Chem. Listy 105, 707-711 (2011)

STANOVENI ARSENU V ORESICH
POMOCI AAS - VERIFIKACE
METODY A KVANTIFIKACE
NEJISTOTY STANOVENI

DAVID MILDE a ADRIANA LINHARTOVA

Katedra analytické chemie, Prirodovédecka fakulta, Uni-
verzita Palackého v Olomouci, Tr. 17. listopadu 12,

771 46 Olomouc

david.milde@upol.cz

Doslo 18.2.10, ptepracovano 8.7.10, pfijato 18.8.10.

Klicova slova: arsen, atomova absorp¢ni spektrometrie,
verifikace metody, elektrotermicka atomizace, generovani
hydrida

Uvod

Atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS) je stale po-
vazovana za nejrozsirenéjs$i metodu stopové prvkové ana-
lyzy jednak proto, ze pro celou fadu aplikaci poskytuje
uspokojivé detekeni limity, a jednak pro relativné nizké
pofizovaci a provozni naklady. Cilem této prace bylo opti-
malizovat postup pro stanoveni arsenu v biologickém ma-
teridlu (plodech ofechil) pomoci béznych atomizacnich
technik AAS (elektrotermické atomizace ETA-AAS
a generovani hydridi HG-AAS), najit vhodné podminky
pro stanoveni arsenu, provést verifikaci metody a stanovit
obsah arsenu ve vzorcich ¢tyt druhd ofechi. Distribuce
biogennich, ale i toxickych prvki v rostlinach vcetné plo-
du je aktualné feSend problematika a u ofechi nebyla pro-
zatim detailné popsana. Zde jsou shrnuty dosazené zavéry
pro arsen a jeho rozloZeni v ofeSich.

Arsen patfi mezi cizorodé (rizikové) prvky, které
nepfiznivé ovliviiuji pidni trodnost, riist rostlin nebo je
jejich ptijem rostlinami nezadouci s ohledem na moznost
ohroZeni zdravi lidi a zvifat a dale mezi ty, jejichZ hroma-
déni v pide je nezadouci. V zivotnim prostiedi se vSichni
setkdvame s jistou nizkou hladinou expozice arsenem,
ktera ale organismus nijak neposkozuje a je prokazano, ze
velmi nizké davky arsenu v pfijimané potrave jsou dulezité
a prosp&iné'.

Pfijem arsenu rostlinami je spojen s jeho oxida¢nim
stavem a druhem slouceniny. Ve sladkovodnich a sucho-
zemskych rostlinich je arsen piitomen z60-72%
v anorganické formé, protoze nemaji systém schopny me-
thylace arsenu. Rostlina pfijima arsen v pétimocné formé a
nasledné ho konvertuje na trojmocny. Tolerance rostliny k
arsenu zalezi na druhu rostliny. Vé&tSina suchozemskych
rostlin ma schopnost akumulace arsenu (aZz 8 mg na
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kg susiny). Rostliny, které nejsou rezistentni k arsenu, trpi
snizenym ristem (hlavné kotentl) vedoucim az k Ghynu®.

