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Abstrakt a klicova slova

Abstrakt:

Tato prace se zaméfila na extrakci jednotlivych specii arsenu v
referen¢nich materialech rybiho proteinu DORM-3 a DORM-4. Nasledné byly
extrakty analyzovany pomoci metody generovani hydridi s detekci hmotnostni
spektrometrii S indukéné vazanym plazmatem.

Materialy byly extrahovany dvéma zptsoby, a to v mikrovinném zatizeni a
VvV topném bloku. Bylo zjiSténo, Ze extrakce s pouzitim 2% kyseliny dusi¢né je
neucinna. Extrakce provedena s2% kyselinou dusi¢nou s pomocnym
extrakénim Cinidlem peroxidem vodiku v raznych koncentracich byla
ucinngjsi, avSak zpusobovala pfeménu methylovanych specii arsenu. Tato

pfeména ma za nasledek nadhodnoceni obsahu anorganického arsenu.

Kli¢ova slova: specia¢ni analyza, arsen, generovani hydridl, motské potraviny,

hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem



Abstract:

This thesis was focused on extraction of individual arsenic species from
reference materials of fish protein DORM-3 and DORM-4. Extracts were then
analyzed by a hydride generation method with detection by inductively coupled
plasma mass spectrometry.

Materials were extracted in two ways — in a microwave device and in a
heating block. It was found that extraction with 2% nitric acid is not efficient.
Extraction performed in 2% nitric acid with addition of hydrogen peroxide at
various concentrations increased the extraction yield, but it caused conversion
of arsenic species. This conversion would mean the overestimation of

inorganic arsenic content.

Key words: speciation analysis, arsenic, hydride generation, seafood,

inductively coupled plasma mass spectrometry
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Seznam zkratek a symbolii

AsB

cps
CRM
CT
DMAs
DMAs"
DMAsY
HG
HPLC
1AS
iAs"
iAsY
ICP-MS
LOD
LOQ
MAs
MASIII
MAs"
M;

t
Tris-HCI

WHO

arsenobetain

signal (counts per second)

certifikovany referen¢ni material
vymrazovani

dimethylarsen (DMAs'"' + DMAsY)
dimethylarsenitan

dimethylarseni¢nan

generovani hydrida

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
anorganicky arsen (iAs'" + iAsY)
anorganicky arsenitan

anorganicky arseni¢nan

hmotnostni spektrometr s indukéné vdzanym plazmatem
mez detekce

mez stanovitelnosti

monomethylarsen (MAs"' + MAs")
monomethylarsenitan
monomethylarseni¢nan

relativni molekulova hmotnost

reten¢ni ¢as
tris(hydoxymethyl)aminomethan hydrochlorid

sve€tova zdravotni organizace (World Health Organization)



1 UVOD

Arsen je prvek, ktery je znamy diky své toxicité. Vyznamnym zdrojem
arsenu jsou obecné pro lidstvo potraviny Zivo¢isného, ale i rostlinného ptivodu.
Pro zjisténi toxicity arsenu v potravinach, ale i obecné, nestaci znat, jakou
koncentraci méa celkovy arsen, ale je nutno zjistit, v jakém zastoupeni
jednotlivych forem, nebo-li specii, se nachazi, jelikoz toxicita riiznych specii je
rizna.

Tato prace je soucasti SirSiho projektu, zabyvajiciho se vyvojem metodik
pro speciaéni analyzu arsenu. Jde o spolupraci analytické laboratote Ustavu
analytické chemie, v.v.i., Stoxikologickou laboratofi na University of North
Carolina v Chapel Hill (UNC) a producentem certifikovanych referenc¢nich
materiald National Research Council Canada. Konkrétné se tato prace tyka
¢asti zaméfené na speciacni analyzu arsenu v potravinach motského ptavodu.

Cilem této bakalatské prace bylo ovéteni publikované extrakéni procedury
pro pouziti S analytickou metodou zaloZzenou na generovani hydridd
s vymrazovanim a detekci hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem. Sledovany byly toxikologicky vyznamné specie, piedev§im
anorganicky arsen (iAs) a mono- a dimethylarsen (MAs a DMAs). Jako
vzorova matrice byly zvoleny referen¢ni materialy rybiho proteinu DORM-3 a
DORM-4 s certifikovanym celkovym obsahem arsenu a V piipadé DORM-4 i

arsenobetainu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Arsen

Arsen se v pfirodé b&zné¢ vyskytuje v horninach, pidach i vodach'. Jeho
zastoupeni zde mize byt v organické nebo anorganické forme a vyskytuje se ve
StyFech riiznych oxidagnich stavech, a to As™", As’, As'"' a As” (cit. ?).

Ptiznaky akutni otravy arsenem jsou nejCastéji bolesti bticha, prujem, i
zvraceni®. Chronické u¢inky arsenu byvaji zaznamenany jiz pii relativné
nizkych davkach. Je dokdzano, ze chronicka expozice muize zpisobit nékolik
vaznych onemocnéni, jimiZz mohou byt napiiklad rakovina, diabetes nebo
kardiovaskularni choroby.

Ackoli je arsen prosluly spiSe svou toxicitou, pouziva se 1 jako lé¢ivo. Oxid
arsenity je pouzivan k léCeni leukémie a do neddvna se snim lécilo
onemocnéni syfilis.

