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1. Uvod

Hlavnim cilem analytického stanoveni rizikovych
prvki je ziskani podkladt pro hodnoceni vlivu kontamina-
ce na lidskou populaci i dalsi slozky zivotniho prostiedi,
identifikace moznych zdroji znecisténi a hledani souvis-
losti mezi Urovni kontaminace a pfipadnym vlivem na
zdravi ¢loveéka nebo Zivotni prostfedi. Je tedy nutno zkou-
mat a pochopit transportni mechanismy chemickych prv-
kt, aby bylo mozno pochopit jejich chemicky cyklus
v biosfére. V biologickych systémech jsou vSak mobilita
a transport chemickych prvki zavislé zejména na chemic-
ké formé daného elementu. Stanoveni celkového obsahu
prvkl ve vzorcich neni tedy v tomto ptipad€ dostacujici.
Nolan a spol." v této souvislosti zmifiuji biopFistupnost
prvki, kterd charakterizuje takovy podil prvku, ktery je
v daném systému biologicky aktivni. U suchozemskych
rostlin jde napf. o takové formy prvku v pidé€, které mo-
hou byt prijimany kofeny rostlin béhem vegetacniho cyklu
a mohou ovlivnit Zivotni cyklus danych rostlin. Distribuci
prvku do presné definovanych specii v daném systému,
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coz predstavuje isotopové slozeni, valencni stav, anorga-
nické slouceniny a komplexy, organokovové slouceniny,
organické a makromolekuldrni sloufeniny a distribuci
prvku do rozliénych chemickych a fyzikalnich forem, jako
je zastoupeni podilu volnych iontli, komplex a chelath
danych prvki v roztoku nebo amorfni a krystalické formy
téchto prvkl v tuhé fazi pak nazyvame speciaci.

Arsen patfi mezi prvky, u kterych je problematika
speciace teoreticky i prakticky velmi dobfe zpracovana®.
V Ceské republice neptedstavuje problematika kontamina-
ce zemédelské pluidy arsenem nejaktualnéjsi problém, ale je
nutno vzit v Givahu vliv spalovani hnédého uhli, které ma
po celém svétd mimoradng vysoké obsahy arsenu®. Dal§im
problémem pak jsou jednotlivé lokality, kde se nachazeji
loziska barevnych a vzacnych kovu, které jsou doprovaze-
ny zvySenymi obsahy arsenu. Nejznaméjsi z téchto lokalit
je oblast Kutné Hory, kde stfedoveka tézba stiibra zane-
chala pomérné masivni kontaminaci zivotniho prostiedi
arsenem. Hlavnim zdrojem arsenu je zde arsenopyrit
a riizné sekundarni mineraly®. Oblast Mokrska je pak jed-
nim z nejvétsich lozisek zlata v oblasti Ceského masivu se
zasobou zlata, ktera predstavuje az 80—100 tun. Ruda ob-
sahuje zvySena mnozstvi arsenu (az 1 %), ktery je obsazen
zejména v arsenopyritu a arsenem bohatém pyritu’. Geo-
chemické aspekty ptipadného uvoliovani arsenu z arseno-
vych minerali do vodniho prostiedi byly jiz intenzivné
studovany®. Mobilita arsenu a jeho slougenin v piidé a jeho
biopfistupnost rostlindm vSak je$t€¢ vyZaduje intenzivni
vyzkum.

2. Geochemické, pedologické a biologické
aspekty pristupnosti arsenu a jeho slou¢enin
pro rostliny

Arsen patfi mezi nejintenzivnéji studované rizikové
prvky z diivodu jeho toxicity pro ¢loveka i ostatni zivoci-
chy. Rovnéz fytotoxicita tohoto prvku je zndma. Chaney’
povazuje hladinu As v rostlinach 0,01-1 mgkg™" za nor-
malni a obsahy 3-10 mg kg™ za fytotoxické. Ze zem&dg&l-
skych plodin jsou na ucinky As nejcitlivéjsi luSténiny.
Fytotoxicita As se u rostlin projevuje plasmolyzou pletiv
kofenl a zloutnutim listd vedoucim az k nekréze Spicek
a okraji listd®. Po piidavku 100 mg kg™ arsenu v podobé
kyseliny arseni¢né do ptidy se obsah tohoto prvku v zeleni-
n& pohyboval v rozmezi od < 0,01 mgkg™ v kukufici
a zeli do 3,0 mg kg™ v bramborach’. Byl rovnéz prokazan
vliv zvySené koncentrace As na snizeni absorpce nékte-
rych mikroprvkil jako B, Cu, Mn a Zn rostlinami'’. Porov-
nani analytickych dat popisujicich distribuci arsenu v fic-
nich a jezernich sedimentech a v pidich v Kanadé
av USA ukazalo, Ze variabilita obsahi arsenu v téchto
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materialech je urCovana predevsim geologickymi charakte-
ristikami podloii”. Je ale znamo, Ze arsen se v ruznych
slozkach Zzivotniho prostfedi vyskytuje ve velkém poctu
anorganickych i organickych sloucenin, které se od sebe
lisi chemickymi vlastnostmi, toxikologickymi charakteris-
tikami, biopfistupnosti pro rostliny a chovanim v systému
puida — rostlina. Prehled zakladnich dosud identifikovanych
sloucenin arsenu publikovali Francesconi a Kuehnelt’.
Hlavnimi zdroji arsenu v pudé jsou arsenopyrit
(FeAsS) a dalsi sulfidy obsahujici As jako hlavni nebo
stopovou komponentu, napi. 16lingit (FeAs,) nebo pyrit
(FeS,) s obsahem arsenu. Po uvolnéni ze sulfidi je As(III)
oxidovan na As(V) a v zavislosti na jeho koncentraci mo-
hou slouceniny arsenu koprecipitovat s noveé tvorenymi
hydro-oxidy zeleza (HFO) nebo mohou byt adsorbovany
na povrchu téchto minerall, poptipadé se mohou zapojit

v piidach, ale svllj vyznam maji i oxohydroxidy hliniku
a jilové mineraly®'>".

