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ABSTRAKT

Arsen je toxicky prvek, ktery se vyskytuje v ruznych spéciich, jez maji odlisné
environmentélni a zdravotni dopady. Pfitomnost arsenu v zivotnim prostfedi, zejména
ve vod¢ a pade, predstavuje vazné riziko pro lidské zdravi. V ramci této bakalarské
prace byla optimalizovana doba a teplota extrakce arsenu a arsenovych spécii
ve vzorcich pudy a bioty. Za ucelem separace arsenovych spécii bylo pouzito
vysokoucinné kapalinové chromatografie a stanovenim obsahu arsenovych spécii
a celkového obsahu arsenu bylo vyuzito hmotnostniho spektrometru s trojitym
hmotnostnim analyzator S indukén€ vazanym plazmatem. Na zdkladé provedeného
experimentu byly optimalni podminky aplikovany na vzorky pidy a bioty
z parku Luzanky.

ABSTRACT

Arsenic is a toxic element that exists in various species, each having different
environmental and health impacts. The presence of arsenic in the environment,
especially in water and soil, poses a serious risk to human health. In this bachelor's
thesis, the time and temperature for the extraction of arsenic and arsenic species in soil
and biota samples were optimized. For the separation of arsenic species, high-
performance liquid chromatography was used, and the determination of arsenic
species content and total arsenic content was carried out using a triple quadrupole
mass spectrometer with inductively coupled plasma. Based on the conducted
experiment, the optimal conditions were applied to soil and biota samples from
LuZéanky Park.

KLICOVA SLOVA
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analyzator

KEYWORDS

Arsenic, toxicity, arsenic species, soil, biota, HPLC, ICP-QQQ-MS, triple quad
analysis



PAKOSTA, Lukas. Speciacni analyza arsenu v environmentdalnich vzorcich. Brno,
2024.  Dostupné  také  z: https://www.vut.cz/studenti/zav-prace/detail/148829.
Bakalaiska prace. Vysoké uéeni technické v Brné, Fakulta chemické, Ustav chemie a
technologie ochrany zivotniho prostfedi. Vedouci prace Michaela Vasinova Galiova.

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem bakaldiskou praci vypracovala samostatné a Ze vSechny pouzité
zdroje jsem spravné a Uplné citovala. Bakalatska prace je z hlediska obsahu majetkem
Fakulty chemické VUT v Brné¢ a mize byt vyuzita ke komerénim uceliim jen se
souhlasem vedouciho bakaléiské prace a d€ékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

Timto bych chtél podékovat své vedouci doc. Mgr. Michaele Vasinové Galiové, Ph.D.
za odborné vedeni, cenné rady, pfipominky, trpélivost, ochotu a vstiicnost. Téz bych
rad podékoval konzultantce Mgr. Romané Michalicové a Mgr. Jitce Hegrové, Ph.D. za
odborné rady v oblasti speciacni analyzy. Mé diky patii i za jejich trpélivost a pomoc
behem extrakce vzorkil a analyzy vzorkl v laboratofi. V neposledni fadé bych chtél
podékovat své rodiné za obrovskou podporu béhem celého studia.


https://www.vut.cz/studenti/zav-prace/detail/148829

OBSAH

1 VO ettt bbbt bbbttt 4
2 TEOTELICKA CAST...eiiieiiiieiiie ettt 5
2.1 ATSENL. i 5
211 Charakteristika arsenu ...........coccoivriiiniiienise e 6
2.1.2 Toxicita z pohledu hiStOrie ..o 9
2.1.3 TOXICHTA ..cvceeeee e 10
2.14 SPECIC ATSEIU ...ttt 10
2.15 Arsen v zivotnim prostredi .........coocveiveiiiiiiieisee 12
2.1.6 LEISIAtIVA ...c.vecvieceec e e 13

2.2 ANalytické MEtOAY.......ccverieiiiiiiieiiiie e 14
221 EXErakCe arSenU ........cocvrieiiiieiiicicise s 14
2.2.2 Separacni teChNIKY........cooiiiiiiiiiii 17
2.2.3 Detekeni teChniKy .....cvviiiiiiiiic 19

3 EXperimentalni CASt .......ccciiiiiiiiiiiiici e 27
3.1  Pouzité chemikalie a certifikované referencni materidly .............ccocervennenn. 27
3.2 PouZité pomuUCKY a PIISIIOJE ...cvvvviiiviiriiiiiieiic e 27
33 VZOTKY s 29
3.3.1 Prosévani @ mIeti ........cccooviiiiiiii i 30
3.3.2 Extrakce vzorki pro stanoveni arsenovych spécii a celkového arsenu 31
3.3.3 Ptiprava vzorkll na analyzu ..........cccoooeiiiiiiiiiici e 32

3.1  Pfiprava analytické¢ techniky na méfeni arsenovych spécii a celkového

ODSANU BISEINU ...ttt 32
3.11 Stanoveni celkového obsahu arsenu..........c.cccevviiienieniin i, 32
3.1.2 Separace a stanoveni arsenOVYCh SPECT ......uvvvvvviiiiiiiiiieiiiie e 34
3.1.3 Retencni Casy SPECIT ....vveviriiiiiiiiieieei s 34

4 VysledKy @ diSKUSE ...coiviiiiiiiieiie et 37

4.1  Optimalizace doby eXtrakCe .........ccccovviiiiiiic i 37
41.1 VZOTKY PUAY ..o 37
4.1.2 VZOPKY DIOLY ...t 38

4.2  Optimalizace teploty eXtrakCe .........ccoiiiiiiiiiei s 40
42.1 VZOTKY PUAY ..o 40
4.2.2 VZOTKY DIOTY ...t 41

4.3  VZOIKY Z LUZANEK........oiieiiieie ettt 43
4.3.1 VZOTKY PUAY ..ot 43



Y A< ST P SO U U TT PRSP 46
Seznam pouzitych zkratek a Symboll .......cccoovviiiiiiiiiiiii 47
BIDHOGrafi.......coveeieee 48



1 Uvod

Arsen je prvek, ktery je znamy svymi toxickymi 0éinky. Z pohledu legislativy je
potfeba predchdzet pfimému nebo nepfimému ubliZzeni na zdravi. Arsen byl zatfazen
Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny jako latka do skupiny A, u kterych byly
prokdzany karcinogenni Uc€inky na zakladé epidemiologickych studii u lidské
populace. Na koncentrace a obsahy arsenu jsou kladena vysoka kritéria, kterd musi byt
kontrolovana. Jeho toxicita je zavisla na spécii, ve které se vyskytuje. Anorganické
spécie jsou mnohokrat toxictéjsi nez spécie organické.

Za ucelem separace jednotlivych arsenovych spécii mlze byt vyuzita vysokoucinna
kapalinova chromatografie (High—performace liquid chromatography, HPLC). Na
stanoveni separovanych arsenovych spécii a celkového arsenu lze vyuzit hmotnostni
spektrometr s indukéné vazanym plazmatem a trojitym hmotnostnim analyzatorem
(Inductively Coupled Plasma-triple quadrupole-Mass Spectrometry, ICP-QQQ-MS).
Hmotnostni spektrometr je analytickd metoda, kterd maé v soucasnosti piedni
postaveni, jelikoz povoluje kvantitativni stanoveni prvka a jejich izotopt.

Cilem této bakalatfské prace bylo zpracovani literarni reSerSe tykajici se problematiky
arsenu, arsenovych spécii, extrakce arsenovych spécii a vyuziti HPLC a ICP-QQQ-MS
V této oblasti. Dale provedeni optimalizace doby a teploty extrakce pro arsenové
spécie a celkovy obsah arsenu ve vzorcich pudy a bioty. Stanoveni obsaht arsenovych
spécii bylo provedeno pomoci HPLC-ICP-QQQ-MS a stanoveni celkového obsahu
arsenu  pomoci ICP-QQQ-MS. Optimalni podminky extrakce byly nasledné
aplikovany na vzorky pudy a jehlici tisu (Taxus Baccata) z parku Luzanky.



2 Teoreticka ¢ast
2.1 Arsen

Arsen je polokovovy prvek, ktery se nachazi ve vesmiru pfirozené. Na Zemi
se vyskytuje ve vSech trech skupenstvich a vétSinove je obsazen Vv zemské kife.
Radi se santimonem, bismutem, dusikem a fosforem do VB skupiny periodické
tabulky prvkd. M4 pouze jediny stabilni izotop °As. Kromé tohoto izotopu ma arsen
i radioaktivni izotopy jako jsou napt. "*As, "’As. Jejich polo¢as rozpadu se pohybuje
fadové mezi hodinami az n€kolika dny, tudiZ jsou brany jako nestabilni izotopy. [1]
[2]

Alotropické modifikace jsou jednim z podstatnych faktort, ktery ndm napovida, v jaké
formé se bude arsen vyskytovat. Prvni a zaroven nejstabilné;si je stiibroseda forma (a-
forma, Obr. 1 a), ktera ma vysokou hustotu a kovovy lesk. Jeji atomy se k sobé vazou
kovalentni vazbou a tvofi nerovnomérné hexagonalni tvary. Tato forma je vyuzivana
jako piimés do olovnénych baterii, vyménika tepla nebo pii vyrobé bronzu. [3]

Druhou modifikaci je zluty arsen, ktery ma prostorovou strukturu. Ta je tvofena ¢tyfmi
atomy arsenu, které jsou uspofadany do pravidelného ctyfsténu (Obr. 1 b).
Na slune¢nim svétle neni stdla a rozpadd se na stabilngjsi a-formu. Diive byla
vyuzivana jako insekticid, fungicid a herbicid. [1] [3]

Posledni modifikaci je Cerny arsen s amorfni strukturou. V pfirod¢ se pfirozené
nevyskytuje a aktudlné nema v oblasti primyslu zadné vyuziti. Ve vyzkumu jsou
zkoumany jeji elektrické vlastnosti pro fotovoltaiku, protoze vykazuje vysokou
elektronovou a tepelnou vodivost. Jeji syntéza je ale velice narocnd s nizkym
vytézkem (Obr. 1 c)). [3] [4]
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Obr. 1: Alotropické modifikace arsenu



2.1.1 Charakteristika arsenu

Arsen ma hustotu 5,73 g/cm® a bod tani pfi teploté 817 °C. Ve sloudeninich se
vyskytuje v oxidaénich stavech jako arsenid (As?), arsenitan (As*®) a arseni¢nan
(As™). Jeho rozpustnost je vyssi ve vodé nez v organickych rozpoustédlech, piesto se
nejlépe rozpousti V koncentrované HNOs3 a lucavee kralovské. Pii reakci arsenu
s HNOz vznika H3AsOq [3] [5] [6]

Slouceniny nebo ryzi podobu je mozno nalézt ve vSech sférach Zemé. Jeho mobilita je
zajisténa diky atmosféie a hydrosféfe. Mezi zastupce ptirodnich zdroji jsou fazeny
lesni pozary, biologické, chemické a geologické procesy jako napt. sopecna Cinnost
a pudni eroze. [1] [7]

Litosféra ma znatelny obsah arsenu Vv hornindch a mineralech. Jeho celkové mnoZstvi
v zemské kiife se pohybuje okolo 4,01x10%° kg, coz z n&j dél4 47. nejvice vyskytovany
prvek. Ve svrchnich vrstvach je pramérny obsah 1,8 mg/kg, ale byl naméfen obsah
kolem 5,7 mg/kg. Arsen je podle mnoho publikaci soucasti 245 minerald,
pricemz Bowell et al. [8] se dopocitali az na 568 mineralti. TéZenym mineralem je
arsenopyrit (FeAsS) [9], ktery se vyskytuje v loziscich sulfidickych rud (Obr. 2).
Mezi dalsi velmi vyznamné téZené mineraly patfi enargit (CusAsSs) a orpiment
(As2S3). [10]

Obr. 2:Minerdl Arsenopyrit [4]

Horniny z geologického puvodu jsou déleny na magmatické, metamorfni
a sedimentarni. V horninach magmatického ptvodu byvé obsah vétSinoveé nizky
avrozsahu 0,5-5,8 mg/kg. Horniny typu metamorfniho maji obsah pod 5 mg/kg,
avsak u typu peletického muze obsah dosahovat az 18 mg/kg. [7]

Hodnota arsenu v atmosféfe je nestala, ptesto se jeho obsah pohybuje mezi 800—
1740 tunami. Arsen zlstava v atmosféte mezi 7 az 10 dny. Hlavnim médiem jeho
mobility jsou prachové c&astice. Typickym ptirodnim zdrojem je sopecna cinnost,
ktera je hlavnim faktorem uvolnéni arsenu do atmosféry ve formé HsAsOs. [11]

Tanda et. al. [12] pozorovali mnozstvi a kolisavost arsenu v atmosféie béhem riznych

roénich ~ obdobi. = Zaroven  porovnavali  vytéZnost  speciacni  analyzy
(MA+DMA+TMAO+ H3AsO4) v porovnani s celkovym arsenem (Obr. 3). [13]
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Obr. 3: Stanoveni celkové koncentrace arsenu (Sedé) a koncentrace spécii (bilé) arsenu ve
vzorcich PM10 7 mésta Graz [14]

Pro hydrosféru vykazuje arsen pozoruhodnou chemii, ktera zahrnuje mnoho riznych
typi reakci (oxidacné-redukéni, vyménné a adsorpéni). Ve vodnim prostiedi se arsen
muze nachazet v molekulach ve tfech oxida¢nich stavech (+5, +3, -3) nebo v jeho ryzi
formé. VSechny mozné anorganické molekuly jsou zobrazeny na Obr. 4 znamém jako
Eh-pH diagram. Tento Eh-pH diagram ma celkovou koncentraci arsenu v systému
107 mol/l, koncentraci siry 10 mol/l a je méfen pti 25 °C. Na 0se X jsou vyneseny
hodnoty pH na ose y hodnoty potenciala Eh.