Toxicita arsenu velmi zavisi na tom, v jaké chemické formé se nachézi.
Anorganické specie arsenu, jako jsou arsenitan a arseni¢nan, maji zastoupeni
vV podzemnich a povrchovych vodach, coz miize ohrozit zdravi mnoha lidi,
pétimocného arsenu, jsou to vyznamné mutageny, karcinogeny a teratogeny.
Naopak nékteré formy arsenu, naptiklad arsenobetain, ktery pievladad ve
slozeni v potravinach moiského ptivodu, je téméF netoxicky™”.
povolena koncentrace arsenu v pitné vodé doporu¢ena WHO, a zaroveni i1 Ceska
norma, je 10 pg L™ (cit. ©). Ve sv&ts je stale mnoho oblasti, kde je v pitné vods

arsen obsazen v nebezpecnych koncentracich .
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2.1.1 Toxicita vyznamnych specii arsenu

Arsen je typickym piikladem prvku, u kterého je velmi dulezité, v jaké
chemické formé se nachazi. Dana forma totiz ovliviiuje nejen toxicitu, ale i
transportni procesy v zZivotnim prostfedi. V biologickych materialech je arsen
pfitomen v riiznych sloudeninach, ale toxicita kazdé z nich je riiznoroda®.
V materidlech biologického ptivodu se miize vyskytovat vice jak dvacet specii
arsenu’ a vé&tsina z nich je ve forme iontd®.

Nejvice toxikologicky vyznamné jsou formy anorganického arsenu, a to

i v . Vy 2 . ’ .
) a arseni¢nany (iAs”) °. Anorganické formy arsenu jsou

arsenitany (iAs
nejvice toxikologicky vyznamnou slozkou arsenu v potravinach.
Monomethylované formy arsenu, do kterych patii methylarsenitan (MAs'")
a methylarseni¢nan (MAs"), jsou méné toxické pro &lovéka. Totéz plati i pro
dimethylované specie, a to dimethylarsenitan (DMAs""

(DMAsY)°.

) a dimethylarseni¢nan

Razné toxicity téchto specii arsenu jsou dilezité a vyznamné, jelikoz
celkové mnozstvi arsenu jako takového neposkytuje dostatek informaci o
toxicité daného vzorku®,

Strukturni vzorce toxickych specii arsenu jsou zobrazeny v tabulce 2.1.
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Tab. 2.1: Toxikologicky vyznamné specie arsenu®.

nazev slouceniny

strukturni vzorec

anorganicky arsenitan

anorganicky arseni¢nan

monomethylarsenitan

monomethylarseni¢nan

dimethylarsenitan

dimethylarseni¢nan

CHj3
As—O

MASHI

CHs
O—As—O
\ -

MAsY

CHj
AS_CH3
\ -

DMAs!

CHj;
O—As——CH
~ = 3

DMAsY
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2.2 SPECIACNI ANALYZA ARSENU

2.2.1 Nejbéznéji pouzivané metody

Nejbéznéji se jako kvantitativni analytické metody pro speciacni analyzu
arsenu pouzivaji separacni metody s velmi citlivou prvkoveé specifickou
detekci, nejcastéji pomoci hmotnostni spektrometrie S indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS). Nejvice vyuzivanymi separa¢nimi metodami pro
speciacni analyzu arsenu jsou iontové vymeénnd a ion-parova vysokouc¢inna

kapalinova chromatografie (HPLC)“O'11

, jejichz vyhodou je moZnost
identifikovat Siroké spektrum specii arsenu a jsou vysoce specifické*?.

V ptipad€ ziskavani specii arsenu z biologickych materidli je nutnost
provedeni extrakce, kterou doprovazi rizika spojené s rozkladem ¢i pfeménou
specii arsenu na jiné nebo nebezpe¢i nedokonalé G&innosti extrakce'*2. Je zde
striktné omezen objem vzorku, coz je velkou nevyhodou. Maly objem
davkovaného vzorku limituje citlivost a meze detekce stanoveni. Pro analyzu
biologickych materiali metodou HPLC je také nutnd dokonald filtrace vzorku,
aby nedoslo k poskozeni kolony. DalSim problémem byva nedokonala separace
specii, napfiklad iAs a arsenobetainu u nejb&ézn€jsi aniontové vyménné
chromatografie.

Alternativou jsou postupy, které jsou zalozeny na generovani tékavych

hydridt, v tomto piipadé tedy arsenovodiku (arsanu) a methyl substituovanych

arsant®'* a jsou popsany v podkapitole niZe.

2.2.2 Speciacni analyza arsenu pomoci generovani hydridi

HG-CT-ICP-MS je velmi citliva metoda zaloZend na selektivnhim
generovani hydridi (HG) s jejich prekoncentraci ve vymrazovaci trubici
chlazené kapalnym dusikem (CT) s detekci pomoci atomové absorpcni
spektrometrie (AAS) nebo citlivejsi ICP-MS™.

Stanoveni anorganického arsenu technikou HG je vhodnou srovndvaci

analytickou metodou ke stanoveni HPLC-ICP-MS.
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Je zalozeno na jiném principu a oproti HPLC stanoveni ma nékteré vyhody,
naptiklad specie arsenobetain netvoii arsenovodik, a tedy nerusi stanoveni.

Principem metody je pfeména specii na piislusné tékavé
methylsubstituované arsany pomoci redukce tetrahydridoboritanem, jejich
oddéleni od kapalné faze, zachyceni a prekoncentrace ve vymrazovaci trubici
za teploty kapalného dusiku. Poté jsou jednotlivé arsany pii zahiivani oddéleny
a podle svého bodu varu postupné odchazeji do detektoru.

Obecné hlavni nevyhodou techniky generovani hydrida je velmi omezena
selektivita, jelikoZ specie ve vzorku tvoii pouze Ctyti tékave slouceniny arsenu,
a to arsan, monomethylarsan, dimethylarsan a trimethylarsan®®. Rozlieni
specii o stejné methylaci podle mocenstvi je mozné dosahnout pomoci
selektivniho generovani hydridéi. P¥i pH 6 jsou trojmocné arsenitany (iAs',
MAs", DMAs'") na hydridy pievedeny kvantitativng, ale pé&timocné
arseni¢nany (iAsY, MAsY) netvoii hydridy vibec, v piipadé DMAs" tvoii
pouze v 5 — 8 % *°. V jednom alikvotu vzorku se tedy stanovi pouze trojmocné
specie, ve druhém alikvétu se pak stanovi suma troj- a pétimocnych specii
reakci pti pH 1 nebo po ptredredukci pétimocnych specii na trojmocné.
Z rozdilu hodnot se pak vypocte obsah pétimocnych specii.

