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1. Uvod

Studium chovéani stopovych prvkial v jednotlivych sloz-
kach Zzivotniho prostredi I3 ptineslo v minulosti mnoZstvi
cennych informaci o jejich vyskytu, o zdrojich kontami-
nace, moznostech pohybu a o toxickych ucincich na organ-
ismy. Rozvoj analytickych technik?, zejména metod ato-
mové spektrometrie, aktivaéni analyzy a elektrochemické
rozpoustéci analyzy, v nedavné dobé umoznil sledovani
fady prvkl ve vzorcich z Zivotniho prostiedi i na ultrastop-
ovych hladinich. Informace ziskané kvantitativni analy-
zou, tj. udaje o celkovém obsahu urcitého prvku ve zkou-
maném materidlu, v§ak nemusi byt vzdy dostate¢né pro
posouzeni moznych U€inkl této hladiny prvku v daném
prostiedi.

Poznatky toxikologii a fyziologﬁﬁ'6 o riizné mife to-

xickych ucinkdl a o kvalitativné rozdilnych vlivech jednot-

livych slouéenin tézkych kovi a metaloidli na Zivé organ-
ismy vedly ke snaham o analytické rozliSeni (speciaci)
riznych forem vazby prvkd ve vzorcich z zivotniho pros-
tfedi a v biologickych materialech. Jiz v Sedesatych letech
byly vyvinuty postupy pro stanoveni vysoce toxické me-
lhyll‘tuti7’9 ve vzorcich ryb, vajec, masa, jater a télnich
tekutin plynovou chromatografii. Jiny zptsob diferenciace
mezi organickymi a anorganickymi formami rtuti byl za-

10 pfi stanoveni

lozen na selektivni redukci slou¢enin rtuti
rtuti technikou studenych par AAS. Tyto postupy lze tedy
povazovat za prvni metody pro speciaci stopovych mnoz-
stvi tohoto toxického kovu.

Meev analytické literatufe rozs§ifil na

Termin speciace
prelomu sedmdesatych a osmdesatych let. V soucasné dobé
je pouzivan ve dvou vyznamech. Zpravidla oznacuje pos-
tup, ktery ma za cil rozliSeni, pfipadné stanoveni jednot-
livych forem prvku ve studovaném vzorku. Pak je slovo
speciace synonymni s jednoznaénéj$im vyrazem speciaéni
analyza. Specia¢ni analyzu Florence!2 definuje jako sta-
noveni koncentraci jednotlivych fyzikdlné-chemickych fo-
rem prvku, jejichZ soucet tvoii celkovou koncentraci prvku
vevzorku. Druhym vyznamem slova speciace muze byt
také forma nebo formy prvku, v nichz se prvek ve vzorku
vyskytuje, tedy fyzikdlné-chemicky stav prvku.
RozliSované formy prvku mohou byt riznd chemicka
individua (napf. ionty v riznych oxida¢nich stupnich, kom-
plexy, organoprvkové a organokovové sloudeniny atd.),
pfipadné mohou byt definovdny vazbou najednotlivé faze
vzorku, subsystémy, skupiny sloucenin (napf. bilkoviny,
polysacharidy a pod.) nebo na biologické struktury. Nékdy
se formy odliSuji a definuji na zakladé rozdilnych fyz-
ikalné-chemickych vlastnosti jako je rozpustnost a extra-
hovatelnost riiznymi rozpoustédly nebo afinita k chemicky
modifikovanym fazim nebo rlizna reaktivita téchto forem
se selektivnimi ¢inidly. Dal$i moznosti mtze byt funkéni
definice, napf. podil prvku vyuzitelny rostlinami, podil
prvku obsazeného v potraving, ktery mtize byt resorbovan
v gastrointestindlnim traktu a podobné.
Speciaéni analyzu prvku lze vymezit jako diferenciaci

* Pfedneseno na XXX. semindfi o metodice stanoveni a vyznamu stopovych prvkii v biologickém materialu (Karlik 3.-5.9.1996).
Tato prace vznikla v ramci projektu ,,Hodnocenf stavu Zivotniho prostfedi: Monitoring cizorodych latek v Zivotnim prostfedi",
ktery byl podpofen grantem Ministerstva zivotniho prostfedi CR &. 402548048.
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jednotlivych fyzikalné-chemickych forem prvku, jejich
izolaci, detekci, kvantifikaci, charakterizaci, a pripadné
identifikaci vazebnych partnerti prvku (ligandid). V Sir$im
slova smyslu muze jit i o uréeni fizové, nadmolekularni
a molekuldrni distribuce prvku. Speciacni analyza prvku
tedy odpovidd na otazku v jaké formé (formach) je prvek
ve vzorku pritomen.