V prostiedi s vysokou priméarni koncentraci As a sou-
Casné Ba, Ca, Fe, K, Mg a Pb mohou zvétravanim sulfida
vznikat sekundarni mineraly, zejména arseni¢nany. Nej-
Zastéji jsou zmifiovany karminit (Pb(Fe’"),(AsO4),(OH),),
kafikit (Fe®"),(AsO,) . 3 H,0), farmakosiderit
(K(Fe’")4(As0y4)3(OH), . 6-7 H,0), pikrofarmakolit
(H,CagMg(AsQy)s. 11 H,0), talmesit (Ca;Mg(AsO,) . 2 H,O),
tilasit (CaMg(AsO4)F) a skorodit (FeAsO,.2 H,0)
(cit." ). Stupen oxidace sulfidii zavisi na koncentraci
kysliku, poctu iontl Zeleza, teploté a pfitomnosti acidofil-
nich mikroorganismd.

Zemédéelstvi rovnéZz predstavuje mozné riziko vstupu
organickych i anorganickych slouc¢enin arsenu do Zivotni-
ho prostfedi, protoZe se tyto slouCeniny pouZzivaji jako
pesticidy a téz jako pridavky do krmnych smési
v driibezaiském pramyslu'®. Tyto piipravky nejsou v Ev-
rop¢ schvaleny k pouzivani, ale studium transformaci téch-
to sloucenin a vlivu pfidavku téchto slou¢enin do pidy na
zemédélské plodiny miize pomoci objasnit piipadné nepfi-
znivé dopady jejich aplikace.

Mobilita arsenu v pidé je velmi nizka ve srovnani
s mobilngjsimi elementy, jako jsou kadmium nebo zinek.
Koncentrace vyménné vazaného arsenu stanoveného ve 27
vzorcich kontaminovanych ptd se pohybovala v rozmezi
1,2-19 % celkového obsahu'’. V souboru 35 vzorkd pad,
které se liSily celkovym obsahem arsenu a fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi nepiekrocil obsah arsenu extraho-
vatelny roztokem 0,01 mol 1! CaCl, 1,22 % celkového
obsahu tohoto prvku'®. Baroni a spol." stanovili, ze vodou
extrahovatelné obsahy arsenu v pudach, které obsahovaly
5,3-1226 mg kg™' celkového arsenu se pohybovaly v roz-
mezi 0,010-0,040 mg kg™'. Pouze v extrémn& kontamino-
vané luéni ptidé (2035 mg kg™') dosahl vodou extrahova-
telny obsah arsenu hodnoty 8,48 mgkg™'. Z literatury je
znamo, Ze arsen je v pudé pfitomen zejména ve formé
arsenicnanu, ale v reduk¢nich podminkéch se snadno pie-
méiiuje na arsenitan’” . Pokud hodnota redox potencialu
pldni suspenze poklesla pod 0 mV, pak byl pfitomny ar-
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sen pievazné ve formé As(IIl). Za oxidacnich podminek
byl piitomen As(III) i As(V) (cit.”*). Byla prokazana i pii-
tomnost malého mnozstvi methylovanych sloucenin
v pudé®**. Tlusto§ a spol.”’ nalezli ve vodnim extraktu
nekontaminované pudy 91 % arseni¢nanu, 6 % arsenitanu
a 3 % dimethylarsinatu (DMA). V této souvislosti byl dis-
kutovan i vliv typu a ptvodu pidy, a také hladiny celkové-
ho arsenu v pad&*®?’. Byly také popsany rozdilné sorpéni
charakteristiky jednotlivych sloucenin arsenu v zavislosti
na fyzikalng-chemickych vlastnostech pady***’. Chovani
methylovanych slou¢enin arsenu v pud¢ se lisi od anorga-
nickych sloucenin tohoto prvku, pficemz zejména adsorpc-
ni charakteristiky DMA na oxidy zeleza (goethit a ferri-
hydrit) ukazaly nizsi schopnost adsorpce této slouceniny
ve srovnani s As(V) a methylarsonatem (MA)™.

Dulezitou roli pii oxidaci a redukci arsenu v pudeé,
sedimentech, Cistirenskych kalech apod. hraje aktivita
mikrobialni biomasy®'*. Piidni bakterie jsou také schopny
redukovat arseni¢nany na arsenitany a poté je methylovat
na dimethylarsan. Rovnéz houby jsou schopny konvertovat
organické i anorganické slouceniny arsenu na tékavé me-
thylarsany”>**. Metabolicka aktivita specifickych mikrobi-
alnich populaci ptidni biomasy hraje vyznamnou roli ve
speciaci anorganického arsenu v pidnim roztoku. V aerob-
nich pudnich podminkach byla v modelovém experimentu
pozorovana rychld mikrobidlni oxidace arsenitanu na arse-
ni¢nan; redukce arseni¢nanu vSak zaznamendana nebyla3 ’
Moznost ztrat arsenu z pudy tvorbou teékavych arsant stu-
dovali Michalke a spol.”® v priib&hu anaerobni inkubace
Cistirenskych kalll a prokazali pfitomnost arsenovodiku,
methylarsanu, dimethylarsanu a trimethylarsanu. Rovnéz
studium tvorby tékavych sloucenin arsenu Cistymi kultura-
mi  mikroflory  anaerobniho  Cistirenského  kalu
(Methanobacterium formicicum, Methanosarcina barkeri,
Methanobacterium thermo-autotrophicum, Desulfovibrio
vulgaris, D. gigas, a Clostridium collagenovorans) proka-
zalo pfitomnost vSech vySe uvedenych sloucenin arsenu
anavic jedné slouceniny, kterou se nepodatilo identifiko-
vat. Také Abedin a spol.’” popsali vyznamné ztraty arsenu
jeho tékanim v podobé methylovanych arsanti v pidnim
roztoku odebraném v oblasti rhizosféry rostlin ryze. Je
tedy ziejmé, ze pro detailni popis transformace a imobili-
zace sloucenin arsenu v pude je tfeba v dalSim vyzkumu
zamé&fit pozornost i na tvorbu tékavych sloucenin arsenu
béhem vegetace. Vliv mikrobidlni aktivity v pidé na trans-
formaci arseni¢nanu na arsenitan a na vyskyt MA a DMA
v kontaminovanych piidach popsal i Pongratz*®. Carbonell-
Barrachina a spol. studovali transformaci arsenu
v Cistirenskych kalech a zjistili, Ze dominantni podil mo-
bilniho arsenu v tomto materialu tvotila DMA. Lze tedy
potvrdit, Ze mikrobidlni transformace sloucenin arsenu
hraje velmi vyznamnou roli ve zméndch mobility tohoto
prvku v pidg, ale tento problém neni jesté dostatecné pro-
zkouman. Rovnéz objasnéni u¢inku pldni organické hmo-
ty a biologickych parametrii ptidy na transformaci a biopfi-
stupnost arsenu zlstdva vyznamnym tématem pro dalsi
vyzkum.
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Prijem jednotlivych sloucenin arsenu v pud¢ rostlina-
mi a jejich fytotoxicitu shrnuli Sheppard* a Dembitsky
a Rezanka®'. Hlavni roli v tomto p¥ipad& hraji ptidni vlast-
nosti a zdroj kontaminace arsenem. Ukazalo se napf., Ze