Proces HG je provadén v kontrolovaném rezimu a optimaln¢ vSechny
arsenove specie dosahuji t€¢innosti kolem 100 %.

Naopak vyhodou je, Ze neni tfeba provadét filtraci vzorkid, CT systém
dovoluje mit vzorek ve form& suspenze'’.Postup HG-CT je tak vhodny i pro
analyzu vysoce nestabilnich trojmocnych specii arsenu. Velkou vyhodou jsou
téZ nizké hodnoty meze stanovitelnosti a jiz zminéné meze detekce®, protoze

analyt z relativné velkého objemu vzorku je zakoncentrovan do uzkého piku.
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2.2.3 Arsen v materialech moi'ského ptivodu

V potravinach motského piivodu se miize vyskytovat vice jak padesat specii
arsenu a je prokazano, ze obsahuji vét§i mnozstvi celkového arsenu nez
potraviny suchozemské'®. Uvadi se, Ze zastoupeni anorganickych specii arsenu
z celkového mnozstvi arsenu, se pohybuje v relativnd nizkych procentech®.
Existuji vSak ne¢které druhy motskych ryb, ve kterych byly nalezeny
koncentrace anorganického arsenu az 5 mg kg %, coZ je 42 % z celkového
mnozstvi arsenu. Jednd se o jednu z nejvysSich koncentraci anorganického
arsenu, ktera je pfitomna u motskych Zivogicht®.

U vétsiny ryb, ale i jinych mofskych materialt, se arsen nachazi prevazné ve
formé organického arsenobetainu, ktery se nemetabolizuje a je povazovan za
netoxicky”. Proto je tieba stanovovat toxikologicky vyznamné specie, zejména
1As, jelikoZ je pokladan za nejvice toxickou formu arsenu, kterd je obsazena v

e g2l
moftskych potravinach™.

2.2.4 Certifikované referen¢ni materialy DORM-3 a DORM-4

Certifikované referen¢ni materialy rybiho proteinu DORM-3 a DORM-4
z National Research Council Canada jsou uréeny piedev§im k vyvoji metod
analyz materidli podobné matrice a kontrole spravnosti analyz. Byly
piipraveny z lyofilizovaného a rozemletého homogenatu rybiho proteinu.

Certifikované hodnoty celkového obsahu arsenu pro DORM-3 a DORM-4
jsou v tabulce 2.2. Pro DORM-4 je navic certifikovana hodnota arsenobetainu.
Jiné specie, tj. predev§im anorganicky arsen, V téchto materialech nejsou
certifikovany, a pokud je nam znamo, ani v zadném jiném materialu

S obdobnou matrici.
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Tab.2.2: Certifikované hodnoty referen¢nich materiali DORM-3 a DORM-4.
Hodnoty jsou uvedeny mg kg™

CRM celkovy obsah arsenu AsB
DORM-3 6,88 £0,30 -
DORM-4 6,87 + 0,40 3,95 +£0,36

2.2.5 Extrakce referen¢nich materiali DORM-3 a DORM-4

Pro vétsinu postupii speciacni analyzy je nutné pievést specie analytu do
roztoku, extrakce vzorku je tedy nutnosti. Zasadnim pozadavkem je co nejvyssi
ucinnost, resp. pokud mozno kompletni uvolnéni vSech specii do roztoku.
Utinnost extrakce se obvykle odhaduje porovnanim celkového obsahu arsenu
po extrakci a po mineralizaci. Zaroven nesmi dochazet k rozkladu a pfeméné
mezi speciemi, proto je nutné pouzivat Setrné metody extrakce. Bohuzel zatim
neexistuje univerzalné vhodna metoda pro extrakci specii arsenu V tkénich ryb
a motskych zivocichi.

Extrakéni metody pro speciacni analyzu arsenu byly publikovany a
oveérovany pro nékteré referenéni materialy — TORT-2, DOLT-3, DOLT-4 a
DORM-3. Extrak¢éni ucinnost specii arsenu v pevnych vzorcich velmi zéalezi na
pouzitém extrakénim &inidle?.

V praci Rasmussen et. al.” byla provedena extrakce s 0,06M kyselinou
chlorovodikovou smichanou s 3% peroxidem vodiku vV mikrovlnném zatizeni.

M na AsY a tiginnost

Peroxid vodiku byl pfidan pro snadn¢jsi oxidaci As
oxidace byla ovétena naslednou analyzou pomoci HPLC s ICP-MS detekci.
Extrakce byla provadéna pro referencni materidly TORT-2 a DORM-3 a
extrak¢ni G¢innost se pohybovala mezi 101 — 104 %.

Extrakce celkového arsenu 1 jeho specii ve vzorcich TORT-2 a DOLT-4
je popsana v publikaci Zmozinski et. al.**. Vzorky byly extrahovany
pomoci mikrovinného zatizeni a extrakénim ¢inidlem byla 0,2% kyselina

dusi¢na smichana s 1% peroxidem vodiku.
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" na AsV. Ug¢innost extrakce

Pti této extrakci kompletné probéhla oxidace As
byla vyhodnocena jako pomér celkového arsenu v extraktech a celkového
arsenu ve vzorcich. Stanovena uc¢innost pro TORT-2 byla 98 % a pro DOLT-4

byla 77 %, coz se shoduje s publikaci Pétursdéttir et. al.®

. Bylo tedy zjisténo,
ze extrakce pfi téchto podminkach s danymi extrakénimi ¢inidly je pro
arsenové specie v moiskych materidlech relativné G¢inna.