Obr. 4: Eh-pH diagram pii 25 °C pri celkové koncentraci arsenu 10° mol/l a celkové
koncentraci siry 103 mol/l [25]

Slougeniny S rozpustnosti niz§i nez 10°° mol/l jsou v diagramu znazornény
Srafovanou oblasti. Mezi tyto slouceniny se fadi i mineraly jako orpiment (As2S3)
a realgar (AsS). Ryzi arsen je stabilni v celé skale pH, tudiz jeho stabilita se odviji od
hodnoty potencialu. U nizsich pH bude ryzi arsen stabilni okolo -0,1 V.

Jednim podstatnym zdrojem arsenu v hydrosféfe jsou tzv. geotermalni zdroje. Jednim
z ptikladil je geotermalni pramen v Mexiku, u kterého bylo stanoveno mnozstvi arsenu
na 73 600 pg/l. [7] [15]

Pro oceany je arsen 22. nejvice Cetny prvek. Jeho primérna koncentrace se pohybuje
okolo 1,5 pg/l. V Tichém a Atlantickém oceanu se pohybuje koncentrace v rozsahu 1—
1,8 pg/l. V jizni ¢asti Australie byla namétena hodnota i 3,1 pg/l. [16]

Arsen se diky atmosféfe, hydrosféfe a pedosféte dostava do biosféry. Pro rostliny
a zivocichy je toxickym prvkem. Do rostlin vstupuje pfedevsim Vv anorganické formé,
a to HzAsO3z nebo H3AsO4. H3AsOs jako analog fosforu pouziva stejné transportéry
pro ptekonani plazmatické membrany u kofenovych bunék. (Obr. 5) [17] [18]

Pfitomnost arsenu muze ovlivnit rast nebo produktivitu bunc¢k kvuli celé fadé
biochemickym ucinkem je produkce reaktivnich forem kysliku jako superoxidovy
radikal (O2), hydroxylovy radikal (OH’) nebo peroxid vodiku (H202). Zminéné formy
kysliku mohou zpiisobit poskozeni lipidl,, proteinli, sacharidi a DNA. Zaroven
je tvorba téchto radikald spojena s preménou z HzAsO4 na HzAsOs. [18] [19]
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Obr. 5: Vstrebavani, transport a detoxikace As v rostlindch [31]

2.1.2 Toxicita z pohledu historie

Vlastnosti a toxicita arsenu jsou znamymi uz od starovéku. Po mnoho staleti byla
vyuzivana slouCenina oxidu arsenit¢ého (As20z) trivialnim ndzvem tzv. arsenik.
Tato sloucenina se dodnes povazuje za nejslavnéjsi jed. [20] [21]

Prvni G¢inky byly zndamé uz ve staré Ciné a diky taZzenim Alexandra Velikého se tyto
znalosti dostaly do Evropy. Znalosti o jeho G¢inku byly vyuzivany pfti boji o0 moc nebo
odstranéni neptizpisobivych 0sob. Nejznaméjsi podavackou a znalkyni byla egyptska
kralovna Kleopatra, ktera byla schopna podat arsenik riiznymi zptsoby. [20] [21]

Pro travice byl sttedoveék nazyvan ,,Zlatym vékem®. V obdobi renesance byly jedy
hojné vyuzivany v Italii nebo Spanélsku. Jedy byly piidavany do krémd, korzetd, jidla
nebo i na mece ¢i kordy. [21] [22]

Do roku 1836 vsSak lidé nebyli schopni urcit, zda ¢lovék byl usmrcen otravou
arsenikem nebo ne. V této dobé chemik James Marsh piiSel s metodou pro uréeni
arsenu ve vzorku, ktera se nazyva Marshova zkouSka (Obr. 6). Pii této metodé se
vzorek smicha s kyselinou sirovou a zinkem (Rovnice 1). Smés je ptivedena Kk varu
a vznikajici pary arsanu (AsHs) vytvoii arsenové zrcatko (Cerny povlak na sklicku).
[20] [23]

As,05 + 6 Zn + 6 H,S04 — 2 AsHs + 6 ZnS0, + 3 H,0

Rovnice 1: Reakce oxidu arsenitého s kyselinou sirovou a zinkem (Marshova zkouska)



Obr. 6: Aparatura k provedeni Marshallové testu, pri nimz vznika arsenové zrcatko [24]

2.1.3 Toxicita

Arsen, diky svym toxickym a karcinogennim vlastnostem, byl zafazen Mezinarodni
agenturou pro vyzkum rakoviny (,International Agency for Research on Cancer*
zkracené IARC) jako latka skupiny A. U latek skupiny A byly prokazany karcinogenni
ucinky na zaklad¢ epidemiologickych studii u lidské populace. Do této skupiny se fadi
také napiiklad saze, dehet, nikl, chrom anebo radium. [1] [25] [26]

Toxicita arsenu je zavisla na jeho formé€, koncentraci a Casu. Mira jeji toxicity
se vyjadifuje pomoci tzv. ,smrtelné davky“ (LD — letal dose) nebo ,smrtelné
koncentrace (LC- letal concentration). Smrtelna koncentrace oxidu arsenitého
je 20 mg/kg lidského téla. Primérnému muzi (84 kg) by tedy stacilo pouze 1,680 g

vvvvvv
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sodny ato 7,6 mg/kg. Oproti tomu trimethylarsen oxid TMAO ma LD rovnou
8000 mg/kg. [1] [3] [27]

Clovék je pfirozené vystavovan uréité koncentraci arsenu denné. V antropogenng
nezatizené oblasti vdechne v rozmezi 20-200 ng/den, zatimco ve méstech bez
prumyslového zatizeni 400-600 ng/den. Arsen se také mnachazi V nizkych
koncentracich Vv potravinach jako je napt. ryze, moiské plody, maso nebo cerealie.
Maximalni koncentrace arsenu v pozitych potravinach by méla ¢init 9,9 pg/den pro
Cloveka ve véku od 25 do 30 let. [1] [25]

Samotné toxické UCinky arsenu na télo jsou takové, Ze se vaZe na hemoglobin,
plazmaticky protein a na leukocyty. Nasledn¢ je distribuovan do jater, ledvin, plic,
sleziny a stfev. Arsen zplsobuje mnohé problémy jako deaktivaci enzymu a pfi delsi
expozici muze vést az k rakoviné plic, kuze a jater. [1] [25] [26] [28] [28]

2.1.4 Spécie arsenu

Arsen, jako jeden z prvki, se mize vyskytovat v riznych spéciich. Jednotlivé spécie
se od sebe lisi fyzikalné-chemickym chovanim, toxicitou, biologickou dostupnosti
a biotransformaci. Na zaklad¢ toho, ze v pfirodnich systémech se vyskytuje vice nez
20 arsenovych spécii, je podstatna jejich identifikace a kvantifikace. Jejich stabilita
je zavisla na teploté, pH a dalsich faktorech. [1]

Arsenové spécie se mohou délit na anorganické a organické, pficemz anorganické jsou

vvvvvv
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je toxiCtéjsi nez kyselina arseni¢na (H3AsOs) a =zaroven Iépe vstiebatelna
do organismu. [29]. Pro organické formy je typické, Ze vznikaji biologickou katalyzou
Vv terestrickych nebo motskych organismech. Mechanismus methylace anorganickych
kyselin je popsan Challengerovych schématem (Obr. 7), kde na kyselinu arsenitou
je navazana methylova skupina a oxidovana na kyselinu monomethylarseni¢nou.
Ten je nasledné redukovan na kyselinu monomethylarsenitou. [30] [31] [32]

OH

|
OH—As—0OH

Kyselina arsenita

Kyselina

OH _AISV-C H3 monomethylarseni¢na
OH

"n Kyselina
OH_A'S—CH:; monomethylarsenita

G \
Oxidaéni methylace

CH3_AISV—C l-.'3 Kyselina

dimethylarseni¢na
OH

——

* Redukce

=~ n Kyselina
CH3—AIS —CHS dimethylarsenita

OH

Obr. 7: Challengerovo schéma oxidacni methylace a redukce arsenovych spécii [32]

Mezi dulezité spécie pro tuto bakalaiskou praci patii HszAsOs (dale As*™),
kyselinu monomethylarsenitou ~ (MMA),  kyselinu  dimethylarsenitou (DMA),
trimethylarsen oxid (TMAO) a HsAsO, (dale As™) (Obr. 8). Dilezité je zminit
arsenobetain (AsB), ktery byl identifikovan, a piedev§im nalezen v motskych
sedimentech a moiské bioté. Je vSak povazovan za relativné neskodny, protoze neni
lidskym organismem metabolizovan a je vylu¢ovan nezménény. [30] [31] [32]

HO on 0 CH
Sas” \ A H N o
As S
2\ HO——AS—OH HO—As——CHs HC—As—CHy /[
HO
OH HC
OH
CH; CHs CHs O\

Obr. 8: Arsenové spécie zleva: kyselina arsenita ddle jako As*® (HsAsOs3), kyselina arsenicna
dale jako As*® (HsAsQ.), kyselina monomethylarsenicna (MMA), kyselina dimethylarsenicna
(DMA), trimethylarsen oxid (TMAQ) a arsenobetain (AsB)
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2.1.5 Arsen vV Zivotnim prostiedi

Arsenové zdroje se déli na pfirodni a antropogenni (Obr. 9). Mezi antropogenni zdroje
je fazeno vyuziti pesticidi, taveni a t€zba kovi, spalovani fosilnich paliv a ochrana
dieva. [7]
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Obr. 9: Prirodni a antropogenni zdroje arsenu [7]

Jednim z antropogennich zdroju je spalovani uhli a jeho tézba. Uhli ma vysoky obsah
arsenu, ktery muze dosahovat az na 35 g/kg. [33] Fosilni paliva se vyuZivaji
v domacnostech a tepelnych elektrarnach. Pii jejich spalovani dochazi k vzniku
molekul As4Os, které se vyskytuji piedev§im v polétavém popilku. [11] [34]
RANFT et. al. [35] métili anorganicky a organicky arsen (As*3, As*™®, MMA, DMA)
Vv oblasti mésta Prievidza. V této oblasti se nachdzi tepelna elektrarna vyuzivajici uhli
jako zdroj energie. V dané oblasti byly odebirany vzorky pudy a moci obyvatel.
Oba typy vzorkli méli zvySeny obsah arsenu. Bylo ptihliZzeno i na vzdalenost odbéru
vzorku od elektrarny (do 5 km, 6-10 km, >10 km). Zde data naznacuji i klesajici
zavislost od zdroje znec€isténi. [7] [35]

Pro ovzdusi je hlavnim antropogennim zdrojem znecisténi arsenem taveni rud médi,
niklu, olova a zinku. Za rok se diky tomu uvolni az 62 000 tun ro¢n¢ do ovzdusi,
pii¢emz témét 80 % tvoii taveni médi. [1]

Jeden z antropogennich zdroju arsenu je i potravinaisky pramysl. Slou¢enina arsenu
roxarson je vyuzivana jako pfisada do krmiv u chovu kufat za cilem pfirastku
hmotnosti. Bohuzel dochdzi k =zvySeni obsahu arsenu v kufatech a v jejich
exkrementech. [7]
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2.1.6 Legislativa

Z pohledu legislativy je potiecba predchazet piimému nebo nepiimému ubliZzeni
na zdravi nebezpecnymi latkami. Latky jsou rozdéleny do rlznych kategorii
nebezpecnosti jako jsou mutageny zarode¢nych bunék, karcinogeny, latky toxické pro
reprodukci nebo latky senzibilizujici ktzi atd. Pro Ceskou republiku jsou latky
monitorovany Statnim zdravotnickym ustavem (SZU). [36]

O kontrolu arsenu v Ceské republice se stara Ministerstvo zdravotnictvi (potraviny),
Cesky hydrometeorologicky Gstav (monitoring ovzdusi), Statni zdravotni Gstav (voda)
a Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemé&délsky (pady). [36]

2.1.6.1 Kvalita ovzdusi
Pii méfeni ovzdusi jsou pozorovany bud’to molekuly specifické nebo podle velikosti.
Castice riiznych velikosti se usazuji v riiznych &astech dychaciho tstroji, kde mohou
zpusobovat rtizné zdravotni komplikace. Castice mensi jak 10 um (PM1o) jako spaliny
spalovacich procest, organické latky nebo slou€eniny tézkych kovi jsou schopné
se usadit v praduskach a zpusobit zdravotni komplikace. V celkovém obsahu PMjo
je imisni limit 40 pg/m? a pro arsen je 6 ng/m3. Ta je primérovana za 1 kalendaini rok.
PM25s nebo PM; jsou schopné se dostat pies plicni sklipky az do krevniho obéhu.

