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1. Uvod

Vzhl'adom na rozdielne chemické formy prvkov
v latkach a ich rozdielne environmentalne spravanie sa,
ako aj ich rozdielny metabolizmus a 0¢inok na Zivé orga-
nizmy, je v sucasnosti nevyhnutné a stale aktualne poznat’
okrem celkového obsahu toxického prvku vo vzorke aj
obsah jednotlivych foriem latok, v ktorych sa prvky nacha-
dzaju, t.j. robit’ $peciaciu. Speciacia nie je presne definova-
né a rozni autori si ju vysvetluju rézne. Florence' $peciad-
nu analyzu definuje ako stanovenie koncentracie jednotli-
vych fyzikalno-chemickych foriem prvku, ktorych sucet
tvori celkovll koncentraciu prvku vo vzorke. Na druhej
strane Ure a Davidson? definuju $peciaciu ako proces iden-
tifikdcie a kvantifikdcie rozdielnych, definovanych $pécii,
foriem a faz pritomnych v latke. Templeton a spol.® defi-
nuju Speciacnil analyzu ako analytické aktivity veduce
k identifikovaniu a/alebo meraniu kvantitativneho zasttpe-
nia jednej resp. viacerych individudlnych chemickych
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Spécii vo vzorke. Podl'a ITUPAC mdzeme tuto definiciu
povazovat’ za oficialnu definiciu.

Nizke koncentra¢né urovne (ng ml™) obsahu toxic-
kych prvkov aich $pécii v biologickych vzorkach a vo
vzorkach Zivotného prostredia nds nitia kombinovat’ také
techniky pre Speciaciu prvkov, ktoré umoznuja ich izola-
ciu pred ich stanovenim citlivymi a selektivnymi detek¢-
nymi systémami. VSeobecne sa spajanie dvoch resp. viace-
rych nezavislych analytickych technik vyuziva v tom pri-
pade, ked’ nie je mozné ziskat’ potrebnu analytickt infor-
maciu jednoduchou analytickou metdédou. V pripade LC to
mdze byt jej off-line resp. on-line kombinacia s detekény-
mi technikami atomovej spektrometrie, ako napr. atbmovej
absorpénej (AAS), emisnej (AES) a fluorescenénej (AFS)*
spektrometrie. Aj ked’ je publikovanych viacero Gspesnych
aplikacii na prepojenie LC s MS detektorom, v tejto praci
sa budeme venovat’ len spomenutym metéodam atomove;j
spektrometrie. Spojenim kvapalinovej chromatografie
s metddami atomovej spektrometrie mozno kompenzovat
identifikacné obmedzenia beZnej kvapalinovo-chromato-
grafickej analyzy. Zaroveil to umozfiuje eliminovat’ nie-
ktoré problémy, ktoré sa vyskytuju v samotnej detekcnej
technike atdmovej spektrometrie pri analyze redlnych vzo-
riek, napriklad nizke citlivosti pre niektoré prvky, vplyv
matrice, spektralne interferencie stanovovanych prvkov
resp. viacprvkovi ultrastopovi analyzu’.

Hlavnym problémom spéjania tychto dvoch technik je
vytvorenie vhodného rozhrania (angl. interface) medzi
kombinovanymi technikami. Tyka sa to hlavne kvantitativ-
neho prenosu eluovanych pikov z chromatografického
systému do systému atomovej spektrometrie, nekompatibi-
litou spajanych systémov danou napriklad zloZenim pou-
zitych mobilnych faz® a ich réznou prietokovou rychlo-
stou.

Aj ked’ myslienka spajania tychto dvoch technik nie
je najmladsia a v praxi sa uz niekol’ko rokov pouzivaju
komer¢ne vyrobené pristroje, stale je v tejto oblasti vel'a
nezodpovedanych otazok. Do tvahy treba zobrat’ aj fakt,
ze na kazdom vicSom analytickom pracovisku sa nacha-
dzaju chromatografické a atdbmovospektrometrické pristro-
je, ktoré su vyuzivané v prevaznej miere samostatne
anezavisle. Vyuzitie vhodnej kombinécie tychto dvoch
technik moZe uspeSne vyriesit’ analytické problémy, hlav-
ne pri Specidcii prvkov v réznych typoch vzoriek.

Tento prehladovy c¢lanok stru¢ne popisuje moznosti
kombinécie kvapalinovej chromatografie s roznymi techni-
kami atémovej spektrometrie, a to hlavne z pohladu vyu-
zitia r6znych typov rozhrani pouZzivanych na prepojenie
spomenutych technik. Na obr. 1. je znazornena schéma
prepojenia Studovanych technik cez rozne rozhrania.

V praci su tiez diskutované problémy a vyhody
prepojenia Studovanych technik z pohl'adu pouzitého spo-
jovacieho rozhrania. Si v nej uvedené vybrané priklady



Chem. Listy 104, 223-231 (2010)

. F-AAS
ZHMLOVACE
IEC ETAAS
GENEROVANIE ICP-AES
RP HPLC HYDRIDOV
AFS
SEC SPREJE S —— -
' IcP-mMS |
L o i o 4

Obr. 1. Schéma prepojenia metéd kvapalinovej chromatogra-
fie s metodami atomovej spektrometrie pouZitim réznych
rozhrani

pokryvajice hlavne obdobie poslednych 10 rokov pouzitia
off-line resp. on-line kombinacie kvapalinovej chromato-
grafie a atobmovej spektrometrie na Speciaciu prvkov a ich
organickych zltcenin pritomnych v biologickych a envi-
ronmentalnych matriciach.