Extrakce vzorku DOLT-3 pomoci kyseliny dusi¢né, ktera byla vyzkouSena
Vv riiznych koncentracich, smichana s 10% methanolem v ultrazvukovém
zatizeni, je popsana v praci Batista et. al.??. Bylo zjisténo, Ze koncentrace
kyseliny dusi¢né ovliviiuje extrakéni G¢innost a tedy nejlepsi ucinnosti (71 %)
bylo dosazeno pomoci 2% kyseliny dusi¢né s 10% methanolem.

Extrakce v ultrazvukovém zafizeni a analyza elektroforetickou metodou
s detekei ICP-MS je popsana v préaci Liu et. al.?® pro vzorek DORM-3. Jako
extrakéni ¢inidlo byla pouzita deionizovana voda a extrakéni u¢innost
dosahovala hodnoty 85 %. Tyto vysledky ukazaly, Ze extrakce prob¢hla
ucinng, jelikoz nedoslo k rozkladu zadné arsenové specie na jiné a je vhodna
pro vzorky biologického materidlu.

V publikaci Pétursdottir et. al® bylo studovéno osm extrak¢nich metod s
pouzitim mikrovinného zafizeni pro stanoveni iAs v certifikovanych
referenCnich materidlech TORT-2, DOLT-4 a DORM-3. Obecné nejnizsich
hodnot extrakéni u¢innosti bylo stanoveno pro vzorek DOLT-4, které se
pohybovaly v rozmezi 62 — 78 %. Nejvyssich extrakénich ucinnosti pro
vSechny tii referencni materialy bylo dosazeno pomoci kyseliny dusicné s
piidavkem peroxidu vodiku. Ve vysledku byla jako doporucené extrakéni
¢inidlo zvolena 0,06M kyselina chlorovodikové nebo 2% kyselina dusi¢nd,

V obou ptipadech s 3% peroxidem vodiku pfidanym pted mikrovinnou
extrakci.

Publikované hodnoty pro iAs a dalsi arsenové specie V referenénim
materialu DORM-3 jsou zobrazeny v tabulce 2.3. Z tabulky je zifejmé, ze
publikované vysledky se navzajem dobie neshoduji. Referencni material
DORM-4 je k dispozici teprve od roku 2015 a vysledky specia¢nich analyz

arsenu v tomto materialu dosud nebyly publikovany.
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Tab. 2.3: Publikované hodnoty jednotlivych specii arsenu v referenénim materialu DORM-3 pro rtizna extrak¢ni ¢inidla a rtizné extrakéni

metody.
publikace iAs,ngg’ MAs,ngg' DMAs ngg’ AsB,ngg’ extrakéni procedura extrakéni ¢inidlo
Pétursdottir et. al.®> 160 = 10 mikrovInné zafizeni 2% HNO; + 3% H,0,
Leufroy et. al.”’ 39712 71+3 423+9 3880+ 16  mikrovlnné zafizeni deionizovana voda
Rassmussen et. al.®® 190 + 10 mikrovinné zatizeni 0,06 M HCI + 3% H,0,
Battista et. al.” 400+60 300 +40 600 £ 70 5000+ 70  ultrazvukové zatizeni  10% MeOH + 2% HNO;
Liu et. al.?® 1400 £40 400 = 10 540 £ 20 3510+20  ultrazvukové zafizeni  deionizovani voda
Liu et. al.?® 32020 450+ 60 430+ 10 5110+ 90  ultrazvukové zafizeni deionizovana voda

18



3 Experimentalni Cast

3.1 Pouzité chemikalie

= deionizovana voda ziskana ze zafizeni ULTRAPUR (Watrex, USA)

= certifikovany referenéni material — rybi protein DORM-3 (National
Research Council Canada)

= certifikovany referenéni material — rybi protein DORM-4 (National
Research Council Canada)

= kyselina dusi¢na, Suprapur, 65% (HNOs;; M, = 63,01; Merck,
Némecko)

= peroxid vodiku, p.a., > 30% (H,0,; M, = 34,01; Sigma-Aldrich,
Némecko)

= L-cystein hydrochlorid monohydrat pro biochemii
(CsHsCINO,S-H,0; M, = 175,64; Merck, Némecko)

* hydroxid draselny, chemicky &isty (KOH; M, = 56,11; Lachner, CR)

= hydroxid sodny, chemicky &isty (NaOH; M, = 39,99; Lachner, CR)

= tetrahydridoboritan sodny, peletky, p.a., > 97,0% (NaBHy;
M, = 37,83; Sigma-Aldrich, Némecko)

= Trizma® hydrochlorid, p.a., > 99,0% (C4H1:NO3-HCI; M, = 157,6;
Sigma-Aldrich, Némecko)

= Antifoam B (Sigma-Aldrich, Némecko)

*  Triton® X 100 (Sigma- Aldrich, Némecko)

= argon v kapalném stavu, 99,996% (SIAD, CR)

= helium, 99,998% (SIAD, CR)
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3.2 Priprava standardnich roztoku arsenu

"' 0 koncentraci 1000 mg L byl ptipraven rozpusténim

Zasobni roztok iAs
oxidu arsenitého (As,Oz; M, = 197,84; Lachema, CR) v1 ml 10% roztoku
hydroxidu draselném Vv deionizované vodg.

Z4sobni roztok MAs" o koncentraci 1000 mg L™ byl pripraven rozpusténim
hexahydratu metylarseni¢nanu disodného (Na,CH3AsO3 - 6 H,0;

M, = 291,99; Chem Service, USA) v deionizované vodé.