Problematice speciace stopovych prvkii je vénovdna
tada monografii! 1-13.14 { piehlednych &lanka! 516, Publiko-
vané piehledy jsou vénovany napf. speciaci arsenu!”, se-
lenu!8:19, olova?9-2! nebo riiznych dalsich prvkil v piirod-
nich vodiach?2, pfxdzichB'M, potravinzichZS, biologickych
materidlech?6:27 a t&lnich tekutinich?®. Dal§i pfehledné
prdce jsou zaméfeny na aplikaci jednotlivych analytickych
metod, napf. chromatografie??-30, radioanalytickych me-
tod3! &i elektrochemickych metod>? pro udely speciadni
analyzy.

2. P¥irodni vody kadmia pievazovat

Ve vzorcich pfirodnich vod jsou toxické prvky pfi-
tomny v riznych formach jednak v kapalné fazi, jednak
vazané v suspendovanych tuhych Gasticich!:3334, Mezi
obéma fazemi se ustavuje rovnovaha zavislA na chemic-
kych vlastnostech vzorku (zejména na pH, koncentraci
aniontu, rozpustnych plyni a dalSich latek). Tyto procesy
Casto vedou u kontaminovanych vod k pfechodu iontil
tézkych kovii do tuhych ¢astic postupnou precipitaci (napf.
ve formé sulfidti) a adsorpci, takZe o thrnném zatiZzeni dané
Casti hydrosféry vypovida spiSe koncentrace prvki v sedi-
mentech. Nicméné i pfechodné zvySeny obsah toxickych
stopovych prvkil v diisledkujednordzového znecisténi mi-
ze vést k poSkozeni ¢i tthynu vodnich organismi. Napf. pro
ryby35 jsou toxické jiz koncentrace médi kolem 5 mg.I"!.
Toxicky ucinek je vSak zavisly na zastoupeni jednotlivych
forem prvku, pricemz u médi jsou za nejtoxiCtéjsi po-
vaZovany ionty Cu®* a hydroxokomplexy.

Zastoupeni jednotlivych forem stopovych prvki ve vo-

ddch?? je ovlivitovano nésledujicimi &initeli: minek se

jiz

udaje o chemickych rovnovahach, konstantich stability atd.

Pokud vzorky vod obsahuji jen stopy organickych latek,

je mozné speciaci prvkii odhadnout na zdkladé¢ pfislusnych
vypolth z vyse uvedenych dat33. Napt. u olova v piirodnich
vodach se mitiZe jednat o tyto anorganické formy: PbCOs,
Pb(CO3)2L. PbCI*, PbCl,, PbOH* a Pb(OH),. Pouze ve
velmi kyselém prostfedi s nizkou koncentraci chloridi 1ze
poditat s vét$im podilem iontd Pb2t. Ve sladkych vodach
obvykle prevazuji karbonatové formy. Za pritomnosti or-
ganickych komplexotvornych latek (napf. aminokyselin,
fulvokyselin, huminovych latek, kyseliny citronové, glyk-
olové, nitrilotrioctové a pod.) mohou pievazovat stabilni
komplexy olova s témito ldtkami. V redukénich podmin-
kdch miize ve vodach vznikat malo rozpustny sulfid olov-
naty, resp. sulfidy ostatnich kovil.
V pripad¢ kadmia se v kyselém i neutralnim prostfedi
vyskytuji ve voddch hydratované kademnaté ionty. Ty vSak
tvofi dosti snadno chlorokomplexy (CdCl*, nedisociovany
CdCl,, CdC13), které zaéinaji mezi rozpustnymi formami
pri koncentracich chloridovych ion-
t6 0,01-0,03 mol.I'l. Formy CAOH™, Cd(OH),a CdCO5se
vyskytuji pouze v alkalickém prostiedi.
Pokud jde o formy dvojmocné anorganické rtuti ve
vodach, pfevazuji ve slabé kyselém prostfedi chlorokom-
plexy (HgCl*, nedisociovany HgCl,, a HgC13 ) a to jiZ pii
nizkych analytickych koncentracich chloridovych ionti.
V mofiské vod¢ je dokonce hlavni anorganickou formou
HgCly . Tonty Hg2+ viak jiz pfi pH = 2 -6 hydrolyzuji na
HgOH" a Hg(OH),. V alkalickém prostfedi je dominantni
formou Hg(OH),, v neutralnich vodach se stfedni salinitou
pak HgOHCI. Sulfid rtutnaty a slouceniny jednomocné
rtuti, které mohou vznikat za redukcénich podminek, jsou
malo rozpustné ve vodé, takze je lze oCekdvat spiSe ve
vodnich sedimentech. Hlavnimi organickymi formami rtuti
ve vodach jsou CH;HgOH ve sladkych vodach a CH;HgCl
v moiské vodé. Tyto slouteniny vznikaji methylaci u¢in-
kem vodnich mikroorganism33-35,
Arsen®? se v Zivotnim prostiedi miZe vyskytovat v oxidaé-
nich stupnich -III, 0, IIT a V. Za mirnych redukénich pod-
arsen vyskytuje v formé¢ jako

trojmocné arsenitan.