pis¢itych nez na jilovitych ptidach. Tlustos a spol.** také
zaznamenali vyS$$i fytotoxicitu DMA po experimentalnim
pridavku této slouCeniny do pisCité pudy ve srovnani
s pudou hlinitou. V této praci se také anorganické slouce-
niny arsenu projevily jako méné toxické ve srovnani
s DMA. Divodem vsak byla zejména vyssi mobilita DMA
v pude a tedy vyssi podil biopfistupného arsenu ve srovna-
ni s anorganickymi slou¢eninami. V hydroponické kultute
byl arsen pfijiman koteny fazolu v potadi As(V) > As(III)
> MA > DMA (cit.®). Rovn&Z u rostlin ryze v kapalné piid-
ni suspenzi se ukédzalo, ze DMA byl rostlinami mén¢ pfiji-
man ve srovnani s anorganickymi slou¢eninami arsenu®.
Piijem arsenu rostlinami ryze se zvySoval umérné¢ se zvy-
Sujici se koncentraci As(IIl) v suspenzi pii nizkém redox
potencidlu této suspenze. Methylarsonat (MA) pak byl
rostlinami ryze pfijiman vice nez anorganické slouceniny
a tento piijem se zvysoval s klesajicim pH a redox potenci-
alem suspenze™*. Jiang a Singh** péstovali rostliny jilku
(Lolium perenne L.) a jeCmene (Hordeum vulgare L.)
v hlinité pidé kontaminované arsenem jednak ve formé
arsenitanu a jednak ve formé arseniCnanu a pozorovali
vyznamnéjsi negativni vliv arsenitanu na vynos obou plo-
din ve srovnani s arseni¢nanem. Rozdily v obsazich arsenu
v rostlinach po aplikaci arsenitanu a arseni¢nanu byly ale
nevyznamné. Marin a spol.*® rovnéz studovali presun arse-
nu do jednotlivych ¢asti rostlin ryze péstované v pidni
suspenzi s pridavkem jednotlivych sloucenin arsenu. Bylo
zjiSténo, Ze obsahy arsenu v listech se rychleji zvySovaly
po piidavku DMA do padni suspenze, zatimco pridavek
As(IIl), As (V) a MA do pidni suspenze vedl k vy$§im
obsahtim arsenu v kofenech. Baroni a spol."”” monitorovali
obsahy arsenu v pudé€ a v 64 vzorcich rostlin v oblasti za-
sazené dalni ¢innosti a ukazali, Ze obsahy arsenu v rostli-
nach byly velmi nizké bez ohledu na troven kontaminace
pudy v daném misté. Pouze ve vzorku maty vodni (Mentha
aquatica L.) byly stanoveny vyS$si obsahy arsenu v nad-
zemni biomase (216 mg kg™) a v kofenech (540 mg kg™)
arovnéz v kofenech rakosu obecného (Phragmites austra-
lis L.), kde bylo nalezeno 688 mg As kg™'. Chang a spol.*”’
zjistili, ze tzv. faktory transferu arsenu (dané jako pomér
celkového obsahu prvku v rostling a v pid¢€) v nadzemnich
Castech 11 druht rostlin rostoucich na pid¢ kontaminova-
né odpady z dilni ¢innosti nepiekrocily hodnotu 0,01.

Ve vzorcich extraktu bun¢k tkanové kultury barvinku
mensiho (Vinca minor L.) péstovaného v médiu s pridav-
kem arseni¢nanu byly stanoveny obsahy arsenitanu, arse-
ni¢nanu a téZ mensi podily MA a DMA (cit.*’). Tyto vy-
sledky naznacuji, Ze vyssi rostliny jsou schopny methylo-
vat slouceniny arsenu. Tato skute¢nost vSak neni v soucas-
né dob¢ zcela objasnéna a vyzaduje podrobnéjsi zkoumani
chovéni slouCenin arsenu v rhizosféfe a v rostlinach.
V kotenech fedkvicky (Raphanus sativus L.) byl domi-
nantni slouceninou arsenitan, zatimco arseni¢nan byl vice
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zastoupen v listech. Vysoké podily DMA v rostlinach
(17 % v kotenech a 18 % v listech) ve srovnani s pidou,
kde bylo vice nez 90 % arsenu pfitomno ve formée arsenic-
nanu, rovnéz naznacuji schopnost rostlin fedkvi¢ky methy-
lovat slougeniny arsenu”*’. Vyskyt jednotlivych slougenin
arsenu ve vyssich rostlinach a jejich distribuce do vyssich
Casti téchto rostlin jsou jednoznacné ovlivnény druhem
rostliny*®*. Vliv druhu rostliny na vyskyt sloucenin arse-
nu a jejich koncentraci demonstrovali i Geiszinger
aspol.”’. Zatimco v extraktech nadzemni biomasy srhy
lalo¢naté (Dactylis glomerata L.) a jitrocelu kopinatého
(Plantago lanceolata L.) rostoucich v oblasti kontamino-
vané arsenem byly stanoveny pifevazné anorganické slou-
Ceniny arsenu, v extraktech nadzemni biomasy jetele luc-
niho (Trifolium pratense L.) rostouciho v téze lokalité byly
stanoveny prevazné organické slouCeniny arsenu, kdy
pfevazoval MA. V dalsich pracich pak byl v riznych dru-
zich vyssich rostlin popsan piijem zejména anorganickych
slougenin’' >,

