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ABSTRACT

Hydride generation (HG) has become a widely used technique for efficient
analyte introduction in optical emission spectrometry, although only few
hyphenated systems using this technique have been developed. It was decided to fill
this gap using a modified spray chamber that allows with conventional nebulizer
and/or as hydride generator, i.e. the Multi-mode Sample Introduction System
(MSIS).

The MSIS unit was used as an interface between high-performance liquid
chromatography (HPLC) and inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP OES) or microwave induced plasma optical emission
spectrometry (MIP OES). In this way, hyphenated techniques were designed, based
on three modes of operation of the MSIS chamber: (1) hydride generation for the
determination of metalloid species occurring as anions and forming volatile
hydrides, (2) conventional sputtering for the determination of metal species
occurring as cations, and (3) dual mode for the simultaneous determination of metal
and metalloid species occurring as cations and anions.

The article is based on the doctoral dissertation of Jedrzej Proch entitled:
"Hyphenated systems based on detection by optical emission spectrometry
in determination of metals and metalloids species”, distinguished by the Discipline
Council of Chemical Sciences at Adam Mickiewicz University and awarded by the
Committee of Analytical Chemistry of the Polish Academy of Sciences in 2024 in
the competition for the best doctoral dissertation in analytical spectrometry, the
prize funded by MS Spektrum.

Keywords: Multi-mode Sample Introduction System, hyphenated technique, high-
performance liquid chromatography, inductively coupled plasma optical emission
spectrometry, hydride generation

Stowa kluczowe: Wielokanatowy System Wprowadzania Probek, technika taczona,

wysokosprawna chromatografia cieczowa, optyczna spektrometria emisyjna ze
wzbudzeniem w plazmie sprz¢zonej indukcyjnie, generacja wodorkéw
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— atomowa spektrometria absorbcyjna (ang. atomic absorption
spectrometry);

— przeptyw ciagly (ang. continuous flow);

— generowanie par chemicznych (ang. chemical vapor
generation);

— dimetyloarseniany (ang. dimethylarsinate, cacodylate);
—rozpylacz do bezposredniego generowania wodorkdéw (ang.
direct hydride generation nebulizer);

— przepltyw wstrzykowy (ang. flow injection),

— wielokanatowy rozpylacz Flow Blurring® (Flow Blurring®
Multi Nebulizer);

— generowanie wodorkéw (ang. hydride generation);

— wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high
performance liquid chromatography);

— ekstrakcja do fazy stalej (ang. solid phase extraction);

— spektrometria mas z jonizacja w plazmie sprz¢zonej
indukcyjnie inductively coupled plasma mass spectrometry;

— optyczna spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie
sprzezonej indukcyjnie (ang. inductively coupled plasma
optical emission spectrometry);

— granica wykrywalnosci (ang. limit of detection);

— zmodyfikowany rozpylacz siatkowy Hildebranda (ang.
modified Hildebrand grid nebulizer);

— optyczna spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie
indukowanej mikrofalowo (ang. microwave induced plasma
optical emission spectrometry);

— Wielokanatowy System Wprowadzenia Probki (ang Multi—
mode Sample Introduction System);

— analiza gléwnych sktadowych (ang. principal component
analysis),

— czestotliwo$¢é radiowa (ang. radio—frequency);

— selenometionina (ang. selenomethionine);

— synchroniczny pionowy podwdjny podglad plazmy (ang.
Synchronous Vertical Dual View)

— mikroprzeptywowy rozpylacz ultradzwigkowy z poczwor-
nym systemem mikrokapilarnym (ang. micro—flow ultrasonic
nebulizer with quadruple—-mode micro capillary system);
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WPROWADZENIE

Generowanie chemicznej pary (CVQ) jest dalej rozwijane jako wydajny sposob
wprowadzania probki mimo, ze od pierwszego uzycia mingto prawie szescdziesiat lat
[1]. Poczatkowo generowanie wodorkéw (HG) bylo taczone z atomowa spektrometrig
absorpcyjng (AAS), aby unikng¢ trudnosci z atomizacjg arsenu w palniku
ptomieniowym. Pomyst polegal na reakcji czynnika redukujacego ze $rodowiskiem
kwasnym bezposrednio przed wykonaniem pomiaru. W ten sposob, arsenowodor
(AsH3) byl generowany w reakcji cynku (Zn) z kwasem solnym (HCI) w pulapce z
ciektym azotem. Gdy pufapka zostala podgrzana, AsHjz byl zbierany i przenoszony
przez par¢ azotu do plomienia acetylenowo—powietrznego. T¢ metod¢ nazwano
,technikg probkowania gazu” [2].

Z czasem zaprezentowano rowniez inne procedury generowania lotnych
wodorkéw, m.in. tetrahydroboran sodu (NaBHy) zostal po raz pierwszy zastosowany w
1972 r. jako roztwor redukujacy [3]. Glowna zaleta stosowania borowodorkéw byta
mozliwo$¢ prostego dozowania odczynnika oraz automatyzacji catego procesu. W
poréwnaniu do uktadu metal-kwas, redukcja pierwiastka w mieszaninie borowodorek—
kwas byla znacznie szybsza i wydajniejsza, a takze pozwalala uzyskac nizsze stgzenie
dla proby slepej [4]. Ogdlny model reakcji CVG/HG zostat niedawno przyblizony przez
D’Ulivo (2019), dzigki czemu wiadomo, ze powstawanie lotnych wodorkow
pierwiastkdw jest wynikiem dwoch konkurencyjnych Sciezek reakcji w mieszaninie
borowodorek—kwas przestawiono na Rysunku 1 [5].

kompleksy wodorek — metal

(B-H) (51D B-m (B-H) EH
1 ELy, sy, HELpy — wHgBly . —=  HyEL 5o " (aq)
substrat (ABC), (ABC)n—y " produkt
H30"/H20 (B—H)
BHy e —— — . - —— B(OH); /BO;
-H; produkty przej$ciowe hydrolizy BHy Hy

Rysunek 1. Dwie konkurencyjne $ciezki reakcji CVG/HG: (1) derywatyzacja, oraz (2) hydroliza anionu
borowodorkowego. Podpisy: (E) pierwiastek zdolny do tworzenia lotnych wodorkow; (L)
ligand; (ABC) posrednie zwiazki kompleksowe analitu i boranu; (B—H) produkty posrednie
hydrolizy BH4 (zawierajacymi co najmniej jedno wigzanie B—H). Rysunek inspirowany [5, 6].

