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1. Uvod

Zminime-li se o boru (B), jako prvni se nam vybavi polokovovy prvek Il1l. A
skupiny se specifickou tfisttedovou vazbou. Navzdory nizkému vyskytu B v pfirodé
jsou jeho biologické funkce neméné zajimavé a vyznamné. Jiz od roku 1923 je B znam
jako stopovy prvek nezbytny pro rostliny a zajem o pochopeni jeho drah v rostlinach
roste’?. B ovliviiuje kvalitu rostlin, ve formé& kyseliny borité se podili na tvorbg
bunéénych stén a jinych metabolickych drahach. Mnozstvi B ovliviiuje vzrust a vyvoj

rostlin, pfemira B viak piisobi na rostliny toxicky®.

Pii sledovani funkce a vyskytu B v rostlindch je dilezit¢ rozumét zakladim
prace s biologickymi materidly. At uz se jednd o piipravu rostlinnych materialt ke
stanoveni, nebo volbu a optimalizaci metody. Piiprava vzorkd zahrnuje rozklad
biologickych materidlti a jejich ptevedeni do kapalného stavu. Volbu metody ovliviuji
predevSim pfistrojové moznosti. A ackoliv pro stanoveni B bylo vyuZito a popsano
mnoho metod, mezi nejbéznéji pouzivané patii molekulova absorpcni spektrometrie ve
viditelné oblasti spektra a dnes velmi oblibend metoda ICP-MS, neboli hmotnostni

spektrometrie s induk&ng vazanym plazmatem”.

Cilem této prace je zminit hlavni funkce B v rostlinach, ale pfedevsim prace
s biologickym materidlem. Zahrnuje moznosti rozkladu vzorki a zdkladni princip a
instrumentaci molekulové absorpéni spektrometrie ve viditelné oblasti spektra a ICP-
MS. Na teoretickou ¢ast bakalarské prace navazuje praktické pouziti obou metod pii

stanoveni B v rostlinnych materialech.



2. Teoreticka Cast

2.1 Bor

Bor sB je prvek Ill. A skupiny. Oznacujeme jej za polokov, avSak svym
chemickym chovanim patii mezi nekovy. Zakladni elektronova konfigurace valenénich

sféry atomt B je 2s? 2ph.

Pomérné velka hodnota elektronegativity (2,0) neptipousti skute¢né odtrzeni
viech valenénich elektronii a vznik kationtu B¥* | ani dosaZeni elektronové konfigurace
neonu (2s® 2p®) neni pravdépodobné. B proto vystupuje v kovalentnich vazbach. Pocet
elektront a elektronegativita zpusobuji vznik polycentrického a delokalizovaného

charakteru urcitych vazeb. U B se jedna o ttisttedové vazby.

Chemie B se dosti podoba chemii uhliku, pfedev§im v fetézeni atomii a
vytvareni sloucenin s vodikem. Chemie kyslikatych sloucenin je podobna chemii

slouc¢enin kiemiku.

Vyskytuje se ve dvou izotopech B (80,1 %) a '°B (19,9 %). Je dokazano, ze B
je nezbytny mikrobiogenni prvek pro zivot rostlin, zvifat i ¢lovéka. Rostliny jej
piijimaji ve formé nedisociované kyseliny borité (H3BOj3). Nyni se vSak pIn¢ zamétime

. . . . .15
na jeho funkci a stanoveni v rostlinach®.

2.1.1 Funkce

Skutec¢na role B Vv rostlinach zlistava neprozkoumana, v poslednich letech vSak
vyzkum pokro€il a je mozné prokazat zapojeni B do tfi hlavnich aspekti fyziologie
rostlin. Témito aspekty jsou minény role B ve struktuie bunécnych stén, role B
v membranovych funkcich a zapojeni B do ¢innosti metabolitu. Pfiméfena vyziva B je
rozhodujici nejen pro vynosy, ale také pro kvalitu plodin. Jeho nedostatek ma negativni

vliv na anatomické, fyziologické a biochemické zmény rostlin®.

B je zakladni Zivina pro normalni rast vyssich rostlin jeho dostupnost v piidé a
zavlahové vodé je dilezitym cCinitelem zemédélské produkce. Citlivost jednotlivych

druhi rostlin je k B rizna”.



Mobilita boru a doprava do molekuly

Piijjem B se d¢je hlavné pies kofeny pii optimalnim pH 5-6. V cévnatych
rostlindch se bor pohybuje od kotfenl s transpiraci proudu a hromadi se v mistech
rostoucich listii a stonkil. Pfedpokldda se, ze B je transportovan hlavné xylémem. U
ovocnych stromil byl pozorovan na podzim zvyseny transport B z listli do kiliry a na jate

jeho nésledovny ptesun z kiiry do listii a kveta®.

Role obsahu boru ve struktuie bunééné stény

S OH" skupinami cukrii vytvaii polyhydroxylové slouceniny, které stabilizuji
bunécné stény. Také je prokazan vliv B na rast meristematickych tkani. V neptitomnosti

B vznikaji abnormalni deformace tkani®.

Zapojeni B v ¢innosti metaboliti

Vyznamna je Gloha B v metabolismu cukrt, kdy se vytvoii estery s alkoholy a
cukry, kter¢ mohou v této formé snadnéji prochazet pies bunééné membrany nez
samotné vysoce polarni molekuly cukrt. Pti optimalni vyzivé B se zvysuje translokaéni
gradient cukri a naopak pii jeho nedostatku se translokace snizuje. Bylo prokézéano, ze

cukerny roztok B zvySuje jeho piijem vice nez Cisty roztok B.

B vkomplexu 6-fosfoglutamatu moduluje aktivitu enzymu, regulujiciho
pentosofosfatovy cyklus. Pfi deficienci B je tato cesta blokovana a indikuje se

akumulace fenolickych slouc¢enin, charakteristickych pro deficienci B.

B je dulezity pro syntézu nukleovych kyselin. Snizeni obsahu RNA ptedchazi
deficience B. Z toho bylo prokazano, ze B hraje vyznamnou roli pfi utilizaci N bazi do
RNA a tim ovliviiuje 1 proteinovou syntézu. Rostliny vyzivované B stimulovaly redukci
nitrdtu a syntézu aminokyselin. B rovnéz ovlivnil pfijem P a jeho inkorporaci do

nukleotida®®.



Symptomy nedostatku a nadbytku B

Priznaky nedostatku B se objevuji Castéji nez deficience jinych mikroprvk.
Rada symptomt deficience B se kryje s deficienci Ca. V prvé fadé je zasazen meristém:
odumird ristovy vrchol a kofenova Spicka. Je pozorovan intenzivnéjsi riist bo¢nich
stonkdi, které brzy odumiraji. Casto vznika na hornich listech chloroza. Rostliny slab&

kvetou, kvéty opadavaji, semeno se slabé tvoii nebo je deformované.

Pro vétSinu rostlin je vysokd koncentrace B toxickd. Pfiznaky toxicity se
objevuji na starSich listech, kde wvznikaji zlatozluté zabarveni. A postupnym

v s . 1 p oy s . 1s o , /5
hromadénim B se chlorotické zabarveni rozliSuje a okraje listi odumiraji”.



2.2 Rozklad vzorku

Ptiprava vzorku k méfeni je vyznamnou soucasti analytickych operaci. VétSina
pouzivanych metod vyzaduje vzorek v kapalné formé. Smyslem Upravy vzorku je
zvySeni homogenity vzorku, uvolnéni analytu =zriznych vazeb a odstranéni
interferujicich slozek. Pozadavky na upravu vzorku se u jednotlivych metod znaéné lisi.

U né&kterych staci pouze odstranit vodu, u jinych si méfici piistroj upravuje vzorek sam.