S 4

stanoven na 20 pg/m?®. [36] [37]

Tyto imisni limity jsou méfeny po celém tzemi Ceské republiky diky Ceskému
hydrometeorologickému astavu (CHMU), ktery naméfena data zpracovava a sdili
na svém webu (Obr. 10). [36]

Pole ro¢ni primérné koncentrace arsenu, 2021 Besky e

hydrometeorologicky
ustav

Karvina

koncentrace [ng-m™]

- <24 99,98 % 0 25 50 100 km —_— ag|omerace
2,5-3,6 0,02 % L 1 | | — zé6na
B 3.7-6.0 —
L obce nad 30 tis. obyvatel
|
>6,0

Obr. 10: Primérné znecisténi ovzdusi arsenem na vizemi Ceské republiky roku 2021 [38]
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2.1.6.2 Voda
Pii analyze délime vodu podle jeji jakosti neboli jaké spliiuje hygienické limity
sohledem na vyskyt kontaminantd. Kontaminanty se déli do né€kolika druht,
pii¢emz jejich zakladni rozdéleni je dle ukazateli na mikrobiologické a biologické
(Escherichia coli), fyzikalni (barva, zakal), chemické (tézké kovy) a organoleptické
(chut, pach). [39]

Arsen ma pro pitnou vodu nejvyssi mezni hodnotu (NMH), a to 10 pg/l. Pro pramenité
a kojenecké balené vody je NMH rovna 5 pg/l. V Spojenych statech americkych
je NMH 10 ng/l. Pti stanoveni koncentrace v podzemnich vodach je dulezité piihlizet
na geologické podlozi. Koncentrace arsenu ve vodé bude zavisla na loziscich rtiznych
mineralti, které mohou navySovat nase pfirozené pozadi. Hodnota indikatoru
zneCisténi je vsak 45 ng/l. [39]

2.1.6.3 Pida
Koncentrace arsenu zavisi na podlozi pudy, cirkulaci vody vpidé a taktéz
na ekosystému, ve kterém se nachazi. Pokud jsou tyto podminky brany v potaz, mohou
byt stanoveny preventivni limity v zemédélské padé. Indikac¢ni hodnota po extrakci
lu¢avkou kralovskou (smés HCIl: HNO3 v poméru 3:1) je 40 mg/kg suSiny a pro
dusi¢nan amonny (NH4NO3) je 1 mg/kg susiny. [40]

2.1.6.4 Potraviny
Potraviny prochazi kontrolou, aby nedochazelo i bez Upravy k ubliZzeni na zdravi.
Pro staty z Evropské unie jsou stanoveny nejvyssi mozné hodnoty Evropskym tradem
pro bezpec¢nost obyvatel. [41]. [42]

Arsen se Vv potravinach mtuze kumulovat. Typické potraviny, ve kterych se kumuluje,
jsou moiské plody a ryze. Pro ryzi je povolend mez stanovena na 0,2 mg/kg a u kavy
1 mg/kg. Moftské ryby maji nejvyssi stanovenou mez na 5 mg/kg a sladkovodni
na 1 mg/kg. Nejvyssi narok je na mléko, které ma NMH rovnou 0,05 mg/kg. [41] [43]

2.2 Analytické metody

Vsechny zminéné mezni hodnoty arsenu musi byt monitorovany a kontrolovany,
aby nedoslo k jejich ptekro¢eni. Toho se docili riznymi metodami, které jsou schopné
stanovit celkové mnozstvi arsenu nebo pouze jeho spécie. K tomu se vyuzivaji rizné
separacni techniky ve spojeni s vhodnymi detekénimi technikami. [44]

2.2.1 Extrakce arsenu

Prvni a zaroven nejcitlivéjsi krok v analyze je extrakce analytu z matrice. Pti speciacni
analyze se musi zamezit pfeménam spécii jako oxidace, redukce nebo mozna
degradace. Podminky maximaln¢ 0¢inné extrakce jsou zavislé na specialnich
postupech pro danou matrici. Matrice mtizeme rozdé€lit na biotické (listy, jehli¢i),
abiotické (ptida, mineraly, ovzdusi) a vzorky vody (Obr. 11). [44]
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Obr. 11: Schéma postupii pro speciacni analyzu v riiznych matricich [44]

2.2.1.1 Biotické matrice
Pro arsen se jedna se o matrice riznych biologickych typt jako jsou tkang, krev, moc,
jehli¢i, listi atd. Dale se déli na spécie na rozpustné ve vod¢ a v tucich. [44]

Spécie rozpustné ve vodé

Mezi spécie rozpustné ve vodé se fadi anorganické kyseliny HaAsO3z a H3AsOs a jejich
soli. Pro jejich samotnou extrakci se da vyuzit nékolika procest. Nej¢astéji vyuzivané
jsou vsak tfepani, ultrazvuk nebo jejich kombinace. Taktéz muze byt vyuzito
konvekéniho ohfevu. Konvekéni ohiev poskytuje vysokou ucinnost extrakce pro rtizné
typy vzorku (fasy, ryby, korysi, terestrické rostliny). [44] [45]

Nejvice vyuzivana extrakéni cCinidla jsou voda a methanol. Ty byly testovany
v riznych pomeérech a Vv zavislosti na povaze matrice. Mezi vyhody extrakce
methanolem se fadi dobra odpafitelnost a schopnost extrahovat i slouceniny
neobsahujici arsen. Naopak nevyhodou je slaba rozpustitelnost anorganického arsenu
v methanolu, a proto je vyuzivan ziidka samostatné. Oproti tomu voda je schopna
extrahovat velké mnozstvi arsenovych spécii, které jsou polarni a ve vodé rozpustné.
Voda je tedy velmi ucinna pro tento typ spécii. Také mohou byt pouzity jiné extrakéni
roztoky jako anorganické kyseliny, a to predevsim HaPOs a HNOz. [44]

ORANI et.al. [46] optimalizovali extrakci pomoci H3POs v rozmezi 0,1-1 mol/l,
pficemz K porovnani slouzila extrakce voda/methanol (pomér 9:1). Extrakce probihaly
na motskych houbach ze Stredozemniho mote, pficemz bylo zjisténo, ze kyselina
fosfore¢na méla Gc¢innost 81 % a voda s methanolem méla ucinnost 86 %. 1 mol/I
H3POs ma vSak vyssi relativni smérodatnou odchylku oproti voda/methanol
atoo 11 %. [44] [46]

Whaley-Martin et. al. [47] a jeho tym zkoumali extrakci, ktera byla vicestupnova.
V prvnim kroku bylo pfidano extrakéni ¢inidlo a to bud® 9:1 MeOH/H20,
1:1 MeOH/H20 nebo H20. Vzorky s extrakénim ¢inidlem byly centrifugovany tiikrat
po dobu 30 minut na 3000 rpm. Poté byl odpafen methanol pii teplot¢ 60 °C
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a vysokém tlaku, ktera byl na zac¢atku 200 MPa a na konci 100 MPa. Sediment byl
rozloZzen ve vodg, které je lepsi médium pro instrumentalni analyzu. Diky tomu doslo
ke snizeni detek¢énich limitt. [47]

Spécie rozpustné v tucich
sloucenin. Zakladni izolace spécii je pomoci rozdilnych pH rozpoustédla nebo také
extrakce pevnou fazi pfi neutralnich nebo kyselych podminkach. [48]

Vzhledem k povaze spécii je vyuzivano organickych rozpoustédel jako je hexan,
heptan, smés dichlormethanu s methanolem a mnoho dalSich. Volba optimalniho
rozpouitédla je zavisla na jeho polarité. Casto nasleduje odpafeni extrakéniho
rozpoustédla za ucelem dosazeni vhodného média pro instrumentalni analyzu. [48]

Garcia-Salgado et al. [49] Klasifikovano az 11 riznych arsenolipidii ve vzorcich fas.
Extrakce byla provedena za stalého tiepani extrakéni smési chloroformu s methanolem
(pomér 2:1). Nasledné byl extrakt promyt NaHCO3 (1 % hm.) za ucelem odstranéni
arsenovych sloucenin rozpustnych ve vod€. Po tomto kroku byl vzorek odpaten
a znovu rozpustén v 1 ml smési chloroformu s methanolem (pomér 1:1). Cisténi smési
bylo provedeno pomoci silikagelu za pouziti methanolu, ktery obsahoval
1 % amoniaku. [44] [49].

2.2.1.2 Abiotické sloZky
Jednd se o slozky, které jsou neZivou slozkou v ekosystémech jako jsou minerdly,
horniny, ptada, voda a atmosféra. [42]

Extrakce té€chto slozek vétSinou probiha pomoci tfepani, ultrazvuku nebo
mikrovinného ohfevu. Také se zde vyuzivaji kombinace téchto metod. Nejvice
vyuzivand je extrakce pomoci mikrovinného ohfevu nebo tiepani. Pro abiotické slozky
nebyva uplatnén ultrazvuk. U pevnych latek je problémem extrakéni ¢inidlo.
Anorganické a organické kyseliny zde zlepsuji efektivitu extrakce. Nejcastéji
pouzivané kyseliny jsou HsPOs, HNOz a HCI. Také jsou aplikovany organické
kyseliny jako kyselina askorbova (0,1-1 mol/l). [42]

Yin et. al. [50] sledovali PM_s a jejich extrakci provedli pomoci 10 ml HNOs3, ve které
byly filtry nechany pfes noc. Vzorky byly poté ohfivany topnou deskou na teplotu
v rozmezi 160-180 °C po dobu 2 hodin. Tento krok byl zopakovan nejdiive s 10 ml
koncentrované HCI a poté s 5 ml HCI. Tento krok byl proveden z divodu odstranéni
zbytktt HNOs. Nasledné byl ohiev proveden v 15ml smési 1:1 voda/ HCI. Zbytek byl
centrifugovan 3 minuty na 5000 rpm. Srazenina byla nékolikrat promyta horkou
deionizovanou vodou K zajisténi kvantitativniho pfenosu vzorku ze zkumavky. Vzorek
byl dolit miliQ vodou na 50 ml. Znamé objemy roztokt byly zahtivany na 75 °C po
dobu 45 minut s 10 ml 25 % roztoku Kl a 15 ml roztoku 25 % kyseliny askorbové,
ktera byla pfidana kvili pfeméné As™ na As™. Kone¢ny roztok byl ziedén miliQ
vodou na 50 ml. Stanoveni arsenu bylo pomoci metody t€kavych hydrida. [51].

Vzorky vody
Analyticka speciace arsenu ve vzorcich vody nevyzaduje naro¢né piipravy. VEtsinou
se vzorky pouze prefiltruji pres 0,45 um nebo 0,2 pm filtry. Tento krok slouZzi
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K odstranéni suspendovanych c¢astic. Také muze byt vyuzito okyseleni vzorku pred
analyzou. [44]

Huang et al. [52] zkoumali rozdil v prekoncentra¢nim procesu destovych, ptudnich
afti¢nich vod. Prekoncentracni krok byl proveden budto vypafenim extrakéniho
¢inidla béhem proplachovanim dusikem nebo zmrazenim na teplotu -40 °C
a naslednou lyofilizaci zkoncentrovan na 1 ml. Pfi pouziti lyofilizace byla vytéznost
vyrazné niz§i a dochazelo ke zméné sloucenin. Pfi proplachovanim dusikem byla
hlidana teplota vzorku na 60 °C, diky ¢emuz byla vys$si vytéznost u vzorku
methanol/voda (pomér 9:1) oproti samotnym vodnym roztokiim. Rozdil vytéZnosti
se pohyboval okolo 20 %. Taktéz byla kontrolovana a ménéna teplota ve vodni lazni
ato na 25, 30 a 40 °C. Bylo dokazano, ze nizsi teplota mize minimalizovat riziko
degradace nebo transformace organickych molekul a prechod As*™ na As*.

2.2.2 Separacni techniky

Dals$im podstatnym krokem pii speciani analyze je vyuziti sprdvné separacni
techniky. Separa¢ni techniky jsou takové, které jsou schopny separovat od sebe
jednotlivé spécie. Nejvice vyuzivané techniky jsou chromatografické separace, mezi
kterymi je nejvice vyuzivana vysokoucinna kapalina chromatografie (HPLC) diky své
kompatibilit¢ a u¢innosti. DalSimi vyuzivanymi separa¢nimi technikami jsou plynova
chromatografie (GC) a kapilarni elektroforéza (CE). [53]

2.2.2.1 Plynovd chromatografie
V plynové chromatografii jsou slozky vzorku separovany na zakladé distribuce mezi
plynnou mobilni fazi a kapalnou nebo pevnou staciondrni fazi. Vzorek je nejdiive
odpafen a nasledn¢ davkovan na kolonu. Eluce je provedena tokem inertni plynné
mobilni faze kolonou. U této chromatografické metody mobilni faze nereaguje
s analytem a jeji funkci je pouze unaseni molekul. [53] [54]

Tato chromaticka metoda byla vyuzita Janine et al. [55], ktefi méfili arsenové spécie
v rybach (DMA, MMA, As*3, As™). Jako detektor byl vyuzit hmotnostni spektrometr.
Derivatiza¢ni postup, ktery prob¢hl pfed samotnou analyzou, zacal okyselenim vzorku
na pH 2 a naslednym piidanim ethylthioglykolat (TGE). Nadoby byly tiepany nejméné
dvé minuty. Nasledné bylo pfidano 10 ml roztoku hexachlorbenzenu v cyklohexanu.
Po dalSich dvou minutach tfepani doSlo k pfidani 1 ml organické reakéni smési
a nasledné probéhla analyza pomoci GC-MS. Vyuzitim TGE méla metoda nejvetsi
vytéznost rozmezi 60-130 %. [53]

2.2.2.2 Kapilarni elektroforéza
Kapilarni elektroforéza je typ separace, ktera vyuziva schopnosti nabitych ¢astic
pohybovat se v elektrickém poli. Separace je provadéna pomoci kapilary, kterou
protéka vysoky stejnosmérny elektricky proud, diky kterému dochazi k mobilité
spécii. Metoda je tedy zavisla na spécii analytu s elektromagnetickym polem kapilary.
Vyhody metody jsou nizké naklady, Setrnost K zivotnimu prostfedi, rychla analyza,
jednoducha uprava vzorku a nizka spotieba vzorku. [53]

Pii analyze spécii prvku se setkdva metoda s dvéma problémy. Prvnim je morfologie
prvku, kterd zhorSuje citlivost detekéniho zafizeni a nemusi vyhovovat analyze.
Druhym problémem miiZze byt matrice, kterd znemozni piimou analyzu diky své
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struktufe. Je tedy mozné, Ze matrice mohou nevratné adsorbovat na kapilafe, co ma za
nasledek zménu jejich vlastnosti. Tyto problémy se daji vyfesit predapravou vzorku,

e

Van Holderbeke etal. [56] testovali spojeni CE s UV detektorem a také
s hmotnostnim spektrometrem. Kapilarni elektroforéza byla schopna separovat Sest
spécii arsenu (As*™®, MMA, DMA, As* AsB a arsenocholin). Pii vyuziti
hmotnostniho spektrometru bylo mozné stanoveni koncentrace v rozsahu 1-2 pg/I.