Sledovani methylace arsenu v rostlinich psinecku
tenkého (Agrostis tenuis Sibth.) ukazalo, ze arseniCnan,
ktery byl pfidan do kultivacniho média, byl piijat kofeny
rostlin, pfeménén na arsenitan, a pozd¢ji methylovan
v listech, kde byla zaznamenana zvySena aktivita enzymu
methyltransferasy™. Abedin a spol.’’” nazna¢ili v kratkodo-
bém experimentu s kofeny kli¢nich rostlin ryze, ze piijem
MA a zvlast¢ DMA byl niZ§i ve srovnani s anorganickymi
slouceninami arsenu. Vzhledem k tomu, Ze pracovali pou-
ze s kofeny rostlin, mizeme o ptipadném piesunu slouce-
nin arsenu do nadzemni biomasy na zéklad¢ téchto vysled-
ki jen spekulovat. V nedavné dobé zkoumali Quaghebeur
a Rengel®™ vnadobovém experimentu piesun arsenu
zkofeni do nadzemni biomasy husenicku Thalova
(Arabidopsis thaliana L.) a rovnéz potvrdili vyznam arse-
nitanu v téchto procesech. Distribuce arsenu v jednotli-
vych ¢astech rostlin je ovlivnéna celkovym obsahem arse-
nu v rostlin€ a také stavem vyzivy rostliny. V této souvis-
losti jsou vyznamné zejména obsahy fosforu, které vy-
znamné ovliviuji pfijem a transformaci jednotlivych slou-
&enin arsenu™*°. Vysoky podil DMA v plodech paprik’’
naznacuje, ze vysoky obsah DMA je obvykly pro rozmno-
zovaci organy rostlin, ale pro potvrzeni této domnénky je
tfeba mnoha dalSich experimentd.

Carbonell-Barrachina a spol.>® diskutovali mechanis-
mus tolerance rostlin vii¢i kontaminaci arsenem a rozlisili:
i) omezeny piijem arsenu kofeny nebo omezeny transport
tohoto prvku do nadzemni biomasy (odmitani), i) zabu-
dovani arsenu do bunécné stény a bunéénych kompartmen-
td (detoxikace) a iii) specifické metabolické pochody
(biochemicka tolerance). V souvislosti s timto bodem je
v posledni dobé diskutovana mozZnost tvorby komplext
arsenu s fytochelatiny*.

Pro studium pohybu prvki v rhizosféte je vhodné
volit takové rostliny, které jsou schopny kumulovat vysoké
obsahy prvki, coz se snaze projevi vyznamnymi zménami
v pudnim roztoku v oblasti rhizosféry. Arsen vsSak patii
mezi prvky, které jsou vyssimi rostlinami pfijimany jen
velmi omezené. Ma a spol.®' popsali jako viibec prvni kap-
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radinu Pteris vittata, kterd je schopna ve své nadzemni
biomase akumulovat extrémni koncentrace arsenu (az do
23 g kg™"). V posledni dobé bylo popsano i nékolik dalsich
druhti kapradin véetné Pityrogramma  calomelanos®,
a Pteris cretica, Pteris longifolia a Pteris umbrosa®, které
jsou schopné akumulovat arsen v podobnych koncentra-
cich jako Pteris vittata. Ma a spol.’" popsali, Ze arsen je
v listech kapradiny Pteris vittata zastoupen (ze 47-80 %)
pravé v anorganické formé. Pityrogramma calomelanos je
druh kapradiny hojné rostouci na pidach vysoce kontami-
novanych arsenem v oblasti jizniho Thajska. Tato rostlina
je schopna kumulovat arsen zejména v listech (az
8,4 g As kg™' susiny), zatimco oddenky této rostliny obsa-
hovaly pouze 88-310 mg As kg™ susiny®>. Z celkového
obsahu arsenu v oddencich kapradiny bylo vodou extraho-
vano pfiblizné 60 %, pficemz 95 % tohoto podilu bylo
pfitomno jako arseni¢nan. Naproti tomu arsen obsazeny
v listech kapradiny byl vodou extrahovatelny mnohem
snadnéji (86-93 %) a prevladajici slouceninou byl arseni-
tan (6072 %). Organické slouceniny arsenu byly naleze-
ny jen v nékterych vzorcich a pouze ve stopovych koncen-
tracich. Vysledky naznacuji, ze P. calomelanos je schopna
za rok odstranit z pudy az 2 % celkového obsahu arsenu.

Fitz a spol.** péstovali P. vittata v padé obsahujici
2,27 g As kg™' a obsah arsenu v jednotlivych &astech rost-
liny klesal v poradi mladé listy > staré listy >> oddenky >
kofeny. Béhem kultivace se zvysil obsah rozpustnych or-
ganickych sloucenin v pidnim roztoku v oblasti rhizosféry
0 86 %, coz vedlo ke zvySeni rozpustnosti Fe v disledku
vzniku komplext. Pfestoze rostliny odebraly z pidy po-
mérné velké mnozstvi arsenu, jeho obsah v pidnim rozto-
ku v oblasti rhizosféry po skonceni vegetacniho obdobi
nepoklesl. Dilvodem je pravdépodobné vysoka pufracni
schopnost pudy a tvorba komplexi s organickymi slouce-
ninami. Metoda postupné extrakce pidy v oblasti rhizosfé-
ry a okolni pidy naznacily, ze arsen byl pfijiman rostlina-
mi zejména z méné mobilnich frakci. Je tedy ziejmé, ze P.
vittata je vhodnou rostlinou pro studium chovani arsenu
v oblasti rhizosféry, ale v naSich podminkach m4 jen ome-
zenou moznost uplatnéni napt. pro fytoremediacni ucely.
Rovnéz vysoké procento arsenitanu v nadzemni biomase
této rostliny neni mezi vys$imi rostlinami typickeé.