Metody lze rozdélit na destruktivni a nedestruktivni, podle toho jestli pii méfeni
vzorek spotfebovavaji nebo jej nechaji v piivodnim stavu a dale pouzitelny. Piikladem
nedestruktivni techniky je neutronova aktivaéni analyza (NAA), za destruktivni

techniky mzeme uvést atomovou absorpcni spektrometrii (AAS).

Metody rozkladu biologického materidlu se dnes déli na tfi zdkladni skupiny.
Metody rozkladu na suché cesté, metody rozkladu na mokré cesté a ostatni metody
rozkladu. Volba vhodného postupu rozkladu je zavisla na tad¢ faktori, jako napiiklad

jakou techniku mame k dispozici, typ vzorku, koncentraci analytu.
2.2.1 Metody rozkladu na suché cesté

Metody rozkladu na suché cest€¢ patii mezi nejstar$si pouZzivané techniky
rozkladu organickych materiald. Definici klasického suchého rozkladu je rozklad v
otevieném systému na vzduchu za atmosférického tlaku. Suchy rozklad lze rozd¢lit do
dvou casti. Za prvé, vysokoteplotni suchy rozklad jako napiiklad muflova pec nebo
proud plynu pfi vysokém tlaku a teploté, za druhé nizkoteplotni suchy rozklad, jehoz
ptikladem jsou radiofrekvencni plazma, mikrovinna plazma a spojeni nizké teploty a
vysokého tlaku. Cely postup zahrnuje Ctyfi kroky, které mohou byt opakovany ¢i
doplnény o pomocnd cinidla. Témito zakladnimi kroky jsou: suSeni, zuhelnéni,

zpopelnéni louzeni popela.

SuSeni neni nijak naro¢nd metoda, lze k nému pouzit klasické laboratorni

horkovzdus$né susarny nebo topné desky.

Pro zuhelnateni je potieba vzorek vystavit teplotam mezi 200 °C a 400 °C. Jedna

se o nejkritictéjsi krok suchého rozkladu. Pti této fazi je vhodné pouzit muflové pece.



Pti zpopeliiovani biologickych materiald jsou pouzity teploty 450 °C az 500 °C
maximaln¢ vSak 550 °C. K nartstu teploty dochazi pomalu a proces obvykle trva 10 az

16 hodin.

Vznikly popel louzime jeho vystavenim zfedénym mineralnim kyselinam, jako
HClI a HNOs. Ug¢innost louzeni muizeme podpofit zahiivanim, michanim, nebo

Mo v . r1z-..x10
ponofenim smési do ultrazvukové 1azné™.

2.2.2 Metody rozkladu na mokré cesté

Klasicky mokry rozklad je definovan jako rozklad ve smési koncentrovanych
mineralnich kyselin za atmosférického tlaku pii zvySené teploté. Organicky material je
pfisluSnymi Cinidly oxidovan a probihajici chemické reakce nejprve narusi strukturu
matrice pomoci kyselé hydrolyzy a nasledn€ jsou meziprodukty oxidovany. Rozklad 1ze
urychlit zvySenim teploty nebo piidanim katalyzatoru. Maximalni pouzitelna teplota pfi
mokrém rozkladu je zavisld na teplot€¢ varu oxidacnich c¢inidel ¢i jejich smési.
Piikladem oxida¢niho ¢inidla je samotna kyselina dusi¢na (HNO3) nebo smési kyselin,

napiiklad HNO3/H,0,, HNO3/H,SO,, HNO3/HCIO4/H,S04™.

Mokry rozklad muze probihat v otevieném nebo uzavieném systému. Pro mokry
rozklad v otevieném systému se pouzivaji klasické nadobky (kadinky, banky).
Nevyhodou otevieného systému je velka spotfeba reakénich Cinidel. Mokry rozklad
Vuzavieném systému ma mensi spotfebu reakcénich cinidel, nedochazi ke ztratdm
tékavych prvkil a vyznamné omezuje kontaminaci z vnéjsich zdrojl. Pro oba systémy se

vro s v r ’ v . ’ v 2
pouziva konvencni (topné desky, 1azn¢) nebo mikrovinny ohiev °,

Mikrovinny ohiev pracuje na zakladé absorpce elektromagnetického zatfeni
v mikrovinné oblasti (300 MHz — 300 GHz) vzorkem. V analytické chemii se pouziva
pracovni frekvence 2450 MHz, ktera je optimalni z hlediska absorpce energie
vV materialech o rizném chemickém slozeni. Specifické vlastnosti mikrovinného ohfevu
zajistuji vzrist teploty pouze rozkladné smési a vzorku. K dalsim vyhoddm patii

zkréceni doby rozkladu, Gispofe kyselin a energie potiebné k rozkladu®,



2.2.3 Ostatni metody rozkladu

Mezi tyto metody patii netradi¢ni zptisoby, které maji své nezanedbatelné misto

mezi rozklady. Ptikladem Ize uvést oxida¢ni taveni, oxidace parami, redukéni rozklad,

rozklad halogeny, enzymovy rozklad ¢i rozklad zafenim™°.



2.3 Metody

Stanoveni funkce a formy B vyskytujiciho se v rostlinach vyzaduje piesné
meéfeni jeho koncentrace a izotopového =zastoupeni. Proto schopnost stanovovat
izotopické zastoupeni a malé mnozstvi B je pro vyzkum nezbytné. Ke stanoveni B byla
pouzita jiz fada technik od jednoduché potenciometrie aZ po metody vyuzivajici jaderny
reaktor. Vyvoj metodiky stanoveni B sleduje pokrok analytické piistrojové techniky a

pfizptisobuje se mu.

Nejvice vyuzivanymi metodami stanoveni B jsou, barev vyuzivajicich
spektrometrie ve viditelné oblasti spektra (neboli spektrofotometrie) a v omezené mife i
fluorimetrie. VEk atomové spektrometrie zahdjil vyvoj plamenové atomové emisni
spektrometrie (OES) a atomové absorpcni spektrometrie (AAS), paralelné s témito
metodami doslo k vyvoji 1 v pouziti neutronové aktivacni analyzy (NAA), kterd ma
zvlastni vyznam vzhledem ke stanoveni B v neporuSenych biologickych materialech.
Dalsi krok a vyrazné zlepSeni piineslo zavedeni plazmy jako ioniza¢niho zdroje a s nim
vyplyvajici rozvoj indukéné vazanym plazmatem (ICP) a optické emisni spektrometrie
(OES). Dalsi zlepseni urovné detekce a piesnosti piineslo spojeni kvadrupolového
hmotnostniho spektrometru (MS), jako detektoru, a plazmatem (ICP), jako ioniza¢niho

zdroje, do nového pristroje, ICP-M st



2.4 Molekulova absorpéni spektrometrie ve viditelné oblasti

spektra

Jedna se o fyzikalni metodu zalozenou na interakci elektromagnetického zatreni
se vzorkem. Spektrometrie patii mezi spektralni metody, coZ znamena, Ze mezi
vzorkem a zafenim dochazi k vyméné energie, Vtomto piipadé dochazi k absorpci
zateni. Molekulova absorpéni spektrometrie ve viditelné oblasti spektra operuje
v oblasti vinovych délek 380 — 800 nm***,

2.4.1 Princip absorpéni UV/VIS spektrometrie

Spektrofotometrie je metoda, pracujici na principu absorpce energie zafeni
vzorkem. Pti UV/VIS spektrometrii dochazi k absorpci ultrafialového a viditelného
svétla tzn. v oblasti 200 az 800 nm, ve vzorku dochazi k excitaci valen¢nich elektront
molekul. Energie potiebnd k excitaci valen¢nich elektronti se projevi jako chybéjici ¢ast
svételného spektrals.