Figure 1. Two competitive pathways of CVG/HG reaction: (1) derivatization and (2) hydrolysis
of borohydride anion. Captions: (E) element available to form volatile hydrides; (L) ligand;
(ABC) intermediates of analyte—borane complex; (B—H) intermediates of BH4 hydrolysis
(containing at least one B—H bond). The figure based on ref. [5, 6].

Pierwsza $ciezka (1) obejmuje reakcje substratu (EL,) z anionami
borowodorkowymi i/lub produktami posrednimi (zawierajacymi co najmniej jedno
wigzanie B—H), ktore powstaja podczas hydrolizy BH4 ($ciezka 2). Kompleks analit—
boran (ABC) jest nastgpnie formowany jako produkt posredni, a atomy wodoru
sg przenoszone stopniowo z borandw do substratu (EL,), z utworzeniem komplesow
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wodorek—metal. W wyniku reakcji derywatyzacji ($ciezka 1), produkt koncowy
powstaje w fazie cieklej (EHnq)). Jesli EH, ma wystarczajaca stabilno$¢ termiczng (jak
w przypadku AsHs; czy SbHs), wodorek jest przenoszony do fazy gazowej [5].
Powyzszy mechanizm stanowi teoretyczng podstawe reakcji generowania wodorkow
(HG). W przypadku niektérych metali, np. Hg(I) i Cd(Il), produkt koncowy w fazie
ciektej (EHnq) moze zostaé czesciowo lub catkowicie rozlozony na wolne atomy (E°).
Mechanizm ten stanowi podstawe reakcji generowania chemicznych par (CVG).

Wydajnos¢ reakcji CVG/HG w fazie cieklej (Rysunek 1) jest zwigzana
z nastepujacymi czynnikami: (1) stopien utlenienia pierwiastka, (2) rodzaj i stgzenie
roztworu reduktora, (3) rodzaj i st¢zenie kwasnego Srodowiska, (4) pH roztworu,
(5) rodzaj matrycy probki, (6) obecnos¢ i stezenie pierwiastkow zaktdcajacych przebieg
reakcji, (7) reaktywno$¢ pierwiastkdw tworzacych wodorki, a takze (8) technika
CVG/HG [4]. Warto zaznaczy¢, ze optymalna technika CVG/HG powinna zapewnic
wydajny transport zwigzkow lotnych, aby umozliwi¢ rozklad termiczny stabilnych
i lotnych wodorkéw po dotarciu do zrodta atomizacji/wzbudzenia. Wérdd sposobow
na wprowadzenie probki w technikach CVG/HG warto wyrdzni¢ przeptyw ciagly (CF)
oraz przeptyw wstrzykowy (FI). W technikach typu CF, wszystkie odczynniki
(j. roztwory probki, kwasu i reduktora) sa dostarczane oddzielnie przez pompe
perystaltyczna do komory reakcyjnej, gdzie sa mieszane. W nastepstwie tego
formowane sg lotne wodorki [7, 8]. W technikach typu FI, probka jest wstrzykiwana
przez zawor z petla do roztworu no$nego, ktory jest pompowany w sposob ciagly [9].
Oprocz wyzej wymienionych, na popularnosci zyskuje rowniez taczenie technik
CVG/HG z ekstrakcja w fazie stalej (SPE) [10, 11].

Niezaleznie od techniki CVG/HG, istnieje potrzeba cigglego rozwoju
nowoczesnych i bardziej wydajnych generatorow, ktore doprowadza m.in. do
znacznego obnizenia granic wykrywalnosci (LOD) stosowanych metod. Przy
projektowaniu prostej ipowtarzalnej metody bazujacej na CVG/HG, jednocze$nie
zapewniajacej najkrotszy mozliwy czas pojedynczej analizy, korzysta si¢ z przeptywu
cigglego. W ostatnich latach (2021-2024), wickszo$¢ systemow CF—CVG/HG korzysta
z generatorow, ktore sg zmodyfikowanymi komorami mgielnych [12—13], rozpylaczami
koncentrycznymi [14], rozpylaczem zdolnym do bezposredniego generowania
wodorkéw, DHGN [15], wielokanalowym rozpylaczem Flow Blurring®, FBMN [16]
oraz ultradzwigkowym, mikroprzeptywowym rozpylaczem z poczwoérnym systemem
mikrokapilarnym, p—USN/QSC [17]. Poza tym, akcesoria zewngtrzne sa dalej
popularne, zarowno takie opracowywane w laboratoriach [18], jak rowniez dostgpne
komercyjnie [19].