3. Analytické metody stanoveni sloucenin
arsenu ve vzorcich rostlin a pad

3.1. Ptiprava vzorkl k analyze

Vzhledem k tomu, Ze vétSina instrumentalnich analy-
tickych technik pouzivanych pro stanoveni sloucenin arse-
nu vyzaduje pfipravu roztoku (viz dale), je pro vérohodné
stanoveni obsahl slouCenin arsenu v rostlinné biomase
nezbytné zvolit takovy extrakéni postup, ktery uvolni ana-
lyty pokud mozno kvantitativné a bez jakékoli chemické
zmény. Byla vyvinuta cela fada extrakénich postup od
extrakce vodou za laboratorni teploty po extrakci vybra-
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nym rozpoustédlem za zvySeného tlaku nebo extrakce za
zvySené teploty s mikrovlnnym ohfevem. Vysledky ziska-
né takto odlisnymi postupy jsou pak jen obtizn¢ porovna-
telné. Metody stanoveni sloufenin arsenu v sucho-
zemskych biologickych materidlech jsou mnohem méné
propracované nez metody extrakce téchto sloucenin ve
vzorcich rostlin z vodnich ekosystémi. I v tomto pfipadé
jsou vsak vysledky Casto velmi variabilni. V pfipadé moi-
ské tasy Hijikia fusiforme se extrahovatelnost sloucenin
arsenu pohybovala od 33 % extrahovatelnych smési
methanol-voda (9:1) az do 74 % extrahovatelnych
1,5 mol I"! roztokem kyseliny fosforeéné®. U sladkovodni
tasy Chlorella vulgaris se extrahovatelnost pohybovala
v rozmezi od 74 % extrahovatelnych vodou az do 100 %
extrahovatelnych smési methanol-voda, kde podil metha-
nolu presahoval 40 obj.%. Fosfatovy pufr v koncentraci
0,03 mol I"' byl schopen vyextrahovat 84 % celkového
obsahu arsenu v fase®®. Extrahovatelnost arsenu z ponofe-
nych zelenych ¢asti vodnich rostlin smési methanol-voda
(9:1) pak nepiesahla 16,1 % celkového obsahu arsenu®’.

Pti analyzach suchozemskych rostlin se ukazalo, Ze
extraktant na bazi smési methanol-voda je ve vétsin€ pii-
padt malo G¢inny. Naptiklad extrakce vzorki ryze ukazala
ucinnost jen 24-36 % (cit.®®). Podobné nizké extrahovatel-
né obsahy arsenu stanovili pfi pouZiti smési methanol-
voda i Bohari a spol.”’, ktefi isp&iné zvysili uginnost ex-
trakce rostlinného materidlu pfidavkem kyseliny fosforec-
né. Extrakce vzorkl broskvovych listd vSak ukazala lepsi
extrahovatelnost arsenu smeési methanol-voda (3:1) ve
srovnani s extrakci vodou” a podobna situace byla zazna-
menana i pii analyze vzorki lyofilizovanych jablek’'.

Pro zvyseni ucinnosti extrakce se pouziva napf. ex-
trakce za zvySené teploty smikrovinnym ohfevem
s vyuzitim ruznych vodnych extrakénich Cinidel jako je
voda, 10% (CH;),NOH (cit.”*), 0,3 mol 1" kyselina fosfo-
re¢na® nebo 2 mol I"' kyselina trifluoroctova®. Pouzitim
téchto postupll bylo dosazeno téméf 100% extrahovatel-
nosti arsenu z riznych casti vyssich rostlin. Ukazalo se ale,
ze pii pouiti kyseliny trifluoroctové pro extrakci zrna ryze
se v prubéhu extrakce arseni¢nan Castecné redukuje na
arsenitan®, Dal$im postupem doporu¢enym pro kvantita-
tivni extrakci sloucenin arsenu z vyssich rostlin je pouziti
ultrazvukové 14zn&”' nebo kontinualni extrakce za zvyse-
ného tlaku®” . Dosavadni vysledky pak naznaduji, Ze
extrahovatelnost arsenu nezavisi jen na pouzitém cinidle
a druhu analyzované rostliny, ale i na konkrétni ¢asti této
rostliny a na mnoZzstvi slou¢enin arsenu v téchto rostlinach.
Porovnani osmi extrak¢nich cinidel (demineralizovana
voda, smés methanol-voda v riznych pomérech, methanol,
20 mmol I"' fosfatovy pufr a smés methanol-fosfatovy
pufr) pouzitych pro extrakci sloucenin arsenu z rtznych
Casti rostliny papriky (Capsicum annum, L.) ukazalo, ze
zatimco u plodid a kofenti paprik byla nejicinnéj$im ex-
traktantem demineralizovand voda, u nadzemni zelené
biomasy bylo nejvy$si uCinnosti extrakce dosazeno
s pouzitim 20 mmol I roztoku fosfatového pufru pti pH
6; tato extrahovatelnost vSak nepfesahla 50 % celkového
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obsahu arsenu v zelené nadzemni biomase paprik. Se zvy-
Sujicim se obsahem methanolu v extrakéni smési byl pozo-
rovan pokles U¢innosti extrakce arsenu ze vSech analyzo-
vanych ¢asti rostlin papriky. V plodech paprik byly stano-
veny As(IIl), As(V) a DMA. V zelené nadzemni biomase
a kotfenech byl hlavni slouceninou As(V), dale As(III)
a téz malé podily DMA a MA (nepifesahujici 5 %). Prak-
tické hodnoceni vlivu slou€enin arsenu na Zivotni prostiedi
a na chovani téchto sloucenin ve vysSich rostlinach mize
byt zkresleno pouzitim rliznych extrakénich ¢inidel v jed-
notlivych experimentech nebo na jednotlivych kontamino-
vanych mistech®’. Jak zdtraziiuje Francesconi’*, podminky
extrakce vhodné pro jednu slouceninu arsenu mohou byt
zcela nevhodné pro slouceninu jinou. Pro spravnou inter-
pretaci vysledkd speciace arsenu ve vzorcich vyssich rost-
lin bude analyza jednotlivych vzorkt vzdy vyzadovat
podrobnou tpravu ¢i modifikaci extrakéniho postupu.