Celkovou energii molekuly v zakladnim stavu Eg, ve kterém se molekula za
normalnich podminek nachézi, 1ze zndzornit pomoci tii energetickych s¢itanci: energie
elektronti Ee, energie vibracni E, a energie rotacni E,.

Eo=E.+E,+E/ (1)

Dojde-li k pohlceni fotonu elektromagnetického zafeni v ultrafialové ¢i viditelné
oblasti pfechazi molekula do excitovaného stavu o energii E;. Tento energeticky stav je
nestabilni a proto molekula pfechazi deexcita¢nimi procesy zpét do zakladniho stavu.
Mnozstvi potiebné energie je mozno vyjadiit energii AE, ktera je rovna rozdilu energii
excitovaného stavu E; a zakladniho stavu Eg

AE = E; - Ey (@)

Energii AE lze také vyjadfit pomoci energie pohlcenych fotonu
elektromagnetického zafeni, 0 kterych vime, Ze jsou vyzafovany po kvantech a jejich
energii lze je vyjadfit pouzitim Planckovy konstanty.

AE =h.v=h.c/h 3)
Kde h je Planckova konstanta (h = 6,626 . 10 J-s), v je frekvence, ¢ rychlost svétla ve

vakuu (¢ = 3.108 m's™) a A je vlnova délka™.



Pii interakci molekuly a viditelného zafeni dochdzi k pfechodiim valen¢nich
elektronti mezi vazebnymi a antivazebnymi orbitaly molekuly. Vazebné a antivazebné
molekulové orbitaly vznikaji pfi tvorbé molekuly, linedrni kombinaci orbitali
puvodnich atomu. Je ziejmé, ze vazebné orbitaly molekuly maji niz$i energii nez
puvodni atomové orbitaly a antivazebné molekulové orbitaly maji energii vyssi.
V molekulach mohou byt také ptfitomny i nevazebné molekulové orbitaly. Tyto

nevazebné orbitaly obsahuji volné elektronové péry“.

2.4.2 Zakladni vztahy a vzorce

Transmitance a absorbance

Zeslabeni elektromagnetického zafeni pii prichodu vzorkem je kvantitativné

popsano dvéma samostatnymi, ale souvisejicimi jednotkami transmitanci a absorbanci.
Transmitance (propustnost)

Transmitance (T) je definovana jako pomér toku elektromagnetického zatreni

proslého vzorkem @ a toku zateni vstupujiciho do vzorku @y.
T=&/d, ()

Transmitance je bezrozmérna veli¢ina, uvadi se v procentech. Pokud je absorpce

zateni nulova poté je transmitance jednotkova, neboli 100%.
Absorbance

Absorbance (A) udava mnozstvi elektromagnetického zafeni, které bylo

pohlceno vzorkem. Lze vyjadfit jako zaporny dekadicky logaritmus transmitance.
A=-log T = log(®y/P) 5)

Nedochazi-li k absorpci zafeni, to znamena, je-li absorpce nulova, je nulova i

absorbance. Absorbance je bezrozmérna veli¢ina'**?*,
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Lambert-Beeruv zakon

Pokud monochromatické elektromagnetické zafeni prochazi tenkou vrstvou
vzorku, dochazi k ubytku zafeni. Snizeni intenzity zafeni je pfimo Uimeérné tloustce
vzorku | a koncentraci ¢ latky absorbujici elektromagnetické zateni.

A=E**c (6)

. . “ . o © 1:1213,14
€ je molarni absorpéni koeficient, popisujici prostiedi :

«— [—»

Obr.2 Vyjadreni Lambert — Beerova zdkona®.

2.4.3 Elektronova absorp¢ni spektra

Elektronové absorpéni spektrum je vyjadieno jako zavislost absorbance A (¢i
transmitance T) na vinové délce A (mozno také pouzit vinocet a frekvenci v). Diky
existenci vztahu mezi absorbanci a koncentraci lze také elektronové absorpéni spektrum

s _ : . . “ : o 14113
vyjadfit v zavislosti logaritmu molarniho absorpéniho koeficientu na vinové délce™.

Vznik elektronovych absorp¢nich spekter

Elektronovd absorpéni spektra vznikaji pifi  pohlceni Casti energie
elektromagnetického zaieni vzorkem. Viditelné a ultrafialové zafeni méa dostatecnou
energii pro vybuzeni elektronti molekuly ze zakladniho stavu do rtiznych vibracnich (vy,

Vy, V3, ...) arotacnich (ry, rp, I3, ...) hladin stavu excitovaného, jak je to vidét na obr.3.
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Pti absorpci fotonu zareni dochazi ke vzniku carového spektra, v molekule je
mnoho moznych piechodii mezi vibra¢nimi a rotacnimi hladinami (kazdy piechod
poskytuje ¢arové spektrum). Protoze jsou tyto energetické stavy (mezi vibra¢nimi a
rotacnimi hladinami) velmi blizké, jevi se absorp¢ni spektrum jako pasové, pii méteni
V plynném stavu a za nizké teploty 1ze n€kdy v absorpcnim spektru pozorovat jemnou
strukturu vibracnich i rota¢nich hladin. Typ elektronového piechodu ovliviiuje polohu

. 12
absorp¢niho pasu™”.

A [ EHHEHE

{ Z'-’:\:‘

Obr.3 Schéma energetickych hladin a elektronového prechodu v diatomické molekule.

Typy energetickych pi‘echodi v molekule

Chromogen, neboli latka absorbujici zafeni v ultrafialové a viditelné oblasti,
obsahuje funkéni skupiny, nazyvané chromofory, které jsou vybaveny elektrony
schopné excitace. Chromogeny mivaji ¢asto vice chromofort, které navzajem ovlivituji

polohu a intenzitu absorp¢niho pasu.

Elektrony absorbujici viditelné ¢i ultrafialové zafeni pochézeji z vazebnych
molekulovych orbitali 6 a 1 popiipadé znevazebnych orbitald n. Pii absorpci
prechazeji tyto elektrony do orbitall antivazebnych 6* a * (podle LCAO Hiickelovy
teorie). Na obrazku 4 je zndzornéno potadi molekulovych orbitali dle vzristajici

energie®?.

12
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Obr.4 Znazornéni energetickych hladin jednotlivych typii elektroni®.
Piechody 6 — 6*

Téchto ptrechodl jsou schopné molekuly bez chromofort, obsahujici pouze
jednoduché vazby C-C a C-H. Tyto vazby potiebuji pro svou excitaci tak vysokou
energii, Ze je lze pozorovat jen ve vzdalené UV oblasti. Latky s timto typem ptechodi

se Casto pouzivaji jako rozpoustédla pro méteni absorp¢nich spekter jinych latek.
Prechody n — 6*

Do skupiny stimto typem piechod spadaji nasycené slouCeniny obsahujici
heteroatom s volnym elektronovym parem (O, S, N, halogeny). Heteroatom ovliviuje
energii prechodu, ale i polohu absorp¢niho pdsu, kterd zavisi na elektronegativité
heteroatomu. Vyssi elektronegativita zpiisobuje posun absorpéniho maxima ke krat§im

vinovym délkam. Tyto pfechody sledujeme v blizké UV oblasti.
Prechody © — *

Odpovidaji molekulam obsahujicim nasobné vazby napt. C=C. Pokud jsou
nasobné vazby v konjugaci s dal§imi nasobnymi vazbami, dochazi ke konjuga¢nimu
efektu, neboli méni se energie molekulovych orbitall a to tak, Ze energie nejvyssiho
obsazen¢ho orbitalu se zvysi a energie nejnizSiho neobsazené¢ho orbitalu se sniZzi.
Zaroven pii konjugaci dochazi k posunu maxima absorp¢niho pasu k delsim vlnovym
délkam. To je nazyvano bathochromni posun (opa¢ny proces se nazyva hypsochromni
posun). Zaroven dochazi 1 ke zvySeni jeho intenzity — hyperchromni posun (opakem je
hypochromii posun). Diky témto posuniim se absorpcni pasy latek s témito piechody

projevi az ve viditelné oblasti.

