4) a jejich soli (NaCl, Na,SO,4 NasPO4) na stanoveni selenu metodou
UV-PVG/QF-AAS s UV-fotoreaktorem Teflon II. Struéné shriime, ze pii zjistovani
vlivu Kkyseliny chlorovodikové byl taktéZz zaznamenan nartst analytického signalu
selenu vlivem jejiho pfidavku k analyzovanym roztoklim. ZvySeni nebylo tak vyrazné
(cca 0 30 — 40 %) jako v pripad¢ kyseliny dusicné a pozorovano bylo v SirSim
koncentra&nim rozmezi (5,0 — 50,0 mmol I"* HCI). Kyselina sirova neméla pozitivni vliv
na analytickou odezvu v zadném rozsahu koncentraci, téméf jakykoliv jeji pridavek
zpusoboval pokles signalu (napt. téméf 30% pokles absorbance pii koncentraci

10,0 mmol I H,S04). Analyticky signal nezvy3ovala ani kyselina fosfore¢na, tolerance
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vuci jeji pritomnosti vSak byla oproti kyseling sirové podstatné vyssi (pfiblizné tfetinovy
pokles byl pozorovan mezi 0,1 mol I  az 1,0 mol I * H3POy).

Vyssi odolnost analytického signalu byla zjisténa vic¢i pritomnosti testovanych
soli. Ve sledovaném koncentra¢nim rozmezi do 0,5 mol 1™ nebyla pozorovana vyrazna
zména analytického signalu vlivem pfidavku sirant (Signal pozvolna rostl)
a fosfore¢nani. V piipad¢ chloridi byla absorbance stala (vykyvy signalu pod 10 %
oproti absorbanci odpovidajici nulovému piidavku soli) do koncentrace 0,1 mol I™* NaCl.
Castetné odlisné chovani bylo zaznamenano béhem stanoveni selenu metodou
UV-PVG/GF-AAS (viz. Priloha 4, ,Fig. 6*), kdy zavislost pfi nizkych koncentracich
chloridu sodného vice kopirovala tu, kterd byla naméfena pro vzorky s pfidanou
kyselinou chlorovodikovou; pii 25,0 mmol I NaCl signal vzrostl cca o 40 % oproti
stavu bez piidané soli.

Vliv pfidavku minerdlnich kyselin a soli byl sledovan i ve spojeni s chemickym
generovanim tékavych sloucenin selenu. Kyselina chlorovodikova bézné¢ slouzi jako
reakéni médium pii CVG. Pro potieby této prace byla vyuzivana 1,0 mol It HCI, ovsem
signdl selenu byl staly i pfi podstatné vyssich koncentracich; sledovan byl vliv ptidavku
az do koncentrace 6,0 mol 1"t HCI. Pokud byly do analyzovanych roztokd s obsahem
Se(IV) kromé kyseliny chlorovodikové navic pfidavany ostatni mineralni kyseliny,
vlivem pfidané kyseliny sirové a kyseliny fosfore¢né se signal pohyboval na stejné
trovni miniméalng do koncentrace 1,0 mol I, Pro kyselinu dusi¢nou vykazoval signal
konstantni hodnotu do koncentrace 0,1 mol 1. Odolnost viii pritomnosti studovanych
soli byla v porovnani s UV-PVG podstatné vyssi v piipad¢ dusi¢nand. Se zvySujici se
koncentraci chloridu signal selenu postupné rostl (opa¢né chovani oproti UV-PVG), pro
sirany a fosforecnany bylo zjiStén ptiblizné stejny signal v celém studovaném rozsahu
koncentraci.