2.2.2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina, do které je davkovan kapalny
vzorek. Staciondrni fazi je pevna latka s malymi cCasticemi. Separace se muze
aplikovat na nejriiznéjsi anorganické, organické i biologické materialy. Pfistroje pro
HPLC jsou vybavené zasobniky mobilni faze. Na za¢atku systému jsou soucastky jako
vstupni filtr a vakuovy odplynova¢ na odstranéni rozpusténych plyntt a prachu
z kapalin. Za cerpadlem kapalina protéka pres soucastku na tlumeni pulzi,
aby kapalina protékala rovnomérné. Poté kapalina prochazi pies proplachovaci ventil,
regulator zpétného tlaku, pfevodnik na pozadovany tlak. Mobilni faze se
v davkovacim ventilu smisi se vzorkem a pokracuji dal v systému na kolonu
a nasledn¢ na detektor. (Obr. 12) [54]

Vakuovy odplynovaé

) ] /f f Vystupni zpétny ventil

\
I 11 | ¥ 1 [ )

Tlumi¢ pulst

" =4 Vstupni
J zpétny ventil
Zasobniky / Proplachovaci

rozpoustédel Vstupni filtr ventil

SméSovaci ventil

Cerpadlo Odpad

K detektoru we ra— —_—
Kolona I '

Regulator Filtr
zpétného tlaku

Prevodnik
tlaku

Davkovaci ventil

Obr. 12: Diagram zdkladnich casti HPLC [54]

Pro HPLC jsou dva typy cCerpadel, a to linedrni a reciproCni. Linedrni Cerpadla
poskytuji bezpulzni tok, ktery je snadné kontrolovat. Jejich nevyhodou je malé
kapacita a slozitd vymeéna rozpoustédla. Recipro¢ni ¢erpadla obsahuji maly pist v malé
valcové komote, do které je nasavana a nasledné vytlacovana kapalina. Pohyb pistu
vytvaii pulzy, které musi byt tlumeny, jinak se by projevily na chromatogramu
vV mnozstvi Sumu. V modernich pfistrojich je vyuZzito dudlnich hlav nebo eliptickych
vacki, které pulzy minimalizuji. Jejich vyhodou je maly vnitini objem (35-150 pl)
a vysoky vstupni tlak (70 MPa). Pro davkovani vzorku do systému je vyuzivano
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davkovacich smycek. Davkovaci smycky jsou schopné davkovat vzorek od 1-100 pl.
Reprodukovatelnost objemu nastiikti s davkovaci smyckou jsou desetiny procent.
Mnoho HPLC pfistroji  vyuziva autosamplery s automatickym davkovacem,
diky kterym mohou nasttikovat rizny objemy vzorku z vialek. [54]

Jednou z casti HPLC je i pfedkolona, ktera ma za ukol ochranit napln analytické
kolony. Umist'uje se mezi davkovaci zafizeni a analytickou kolonou. Stacionarni faze
je stejna jako u analytické kolony. Jejim ucelem je zabranit necistotam, aby vstoupily
do analytické kolony a kontaminovaly ji. Pravidelnd vyména piedkolony poméha
k prodlouzeni zivotnosti analytické kolony. [54]

Kolony pro HPLC jsou zpravidla vyrobeny z nerezové oceli, trubice ze skla nebo
Z plastl. VétSina kolon ma délku v rozmezi 5 az 25 cm a vnitini pramér od 3—5 mm.
Castice napIng jsou velké 3 um nebo 5 um. VyuZiva se dvou typtl naplng, a to
pelikuldrni nebo porézni Castice. Pelikularni ¢éstice jsou sférické neporézni ze skla
nebo polymeru s typickym primérem 30-40 pum. Pelikularni ¢astice byly vytlaceny
¢asticemi poréznimi, které maji velikost 3—10 pm, kdy materidlem nejcastéji byva
silikagel. Castice mohou byt téZ tvofeny z alumina. Nejastéji vyuzivany silikagel je
Casto pokryt tenkym organickym filmem, ktery je chemicky nebo fyzikalné navazan
na povrch ¢astic. [54]

Pro analyzu spécii arsenu jsou nejuzivanéj$i analytické kolony: PRP-X100
(stacionarni fazi je sorp¢ni polystyren divinylbenzen/chlorid trimethylamonny)
vyuZivana pfi iontové-vyménné chromatografii (IEC), Zorbax 300-SCX (stacionéarni
kyselina sulfonova vézana na silikagel) vyuzivana na kation-vyménnou
chromatografii, Dionex lonPac AS16 IC (stacionarni fazi je ethylvinyl benzen
a divinyl benzen) vyuZzivana pro iontové-vyménnou chromatografii. [54]

Mody HPLC jsou casto klasifikovany pomoci stacionarni faze nebo mechanismu,
ktery vyuzivaji na separaci. Podle téchto kritérii muzeme HPLC rozd¢lit
na: rozdélovaci, adsorp¢ni, iontové vymeénou (IEC), vylucovaci (SEC), afinitni
a chiralni chromatografii. [54]

IEC funguje na principu rozdilné vyménné adsorpci analytu s funkéni skupinou
stacionarni faze. V zavislosti na naboji Castice analytu se de¢li chromatografie na
aniont-vymeénnou (zaporné Castice) nebo kationt-vyménnou (kladné castice). Aniont-
vyménnou chromatografii s vyuzitim kolony PRP-X100 a mobilni fazi NHsH2PO4 (pH
6) mohou byt od sebe dobfe separoviny As*, As'®, MMA a DMA a TMAO
z biotickych matric. Téz muze byt pouzitd mobilni faze NH4CO4 (pH 9,3). [53]

MORIARTY et. al. [57] vyuzili kolonu Hamilton PRP-X100, kdy vzorkem byly rtizné
druhy hmyzu, vzorky pudy a rostlin. Vzorky byly extrahovany pomoci 70 % HNO:s.
Mobilni fazi byl pyridin 20 mmol/dm® (pH 6), pfi¢emz bylo mozné analyzovat
6 riiznych spécii a As*™, As*>, MMA, DMA, TMAOQ a AsB. [53]

2.2.3 Detekéni techniky

Detekéni techniky jsou pouzivané pro kvalifikaci a kvantifikaci analytu. Naroky na
metodu jsou, aby méla nizké meze detekce a zaroven vysokou citlivost viuc¢i analytu.
Mezi detekéni techniky vyuzivané pro speciacni analyzu arsenu jsou atomova
absorpéni spektrometrie (AAS), atomova emisni spektrometrie S indukéné vazanym
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plazmatem (ICP-AES), hmotnosti spektrometr s indukéné vazanym plazmatem (ICP-
MS). [54]

2.2.3.1 Atomova absorpcni spektrometrie

Atomova absorpéni spektrometrie vyuziva jako méfitelnou vlastnost absorpci prvku,
ktery pohlcuje zatené elektrony. Ubytek primarniho zafeni je dan koncentraci prvku.
Zéakladnimi ¢astmi pro AAS jsou zdroj zafeni, atomizator, monochromator a detektor.
Jako zdroje zafeni jsou vyuzivané vybojky s dutou katodou, diky kterym muze byt
meéfeno vice jak 60 prvku. Nejcastéji v AAS je jako atomizator vyuzivan laminarni
pifedmichany plamen, ktery dosahuje 3000 K. Pii této teploté se vétSina prvkia nachazi
v zékladnim energetickém stavu. Za plamenem se nachazi monochromator, ktery byva
vyuzit Kizolaci vhodné vlnové délky zafeni. Zvolena vlnova délka pokracuje
do detektoru, kterym miiZze byt napi. fotonasobic¢ s fotokatodou. [54]

Pozornost si zasluhuje také technika generovéani tékavych spécii do plazmového
vyboje. Tato metoda slouzi pro stanoveni prvka 14.—16. skupiny periodické soustavy
po jejich pfeméné na tékavé hydridy. [54] [58]

Pro méfeni arsenu je atomova spektrometrie spojena metodou generovani hydridu,
kdy analyt reaguje s NABHa. Generovani hydridi bylo vyuzito i v ¢lanku [59], kde
byla vyuzita atomova absorpéni spekrometrie S kontinudlnim generovanim hydrida
s vysokym rozliSenim (HR-CS-HG-AAS). Tato metoda nabizi az vytéznost 98 %
a stanovuje koncentrace pg/l. Také je mozna speciacni analyzu. [60]

2.2.3.2 Atomova emisni spektrometrie s indukcéné vazanym plazmatem
Atomova emisni spektrometriec s indukéné vazanym plazmatem (ICP-AES)
je zalozena na vlastnosti emise excitovanych atomu a iontd. Zafeni vznika jejich
zafivou deexcitaci. Emisni spektrum je Carového charakteru a jsou zaznamenany
spektralni ¢ary, které odpovidaji jednotlivym piechodtim. Zakladni soucastky pro AES
jsou budici zdroj ICP, disperzni zatizeni a detektor. Metoda je schopna zméfit az 70
prvki a stanovit mnozstvi v rozsahu mg /l-ug/ . [54]

Vzorek je vnaSen do plazmatu ve form¢ aerosolu nebo par pomoci proudu argonu
0 pratoku 1 1/min stfedovou trubici (centralni kandlek). Vzorek muize byt vnasen ve
vSech tfech skupenstvich. Pro kapaliny je vyuzivano zmlZovace, ktery funguje na
principu Venturiho efektu. Vysledny aerosol vznikd strhavanim kapaliny z konce
kapilar. NejrozsifenéjSim typem zmlZzovace je tzv. koncentricky zmlzovac. Pfikladem
muze byt zmlzova¢ Meinhardova typu (Obr. 13). Dal§im b&zné pouzivanym typem je
pravouhly zmlzovac, ve kterém je vzorek vici argonu privadén v thlu 90° a jeho
piivod je Casto zajiStovan peristaltickym cerpadlem. Aerosol je unaSen do mlzné
komory, kde se odstrani Castice o velikosti nékolika mikrometrii, které by mohly
zpusobit interference. Nejvyuzivanéjsi komora je dle Scotta, odkud ¢astice pokracuji
do plazmatu. [54]
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Obr. 13: Meinhardiiv koncentricky zmlZovac [61]
Indukéné vazané plazma

Plazma je Caste¢n¢ ionizovany plyn schopny vést elektricky proud diky vyznamné
koncentraci ionizovanych atomii plynu a elektroni. Typické plazma ma velmi
intenzivné bilé zarivé neprithledné jadro, za kterym se nachazi chvost pripominajici
plamen. Nejcastéji je vyuzivano argonového plazma, ve kterém jsou vodivymi
Casticemi kladn¢ nabité ionty argonu a elektrony. Po vzniku dostatku kationtd argonu
se stabilizuje plazma na urcité teploté, ktera mize dosahovat az 10 000 K, tedy teploty
tiikrat vysSsi nez s plamenovym atomizatorem. [54] [62]

Plazmova hlavice pro atomizaci a ionizaci vzorku je sestavena ze tii koncentrickych
kfemennych trubic, ve kterych proudi argon pritokem od 11-17 litrGi za minutu,
2,5cm (Obr. 14). Na vrcholu této trubice je ovinuto nékolik zavitt chlazené civky,
kterou je pfivadén stfidavy proud z vysokofrekvencniho generatoru o frekvenci
27,012 nebo 40,68 MHz a vykonem 0,5-2 kW. Proud v civce indukuje proménné
magnetické pole, které dodava energii pro udrzeni plazmového vyboje. Na zacatku
Tesllv transformator iniciuje jiskrovym vybojem ionizaci ICP. Vzniklé nabité ¢astice
vV proudicim argonu se pohybuji uvnitt civky Vv uzavienych kruhovych drahéch.
Odpor ionti a elektronti vii¢i pohybu naboje zpisobuje ohmicky ohiev plazmatu na
vysokou teplotu. [54] [62]
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Obr. 14: Indukcné vizany plazmovy vyboj [63]

Plazma dosahuje takové teploty, Ze by se kiemenna trubice pii kontaktu roztavila,
a proto musi byt plazma od kifemenné trubice izolovano. lzolace je dosazeno diky
proudu argonu ve vngjsi trubici. Velky pritok argonu tedy nejen chladi kifemenné
trubice, ale zaroven stabilizuje radialni polohu plazmového vyboje a brani kontaktu
s trubici. [54] [62]

Topografie vyboje ICP se rozliSuje na dvé zasadni odlisné oblasti, a to na indukéni
zonu a analyticky kanal (Obr. 15). V induk¢éni zon€ dochazi k prenosu energie
elektromagnetického pole civky do plazmatu. V analytickém kandle je soustfedén
vzorek transportovany nosny plynem. Analyticky kanal se d¢li podle prostorového
rozdéleni intenzity emise Car na predehiivaci zénu, pocatecni zatfivou zonu,
analytickou zonu a chvost vyboje. V analytické zo6né dochazi k excitaci iontd,
kde zaroven excitacni teplota nabyva maximalnich hodnot. Energetické podminky
v analytické zoné jsou dostatecné na disociaci stabilnich sloucenin, ¢imZ jsou
potlaceny chemické interference. [62]
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Obr. 15: Zény analytického kandlu ICP

Emisni spektra Vvradidlni geometrii jsou meéfena Vnormélni analytické zoné,
kde teploty dosahuji 5000-6000 K. V této zoné sestava pozadi piedevsim z Car Ar,
emisnich past OH a dalSich molekulovych past dle slozeni plazmového plynu,
okolniho prostfedi a zmlzovanych roztokl. V této zén¢€ emituji ionty nékterych prvka
(napt. Ca*, Cd", Cr", Mn"). Ve chvostu teplota klesd na 3000 K, kde byvaji
stanovovany snadno excitovatelné prvky, napf. alkalické kovy. [54]

Poté, co vzorek piejde pies atomizator, je detekovana emise axialné nebo radialné.
Radialni geometrie odpovida pozorovani z 90° kose vyboje, zatimco v axialni
geometrii je vyboj pozorovan piim¢. Axialni geometric se vyuziva spise
V hmotnostnich spektrometrech, avSak se rozSifuje 1 v spektrometrii emisni.
Zatimco axialni geometrie umoznuje dosdhnout niz§itho bodu detekce, radidlni
geometrie nabizi lepsi stabilitu signalu a preciznost. [54]

Emitované vlnové délky jsou vybrany pomoci monochromatoru nebo polychrométoru.
Zateni na vystupu je prevedeno na elektricky signal jednim nebo vice prevodniky
anebo soustavou detektoril (napt. plosny polovodi¢ovy detektor). Vysledné elektrické
signaly jsou vyhodnoceny pocitacem. [54]

Fernadez et.al. [64] byli schopni zlepsit detek¢ni limity, selektivitu a piesnost pro ICP-
AES pomoci bromid didodecyldimethylamonného. Ta pomohla pii vzniku hydridové
formy AsHs.Technika generovani hydridi napomaha rychlému a piesnému stanoveni
arsenu. Pro specia¢ni analyzu byva vyuzito micelarni chromatografie.