13



Prechody n — 7*

Pokud jsou v molekule pfitomny nejen nasobné vazby, ale i atomy s volnym
elektronovym parem podilejici se na nasobnych vazbach, naptiklad C=0, C=S, N=S,
apod. dochazi k n — n* pfechodiim, kde jsou poloha absorpéniho pasu a hodnota €
znacn¢ ovlivilovany pfitomnosti a druhem atomu s volnym elektronovym parem.

- . v Ly . ,1213
V porovnéni s T — n* jsou N — n* pfechody méné intenzivni™.

2.4.4 Instrumentace

Spektrometry pouzivané pro molekulovou absorpéni UV/VIS spektrometrii
obsahuji zakladni ¢asti, které jsou pro vétsinu spektrometrickych metod podobné a maji
obdobny tucel. Takovymi ¢astmi jsou zdroj zafeni, disperzni soustava, pomocné optické
prvky, zafizeni pro umisténi vzorku, detektor zafeni a vystupni zpracovani signalu

(nejcasteji PC).

Dalsi moznou specifikaci pro UV/VIS spektrometry je nabidka dvojiho
uspotadani konstrukce. Jedna se o jednopaprskové ¢i dvoupaprskové usporadani. Obé

tyto varianty miizeme vidét na obrazku 5.

Dvoupaprskové usporadani je efektivnéjSi z hlediska moznosti neustalého
porovnavani vzorku s blankem, neboli matrici vzorku (to jsou vSechny slozky vzorku

o 11,12,13
bez méteného analytu) .

Zdroj zdfen) Zdro) zatend

p)

Zreadlo * Zrcadlo
b lank

! H o

Zreadlc Vzorek Fotondsobid

Zrcuwdlo Zreadlo

£——1---

' Blank ?
'

\ A -
> Dl KR
V. paprska * e @

I Fotonhsobid

Mbizka

a) b)

Zrcadlo
|

'
)
TR e
Zreadlo < Zrecadlg
Vizorek

Obr.5 Schématické zndazornéni a) jednopaprskového a b) dvoupaprskového usporadani

v .12
pristroje™".
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Zdroj zareni

Jedna se o Cast pristrojového zafizeni, které emituje casové stalé a dostateéné
intenzivni zafeni. Toto zafeni umoznuje excitaci vzorku. V UV/VIS spektrometrii 1ze
vyuzit tii typy téchto zdroji. Rozzhavené tuhé¢ latky (zarovky), vybojky a lasery. Kazdy

zdroj zéteni ma své vyhody i protiklady.

Mezi zdrovky pouzitelné pro viditelnou oblast patii wolframova zarovka (320 —
2400 nm) s dratem rozzhavenym na T = 2500 K, Ize pouzit halogenové zarovky. Oba

tato zdroje vydavaji spojité spektrum.

Principem vybojek je emise zafeni zatomu plynd, které jsou excitovany
proudem elektroni mezi dvéma elektrodami. Nejcastéji se pro viditelnou oblast
pouzivaji vysokotlaké vybojky naplnéné inertnim plynem (Xe, Ar), nebo nizkotlaka

intenzivni rtutova vybojka, poskytujici caroveé spektrum.

Zajimavym, ale jiz mén¢ pouzivanym zdrojem zafeni jsou lasery, které vyuzivaji

vynucené emise fotond atomy a molekulami*?*3.

Disperzni soustava a pomocna optika

Disperzni soustava zahrnuje optickou c¢ast pfistroji, ktera slouzi k separaci

pozadované vinové délky. Mezi tato opticka zatizeni fadime filtry a monochromatory.

Filtry jsou nejjednodussi zafizeni vhodna pro vybér tzkého rozsahu vinové

délky. Filtry lze fadi do dvou skupin dle vyuzivajicich vlastnosti.

Castéji se pro vybér vlnové délky pouzivaji monochromdtory. Zatizeni, ktera
pomoci vstupni Sté€rbiny, disperzniho prvku a vystupni §té€rbiny mohou byt efektivné
pouzita pro vybér jedné vinové délky, ale také pro méteni Sirokého rozsahu spektra.

Jako disperzni prvky jsou vyzivany hranoly a mtizky nebo jejich spojeni.

Dnes jiz méné pouzivané hranoly rozkladaji polychromatické zafeni na
monochromatické paprsky na principu lomu svétla pii jeho prlichodem hranolem.
Sledovana oblast vinovych délek urcuje nejvhodnéjsi materidl pouzity pro hranol. Pro
oblast 360 — 2200 nm je vhodné korundové, flintové sklo nebo chlorid sodny pro
spektralni oblast 200 — 2500 nm*+1213,
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Difrakéni odrazova mrizka je destiCka nebo zrcadlo rovnomérné pokryté radou
rovnobéznych vrypt. Pocet vrypti na miizce se stanovuje podle spektralni oblasti, pro
kterou je miizka urcena. Pro viditelnou oblast se pocet vrypli pohybuje mezi 600 az

2400 vrypd na 1 mm miizky. Principem vybéru vinové délky je odraz a ohyb paprskd.

Vv . Vv ’ vrvy 12
Obr. 6 Mrizky a) difrakce na mrizce b) odrazova mrizka™.

Pomocna optika je souhrnny nazev pro jiné optické komponenty, které slouzi
k vedeni ¢i zaostfovani paprsku. Jako piiklad zde miZeme uvést rizné typy cocek,

, . 12
zrcadel, odrazovych hranoll apod™.
Umisténi vzorku

Absorbujici prostredi ¢i kyvetovy prostor jsou nazvy pro ¢ast spektrometru
urcenou pro umisténi vzorku. Vzorek je umistén do kyvet, které se nasledn¢ vkladaji do

uréeného prostoru.

Kyvety maji standardni vnitini tloustku absorbujici vrstvy od 0,1 do 10 cm. Pro
bézna méfeni se nejcastéji uziva kyveta o tloust’ce 1 cm. Rozhodujici pro vybér kyvety
je material, z které¢ho je vyrobena. Kyvety nesmi absorbovat v sledovaném vinovém

rozsahu. Pro viditelnou oblast jsou dostacujici kyvety ze skla nebo plastu®?.
Detektor elektromagnetického zareni

Detektory elektromagnetického zareni slouzi k zachyceni intenzity zafeni.
Obsahuji ¢idlo, které zachycuje a prevadi energii zafeni na jinou formu energie,
nejcastéji elektrickou. Detektory jsou také doplnény zesilovaci a jinymi pfistroji na
Upravu signalu. Ve viditelné oblasti spektra jsou nejvice pouzivanymi detektory
fotoelektrické ¢lanky, jako jsou fotonka, fotonasobi¢ a fotodiody. Fotoelektrické ¢lanky

pracuji na principu vnéj$iho 1 vnitiniho fotoelektrického jevu.
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Fotonasobi¢ je zéastupcem detektoru pracujictho na principu vnéjsiho
fotoelektrického jevu. Fotony dopadaji na fotokatodu v evakuované baice a vyrazeji
zni elektrony, které putuji pres soustavu dynod k anod¢. Elektrony jsou urychleny
vlozenym elektrickym polem a nasobeny dopadem na dynodu, ze které urychleny
elektron vyrazi nékolik sekundarnich elektrond. Timto zpisobem je pocet elektrond

, «r 1011,12,13
znasoben o 6 — 7 fadu .
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Obr.7 Fotondsobic*?.