Tabulka 4.18 a Tabulka 4.19 pfinasi srovnani vlivu vybranych mineralnich
kyselin a soli na analyticky signal selenu pii UV-PVG a CVG. Pro UV-PVG jsou
uvedeny udaje vztahujici se ke generovani bez/s piidavkem kyseliny dusi¢né do
analyzovanych roztokl. Jak je ziejmé z tabulek, u vzorkid s kyselinou dusi¢nou se

projevila celkové niZ§i odolnost vii¢i navic pfidanym kyselinam/solim.
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Tabulka 4.18 Vliv mineralnich kyselin na stanoveni selenu (5,0 pg 1"* Se(IV)) metodami
UV-PVG/QF-AAS a CVG/QF-AAS
Viiv je vyjadren jako procentudlni shoda mezi analytickymi signdaly namérenymi pro vzorky

s nulovym pridavkem mineralni kyseliny (100 %) a pro vzorky s pridanou kyselinou

Pfidana Koncentrace Shoda s nulovym ptidavkem kyseliny (%)
kyselina  kyseliny UV-PVG UV-PVG CVG
(10° mol I') BezHNO; S HNO;
HNO3 5 185 - 105
10 113 - 103
15 48 - 103
20 19 - 103
50 6 - 104
HCI 10 136 119 -
50 133 83 -
100 100 42 -
250 52 35 101
500 11 0 98
H,S0, 5 92 94 95
10 73 45 99
50 57 6 101
100 19 0 99
500 0 0 97
HsPO, 10 96 85 108
50 84 61 101
100 74 46 103
500 73 14 101
1000 70 6 101
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Tabulka 4.19 Vliv minerélnich soli na stanoveni selenu (5,0 pg 1! Se(IV)) metodami
UV-PVG/QF-AAS a CVG/QF-AAS
Viiv je vyjadren jako procentudlni shoda mezi analytickymi signdaly namérenymi pro vzorky

s nulovym pridavkem soli (100 %) a pro vzorky s pridanou soli

Pfidana Koncentrace soli ~ Shoda s nulovym piidavkem soli (%)

stil (10° mol I'") UV-PVG UV-PVG CVG
BezHNO; S HNO;
NaNOs 5 180 40 94
10 152 16 95
20 41 6 97
50 4 0 93
100 0 0 91
NaCl 10 105 124 98
50 92 111 104
100 90 90 123
250 47 26 144
500 9 5 158
Na,SO, 10 92 97 92
50 96 98 108
100 104 94 108
250 114 108 96
500 117 113 92
NasPOy, 10 118 105 118
50 98 87 120
100 96 86 114
250 91 78 102
500 88 72 103
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4.9.2 Pirechodné kovy

Jako jedna z nevyhod chemického generovani selenovodiku je ¢asto uvadéna
pomérné nizka tolerance vuci ptechodnym koviim 8 — 11 skupiny. Problematické jsou
hlavn¢ ionty kobaltu, niklu a médi*. Prave vliv Co(II), Ni(IT), Cu(II) na stanoveni selenu
byl sledovan v ramci této studie, mimo to byly vybrany dalsi zastupci iontd pfechodnych

kovti: Fe(Ill), Mn(II), Cr(IIT), Cd(II), Ag(I).

e Kobalt, nikl, méd’

Odolnost analytického signalu selenu vuci piitomnosti Co(ll), Ni(ll) a Cu(ll) je
byla pfi UV-PVG i CVG méd. Pri UV-PVG platilo, ze i pies pocatecni narust
analytického signalu pfi nizkych koncentracich, jiz piidavek 250 pg 1> Cu(ll) (tedy
pomér koncentraci interferentu a analytu 50:1) vedl k poklesu absorbance na ¢tvrtinovou
hodnotu oproti méteni bez Cu(Il); pii UV-PVG s pfidanou kyselinou dusi¢nou byl pokles
signalu jest¢ vyznamnéjsi. Pti CVG vykazoval signal pii dané koncentraci 90% shodu
s nulovym pfidavkem, vyznamnéj$i pokles byl patrny az pii vysSich koncentracich
Cu(ll).

Pokud jde o zbyvajici dva interferenty, pii UV-PVG bez HNO3; mél piidavek
kobaltnatych iontii v koncentraénim rozmezi 500 — 1 000 pg 1" za nasledek téméF
dvojnasobné zvySeni analytického signalu. U Ni(II) nebylo zvySeni signalu tak vyrazné
(cca 20 %), pozorovano ale bylo v SirSim koncentratnim rozpéti. V pfipade, Ze bylo
UV-PVG uskute¢néno s kyselinou dusi¢nou, nartst signalu vlivem ptidavku Co(ll) nebo
Ni(II) pozorovan nebyl. Pro referenéni CVG platilo, Ze byly absorbance na stile stejné
urovni (jako pii nulovém ptidavku) az do koncentrace 5 000 pg It Co(ID); tolerance vuci
ptitomnosti Ni(I) byla nizsi.