2. VSeobecné problémy spajania metod
kvapalinovej chromatografie a atdomove;j
spektrometrie

Kombinacia LC s roznymi detektormi atomovej spek-
trometrie vytvara vel'mi silny nastroj pre Specia¢nu analy-
zu. V podstate ide o kombindciu vysokoucinnej separacnej
techniky s citlivymi a selektivnymi detekénymi technika-
mi. Vzhl'adom na to, Ze separacia foriem kovov, ak nepo-
¢itame s ich prirodzenymi organickymi formami, va¢sinou
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prebicha vo forme neprchavych organokovovych komple-
xov, LC sa v porovnani s d’alSou chromatografickou tech-
nikou GC vyuziva pre dany typ analyzy CastejSie.
V pripade GC sa totiz musia neprchavé zluceniny derivati-
zovat pred ich stanovenim, ¢o zvySuje riziko ich
kontaminécie’.

Kombinacia LC s detektormi atdmovej spektrometrie
sa vyuziva nielen, ako uz bolo uvedené, na Specia¢nua ana-
lyzu prvkov, ale aj na eliminéciu intereferencii pochadza-
jucich zréznych typov matric. Pri kombinovani LC
a atomovej spektrometrie sa vyuZzivaju off-line a on-line
prepojenia.

Prvy vSeobecny prehl'ad kombinicie LC a atomovej
spektrometrie bol publikovany v 80.rokoch minulého
storo¢ia®. V danom &ase boli kombinacie $tudovanych
metdd realizované bud’ off-line prenosom zozbieranych
frakcii z chromatografickej kolony do grafitovej kyvety
alebo priamym napojenim konca kapilary chromatografic-
kej kolony do davkovacieho zariadenia plametiového ato-
mizatora.

Off-line technika v porovnani s on-line technikou je
dobrou alternativou pre spracovanie mensieho poctu vzo-
riek. Vyzaduje si jednoduchSie pristrojové zariadenie, av-
Sak zla reprodukovatelnost’ manualnej obsluhy, napriklad
spojena s nespravnym oznacenim vzoriek (zmenou vzoriek
v sekvencii) a prili§ Sirokym ¢asovym intervalom medzi
zberom jednotlivych frakcii, méze nepriaznivo pdsobit’ na
spol'ahlivost’ daného procesu. Pri pouziti off-line metdd na
rozdiel od pouzitia on-line prepojenia, je zaroven zvysené
riziko kontaminacie vzorky a moznych strat analytov.

Pri on-line prepojeni LC s atdbmovou spektrometriou
je chromatograficka kolona priamo prepojena s atdbmovym

Vybrané aplikacie LC a atomovej spektrometrie pre Specidciu prvkov

Analyty Matrica Technika LOD* Lit.
As(III), As(V) prachové Castice IEC-HG-AFS 0,01-0,02 ng m™ 50
As(Ill), As(V), MMA, DMA  mo¢ RP-LC-HG-ICP-AES  36-101 ng ml™'® 51
As(III), As(V) voda IEC-HG-ETAAS 7,8-12 ng ml™' 34
Se(IV), Se(VI), SeMet, rastlinny material IEC-UV-HG-AFS 2-10ng g’ 65
SeMeSeCyS, SeCys

Se(IV), Se(VI) voda IEC-HG-ETAAS 2,4-18,6 ng ml™' 34
SeMet, SeEt, SeCys biologické vzorky RP-LC-ICP-AES 2-6ngml”’ 40
Sb(V), Sb(IIl), (CH;);SbCl,  morska voda IEC-HG-AFS 0,07-0,13 ng mI™ 55
Hg(Il), MeHg", PhHg', EtHg"  vzorky ryb RP-LC-CV-AFS 0,06-0,2 ng ml™* 16
Cr(IID), Cr(IV) voda RP-LC-F-AAS 2,0-3,7 ng ml™' 10
Spécie zeleza mlieko SEC-ETAAS 1,4-4,7 ng ml™* 80

“Medza stanovitelnosti; “medza dokézatenosti; MMA — kyselina monometylarzeniéni; DMA — kyselina dimetylarzeni¢na; SeMet —
selenometionin; SeMeSeCyS — selenometylselenocystin; SeCys — selenocystin; SeEt — selenoetionin; MeHg' — metylhydragyrium;

PhHg" — fenylhydragyrium; EtHg" — etylhydragyrium
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spektrometrom cez ur€ité rozhranie v jedinom analytickom
systéme. Vyznamnym aspektom technickej realizacie on-
line prepojenia je moznost’ automatizacie, ktora predstavu-
je velku vyhodu v procese analyzy. Automatizacia dovo-
luje analyzu védcSiecho poctu vzoriek, znizuje naklady,
skracuje ¢as pozadovany pre analyzu v porovnani s off-
line metédami.

