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1. Uvod

Generovani hydridi (HG) je v soucasnosti rozvinutou
a uznavanou technikou pfi stanoveni nékterych prvkli me-
todami analytické atomové spektrometrie'”. Spoéiva
v konverzi analytu na hydrid v kapalné fazi, v jeho pieve-
deni do plynné faze a v néasledném transportu proudem
nosného plynu do detektoru. Podstatou konverze je reduk-
ce analytu nejcastéji roztokem tetrahydridoboritanu sodné-
ho ¢i draselného v kyselém prostiedi v generatoru. Hlavni
vyhoda HG spociva v odd€leni analytu od matrice vzorku.
Dalsi vyhodou je vysoka ucinnost generovani a transportu
hydridu analytu v plynné fazi do detektoru (velmi casto az
100 %) a moznost jednoduché prekoncentrace analytu
z plynné faze. HG nabizi také uritou miru selektivity,
kterou lze vyhodné vyuzit pro speciacni analyzu prvku.

Specia¢ni analyza je obecné definovana jako analytic-
ka cinnost vedouci k identifikaci a Castéji stanoveni jed-
notlivych specii prvku ve vzorku, kdy jednotlivé specie
mohou byt definovany isotopovym slozenim, elektrono-
vym nebo oxidanim stavem & molekularni strukturou’.
Tento referdt se vénuje problematice speciacni analyzy
arsenu, kterd je stale aktualni, jak je mozné dolozit nékoli-
ka poslednimi piehledovymi ¢lanky*®, a klade si za cil
poskytnout piehled riznych pristupi ke speciacni analyze
zalozenych na metod¢ HG jako alternativy k nejbéznéjsim
postupiim spocivajicim v HPLC v kombinaci s hmotnostni
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spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS)’.
Specialni dliraz je kladen na popis aktudlni metodiky.

2. Arsen

Arsen je obecné povazovan za toxicky prvek, vysky-
tujici se v Sirokém spektru specii. Proto je urceni jeho spe-
ciace velmi dileZité predevs§im v potravinovych a biolo-
gickych vzorcich. Ve slouceninach se arsen vyskytuje
v oxida¢nim stavu —III, +IIT a +V. Kromé anorganickych
arsenitand (iAs™) a arseni¢nant (iAs) existuje i velka
skupina organickych sloucenin arsenu. Mezi né patii jed-
noduché monomethylarseni¢nany (MAs"), dimethylarse-
ni¢nany (DMAs"), ptipadné velmi nestabilni analogické
trojmocné specie’, a oxid trimethylarseniény (TMAs"O).

““““““ speciemi jsou pak arsenobetain (AsB)
a slouceniny nazyvané souhrnné arsenolipidy a arsenocuk-
ry, které se hojn& vyskytuji v rybach a moftskych fasach®.
to referatu, jsou zobrazeny na obr. 1.

Ne vSechny specie arsenu jsou pro lidsky organismus
nebezpecné. Akutné i chronicky jedovaté jsou zejména
anorganické specie arsenu (iAs), tedy arsenitany a arsenic-
nany, které byly dokonce klasifikovany jako prokdzany
lidsky karcinogen (skupiny I). Jednoduché methylované
arseni¢nany vznikaji vlivem detoxifikacnich procesi 1As
v organismu. Tyto slouCeniny tedy vykazuji podstatné
niz§i toxicitu, kterd obecné klesa s po¢tem methylovych
skupin. Naopak slouceniny jako AsB jsou povazovany za
bezpecné, protoZe se nijak v té€le nemetabolizuji a vylouci
se moc¢i. O toxicit¢é arsenocukrii a arsenolipidd se
v soudasnosti vazné diskutuje®'’. Je proto jasné, Ze pro
zhodnoceni toxikologické zavaznosti spojené s konzumaci
nékterych potravin jiZz neni stanoveni celkového obsahu
arsenu dostacujici.