Polovodicové fotoelektrické clanky neboli fotodiody jsou piikladem detektoru,
ktery vyuziva vnitini fotoelektricky jev. Vnitini fotoelektricky jev je obdobou vnéjsiho
fotoelektrického jevu srozdilem, ze dopadajici zafeni uvoliuje elektrony, které
zustavaji uvniti materialu polovodice. Volné elektrony v polovodi¢i umoziuji vést

elektricky proud, ktery je nasledné méfenylz.

Diodové pole je seskupeni stovek az tisicti jednoduchych fotodiod. Jsou schopny

’ r r 1o v 13
snimat celé spektrum v redlném case™.

2.4.5 Méteni boru

Spektrometrickd metoda vyuziva specifické reakce B se slouceninami, pii
kterych dochazi k vytvoieni barevné sloucCeniny. K tomuto ucelu se pouziva vice

S, o . , RPN . 14,16
organickych barviv, jako kurkumin, karmin, nejpouzivanéj$im je vSak azomethin-H™™".
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Metoda s pouzitim azomethinu-H

Pti kondenza¢ni reakci kyseliny 8-amino-naft-1-ol-3,6-disulfonové (H-kyseliny)
a salicylaldehydu vznikd, za pfitomnosti boritanti, produkt azomethin-H. Tento Zluty
komplex je vhodny pro pouziti k spektroskopickému méfeni s absorpénim maximem

Vv rozsahu vlinovych délek mezi 410 a 420 nm®®,

HORE

aa

OH HO

Na{:':}

Obr.8 Struktura azomethinu-H?.

Pii stanoveni B pomoci pouziti azomethinu-H je pH dtlezitd hodnota pro
formovani azomethinu-H a stim souvisejici barevny vyvoj. Stanoveni ve vodnych
roztocich projevovaly tendenci, Se zvySujicim se pH klesajici dobu potiebnou ke
kvantitativni reakci a vyvoji azomethinu-H. Pouzitelna pH se pohybuji v rozmezi mezi

4,3 a7,8. K t¢mto hodnotam se vztahuje rozmezi reakéni doby od 2 minut po 2 hodiny.

Dalsim vyznamnym efektem pii méteni se stala teplota vzorku, ktera ovliviiuje
citlivost reakce. Idealni teplotou je rozmezi mezi 20 a 25 °C. Pti zvySeni teploty vzorku

na 40 °C klesa citlivost metody o 22 %.

Nejvyssi interferencni vliv pfitomnosti jinych iontli ve vzorku byl prokazan za
pritomnosti Cu®*, Zn*" a Fe®". Tento vliv je viak snadno redukovan pfidanim EDTA.
Pro redukci dalsich iontd, jako jsou chloridy a bromidy, pouzivané pro dezinfekci vody,

1ze ke vzorku ptidat malé mnoZzstvi redukéniho €inidla, naptiklad thiosiran™.
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2.5 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

ICP-MS je technika vyuzivajici spojeni dvou modernich metod. Vysokoteplotni
ICP (indukéné vazané plazma), které zajist'uje odpareni a ionizaci vzorku a hmotnostni
spektrometrie, pomoci které jsou ionty v plynné fazi separovany podle poméru jejich
hmotnosti a ndboje (m/z). Toto spojeni Cini tuto techniku idealni pro rychlé stanovovani

velmi nizkych koncentraci vétSiny prvka, pfesnéji jejich izotop.

2.5.1 Princip ICP-MS

Odpateny pevny vzorek nebo kapalny vzorek ve formé aerosolu je vpraven do
plazmatu, kde je atomizovan a ionizovan. lonty dale postupuji pies prostor s iontovou
optikou do analyzatoru, kde jsou déleny dle poméru hmotnosti iontu ku naboji iontu
(m/z). lonty o vybraném poméru m/z mifi k detektoru, kde vybudi signal, ktery je

zesilen a elektronicky zpracovan®.
Princip ICP vyboje

V definici je plazma popisovano jako ionizovany, makroskopicky neutralni plyn,
ve kterém volné elektrony a ionty vykazuji ,kolektivni“ chovani. Do této
charakteristiky jsou zahrnovany pohyby castic, které zavisi nejen na mistnich

podminkach, ale i na podminkéch plazmatu v odlehlejsich oblastech.

K vytvoreni a udrzeni ICP vyboje je potieba dodavat energii z vnéjsiho zdroje,
kterym byva vysokofrekvencni elektromagnetické pole indukéni civky plazmového
generatoru. K iniciaci vyboje je pouzivan vysokofrekvenéni jiskrovy vyboj z Teslova
transformatoru. Vzniklé elektrony jsou urychlovany pomoci vysokofrekvencéniho
elektromagnetického pole a maji-li dostate¢nou kinetickou energii, zptsobuji dalsi,
lavinovitou ionizaci pracovniho plynu. Plazma je ohrani¢eno plazmovou hlavici (viz.
Obr. 9), skrz kterou proudi tfi toky pracovniho plynu. Jako pracovni plyn se nejcastéji

v 21
pouziva argon .
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Obr. 9 Plazmovd hlavice®®.

2.5.2 Instrumentace ICP-MS

I pfes nazev a zatazeni nepatii hmotnostni spektrometrie mezi optické metody,
protoze v principu nevyuziva interakce mezi vzorkem a elektromagnetickym zafenim.
Je zalozena na separaci iontd vzorku podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z).
Proto zde nenalezneme Zadnou instrumentalni podobnost S jiz zminénou molekulovou

absorp¢ni spektrometrii ve viditelné oblasti spektrazz.

Zakladnimi cinnostmi ICP-MS pfistroje jsou: davkovani vzorku, odpaieni

. . . o13
vzorku, ionizace, separace iontl a detekce iontid ™.
Davkovani vzorku

Pridruzenou funkci davkovaciho systému je vytvareni z kapalného vzorku jemny
aerosol. Tvorba aerosolu je zajiSténa pomoci zmlZzovace, naslednou selekci kapek
provadi mlzna komora. Principem zmlZovace je vyuziti kontaktu kapaliny s rychle
proudicim pracovnim plynem, diky némuz je kapaliny roztiist€éna na drobné kapicky.
Funkci mizné komory je odstranéni velkych kapek. Asi jen 2% z puvodniho objemu

vzorku jsou ptivedeny do ICP.

ICP

V prostoru indukéné vazaného plazmatu dochédzi k odpafeni, atomizaci a

ionizaci vzorku.
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Meziprostor ICP-MS

Propojeni mezi plazmatem s atmosférickym tlakem a prostorem s vysokym
vakuem ve spektrometru je tvofeno expanzni komorou s dvéma konusy s velmi malymi

otvory, pro postupné vyrovnavani tlaku.
Analyzator ionti

Pro separaci jednotlivych iontl existuje nékolik typu analyzatorti. Na piiklad
priletové (TOF-MS) a statické sektorové (SF-MS, HR-MS) analyzatory s vysokym
rozliSenim. Nejcastéji je vSak pouzivany kvadrupolovy analyzator (Q-MS) s nizsi

rozliSovaci schopnosti.

Kvadrupolovy  analyzator tvotfi  Ctyfi  kovové tyCe, které oscilaci
elektromagnetického pole umoznuji pohyb ionti smérem k detektoru. Kvadrupol
pracuje jako filtr, ktery propousti jen ionty o urCitém poméru m/z. Vybér m/z iont

propusténych ptes kvadrupdl je linedrné zavisly na elektrickém potencidlu elektrod®.

ion s nestabilni

trajelctorii
deteltor

i

VS | Gj@/mn se stabilni

tont trajeltorii

Obr.10 Princip funkce kvadrupélového analyzatoru®.