AAS neni ani nejlepsi ani jedind metoda vhodna pro
stanoveni arsenu’. Zalezi na druhu vzorku a na predpokla-
danych koncentracich kovi, kterd metoda bude nejvhod-
néjs$i. Mezi metody, kterymi lze pomérné levné a jednodu-
Se stanovit arsen, patfi metody spektrofotometrické, které
dokazi rozlisit As(IlIl) a As(V) a hodi se predevsim ke
stanovovani arsenu ve vodach. Dal§i metodou vhodnou ke
stanoveni arsenu je atomova fluorescentni spektrometrie
(AFS) v kombinaci s technikou generovani hydrida (HG)
nebo v kombinaci s kolekci vymrazovanim nasledovanou
plynovou chromatografii. Déle sem patii také kombinace
kapalinové chromatografie s generovanim hydrida a detek-
ci bud pomoci atomové absorpce nebo fluorescence
(HPLC-HG-AAS, HPLC-HG-AFS) a popséana byla i kom-
binace HPLC UV (rozklad ultrafialovym zafenim) a zave-
deni do detekéniho systému™’. Kombinace HPLC s hmot-
nostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem
(HPLC-ICP-MS) je robustni technika s vynikajicimi de-
tekénimi limity, ktera umoznuje identifikaci a kvantifikaci
Sirokého spektra sloucenin arsenu a je v soucasnosti nej-
roz8ifen€jSi metodou stanoveni téchto  sloucenin.
S uspéchem Ize vyuzit i kombinaci HPLC-ICP-MS
s generovanim hydridt. Dal$i méné rozsifend metoda sta-
noveni je GC-MS pro tékavé slouceniny arsenu. Kapilarni
elektroforéza s UV nebo MS detekci nedosahuje deteke-
nich limitd dostate¢né¢ nizkych pro biologické vzorky.
Stanoveni arsenu lze provést i elektrochemickymi meto-
dami® a neutronovou aktiva¢ni analyzou’.
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Kalibra¢ni roztoky byly pfipravovany ze zdsobniho
roztoku arsenu Astasol (Analytika s.r.o., Praha CR),
o koncentraci 1,000 + 0,005 g1™'. K rozkladu ofechi byla
pouzita HNO; (67%, Analpure SD pro stopovou analyzu,
Analytika s.r.o., Praha, CR) a H,O, (30%, p.a., Analytika
s.r.o., Praha, CR). Jako redukéni ¢inidlo pro generovani
hydridd byl pouzit 0,5% roztok NaBH, (98%, Sigma-
Aldrich, Némecko) v 0,5% roztoku NaOH (p.a., Lachema,
CR). Pi predredukci As pro generovani hydrida byla pou-
zita HCl (37%, pro polovodice, Analytika s.r.o., Praha,
CR), KI (p.a., Chemapol, Praha, CR), hydroxylaminhyd-
rochlorid (p.a. pro AAS, Sigma-Aldrich, Némecko), askor-
bova kyselina (Analytika s.r.o., Praha, CR) a L-cystein
(p-a., Reachim, Rusko). Modifikatory matrice byly pfipra-
vovany fedénim a michanim nasledujicich chemikalii: Pd
(NO3), 2 g1 v 5% HNO3), Mg(NO3), (1 g1"' v H,0) Ni
(NO;), (10gI™" vH,0), askorbova kyselina (10 gl
v H,0) vSechny od Analytika s.r.0., Praha, CR.
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Puvod vzorkt

V této praci byly analyzovany dva druhy liskovych
ofecht (liska obecnd z obce Zaktov a liska tureckd rostou-
ci podél frekventované komunikace na tf. Svobody, Olo-
mouc), dale plody podzemnice olejné (zakoupeny v ob-
chodnim fetézci Kaufland, Olomouc, zemé ptivodu USA)
a vla§ské ofechy z ofesdku kralovského (obec Ostravice,
CHKO Beskydy). Z kazdé lokality bylo odebrano n¢kolik
vzorkd, které byly poté vysuSeny na vzduchu a skladovany
pii laboratorni teploté. Rozlozené vzorky byly pied analy-
zou skladovany v lednici. Jako referen¢ni materidl pro
verifikaci metody bylo pouzito susené jahodové listi QCM
03 (Metranal™, Analytika s.r.0., Praha, CR) s certifikova-
nym mnoZstvim arsenu 0,26 £ 0,06 mg kg™’ (udaj za + je
kombinovana rozsifena nejistota), coz odpovida koncen-
tracim arsenu v realnych vzorcich.