Vyznamnym zdrojem arsenu pro ¢lovéka je pitnd
voda, vniz se arsen vyskytuje témét vyhradné
v anorganické formé¢. V Ceské republice je maximalni
obsah arsenu v pitné vodé stanoven vyhldskou Minister-
stva zdravotnictvi 252/2004 Sb., v souladu s doporu¢enim
WHO, na hodnotu 10 ng ml™'. Mezi dal3i vyznamné zdroje
arsenu patfi zejména ryze a produkty pochazejici z mote.
V nékterych zemich v Asii predstavuje ryze dokonce hlav-
ni zdroj 1As pro ¢loveéka.

3. Speciacni analyza arsenu zaloZena
na generovani hydridia

Shodou okolnosti vsechny toxikologicky zavazné
specie arsenu, tj. iAs (= iAs™ + iAs") a jejich methylované
analogy, reaguji s roztokem NaBH,; za vzniku té€kavych
hydridii (arsanti a methylsubstituovanych arsan)''. To je


mailto:stanomusil@biomed.cas.cz

Chem. Listy /74, 374-381 (2020)

iAs" iAs’

Referat

O
I
HO—Pis—OH HO—As —OH
I
OH OH
kyselina kyselina
arsenita arseni¢na
MAs' o DMAs" o) TMAs'O
I [ [
HO—Als—CH3 H,C—As—CH, HBC—Als—CH3
|
OH OH CH,
kyselina kyselina oxid

monomethylarseni¢na

dimethylarseni¢na

HC— ASAAAAAAN
|

AsB  cH,coo o]
| [
H,C— A|S'— CH,
CH, CH,
arsenobetain arsenolipidy

0]
Il
H3C—A|s — CH, o
CH,
OH OH
arsenocukry

My wewr

Obr. 1. Chemické struktury nejbéznéjSich specii arsenu

klicové pro metody speciacni analyzy, které jsou zalozené
na generovani hydridd (HG). Kromé téchto specii bylo
v literatufe  popsano 1 HG =z arsenocukrii, nicméné
s podstatné niz§imi G¢innostmi generovani, které byly
velmi zavislé na pouzitych podminkach generovani'? .

Obecné existuji tii on-line piistupy ke speciacni ana-
lyze zalozené na HG: a) selektivni HG, b) postkolonové
HG a c) generovani methylsubstituovanych hydrida.
V principu se vSechny tyto pfistupy daji pouzit ve spojeni
s jakoukoliv metodou analytické atomové spektrometrie,
mezi které fadime atomovou absorpéni spektrometrii
(AAS), atomovou fluorescen¢ni spektrometrii (AFS), ato-
movou emisni spektrometrii s indukéné vazanym plazma-
tem (ICP-AES) & ICP-MS.

3.1. Selektivni generovani hydridta

Speciacni analyza je u tohoto pfistupu zaloZzena na
odlisné ucinnosti konverze jednotlivych specii analytu na
hydrid pfi pouziti riznych experimentalnich podminek
generovani. V nejjednodussim pripadé, tedy pfi stanoveni
iAs™ a iAs" ve vzorcich vod, miizeme vyjit z toho, Ze se
arsenovodik neboli arsan (AsH;) generuje ziAs™
v §irokém rozmezi pH (od silné kyselého az téméf do neut-
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ralntho pH), zatimco z iAs" ho lze generovat pouze pfi
nizké hodnoté pH pouzité pro HG a obvykle s niz§im vy-
t&zkem, ale nikoliv pii neutralnim pH (cit.)). V praxi se
tedy nejprve v jednom alikvotu vzorku stanovi koncentra-
ce iAs™ a néaslednd se pomoci predredukce stanovi kon-
centrace iAs™ a iAs" v druhém alikvotu. Koncentrace iAs"
se musi dopocitat z rozdilu zjisténych koncentraci v obou
alikvétech. V obou ptipadech je pro HG vyuzito prostredi
se slabé kyselym ¢i dokonce neutrdlnim pH. Pro predre-
dukei iAs" se obvykle vyuziva KI v kyselém prostiedi, ¢asto
s ptidavkem askorbové kyseliny, nebo organického ¢inidla
obsahujici thiolovou skupinu (nejéast&ji L-cystein)'>'°.