V naSej praci sa zameriame prevazne na on-line kom-
biniciu prezentovanych technik. VSeobecné problémy
vyskytujice sa pri on-line prepojeni moézeme zhrnut' do
dvoch hlavnych okruhov problémov a to: /) nekompatibita
rychlosti prietokov a 2) nekompatibita zloziek eluentov
pouzivanych v jednotlivych technikach. Mozné rieSenia
spomenutych problémov formou réznych rozhrani buda
podrobnejsie prezentované v kapitole 3.

2.1. Plamenova atomizacia

Plameniové technika atomizécie analytov patri medzi
najcCastejsie vyuzivané techniky atomizacie v AAS ako aj v
AFS, kde sa vyuZivaju hlavne lamindrne predmieSané pla-
mene. Pre zavedenie kvapalnej vzorky do plamena sa naj-
CastejSie pouzivaju pneumatické zhmlovace. Typické prie-
toky eluentu (=5 ml min™") pozadované pre pneumatické
zhmlovace maju v priemere dvakrat az trikrat vyssie hod-
noty ako st hodnoty beznych prietokovych rychlosti mo-
bilnych faz v LC (0,5-2,0 ml min™"). Tento nesulad moze
viest’ ku znizeniu citlivosti detekcie a zhorSeniu rozliSenia,
lebo analyt eluujtci z chromatografickej kolony je rozmy-
vany a zaroven vel'mi zriedeny spal’ovacimi resp. nosnymi
plynmi pocas jeho prenosu do plamena (200-400krat).
Utinnost’ vnesenia analytu do plametiového atomizatora je
oby&ajne len okolo 5 az 10 % (cit.”). Vysledkom st potom
nizke koncentraéné tirovne analytov pozdiZ optickej osi
spektrometra, a preto sa musia robit’ urcité kompromisy
vjednej alebo  zaroven v obidvoch  pouzitych
technikach'®"".

Z hladiska zlozenia mobilnych faz (zahriujtcich
organické rozpustadla resp. soli tlmivych roztokov) je
plamefiova atomizicia viac-menej tolerantna technika, ale
ma tiez uréité obmedzenia. Akceptované mozu byt napri-
klad eSte mobilné fazy obsahujiice koncentraciu soli tlmi-
vych roztokov do 50 mmol 1!, Vyssia koncentracia soli
vSak uz moze sposobovat’ nestabilitu plamena. Podrobne;j-
Sie sa problematike organickych analytickych ¢inidiel pou-
zitych v AAS venuje praca publikovand Sommerom
a spol.'.

Vsetky tieto nedostatky plamenovej atomizicie pre
on-line kombinaciu LC-AAS resp. LC-AFS, ako st napri-
klad uZ spomenuté slaba ucinnost’ zhmlovania, nekompati-
bilita prietokovych rychlosti eluentov, rusivé vplyvy vna-
Sania a vyparovania vzorky, boli viac ¢i menej UspeSne
eliminové roznymi modifikdciami tejto techniky. Najcas-
tejSie pouZivanou alternativou je vyuZitie techniky genero-
vania hydridov (HG, hydride generation) pre AAS (HG-
AAS)"*™" resp. AFS (HG-AFS)'®. Medzi d’aliie techniky
moézeme zaradit’ techniku studenych par (CV, cold vapor)’,
prietokovll injeként analyzu (FIA, flow injection analy-
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sis)'®, hydraulicky vysokotlakovy zhmlovag (HHPN, hyd-
raulic high pressure nebulizer)'’ a ultrazvukovy zhmlova¢
(USN, ultrasonic nebulizer)™.

2.2. Induk¢ne viazana plazma

Pri vyuziti AES detektorov s indukéne viazanou plaz-
mou (AES-ICP) v spojeni s LC, na rozdiel od atomovych
detektorov s plameflovymi atomizatormi, st prietokové
rychlosti eluentov v obidvoch technikach navzajom kom-
patibilné. AvSak pri pouZiti priameho spojenia s pneuma-
tickym zhmlovacom sa aj pri indukéne viazanej plazme
(ICP) stretavame s nizkou ucinnostou (okolo 1 az 5 %)
vnesenia kvapalnej vzorky vo forme aerosolu do plazmy.
Vysledkom st potom relativne vysoké hodnoty medze
stanovitenosti*'.

V ICP technikdch méze mat’ pritomnost’ organickych
rozpustadiel (metanol, acetonitril), bezne pouzivanych ako
zlozky mobilnych faz v LC, negativny vplyv na stabilitu
plazmy. Ich pritomnost’ v eluente je tiez zodpovedna za
usadzovanie uhlika na kremennych trubiciach plazmovej
hlavice a davkovacieho kuzela'?. Désledkom je potom
zvysSend hladina Sumu a kolisanie odozvy detektora. Vyso-
kofrekvenéna energia pomaha Ciasto¢ne redukovat’ vplyv
usadzovania organickych zloziek rozpustadla
v priestoroch plazmovej trubice, zatial’ ¢o pouzitie chlade-
nych sprejovych komoér limituje objem vypareného roz-
pustadla prichadzajiceho do plazmy®’. Pridanie desolva-
tacnej jednotky ako aj pouzitie mikrokolonovej LC tiez
mdze riesit’ problém s koncentraciou metanolu bezne pou-
Zivanou v LC. Dal3im rie$enim problému ukladania uhlika
je pridavok kyslika (1-3 %, v/v) do pradu nosného plynu
v zhmlovaci, avsak na Ukor zivotnosti plazmovej hlavice.
Aj pritomnost’ soli v eluente mdze spdsobovat’ kratkodoby
zostupny alebo vzostupny signal. Ich vyzrazanim
tiez ¢asto dochadza k zapchatiu zhmlovaca a davkovacieho
zariadenia®*2*,