Pouzité ptistroje

K rozkladu vzorkd byl pouzit tlakovy mikrovinny
mineralizator Uniclever II (Plazmatronika, Polsko). Vsech-
na méfeni byla provadéna na dvoupaprskovém atomovém
absorpcnim spektrometru Avanta ¥ (GBC, Australie)
s deuteriovou korekci pozadi, vybaveném vybojkou
s dutou katodou pro arsen (SpectrAA Lamp, Australie)
i superlampou (Photron, Australie). Vyhodnoceni dat bylo
provedeno  statistickym  programem  QC Expert 3.1
(Trilobyte s.r.0., CR).

Pracovni postup

Kazdy plod ofechu byl lehce otfen demineralizovanou
vodou navlhéenou bunicinnou vatou pro odstranéni externi
kontaminace a byl rozdélen zvlast na skotrapku, slupku
a jadro. Vzorky se navazovaly do teflonovych mineralizac-
nich kelimkli a po pfidani smési HNO; a H,0, se
v mikrovinném mineralizatoru rozkladaly ve tfech krocich:
2 min 70 % vykonu a poté 30 s na 0 %, 2 min 90 % vyko-
nu, 30 s na 0 %, 10 min na 100 % vykon. Maximalni roz-
mezi tlakti pro rozklad bylo 42—45 atmosfér. Po minerali-
zaci se vzorky nechaly v teflonovych kelimcich odpatit do
sucha a nasledn¢ se odparky kvantitativné prevedly do
10ml odmérnych banc¢k a doplnily demineralizovanou
vodou.

Vysledky a diskuse

V této praci jsou prezentovany dvé skupiny vysledki.
Prvni ¢ast se vénuje optimalizaci podminek pro obé pouZi-
vané atomizacni techniky za pouziti mineralizatd vzorka
ofechii. Déle byly z vysledkli analyz referen¢niho materi-
alu vyhodnoceny jednotlivé valida¢ni charakteristiky.

Elektrotermicka atomizace

U této atomizacni techniky byly analyzované roztoky
mineralizovanych vzorkd davkovany do grafitové kyvety
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Obr. 1. Rozkladné a atomizacni krivky ziskané pii méreni
mineralizati vzorkid ofecht pro riizné modifikatory;
® Pd(NO3), + Mg(NOs),, B Ni(NOs), s askorbovou kyselinou,
A Ni(NO;), + Mg(NO;),

s platformou (pyro-coated graphite furnace tube, RMI,
s.r.0., Lazné Bohdane¢, CR). Nejprve byla provedena opti-
malizace teplotnich programl pro nasledujici kombinace
modifikatorti: PA(NO;), s Mg(NOs),, Ni(NO;), s Mg(NOs),
a Ni(NOs), s askorbovou kyselinou. Rozkladné a atomi-
zatni kiivky jsou na obr. 1. Vysledné teplotni programy
shrnuje tab. I. Dale bylo porovnavano, zda je lepsi pouzit
pro stanoveni arsenu touto technikou vybojku s dutou
katodou nebo superlampu. Byla sledovana kvalita signalu
(jeho tvar, vySka a mira prekorigovani) a citlivost
(smérnice kalibracni pfimky). Prestoze citlivost pro super-
lampu byla dvojnasobnad ve srovnani s vybojkou s dutou
katodou, lepsich vysledkii z hlediska kvality signalu bylo
dosazeno pro vybojku s dutou katodou, a proto byla pouzi-
ta 1 pro vSechna nasledujici mé&feni. Mezi optimalizované
parametry patfila také vilnova délka emitovana ze zdroje
zateni. Méfeni bylo standardné provadéno pfi vinové délce
193,7 nm. Pouziti alternativni vinové délky 189,0 nm pro
smésny modifikator Mg(NO;), a Pd(NO;), nepfineslo
zlepSeni, u realnych vzorkd bylo pozorovano vyssi pozadi
a ve vé&tsi mife se projevovalo prekorigovani pozadi.