Vliv Co(ll), Ni(ll) a Cu(ll) byl zjistovan také v ramci stanoveni selenu metodou
UV-PVG/GF-AAS. Vyssi tolerance byla zjisténa pro Co(I) a Cu(Il), pro Ni(Il) byly
dosazeny srovnatelné vysledky. Studie byla provedena s desetkrat niz$i koncentraci

Se(IV).
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e Dalsi prechodné kovy

Vliv piitomnosti ostatnich testovanych ptechodnych kovil na analyticky signal
selenu je shrnut v Tabulce 4.20 B. Jak pro UV-PVG (bez/s kyselinou dusi¢nou), tak i pro
CVG byl nejsilnéjsi interferencni efekt pozorovan v pritomnosti Ag(I). Piidavek
100 pg It Ag(l) potlacoval signal selenu pti UV-PVG vV podstaté k nule; pii CVG byl
pokles ptiblizné 75%.

Dalsi ionty ptechodnych kovli nemély v koncentratnim rozmezi uvedeném
v Tabulce 4.20 B takika zadny vliv na zméfené absorbance. Pravé fecené se vSak tykalo
pouze CVG. Jina situace platila pro UV-PVG, pficemz rozdilné chovani bylo pozorovano
pro vzorky bez/s kyselinou dusi¢nou. V piipad¢, kdy byla ke generovani tékavych
sloucenin selenu vyuzita kyselina dusi¢na, analyticky signal byl podstatné méné odolny
vuci ptfitomnosti jednotlivych zkouSenych iontl. Také bylo vypozorovano, ze naméfené
zavislosti mély pouze klesajici charakter; nebyly tedy pozorovany vykyvy signalii (napf.
prechodny narist signalu v ur¢itém rozsahu koncentraci). Pokud byl analyt pfipraven
pouze ve fotochemickém ¢inidle, navic pfidany Cr(III) a Mn(Il) zptusoboval nartst
signalu piiblizné do koncentrace 10 mg 1%, nasledny pokles pii vysich koncentracich
byl vyrazngjsi u vzorkd s Mn(II). Nartst signalu nebyl ziejmy u Fe(Ill) a Cd(II). Signal
mél téméf konstantni hodnotu piiblizng do 1 mg I™* Fe(Ill) a Cd(ID); strm&jsi pokles
signalu s rostouci koncentraci byl zaznamenan béhem experimentii s Cd(IT). Zelezo bylo
jednim z testovanych interferentl také v rdmci interferen¢ni studie pii stanoveni selenu
metodou UV-PVG/GF-AAS. V uvedené studii byl pozorovan piiblizné¢ 20% nartst

signalu v celém rozsahu studovanych koncentraci (az do 10 mg 17" Fe(l11)).
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Tabulka 4.20 Vliv prechodnych kovii na stanoveni selenu (5,0 pg 1 Se(1V)) metodami
UV-PVG/QF-AAS a CVG/QF-AAS
Viiv je vyjadren jako procentudlni shoda mezi analytickymi signdaly namérenymi pro vzorky

s nulovym pridavkem interferentu (100 %) a pro vzorky s pridanym interferentem

A) Kobalt, nikl, méd’

Piidany  Koncentrace Pomér Shoda s nulovym ptidavkem iontu (%)
iont piidaného koncentraci UV-PVG UV-PVG CVG
iontu (ug 1_1) piidany iont/selen Bez HNO; S HNO;