Pon¢kud jina je situace u vzorkt pud obsahujicich
fadu anorganickych a organickych komponent, které mo-
hou obsahovat As ve své struktufe nebo na svych povrsich.
Mnozstvi jednotlivych forem arsenu se v tomto piipadé
nejcastéji odhaduje pouzitim takového louzidla, pri kterém
nastane vhodna desorp¢ni rovnovéha nebo se dané faze As
rozpusti. Volba chemické slouceniny pouzité pro extrakci
se fidi zejména predpokladdanymi formami As obsaZenymi
v pudach. Silné kyseliny nejsou schopny kvantitativné
uvolnit prvky pevné€ vazané na silikdtovou matrici plidnich
vzorkd, presto se vyuzivaji tyto extrakéni metody pro pfi-
blizny odhad celkového obsahu prvkil v ptde, pfedev§im
pri zevrubné znalosti pudnich parametri. Lze konstatovat,
ze tato ¢inidla uvoliluji potencidlné mobilizovatelny obsah
prvki v pudg, tj. takovy podil, ktery 1ze zménou fyzikalné-
chemickych podminek (pH, sorpcni kapacita, obsah piidni
organické hmoty) pievést na podil rostlinam pfistupny.
Roztoky neutralnich soli uvoliuji z pudy frakce prvka
priblizné odpovidajici podilu prvka prijimanych rostlina-
mi. Jsou tedy velmi vhodné pii studiu piestupu prvki
z pady do rostlin. Pro stanoveni biopfistupnych podilt
arsenu v kontaminované pud¢ a nasledné hodnoceni hygie-
nickych rizik pti expozici ¢loveéka vysokym koncentracim
tohoto prvku byly testovany i extrakéni metody simulujici
podminky v zazivacim traktu lovéka’®”’.

Metody postupné extrakce se v praxi pouzivaji pro
stanoveni frakci chemickych prvki v pudach, sedimen-
tech, Cistirenskych kalech a jinych biologickych odpadech,
kompostech, popilcich, tuhych spadech, odpadech z té€zby
mineralt a rud”>”. Byly vyvinuty s cilem presngji defino-
vat zastoupeni prvku v jednotlivych frakcich pady. Obvyk-
le tyto metody zahrnuji tfi az sedm samostatnych stupni
a je tedy ptirozené, Ze jde o metody ¢asové naro¢né, vyza-
dujici zkuSeny laboratorni persondl a samoziejmé odpovi-
dajici instrumentalni analytické vybaveni. V rdmci metody
postupné extrakce se pouziva fada extrakcnich cinidel,
pfi¢emZ kazdé nésledujici je bud’ i€innéjsi, nebo chemicky
zcela odlisné od predchoziho. Selektivita jednotlivych
¢inidel je pak ovlivnéna zejména chemickymi vlastnostmi
zvoleného extraktantu, experimentalnimi parametry, pora-
dim jednotlivych stupiii, vlivy matrice, jako napf. read-
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sorpci prvkil, a heterogenitou vzorku. Nejcastéjsi stupné
metody postupné extrakce shrnuji napi. Hlavay a spol.¥’.

Srovnani vysledkt ziskanych péti riznymi metodami
postupné extrakce ukazalo vyznamnou rozdilnost analytic-
kych dat ziskanych jednotlivymi metodami, zvlasté
u snadno extrahovatelnych podilii arsenu®. Data nevyka-
zuji zadné vyznamné zavislosti obsahti arsenu extrahova-
telnych jednotlivymi metodami ani prikazny vliv sledova-
nych pidnich charakteristik. Zda se, ze bude nutno doplnit
dalsi poznatky o pfipadné readsorpci €i redistribuci mobil-
nich forem arsenu v pribéhu extrakce, jak upozornuji
napt. Gomez-Ariza a spol.*”. RovnéZ je pro dalsi experi-
menty nutno doporucit praci s rozsahlejsimi soubory vzor-
ki, které umozni vérohodngjsi a podlozenéjsi statistické
hodnoceni vysledkl. Nejvétsi rozdily mezi vysledky ziska-
nymi jednotlivymi extrakénimi postupy lze nalézt u frakce
popsané jako soucet frakci vazanych na oxidy. Je znamo,
ze oxalatovy pufr uvoliuje zejména podily prvki vaza-
nych na krystalické oxidy Zeleza, zatimco roztok hydroxy-
lamin-hydrochloridu je popisovan jako c¢inidlo uvoliujici
zejména prvky vazané na oxidy manganu. Byla pozorova-
na readsorpce arsenu extrahovaného z pldy okyselenym
roztokem hydroxylamin-hydrochloridu (0,25 mol1™) na
povrch goethitu. Tento jev byl Gspésné potlacen pridav-
kem kyseliny Stavelové do reakéni smési™.