MozZnym rieSenim kvantitativneho trasportu LC eluentu
do ICP je pouzitie G¢inejSich zhmlovacov: priamych davko-
vacich zhmlovagov (DIN, direct injection nebulizer)* resp.
USN?, alebo inych typov rozhrani — elektrosprej s ICP?’
resp. HG s ICP*.

2.3. Elektrotermicka atomizacia

AAS s elektrotermickou atomizaciou (ETAAS) je
vSeobecne vysokocitlivd detekéna metdda pre malé obje-
my vzorky (10-50 pl), ale sekvencna povaha jednotlivych
krokov pri atomizacii (susenie, pyrolyza, atomizécia) mo-
ze skomplikovat’ on-line prepojenie s LC. Najstar§Sim
a najjednoduchsim postupom je off-line zber jednotlivych
frakcii z LC systému®. Systém off-line kombinacie LC
a ETAAS, zaloZeny na zbere frakcii, neposkytuje analyzu
v redlnom Case a zaroveil je problematickd tieZ optimaliza-
cia experimentalnych parametrov. Tento problém moézu
vyrieSit' automatizované rozhrania vyuZzivajuce riadenie
pocitacom, ktoré st efektivne pre on-line prepojenie
hlavne z dovodu moznosti zberu udajov v readlnom case.
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Touto metédou sa neda dosiahnut’ kontinualny signal, ale
vysledkom su diskrétne signaly. Vzorkovacia rychlost’ je
potom zavisla od rychlosti merania, t.j. meracieho inter-
valu ETAAS. S dlh§im ¢asom trvania tohto kroku analyzy
je pozorované rozsirovanie chromatografickych pikov. Pre
zvySenie priepustnosti vzoriek systémom je vzorkovaci
proces modifikovany doCasnym zadrzanim chromatogra-
fickych pikov, ¢o vedie k moznosti analyzy viaczlozkovej
zmesi organokovovych zlucenin toho istého kovu, ako aj
viacprvkovych viaczlozkovych zmesi. Na druhej strane
vSak kontrolovanie prietoku mobilnej fazy a gradientova
elticia mozu sposobovat’ fluktuaciu signalu pozadia spdso-
bent molekulovou absorpciou. Tento problém sa moze
efektivne odstranit’ vhodnou korekciou pozadia systému,
napriklad Zeemanovym efektom®*".

Zlepsenie vlastnosti on-line kombinacie LC-ETAAS
sa moze dosiahnut’ pouzitim vhodného rozhrania®. Wang
a Hansen popisali moznosti sekvencnej FIA techniky pre
Gispesné on-line prepojenie s ETAAS®?. Vyuzitie derivati-
zacie analytov s vyuzitim HG techniky ako rozhrania pre
on-line LC-ETAAS popisali vo svojich pracach viaceri
autori>*¥7% | Pouzitie elektrospreja’’ resp. termospreja’®
ako rozhrania poskytuje vysoku citlivost’ a dobrt stabilitu
signalu pre on-line prepojenic ETAAS detektora s LC aj
pri pouziti vodno-organickych rozpustadiel.

3. Rozhrania pre rozne detektory atomovej
spektrometrie

V sucasnosti sa efektivne spajanie diskutovanych
dvoch metdd v on-line prepojeni realizuje prostrednictvom
r6znych rozhrani, vd’aka ktorym sa dosahuju reprodukova-
telnejSie vysledky a nizSie medze stanovitelnosti. Dané
rozhrania st v prevaznej miere modifikaciami rozhrani
vyvinutych pre efektivnejsie vnesenie vzorky do uz existu-
jucich typov atomizatorov v atbmovom spektrometri a tym
umoznuju efektivnejSie generovat’ volné atomy prvkov zo
vzorky.

Najpouzivanej$imi rozhraniami pre prepojenie LC
a atdbmovej spektrometrie su techniky zalozené na genera-
cii hydridov, zhmlovace a rdzne typy sprejov s ucinnejSou
zmenou kvapalnej fazy na aeroso6l. Vyber typu rozhrania
zavisi od typu vzorky, typu pouzitého atomizatora ako aj
od typu pouzitej techniky atdbmovej spektrometrie.