Co(ll) 50 10:1 97 109 96
500 100:1 175 83 97

1000 200:1 188 63 99

5000 1000:1 40 6 92

10 000 2 000:1 13 2 75

Ni(ll) 50 10:1 97 95 98
500 100:1 118 96 88

1 000 200:1 121 95 83

10 000 2 000:1 127 62 42

20 000 4 000:1 61 13 18

Cu(ln 10 2:1 165 126 92
50 10:1 132 63 102

100 20:1 86 35 103

250 50:1 25 9 90

500 100:1 14 3 61
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B) Dalsi prechodné kovy

Piidany  Koncentrace Pomér Shoda s nulovym ptidavkem iontu (%)
iont piidaného koncentraci UV-PVG UV-PVG CVG
jontu (ug1Y)  pridany iont/selen Bez HNO; S HNO;
Cr(11) 500 100:1 113 56 101
5000 1 000:1 141 48 103
10 000 2000:1 142 40 100
20 000 4 000:1 92 15 99
50 000 10 000:1 20 3 102
Mn(IT) 500 100:1 106 75 105
5000 1 000:1 133 40 109
10 000 2 000:1 123 31 105
20 000 4 000:1 56 11 106
50 000 10 000:1 12 2 107
Fe(l1) 50 10:1 98 91 97
500 100:1 103 95 99
1000 200:1 96 93 99
10 000 2000:1 64 18 93
20 000 4 000:1 12 7 99
Ag(l) 5 1:1 95 28 99
10 2:1 78 17 88
20 4:1 59 13 84
50 10:1 19 3 52
100 20:1 4 0 25
Cd(ln 5 1:1 91 93 96
50 10:1 107 60 98
500 100:1 103 57 99
1000 200:1 82 0 104
5000 1000:1 11 0 96
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4.9.3 Hydridotvorné prvky

Pii CVG (nejen) selenu byvaji vedle interferenci vyplyvajicich z pfitomnosti
piechodnych kovu problematické také interference zptisobené ostatnimi hydridotvornymi
prvky. Projevit se mohou jak ve fazi generovani tékavych sloucenin, tak i ve fazi
atomizace.

Z udaju uvedenych v Tabulce 4.21 je na prvni pohled ziejmé, Ze hydridotvorné
prvky zpusobovaly vyznamné interference nejen u chemického, ale i UV-fotochemic-
kého generovani t€kavych sloucenin. Pro interferencni studii byl vybran As(III), Sb(III)
a Pb(1l). Pii UV-PVG potlacovaly ionty arsenu a antimonu analyticky signal ¢astecné jiz
pfi vzajemném poméru koncentraci 1:1. Pfi CVG byl sice pokles zaznamendn az pii
vysSich pomérech koncentraci interferent:analyt, avSak klesani bylo celkovée strmé;jsi.

U olova byla situace trochu odlisna. Pokud byly tékavé slouceniny selenu
generovany reakci s tetrahydridoboritanem sodnym, signal byl v celém sledovaném
rozsahu koncentraci az do 1 mg 1™ Pb(ll) (v Tabulce 4.21 jsou hodnoty jen do
500 pg 1Y) stale na stejné Urovni. V piipadé UV-PVG signdl postupné klesal a jiz pfi
500 pg 17 byl takika nulovy. Stejné jako u vétsiny dal§ich testovanych interferentt
platilo, ze pti UV-PVG s kyselinou dusi¢nou signal klesal prudce;ji.

Pokud byl sledovan vliv As(III) a Sb(III) na signal selenu pii UV-PVG/GF-AAS,
byla zjisténa vyssi odolnost vici ptitomnosti téchto iontl oproti UV-PVG/QF-AAS.
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Tabulka 4.21 Vliv hydridotvornych prvkii na stanoveni selenu (5,0 pug 1t Se(IV))
metodami UV-PVG/QF-AAS a CVG/QF-AAS
Viiv je vyjadren jako procentudlni shoda mezi analytickymi signdaly namérenymi pro vzorky

s nulovym pridavkem interferentu (100 %) a pro vzorky s pridanym interferentem

Piidany  Koncentrace Pomér Shoda s nulovym piidavkem iontu (%)
iont ptidaného koncentraci UV-PVG UV-PVG CVG
iontu (ug 1_1) pfidany iont/selen Bez HNO; S HNO;