Pro extrakty potravinovych vzorki se slozitéjsi speci-
aci arsenu lze selektivniho generovani vyuzit pro stanoveni
viech toxikologicky zavaznych specii (tj. zejména iAs",
iAs¥, MAs" a DMAs"). Byly vyvinuty specialni metodiky,
které pomoci specifickych reakénich podminek (rizné
druhy anorganickych ¢i organickych kyselin, pufry o rizné
hodnoté pH, pfipadné piedredukce) umoznuji selektivné
generovat hydridy z jednotlivych specii, vice specii nebo
ze vSech specii najednou. Ze ziskanych odezev pro rtizné
experimentalni podminky se pak pomoci soustavy nékoli-
ka rovnic dopocitavaji postupné koncentrace jednotlivych
specii. Takovych ptistupi bylo pouzito naptiklad pro spe-
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ciatni analyzu arsenu ve ving'’, v extraktech zeleniny'® &i
extraktech ryZe a dalsich obilovin'®. Velice podobny pii-
stup byl také pouzit pro stanoveni iAs", iAs’, MAs"
a DMAs" v moiské vodé, kdy byla kromé riiznych kyselin
pro HG a L-cysteinu pro piedredukci vyuzita rizna reakti-
vita specii arsenu s riznymi redukénimi ¢inidly odvozeny-
mi od BH, ™ (cit.?%). Obecné lze Fici, Ze i kdyz tyto metodi-
ky umoziuji ziskat potiebnou speciacni informaci, jsou
pomérné slozité a pracné.

SpiSe nez pro ,,nechromatograficky* zaloZzenou speci-
acni analyzu vSech toxikologicky zdvaZznych specii arsenu
se dnes selektivni HG uplatiiuje pro rychlé stanoveni pou-
ze jedné specie. Velice neddvno bylo popsano velmi prak-
tické stanoveni celkové koncentrace iAs, tj. iAs"+iAsY,
v extraktech vzorkl ryze, které od 1. ledna 2016 vyzaduje
Evropsky utad pro bezpec¢nost potravin (EFSA). Bézné se
vyuziva stanoveni pomoci metody HPLC-ICP-MS po ex-
trakci zfedénou kyselinou dusicnou (n€kdy i s piidavkem
peroxidu vodiku pro oxidaci iAs™ na iAs")*!, ktera dokaze
separovat iAs' od DMAs" a MAs", které jsou v ryzi za-
stoupeny. Analyzy zaloZené na selektivnim HG umoznuji
provadét tuto analyzu bez instrumentace pro HPLC
a s ¢asovym zkracenim finanéné naro¢ného provozu ICP-
MS. Experimentalni schéma generatoru hydridi v konti-
nudlnim uspofadani je zobrazeno na obr. 2. Princip této
metody spociva v tom, ze G€innosti generovani pro jednot-
livé specie arsenu zaviseji ve velké mife na koncentraci
HCI pouzité pro HG (cit.”?). Zatimco arsan se generuje
ziAs™ a iAsY v girokém rozmezi koncentraci HCI, G&in-
nost generovani z methylovanych forem je pii vyssich
koncentracich HCl (5-8 moll™) vyznamné potladena
(obr. 3). U MAs" neni potladeni uplné, ale pro spravné
stanoveni obsahu iAs tento fakt nevadi, jelikoz jeho obsa-
hy v ryzi jsou velmi nizké. Pro stanoveni iAs ve vzorcich
ryze byla tato metoda selektivniho HG prvné pouzita
v kombinaci s ICP-MS detektorem™> a nasledné se
v riznych obménach objevila i v kombinaci s ICP-AES
(cit**), AFS (cit.”) a AAS (cit.”*?) detektory. V nedavné
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Obr. 3. Zavislost intenzit signalu od jednotlivych specii arsenu
na koncentraci HCI ziskana metodou HG-ICP-MS; 1 — iAsHI,
2 — iAsY, 3 — MAsY, 4 — DMAs"; koncentrace NaBH, 2 %);
(ptepracovano podle cit.*%)