3.1. Zhmlovace

Jednym =z najpouZzivanejSich rozhrani pre on-line
kombinaciu LC s detektormi atémovej spektrometrie st
zhmlovace. Pouzivaji sa v plameinovych a plazmovych
zdrojoch budenia. Kvapalna vzorka sa privadza do plame-
ia alebo plazmy vo forme aerosolu, ktory je unaSany nos-
nym plynom. Aerosdl sa generuje priamo v zhmlovaci.
Kvoli lepSiemu transportu vzorky medzi Studovanymi
technikami sa vyuZzivaji pneumatické, ultrazvukové, vyso-
kotlakové ako aj d’alSie typy zhmlovacov.
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Na zhmlovanie roztokov sa najCastejSie vyuZivaju
pneumatické zhmlovace, hlavne pre jednoduchost ich
konstrukcie a robustnost danej techniky'®!", kde je LC
systém spojeny s atdmovym detektorom priamo cez kapi-
laru. Komplexny sthrn o pneumatickych zhmlovac¢och
spracoval Sharp vo svojej praci®. Uginnost pneumatic-
kych zhmlovacov je velmi nizka (3—15 %), pretoze len
malé Cast’ rozptyleného roztoku sa dostdva do plazmy ale-
bo do plameilového atomizitora. V pripade malych kon-
centracii analytov st potom pozorované nizke signaly,
navyse su Casto zatazené velkym Sumom, alebo su dokon-
ca nemeratel'né. Pouzitie pneumatickych zhmlovacov pre
kombinéciu LC s atdmovou spektrometriou je limitované,
pretoze ucinnost’ zhmlovaca zavisi tiez od fyzikalnych
vlastnosti pouZitého rozpustadla (napriklad od viskozity).
Dalsim obmedzenim v pripade F-AAS je tieZ velka spotre-
ba vzorky nasavanej kapilarou (okolo 5 mlmin™).
V pripade AES-ICP kompatibilita prietoku s LC systémom
umoziiuje priame spojenie jednoduchych metdd napriklad
na $peciaciu selénu”*’. Pouzitim koncentrického pneuma-
tického zhmlovaca*' bola uspesne vyvinuta HPLC-AES-
ICP metoda na Speciaciu organickych zlicenin selénu.
Ebdon a spol. popisali studium Speciacie kremika HPLC-
AES-ICP metodou pouzitim pneumatického zhmlovaca s
priecnym tokom a s radidlnym vs. axidlnym pohl'adom do
plazmy™.

Pristupy k zlepSeniu vlastnosti zhmlovacov zahriiuju
pouzitie d’alSieho tpravného kroku alebo vylepSenie systé-
mu zhmlovania.

Jednou z moznosti je pouzitie prietokovej injekénej
analyzy (FIA) ako rozhrania pre prepojenie LC s F-AAS.
FIA rozhranie dovol'uje optimalizovat’ vlastnosti oboch
typov zariadeni. Maly objem LC eluatu je pouzity ako
objem vzorky davkovany cez FIA davkovaci ventil priamo
do pridu nosného rozpustadla vo FIA systéme, ¢oho vy-
sledkom je prietokova rychlost’ kompatibilna s F-AAS.
Rychlym davkovanim casti chromatografického piku
v pravidelnych intervaloch pocas jeho elucie zaznamena-
vame kontinudlny priebeh signalu vo forme sérii FIA pi-
kov, kde maximé detegovanych FIA pikov opisuji profil
piku (pikov) z LC elucie®.

Na zlepSenie G¢innosti zhmlovaca v priamom spojent
LC a detektorov atdmovej spektrometrie boli najdené aj
iné varianty zhmlovania. Jedna z moznosti je napriklad
pouzitie hydraulického vysokotlakového zhmlovaca
(HHPN, hydraulic high pressure nebulizer) (obr.2),
s ktorym mozno dosiahnut vysoké uginnosti (> 80 %)*
zhmlovania. V danej technike je nosny prid kvapaliny
cerpany vysokotlakovou LC pumpou do vel'mi tenkej ka-
pilary. Lineédrna rychlost’ priidenia v tejto kapilare je tak
vel’ka, ze pri dopade prudu kvapaliny na sklenu gul’6cku
umiestnenu v jej trase sa tvori jemnd hmla aerosélu
s vel'mi malym priemerom kvapocok. Tato ucinna techni-
ka zhmlovania mo6Ze byt vyuZitd v on-line kombinécii LC
s AES-ICP* ako aj s F-AAS".

Dalsi pristup v rie§eni problému spoéiva vo vyuZiti
drahsieho ultrazvukového zhmlovacda (USN, ultrasonic
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Obr. 2. Schématicky diagram prepojenia LC-HHPN-AES-ICP techniky®

nebulizer), ktorého Cinnost’ je zalozena na piezoelektric-
kom jave®’. V ultrazvukovom zhmlova&i vznika aerosol
v dosledku vibracie monokryStalu vhodného materialu
(BaTiO;) a mechanicky vytvoreny husty aerosol sa potom
vhodnym plynom transportuje do plazmy. Jeho vyhodou je
mala spotreba vzorky (<5 pul) a vysoka ucinnost’ (70 az
80 %) tvorby aerosolu. Priemer generovanych kvapociek
aerosOlu je v porovnani s pneumatickymi zhmlovacmi
mensi (<5 um). Vyhodou USN je hlavne to, ze jeho pou-
zitim ako rozhrania dostaneme o jeden rad nizSie hodnoty
medze stanovitelnosti ako s pneumatickym zhmlovatom
AES-ICP*“*®. Nevyhodou tejto techniky je viak velky
pamitovy efekt, komplikovana obsluha a v neposlednom
rade aj jej vysoka cena.