Odlisné postaveni ptidni chemie arsenu ve srovnani
s ostatnimi b&zné sledovanymi rizikovymi prvky vedlo
k individualnimu pfistupu ve vyvoji vhodnych metod po-
stupné extrakce. Napiiklad Keon a spol.** definuji slabé
a silné adsorbované podily arsenu, podil arsenu koprecipi-
tovany s pudnimi oxidy a s amorfnimi monosulfidy, podil
arsenu koprecipitovany s krystalickymi hydroxid-oxidy
zeleza, déale arsen vazany ve formé oxidl, podil arsenu
koprecipitovany s pyrity a konec¢né sulfidy arsenu. Mi-
haljevi¢ a spol.* srovnavali étyfi metody postupné extrak-
ce v&etn& klasické metody dle Tessiera a spol.*® piedeviim
z geochemického pohledu. Konstatovali, Ze pouze metoda,
kterou publikovali Hall a spol.”’, se ukézala jako vhodna
pro frakcionaci arsenu, protoze obsahy tohoto prvku ex-
trahovatelné z modelové piipravené smési minerald od-
povidaly hodnotdm ocekavanym. Tato metoda zahrnuje:
i) vyménnou frakci extrahovatelnou 1 moll™ roztokem
CH;COONa, ii) frakci vazanou na amorfni oxohydroxidy
Zeleza extrahovatelnou 1 mol 1! roztokem NH,OH . HCI
v 0,25 mol I"' HCI, iii) frakci vazanou na krystalické oxo-
hydroxidy Zeleza extrahovatelnou 0,25 mol 1™ roztokem
NH,OH . HCI1 ve 25% CH;COOH, iv) frakci vazanou na
sulfidy a organickou hmotu extrahovatelnou 8,8 mol ™
H,0, + 3,2 mol I'! CH;COONH, a nakonec v) zbytkovou
frakci ziskanou celkovym rozkladem vzorku ve smési HF-
HCI10O,. Autofi zaroven zdiraznili, Ze metoda neni dostacu-
jici pro ptesnou kvantifikaci jednotlivych frakei arsenu, ale
slouzi pouze k odhadu distribuce arsenu do labilnich, méné
labilnich a zbytkovych forem tohoto prvku v kontaminova-
nych padach. Hudson-Edwards a spol.*® pak shrnuji, ze
pfed volbou vhodné metody postupné extrakce je tieba
zajistit co nejdetailnéjsi popis fyzikalné-chemickych



Chem. Listy 101, 397-405 (2007)

a geochemickych vlastnosti studovanych pad. Dale pak
doporucuji pouzit vzdy vice nez jednu extrakéni metodu,
pripadné pouzit ne€které dopliikové analytické techniky pro
oveéfeni spravnosti vysledkd.

Székova a spol.*” hodnotili vliv extrak&niho ¢inidla na
extrahovatelnost mobilnich podild sloufenin arsenu
v pudé. Byla testovana puda s experimentalnim piidavkem
roztokl arsenitanu, arseni¢nanu, MA a DMA v koncentra-
ci 15 mg As kg™' pady. Vzorky byly extrahovany demine-
ralizovanou  vodou, 0,01 mol ™'  roztokem CaCl,
a 0,05 mol ™! roztokem (NH,4),SO4, Srovnavame-li pouzita
extrakeni Cinidla, pak s vyjimkou vzorku pudy po pfidavku
MA vykazoval siran amonny vyssi extrakci As(IIl) ve
srovnani s chloridem vapenatym a deionizovanou vodou.
Zatimco v kontrolnich vzorcich extrahovatelné podily
arsenu nepresahly 1 % celkového obsahu arsenu v pude,
experimentalni pridavek sloucenin arsenu se odrazil ve
vy$si extrahovatelnosti tohoto prvku (1,4-8,1 % celkového
obsahu arsenu), pfi¢emz se projevil vliv slouceniny arsenu
aplikované do pudy i pouzité¢ho extrakéniho Cinidla. Ze
stanovenych sloucenin arsenu pievladal arseni¢nan
s malymi podily arsenitanu, MA a DMA v zavislosti na
sloucening arsenu aplikované do pidy. Po aplikaci MA do
pudy byla v extraktech stanovena kyselina methylarsonita
(MA(IID)), coz naznacuje vliv mikrobidlni ¢innosti v padé.
Lze konstatovat, ze pouzité extraktanty mohou vést k po-
dobné interpretaci vysledkid stanoveni sloucenin arsenu,
protoze distribuce arsenu v jednotlivych slouceninach to-
hoto prvku byla porovnatelnd u vSech tfi testovanych €ini-
del. Je v8ak také ziejmé, ze piesnéjsi hodnoceni transfor-
mace arsenu v pid€ bude v dal§im vyzkumu vyZadovat
detailngj§i vyzkum mobility arsenu a jeho sloucenin
v pribéhu vegetace pokusnych rostlin vcetné sledovani
procest v rhizosféfe. Pfi studiu forem stopovych latek
v ptudach se v posledni dobé louzici postupy dopliuji spe-
cialnimi spektroskopickymi metodami mikrorentgenové
absorpce ¢i mikrorentgenové fluorescence, které specifi-
kuji vazbu arsenu na daném fazovém rozhrani’’.

3.2. Instrumentdlni analytické metody
stanoveni sloucenin arsenu
v biologickych materialech

V poslednich 20 letech byla vyvinuta cela fada instru-
mentalnich analytickych technik pouzitelnych pro stanove-
ni jednotlivych sloucenin arsenu v nejriiznéjSich materia-
lech z oblasti Zivotniho prostiedi, pficemz v poslednich
4 letech bylo publikovano vice nez 400 aplikaci téchto
technik. Jejich kompletni pfehled pfipravili Francesconi
a Kuehnelt’. Tento prehled zahrnuje i levné a jednoduché
rozliseni As(IIl) a As(V) spektrofotometrickymi metoda-
mi, které naslo uplatnéni zejména v analyzach vod. Dalsi
technikou, ktera byla testovana, je pak kombinace vysoko-
ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s vyuzitim
optické emisni spektrometrie (OES) jako elementové spe-
cifické techniky detekce. Tato metoda je vSak omezena
nizkou citlivosti metody OES. Atomova absorpcni a ato-
mova fluorescencni spektrometrie (AAS a AFS) v kombi-
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naci s technikou generovani hydridd (HG), n¢kdy v kom-
binaci s kolekci vymrazovanim nasledovanou plynovou
chromatografii jsou rovnéz pomérné levné techniky, které
jsou pouzivany pro stanoveni sloucenin tvoficich tékavé
hydridy (As(III), As(V), MA, DMA) zejména ve vzorcich
vody nebo moci. Podobné uplatnéni ma i technika HPLC-
HG-AAS, nebo HPLC-HG-AFS, pricemz byla popsana
i varianta, kdy jsou slouCeniny arsenu rozdélené HPLC
rozlozeny UV zafenim ¢i aplikaci oxidacnich cinidel
apoté redukovany na AsH; a zavadény do detekéniho
systému. Uginnost rozkladu vak zavisi na druhu slouenin
arsenu piitomnych ve vzorku a také na matrici analyzova-
ného vzorku’'.