Detektor

V oblasti volby detektoru existuje velky vybér. NejCastéji je vSak pouZivanym
detektorem vicekandlovy elektronovy nasobi¢. Dopadem méfenych iontli poskytuje
signal, ktery je schopen 10% az 10° krat znasobit. Zesilovani signalu je zptisobovano

vypuzovanim sekundarnich elektronti na elektrod&?.
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2.5.3 Interference v ICP-MS

Zakladnim ptedpokladem prvkové analyzy pomoci ICP-MS je zajisténi
stanoveni pouze iontll pozadovaného prvku. To je vSak ztizeno existenci spektralnich a

nespektralnich interferenci.
Spektralni interference

Spektralni interference jsou zplsobeny vyskytem iontd, které maji velmi
podobnou hmotnost jako analyt. Spektralni interference se vyskytuji jako izobarické

piekryvy a polyatomické (molekulové) Castice.

Izobarické interference se vyskytuji, jsou-li pfitomny ¢astice o stejném m/z jako

ma analyt, ptikladem mohou byt izotopy nékterych kovi.

Cast&jsi je vyskyt polyatomickych castic, kdy dochazi ke kombinaci riiznych

atomil (z rozpoustédla, matrice, ...) a vzniku ¢éstice s hmotnosti stejnou jako u analytu.
Nespektralni interference

Zahrnuji vliv matrice na chovani analytu. Pfikladem jsou ovlivnéni transportu a

zmlzovani vzorku, efekty ovliviiujici ionizaci ¢i matrici vyvolané zmény pii stanoveni.
Eliminace interferenci

K eliminaci nespektralnich interferenci se nejCastéji pouziva metoda vnitiniho
standardu. Vnitini standard se voli podle hmotnosti co nejbliz§i k hmotnosti analytu.
U spektralnich interferenci se K jejich eliminaci nejcastéji pouzivaji matematické
korekce (u izobarickych interferenci) nebo Kkolizni/reakéni cely (pfi vzniku

polyatomickych ¢astic).

Kolizni cela ke snizeni interferenci vyuzivaji principu pfitomnosti inertniho
plynu (He, Ne, Ar), ktery pomoci kolizi s interferujicimi molekulami sniZuje jejich
kinetickou energii. Interferujici Castice vétSinou maji vétsi velikost nez analyt, proto

jsou u nich kolize pravdépodobné;si.

Reakéni cela pracuje s velmi reaktivnimi plyny (Hz, CHs, NHa,...), které reaguji
s interferujicimi Casticemi a tim vznikaji Castice s odliSnou hmotnosti od analytu nebo

éastice neutralni.
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2.5.4 Méteni boru

Vyhodou ICP-MS metody jsou vyssi citlivost, nizsi detekéni limity a schopnost

soudasnd méfit koncentraci jednotlivych izotopii B (*°B, *'B)?.

23



3. Experimentalni ¢ast

3.1 Rozklad vzorku

3.1.1 Chemikalie

Stanoveni B v rostlinném materidlu bylo provadéno ve vzorcich suseného
Arabidopsis thaliana (huseni¢ku rolniho), které poskytla Laboratof ristovych regulatori
UP Olomouc.

Chemikalie pro rozklad vzorkt

e kyselina dusi¢nd (67%) - HNOs

(Cistota analpure, Analytika, spol. s.r.o., Praha, CR)
e peroxid vodiku (30%) - H,0O,

(Cistota p.a., Analytika, spol. s.r.0., Praha, CR)

3.1.2 Piistrojové vybaveni

Vsechny chemikalie a vzorky byly vdZeny na elektronickych analytickych
vahach znacky KERN 770/GS/GJ, Max 220 g, d=0,0001 g (Kern & Sohn GmbH,

Némecko).

Pro rozklady vzorkd byly pouzity nasledujici mikrovinné mineralizatory.
Jednomistny Uniclever 1l (Plazmatronika, Polsko) a Sestimistny MLS 1200 Mega
(Milsestone, Italie). U mikrovinnych mineralizatori byly pouzity nasledujici

mineralizani programy, které byly zvoleny podle navodu vyrobce pro rostlinné

materialy.
Uniclever II: MLS 1200 Mega:
1. 2min. 70% 1. 1min. 250W
30s 0% 2. 2min. ow
2. 2min.  90% 3. 5min. 250W
30s 0% 4. 5min. 400W
3. 10 min. 100 % 5. 1min. ow
6. 7min. 600W

24



3.1.3 Optimalizace rozkladu

Optimalizace rozkladu

Pfed zahajenim mikrovinnych rozkladu, byl na zakladé doporuceni z literatury
odzkousen rozklad pouze za ptritomnosti kyseliny HNO3; a smési kyselin HNO3; a H,0O,

v poméru 3:1. Takto pfipravené smési byly ponechdny v digestofi po 24 hodin.
Optimalizace rozkladné smési

Pti rozkladech byla pouzita smés HNO3/H,O,, nebo samotna HNOj3. Pii méteni

byly zkoumany rozdily mezi vzorky rozkladanymi jednou ¢i druhou smési.

3.1.4 Rozklad vzorku pro spektrometrické méteni

Susené rostlinky byly nejdfive homogenizovany v tfeci misce. Homogenizovana
hmota byla navazend do pfipravenych teflonovych rozkladnych kelimka. Navazky se
pohybovaly okolo 0,25 g vzorku. Pfi rozkladech byl také pfipravovan slepy vzorek
(blank) a roztok CRM, jehoz navazky se pohybovaly okolo 0,15 g. Mineralni rozklad
vzorkl, blanku a CRM byl provadén se 4 ml smési HNO3; a H,O, v poméru 3:1. Pti
rozkladech byl pouzit mikrovinny mineralizator Uniclever II. Po rozkladu byly vzorky
kvantitativné prevedeny do polypropylenovych odmérnych ban¢k o objemu 25 ml. Mezi

jednotlivymi rozklady byl vzdy proveden ¢istici krok teflonovych kelimkd.

3.1.5 Rozklad vzorkt pro ICP-MS

Susené rostlinky byly dodavany po jednotlivych vzorcich o hmotnostech mezi
0,1 — 0,0lg. Vzorky byly jednordzové rozkladany v Sestimistném mikrovinném
mineralizdtoru MLS 1200 Mega. Do mineralizatoru byly umistény ¢tyii vzorky, jeden
slepy vzorek a jeden CRM BCR — 679 o hmotnosti okolo 0,15 g. Ke kazdému vzorku
byly pfidany 4 ml HNOs. Po rozkladu byly vzorky kvantitativné pievedeny do
polypropylenovych odmérnych banék. Mezi jednotlivymi rozklady vzorkt, byl pokazdé

proveden ¢istici krok.
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3.2 Spektrofotometrické méteni

3.2.1 Chemikalie
Chemikalie pro ptipravu tlumivych roztoku

e octan amonny — CH;COONH,4
(LACH — NER, Neratovice, CR)
e kyselina octova (99 %) — CH;COOH
(Cistota p.a., LACH — NER, Neratovice, CR)
e kyselina etylendiamintetraoctova — EDTA
(LACH — NER, Neratovice, CR)
e kyselina fosfore¢na (85 %) — H3PO,
(Cistota p.a., LACH — NER, Neratovice, CR)
e hydroxid sodny — NaOH
(Cistota p.a., LACH — NER, Neratovice, CR)

Reakeéni roztok azomethinu-H

e azomethin-H
(Cistota p.a., MERCK, Germany)

e kyselina askorbova

(LACH — NER, Neratovice, CR)

Chemikalie pro pfipravu standardl
e certifikovany referencni material — vodny kalibra¢ni roztok bor

(koncentrace 1g/l, Analytika, spol. s.r.o., Praha, CR)
Chemikalie pro ovéfovani spravnosti méteni

e CRM BCR -679 zeli bilé
(IRMM, Belgie)
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3.2.2 Piistrojové vybaveni

Vsechny chemikalie a vzorky byly vadzeny na elektronickych analytickych
vahach znacky KERN 770/GS/GJ, Max 220 g, d=0,0001 g (Kern & Sohn GmbH,

Némecko).