V pripade mikrokolénovej LC je atraktivne pouZit
DIN, ktory zhmluje kvapalni vzorku priamo v centralnom
kanéliku ICP hordka. Nizky objem (<2 pl) a nepritom-
nost’ sprejovej komory DIN minimalizuje pokoldnové
rozmytie pikov a umoZiiuje pouzit’ vel'mi malé prietoky
(30-100 pl min™") mobilnej fazy. Dalsou vyhodou je jeho
rychle premytie a malé pamét'ové vplyvy™.

Z d’alsich vylepsSeni G¢innosti zhmlovania je pouzitie
vysokou¢inného zhmlovaca (HEN, high effeciency nebuli-
zer) pre potreby on-line HPLC-AES-ICP metody**. Vyho-
dou vSetkych uvedenych zhmlovacich technik je ich vyni-
kajuca stabilita, nezavislost' od druhu stanovovaného ana-
lytu a casto aj ich relativne nizka cena v porovnani
s kombinovanym systémom.

3.2. Generacia hydridov

Nutnost’ potreby kroku zhmlovania medzi LC separa-
ciou a atbmovym spektrometrom moze eliminovat’ pokolo-
nova konverzia eluovanych kovov alebo ich organickych
zltcenin do ich prchavejsich foriem (zvycajne hydridov).
Analyticky potencial generovania hydridov (HG, hydride
generation) ako prvy spracoval v roku 1969 vo svojej praci
Holak*®. Generovanie hydridov (tieZ priprava hydridov) je
zaloZené na tvorbe prchavych hydridov, binarnych zluce-
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nin vodika a hydridotvornych prvkov ako Se, As, Bi, Sb,
Te, Sn, Ge a Pb chemickou reakciou. Vhodnym reduke-
nym ¢inidlom sa vyredukuje z roztoku vzorky plynny hyd-
rid, ktory sa transportuje nosnym plynom do atomizétora.
Redukcia analytu vo vzorke prebieha v kyslom prostredi
(najcastejSie v roztoku HCI). Ako redukéné €inidlo sa pou-
ziva tetrahydridoboritan sodny (NaBH,), ktory pri reakcii
v roztoku uvolfiuje atomovy vodik, ktory d’alej reaguje
s analytom za vzniku hydridu kovu.

Tato citliva technika dava kontinualny signal analytu
so stalym charakterom, vdaka ¢omu moéZe byt analyza
uskuto¢nend v kontinudlnom mode alebo FIA technikou.
Prvi kompilacnu pracu pojednavajucu o on-line kombina-
cii LC s atdbmovou spektrometriou zaloZenou na pokoldono-
vej HG publikoval Tsalev®.

Velkou vyhodou HG techniky je separacia vyssie
spomenutého vytvoreného hydridu prvku z matrice vzorky
v separatore plyn-kvapalina, ¢im sa znizi relativne pozadie
v spektre analytu sposobené interferentami. Dal3imi vyho-
dami je moznost nakoncentrovania analytov a stanovenie
jednotlivych $pécii vyuzitim selektivnej tvorby hydridu pri
kontrolovanom pH. V neposlednom rade je to vysoka
ucinnost’ vnesenia hydridov nosnym plynom do vSetkych
druhov atomizatorov (plameniového, elektrotermického
a ICP) vyuzivanych pre AAS, AES resp. ASF detektora
(obr. 3).

Potencidlnou nevyhodou danej techniky je to, Ze pr-
vok musi byt pred tvorbou hydridu vo vhod-
nom oxidagnom stupni. Daldou nevyhodou HG st viaceré
zdroje rusiacich vplyvov v priebehu pripravy hydridov.

Napriek spomenutym negativam je HG najpouZziva-
nej$im rozhranim na on-line prepojenie LC a metod ato-
movej spektrometrie. Schéma tohto prepojenia cez rozhra-
nie HG je zobrazena na obr. 2 podla prace'”.

Medzi najCastejSie stanovované prvky patria arzén,
selén a antimon. Na Speciaciu anorganickych a organic-
kych foriem arzénu [As(II]), As(V) a menej toxické kyseli-
ny monometylarzenicnd (MMA) a dimetylarzeni¢na
(DMA)], v biologickych vzorkach a vzorkach zivotného
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Obr. 3. Schématicky diagram prepojenia LC-HG-AFS techniky®'

prostredia, autori vo svojich pracach pouzili viacero analy-
tickych metod vyuzivajucich HG rozhranie ako napriklad
LC-HG-F-AAS™>!% LC-HG-ETAAS"*>*, LC-HG-
AFS®' a LC-HG-AES-ICP**. Antimon je daldim prv-
kom, ktorého analyticky vyznamnymi formami su Sb(III),
Sb(V) a trimetylantiméndichlorid [(CH3);SbCl,]. Spojenie
LC-HG so 3pecifickymi detektormi AAS™** a AFS¥™*
bolo vyuzité pri Speciacnej analyze antiménu v environ-
mentalnych vzorkdch (voda a podne sedimenty). Spojenie
LC-HG-AAS s plameiiovou™® resp. elektrotermickou™
atomizaciou ako aj spojenie LC-HG-AFS®' bolo tspesne
pouzité na Speciaciu chemickych foriem selénu [Se(IV),
Se(VI), selenometionin (SeMet), selenoetionin
(SeEt), selenocystin  (SeCys) a selenometylselenocystin
(SeMeSeCys)] ¢i uz v biologickych alebo environmental-
nych vzorkach. Na zlepsenie ucinnosti HG sa do systému
pridava eSte jeden on-line Gpravny krok, ktory je zaloZeny
na UV fotooxidacii®®®® alebo mikrovinovom rozklade
vzoriek® 72,