As(111) 5 1:1 74 76 98
50 10:1 63 69 71

100 20:1 60 66 57

500 100:1 42 26 22

5000 1000:1 8 5 0

Sb(ll) 5 1:1 69 75 105
50 10:1 75 40 103

250 50:1 69 9 45

500 100:1 34 0 13

5000 1000:1 2 0 0

Pb(1) 5 1:1 91 63 103
50 10:1 83 18 104

100 20:1 56 3 103

250 50:1 13 0 104

500 100:1 3 0 99

4.9.4 Shrnuti — interference pri UV-fotochemickém generovani

Na zéklad¢ popsanych vysledki 1ze konstatovat, Ze v navrZzeném uspotadani je
chemické generovani oproti UV-fotochemickému generovani tékavych sloucenin celkové
odolngjsi vuci pritomnosti zkouSenych interferenti; nejmensi odolnost vykazovalo
UV-PVG spfidavkem kyseliny dusi¢éné do analyzovanych roztokd. Pro prakticka
stanoveni by mohla byt problematicka zejména nizkd odolnost vic¢i minerdlnim
kyselinam, které se Casto vyuzivaji k uchovani ¢i Upravam vzorkli pied analyzou.
Vysledky studie nepotvrdily tvrzeni nékterych autort, Ze pravé vyssSi tolerance vici

interferencim pfedstavuje jednu z vyhod UV-PVG oproti CVG**!. Naopak v souladu
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S ostatnimi autory je poznatek, Ze fada interferentli zpusobuje pifechodny nartst
analytického signalu.

Vzhledem ke skutecnosti, Ze sdm mechanismus vzniku tékavych sloucenin pfi
UV-PVG jesté nebyl plné objasnén, Ize jen stézi odhadovat, jak k interferencim dochazi
a pro¢ byly pozorovany vyrazné vykyvy signali vlivem riznych ptidavka interferenti.
Jak bylo naznaCeno v teoretické casti (2.3.6.2 Interference pii UV-fotochemickém
generovani), ve fazi generovani by k poklesu signalu analytu mohlo dochazet naptiklad
v disledku vzajemné konkurence interferujicich ionti a analytu o reaktivni radikaly
vznikajici pisobenim UV-zafeni na fotochemické cCinidlo. Toto vysvétleni se zda byt
celkem logické, protoze UV-PVG tékavych karbonylt ptechodnych kovi nebo tékavych
slouéenin ostatnich hydridotvornych prvkii bylo publikovano fadou autorii. Uéinnost
redukce Se(IV) by mohla byt snizena také v disledku zachytu ¢i rozkladu té€kavych
sloucenin analytu redukovanou formou interferentu (analogie k interferencim typu
hydrid-produkt pii CVG). Podobné by, teoreticky, mohlo dochazet ke vzniku malo
rozpustné slouceniny v dasledku reakce iontové formy interferentu s t€kavymi
slouc¢eninami selenu.

Pokud jde o interference v atomizatoru (atomizace v plynné fazi) dalo by se
uvazovat o nedostateném mnozstvi vodikovych radikalti nezbytnych pro prevod
tékavych sloucenin na volné atomy a to opét v disledku konkuren¢niho boje t€kavych
sloucenin analytu a interferentu o tyto radikaly. Tomu by nasvédcovalo i zjiSténi, Ze
Vv piipadé stanoveni selenu metodou UV-PVG/GF-AAS byla pozorovana pramérné vyssi
odolnost vii¢i piitomnosti interferentdi. U¢innost atomizace v grafitové kyveté se totiz
neodviji od populace vodikovych radikald, k atomizaci dochazi U¢inkem vysokych
teplot. Navic, vnitini povrch grafitové kyvety (a¢inna zachytova plocha) je dostate¢né

velky, aby nedochézelo ke konkurenci tak jako v malém oblacku vodikovych radikali.
Pozndmka: Dal§imu studiu interferenci (vice interferenti, mozné mechanismy interferenci

a jejich aditivnost, moZnost eliminace apod.) se v ndvaznosti na poznatky ziskané v této praci

vénuje Mgr. Eliska Novakova ve své disertacni praci.
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5 ZAVER

Disertacni prace se zabyva UV-fotochemickym generovanim tékavych sloucenin,
které bylo aplikovano jako mozna alternativa k doposud zavedenym pfistupim ke
generovani tékavych sloucenin (tj. chemické ¢i elektrochemické generovani). Jako
modelovy analyt byl pro studii zvolen zastupce klasickych hydridotvornych prvka selen
(Se(IV)), tekavé slouceniny byly detekovany atomovou absorpcni spektrometrii.