dobé byla tato metoda ovéfena i pro daldi potraviny™
amoiské produkty”?, pro které jsou charakteristické
spise nizsi koncentrace iAs a vysoké koncentrace slozitych
organickych specii arsenu (napif. AsB a arsenocukrii).
Oproti standardné pouzivané metodice HPLC-ICP-MS je
metoda selektivniho HG podstatné rychlejsi a navic je
v kombinaci s AAS a AFS detektory jeji pofizovaci cena
a provozni naklady vyrazné nizsi.

3.2. Postkolonové generovani hydridu

Tento piistup ke speciacni analyze je koncepcné to-
tozny se spfazenymi (tzv. hyphenated) metodami zaloZze-
nymi na on-line spojeni separacni a detekeni jednotky. Je
charakterizovan schématem: separace — generovani hyd-
ridit — atomizace/ionizace (detekce). Divodem pro zafa-
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Obr. 2. Schématické znizornéni generatoru v kontinudlnim usporadani s ICP-MS detekci pro stanoveni iAs pomoci selektivniho

HG; GLS — separator fazi, SCH — mlzna komora, PP — peristaltické ¢erpadlo; (pfepracovano podle cit.
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zeni HG do schématu je presné ten diivod, kvuli kterému
se HG pouziva obecné, tj. zvySeni citlivosti a potlaceni
interferenci pfi atomizaci/ionizaci analytu. Zafazeni HG za
separacni techniku je v podstaté také jedinou moznosti, jak
vyuzit metodu AAS s atomizaci v kiemenném atomizatoru
¢i AFS pro citlivou detekci. Nejcastéjsi zptisob separace
specii arsenu v kapalné fazi spociva v pouziti HPLC
s aniontové vyménnou kolonou, ktera dobfe separuje toxi-
kologicky zavazné specie’'. V principu lze samoziejmé
pouzit i jiné kolony, napt. kolony s reverzni fazi, ptipadné
1 v kombinaci s iontové parovymi ¢inidly. Jednotlivé spe-
cie arsenu jsou identifikovany podle reten¢nich ¢asii. Kon-
centrace organické mobilni faze by neméla byt piili§ vyso-
ka, aby nedochéazelo k ovlivnéni atomizace ¢i ionizace
vlivem organickych par. Na druhou stranu vliv organické-
ho rozpoustédla je s krokem HG mnohem niz$i nez pfi
pfimém zmlzovani mobilni faze, protoze vétSina ho zlsta-
ne v kapalné fazi a nevstupuje do detektoru. Evidentnim
omezenim HG je, Ze je pouzitelné pouze pro specie arsenu,
které lze prevést na te¢kavy hydrid. Tuto principidlni nevy-
hodu lze eliminovat zafazenim kroku on-line mineralizace
mezi krok separace a HG (cit.*?). Nejbézné&ji se provadi
oxidaci po piidavku S,0s> za spoluptisobeni UV zafeni.
Tak se vsSechny organické specie arsenu eluyjici
z chromatografické kolony vcetné slozitych specii, jakymi
jsou napf. AsB &i arsenocukry, pfevedou na iAs”, ze kterého
se nasledné provadi HG. Cela tato aparatura s HG a on-line
mineralizaci je béZné nabizena s komeréné dostupnymi AFS.
Schématické usporadani aparatury od firmy P. S. Analytical
(Velka Britanie) je pro ptehlednost zobrazeno na obr. 4.
Tato metodika tedy umoziuje ziskat témer kompletni spe-
ciacni informaci, a stanovit tak i specie arsenu, které za
normalnich okolnosti hydridy netvofi. Nepfiznivym jevem
zafazeni on-line rozkladného zafizeni do systému (obr. 4)
je to, Ze jsou zony eluujicich specii rozmyvany disperzi
v hadi¢kach béhem on-line rozkladu i v generatoru, ¢imz
je puvodné dobré rozliseni pikii znaéné ovlivnéno.