Niemniej, coraz czgsciej oznaczenie catkowitej zawartosci pierwiastkow jest
niewystarczajace. Aby sprosta¢ kluczowym wyzwaniom wspolczesnej chemii
analitycznej, nalezy sigga¢ po techniki taczone, tj. polaczenie dwoch niezaleznych
aparatéw, ktére razem zyskuja nowe wilasciwosci, np. chromatografia potaczona ze
spektrometria atomowa. W latach 2013-2020, zaprezentowano 43 systemy oparte na
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CVG/HG w przeplywie ciggltym, ktore bazowaty na detekcji w optycznej spektrometrii
emisyjnej, zar6wno ze wzbudzeniem w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP) czy
w plazmie indukowanej mikrofalowo (MIP) [6]. Co zaskakujace, wigkszo$¢ ograniczata
si¢ jedynie do efektywnego wprowadzenia analitu, lecz niewiele z nich stanowily
uktady laczone. Luka ta zostala wypekliona poprzez zaprojektowanie trzech uktadow
faczonych zawierajacych najczgséciej stosowany generator wodorkow w latach 2013-
2020, czyli Wielokanatowy System Wprowadzeniu Probki (Multi-mode Introduction
System, MSIS).

1. WIELOKANALOWY SYSTEM WPROWADZENIA PROBKI

Wielokanatowy System Wprowadzenia Probki (dawniej Marathon Scientific,
Canada, obecnie Agilent, USA), to zmodyfikowana komora mgielna, ktora ze
wzgledu na prostg konstrukcje i dostepnos¢, przykuta uwage wielu naukowcow
w ostatnich latach. Jej zaleta, w poréwnaniu z innymi typami generatorow, jest
mozliwos$¢ pracy w trzech wariantach (Rysunek 2).

P

HG Neb Dual

Rysunek 2. Trzy tryby pracy Wielokanalowego Ukladu Wprowadzenia Probki: (HG) generowanie
wodorkow, (Neb) konwencjonalne rozpylanie, oraz (Dual) kombinacja trybéw HG i Neb (tryb
podwojny). Oznaczenia: (1) roztwor probki, (2) roztwér kwasu, (3) roztwor reduktora, (4) gaz
nosny (rozpylacza), (5) do plazmy, (6) odprowadzenie

Figure 2. Three work modes of Multi-mode Sample Introduction System: (HG) hydride generation,
(Neb) conventional nebulization, and (Dual) the combination of HG and Neb (dual-mode).
Captions: (1) sample solution, (2) acid solution, (3) reductant solution, (4) carrier gas
(nebulizer), (5) to the plasma, (6) drain.

W pierwszej konfiguracji (Rys. 2, HG), komora moze generowa¢ wodorki
w przeplywie cigglym dzigki zastosowaniu dwoch pionowych, stozkowatych kana-
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16w, skierowanych ku sobie. W ten sposéb mozna wprowadzi¢ roztwory niezbedne
do generowania chemicznych par lub wodorkéw. Borowodorek sodu (lub potasu)
jest najczeséciej dostarczany kanalem gornym, a dolnym — kwas chlorowodorowy
wraz z roztworem probki. Kiedy roztwory mieszajg si¢ na wyjsciu tych kanatow w
samym centrum komory, tworzace si¢ lotne wodorki pierwiastkéw zostaja
wprowadzone do palnika przy wsparciu gazu no$nego (argonu, dostarczanego przez
rozpylacz). W trybie HG, rozpylacz nie wprowadza roztworu, dostarcza jedynie
gaz. W drugiej konfiguracji (Rys. 2, Neb), kanaly wprowadzajace roztwory kwasu
i borowodorku nie sg uzywane, a roztwor probki wprowadzany jest przez rozpylacz,
podobnie do konwencjonalnego uktadu wprowadzenia probki stosowanego w
optycznej spektrometrii emisyjnej. Z kolei, trzeci tryb pracy komory (Rys. 2, Dual)
stanowi potgczenie dwoch poprzednich, tj. pozwala na rownoczesng prace jednostki
MSIS jako generator wodorkéw oraz komora mgielna z rozpylaczem
koncentrycznym.

Pierwsze zastosowanie cigglego przeptywu HG-ICP OES przedstawiono juz
pod koniec lat 70. XX wieku, kiedy HG wykorzystano do wydajnego
wprowadzania niektérych pierwiastkow, np. As, Bi, Sb, Se 1 Te [20] do palnika
plazmowego, stosujac NaBH4 jako roztwor reduktora. Z kolei, pierwsze doniesienia
o zastosowaniu Wielokanatowego Systemu Wprowadzenia Probki i jego trybow
pracy pochodza z 2002 r. [21]. Od tego czasu, komora MSIS zostata sprz¢zona z
réznymi typami spektrometréw, np. spektrometria mas zjonizacja w plazmie
sprzezonej indukcyjnie (ICP MS) [22], ICP OES [23], MIP OES [24] czy AAS
[25]. Chociaz nowe metody, oparte na Wielokanatlowym Systemie Wprowadzenia
Probki, pozwolity na oznaczenie coraz wigkszej liczby pierwiastkow (w tym metali
szlachetnych [26]), wickszo$¢ z nich koncentrowala si¢ na okresleniu catkowitej
zawarto$ci pierwiastkow. Metody oznaczania form pierwiastkow byly stosowane
zazwyczaj w formie niechromatograficznej, opartej na dodatkowych procedurach
przygotowania probki (np. wstepnej redukcji) [27, 28]. Niemniej zaprezentowano
tez dwa uklady fgczone zdetekcja w optycznej spektrometrii emisyjnej,
korzystajace z komory MSIS. W 2009 roku, opisano pierwsze zastosowanie MSIS
w trybie HG jako interfejsu miedzy wysokosprawng chromatografia cieczowa
(HPLC), a ICP OES do oznaczenia czterech form arsenu w glebach [29]. Z kolei w
2016 roku, zaprezentowano HPLC-MSIS-MIP OES (z N jako gazem
plazmowym) w celu oznaczenia zawarto$ci Se(IV) (w formie selenindow) i
selenometioniny (SeMet) w biofortyfikowanych drozdzach [30].