V prvé fazi vyzkumu byla sestavena aparatura pro UV-fotochemické generovani
v rezimu kontinudlni pratokové analyzy, ktera byla on-line propojena se zevné
vyhiivanym kfemennym atomizatorem (detekce QF-AAS). Duraz byl kladen na
konstrukci generatoru tékavych sloucenin neboli na UV-fotoreaktor. Testovano bylo
n¢kolik variant slozenych z nizkotlaké rtutové UV-vybojky a k jejimu povrchu upevnéné
reakéni civky. Jako reakéni civky se uplatnily dva druhy teflonovych hadi¢ek a dva
druhy kiemennych kapilar liSici se svymi rozméry (délka, vnitini/vn&jsi primér)
a zpusobem prichyceni k vybojce.

Po kompletaci aparatury byly optimalizovany zékladni pracovni podminky pro
UV-fotochemické generovani tékavych sloucenin selenu, mezi které se fadila
koncentrace a druh fotochemického ¢inidla, pratokova rychlost nosného plynu &i
pritokova rychlost vzorku. Optimalizovana byla také pritokova rychlost vodiku, ktery
byl nezbytny k u¢inné atomizaci t€kavych slou€enin v kfemenném atomizatoru. Za
optimalnich podminek byly pro kazdy typ UV-fotoreaktoru urceny zékladni analytické
charakteristiky stanoveni selenu metodou UV-PVG/QF-AAS. Meze detekce se
s vyuzitim fotochemického ¢inidla kyseliny mravenéi pohybovaly mezi 46 — 102 ng I”';
hor§i hodnoty byly dosazeny pii generovani s kyselinou octovou. Ukazalo se, ze
teflonové reak¢ni civky v navrZzeném uspotradani UV-fotoreaktoru velmi dobte konkuruji
tém kifemennym, ackoliv je kiemen obecné (pii stejné tloustce stén) podstatné l1épe
propustny pro UV-zéfeni. SpiSe neZ materidl reakéni civky méla na validacni parametry
vliv kyselina dusi¢nd navic pfidana do analyzovanych roztokl. Ptidavek této kyseliny
v uzkém koncentra¢nim rozmezi (cca 5,0 — 10,0 mmol I"! v zavislosti na
UV-fotoreaktoru) vedl ke znacnému vylepseni mezi detekce a citlivosti stanoveni selenu
navrzenou metodou UV-PVG/QF-AAS s fotochemickym c¢inidlem kyselinou mravenci.

Konkrétné meze detekce se timto krokem podafilo snizit na 27 — 44 ng I”". K vyzdvizeni
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je celkove dobra opakovatelnost méfeni, ktera pro zadny testovany UV-fotoreaktor (bez/s
kyselinou dusi¢nou) neptesdhla 2,8 %. Spravnost navrzené¢ metody byla Gspé$n¢ ovéfena
analyzou certifikovaného referenéniho materialu.