Pro stanoveni vSech toxikologicky zavaznych specii
si vystacime s jednodussi verzi aparatury, kdy neni nutna
on-line mineralizace (obr. 4). V tomto piipadé se vsak HG
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Obr. 4. Schéma HPLC-(UV)-HG-AFS pro specia¢ni analyzu arsenu; DV — davkovaci ventil; (pfepracovano podle cit.
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neprovadi jiZ jen z iAs”, ktery vznika b&hem on-line roz-
kladu, ale z piivodnich specii s riznym stupném methyla-
ce. U¢innosti generovani arsanu a methylovanych analogi
(methylarsanu, dimethylarsanu a trimethylarsanu) se vSak
obvykle velmi ligi. Obecné Ize fici, ze AsH; se ziAs’ ge-
neruje pti bézné zvolenych podminkdch HG (koncentrace
HCI, NaBH, a objem reak¢ni civky) s podstatné nizsi Gcin-
nosti nez 100 %, dosahovanych bézné pro iAs™, coz je
patrné i na obr. 3. Soudasné se methylarsan z MAs" a di-
methylarsan z DMAs" generuji v zavislosti na pouzité
koncentraci HCl. Dikladnou optimalizaci koncentrace
HCl a NaBH; a pouzitim vétSiho objemu/délky reakeni
civky bylo v nedavné dobé dosazeno 100% Ucinnosti ge-
nerovani ze vSech hydridotvornych specii s vyjimkou
TMAsYO (cit.**). To vedlo k velmi nizkym mezim detek-
ce, které pro sestavu HPLC-HG-AFS dosahovaly hodnot
vrozmezi 10-40 pgml' pro iAs', MAs', DMAs" a
TMAsYO (cit.*®). Dosazenim 100% u&innosti generovani
pro vSechny specie arsenu byla navic ziskana stejna citli-
vost (smérnice kalibra¢nich zavislosti) pro vSechny specie.
Pfi realnych analyzach vzorkd to umoziuje pouzivat stan-
dardy pouze jedné specie arsenu (napt. DMAsY), ktera
eluuje brzy po nadavkovani vzorku, pro kalibraci vSech
ostatnich specii ve vzorku, coz vede k vyznamnému zkra-
ceni kalibratniho procesu™.

Kromé vyse uvedenych anorganickych a jednodu-
chych methylovanych specii bylo jasné prokdzano Schme-
isserem a spol.'? a nasledn& i Regmim a spol."®, Ze se hyd-
ridy mohou tvofit i z arsenocukrid. Nutnym ptedpokladem
je Stépeni vazby As-C ve slouceniné arsenocukru béhem
procesu generovani. Na zaklad¢ téchto praci ovéroval
Marschner a spol."* moZnosti speciaéni analyzy arsenocuk-
ri pomoci postkolonového HG. Pouzitim 1,5 M H,SO,
jako reakéniho media a 1% roztoku NaBH, bylo dosazeno
19% tucinnosti generovani pro arsenocukr 2 (viz obr. 1).
Naslednou tpravou hydridového generatoru pro dvojna-
sobné zavadéni roztoku NaBH, byla tato u¢innost zvySena
az na témef 30 %. Pro ostatni arsenocukry se u¢innosti
pohybovaly v rozmezi 13-28 %. Skutecna analyticka apli-
kace tohoto pfistupu je vSak v soucasné dob¢ obtizna, ne-
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Obr. 5. Chromatogram certifikovaného referen¢niho materia-
lu ERM-CE278k (musle) po mikrovinné asistované extrakci
2% HNO; a 3% H,0, ziskany metodou HPLC-HG-AFS,
aniontové vymeénna kolona Hamilton PRP-X100, 20mM fosfato-
vy puft (pH 6); (pfepracovano podle cit.*’)

bot’ stale nejsou analytické standardy jednotlivych arseno-
cukrti komerén¢ dostupné a vystacit si musime se standar-
dy, které jsou velmi pracné syntetizovany ¢i pfipraveny
z extraktl motskych fas.