Pii pfiprave tlumivych roztokd byl pouzit pH-metr inoLab 720 s kombinovanou
sklenénou elektrodou SenTix 21 (WTW, Némecko).

Spektrofotometrické méteni stanoveni koncentrace boru, bylo provadéno pfi
420 nm, na UV/VIS spektrometru Lambda 25 (Perkin Elmer, USA) v plastovych
kyvetach o tloust’ce 1 cm. Namétend data byla zpracovana pomoci software UV Winlab

a nasledné byl pouzit program MS Excel.
3.2.3 Piiprava roztoki

Tlumivé roztoky

Pro ptipravu acetatového pufru o pH = 6, které bylo stanoveno na pH metru,
bylo smiseno 25 g octanu amonného, 1,5 g EDTA, 12,5 ml kyseliny octové a 40 ml

destilované vody.

Priprava fosfatového tlumivého roztoku o pH = 7 probihala pomoci titrace, kdy
0,1 mol/l kyselina fosforecna byla titrovana 50 % roztokem hydroxidu sodného na pH

metru.

Naslednym dotitrovanim tlumivého roztoku o pH = 7 byl pfipraven i fosfatovy

tlumivy roztok o pH = 9.
Pracovni roztok azomethinu-H

Pracovni roztok azomethinu-H byl pfipraven rozpusténim 0,45 g azomethinu-H

v 100 ml 1 % kyselin¢ askorbové.
Piiprava kalibraéni kiivky

Pro pfipravu kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny standardni roztoky o
koncentracich 0,5; 1; 2; 3; 5; 10 mg/l. Tyto standardni roztoky byly pfipravovany ze
standardniho roztoku H3BO3 0 koncentraci B 1 g/l. Pfi postupném fedéni byla pouzita
destilovana voda.
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3.2.4 Optimalizace metody

Volba vhodného pH " *°

Pied samotnym métfenim bylo potieba dostatecné upravit pH vzorkd, které byly
po rozkladu znacné kyselé (pH = 2,5). Proto bylo pouzito n€kolik tlumivych roztok,
pomoci kterych bylo pH vzorku zvyseno. Optimalizace hodnoty pH byla kontrolovana

métfenim CRM pomoci UV/VIS spektrometru a naslednym vypoctem koncentrace.
Optimalizace mérené vinové délky

Pro ziskani spravnych dat z méteni bylo potieba zjistit vhodnou vinovou délku
pro spektrofotometrické méteni. To bylo provedeno proméfenim absorpénich spekter

v rozsahu 390 az 500 nm.
3.2.5 Pracovni postup

Priprava mériciho roztoku

Pied zahajenim vlastniho méfenim je dilezitd pfiprava méticiho roztoku, ktery
byl pfipravovan piimo v kyvetach. V kyveté bylo smichano 1 ml acetatového pufru,
1 ml roztoku azomethinu-H a 0,5 ml rozlozeného vzorku. Pro dostate¢ny pribéh reakce

byla smés v kyvetach ponechana za ob¢asného promichani 30 minut.
Postup méreni

Po uplynuti reakéni doby byly vzorky postupné prométovany na UV/VIS
spektrometru pfi 420 nm. Poskytované hodnoty absorbanci byly vyhodnocovéany
pomoci metody kalibraéni kiivky. Nejprve byla proméfovana kalibrace, podle které
byla nasledné¢ naméfena data vyhodnocovana. Nasledn¢ byly proméfovany piipravené

vzorky se slepym vzorkem pro odstranéni Sumu.
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3.3 ICP-MS méreni

3.3.1 Chemikalie

Chemikalie pro pfipravu standarda
e certifikovany referencni material — vodny kalibra¢ni roztok bor

(koncentrace 1g/l, Analytika, spol. s.r.o., Praha, CR)
Kalibra¢ni roztok pro ICP — MS

e [INT-MIX1:Bi,In,Sc, Th, Y
(koncentrace kazdého 10 * 0,1mg/1, Analytika, spol. s.r.o., Praha, CR)

Chemikalie pro ovétovani spravnosti méteni

e CRM BCR - 679 zeli bilé
(IRMM, Belgie)

3.3.2 Pristrojové vybaveni

Vsechny chemikalie a vzorky byly vdZeny na elektronickych analytickych
vahach znacky KERN 770/GS/GJ, Max 220 g, d=0,0001 g (Kern & Sohn GmbH,

Némecko).

Mgéfeni bylo provadéno na ICP-MS spektrometru Agilent 7700x Series (Agilent,
USA) vybavenym mikrokoncentrickym zmlzovaéem GE Micromist, chlazenou
Scottovou mlznou komorou, niklovymi koénusy a kvadrupdlovym hmotnostnim

analyzatorem.

3.3.3 Piiprava roztoki

Standardni kalibracni roztoky

Standardni roztok kyseliny borité o koncentraci B 1 g/l byl pouzit pro piipravu
kalibra¢ni fady o koncentracich 0,01; 0,1; 1; 10 mg/l. Roztoky kalibracni fady byly

ziskany postupnym fedénim destilovanou vodou.
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3.3.4 Pracovni postup

Jelikoz se jedna o metodu stanovovani prvklt pomoci atomizace, neni pied

méfenim potieba upravovat pH vzorku, ani jiné vlastnosti vzorku.

Po nastaveni ICP-MS piistroje byly do pfistroje dle navodu vlozZeny kalibracni
roztoky a vzorky. M&feni bylo nastaveno na méfeni izotopu °B a B s vnitinim

standardem “°Sc.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Rozklad vzorkt

4.1.1 Optimalizace

Pii ponechani vzork se smési kyselin po 24 hodin nedoslo k dostate¢nému
rozkladu a v roztoku ziistaly kousky nerozlozeného biologického materialu, proto byl
tento postup zamitnut. Tento postup byl vyzkouSen na zakladé¢ doporuceni dostupné

literatury k podobnému tématu.

Pii pouziti mikrovinného mineralizatoru nebyla mezi pouzitim HNO3 a smési

HNO3/H,0; pozorovana odlisnost. Odlisnost se neprojevila ani pti proméfovani vzork.

4.2 Stanoveni pomoci spektrofotometrické metody

4.2.1 Optimalizace
Optimalizace vybéru pH

Z hodnot spektrofotometrického méfeni absorbanci CRM vyplyva, ze pfi
ptiliSném zvysSeni pH se ztraci intenzita sledovaného absorpcniho maxima a vypoctené
koncentrace CRM se snizuji. Respektive pro 30 minutovou reakéni dobu je
nejvhodnéjsi u téchto vzorkil pouziti acetdtového tlumivého roztoku. Proto se vyloudilo

dalsi pouziti fosfatovych tlumivych roztok.

pH pufru Vzorek Navazka Absorbance Koncentrace
(9 (mg/kg)
6 CRM 0,5090 0,1446 28,49
0,4253 0,1249 26,00
7 CRM 0,4085 0,0608 23,50
0,5420 0,1004 21,06
9 CRM 0,5420 0,0827 14,07
0,4122 0,0583 13,65

Tabulka 1. Vybér vhodného tlumivého roztoku.
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Optimalizace mérené vinové délky

Pro vybér nejvhodnéjsi vinoveé délky pouzité pfi méteni bylo zméfeno absorpcni

spektrum v oblasti 390 az 500 nm, kde se absorpéni maximum naléza v 420 nm.
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Obr. 11. Absorpcni spektrum komplexu s B.