2.2.3.3 Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS)
Hmotnostni spektrometrie je vykonna a vSestranna analytickd metoda, kterd je
schopna multielementarni analyzy S extrémné vysokou citlivosti a Sirokym linedrnim
dynamickym rozsahem. Je schopna kvantifikovat t¢émét 70 prvku a diky ICP stanovit
vzorky ve vsech skupenstvich. Jeji detekéni limity jsou pro kapaliny v rozmezi pg/l-
ng/l. [58]
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V hmotnosti spektrometrii vstupuji vzorky do evakuovanych c¢asti hmotnostniho
spektrometru davkovacim systémem (Obr. 16). Uelem davkovacich systéma je
davkovat malé mnozstvi vzorku do ICP, kde je vzorek ionizovan. Vzniklé ionty
prochazi ptes konusy, kde se po prichodu dostavaji do vakua o tlaku 10 Pa.
Dtuvodem je omezeni mnozstvi srazen v hmotnostnim analyzatoru. Vakuum je
vytvoteno olejovou vyvévou a turbomolekularnim pumpou. Po vstupu do vakua ionty
sméiuji k iontové optice, ktera vytvaii kolinedrni proud iontii, ze kterého jsou
separovany fotony, elektroneutralni Castice a cast iontl, které by mohly zvySovat
pozadi detektoru. Kolinearni proud ionti pokracuje do analyzatoru, ve kterém se
rozdéli jednotlivé ionty podle jejich poméru hmotnosti a naboji neboli m/z.
lonty o uré¢ité m/z dopadaji az na detektor. [54] [58]
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Obr. 16: Blokové schéma ICP-MS [65]
Zpusoby vnaseni vzorki do ICP-MS

Nejrozsitenéjsi technikou je vnaseni kapalnych vzorkt, zpravidla vodnych roztok,
prostiednictvim zmlzeni vzorku. Vnéseni pevného vzorku je mozné vyuzitim vhodné
techniky pro tvorbu suchého aerosolu vzorku (laserova ablace). Plynné vzorky lze
zavézt ptimo do plazmového vyboje pomoci nosného plynu. [54] [58]

Jednou z metod je princip techniky generovani tékavych hydridi vyuziva tvorby
t&kavych slouenin a jejich vedeni ve formé plynné faze. Cinidlem byva NaBHa
a redukce probiha v kyselém prostiedi, a to nejcastéji v HCI. Diky této metod¢ odpada
vyuziti zmlzovace. Metoda nabizi zvySenou citlivost. [54] [58]

Jednou z vyhod metody je zvyseni citlivosti. Zvyseni citlivosti je zavislé na piestupu
tékavych latek do plynné faze. Pokud piesun probihda dostatecné rychle
a kvantitativn¢, zvySuje se jeho ucinnost ionizace témét na 100 %. [54] [58]

Po vneseni vzorku pokracuje dal v systému, do indukéné vazaného plazmatu. Ten je
popsan v kapitole ICP-AES. Ionizované vzorky prochazi pies konusy a iontovou
optiku na hmotnostni analyzatory. [54]

Hmotnosti analyzatory
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Idealni analyzator by mél byt schopny rozlisit velmi malé rozdily hmotnosti iontl
a zaroven by mél propoustét velké mnozstvi ptislusnych iontt, aby jejich dopad
na detektor vyvolal méfitelny signdl. Tyto dva pozadavky nejsou uplné kompatibilni,
a proto hmotnosti analyzatory predstavuji kompromis mezi citlivosti a rozliSenim.
Nejcasteji vyuzivanym je kvadrupolovy (Q) analyzator, dal§im je priletovy analyzator
(TOF-time of flight) nebo statické sektorové analyzatory (SF, HR). [54]

Statické sektorové analyzatory

V magnetickém sektorovém analyzatoru dochéazi k separaci iontii na zaklad¢ zakiiveni
jejich trajektorii v magnetickém poli, pfi¢emz trajektorie iontu zavisi na m/z. Intenzita
magnetického pole je postupné ménéna v uréitém rozsahu, ¢imz na detektor dopadaji
ionty o postupné se zvysujici m/z. Samostatn¢ se ale nevyuziva v ICP. [54]

Prtiletovy analyzator

Pruletovy analyzator (time of flight) pfedstavuje dalsi princip separace m/z. Iontim je
dodana dostatecnd kinetickd energie, pficemz nésledné castice vstupuji do trubice,
kde nepiisobi z4dné pole. Castice o stejné pocateéni kinetické energii se budou lisit
dobou priletu. Ta je nepfimo zavisla na hmotnosti neboli ionty s nejmensi m/z
dolétnou na detektor diive nez ionty s vEétSim m/z. Priletové analyzatory jsou
jednoduché a robustni. [54]

Kvadrupolové analyzatory

Kvadrupolovy analyzator (quadrupole mass analyzer) je slozen ze ¢ty nebo vice ty¢i
kruhového nebo hyperbolického priifezu uspofadanych tak, aby protilehlé tyce mély
stejny naboj, ¢imZz vznikd proménné elektrické pole. Kvadrupolové hmotnostni
analyzatory funguji jako filtry pfi zvoleni kombinaci stejnosmérného a stfidavého
napajeciho proudu, ktery dovoluje prichod pouze iontim o uritém poméru m/z.
Princip je zalozen na pohybu iontl v elektrickém poli. Vhodnym nastavenim napéti se
ionty o urCittm Mm/z ocitnou na stabilni draze a projdou kvadrupdlem k detektoru,
zatimco ostatni ionty nejsou analyzatorem propustény. [54]

Trojity kvadrupdlovy analyzator (QQQ)

Trojity kvadrupdl je slozitym analytickym nastrojem, ktery nasel své vyuziti v riiznych
veédeckych sférach jako chemie, biochemie nebo farmacie. Termin oznaCuje dva
kvadrup6lové analyzatory (Qi1, Qsz) a jednu kolizné¢ reakéni celu (Obr. 17).
Jeho obrovskou vyhodou je citlivost a piesnost, ¢ehoz se vyuziva pii kvantifikaci
jednotlivych spécii u monoizotopickych prvki jako je arsen. [66]

Trojity kvadrupolovy analyzator pracuje na sérii vzajemné propojenych principt,
které umoznuji pfesnou a selektivni analyzu. Vzniklé¢ ionty jSou po ionizaci sméfovany
doQ:. Ten funguje jako hmotnosti filtr ¢ili umoznuje prichod pouze
iontim s konkrétni m/z (°As*), pficemz zbytek neprojde. Propusténa hmota je zavisla
na elektrickém potencialu elektrod. Selektované ionty pokracuji do kolizni cely. Ta je
promyvana nizkomolekularnim plynem (He, Oz). Ten narazi do iontd a méni jejich
hmotnost (napt °As* na “AsO"). Zreagované ionty prochazeji do Qs, ktery funguje
jako hmotnosti filtr stejné jako Q1 (*:AsO"). lonty s pouze uréitou m/z prochazi az na
detektor [66]
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Obr. 17: Schéma trojitého kvadrupdlu pro arsenovou speciaci [67]

Detektory

Nejpouzivangjsimi detektory pro hmotnostni spektrometr jsou ndsobice elektront.
Katoda nasobicée elektront po dopadu iontii nebo elektronu o vysoké energii emituje
elektron, ktery je urychlovan systémem dynod. Nésobice mohou obsahovat
az 20 dynod, signal tak mize byt zesilen az 107 -krat. Kromé& nasobict s disktrétnimi
dynodami existuji i nasobice s kontinualni dynodou. Ty jsou vyrobeny ze skla
dopovaného olovem, maji zakfiveny tvar a vlozeny potencial o velikosti 1,8-2,0 kV.
Dopad iontii na katodu ma za vysledek vyraZeni elektronu, ktery vyréazi dalsi
elektrony. [68]

Dalsim pouzivanym detektorem je FaradayGv pohar, ktery neni citlivy a je potieba
dostateCny iontovy tok. Vyhodou jsou vsSak stabilni spektra. Pro detekci vice
rozliSnych prvkld se vyuziva tzv. mikrokanalova desticka nebo plosné uspotadani
miniaturizovanych Faradayovych detektori. [68]

26



3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie a certifikované referencni materialy

Kyslik (Eistota 5.0, SIAD, Praha, Ceska republika)

Argon (&istota 5.0 SIAD, Praha, Ceska republika)

Kyselina dusi¢na (min. 65 %, distota p.a., precisténa podvarovou destilaci,
Analytika spol. s. 1. 0., Ceska republika)

Kyselina fosfore¢na (85 %, Cistota 99,99 %, Sigma-Aldrich s.r.0., USA)
Amoniak (20-22 %, ¢istota 99,99 %, Analytika spol. s. . 0., Ceska republika)
Peroxid vodiku (30-32 %, ¢istota 99,99 %, Analytika spol. s. r. o., Ceské
republika)

Vodny kalibra¢ni roztok India (1 £ 0,002 g/l, v2 % HNOgz, In 99,999 %,
Analytika spol. s. . 0., Ceska republika)

Vodny kalibra¢ni roztok Lutecia (1 £+ 0,002 g/l, v 2 % HNOs3, Lu203 99,995 %,
Analytika spol. s. . 0., Ceska republika)

Vodny kalibra¢ni roztok Terbia (1 + 0,002 g/l, v 2 % HNOs3, ThsO7 99,998 %,
Analytika spol. s. . 0., Ceska republika)

Vodny kalibra¢ni roztok Germania (1 + 0,002 g/l, v5 % HNOs +1 % HF,
Ge 99,99 %, Analytika spol. s. r. 0., Ceska republika)

Vodny kalibra¢ni roztok Arsenu (1 £ 0,002 g/l, v2 % HNOs, As 99,99 %,
Analytika spol. s. . 0., Ceska republika)

Referen¢ni material stopovych prvki ve vodé (As 7,02 + 0,55 pg/l, Enviroment
and Climate Change Canada, Kanada)

Referen¢ni material tiéni vody (As 0,57 + 0,08 pg/l, National Research
Council Canada, Kanada)

Standard kyseliny arseni¢né pro ICP (H3AsOs 1 £+ 0,003 g/l, v2 % HCI,
Sigma-Aldrich s. r. 0., USA)

Standard kyseliny arsenité pro ICP (HAsO2 1 + 0,004 g/l, v H2O, Sigma-
Aldrich s. r. 0., USA)

Standard hexahydratu methylarsenu disodného pro ICP (CHsAs(O)(OH)2 1+
0,026 g/l v H20, Chemservices Inc., Spojen¢ staty americké)

Standard trimethylarsen oxid pro ICP (TMAO 1 + <LODS5 ¢/I, v H20, Toronto
research chemicals Inc., Kanada)

Standard kyseliny dimethylarsenové pro ICP ((CH3)2AsO2H 1 + 0,005 g/l,
Vv H20O, Chemservices Inc., Spojené staty americké)

Ladici roztok pro ICP-MS, tuning solution (10 mg/l Ce, Co, Li, Mg, TI, Y,
Agilent Technologies, Spojené staty americké)

MiliQ voda z ptistroje Simplicity UV2 (Merck Millipore, Spojené staty
americké)

3.2 Pouzité pomicky a pristroje

Sterilni  plastové zkumavky svicky (polypropylen, Wuxi NEST
Biotechnology co., Cina)

Sttikackové jednorazové filtry (0,2 pm, Millex, Némeko)

Stiikackové jednorazové filtry (0,45 um, Roth, Némecko)

Jednokanalové pipety o riiznych objemech (Eppendorf, Némecko)
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Injekéni stiikacky 10 ml (Henke-Sass Wolf GmbHm, Némecko)

Vialky pro HPLC (Agilent Technologies, Inc., Spojené staty americké)
Analytické vahy Mettler Toledo AT200 (piesnost od 0,1 mg, Mettler—
Toledo s. r. 0., Ohio, Spojené staty americké)

pH metr Orion 4 Star (Thermo scientific s.r. 0., Brno)