Fakt, ze HG lze provadét jen z nékterych specii arse-
nu, mize byt zjiného thlu pohledu principialni vyhoda
pro nékteré analyzy. Napfiklad pfi nejbéznéjsi separaci As
specii pomoci aniontové vyménné chromatografie se Spat-
né déli pik iAs"™ a DMAs" od netoxického AsB, ktery
eluuje blizko mrtvého objemu kolony a ktery je v nékte-
rych matricich, jakymi jsou potraviny moiského piivodu,
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majoritni specii s fadové vyssimi koncentracemi. Jelikoz
AsB netvorfi hydridy, neni jeho signal pfi zafazeni kroku
HG pfitomen a selektivita stanoveni je podstatné zvy-
Sena®*. Na obr. 5 je pro ukizku znazornén chromatogram
referencniho materidlu ERM-CE278k (musle), s certifi-
kovanou hodnotou celkového As, po mikrovlnné asistova-
né extrakci 2% HNO; a 3% H,0,, ziskany metodou HPLC
-HG-AFS s aniontové vyménnou kolonou Hamilton PRP-
X100. Je evidentni, ze jednotlivé piky odpovidajici v§em
toxikologicky zdvaznym speciim arsenu nejsou ovlivnény
pfitomnosti organickych specii.

3.3. Generovani methylsubstituovanych hydridu

Velmi zajimavou alternativou k rozsifenéj$im speci-
acnim metodam se separaci specii v kapalné fazi je metoda
generovani methylsubstituovanych hydridd. Jedna se
v podstaté o obdobu derivatizacni techniky dobfe znamé
z plynové chromatografie. Tento pfistup je charakterizo-
van schématem: generovdani smési methylsubstituovanych
hydridit —  prekoncentrace/separace —  atomizace/
ionizace (detekce).

Nejprve jsou vygenerovany jednotlivé methylsubsti-
tuované hydridy ze vSech hydridotvornych specii arsenu
a ty jsou nasledné zachyceny v kryogenni pasti (CT) pono-
fené do kapalného dusiku (t.v. —196 °C). Kryogenni past
tvoii sklenéna nebo kiemenna U-trubice, kterd je casto
plnéna chromatografickou stacionarni fazi*. Po dokonéeni
kroku generovani se past pomalu ohfiva odporovym dra-
tem, ktery je ovinut kolem pasti. Separace jednotlivych
zachycenych methylsubstituovanych hydridi je zaloZena
na rozdilech v teplotach varu, kdy teplota varu arsanu ¢ini
—55 °C, methylarsanu 2 °C, dimethylarsanu 36 °C a trime-
thylarsanu 70 °C (cit.""*%). Jednotlivé methylsubstituované
hydridy se tak béhem vyhfivani postupné uvoliuji, jsou
unaseny nosnym plynem a nasledné detegovany. Jako

Detektor

Nosny plyn
He
PP1
_b. .
Reakéni
NaBH, m civka
¥
Tris-HC! pufr | Z5e)
¥
DIW _@_
PP2
4—
Odpad IR
Q¥

Kryogenni
past

Obr. 6. Schéma HG-CT pro generovani a prekoncentraci/separaci methylsubstituovanych hydrida; GLS — separator fazi, DIW —

deionizovana voda, PP — peristaltické ¢erpadlo
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nosny plyn musi byt pouzito helium (t.v. =269 °C), aby
nedochazelo ke kondenzaci plynu uvnitf pasti. Schéma
generatoru je zobrazeno na obr. 6.