Kombinace HPLC s hmotnostni spektrometrii s in-
dukéné vazanym plazmatem (HPLC-ICPMS) je robustni
a velmi citlivou technikou, kterd umoziluje identifikaci
a kvantifikaci Sirokého spektra sloucenin arsenu. Kvantifi-
kace téchto sloucenin je vSak zalozena na srovnani se stan-
dardy pfislusnych sloucenin, je proto zavisla na tom, zda
jsou tyto slouceniny k dispozici a neumoznuje identifikaci
novych slou¢enin arsenu. Mobilni faze pouzitelna pro tuto
techniku nesmi obsahovat vysoké koncentrace organic-
kych rozpoustédel, proto neni tato technika vhodna pro
stanoveni nepolarnich sloucenin arsenu, jako napf. arseno-
lipidi. Ptes tato omezeni je technika HPLC-ICPMS v sou-
Casné dobé nejrozsifenéjsi metodou stanoveni sloucenin
arsenu. U materidlli s obsahem redukovatelnych sloucenin
arsenu (voda, moc, puda) 1ze pak s Gspéchem vyuzit kom-
binace HPLC-HG-ICPMS (cit.”>").

Z dalsich méné rozsifenych technik je tieba zminit
plynovou chromatografii v kombinaci s hmotnostnim
spektrometrem (GC-MS), ktera je pouZitelna jen pro téka-
vé slouceniny arsenu; ostatni slouceniny vyZzaduji derivati-
zaci. Kombinace HPLC-MS-MS pak umoznuje identifika-
ci nezndmych sloucenin arsenu a ziskani podrobnych in-
formaci o struktufe téchto slouenin’**°. Kapilarni elektro-
foréza s UV nebo MS detekci (CE-UV, CE-MS) nedosa-
huje detekénich limitd dostatecné nizkych pro biologické
vzorky”. Rentgenova spektroskopie je technikou, kterd
umoziuje stanoveni sloucenin arsenu ve vzorku in situ
anevyzaduje pfevedeni tuhych vzorkli do roztoku. Tato
technika je s tispéchem pouZzivana zejména u vzorki sedi-
mentt a pad’’, ale i u biologickych materiali s vy$§im
obsahem arsenu®®. Lze ji vak pouzit pouze k stanoveni cel-
kovych obsahll arsenu. Pro stanoveni slouCenin arsenu ve
vodg ¢&i ptidach lze vyuzit i elektrochemickych metod” ™.

4. Zaveér

Je zfejmé, Ze biopfistupnost sloucenin arsenu v pidé
je zavisla na procesech sorpce a biotransformace téchto
sloucenin jak v oblasti rhizosféry, tak i v okolni padé
a speciace arsenu v pudnim roztoku je odpovédna za kvan-
titativni a kvalitativni aspekty speciace arsenu v rostlinach.
V souvislosti s moZnostmi analytického stanoveni slouce-
nin arsenu je tfeba shrnout, Ze prestoze metody frakciona-
ce prvkil v pudé a speciace sloucenin arsenu v pudé
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a rostlinach patii k modernim analytickym postuptim
a mohou vyznamné napomoci k poznani procesii transfor-
mace arsenu v téchto materialech, existuji pii jejich aplika-
ci mnoh4 omezeni. Siroké spektrum pouzivanych metod
zt€Zuje vzajemné porovnani vysledkl, pouzivana extrakéni
Cinidla casto nejsou dostatecné selektivni a vysledky do-
statecné citlivé neodrazeji zmény sledovanych parametra.
Pro zvyseni vérohodnosti vysledkt téchto typl analyz je
vhodné v konkrétnich experimentech kombinovat pouzité
techniky, pfipadné vyuzit dalsi pouZzitelné techniky, jako
napt. pfi analyzach pud techniku difuzniho gradientu
v tenkém filmu (diffusive gradient in thin films, DGT) ¢i
stanoveni mobility prvkl v pidnim roztoku odebiraném
beéhem vegetace. U rostlin je pak tfeba dale rozvijet a opti-
malizovat metody extrakce ¢i vyuzit nedestruktivnich
technik, tedy napf. laserové ablace nebo rentgenové spekt-
rometrie.

Problematika byla FeSena v rdmci vyzkumného pro-
Jjektu GA CR cislo 205/06/0298.
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eralogy, Geochemistry and Mineral Resources, Faculty of
Science, Charles University, Prague): Mobility, Trans-
formation, and Essential Methods of Determination of
Arsenic Compounds in Soil and Plants

The influence of sorption and biotransformation of As
compounds and their speciation in rhizosphere and/or in
the bulk soil on bioavailability of these compounds is evi-
dent. Various analytical methods of determination of As
compounds in soil and plants are available for investiga-
tion of transformation of As in soil and plants. However,
many limitations of these methods were reported. A vari-
ety of methods make difficult a comparison of results from
individual laboratories, selectivity of extraction agents is
frequently insufficient, and the results do not sufficiently
reflect changes in experimental parameters. For improve-
ment of credibility of the results, a combination of two or
more techniques is recommended. For soil samples, diffu-
sive gradient in thin films or determination of As mobility
in soil solution collected during vegetation period are
available. For plants, optimization of extraction techniques
or application of non-destructive techniques such as X-ray
spectrometry and laser ablation are necessary in further
research.