Centrifuga UNIVERSAL 320 R (Hettich, Severni Amerika)

Ultrazvuk Elmasonic P 30 H s ohfevem (Elmasonic P s. r. 0., Turnov)
Simplicity UV2 (Merck Millipore, Spojené staty americké)

Distillacid BSB939-IR (Berghof systems s.r.0., Némecko)

Retsch AS 200 (Retsch s.r.0., Némecko)

Retsch ZM 200 (Retsch s.r.o0., Némecko)

Agilent 1260 Infinity 11 HPLC (Agilent Technologies, Inc., USA) — Vysoce
ucinnd kapalinova chromatografie (Obr. 18), ktera je plné¢ kompatibilni
s ICP hmotnostnim spektrometrem Agilent 8800 triple quadrupole véetné
softwaru (program MassHunter 4.4). HPLC je vyuzivana pro kapalinové
vzorky, které nasava kvartérni pumpa o priatoku az 5 ml/min. Smisena mobilni
faze se dostava K nastiiku vzorku. Vzorky jsou odebirany unikatni dvojitou
jehlou od firmy Agilent, diky které je mozné stfidat vstfikovaci kanalky.
Vzorky byly v 1,5 ml vialkach a objem nastiiku byl nastaven na 100 pl pfi
teplot¢ 40 °C. Nastiik vzorku do mobilni faze pokracuje na piedkolonu
Hamilton PRP-X100 za kterou je stejnojmenna kolona. Separovany slozky
vzorku jsou nasledné transportovany do ICP hmotnostnimu spektrometru.
Autosampler Agilent G31160B (Agilent Technologies, Inc., USA),
ktery je plné automaticky a ma 86 pozic pro zkumavky o objemu 6 ml.
Hmotnosti  spektrometr S indukéné véazanym plazmatem a trojitym
kvadrupolem (Agilent 8800 Triple Quadrupole ICP-MS, Agilent Technologies,
Inc., USA) (Obr. 18) muze byt vyuzit pro specia¢ni analyzu, izotopovou
a multielementarni analyzu. Jako nosny plyn je pouzit argon a v kolizni cele je
vyuzito kysliku. ZmlZeny vzorek pokrauje pomoci peristaltické pumpy
s nastavitelnou rychlosti toku do plazmatu. Plazma je tvofeno RF generatorem,
které pracuje o frekvenci 27,12 MHz, ¢imz mohou byt zavedeny i organické
matrice bez naruseni stability plazmatu. Sampler je vyroben z platiny a je
jednoduse pfistupny béhem kazdodenni udrzby. Skimmer je vyroben z platiny
a nabizi idealni kombinaci tolerance vici matrici a vysokou citlivost. Tontova
optika je tvofena extrakénimi a mimoosovymi coCkami. Nasledné prvni
kvadrup6l (Q1) je vysokofrekvenéni kvadrupdl umistény pied reakéni celou,
ktery funguje jako filtr pro prolétajici ionty. lonty o urcit¢ m/z pokracuji do
reakéni cely (Octopole reaction cell). Reakéni cela je zaplnéna reakénim
plynem, ktery reaguje s proslymi ionty z prvniho Q1 a méni jejich hmotnost.
Zreagované ionty pokraduji na Qo, kde prochazi pouze **AsO* a dostavaji se na
detektor, kterym je elektronasobi¢. Ten pracuje v pulsnim a analogovém moédu.
Vakuum je zajisténo pratokovymi ¢erpadly a rotacnim ¢erpadlem.
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Obr. 18: Agilent 1260 Infinity Il HPLC a Agilent 8800 ICP-QQQ-MS Vv centru dopravniho
vyzkumu Autor: Lukas Pakosta

3.3 Vzorky

Vsechny vzorky analyzované v této bakalarské praci byly odebrany v parku Luzanky.
Jejich odbér probéhl pod odbornym dohledem Mgr. Jitky Hegrové, Ph.D. Ze vzorka
pudy byly odstranény zizaly, zbytky rostlin, kusy plasta a stfepy a poté byly
homogenizovany pomoci kvartace a pfipraveny na prevoz. Odbér pudy probihal podle
normy CSN EN ISO 10012. Vzorky jehli¢i tisu (Taxus baccata) (Obr. 19) a jejich
odbér probéhl na stejnych mistech jako pudy. Po odbéru byly vzorky pitevezeny do
laboratofe. Mista odbérii vzorkd jsou znacena na Obr. 20. Vzorek bioty z pozice 6
avzorek pudy z pozice 7 byly pouzity na optimalizaci teploty a doby extrakce.
Vzorky z mist 1 az 5 na mapé byly podrobeny extrakci za optimalnich podminek.
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Obr. 20: Mapa odbérii vzorkii piidy a jehlici tisu V parku Luzdnky

3.3.1 Prosévani a mleti

V laboratofi byly vzorky plidy suSeny za laboratorni teploty dobu 2 dni. Na prosévacce
Retsch AS 200 (Obr. 21a)) byly vzorky prosévany po dobu 2 minut pfes sito
o velikosti 2 mm. Odebirana frakce byla o velikosti <2 mm. Po kazdém vzorku bylo
sito vy¢isténo Stétcem a piipraveno na prosévani dalSiho vzorku.

Jehlici tisu bylo otrhano z vétvi a suSeno po dobu 2 dni pii laboratorni teploté. Pomoci
stfizného mlynu ZM 200 Retsch (Obr. 21 b)) bylo jehli¢i rozmélnéno po dobu
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1 minuty na velikost cca 40 um a rychlost otacek byla 12000 rpm. Po kazdém vzorku
byl mlyn rozebran a jednotlivé ¢asti vycistény v miliQ vodé a vysuseny pomoci
buniciny. Tento Cistici proces byl proveden pied vSemi vzorky. Po prosévani a mleti
byly vzorky pfipraveny na extrakci.

Obr. 21: a) Prosévacka Retsch As 200, b) Strizny mlyn Retsch ZM 200

3.3.2 Extrakce vzorku pro stanoveni arsenovych spécii a celkového arsenu
Extrakce za ucelem stanoveni arsenovych spécii a celkového arsenu byla provedena
pomoci ultrazvuku ElmaSonic P30 v Centru dopravniho vyzkumu pod vedenim
Mgr. Romany Michalicové. Jako extrakéni ¢inidlo byla vyuzita miliQ voda z divodu
stanoveni spécii rozpustnych ve vodé. Vzorky byly vazeny do uzaviratelnych
plastovych zkumavek na analytickych vahach Mettler Toledo AT200, kde vsechny
vzorky mély navazené mnozstvi okolo 1 g s piesnosti na 0,1 mg. Ke kazdému vzorku
bylo nasledné ptidano 5 ml miliQ vody.

Timto zpisobem bylo zpracovano 7 vzorkd pudy a 7 vzorku bioty. Na alikvotnich
podilech vzorku piady zmista 7 (Obr. 20) a bioty zmista 6 (Obr. 20) byla
optimalizovana teplota a doba extrakce. U optimalizace doby extrakce byla teplota
extrakce konstantni, nastavena na 60 °C a testovany doby extrakce 10 minut, 30 minut,
1 hodina, 2 hodiny a 3 hodiny v pfipadné pidy a 5 minut, 10 minut, 20 minut, 40
minut a 80 minut u vzorku bioty. Za G¢elem optimalizace teploty extrakce byla doba
extrakce 60 minut pro pudu a 80 minut pro biotu. Teploty extrakci u vzorku pady byly
nastaveny na 50 °C, 60 °C, 70 °C a 80 °C a vzorku bioty na 50 °C, 60 °C, 70 °C a 80
°C.

Po optimalizaci byly podminky aplikovany pfi extrakci ostatnich vzorka ptd a bioty,
a to doba extrakce 3 hodiny pti 80 °C u ptd a doba extrakce 80 minut pii teploté 60 °C
u bioty.

Vsechny vzorky po extrakci v byly centrifugovany pomoci centrifugy UNIVERSAL
320 R a to na 4000 rpm po dobu 20 minut a pfi teploté 20 °C. Po centrifugaci byla
miliQ voda s vzorkem filtrovany pies 0,45 um filtry a nasledné pfes 0,2 um filtry.
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Objem prefiltrovaného vzorku se pohyboval vrozmezi 1,2-3,5 ml. Vzorky byly
uchovavany v chladu z diivodu zamezeni moznym degradacim nebo pfeménam.

3.3.3 Priprava vzorkii na analyzu

Pro separaci a stanoveni arsenovych spécii pomoci jednokanalové pipety byly vzorky
davkovany do sklenénych vialek. Alikvoty extraktt byly davkovany do dvou vialek,
pticemz do jedné bylo davkovano 500 pl vzorku a do druhé bylo davkovano 450 pl
vzorku a 50 ul peroxidu vodiku z d@ivodu prekryvu retenéniho ¢asu As*> a TMAO.
Za timto ucelem bylo nutné provést oxidaci As*na As*®, ktery mé delsi retenéni ¢as
(Obr. 23).

Pro stanoveni celkového obsahu arsenu byly extrakty kvantitativné pievedeny
jednokanalovou pipetou a doplnény miliQ vodou na 5 ml.

3.1 Priprava analytické techniky na méreni arsenovych spécii a celkového
obsahu arsenu
Za cilem separace jednotlivych arsenovych spécii byla pouzita HPLC a ucelem

stanoveni obsahu arsenovych spécii a celkového obsahu arsenu byl pouzit ICP-QQQ-
MS.

3.1.1 Stanoveni celkového obsahu arsenu

Za uUcelem stanoveni celkového obsahu arsenu byl vyuzit pouze hmotnostni
spektrometr s induk¢éné vazanym plazmatem v rezimu jednoduchého kvadrupolového
systému s kolizné-reakéni celou. Pfed samotnou analyzou byl ICP-QQQ-MS naladén
pomoci tuning solution (10 mg/l Ce, Co, Li, Mg, TI, Y) o koncentraci 1ug/l (Tabulka
1). Optimalizace je uskuteCiiovana pro nizké stfedni a vysoké relativni atomové
hmotnosti a je sledovana odezva pfistroje. Poté byly naladény parametry pro samotny
As (Tabulka 2). Stabilita detektoru byla kontrolovana pomoci interniho standardu
(vodni standarty Germania). Byl také nastaveny trojity kvadrupdl, kdy byl vyuzit
pouze prvni kvadrupél. Byl nastaven integraéni ¢as na 0,3 s a detekovany prvky ("Ge,
BAs).

Tabulka 1: Kontrolni hodnota intenzity (counts/s) a stability (RSD) signdlu pro ®Y*

Izotop Counts/s RSD [%]

8oy+ 41390 2
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Tabulka 2:

Parametry ICP-QQQ-MS pro méreni celkového obsahu arsenu

Parametry ICP-MS Hodnota
Typ analyzy Single quad
Oxidy (156/140) [%] 0,86
Dvakrat nabité ionty (70/140) [%] 0,85
Prikon [W] 1550
Hloubka vzorkovani [mm] 10,0
Pratok zmlZzovaciho plynu [I/min] 1,07
Pratok He CRC [ml/min] 4
Doba méfeni m/z 75 [s] 0,3

3.1.1.1 Kalibrace a méieni celkového arsenu
Kalibra¢ni tfada byla sloZzena z 10 kalibra¢nich roztokti o riznych koncentracich.
Koncentracni fada byla pfipravena fedénim standardniho roztoku As (1 + 0,002 g/l,
v2 % HNOs). Bylo pfipraveno 10 kalibra¢nich roztokli o stoupajici koncentraci:
0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100 pg/l prvku As. Kalibracni zavislost byla
Vv celém rozsahu linearni a korelaéni koeficient dosahoval hodnoty R?=0,9998. (Obr.
22). LOD byl vypo¢itan pomoci Rovnice 2 a stanoven As* LOD=83,6 ng/l.
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Obr. 22: Kalibracni zavislost pro stanoveni celkového obsahu As
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3.1.1.2 Vyhodnoceni signdlu a zhodnoceni dat
Po skonceni méteni byly vysledné signaly ptedstavujici intenzitu izotopil arsenu na
Case zpracovavany pomoci programu Mass hunter 4.4 (Agilent Technologies Inc.,
USA). Program poskytuje vypocet koncentraci celkového arsenu z plochy piku.
Stanoveni koncentrace celkového arsenu bylo provedeno ve 14 vzorcich. Po méteni
celkového arsenu byl vytvofen soubor obsahujici koncentrace arsenu.

3.1.2 Separace a stanoveni arsenovych spécii

Za ucelem separace arsenovych spécii byla jako mobilni faze zvolena NH4H2PO4
0 pH 6 a koncentraci 20 mmol/l. Pouzitd pifedkolona a kolona byla znacky Hamilton
PRP-X100. Kolona je schopna separovat spécic TMAO+As™ DMA, MMA, As®™,
[69] [70] Nastavené parametry HPLC jsou uvedeny v Tabulka 3. Po proplachnuti celé
soustavy HPLC mobilni fazi a zkontrolovani technickych parametrt (tlak, priitok) byl
piistroj pfipraven na propojeni s ICP-QQQ-MS.

Tabulka 3: Parametry HPLC

Parametry HPLC Hodnota
Prttok mobilni faze [ml/min] 15

Vstiikovany objem vzorku[ul] 100

Rozsah pracovniho tlaku [bar] | 0-350
Doba analyzy [min] 15
Teplota [°C] 40

Pfed stanovenim jednotlivych spécii byl ICP-QQQ-MS ladén stejnym zptisobem jako
Vv pfipad€ stanoveni celkového obsahu arsenu. Samotné stanoveni bylo provedeno
vyuZitim obou hmotnostnich filtrti a kolizni reakéni cely. Prvni hmotnostni filtr byl
nastaven na "As*, kolizni reakéni cela byla naplnéna molekulami O, a druhy
hmotnostni filtr “*AsO* (Obr. 17).