Metoda ma omezenou selektivitu, nebot’ takto Ize
separovat a stanovit pouze specie arsenu poskytujici riizné
t€kavé hydridy s riznym poctem navazanych methylovych
skupin. Pro dal$i zvyseni selektivity lze vyuzit selektivni-
ho HG a odlisit téz trojmocné specie od pétimocnych
v zévislosti na zvolenych podminkach HG. S velkym uspé-
chem se vyuziva Tris pufru (s pH upravenym na 6) jako
reak¢éniho media, které umoziuje HG pouze z trojmocnych
specii a TMAs'O (cit.>®). Pouzitim predredukce vzorku
pomoci &inidel s SH-skupinou (L-cysteinem® ¢&i kyselinou
thioglykolovou®”) l1ze pak u&inné generovat hydridy jak
z trojmocnych, tak pétimocnych specii a koncentrace péti-
mocnych se urCuje z rozdilu. Typické chromatogramy Ctyf
specii arsenu, ziskané bez predredukce a s predredukci
L-cysteinem metodou HG-CT-AFS, jsou zndzornény na
obr. 7.

Dulezitou podminkou tohoto pfistupu k separaci
v plynné fazi po derivatizaci je, ze jednotlivé vygenerova-
né methylsubstituované hydridy musi jednoznac¢né odpovi-
dat svou methylaci piivodnim speciim v roztoku vzorku.
Nemélo by tedy za zadnych okolnosti dochdzet ke zméné
speciacni informace. Zavazna demethylace byla pozorova-
na, pokud bylo HG provadéno pouze z prostiedi béznych
kyselin HCI, H,SO, ¢i HCIO4, coz mohlo v minulosti vést
k vaznym artefaktim a zkreslenym analytickym vysled-
kam®®,

Vyhodou tohoto pfistupu je piedevsim vynikajici
citlivost a meze detekce dané prekoncentraci specii (resp.
jejich hydridl). Porovnani dosazenych mezi detekce pro
metodiku HG-CT s riiznymi detektory (AAS, cit., AFS,
cit.** a ICP-MS, cit.*) je zobrazeno v tabulce I. Takto
nizké meze detekce (dokonce az < 1 pg ml™') jsou dilezité
nejen pro vzorky s velmi nizkymi koncentracemi analytu,
ale také naptiklad pro biomedicinské vzorky tkani nebo
bunék, kdy je mnozstvi vzorku velmi omezené. Dalsi vy-
hodou je, ze stanoveni lze provadét po minimalni Gpravé
vzorku. Pro n&které typy vzorkd (bun&ené lyzaty***', ho-
mogenat jater*>*, plna krev*, krevni plazma*, mo¢&®’,
homogenat ryze* a dalsi) neni potieba extrakce jako
u pfistupd zalozenych na HPLC. Tim je redukovano ne-
bezpedi kontaminace vzorkd i konverze specii (oxidace)
v pribéhu prediupravy vzorku. Po odbéru vzorku (krve,
moci) je také mozné analyzovat i velmi nestabilni trojmoc-

Tabulka I

Referat
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Obr. 7. Typické zaznamy méFeni standardu (100 pg ml™ kaz-
da specie) ziskané metodou HG-CT-AFS; ¢erna pierusovana
¢ara znazortiuje signal standardu méfeny bez piedredukce, plna
Cernd Cara znazornuje signal standardu meéfeny po piedredukci
L-cysteinem; (piepracovano podle cit.*’)

né methylované specie (MAs™ a DMAs™), které se zacast-
fuji  metabolické pfemény anorganického arsenu
v organismu a které jsou prokdzanymi karcinogeny*'**.