Niestety w obu procedurach mozna dostrzec pewne ograniczenia
lub niedociagnigcia: (1) dtuga procedura przygotowania probki (24 h), (2) przeptyw
gradientowy HPLC, (3) przebadano wylacznie gleby zanieczyszczone [29],
(4) dodatkowa cewka reakcyjna pomigdzy HPLC i MSIS, (5) odczynniki postkolu-
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mnowe do etapu wstepnego utleniania, a takze (6) metoda zostata sprawdzona
wylacznie dla drozdzy wzbogaconych w selen [30]. Podsumowujac powyzsze
informacje, sprowadzenie komory MSIS do roli tacznika w uktadach taczonych, tj.
pomiedzy wysokosprawng chromatografia cieczowa (HPLC) oraz optyczna
spektrometrig emisyjng (OES) okazato si¢ tropem godnym rozwinigcia. W tym
celu, podjeto badania wszystkich trzech tryboéw pracy komory:

e Najpierw zastosowano MSIS jako generator wodorkow (HG), tworzac uktad
laczony do oznaczenia form pierwiastkéw wystepujacych jako aniony oraz
tworzacych lotne wodorki [31].

e Nastgpnie zastosowano MSIS jako konwencjonalng komore mgielng (Neb),
tworzac dwa uklady tgczone do oznaczenia form pierwiastkow
wystepujacych jako kationy oraz nietworzace wodorkéw [32].

e Na koncu zastosowano MSIS w trybie podwojnym (Dual), taczac metody
z dwoch wczesniejszych prac [31-32] w jeden uklad tgczony zdolny
do oznaczenia form pierwiastkdbw wystepujacych zaréwno jako kationy i
aniony [33].

2. WIELOKANALOWY SYSTEM WPROWADZANIA PROBEK
JAKO GENERATOR WODORKOW W UKELADACH EACZONYCH

Pierwszym etapem projektowania ukladéw tgczonych z komorg MSIS jako
facznikiem chromatografii i spektrometrii, byla optymalizacja pracy komory
w trybie generowania wodorkow (HG). W tym przypadku chromatografia byla
reprezentowana przez anionowymienng HPLC, za$ spektrometria — przez ICP OES.
System mial zosta¢ wykorzystany do oznaczenia trzech form arsenu: arseninéw
[As(IIT)], arseniandéw [As(V)] 1 kwasu dimetyloarsynowego (DMA) w probkach
srodowiskowych oraz zywnosci. W poréwnaniu z systemami opisanymi wcze$niej
w literaturze, brakowato nowej techniki taczonej wykorzystujacej MSIS (w trybie
HG) jako interfejs miedzy HPLC i ICP OES do okreslania niektérych form
pierwiastkow, bez zadnych odczynnikéw pokolumnowych i dodatkowych cewek
reakcyjnych. Ponadto, aplikacyjno$¢ musiata by¢ szeroka (zaprezentowana na kilku
grupach rzeczywistych probek), poprzedzona prostg i krotkotrwala procedurg
przygotowania probki. Dlatego zaletami nowej metody (HPLC-HG-ICP OES)
byly: powtarzalna konstrukcja (system opierat si¢ wylacznie na czeSciach
dostepnych komercyjnie), uniknigcie odczynnikéw pokolumnowych, prosta
procedura przygotowania probki i krotki czas analizy.

Opracowanie metody HPLC-HG-ICP OES sktadalo si¢ z etapu optymalizacji,
walidacji 1 aplikacji. Optymalizacja komory MSIS w trybie HG przebiegata
dwuetapowo. Najpierw przeprowadzono ztozong optymalizacje bez polaczenia
HPLC (jako HG-ICP OES). Tutaj optymalizowanymi parametrami byly dlugos¢
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fali analitycznej (linii emisyjnej), przeptyw gazu plazmowego, a takze stezenia
odczynnikéw (Tabela 1). Po tym etapie, HPLC zostato potaczone z uktadem HG—
ICP OES (poprzez tacznik T, do dolnego kanatu dostarczajacego roztwor HCI),
po czym zoptymalizowano stezenie fazy ruchomej (bufor fosforanowy). Aplikacja
metody zostata zaprezentowana na trzech grupach probek rzeczywistych: (1) glebie
zlokalizowanej w poblizu sktadowiska odpadow przemystowych, (2) czgsciach 2—
letnich debow  szyputkowych (Quercus robus) rosnagcych w  roztworze
wzbogaconym o formy arsenu oraz (3) yerba mate (Ilex paraguariensis), dostgpnej
na polskim rynku.

Zastosowanie Wielokanatowego Systemu Wprowadzenia Probki jako
generatora wodorkow i tacznika pomiedzy HPLC i ICP OES pozwolito na
zaprojektowanie nowej techniki laczonej, ktora opierata si¢ wylacznie na
dostepnych komercyjnie czesciach, unikajgc odezynnikow pokolumnowych. Trzy
formy arsenu mozna bylo oznaczy¢ w stosunkowo krotkim czasie (do 400 s) przy
znacznie nizszych LOD 1 wysokiej precyzji. Wyniki byly poréwnywalne z
wynikami innych technik CVG/HG sprz¢zonych z OES na bazie plazmy.
Podsumowujac powyzsze, badanie stato si¢ pierwszym krokiem w ocenie MSIS
jako interfejsu w technikach tgczonych. Wyniki badan opublikowano w pierwszym
artykule naukowym, wchodzagcym w sktad rozprawy doktorskiej [31].

Tabela 1. Parametry badane podczas optymalizacji uktadu taczonego (HPLC-HG-ICP OES). Optymalne
warunki pracy sa podkreslone.

Table 1. Parameters studied during the optimization of the hyphenated system (HPLC-HG-ICP OES).
Optimal operating conditions are underlined.