Zasobni roztok DMAs" 0 koncentraci 1000 mg L™ byl ptipraven z kyseliny
dimethylarseni¢éné (H(CHs3)2AsO,; M, = 137,99; Stream Chemicals, USA) v
deionizované vode¢.

Tyto zésobni standardni roztoky byly déle pfesné ziedény deionizovanou
vodou na koncentraci 10 mg L™

"l 'MAsY a DMAs" byl piipraven z téchto tii

Smésny standardni roztok iAs
standardnich roztokd, které byly nasledné pfesné fedény, smichany a doplnény
0,2% kyselinou dusi¢nou na koncentraci 50 pg L™

Z tohoto smésného arsenového standardu byly ptipraveny presnym fedénim
kalibra¢ni standardy o koncentracich iAS'", MAs" a DMAs" 500 ng Lfl,

1000 ng L™ a 2000 ng L. Tyto standardni roztoky byly p¥ipravovany denn&
cerstve.

Roztok telluru o koncentraci 100 pg L%, ktery byl pouzit jako vnitini
standard pro ICP-MS, byl pfipraven sériovym piesnym fedénim v 0,2%
kyseliné dusi¢né ze zasobniho standardniho roztoku telluru (Te; M, = 127,60;
BHD Prolabo, Anglie) o koncentraci 1000 mg L.

3.3 Priprava reakc¢nich Cinidel a pufru

Redukéni roztok obsahujici 1% tetrahydridoboritan sodny (m/v) v 0,1%
hydroxidu draselném (m/v) se fedénim pomoci deionizované vody téz
pifipravoval denné Cerstvy. Do tohoto roztoku byl pfidan Antifoam B (250 pl

10% (v/v) na 100 ml roztoku) pro zamezeni u¢inku pénéni.
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Tris-HCI puft, jehoz koncentrace byla 0,75 mol L™, byl upraven na hodnotu
pH 6 pomoci 10% hydroxidu draselného (m/v).

Roztok 4% (m/v) L-cysteinu, obsahujici Triton® X 100 (5 ml 10% (v/v) na
25 ml roztoku) a Antifoam B (2,5 ml 10% (v/v) na 25 ml roztoku), dopInén
deionizovanou vodou, byl pouzit jako prereduk¢ni ¢inidlo standardnich roztokt
a blanku. Preredukéni roztok se ptipravoval vzdy prfed analyzou cCerstvy a
standardy s nim reagovaly po smichani v poméru 1:1 minimaln¢ Sedesat minut
pti pokojové teploté.

Pii predredukci vzorkd extraktt referenénich materialéi obsahujici iAs”,
MAsY a DMAsY byl pouzit preredukéni roztok L-cysteinu ziedény
deionizovanou vodou v poméru 1:1. Vzorky extrakti byly smichany s timto

roztokem L-cysteinu v poméru 1:9 a ponechany reagovat minimaln¢ Sedesat

minut pii pokojové teploté.

3.4 Extrakéni procedura

Do sklenénych extrakénich zkumavek bylo pfesné navazeno asi 0,2 g vzorka
DORM-3 a DORM-4, ke kterym bylo pfidano 5 ml extrak¢niho ¢inidla. Jako
extrakéni €inidlo byla pouZita 2% kyselina dusi¢nd s ptipadnym piidavkem
peroxidu vodiku o koncentraci 1 — 4 %.

Takto piipravené vzorky byly ndsledné extrahovany dvéma zpisoby.
Prvnim zptsobem byla mikrovinna extrakce v zatizeni UltraWAVE. Zatizeni
bylo natlakovano na hodnotu 25 bar. Nasledoval postupny mikrovinny ohtev
po dobu deseti minut na teplotu 90 °C, poté bylo deset minut konstantné
drzeno na teplot¢ 90 °C a nakonec prob&hlo postupné zchladnuti zpét na
teplotu 21 °C téZ po dobu deseti minut. Celkova doba extrakce tedy trvala
tficet minut. Po ukonceni extrakce byly vzorky kvantitativné pievedeny do
polypropylenovych centrifugacnich vialek, zfedény na 10 ml a uchovavany
v lednici.

Druhym zplisobem byla extrakce provedena v topném bloku, do kterého se
Jjiz ptedehtatého na 90 °C vlozily obdobné piipravené vzorky a pfi této teploté

byly extrahovany po dobu tficeti minut.
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Pied analyzou byla provedena ptedredukce pomoci roztoku L-cysteinu

s pridanymi protipénicimi ¢inidly (viz. Kap. 3.3)

3.5 Pristrojové vybaveni

= ptedvazky 600-2r s ptresnosti 0,01 g (Kern, Némecko)

= analytické vahy ABT 220-5DM s ptesnosti 0,00001 g (Kern, Némecko)

= automatické pipety (Biohit, Finsko)

= hmotnostni spektrometr s indukéné¢ vdzanym plazmatem 7700 Series
(Agilent Technologies, USA)

= zafizeni na CiSténi vody ULTRAPUR (Watrex, USA)

= extrakéni zafizeni topny blok (Keison Products, Anglie)

= extrakéni zatizeni UltraWAVE (Milestone, Italie)

* hmotnostni priatokoméry — zatizeni na sledovani prutoku nosného plynu
(Omega Engineering, Inc., USA)

= laboratorni zdroj napéti (Electro-Automatik GmbH & Co. KG,

Némecko)

3.6 Experimentalni usporadani
Pouzity systém HG-CT ve spojeni s ICP-MS byl podrobn& popsén v cit.*>*.

Schématické znazornéni experimentalniho uspotadani je na obrazku 3.1.
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Obr. 3.1: Schématické experimentalni usporadani systému HG-CT-ICP-MS.