Generovani hydrida

Jednim z prvnich krokii optimalizace techniky bylo
nalezeni vhodné teploty v kfemenném atomizatoru. V in-
tervalu 930-1010 °C byly proméfovany vybrané kalibrac-
ni roztoky. Nejvyssich hodnot absorbance bylo dosazeno
pro teplotu 930 °C — viz obr. 2.
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Teplotni program pro stanoveni As ve vzorcich ofechill pfi pouziti riznych modifikatora

Krok Teplota [°C] Doba narustu [s] Doba drzeni teploty [s] Inertni plyn
Ohfev 120 1 10 Ar
NASTRIK

Suseni 150 10 25 Ar
Rozklad 1100%/900°/1200° 5 20 Ar
Rozklad 1100%/900°/1200° 0 1 -
Atomizace 2400%/2100°/2100° max. rychlost 2 -
Cigteéni 2700 1 Ar

* Modifikator Pd(NO;), + Mg(NOs),, ° modifikator Ni(NOs), + Mg(NO3),, © modifikator Pd(NOs), + askorbové kyselina

0,20
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Obr. 2. Absorbance kalibra¢nich standardi p¥i riznych teplo-
tach atomizace v kiemenné trubici; —€— 930 °C, —ll- 950 °C,
—A-970°C, --l--990 °C, --@--1010 °C

Dale bylo tieba zvolit vhodné ¢inidlo pro predreduk-
ci. Mezi ovéfovana Cinidla patiil roztok jodidu draselného
(pfi nasledujicich hmotnostnich zlomcich 0,02; 0,2; 0,4
a1 %), 1% roztok jodidu draselného v kombinaci s 0,5%
roztokem askorbové kyseliny a hydroxylaminhydrochlori-
dem (1% KI s 1% hydroxylaminhydrochloridem), 0,05%
a 1% roztok L-cysteinu. Kritériem pro vybér vhodného
predredukéniho Cinidla byly naméfené koncentrace
v referenénim materidlu jahodového listi. Kombinace KI
a askorbové kyseliny poskytovala nejlepsi shodu vysledki
s certifikovanou hodnotou, a proto byla pouZzita pro analy-
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zu realnych vzorkd. Pfedredukce mineralizovanych a do
sucha odpafenych vzorkii byla provddéna nasledujicim
zpusobem: do 10ml odmérné banky se ke 3 ml vzorku
pfidalo 3 ml koncentrované HCl a 4 ml redukéniho ¢inidla,
takto upraveny vzorek se pied analyzou nechal stat hodinu
pii laboratorni teploté. Stejnym zplisobem byla provadéna
predredukce kalibracnich standardu.

Stanoveni arsenu v realnych vzorcich

Pro kazdy studovany druhu ofechu byla provedena
analyza 8-10 vzorkd. Arsen byl stanoven v jednotlivych
Castech — skotapce, slupce a jadie. Statistické zpracovani
naméfenych hodnot v jednotlivych ¢astech ofechit bylo
vzhledem k nizkému poétu hodnot (» = 8—10) provedeno
Hornovym postupem analyzy malych vybéra®. Ziskana
data pro obé atomizac¢ni techniky shrnuje tab. II. Arsen
nepatfi mezi bézné stanovované prvky v ofesich a to zne-
mozhuje srovnani s literarnimi udaji, kde jsou prace vénu-
jici se mineralnimu slozeni ofechi zaméfeny zejména na
makro a vyjime¢né i n€které mikroprvky. Na spolehlivost
prezentovanych dat lze tedy usuzovat jen ze ziskanych
validacnich dat a analyzy referencniho materialu. Mnoz-
stvi arsenu v riznych Castech ofechti naméfeného metodou
HG-AAS se pfevazné€ shodovalo s hodnotami, které byly
ziskany méfenim metodou ETA-AAS. Statistickym testo-
vanim shodnosti na hladiné¢ vyznamnosti o = 5 %, byla
potvrzena shoda mezi vysledky téchto dvou atomizacnich
technik pro koncentrace arsenu ve skofapkach. U slupek se
shoda nepotvrdila pouze pro lisku tureckou, u ostatnich
ofechil byla potvrzena.