Jednou z novych modifikacii HG je aj technika nazy-
vand elektrochemickd generacia par (ECVG, electrochemi-
cal vapor generation), pdvodne vyvinuta pre FIA”?. ECVG
je zaloZend na elektrochemickej redukcii na katdde ako
nahrade za pouzitie silnych a nestabilnych redukénych
¢inidiel (KBH,4 a SnCly). Vyhody ECVG oproti klasickej
HG su najmé v zlepSeni stability plazmy pri ICP vplyvom
mensieho mnozstva vytvoreného vodiku, v zniZeni konta-
minacie Cinidiel a v zlacneni analyzy. Dany systém je
vhodny hlavne pre kombiniciu LC s ICP-AES resp.
s AFS™.

Specialnou technikou generovania prchavych zluge-
nin je technika studenych par (CV, cold vapor), ktora je
zalozenad na generovani plynnej elementarnej ortuti. Aj
v tejto technike je mozné v pripade nizkych koncentracii
ortuti vo vzorke pouzit’ nakoncentrovanie, kde su vzniknu-
té pary ortuti zachytené vo forme amalgdmu na striebre
alebo na zlate. On-line kombinacie LC-VC-AAS” resp.
LC-VC-AFS'7%" st vhodnymi citlivfjmi a vysoko-
selektivnymi technikami na Specidciu anorganickych
a organickych foriem ortuti.
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3.3. Spreje

Spojenie LC s atdmovou spektrometriou je mozné
realizovat’ aj vyuzitim efektu spreja a to konkrétne termo-
spreja alebo elektrospreja™. Tieto rozhrania mézu byt
pouzité pre prietoky mobilnych fiz (0,5-2,0 ml min™"),
ktoré s bezne pouzivané v LC, ¢o na jednej strane posky-
tuje vyssie signaly, ale na druhej strane spdsobuje problém
s odstranenim rozptstadla z eluentu. Dané techniky taktiez
neumoznuju v praxi pracovat’ s mobilnymi fazami obsahuju-
cimi vysoké koncentricie anorganickych tlmivych roztokov
kvoli ich moznému vykrystalizovaniu na stenach kapilary.

Termosprej bol pdvodne navrhnuty pre spojenie LC-
MS, ale Casom sa stal vyznamnou aerosélovou technikou
pre prenos kvapalnej vzorky do plamenia v FAAS, do plaz-
my v ICP-AES alebo ETAAS™.

Rozdiely medzi termosprejom a pneumatickym
zhmlova¢om mdézeme zhrnat’ v nasledujucich bodoch:

1. zhmlovaci plyn vznika priamo z kvapalnej vzorky,

2. aerosol je tvoreny pri vysokych teplotach,

3. kvapalna vzorka a aerosol su ¢iastocne desolvatované
pri samotnom termosprejovom procese,

kvapalinové a plynové toky nie st fyzicky oddelené
pred vystupom z termospreja.

Zaujimavé je vyuzitie termospreja ako rozhrania me-
dzi LC a ETAAS v automatizovanom mode pre stanovenie
$pécii arzénu’™ resp. olova a kadmia®™. Tento systém po-
skytuje dobru citlivost a reprodukovatelnost’ detekcie
s vhodnym vzorkovanim chromatografického eluentu.

Dalsim typom sprejov su tzv. elektrospreje, ktoré st
vhodnym spajacim prvkom hlavne sICP? a elektro-
termickou atomizaciou®’. Mechanizmus elektrospreja je
zalozeny na tom, Ze eluent z chromatografickej kolony
prechadza cez kapilaru, na ktort je vloZzené vysoké napitie
(3-5 kV). Plosna vybijacia elektroda (potencial zeme) ma
otvor do davkovaca AES-ICP alebo do ETAAS atomizatora.
Velmi velka intenzita elektrického pola (E~10°V m™)
sposobuje dodavanie energie s Ciastoénym vniknutim kva-
paliny na Spicku kapilary. Povrch kvapaliny sa formuje
v smere pol'a a vytvara kuzel’, z ktorého je pradiaca kvapa-

4.
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lina vystrekovana a vytvara samostatné kvapocky aeroso-
lu. Kvapocky sa rozpadnu (zmrstia sa) nasledkom vypr-
chania rozpustadla, nasledného elektrostatického odpu-
dzovania sa idnov a rozdelia sa na malické kvapdcky
,,suchého aerosélu“?’. Elektrosprej bol vhodne pouzity ako
rozhranie pre kombinaciu mikro-LC s prietokovou rychlo-
stou 10 pl min™" a AES-ICP detektora pre $peciaciu orga-
nokovovych zlicenin®’.