3.1.3 Retencni Casy spécii

Na zékladé reten¢nich €asil jsou identifikovany jednotlivé spécie. Vybranymi spéciemi
byli H3AsO3 (As*), DMA, MMA, TMAO a HsAsO4 (As™). Pii vyuziti predkolony
Hamilton PRP-X100, kolony Hamilton PRP-X100 a mobilni faze 20 mmol/l fosfat
(NHsH2PO4, pH 6) byli arsenové spécie detekovany ve specifickych retenc¢nich
casech. Analyza reten¢nich Cast byla provedena pomoci standardnich roztoki spécii,
které byly méfeny samostatné a nasledné ve smési. Pro smés standardii a standard As*?
byl vyzkousen piidavek peroxidu vodiku z diivodu moznému stanoveni spécii As*3
a TMAO. Vsechny pozorované pifesuny a retencni Casy jednotlivych piku jsou
vyobrazeny na obrazku (Obr. 23). Vysledné reten¢ni ¢asy jsou v souladu s literaturou.
[69]

34



Smés
——— Smés oxidace
As(+3)
(\ As(+3) oxidace
‘ As(+5)
::J [\ —— MMA
= DMA
1
A W TMAO

0 100 200 300 400 500 600 700
retencni Cas [s]

Obr. 23: Retencni casy jednotlivych spécii arsenu a smési spécii

V biotickych vzorcich se mohou mimo vybrané spécie vyskytovat také arsenobetainy
které mohou ovliviiovat a ¢astecné zkreslovat méfeni spécii a celkového arsenu. Jejich
méteni ale nebylo cilem této bakalarské prace.

3.1.3.1 Kalibrace a méireni HPLC-1CP-QQQ-MS

Kalibra¢ni tada se sklddala z 7 kalibracnich roztokl, pfi¢emz byla pfipravena
z vodnych kalibraénich roztokti: As™ (1 + 0,004 g/l, v H.0), TMAO (1+0,05 g/l
v H20), DMA (1 + 0,005 g/l), MMA (1 =+ 0,026 g/l vH20) aAs™ (1 + 0,003 g/l,
vV 2 % HCI). Koncentracni fada byla slozena z roztokti o koncentraci As ve formach
spécii 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 15; 30 ng/l. Za kalibracni fadou nasledoval kontrolni
oxidovany kalibra¢ni roztok. Hodnoty koncentrace a intenzity signdlti byly vyneseny
v grafu (Obr. 24). Pro kazdou kalibra¢ni zavislost byla vypocitana rovnice regrese
kalibra¢ni pfimky, koeficient R?a hodnoty limity detekce piistroje.
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Obr. 24: Kalibracni zavislosti pouzité pro stanoveni koncentrace arsenovych spécii v bioté a
pude

Vypocétené LOD pro kazdou spécii jsou v Tabulka 4.
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Tabulka 4: Hodnota LOD jednotlivych arsenovych spécii

Spécie LOD [pg/1]
As* 0,10
TMAO 0,07
DMA 0,47
MA 0,50
As* 0,96

3.1.3.2 Vyhodnoceni signdlu a zhodnoceni dat

Po skonceni méfeni byly vysledné signaly pfedstavujici intenzitu izotopl arsenu
na case zpracovavany pomoci programu Mass hunter 4.4 (Agilent Technologies Inc.,
USA). Program poskytuje na zakladé vypocteni plochy piku koncentrace jednotlivych
spécii. Pro jednotlivé spécie byla pfepocitana koncentrace oxidovanych vzorkl pies
faktor zfedéni. Pro TMAO a As*® bylo provedeno odeéteni koncentraci mezi vzorkem
a jeho oxidovanou formou, ¢imz mohly byt stanoveny obsahy spécii TMAO a As*3
Ziskané obsahy byly porovnany s obsahy ziskanymi pfi analyze celkového arsenu.
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4  Vysledky a diskuse

Cilem této bakalaiské prace byla optimalizace doby a teploty extrakce arsenovych
spécii a celkového obsahu arsenu ve vzorcich pudy a bioty. Stanovené optimalni
podminky byly pouZity na extrakci vzorki pudy a jehli¢i tisu (Taxus Baccata) z parku
Luzanky. Vzorky byly extrahovany pomoci miliQ vody V ultrazvuku. Po extrakci
vzorki probéhla separace spécii a jejich analyza pomoci metody HPLC-ICP-QQQ-MS
a ICP-QQQ-MS v ptiprave stanoveni celkového obsahu arsenu.

4.1 Optimalizace doby extrakce

Cilem optimalizace doby extrakce bylo maximalizovat extrakéni ué¢innost pro vybrané
arsenové spécie (As*3, DMA MMA, TMAO a As*®) a také ziskat maximélni vytéznost
pro celkové mnozstvi arsenu.

411 Vzorky pudy

Optimalizace doby extrakce pudy byla provedena za konstantni teploty 60 °C a délka
extrakce byla 10, 30, 60, 120, 180 minut. Nejvice extrahovanych arsenovych spécii
bylo detekovano Vv piipadé doby extrakce 60, 120 a 180 minut, a to As*, TMAO
a As*. V ¢asech 10 a 30 a 1440 minut byla detekovana pouze As*™ a ostatni spécie
byly pod limitem detekce. V zadné dobé extrakce nebyly detekovany spécie DMA a
MMA. Diivodem muze byt velmi nizky obsah jednotlivych spécii ve vzorcich pud, ale
také nestabilita organickych arsenovych spécii a oxidace As™ na As™ [71]
V zavislosti na dobé extrakce vzristd obsah As*®, kromé doby extrakce 180 minut,
kde doslo k mirnému poklesu obsahu (Tabulka 5).

Tabulka 5: Obsah arsenovych spécii ve vzorcich piudy V zavislosti na délce doby extrakce

Obsah arsenovych spécii [ug /kg]
smérodatné odchylky vypoctené na zakladé opakovaného méfreni (n=3)

Doba extrakee: As*3 TMAO DMA MMA As*
[min]
10 <LOD <LOD <LOD <LOD | 49,98+0,75
30 <LOD <LOD <LOD <LOD | 61,59 +0,92
60 1,643+0,025 | 1,530+0,023 | <LOD <LOD | 62,12+0,93
120 5,663+0,085 | 1,926+0,029 | <LOD <LOD 68,2 +1,0
180 1331+020 | 1,705+0,026 | <LOD <LOD | 59,36 +0,89
1440 <LOD <LOD <LOD <LOD 165.8 +2.50

Celkovy obsah arsenu je téméf shodny s hodnotami souctu obsahu jednotlivych spécii
(Obr. 25). Extrakty pro stanoveni spécii a celkového obsahu arsenu byly pfipraveny
stejnym zplsobem, coz vypovidd o eliminaci kontaminace a ztrat béhem procesu
zpracovani Vzorku k analyze vedouci k vytéznosti témét 100 % (Obr. 25).
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Obr. 25: Celkovy obsah arsenovych spécii a celkovy obsah arsenu ve vzorku puidy ¢&. 7 pri
riiznych dobdch extrakce

Pro optimalizaci doby extrakce byly vypocitany vytéznosti (Tabulka 6) jako podil
souctu obsahii arsenovych spécii a celkového obsahu arsenu. Nejvyssi vytéznost byla
stanovena pro dobu extrakce 30 minut. Doby extrakce 120 a 180 minut byly svoji
vytéznosti totozné a schopné extrahovat o 25 % vice obsahu arsenovych spécii
a celkového arsenu oproti dobé extrakce 30 minut. Kahakachchi et. al. [72] provedli
extrakci vzorkd piidy obohacenych o 0,4 mg/l arsenovych standardnich roztokt (As*3,
DMA, MMA a As™). Extrakce byla provedena v miliQ vodé pomoci tfepani
za laboratorni teploty po dobu 24 hodin. Vytéznost obsahu arsenovych spécii vici
obsahu celkového arsenu ziskaného mikrovinnym rozkladem byla stanovena na 40 %.

Tabulka 6: Vyteznost optimalizace doby extrakce pro vzorky piidy

Doba extrakce: [min] Vytéznost [%]
10 81
30 100
60 91
120 94
180 94
1440 94

Jako optimalni doba extrakce pro vzorky pudy byla stanovena doba 180 minut
z divodu vysoké vytéznosti, detekovaného obsahu arsenovych spécii a celkového
obsahu arsenu.

4.1.2 Vzorky bioty

Optimalizace doby extrakce bioty byla také provedena za konstantni teploty 60 °C,
avsak doba extrakce byla5, 10, 20, 40 a 80 minut.V ¢asech 20 a 80 minut byla
detekovana pouze spécie DMA a zbylé byly pod limitem detekce. V ostatnich
extrak¢nich Casech nebyly detekovany Zadné ze sledovanych spécii Divodem muze
byt nizky obsah arsenovych spécii ve vzorcich bioty. Detekovany obsah spécie DMA
pro extrak¢éni doby 20 a 80 minut dosahuji téméft limitu detekce. (Tabulka 7)
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Tabulka 7: Obsah arsenovych spécii ve vzorcich bioty v zavislosti na délce doby extrakce

Obsah [ug/kg]
Doba extrakee: As*? TMAO DMA MMA As*s
[min]
5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
20 <LOD <LOD | 2,351+0,035 | <LOD <LOD
40 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
80 <LOD <LOD | 2,349+0,035 | <LOD <LOD

Celkovy obsah arsenu neni shodny s hodnotami souctu obsahii spécii z divodu
stanoveni nizkych obsahli jednotlivych spécii. Z diivodu nizkého extrahovaného
obsahu arsenu byli arsenové spécie pod limitem detekce. Divody nestanoveni mohli
byt i chyba pii méfeni nebo pfitomna jind spécie, ktera nebyla analyzovana. Obsah
celkového obsahu arsenu nartsta s dobou extrakce. (Obr. 26)

8 A u Celkovy obsah As spécii

Celkovy obsah arsenu

5 10 20 40 80
Doba extrakce [min]

Obr. 26: Celkovy obsah arsenovych spécii a celkovy obsah arsenu ve vzorku bioty ¢. 6 pri
riiznych dobdch extrakce

Pro optimalizaci doby extrakce bioty byla vypoc¢itana vytéznost, ktera nabira hodnot
pouze pro dobu extrakce 20 a 80 minut. Hodnota vytéznosti, z divodu nizkych
detekovanych obsaht spécii, byla maximalné spocitana na 20 %. (Tabulka 8)

Pizzaro et. al. [73] méfili ucinnost extrakce arsenovych spécii k celkovému obsahu
arsenu ve vzorcich ryze. Extrakce provadéli v miliQ vodé pti 55 °C po dobu 10 hodin.
Naméiend vytéZnost pro DMA byla stanovena na 48 % a pro celkovy obsah arsenu
dosahovala 98 %.
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Tabulka 8 Vyteznost optimalizace doby extrakce vzorkii bioty

Doba extrakce: [min] Vytéznost [%]
5 0
10 0
20 20
40 0
80 14

Jako optimalni doba extrakce vzorku bioty byla stanovena doba 80 minut z divodu
vysokého obsahu celkového arsenu a detekované spécie DMA.

4.2 Optimalizace teploty extrakce

Cilem optimalizace teploty extrakce bylo opét maximalizovat extrakéni G¢innost pro
vybrané arsenové spécie (As™, DMA MMA, TMAO a As™) a také ziskat maximalni
vytéznost pro celkovy mnozstvi arsenu.

4.2.1 Vzorky pudy

Optimalizace teploty extrakce pudy byla provedena za konstantni doby 60 minut
a extrakeni teplota byla 50, 60, 70 a 80 °C. Nejvice extrahovanych arsenovych spécii
bylo detekovano v ptipad¢ teploty extrakce 60, 70 a 80 °C. Pii teploté 50 °C byla
detekovana As™, As™ a ostatni spécie byly pod limitem detekce. V zadné teploté
extrakce nebyla detekovana spécie MMA. Divodem mize byt velmi nizky obsah
spécie ve vzorcich pad. Pfi vysSich teplotach extrakce klesia obsah spécie As™.
Pro teplotu extrakce 80 °C byl stanoven niz§i obsah spécie As*® z diivodu moznych
ztrat (Tabulka 9). [74]

Tabulka 9: Obsah arsenovych spécii ve vzorcich pidy v zavislosti na teploté extrakce

Obsah [ug/kg]

Teplota
extrakce: As*3 TMAO DMA MMA As*®
[°C]
50 9,16+0,14 <LOD <LOD <LOD 34,31+ 0,52
60 14,39+ 0,22 <LOD 3,19540,048 <LOD 46,19 + 0,69
70 1,462 + 0,022 2,047 £ 0,031 <LOD <LOD 76,03+ 1,44
80 0,2764 +=0,0041 | 2,021 +0,030 <LOD <LOD 65,88 £ 0,99

Obsahy celkového arsenu a souéty obsahu jednotlivych spécii je téméf totozny.
Extrakty pro stanoveni arsenovych spécii a celkového arsenu byly pfipraveny stejné,
¢imz byly eliminovany kontaminace a ztraty béhem procesu zpracovani. Vytéznosti se
blizili téméf k 100 % (Obr. 27).
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Obr. 27: Celkovy obsah arsenovych spécii a celkovy obsah arsenu ve vzorku pudy ¢. 7 pri
riiznych teplotdach extrakce

Nejvyssi vytéznost byla stanovena pii teploté extrakce 70 °C (Tabulka 10). Teploty

cv v

teplotu 80 °C. Divodem miize byt mirny pokles obsahu spécie As*.