HPLC-HG-ICP OES
Typ kolumny (model) anionowymienna (Supelco LC-SAX-1)
Typ eluent (pH) Bufor fosforanowy (6.0+0.2)
Kompozycja eluenta [mmol L] KH,PO4 (12.5, 25, 50), Na,HPO,4(1.25, 2.5, 5.0)
Przeptyw eluenta [mL min™] 2.0
MSIS (tryb pracy komory) HG
Stezenie NaBH, [%, w/v] 0.10, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50
Stezenie HCI [mol L™] 0.10, 0.25, 0.50, 1.00, 2.50, 5.00
Moc generatora RF [kW] 1.45
Przeptyw gazu plazmowego [L min™'] 12,15, 18
Podglad plazmy osiowy
Analityczna dlugos¢ fali [nm] As 188.980, As 193.696, As 197.198, As 228.812, As 232.984
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3. WIELOKANALOWY SYSTEM WPROWADZANIA PROBEK
W UKLADACH LACZONYCH JAKO KONWECJONALNA KOMORA
MGIELNA

Z jednej strony, tryb podwojny i tryb HG komory MSIS dajg pewne zalety
w poréwnaniu z konwencjonalny rozpylaniem, dlatego s3 czesciej stosowane niz
tryb Neb. Z drugiej strony, tryb podwdjny nie moze by¢ skutecznie stosowany bez
uprzedniej optymalizacji warunkéw pracy w trybie Neb. Ponadto udane potaczenie
HPLC i ICP OES poprzez MSIS sklonito do proby bezposredniego podiaczenia
wyjscia kolumny do rozpylacza. W ten sposob mozna byto zaprojektowaé kolejna
nowg technike taczona. Ze wzgledu na to, ze wickszos$¢ pierwiastkow wystepuje
w roztworze jako kationy (np. zelazo), zmieniono réwniez typ kolumny HPLC
na kationowymienna.

Najciekawszym pierwiastkiem, wystepujacym w kilku formach jako kation,
okazato sie zelazo (Fe), wystepujace w dwoch stabilnych formach, Fe?* i Fe3*.
Ponadto zelazo jest czwartym najliczniejszym pierwiastkiem w skorupie ziemskie;j,
a cykl zelaza obserwowano w organizmach zywych, jak réwniez w Srodowisku
[34]. Zgodnie z tym analiza specjacyjna zelaza wydawata si¢ by¢ jednym z
gléwnych wyzwan w chemii analitycznej lub $rodowiskowej. Niedobdr nowych
metod taczonych, stuzacych do szybkiego oznaczania form zZelaza, byt zaskakujacy
wysoki w poroéwnaniu z metaloidami (np. As, Sb, Se) czy innymi metalami (np. Al,
Cr, Hg) [35].

Aby uzyska¢ optymalne warunki do rozdzielenia form zelaza, kluczowe
znaczenie miatl sktad fazy ruchomej. W 1995 roku kwas pirydyno—2,6—
dikarboksylowy (PDCA) zostal opisany jako skladnik fazy ruchomej do
rozdzielania metali przejSciowych, w tym Fe(Il) i Fe(Ill) [35]. W kolejnych latach
najpopularniejszym sktadem eluentu byla mieszanina PDCA, siarczanu potasu
(K2S04), wodorotlenku potasu (KOH) i kwasu mrowkowego (HCOOH), ktéra po
raz pierwszy zastosowano w 1997 roku. [36], a pdzniej wprowadzono na rynek.
Co ciekawe, eluent ten byl pierwotnie stosowany tylko w HPLC-UV [37-38].
Z jednej strony najbardziej pozadanym sposobem jest przeniesienie zalet
skomercjalizowanego eluentu PDCA z HPLC-UV na HPLC-ICP OES, ktorego
granice wykrywalno$ci (LOD) sa znacznie lepsze. Z drugiej strony, kilka
problemow, takich jak zaklocenia wzbudzenia, niestabilno$¢ plazmy, wygaszanie
plazmy, zatykanie nebulizatora i uszkodzenie palnika, moze by¢ spowodowanych
przez wyzsze obcigzenie matryca. Rozwigzaniem tego problemu byto
wprowadzenie MIP OES jako kolejnego detektora w projektowanych uktadach
faczonych.

Po raz pierwszy, MIP OES zastosowano w 1965 roku [39], jednak do 2011
roku nie bylo spektrometru dostepnego komercyjnie. Jego glowng zaletg jest mozli-
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wos¢ wykorzystania azotu (N2) jako gazu roboczego, co pozwala na pozyskiwanie
go bezposrednio z powietrza atmosferycznego za pomoca zewngtrznego generatora
(nizszy koszt pojedynczej analizy). Wadami sa system oparty na monochromatorze,
ktory sekwencyjnie rejestruje sygnat analityczny, oraz nizsza temperatura plazmy
(ok. 5000 K), ktora generuje wigcej zaklocen sygnatu w porownaniu z ICP OES.
Niemniej jednak instrument stat si¢ konkurencyjny i atrakcyjny. W ostatnich latach
(2013-2020), komora MSIS czesto bylta taczona z MIP OES w celu obnizenia LOD
W oznaczaniu pierwiastkow tworzacych lotne wodorki (rzadziej pierwiastkow
nietworzacych wodorkow) [6]. Jednakze nie opublikowano zadnych badan specjacji
zelaza przy uzyciu MIP OES, podczas gdy przedstawiono zadowalajgce wyniki
w celu okreslenia jego catkowitej zawarto$ci.

W literaturze, tylko dwa potgczone systemy byly uzywane do jednoczesnego
oznaczania Fe(Il) 1 Fe(Ill) w rzeczywistych probkach [40, 41]. Jednakze
stosowalno$¢ obu metod, HPLC-ICP OES [40] i HPLC-ICP MS [41], zostala
przeprowadzona wylacznie na okre$lonych materialach, odpowiednio tkankach
moézgu szczura i pltynie mozgowo-rdzeniowym, ktore zawierajg znacznie mniej
zelaza niz gleby, osady itp. W tym przypadku ICP MS jest nadmiernie
wymagajacym detektorem (wymagajacym tysigckrotnego rozcienczenia). Zgodnie z
tym, HPLC-MIP OES stata si¢ metoda, ktéra zostala zoptymalizowana i
zastosowana réwnolegle z HPLC-ICP OES. Poréwnujac ich cechy, dokonano
oceny dziatania komory MSIS pracujagcego w trybie Neb, a wyniki badan
opublikowano w drugim artykule naukowym wchodzacym w sklad rozprawy
doktorskiej [32].