4.2.2 Souhrn naméfenych dat

Namétena data byla vyhodnocovana metodou kalibra¢ni kiivky. Tato kalibra¢ni

ktivka byla pouzita pro vyhodnocovani dat CRM.
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Obr. 12 Priklad kalibracni krivky standardnich roztokii.

Data ziskana spektrofotometrii byla pfepocitana na koncentraci B v rostlinném
materialu a jsou v tabulce 2. Koncentrace v mg/l byla vypocitana z kalibra¢ni kiivky a

vypoctem zahrnujicim fedéni a navazku byla ziskana koncentrace B v mg/kg.

Vzorek Navézka (g) Koncentrace Koncentrace
(mg/l) (mg/kg)
1 0,154 0,668 43,62
0,147 0,859 58,66
0,436 2,091 47,99
0,302 1,537 51,06
2 0,112 0,613 135,92
0,163 2,236 137,59
3 0,233 0,277 10,72
0,164 0,445 13,70
4 0,147 2,444 49,59
0,201 0,995 49,83
0,142 0,927 44,43
0,157 0,731 46,59
CRM 0,202 1,325 24,81
0,117 0,429 36,26
0,230 1,085 26,09
0,263 0,355 31,36
0,501 1,769 23,77
0,259 0,571 33,72

Tabulka 2. Souhrn vysledkii ze spektrofotometrické metody.
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V tabulce 3 jsou uvedeny primérné hodnoty koncentraci boru v jednotlivych

vzorcich a jejich smérodatné odchylky.

Vzorek x (mg/kg) s (mg/kg)
1 50,33 6,34
2 136,76 1,18
3 12,21 2,11
4 47,61 2,58
CRM 29,33 5,16

Tabulka 3. Prumerné hodnoty koncentraci vzorkii a jejich sméerodatné odchylky.

4.3 ICP-MS

4.3.1 Souhrn namétenych vysledki

Naméiena data pomoci ICP-MS byl vyhodnocovana metodou kalibraéni kiivky.

Kalibrac¢ni kiivka je zavislost poctu dopadenych ¢astic na detektor za sekundu (CPS) a

koncentrace standardil. Pfiklad kalibra¢ni kfivky je uveden na obrazku 12.

KALIBRACNI KRIVKA

y = 1E+07x + 324283
R*=1

1,20E+08
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g 6,00E+07
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¢ (mg/1)

8 10 12

Obr. 13 Kalibracni krivka pro méreni na ICP-MS.
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V tabulce 4 jsou shrnuta data poskytnuta ICP—MS pro izotop B a hodnoty

koncentrace B vmg na kg rostlinného materialu z nich vypodéitané. Pii vypoctu

koncentrace B v mg/kg bylo postupovano obdobné jako u spektrofotometrické metody.

Vzorky byly proméfovany ve tiech opakovanich, ze kterych byly ziskdny hodnoty RSD.

Vzorek Navazka (g) Koncentrace RSD (%) Koncentrace
(mg/l) (mg/kg)
1 0,077 0,037 1,5 4,76
2 0,118 0,172 1,1 15,14
3 0,057 1,039 1,0 181,72
4 0,071 0,897 0,8 126,56
5 0,135 16,277 1,2 1202,16
6 0,094 11,388 0,4 1212,80
7 0,070 0,884 1,3 126,32
8 0,052 0,694 1,8 134,55
9 0,046 3,972 1,1 882,63
10 0,101 0,908 0,7 89,85
11 0,099 0,886 0,7 89,48
12 0,059 27,745 1,1 4678,76
13 0,039 13,874 1,2 3584,92
14 0,014 0,967 1,2 1726,79
15 0,053 6,824 4 1297,28
16 0,033 10,559 1,1 3219,06
17 0,050 0,145 3,5 72,50
18 0,062 0,212 1,1 85,48
19 0,036 1,547 1,3 1074,31
20 0,019 2,290 0,5 3013,16
21 0,011 2,425 1,2 5511,36
22 0,016 2,574 1,3 4021,88
23 0,024 3,724 1,5 3873,17
CRM 0,161 0,169 1,4 26,24
0,185 0,206 1,2 27,83
0,158 0,152 1,7 24,05
0,204 0,687 1,4 33,67

Tabulka 4. Souhrn ICP-MS vysledki.
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4.4 Porovnani metod

Tabulka 5 uvadi vybrané valida¢ni parametry obou pouzitych metod, které

vychazeji z opakovanych stanoveni B v CRM BCR — 679 s certifikovanou koncentraci

27,7 £ 1,9 mg/kg.

Valida¢ni parametr Spektrofotometr ICP - MS
Pravdivost (xXcrm, mg/kg) 29,3 27,9
Vychyleni (%) 9,5 0,7
Preciznost (opakovatelnost, RSD, %) 18 14
Mez detekce (,,3s*, mg/kg) 3 0,4

Tabulka 5. Srovnadni validacnich parametrii pro jednotlivé metody.
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5. Zavér

V piedloZené praci jsou shrnuty zakladni funkce B v rostlinném materialu jeho
vliv na vyvoj rostliny, ale pifedev§im je poskytnut nahled do metodiky stanoveni B
S podrobnym piehledem principu a instrumentace dvou metod, molekulové absorpcni
spektrometrie ve viditelné oblasti spektra a hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem. Tyto metody byly pouzity pro méfeni dodanych rostlinnych
vzorkli a CRM BCR — 679 zeli bile. Naméiené hodnoty byly pfevedeny na jednotnou

veli¢inu vyjadienou v obsahu B v mg na kg rostlinné hmoty.
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6. Summary

The aim of this thesis was to obtain reliable method to determine the

concentration of boron in plant material.

Boron is an important microelement for plant growth and development. Plants
receive boron in the form of boric acid. Compounds of boron and boron complexes are
involved in cell wall structure and metabolic pathways of carbohydrates. Lack of boron
in the plant is visible at first sight (plant is dying), but the excessive abundance of boron

IS toxic to plants.

For the measurement | have available samples in the form of dried plants
(Arabidopsis thaliana). Before measurement the samples must first be prepared into
measurable form by the decomposition in the presence of nitric acid in the microwave

oven. CRM BCR 679 white cabbage is also prepared with samples for accuracy check.

UV / VIS spectroscopy is based on the interaction of electromagnetic radiation
with matter. The measurement is based on a colored complex of boron. Multiple colors
are used. For our measurements was chosen yellow azomethine-H, which results from
salicylaldehyde and 8-amino-1-napthol-3,6-disulfonic acid (H-acid) in the presence of
boron. The absorbance of azomethine-H at 420 nm is measured. The measurement is
dependent on pH. Optimal pH is between 6 to 7. The presence of foreign ions, which
can cause interference, is important for the measurement. Such ions are Cu?*, Zn*" and

Fe ions. This interference can be eliminated simply by adding EDTA.

ICP-MS is a combination of two very popular methods of mass spectrometry
and inductively coupled plasma. ICP is used to obtain the ions in the gas phase. Mass
spectrometry separates ionized particles by of weight to charges ratio. By using this
method, we obtain °B/*'B isotopic representation. Sc was used as an internal standard.
Because the method uses atomization and ionization of the sample, there is no further

need to prepare reagents and solutions.

Finally, it is possible for both methods of the determination of boron to be
compared. CRM with the certified value of 27.7 mg / kg boron was used for the
measurement. Obtained values was 29.35 mg / kg by using spectrophotometric method
and 27.90 mg / kg by using ICP-MS.
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7. Pouzité zkratky

ICP-MS
NAA
AAS
OES
UV/IVIS
LCAO
CRM

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Neutronova aktiva¢ni analyza

Atomova absorpéni spektrometrie

Opticka emisni spektrometrie

Ultrafialova a viditelnd oblast spektra

Linearni kombinace atomovych orbitala

Certifikovany referencni material
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