(1 — davkovani vzorku, 2 — Cerpani Tris-HCI pufru pomoci peristaltického erpadla,

3 — Cerpani tetrahydridoboritanu sodného pomoci peristaltického ¢erpadla, 4 — reakéni
civka, 5 — pfivod helia, 6 — separator fazi, 7 — susici trubice s hydroxidem sodnym, 8 —
vymrazovaci zafizeni s kapalnym dusikem, 9 — ptivod fediciho plynu, 10 — zmlZzovani
roztoku vnitfniho standardu, 11 — ICP-MS, 12 — ISIS, 13 — solenoidovy ventil,

14 — laboratorni zdroj napéti, 15a,15b — spinaci relé, 16 — odCerpavani reakéni smési

peristaltickym ¢erpadlem)

Procedura: Vzorek byl nadavkovan pomoci automatické pipety do
pipetovaci Spicky piipojené k peristaltické pumpé. Proud vzorku byl on-line
michan s proudem Tris-HCI pufru o pH 6 a redukénim cinidlem, roztokem
tetrahydridoboritanu. Arsenové specie se pfeménily na plynné arsany, které
byly oddéleny od kapaliny Vv separatoru fazi.

Plynnd f4ze byla suSena hydroxidem sodnym v uzaviené polyethylenové
trubici. Vymrazovaci zatizeni bylo slozeno z dlouhé kiemenné U-trubice, ktera
byla uzaviena v evakuované dvouplastové nadobé s vyvody nahote a dole,

ponoiené do Dewarovy naddoby s kapalnym dusikem.
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Horni vyvod byl uzaviratelny solenoidovym ventilem ovladanym modulem
ISIS, kterym je vybaven ICP-MS spektrometr. Pokud byl vyvod otevien,
kapalny dusik mohl do nadoby a U-trubice byla chlazena. Po ukonceni
generovani hydridd a po uzavieni horniho vyvodu byl kapalny dusik vytlacen
vznikajicim plynem ven z nadoby. U-trubice byla postupné zahiivana napé&tim
25 V regulovanym pomoci laboratorniho zdroje. Zahtivani se spinalo pomoci
ISIS modulu pftes relg.

Vystup nosného plynu helia z U-trubice byl zaveden do proudu fediciho
plynu vstupujiciho mezi mlznou komoru a plazmovy hofak. Zaroven byl
zmlzovan roztok wvnitfniho standardu, coz zajiStuje robustnéj$i podminky
vlhkého plazmatu.

Experimentalni nastaveni HG-CT a ICP-MS spektrometru, které byly pti
analyze pouzity, jsou zobrazeny v tabulce 3.1. Pro prevenci izobarickych
interferenci ionti ArC1" byla pouzita pii méfeni kolizni cela s priitokem helia

3,5 mL min >,

Tab. 3.1: Pouzité podminky méfeni pii analyze.

ICP-MS Agilent 7700x

Vykon, W 1600

Pritok zmlZovace Ar, L min * 0,6
Priitok fediciho plynu Ar, L min* 0,5
Zmlzovaci pumpa, rps 0,1

Pratok vnitiniho standardu, mL min™* 0,3

Vnitini standard Te 100 ng mL™* v 0,2% HNO;
Priitok kolizniho plynu He, mL min™* 3,5
Dévkovany objem vzorku, pL 350
Priitok &inidel, mL min * 1

Priitok nosného plynu, He, mL min* 75
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3.7 Zpracovani dat

Signaly detektoru byly zaznamenany pomoci programu MassHunter
workstation (Agilent Technologies). Integrace namétenych signali a vypocet
koncentraci byly téZ provedeny v tomto programu. Ziskana data byla dale
exportovana do programu MS Excel, kde byly zpracovavany. Pro vyhodnoceni
byly pouzity vzdy plochy piku jednotlivych specii.

Byla provadéna vzdy minimaln€¢ dvé méfeni pro standardy a blanky a dvé

meéteni vZdy dvou paralelné ptipravenych vzorki pro extrakce.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Analytické parametry metody

Analyticky systém pro HG-CT-ICP-MS analyzy byl vyvinuty a zavedeny na
pracovisti REFS. Pro potieby této prace byla semiautomaticka verze HG-CT,
dosud pouzivana jen pro AAS, adaptovana pro ISIS modul a spojena s ICP-MS
spektrometrem. Signaly jednotlivych arsanii, detekovany pomoci ICP-MS, byly
zaznamenany ve formé& chromatogramut. Typické chromatogramy jsou na obr.
4.1. Po kazdé¢ analyze byly zobrazeny tii chromatografické piky, které
odpovidaly speciim iAs, MAs a DMAs. Prvni pik vZdy pfislusel arsanu, druhy
pik methylarsanu a tfeti pik byl pro dimethylarsan. Na chromatogramu je dale
vidét ctvrty pik odpovidajici trimethylarsanu, ktery vSak nebyl kvantifikovan,
protoZze béhem piedredukce L-cysteinem dochazi K jeho ztratam, a jeho obsahy
Vv referencnich materialech byly zanedbatelné.

Na chromatogramu (Obr. 4.1) jsou zndzornény signaly pro jednotlivé specie
v blanku, standardu a vzorku DORM-3 po extrakci. Pfi kazdém méfeni
standardu nebo vzorku byla vzdy davkovaci Spicka promyta deionizovanou

vodou a mezi méfenim jednotlivych vzorki bylo provedeno prométeni blanku.
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Obr. 4.1: Signaly ptedredukovanych iAs, MAs, DMASs ziskané¢ pomoci HG-CT-
ICP-MS.
(1 — blank, 2 — kalibra¢ni standard o koncentraci 500 ng L', 3 — DORM-3 s 2%

kyselinou dusi¢nou a 1% peroxidem vodiku)

Mg¢feni standardi bylo provadéno ptred kazdou sérii analyz a citlivost byla
pribézné kontrolovana pomoci kontrolniho méfeni standardu mezi vzorky.
Kalibracni grafy byly sestrojeny pomoci kalibra¢niho blanku a tfi smésnych
standardi o koncentracich 500 ng L™, 1000 ng L™ a 2000 ng L.