Zajimavé pouziti kryogenniho zachytu pro selektivni
stanoveni iAs bylo publikovano v roce 2017 (cit.*®). Autofi
sestrojili specialni past (jakysi filtr), ktera byla pomoci
termoelektrického ¢lanku chlazena na teplotu, pii které
AsHj; stale Géinné prochéazel do detektoru (AFS), avsak
methylarsan a dimethylarsan jiz kondenzovaly a byly
z plynné faze odstranény. Vyvinutd metoda byla aplikova-
na pro selektivni stanoveni iAs v ryZi po mikrovinné asis-
tované extrakci zfedénou kyselinou dusi¢nou.

4. Zavér

Existuje né¢kolik diametralné odlisSnych piistupt ke
speciacni analyze arsenu, vyuZzivajici krok generovani
hydridd pro citlivé stanoveni koncentrace jednotlivych
specii ¢i ke zvySeni selektivity stanoveni. Tyto pfistupy
mohou byt vzasadé kombinovany s jakoukoliv metodou

Srovnani mezi detekce (v pg ml™) jednotlivych specii arsenu dosazenych metodikou HG-CT s réiznymi detektory

Detektor iAs™ ATV MAs" DMAs" TMAs'O Lit.
AAS? 30 63 30 30 30 39
AFS® 0,44 0,74 0,15 0,17 0,67 40
ICP-MS® 1,2 3,4 0,055 0,14 0,1 41

* Piistroj AAnalyst 800, atomizace v kiemenném multiatomizatoru; ° laboratorn& sestaveny piistroj, atomizace ve flame-in-
gas-shield atomizatoru; ¢ piistroj Agilent 7700x, 3,5 ml min~' He do kolizni cely
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analytické atomové spektrometrie. Spojeni s AFS a ICP-MS
nabizi potiebnou citlivost a linearni dynamicky rozsah pro
vét§inu potravinovych a biologickych vzorkd. Ackoliv
obecné nejsou tyto pfistupy univerzalni, v nékterych piipa-
dech mohou byt diky svym vlastnostem vhodné;jsi alterna-
tivou ¢i dokonce vyrazn€ pievySovat standardni piistupy
zalozené na HPLC-ICP-MS. Oproti nim navic
v kombinaci s AAS a AFS nabizi nizké pofizovaci i pro-
vozni naklady a jednoduchost analyz. Nékteré uvedené
metody pfindSeji v soucasnosti jediny mozny zpusob, jak
stanovit velmi nizké koncentrace toxikologicky zavaznych
specii v obtiznych matricich vzorkil, coz mize byt vyuZito
pii toxikologickych studiich®*’.

Tato prdce vznikla za podpory Ustavu analytické
chemie AV CR (vyzkumny zamer RVO: 68081715). Autor

dekuje Dr. Tomasi Matouskovi za cenné pripominky.

Seznam zkratek

AAS atomova absorpcni spektrometrie

AFS atomova fluorescencni spektrometrie

AsB arsenobetain

CT kryogenni past

DMAs™ kyselina dimethylarsenita, dimethylarsenitan

DMAs" kyselina dimethylarseni¢na,
dimethylarseni¢nan

HG generovani hydridi

iAs anorganicky arsen

iAs™ kyselina arsenita, arsenitan

iAsY kyselina arseni¢na, arseni¢nan

ICP-AES  atomova emisni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem

ICP-MS hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem

MAs™ kyselina monomethylarsenita,
monomethylarsenitan

MAs" kyselina monomethylarseni¢na,
monomethylarseni¢nan

TMAsYO  oxid trimethylarseniény
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Referat

S. Musil (Institute of Analytical Chemistry, Czech
Academy of Sciences, Brno): Speciation Analysis of Ar-
senic Based on Hydride Generation

This review deals with speciation analysis of arsenic
based on hydride generation and coupled with analytical
atomic spectrometry. Three basic on-line approaches to
speciation analysis of arsenic are defined: (a) selective
hydride generation, (b) postcolumn hydride generation and
(c) generation of methyl substituted arsanes. All of the
approaches are discussed with the focus on the latest ad-
vances in those fields.

Keywords: speciation analysis, arsenic, hydride genera-
tion, analytical atomic spectrometry
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