Verifikace metody a odhad nejistoty

Pro techniku elektrotermické atomizace byla preciz-
nost vypoctena jako relativni smérodatna odchylka z 8
nezéavislych méteni referencniho materialu a ¢inila 8,4 %,
coz lze pro elektrotermickou atomizaci povazovat za uspo-
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Intervalové odhady koncentraci As v analyzovanych vzorcich uréené analyzou malych vybért (mg kg ™)

Druh ofechu Atomizacni technika Skotapka Slupka Jadro
Liska obecna ETA 0,04 +£0,02 0,19 +0,08 <LOD*
HG 0,02 0,01 0,24 +£ 0,04 0,04 0,01
Liska turecka ETA 0,04 £ 0,02 0,38+ 0,08 0,18 £ 0,05
HG 0,06 + 0,01 0,29 +£0,04 0,13+0,01
Podzemnice olejna ETA 0,20 £ 0,06 0,97 £0,26 <LOD
HG 0,23 +£0,01 1,00 + 0,32 0,04 0,04
Vlassky ofech ETA 0,04 +£0,02 0,07 +£0,02 <LOD
HG 0,03 0,02 0,05+0,01 0,04 +0,01

2LOD — mez detekce

kojivy vysledek. Pravdivost techniky byla obdobné¢ vyhod-
nocena z 8 vzorku referenéniho materiadlu. Primérna hod-
nota méfeni byla 0,25 mgkg™' a smérodatnd odchylka
¢inila 0,04 mg kg™'. Naméfena koncentrace arsenu v refe-
ren¢nim materidlu se pohybuje v intervalu rozsitené¢ kom-
binované nejistoty certifikované hodnoty. Pfitomnost vy-
chyleni byla ovéfovana testem vytéznosti, pii kterém bylo
provedeno 6 méteni s pfidavkem zndmé koncentrace As ke
vzorkiim referencniho materialu. Primérna vytéznost do-
sahla 89,8 % se smérodatnou odchylkou 1,5 %. Mezilehla
preciznost této atomizaéni techniky byla ur€ena jako rela-
tivni smérodatna odchylka ze 35 méteni referencniho ma-
teriald v prabehu 9 mésict a ¢ini 10,3 %.

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vyhodnoce-
ny pfimou metodou analytu z kalibra¢ni zavislosti v pro-
gramu QC Expert 3.1 a dosahly hodnot 1 pg As v kg susi-
ny a 2 pg kg™'. V pouzivaném rozsahu koncentraci 2—10
ug 1" byla ovéiena linearita kalibraéni zavislosti.

Pro zjisténi preciznosti u techniky generovani hydrida
bylo provedeno 8 analyz referen¢niho materidlu (véetné
rozkladu a predredukce) a preciznost vyjadiena jako rela-
tivni smérodatna odchylka cinila 3,9 %. Pravdivost techni-
ky byla uréena stejné jako u techniky ETA-AAS
z 8 analyz referenéniho materidlu. Primérnd hodnota arse-
nu dosahovala 0,24 mg kg™ se smérodatnou odchylkou
0,02 mg kg™'. Stejné jako ETA-AAS poskytuje HG-AAS
pravdivé vysledky, naméfené hodnoty se pohybuji
v intervalu rozsifené kombinované nejistoty certifikované
hodnoty. Pfitomnost vychyleni byla ovéfovana testem
vytéznosti, pifi  kterém bylo provedeno 6 méfeni
s pfidavkem znamé koncentrace As ke vzorkim referenc-
niho materidlu. Primérnd vytéznost dosahla 93,5 % se
smérodatnou odchylkou 2,1 %. Mezilehl4 preciznost urce-
na jako relativni smérodatnd odchylka ze vSech méfeni
referen¢niho materialu (n = 29) v prub&éhu 9 mésict vyjad-
fena v procentech ¢ini 5,4 %.