Typické kalibrac¢ni funkce pro jednotlivé arsenové specie jsou znazornény

na obr. 4.2a, b, c.
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Obr. 4.2a: Kalibragni graf zavislosti plochy piku pro specii iAs"' na koncentraci

jednotlivych standardu.
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Obr. 4.2b: Kalibra¢ni graf zavislosti plochy piku pro specii MAs' na

koncentraci jednotlivych standarda.
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Obr. 4.2c: Kalibra¢ni graf zavislosti plochy piku pro specii DMAs na

koncentraci jednotlivych standarda.

V kalibrac¢nich grafech byly znazornény ob¢é méfeni standardi, nikoli jejich
pruméry. Kalibra¢ni zavislosti jsou linearni, smérnice pfimek jednotlivych
specii se liSily o méné nez 12 %, tj. citlivost byla prakticky shodna pro vSechny
stanovované specie. Proméfenim extrak¢énich blanki bylo mozno odhadnout
mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ), které jsou uvedeny v tabulce

4.1.

Tab. 4.1: Hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti.

jednotlivé specie LOD, ng L™ LOQ, ng L™
iAs" 9 30
MAsY 3 11
DMAsY 7 24

Hodnoty meze detekce (LOD) pro jednotlivé specie byly spoéitany jako tii
smérodatné odchylky blanku a meze stanovitelnosti (LOQ) jako deset
smérodatnych odchylek blanku. Hodnoty v tabulce jsou uvedeny pro nafedény

vzorek po predredukci.

29



Je tfeba zduraznit, Ze blanky pro zjisténi mezi detekce zahrnovaly celou
extrak¢éni proceduru, a jsou tedy horsi nez meze detekce ziskané pro blanky
deionizované vody. Pfepocteno na piivodni vzorek jsou hodnoty nésledujici :
mez detekce pro iAs byl 5 ng g *, pro MAs byl 2 ng g * a pro DMAs byl

4 ng g *. Mez stanovitelnosti pro iAs byla 15 ng g !, pro MAsbyla6 ng g * a
pro DMAs byla 12 ng g .

4.2 Ovérovani extrakéni procedury

Testovand procedura vychazi z procedury publikované a doporucované
v praci Pétursdottir et. al.?>. Extrakce byly provadény jednak v mikrovinném
rozkladném zafizeni za zvySené¢ho tlaku, jednak se stejnymi extrakénimi
roztoky vtopném bloku. V pfedbéznych experimentech bez a s pouzitim
peroxidu vodiku se ukazaly vyznamné rozdily v celkovém obsahu i zastoupeni

jednotlivych specii, zaméfili jsme se na vliv peroxidu vodiku pti extrakci.

4.2.1 Analyzy materialu DORM-3 po mikrovinné extrakci

Extrakce v mikrovinném zafizeni v 2% Kyseliné dusi¢né S riznou
koncentraci peroxidu vodiku byla provedena pro vzorky materialu DORM-3.
Naslednou analyzou bylo vyhodnoceno zastoupeni jednotlivych specii

arsenu, které je uvedeno na obrazku 4.3 a v tabulce 4.2.
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Obr. 4.3: Analyza vzorku DORM-3 s rtiznymi extrakénimi ¢inidly.
(1 — 2% kyselina dusi¢na, 2 — 2% kyselina dusi¢na + 1% peroxid vodiku,
3 — 2% kyselina dusi¢na + 2% peroxid vodiku, 4 — 2% kyselina dusi¢na + 3% peroxid
vodiku, 5 — 2% kyselina dusi¢na + 4% peroxid vodiku)

Z tohoto grafu je patrné, ze nalezené koncentrace i zastoupeni jednotlivych
specii arsenu se lis§i podle koncentrace peroxidu vodiku. V ptipad¢ pouziti
pouze 2% kyseliny dusi¢né je extrakce neucinnd, tedy je nutnad piitomnost
peroxidu vodiku jako pomocného extrakéniho cinidla. Se zvySujici se
koncentraci peroxidu vodiku se postupné zvySuje koncentrace iAs. Na druhou
stranu, koncentrace DMAs, jak je z grafu velmi dobie vidét, se se zvySujici
koncentraci peroxidu vodiku konstantné snizuje.

V piipadé MAS se v pritomnosti 1% a 2% peroxidu vodiku koncentrace
zvysila. AvSak pii vySSich koncentracich peroxidu vodiku, a to 3% a 4%, se
koncentrace MAs naopak sniZzuje. Soucet obsahli vSech téchto specii se od 2%
koncentrace peroxidu vodiku uz nemeéni.

MAs se tedy v piitomnosti vice koncentrovaného peroxidu vodiku rozklada na
jiné arsenové specie. Toto chovani ukazuje, ze pravdépodobné v pfitomnosti
peroxidu vodiku dochazi k demethylaci specii.

DMAs se tedy rozklada na MAs a dale na iAs, jehoZ koncentrace rostou.
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4.2.2 Analyzy materiali DORM-3 a DORM-4 po extrakci

VvV topném bloku

Extrakce ve 2% kyseliné dusi¢né s rtiznou koncentraci peroxidu vodiku byla
opakovana v topném bloku pro vzorky materiald DORM-3 i DORM-4.

Z vysledkt (Obr. 4.4 a Tab. 4.2) vyplyva, Ze extrakce s 2% kyselinou
dusi¢nou je net¢inna stejné jako v piipadé mikrovinné extrakce.