Jako optimalni teplota extrakce pro vzorky plidy byla stanovena teplota extrakce
70 °C, z ditvodu stanoveni velkého obsahu detekovanych arsenovych spécii a obsahu
celkového arsenu. Pro vzorky ptidy byla vybrana teplota extrakce 80 °C.

Tabulka 10: Vyteznost optimalizace teploty extrakce vzorkii piidy

Teplotaoextrakce: Vtermost [%]
[°C]
50 90
60 86
70 98
80 78

4.2.2 Vzorky bioty

Optimalizace teploty extrakce bioty byla provedena za konstantni doby 80 minut
a extrakéni teplota byla 50, 60, 70 a 80 °C. Extrahované arsenové spécie byly
detekovany v piipad¢ teploty extrakce 50, 60 a 80 °C. Pfi teploté 50 °C a 60 °C byla
detekovana pouze spécie DMA a pii teploté 80 °C spécie As*>. Ostatni spécie byly pod
limitem detekce. Pti Zadné teploté extrakce nebyla detekovana spécie MMA a TMAO.
Dtvodem miize byt velmi nizky obsah spécie ve vzorcich bioty (Tabulka 11).
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Tabulka 11: Obsah extrahovanych arsenovych spécii ze vzorkii bioty v teplotni zavislosti

Obsah [ug/kg]

Teplota

extrakee: As*? TMAO DMA MMA As*®
[°C]
50 <LOD <LOD 3,258 + 0,049 <LOD <LOD
60 <LOD <LOD 2,344 £ 0,035 <LOD <LOD
70 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
80 5,950 + 0,089 <LOD <LOD <LOD <LOD

Celkovy obsah arsenu vSak neni shodny s hodnotami souc¢tu obsahli spécii z diivodu
stanoveni nizkych obsahl jednotlivych spécii. Divodem bylo nestanoveni obsahil
arsenovych spécii, které byly pod limitem detekce, chyba pii méfeni nebo ptitomnost
jiné spécie. Obsah celkového obsahu arsenu nartsta s teplotou extrakce (Obr. 26).
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Obr. 28: Celkovy obsah arsenovych spécii a celkovy obsah arsenu ve vzorku bioty ¢. 6 pri
riiznych teplotach extrakce

Pro optimalizaci doby extrakce bioty byla vypoc€itdna vytéznost, kterd nabira hodnot
pouze pro teploty extrakce 50, 60 a 80 °C. Hodnoty vytéznosti, z divodu nizkych
detekovanych obsaht spécii, byla maximalné spocitana na 38 % (Tabulka 12). Teplota

extrakce pro stanoveni obsahu arsenovych spécii a obsahu celkového arsenu byla
vybrana extrak¢ni teplota 60 °C.

Tabulka 12:Vyteznost optimalizace teploty extrakce u vzorkii bioty

Teplota extrakce: [°C] Vyté€znost [%]
50 38
60 14
70 0
80 20
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4.3 Vzorky z Luzanek

Cilem extrakce vzorku z Luzanek byla aplikace vybrané doby a teploty extrakce pro
vybrané arsenové spécie (As*>, DMA MMA, TMAO a As*®) a stanovit obsahy
jednotlivych arsenovych spécii a celkovy obsah arsenu.

4.3.1 Vzorky pady
Extrakci vzorkl plidy z Luzének byla provedena za optimalnich podminek, a to pfi
teploté extrakce 80 °C a dob¢ 180 minut. Pro vzorek z mista 1 byla spécie DMA pod
limitem detekce. Ve zbylych vzorcich byly detekovany vSechny spécie, piicemz
nejvyssi obsah byl stanoven pro As*. Obsahy spécie MMA pohybovali kolem limitu
detekce (Tabulka 13).

Tabulka 13: Obsah extrahovanych arsenovych spécii ze vzorkii piid z parku Luzanky

Obsah [ug/kg]

Oznaceni
mist As™ TMAO DMA MMA As*d
odbéru
1. 2,071+0,031 3,485+ 0,052 <LOD 2,422 + 0,036 852+1,3
2. 3,660 £ 0,055 2,982 +0,045 | 2,921+0,044 | 2,468 + 0,037 62,93 +0,94
3. 3,403 £ 0,051 3,704 £0,056 | 3,572+0,054 | 2,613 +0,039 90,3+1,4
4, 1,981 +£ 0,030 6,86 0,10 3,076+0,046 | 2,437 +0,037 950+14
5. 3,005 £ 0,045 7,71 £0,12 2,789+0,042 | 2,508 + 0,038 68,4+1,0

Celkovy obsah arsenu je vétSinové shodny s hodnotami souctu obsahu jednotlivych
spécii (Obr. 29). Obsah celkového obsahu arsenu je piedev§im zna¢né ovlivnén spécii
As*, U vzorkii 3, 4 a 5 je viditelny rozdil mezi souétem obsahu arsenovych spécii
a celkového obsahu arsenu. Tento rozdil je mozno zplisoben piitomnosti jiné spécie.
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Obr. 29: Celkovy obsah arsenovych spécii a celkovy obsah arsenu ve vzorcich puidy z mist
1 az 5 z parku Luzanky

Vytéznost byla vrozmezi od 34-101 % (Tabulka 14). Obsahy arsenovych
spécii a celkového obsahu arsenu jsou pro vzorky pid z Luzanek extrahované za
optimalni podminek pomérné nizké v porovnani s [72]. Autofi provadéli extrakci
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ttepanim za laboratorni teploty po dobu 24 hodin. Ve vzorcich naméfili témét 1000x
vy$$i obsah arsenovych spécii oproti stanovenych v této praci. Obsahy arsenu jsou
v ptudach z parku v Luzanky nizky a pro lidské zdravi neohrozujici.

Tabulka 14:Vytéznost extrakcnich vzorku piidy 7 parku Luzdanky

Oznaceni mist
odbéru z mapy

Vytéznost [%]

99

90

59

65

S E Rl I

34

4.3.2 Vzorky jehlici
U vzorki jehli¢i z Luzanek byla provedena extrakce za optimalnich podminek, a to pfi
teploté extrakce 60 °C a dobé 80 minut. V zadném ze vzorkl nebyly detekovany
spécie MMA a As*®. Ve vzorcich zmista 2 a 3 nebyla detekovana spécie DMA,
protoZze obsah byl pod limitem detekce. Pro vzorky z mista 2 a 4 nebyla detekovana
spécie As™. Ve vzorcich bioty byly obecné stanoveny velmi nizké obsahy arsenovych
spécii (Tabulka 15). Pii srovnani s literaturou [75], kde byla provedena extrakce
arsenovych spécii za pomoci tiepani pii 45 rpm a laboratorni teploty po dobu
16 hodin. Byly stanoveny obsahy arsenovych spécii az 10x vyss$i nez v této praci,
pficemz byla detekovéna i spécie As*.

Tabulka 15: Obsah extrahovanych arsenovych spécii ze vzorkii bioty z parku Luzanky

Obsah [ug/kg]

Oznaceni
mist As*3 TMAO DMA MMA As*®
odbéru
1. 6,230+0,093 2,962 +0,044 | 2,779 +0,042 <LOD <LOD
2. <LOD 3,781 £ 0,057 <LOD <LOD <LOD
3. 3,352 +0,050 1,606 + 0,024 <LOD <LOD <LOD
4, <LOD 3,966 + 0,059 | 2,389 +0,035 <LOD <LOD
5. 3,036 = 0,046 1,638 0,025 | 2,605+ 0,039 <LOD <LOD

Celkovy obsah arsenu byl opét vétSinové neshodny s hodnotami souctu obsahu

jednotlivych spécii z mozné ptitomnosti nestanovované spécie (Obr. 30).
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Obr. 30: Celkovy obsah arsenovych spécii a celkovy obsah arsenu ve vzorcich bioty z mist 1
az 5 z parku Luzanky

Vytéznost byla v rozmezi od 32-79 % (Tabulka 16). Primérna hodnota vytéznosti pro
vzorky bioty byla 55 %. VytéZznost extrakce bioty neni tak uspé$na jako u extrakce
vzorkt piudy. KHOKIATTIWONG et.al. [76] extrahovali miliQ vodou v ultrazvuku
po dobu 1,5 hodiny u mofskych rostlin. Autofi stanovili obsahy arsenovych spécii
(As*3, DMA, MA a As*®) a vytéznost se pohybovala v rozmezi 37-94 %. Stanovené
celkové obsahy arsenu V rozmezi 110-570 ng/kg, coz jsou obsahy téméf 10x vyssi nez
ve vzorcich stanovovanych v této praci. U kete tisu (Taxus baccata) je mozné zadrzeni
atomi arsenu V kofenovém systému a mozné translokace v systému. [77] Stanovené
obsahy arsenu a arsenovych spécii jsou nizké a nejsou pro ¢lovéka ohrozujici.

Tabulka 16: Vyteznost extrahovanych vzorkii bioty z parku Luzanky

Oznjgﬁglﬁumm Vytezmost [%]
1. 79
2. 32
3. 54
4 51
5. 58
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5 Zavér

V experimentalni ¢asti byla provedena optimalizace doby a teploty extrakce pro
stanoveni obsahil arsenovych spécii a obsahu celkového arsenu pro vzorky pudy a
bioty. Vybrané podminky byly pouZity na vzorky pudy a jehli¢i tisu (Taxus baccata)
z parku LuZanky. Arsenové spécie byly extrahovany miliQ vodou a extrakce byla
provedena Vv ultrazvukové vané. Za ucelem separace arsenovych spécii bylo vyuzito
vysokoucinné kapalinové chromatografie a za ucelem stanoveni obsahu arsenu
a arsenovych spécii byl vyuzit hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupolem
a induk¢éné vazanym plazmatem.

Optimalizace doby extrakce byla provedena pii konstantni teploté 60 °C. Pro vzorky
pudy byla stanovena jako optimalni doba extrakce 180 minut z divodu vysoké
vytéznosti arsenovych spécii a obsahu celkového arsenu. Vzorek 1440 minut mél vyssi
vytéznost celkového arsenu, ale vzorek obsahoval pouze jedinou extrahovanou spécii
As*® z diivodu mozné degradace slou¢enin. [71] Pro vzorky bioty byla stanovena doba
extrakce na 80 minut. U vzorkt bioty nebyly stanoveny obsahy arsenovych spécii.
Dlvodem muze byt nizky obsah celkového arsenu a vysoké meze detekce pro
speciacni analyzu.

Optimalizace teploty extrakce byla zaloZena na rozdilné teploté pii konstantnim Case.
Doba extrakce pro vzorky pudy byla 60 minut a pro biotu 80 minut. Optimalni teplota
extrakce pro vzorky plidy byla stanovena na 70 °C z divodu vysoké vytéznosti.
Pro vzorky pudy z Luzanek byla pouzita teplota 80 °C. U vzorki bioty byly stanoveny
nizké obsahy arsenovych spécii. Divodem miiZze byt nizky obsah celkového arsenu ve
vzorku, vysoké limity detekce nebo chyba pii méfeni. Pro extrakci vzorka bioty byla
vybrana teplota 60 °C.

Za ucelem stanoveni obsahu arsenovych spécii a celkového obsahu arsenu byly vzorky
pudy extrahovany pii teploté¢ 80 °C a dobé 180 minut a vzorky jehli¢i tisu pii teploté
60 °C a doby 80 minut. U vzorki pudy se obsah arsenu pohyboval v rozmezi 80—
250 pg/kg a vytéznost v rozmezi 34—99 %. Celkovy obsah arsenu ve vzorcich pudy je
nejvice zavisly na obsahu arsenové spécie As*, ktera tvofi majoritu obsahu. Primérny
obsah celkového arsenu ve svrchnich vrstvach litosféry je 2,5 mg/kg, tudiz obsah
arsenu ve vzorcich z parku LuZanky je 10x niz8i. Z pohledu legislativy je indikacni
hodnotou 1 mg/kg pro extrakci provedenou NH4NO3 a pfi jejimz piekroceni mize byt
ohrozena zdravotni nezavadnost. Stanovené obsahy jsou téméf 4x mensi, tudiz pida
v parku Luzanky je zdravotné nezavadna. U vzorkt bioty byl obsah stanoven
VvV rozmezi 4-14 pg/kg a vytéznost vV rozmezi 32—-79 %. Obsah celkového arsenu je zde
predeviim ovlivnén spéciemi TMAO a As*. As™ byl pod limitem detekce z divodu
mozné pfemény na As™3. Praimérny obsah arsenu v rostlinich byvéa okolo 100 pg/kg,
pticemz V této praci byly stanoveny 10x nizsi obsahy. Obsah arsenu v bioté z parku
LuZanky je tedy velice nizka a zivotu neohrozujici. [18]
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6 Seznam pouzitych zkratek a symbolii

LD

LC
TMAO
IARC
SzU
PMy
CHMU
NMH
HPLC
CE

GC

TGE
MMA
DMA
AB

LOD
AAS
ICP-AES
ICP-MS
HR-CS-HG-AAS

smrtelna davka

smrtelna koncentrace

trimethylarsen oxid

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny

Statni zdravotnicky Ustav

Castice mensi nez

Cesky hydrometeorologicky tstav

Nejvyssi mezni hodnota

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

Kapilarni elektroforéza

Plynova chromatografie

Ethylthioglykolat

Kyselina monomethylarseni¢na

Kyselina dimethylarseni¢na

Arsenobetain

limit detekce

Atomova absorp¢ni spektrometrie

Atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem

atomova absorpcni spekrometrie s kontinualnim generovanim

hydridii s vysokym rozliSenim

m/z

Q
QQQ

hmotnost ku naboji
kvadrupdlovy analyzator

trojity kvadrupolovy analyzator
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