Celem tej pracy byla ocena i zastosowanie Wielokanatowego Uktad
Wprowadzenia Probki, dziatajacego jako konwencjonalna komora mgielna w trybie
rozpylania (Neb), jako interfejsu w technikach tgczonych. W tym przypadku ten
sam system chromatograficzny (oparty na kolumnie kationowymiennej) zostat
sprz¢zony z dwoma réznymi detektorami, MIP OES i ICP OES. Po raz pierwszy
przeprowadzono réwnolegly optymalizacje dwodch taczonych systeméw, HPLC—
ICP OES i HPLC-MIP OES. Badanymi parametrami byly: zaplon plazmy,
przeptyw gazu plazmowego, przeptyw roztworu probki, dtugos¢ fali analityczne;j,
sktad fazy ruchomej i przebieg chromatograficzny (Tabela 2). Wigkszo§¢ z tych
parametrow przyjeto z poprzednich badan [31].
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Tabela 2. Parametry badane podczas optymalizacji uktadow taczonych (HPLC-ICP OES, HPLC-MIP
OES). Optymalne warunki pracy sa podkreslone.

Table 2. Parameters studied during the optimization of the hyphenated systems (HPLC-ICP OES,
HPLC-MIP OES). Optimal operating conditions are underlined.

HPLC-ICP OES HPLC-MIP OES
Typ kolumny (model) kationowymienna (Dionex IonPac CS5A)
Typ eluent (pH) Eluent PDCA (4.2+0.2)
Kompozycja eluenta [mmol L] PDCA (7.0), KOH (66), K>SO, (5.6), HCOOH (74)
Przeptyw eluenta [ml min~'] 0.5,1.0,1.52.0
MSIS (tryb pracy komory) Neb
Stezenie NaBH, [%, w/v] nie dotyczy
Stezenie HCI [mol L] nie dotyczy
Moc generatora RF [kW] 1.20 1.00
Przeptyw gazu plazmowego [L min™'] 12 20
Podglad plazmy synchroniczny pionowy osiowy
podwojny (SVDV)
Analityczna dlugo$¢ fali [nm] Fe 234.350, Fe 238.204, Fe 259.940, Fe 371.993

Fe 259.940, Fe 261.382

Potencjat aplikacyjny obu uktadow zostal sprawdzony na pigciu grupach
probek rzeczywistych: (1) osady polodowcowe (Spitsbergen, Svalbard), (2)
ceramika archeologiczna, (3) gleba zlokalizowana w poblizu sktadowiska odpadow
przemystowych, (4) osady rzeczne (Mekong, Wietnam) oraz (5) yerba mate (Ilex
paraguariensis). Dodatkowo zastosowano dwie procedury przygotowania probki:
lugowanie kwasem solnym (1-2) i ekstrakcje wspomagang ultradzwickami (3-5).
Warto wspomnieé, ze ekstrahenty te sg mniej skuteczne w przypadku probek
nieorganicznych ze wzgledu na obecno$¢ niektdrych frakeji zelaza w krzemianach.
Czynnikiem ograniczajagcym stosowalno$¢ metody HPLC-MIP OES bylo Fe(Il),
ktore w 3 probkach bylo <LOD. Ponadto odnotowano nastepujace obserwacje:
(1) obie metody byly réwnie odpowiednie, niezaleznie od tego, czy stosunek
Fe(Ill)/Fe(Il) wynosit 25 czy mniej, (2) MIP OES zalecano, gdy oczekiwano
wysokiego stgzenia (zelazo catkowite > 1% wt.), (3) ICP OES zalecano, gdy
stosunek Fe(III)/Fe(IT) wynosit 32 1 wigce;.

Zastosowanie komory MSIS w trybie konwencjonalnego rozpylania jako
interfejsu migdzy HPLC i OES pozwolito na zaprojektowanie dwoch rownoleglych
nowych technik laczonych. Obie metody opieraly si¢ wylacznie na dostgpnych
w handlu czgsciach, unikajac uzywania odczynnikow postkolumnowych. Dwie
formy zelaza mozna bylo oznaczy¢ w znaczaco krotkim czasie (do 300 s) przy
niskich LOD i wysokiej precyzji. Kluczowymi parametrami w ocenie metody byty:
(1) wzajemny stosunek Fe(Il) i Fe(Ill) oraz (2) zalozone calkowite stezenie Fe w
materiale. Wyniki byly porownywalne z wynikami technik opartych na HPLC
potaczonych z roznymi detektorami, jednak MIP OES w uktadach taczonych byt



74 3. PROCH

detektorem uzupelniajacym (a nie alternatywnym). Podsumowujac powyzsze,
badanie stato si¢ drugim krokiem w ocenie MSIS jako interfejsu w technikach
faczonych [32].