Koncentrace iAs s piibyvajicim peroxidem vodiku stoupa, naopak v piipadé

MAs a DMAs klesa nebo zustava konstantni.
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Obr. 4.4: Analyza vzorku DORM-3 s riznymi extrakénimi ¢inidly.
(1 — 2% kyselina dusi¢na, 2 — 2% kyselina dusi¢éna + 1% peroxid vodiku, 3 — 2%
kyselina dusi¢na + 2% peroxid vodiku, 4 — 2% kyselina dusi¢na + 3% peroxid vodiku,
5 — 2% kyselina dusi¢na + 4% peroxid vodiku)
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Vysledek pro material DORM-4 je stejny jako u piedchozich extrakci
(Obr. 4.5)

DORM-4 je v pritomnosti 2% kyseliny dusicné extrahovan neG¢inné.
S rostouci koncentraci peroxidu vodiku sice roste celkova koncentrace specii,

avSak dochazi k rozkladu methylovanych specii (MAs a DMAs).
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Obr. 4.5: Analyza vzorku DORM-4 s riznymi extrakénimi ¢inidly.
(1 — 2% kyselina dusi¢na, 2 — 2% kyselina dusi¢na + 1% peroxid vodiku,
3 — 2% kyselina dusicna + 2% peroxid vodiku, 4 — 2% kyselina dusi¢na + 3% peroxid
vodiku, 5 — 2% kyselina dusi¢na + 4% peroxid vodiku)
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4.3 Ovérovani demethylace specii béhem mikrovinné

extrakce

Prestoze je pouziti peroxidu vodiku béhem extrakce doporucovano
Vv literatufe, jeho pouziti zptisobuje rozklad methylovanych specii a nasledné
nadhodnoceni obsahu iAs, nejtoxiCtéjsi specie arsenu. Tento rozklad
methylovanych specii uz byl diive popsan v publikaci Alava et. al.?® pfi
analyze ryze s pouzitim mikrovinné extrakéni procedury s 1% kyselinou
dusi¢nou a 1% peroxidu vodiku doslo k rozkladu asi 50% DMAS na iAs.
Abychom ovéfili demethylaci MAs a DMAs pii mikrovinné extrakei, byla
tato procedura provedena se standardnimi roztoky MAs a DMAs ve 2%
kyselin¢ dusi¢né a s ptidavkem 1% a 4% peroxidu vodiku. V tomto ptipadé
vSak nebyl pozorovan nartst obsahu specii s niz§i methylaci, pouze nalezené
hodnoty byly za pfitomnosti 1% a 4% peroxidu vodiku 0 12 % resp. 46 % nizsi
u MAs a 0 24 % resp. 32 % nizs§i u DMASs. Tento pokles byl pravdépodobné
zpusoben interferenci peroxidu vodiku pii generovani hydridit — zbytkovy
obsah peroxidu vodiku byl vyssi, protoze se jednak nerozlozil bez piitomnosti
matrice a standardy po extrakci byly pfi predredukci fedény pouze 1:1, nikoliv
1:9 jako v piipadé referen¢nich materialu.
Pii demethylaci tedy pravdépodobné hraje roli i matrice vzorku a bude
nutné tento experiment zopakovat S pouzitim standardniho piidavku MAs a
DMASs Kk referenénimu materialu a dale ovéfit interferenci peroxidu vodiku pii

generovani hydridu.
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Tab. 4.2: Namétené koncentrace jednotlivych specii a souétu specii materiali DORM-3 a DORM-4 po extrakcich s jednotlivymi

extrak¢énimi Cinidly.

extrak¢ni procedura extrak¢ni Cinidlo iAs,ngg’ MAs,ngg® DMAs, ngg ' soulet specii, ng g
2% HNO; 218 53 471 742
2% HNO; + 1% H,0, 343 145 504 992
DORM-3 mikrovlnna extrakce 2% HNO; + 2% H,0, 627 132 420 1179
2% HNO; + 3% H,0, 848 84 276 1208
2% HNO; + 4% H,0, 919 73 248 1241
2% HNO; 206 48 482 736
2% HNO;3; + 1% H,0, 361 132 533 1026
DORM-3 extrakce v topném bloku 2% HNO; + 2% H,0, 635 88 333 1056
2% HNO; + 3% H,0, 716 83 373 1172
2% HNO;+ 4% H,0, 711 75 356 1142
2% HNO; 164 49 591 804
2% HNO; + 1% H,0, 482 128 471 1081
DORM-4 extrakce v topném bloku 2% HNO; + 2% H,0, 672 96 356 1124
2% HNO; + 3% H,0, 734 93 441 1268

2% HNOs + 4% H,0, 749 76 383 1208




5 Zavér

Tato prace byla zaméfena na testovani publikované extrakéni procedury pro
speciacni analyzu arsenu v certifikovanych referencnich materidlech rybiho
proteinu DORM-3 a DORM-4. Bylo zjisténo, Ze extrakce v mikrovinném
zafizeni 1 v topném bloku dava shodné vysledky. V ptitomnosti pouze zfedéné
kyseliny dusi¢né extrakce vSak neni dostate¢né u€innd. Po pfidani peroxidu
vodiku se ucinnost extrakce sice zvySila, v tomto piipad€é vSak dochazelo
k rozkladu methylovanych specii, coz vede ke zdanlivému zvySeni obsahu
anorganického arsenu. Proto je nezbytné pokraCovat v hleddni a ovéfovani
vhodné extrak¢ni procedury.

Vysledky méfeni 1As, MAs a DMAs nebyly v dobré shod¢ s vysledky
publikovanymi, ale ani publikované hodnoty speciace arsenu pro materidl
DORM- 3 se neshoduji.

Potvrzuje se, ze krok extrakce je kritickym krokem pro spravnou speciacni
analyzu arsenu v materiadlech z ryb a moiskych Zivoc¢ichli. Extrakéni proces je
jesté treba tadné validovat s ohledem na UCinnost extrakce a vzdjemnou

pireménu specii arsenu.
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