Na zaklad& experimentii s radioaktivnim indikatorem "Se byla pro jednotlivé
typy UV-fotoreaktorti zjistovana ucinnost UV-fotochemického generovéani. Opét byly
vys§i ucinnosti dosazeny v téch piipadech, kdy byly analyzovany vzorky s ptidavkem
kyseliny dusi¢né (21,3 — 56,5 % vs. 57,7 — 67,1 %). Ve vétsiné piipadt vsak rozdily
V hodnotach nebyly tak markantni jako u mezi detekce ¢i citlivosti. Kromé pfevodu
analytu na t€kavé slouCeniny umoznila metoda sledovat distribuci analytu do
jednotlivych ¢asti aparatury. Ukazalo se, ze v systému bylo sorbovéano relativné malo
radioindikatoru. Navic, pokud byla pfi generovani vyuzita kyselina dusi¢na, frakce
analytu nalezend v aparatufe se jeSté snizila. To mohlo souviset napf. s vymyvacimi
schopnostmi kyseliny dusi¢né nebo s rozdilnymi tékavymi produkty generovanymi pfi
UV-PVG bez/s touto kyselinou. Experimentdlné¢ bylo prokazano, ze spolu plné
nekoresponduji pracovni podminky, za kterych je dosahovano maximalnich citlivosti pii
UVG/QF-AAS a maximalnich G¢innosti generovani.

Praktickd vyuzitelnost navrzené metody byla ovéfovana analyzou vzorkl
S riznorodou matrici. Stanovovan byl obsah selenu ve vzorcich pitnych vod, kdy byly
zjistény hodnoty kolisajici v okoli meze stanovitelnosti metody UV-PVG/QF-AAS.
Pozitivn&j$i vysledky pfinesla analyza vybranych potravinovych dopliki. Vzhledem
k charakteru vzorkd se osvéd¢ila pouze jejich nenaro¢na prediprava zahrnujici
rozpousSténi vzorku v deionizované vod¢ s vyuzitim ucinkit ultrazvuku. Pro vzorky
s obsahem Se(VI) bylo nutné zatadit navic pfedredukéni krok. Pro Ctyfi z péti vzorki
byla dosaZena minimalné 85% shoda oproti vyrobcem deklarovanému mnoZstvi obsahu
selenu.

Prestoze byly meze detekce dosazené metodou UV-PVG/QF-AAS nizké, za
ucelem dalsiho mozného vylepSeni hodnot bylo UV-fotochemické generovani propojeno
sin situ zachytem tékavych sloucenin pfed vlastni atomizaci atomovou absorpéni
spektrometrii. Pro fazi zachytu a naslednou elektrotermickou atomizaci byla vyuzita
grafitovd kyveta, jejiz vnitini povrch byl modifikovan iridiovym povlakem. Proces
zavadéni te€kavych sloucenin do grafitové kyvety byl automatizovan. V ramci

optimalizace pracovnich podminek byla pozornost vénovana sestaveni nékolikafazového
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teplotniho programu. Jak potvrdily dosazené analytické charakteristiky, zdmér zatazeni
in situ zachytu té€kavych sloucenin byl spravny. Meze detekce se timto krokem podaiilo
snizit az o jeden fad, vyrazné vzrostly citlivosti. Pfiblizn€ 1% pokles byl zaznamenéan
v souvislosti s opakovatelnosti. Spravnost metody byla opét ovéfena analyzou
certifikovaného referenéniho materidlu a také analyzou dvou vzorkd fi¢nich vod.
Navrzena metoda byla porovnana s pifimym zavadénim kapalného vzorku do grafitové
kyvety (stanoveni selenu bez zafazeni generovani t€kavych sloucenin).

V posledni ¢asti disertacni prace byla provedena interferencni studie. Zkouman
byl vliv vybranych pfechodnych kovi a ostatnich hydridotvornych prvkl na stanoveni
selenu metodou UV-PVG s QF-AAS ¢i GF-AAS detekci. Zjistovan byl také Gc¢inek
mineralnich kyselin a pfislusnych soli. Jak se ukdzalo, omezend odolnost vici
interferenénim vlivim je na soucasné Urovni pozndni ziejmé nejveétsim nedostatkem
UV-fotochemického generovani tékavych sloucenin a mohla by byt limitujicim faktorem
pfi analyze nékterych typt redlnych vzorkl. Vysoka citlivost stanoveni by vSak mohla
v mnoha piipadech umoznit vzorky vhodnym zpiisobem nafedit a minimalizovat tak
mozné komplikace plynouci z pfitomnosti rusivych slozek. K omezeni vlivu interferentii
by mohly byt teoreticky vyuzity i dal$i zndmé zpisoby (odpafovani, metoda standardniho
pridavku, maskovaci ¢inidla apod.). Pro zna¢nou ¢ast zkoumanych interferentt platilo, ze
v uréitém koncentranim rozmezi analyticky signal selenu vlivem jejich ptidavku
podstatné rostl. I tohoto poznatku by se dalo prakticky vyuzit, stejné¢ jako bylo
Vv disertacni praci vyuzito ucinka kyseliny dusic¢né.