4. WIELOKANALOWY SYSTEM WPROWADZANIA PROBEK
W TRYBIE PODWOJNYM JAKO INTERFEJS
W UKLADACH LACZONYCH

W literaturze odnotowano réwniez znaczace zastosowanie MSIS w trybie
podwéjnym (Dual) do jednoczesnego oznaczania pierwiastkdw nietworzgcych
wodorkow i1 pierwiastkow tworzacych lotne wodorki [22—-24, 26]. Jednakze tryb ten
nigdy nie byl uzywany do oznaczania form pierwiastkéw. Chociaz
wielopierwiastkowa analiza specjacyjna zostala przeprowadzona dla 9 oksyanionow
z 6 pierwiastkow [40], nigdy nie zostala przeprowadzona dla pierwiastkow
wystepujacych jako kationy i aniony. Kombinacja trybow (Neb + HG = Dual)
w analizie specjacyjnej nie powinna znaczaco réznic¢ si¢ od oznaczenia catkowitej
zawarto$ci. Po opracowaniu dwoch pierwszych systemow [31, 32] mozliwe byto
fatwe przyjecie warunkéw projektowania nowego uktadu tacznikowego. Gtownag
zaletg jest rownoczesne rozdzielenie przez dwie rézne kolumny HPLC anionow
(np. trzech form arsenu) i kationéw (np. dwoch form zelaza) w jednym przebiegu.
Wprowadzenie analitbw w dwoch réznych trybach komory MSIS, tj. Neb
dla pierwiastkow nietworzacych wodorkow oraz HG dla pierwiastkéw tworzacych
lotne wodorki, zminimalizowalo wzajemnie interferencje. Ponadto zalozono, ze
wykrycie wszelkich nieznanych form jest mozliwe poprzez przeprowadzenie
analizy probek rzeczywistych. Zauwazajagc ogromny potencjal w opisanym
systemie, MSIS pracujacy w trybie podwojnym zostat uzyty jako interfejs miedzy
dwoma jednostkami HPLC 1iICP OES i przedstawiony w trzecim artykule
naukowym wchodzacym w sktad rozprawy doktorskiej [33].

Celem tej pracy bylo potaczenie osiggni¢¢ uzyskanych w poprzednich
badaniach [31, 32] i zastosowanie MSIS pracujacego w trybie dualnym jako
interfejsu migdzy dwoma roéznymi systemami chromatograficznymi i ICP OES.
Kolumna anionowymienna (tryb HG) zostala uzyta do rozdzielenia 5 form, podczas
gdy kolumna kationowymienna (tryb Neb) zostata uzyta do rozdzielenia 13 form.
W ten sposdéb 18 form 15 pierwiastkow zostato jednoczes$nie okre§lonych metoda
HPLC-ICP OES. Po raz pierwszy laczony system oparty na detekcji w
spektrometrii emisyjnej optycznej zostal zastosowany do jednoczesnego okreslenia
pierwiastkow wystepujacych jako dwa kationy (zelazo) i trzy aniony (arsen).
Zachowano glowne zalety pierwszego i drugiego podstawowego osiagniccia
naukowego: powtarzalny projekt (oba systemy opieraly si¢ wylacznie na czgéciach



UKLADY LACZONE OPARTE NA DETEKCIJI PRZY UZYCIU OPTYCZNEJ SPEKTROMETRII EMISYJNEJ 75

dostgpnych komercyjnie), uniknigcie odczynnikoéw pokolumnowych, prosta
procedure przygotowania probki i stosunkowo krotki czas analizy.

Badanie obejmowalo projektowanie, optymalizacje, walidacje i zastosowanie
metody. Po krotkiej optymalizacji wybrano nizszy przeptyw eluentu (1 mL min™),
dlatego czasy retencji (RT) wzrosty w poréwnaniu z poprzednimi badaniami [31—
32], chociaz nadal byly wzglednie krotkie (80—-635 s). Badane parametry zostaty
wymienione w Tabeli 3.

Tabela 3. Parametry badane podczas optymalizacji ukfadu Iaczonego (2 HPLC-MSIS-ICP OES).
Optymalne warunki pracy sa podkreslone.

Table 3. Parameters studied during the optimization of the hyphenated system (2 HPLC-MSIS-
ICP OES) Optimal operating conditions are underlined.

2 HPLC-MSIS-ICP OES
Typ kolumny (model) anionowymienna kationowymienna
(Supelco LC-SAX-1) (Dionex IonPac CS5A)
Typ eluent (pH) Bufor fosforanowy (6.0+0.2) PDCA eluent (4.2+0.2)
Kompozycja eluenta [mmol L] KH,PO, (25), Na,HPO4 (2.5) PDCA (7.0), KOH (66), K>SO,
(5.6), HCOOH (74)
Przeptyw eluenta [mL min™'] 1.0 1.0
MSIS (tryb pracy komory) Dual
HG Neb
Stezenie NaBH4 [%, w/v] 1.00 N/A
Stezenie HCI [mol L] 5.00 N/A
Moc generatora RF [kW] 1.20
Przeptyw gazu plazmowego [L min™'] 12
Podglad plazmy synchroniczny pionowy podwojny (SVDV)
Analityczna dtugo$¢ fali [nm] As 228.812, Cd 214.439, Co 238.892, Cu 327.395, Fe 234.350,
Ge 209.426, Mn 257.610, Ni 231.604, Pb 220.353, Ru 240.272,
Se 196.026, Sr 460.733, T1 190.794, V 292.401, Zn 213.857

Aplikacyjno$¢ metody 2 HPLC-MSIS-ICP OES przetestowano dla pigciu
grup probek rzeczywistych: (1) osady polodowcowe (Spitsbergen, Svalbard),
(2) ceramika archeologiczna, (3) gleba znajdujaca si¢ w poblizu sktadowiska
odpadow przemystowych, (4) osady rzeczne (Mekong, Wietnam) i (5) yerba mate
(llex paraguariensis). Co cickawe, w tej czgsci badan wykryto kilka
niezdefiniowanych form metali przejsciowych. Zastosowanie MSIS w trybie
podwojnym (Dual), jako interfejsu miedzy dwoma HPLC i1 ICP OES pozwolito na
zaprojektowanie nowej techniki taczonej, ktéra nie ma swojego odpowiednika.
Metoda nadal opiera si¢ tylko na dostgpnych komercyjnie czgéciach, unikajac
odczynnikéw pokolumnowych. W stosunkowo krotkim czasie (do 700 s
pojedynczej analizy) mozna bylo oznaczy¢ ilosciowo 18 form specjacyjnych 15
pierwiastkow.
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5. ANALIZA SPECJACYJNA YERBA MATE ZA POMOCA
OPRACOWANYCH TECHNIK EACZONYCH