4. Vyuzitie roznych technik kvapalinovej
chromatografie v spojeni s atomovou
spektrometriou

Kombinacie metdod LC a atomovej spektrometrie sa
vyuzivaju hlavne na stanovenie a $peciaciu tych prvkov na
nizkych koncentra¢nych rovniach, ktoré st zaujimavé pri
analyze biologickych vzoriek a vzoriek zivotného prostre-
dia. To, akt z mnohych technik LC mdZeme pouZit', zavisi
aj od typu detektora a tiez od pouzitého rozhrania.

V Speciacnej analyze sa najCastejSie vyuziva idnovo-
vymenna chromatografia (IEC, ion-exchange chromatog-
raphy), kde stacionarnou fazou je idbnomenic. Pri Speciacii
prvkov v jednoduchsich vzorkach zivotného prostredia
(vody) av biologickych vzorkdch (mo€) sa vyuzivaju
hlavne anidnovo-vymenné kolony ako Supelco LC-
SAX1%3¢ Hamilton PRP X-100°*". Ako zlozky mobil-
nych faz potom prevladajd vodné tlmivé roztoky
s roznymi pH hodnotami.

Dalsou tradi¢nou technikou je HPLC na obratenych
fazach (RP-HPLC) sC-18 kolonami, v ktorej su
v prevaznej miere jednou zo zloziek mobilnych faz orga-
nické rozpustadla (napriklad acetonitril a metanol). Ak si
uspesna separacia nevyzaduje vel’ku eluc¢nt silu, mézu sa
tieto rozpustadla pridavat’ do mobilnej faze na nizkej kon-
centracnej Urovni, napriklad 1% (v/v) acetonitrilu
v pripade spojenia s HG-AES-ICP*. Vys§ia koncentracia
15 % (v/v) metanolu s 2 % (v/v) acetonitrilu v mobilnej
faze bola pouzitd pri priamom spojeni RP-HPLC s F-
AAS''. Mobilna faza obsahujuca 7 % (v/v) metanolu bola
pouzitd pre Speciacnt analyzu ortuti RP-HPLC-CV-AFS
metodou'”.

Vyuzite dvoch LC separa¢nych mechanizmov: anio-
novej vymeny (IEC) a hydroféobneho efektu (RP-HPLC)
vyuzili autori na Speciaciu anorganickych a organickych
foriem selénu pomocou systému prepinania kolon
(column-switching)™.

Pre zlozitejSie matrice (mlieko), obsahujuce velké
zltceniny (proteiny), autori pouzili gélovii chromatografiu
(SEC, size exclusion chromatography) v spojeni s HG-
ETAAS pre zistenie distribicie medi®, selénu® a Zeleza®'
v separovanych frakciach proteinov.

5. Zaver

Na zaver mézeme zhrniit, Ze kombindcia kvapalino-
vej chromatografie s metodami atomovej spektrometrie je
stale atraktivnou technikou, hlavne na Speciacnu analyzu

229

Referat

prvkov. Pouzitim vhodného rozhrania sa moze eliminovat’
nekompatibilita oboch technik. NajpouZzivanej$imi rozhra-
niami st techniky zaloZené na zhmlovani, generovani hyd-
ridov a pouziti sprejov. Ich pouZzitim sa tiez moze zvysit’
spol'ahlivost’ stanovenia a znizit medze stanovitelnosti.
Najvyuzivanejsim mechanizmom LC je i6novo-vymenna
chromatografia, kedze sa Specidcia vyuziva hlavne pri
prvkovej analyze kovov vo forme iénov. Pre hydrofobne;j-
Sie organické formy prvkov sa vyuziva LC na obratenych
fazach. Vhodnym vyberom rozhrania, jeho optimalizaciou
a nastavenim metdd je moZné dosiahnut’ nizke medze sta-
novitel'nosti na urovniach stotin ng ml ™.

Kombin4cia kvapalinovej chromatografie a atdbmove;j
spektrometrie ponuka Siroké uplatnenie pri Specidcii
a stanoveni prvkov pri analyzach rdznych biologickych
vzoriek a vzoriek zivotného prostredia.

Tadto prdca vznikla za financnej podpory grantov MS
SR VEGA 1/3563/06, APVV-0595-07, SR VEGA 1/0329/10
a VVCE-0070-07.
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R. Halko, T. Neuro¢ny, and M. Hutta (Department
of Analytical Chemistry, Faculty of Natural Science,
Comenius University, Bratislava, Slovak Republic): Com-
bination of Liquid Chromatography and Atomic Spec-
trometry for Speciation of Elements

This article reviews advances in application of liquid
chromatography as a separation method and atomic spec-
trometry as a detection method. The review is focused on
their combination, interfacing and optimization. On-line
and off-line techniques of their combination are compared.
Various types of interfaces, such as hydride generators,
nebulizers and sprays, their potential utilization and their
advantages and drawbacks are also discussed. Applica-
tions of combined liquid chromatography and atomic
spectrometry to analysis of toxic elements (As, Hg, Se,
and Sb,) and those showing other adverse effects on hu-
man health in biological and environment samples are
presented.
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