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly uréeny pii-
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mou metodou analytu z kalibracni zavislosti v programu
QC Expert 3.1 a dosahly 0,2 ug kg™ a 0,4 pg kg™'. P
vyhodnocovani koncentraci v neznamych vzorcich byla
pouzivana kvadraticka kalibracni zavislost.

Odhad standardni kombinované (u.) a rozsifené nejis-
toty stanoveni arsenu technikami ETA-AAS a HG-AAS
byl proveden metodikou ,,shora doli“ s vyuzitim vSech
vysledkil analyz referenéniho materidlu a modifikovaného
postupu pro kvantifikaci nejistot v environmentalnich la-
boratofich publikovaného v technické zpravé 537 NORD-
TEST’. Standardni kombinovand nejistota byla ziskana
propagaci dvou zakladnich slozek: nejistoty certifikované
hodnoty koncentrace referencniho materialu (u(cgy))
a nejistoty vychyleni (u(odchylka)) zjisténé z opakovanych
méfeni tohoto referencniho materialu. Obé slozky nejistoty
byly pfevedeny na smérodatné odchylky, zpropagovany
a vynasobeny koeficientem pokryti k = 2 pro vypocet roz-
Sifené nejistoty.

u, =[s(RM)? +u(odchylka)’ ()

)
u(odchylka) = \/ odchylka’ +(@)2 +u(Cpy, )

Np

kde u, je kombinovand standardni nejistota, s(RM) vybé-
rovy odhad smérodatné odchylky opakovanych méfeni
RM, u(cry) standardni nejistota RM (z certifikatu), odchyl-
ka rozdil priméru opakovanych méfeni RM a certifikova-
né hodnoty.

Pro techniku ETA-AAS byla standardni kombinovana
nejistota 18,3 % a rozSifend nejistota 36,6 %. U techniky
HG-AAS byla ziskana hodnota standardni kombinované
nejistoty 12,6 % a hodnota rozsifené nejistoty byla 25,2 %.
Z propagovanych slozek nejistoty ma vyssi hodnotu nejis-
tota certifikované hodnoty koncentrace arsenu v referenc-
nim materialu.
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Zavér

V nasi praci se podafilo optimalizovat a verifikovat
(validovat v omezeném rozsahu) metodu pro stanoveni
stopovych mnozstvi arsenu v biologickych vzorcich. Kom-
binovana rozsifena nejistota se podle atomizac¢ni techniky
pohybuje v intervalu 25-35 %. Technika elektrotermické
atomizace svymi detek¢nimi limity postaCuje stanoveni
arsenu ve skofapkach a slupkach studovanych otechti, pro
hydridové generace umoziiuje vzhledem ke svym detekc-
nim limitdm stanoveni arsenu ve vSech Castech ofechu.
Nejvyssi koncentrace arsenu byly nalezeny ve slupkach
nalezeno i pro ostatni t&7ké kovy'® a pravdépodobné svéd-
¢i o ochranném mechanismu rostlin, ktery brani distribuci
toxickych kovi do jadra (tj. casti, kterd slouzi
k rozmnozovani).

Autori dekuji Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovy-
chovy Ceské republiky za financni podporu v ramci pro-
Jektu MSM6198959216.
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This work focuses on optimisation of arsenic determi-
nation in nuts by AAS and in-house validation including
the estimation of uncertainty using the top-down approach.
All samples were digested by microwave mineralisation
prior to analysis. Optimisation of conditions for electro-
thermal atomization (temperature program, modifiers,
radiation source) and hydride generation (reduction rea-
gent, atomization temperature) was performed. Both tech-
niques were subsequently applied to determination of As
in different parts of several types of nuts. The results of the
in-house validation and uncertainty estimation obtained by
analysis of certified reference materials are shown.

ERRATA

V Chemickych listech 07/2011 na str. 538 byl uveden
nespravny nazev instituce autord. Na tomto misté uvefej-
fujeme spravné znéni:

OPTIMALIZACE STANOVENI
STOPOVYCH KONCENTRACI JODU
V POVRCHOVYCH VODACH
METODOU ICP-MS
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