Wdrozenie metody do regularnej pracy laboratoryjnej powinno by¢ kolejnym
etapem w rozwoju dowolnego systemu, w tym techniki taczonej. Poprzez
opracowanie trzech systeméw w ramach podstawowych osiagnig¢ naukowych [31—
33], yerba mate (Ilex paraguariensis) zostata wybrana jako odpowiedni materiat do
wykonania cz¢éci aplikacyjnej z nastgpujacych powodow: (1) spozycie naparu
yerba mate na $wiecie wzrasta [44], (2) material byt z powodzeniem stosowany
w optymalizacji procedur analitycznych [45], (3) nie sg dostegpne dla tego materialu
wyniki analizy specjacyjnej. Uznano, ze bardziej praktyczne jest zademonstrowanie
dwdéch metod niz jednej, dlatego analize specjacyjng wykonano dwiema metodami
jednopierwiastkowymi [31-32] zamiast wielopierwiastkowej [33]. Zaproponowana
metodologia byta pierwsza analiza pierwiastkowa i specjacyjng yerba mate (Ilex
paraguariensis) 1 pierwszym zastosowaniem HPLC-HG-ICP OES, jak i HPLC-
ICP OES dla duzej serii probek. Zauwazajac ten potencjat, praca jest przedstawiona
w czwartym artykule naukowym wchodzacym w sktad rozprawy doktorskiej [46].

W ramach badan aplikacyjnych, wykonano analizy 58 probek yerba mate,
dostepnych na polskim rynku. Oprécz ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami,
zastosowano mokry rozktad probki kwasem azotowym wspomagany mikrofalami w
celu oznaczenia calkowitej zawartosci wybranych pierwiastkdw przy pomocy
ICP OES. Wykorzystujac metody opracowane w trakcie poprzednich badan [31,
32], oznaczono w nich rowniez arseniny, arseniany, DMA oraz zelazo dwu-
1 trojwartosciowe, jak rowniez catkowita zawarto$¢ tych i innych pierwiastkow za
pomoca ICP OES. Celem badan bylo oznaczenie form arsenu i zelaza w yerba mate
oraz proba identyfikacji i/lub klasyfikacji probek ze wzgledu na ich pochodzenia,
gatunek czy czystosc.

W przypadku yerba mate, formy nieorganiczne zelaza czy arsenu stanowily
zazwyczaj niewielki procent w stosunku do catkowitej zawartosci pierwiastkow.
Wigkszo$¢ zelaza i1 arsenu pozostata w potaczeniach organicznych (nazwang frakcja
nieekstrahowalng). Natomiast r6znicg¢ miedzy catkowitymi zawartosciami zelaza i
arsenu, a sumg zawarto§ci oznaczanych form w probkach ekstrahowanych,
okreslono mianem ,nierozpoznanej frakcji ekstrahowalnej”. Poza arsenem i
zelazem, oznaczono rowniez catkowite zawartosci 14 pierwiastkow zaréwno w
probkach zmineralizowanych jak réwniez wyekstrahowanych. Probowano
zidentyfikowa¢ yerba mate ze wzgledu na (a) kraj pochodzenia, (b) typ suszu oraz
(c) stosowanie dodatkow, stosujac m. in. analize gléwnych sktadowych (PCA).
Niestety, podobnie jak w przypadku analizy specjacyjnej, nie odwazono si¢ na
jednoznaczng klasyfikacje probek [46]. Niemniej, dzieki tej pracy udato si¢ zade-



UKLADY LACZONE OPARTE NA DETEKCIJI PRZY UZYCIU OPTYCZNEJ SPEKTROMETRII EMISYJNEJ 77

monstrowa¢ dziatanie dwoch z trzech uktadow taczonych na wybranym materiale.

UWAGI KONCOWE

Zastosowanie Wielokanatowego Systemu Wprowadzenie Probki jako tacznika
w uktadach taczonych umozliwito opracowanie trzech systemow z detekcja w
optycznej spektrometrii emisyjnej. W ten sposob, wypetniona zostala luka
pomigdzy popularnoscia i dostgpnoscia komory MSIS, a niewielka iloscig technik
laczonych ja wykorzystujacych. Dzigki zastosowaniu trzech trybow pracy komory
udato si¢ przygotowa¢ narzedzia z zakresu analizy specjacyjnej, gotowe do
rutynowej pracy.

W trakcie aplikacji wyzej wymienionych metod, poza oznaczanymi formami
Mn, Cu, Fe czy Zn, zaobserwowano rowniez inne, niezidentyfikowane formy tych
metali w réznych matrycach probek. To sugeruje zdolno$¢ uktadu taczonego do
rozdzielania innych form pierwiastkow w warunkach optymalnych dla rozdzielenia
zelaza dwu- 1 trojwartosciowego. Chociaz te formy nie zostaly jeszcze
zidentyfikowane, stanowi to intersujgca perspektywe i jest to istotny punkt
wyjsciowy w tworzeniu kolejnych aplikacji. Kazdy pierwiastek wykryty w
ogolnych warunkach opracowanych na potrzeby metody 2 HPLC-MSIS-ICP OES,
moze wymagaé nieznacznie innych warunkéw, aby uzyska¢ optymalna separacje
niezdefiniowanych form bez utraty parametréw pracy detektora. Dlatego tez
kluczowe bedzie opracowanie w przyszitosci nowych procedur przygotowania
probek, ktore beda dedykowane do analizy specjacyjne;j.
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