Pro srovnani byla znacna c¢ast vySe uvedenych experimentli provedena téz
s vyuzitim chemického generovani tékavych slou€enin s redukénim cinidlem
tetrahydridoboritanem sodnym. Za zoptimalizovanych pracovnich podminek dosaZzené
analytické charakteristiky jasn¢ ukazaly (pokusy skifemennym 1 grafitovym
atomizatorem), ze je UV-fotochemické generovani plné alternativni k tradi¢nimu
pfistupu ke generovani t¢kavych sloucenin. Zejména pii UV-fotochemickém generovani
S kyselinou dusi¢nou bylo dosahovano lepSich mezi detekce a citlivosti, linearni
dynamicky rozsah ¢i opakovatelnost zlstaly piiblizné zachovany. Porovnatelné byly
1 uéinnosti vycislené na zéklad¢é experimentl s radioaktivnim indikatorem selenu; nizsi
hodnoty odpovidajici chemickému generovani v pritokovém uspotadani mohly ¢astecné

souviset s vétsim podilem radioaktivniho analytu zjiSténym v aparatufe po generovani.
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Za vyhodu chemického generovani oproti UV-fotochemickému generovani muize byt
oznacena celkové vyssi odolnost viici studovanym interferentim.

Zaveérem lze konstatovat, Ze se uspésné podarilo splnit vytycené cile disertacni
cile. Kromé¢ ¢innosti obvyklych pfi zavadéni nové metody (optimalizacni studie, ureni
zakladnich analytickych charakteristik nebo tfeba studium interferenci) byla feSena dalsi
témata piispivajici k rozvoji studované problematiky. Jmenovana muze byt napf.
kvantifikace u¢innosti s vyuzitim radioindikatoru selenu, aplikace metody UV-PVG/QF-
AAS pii analyze potravinovych dopliikid ¢i zautomatizovany in situ zachyt tékavych
sloucenin v grafitové kyveté. O vyznamu disertacni prace svéd¢i fakt, ze byly dosazené
vysledky publikovany v nékolika odbornych impaktovanych ¢asopisech.

Celkovy dojem z UV-fotochemického generovani vytvofeny na zékladé celé fady
provedenych pokust je takovy, Ze by tento citlivy a nendro¢ny pfistup ke generovani
tekavych sloucenin mohl zaujmout rovnocenné postaveni mezi ostatnimi zpusoby
generovani (a to nejen v nasi laboratofi spektrometrickych metod). Vzhledem k omezené
odolnosti vici interferencnim vlivim lze ocekdvat, Ze v laboratorni praxi najde tato

technika zavadéni vzorku uplatnéni zejména pii analyze vzorki s jednodus$si matrici.
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k publikovani v Casopisu Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy; zde je

pfiloZen piijaty manuskript.
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Pozndmka: Prvni ptilohu tvofi piehledny referat shrnujici zdkladni poznatky
0 UV-fotochemickém generovani tékavych slouc¢enin pro potfeby atomovych
spektrometrickych metod. Referdt byl publikovan v Chemickych listech. Vzhledem
k omezenému povolenému strankovému rozsahu pro tisténou formu tohoto ¢asopisu, bylo
nutné vytvofit dv€é varianty clanku. Prvni varianta, ve znacné zkracené podobé, byla
pfipravena pravé pro tisténou formu casopisu, plna verze ¢lanku byla ur¢ena k on-line
publikovani; ptfesnéji feceno on-line byla publikovana taktéz zkracend verze a dopliujici
kapitoly byly uvetejnény jako jeji dodatek.

Druha ptiloha je uvedena véetné Doplnujicich informaci (Supplementary Material),

které byly ur¢eny k publikovani na Internetu.
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