- rozpustnosti slou¢enin téchto prvki ve vodé, Existence arsenu v oxida¢nich stavech 0 a -III je ve vodach

- oxida¢nim stupném prvku,

— pritomnosti komplexotvornych latek, tvorbou komple-
xi1 a iontovych pér(,

— adsorpénimi a desorpénimi jevy,

— redoxnim potencidlem a hodnotou pH prostiedi.

nepravdépodobnd. Vyzaduje totiz silné redukéni prostiedi.
Ve vodich obvykle pievazuje As(V) jako HAsOﬁ'. V pé-
timocné formé mize arsen snadno precipitovat jako arse-
ni¢nan Zelezity, chromity nebo barnaty. As(I1I) se ve formé
arsenitanu vyskytuje ve vodach hlavné v blizkosti hladiny.

Pro vyhodnoceni relativniho vyznamu téchto Ciniteld je Ve vétSich hloubkich jezer nebo moii miZe za anaerobnich

tfeba vzit v tvahu kinetické a termodynamické faktory,

podminek vznikat malo rozpustny As,S;. Jako produkty
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metabolické Cinnosti vodnich organismii vznikaji z anor-
ganickych sloucenin arsenu methylovan€é formy, jako jsou
dimethylarsinov kyselina (CH5),AsO(OH) (zkratka DMA),
methylarsonové kyselina CH; AsO(OH), (zkratka MA) a ar-
senova analoga kvarternich amoniovych sloucenin arse-
nobetain (CH3);As*CH,COO" (zkratka AB) a arsenocho-
lin (CH3)3As*CH,CH,OH (zkratka AC). Toxicita slou-

3. Sedimenty a pudy

Obsah toxickych prvki v sedimentech vodnich tokl
a nadrzi odrazi celkovou kontaminaci dané lokality 1épe,
neZ okamzita koncentrace téchto prvkil ve vodé33. Proto je
rozbor téchto vzork(l ¢astym analytickym tkolem. Ke kon-

Cenin arsenu klesd v fadé As'O 37 >AsO; >MA>DMA>AB. taminaci piid!3:33 piispiva atmosferickd depozice tuhych

Diferenciace mezi jednotlivymi formami stopovych
prvkii ve vodach (speciacni analyza) vyuziva fady principt.
Prvnim je rozliSeni rozpustného podilu a podilu vdzaného
na tuhé C&éstice jednoduchou filtraci 16 filtrem o velikosti
pord 0,45 pm. Speciace prvkll ve filtrdtu vzorku je pak
zalozena bud’

1. na pifimém pouziti latkové specifické analytické meto-
dy, kdy jen urcité formy stanovovaného prvku poskytuji
analyticky signdl v zavislosti na podminkach, nebo

2. na kombinaci vhodné separa¢ni metody s citlivou prv-
kové specifickou detekéni metodou (AAS, AES, ICP-
MS). \% kapalné fazi, 1. napr.
Prikladem prvniho postupu je pouziti anodické roz-

poustéci voltametrie (ASV) pro stanoveni ASV - labilni
frakce kovi (Cu, Pb, Cd, Zn), kterou se aproximuje podil
toxickych forem3°. Hlavni nevyhodou tohoto piistupu je
nemoznost exaktniho vyjadieni vysledku speciace jako zas-
toupeni chemickych individui.

Druhy ptistup predpoklada déleni!3:29:30 jednotlivych
prvkovych forem a jejich nasledné stanoveni. Jako délici
metody se uplatiuji zejména:

- extrakce organickymi rozpoustédly (odd€leni nepolar-
nich organokovovych sloucenin), pfipadné chelatace
analytu s naslednou extrakci,

- sorpce na iontoménice véetné chelataé¢nich iontoménica
se zabudovanymi skupinami iminodioctové kyseliny
nebo s thiolovymi skupinami (zachyceni volnych ionti
a labilnich komplext s afinitou k ionexu),

- pfevedeni na t€kavé slouceniny, jejich zachycenia pos-
tupné uvoliiovani,

- plynova chromatografie tékavych forem, pifipadné pt-
vodné netékavych forem po jejich derivatizaci,

- kapalinova chromatografie ,

— elektromigra¢ni metody.

Separacni zafizeni miiZze byt spojeno s prvkové speci-
fickym méficim pfistrojem on-line, takZe je mozné ziskat
kontinualni ziznam méfeni, napiiklad chromatogram nebo
elektroforegram jednotlivych forem daného prvku.

Nekteré priklady speciaCnich postupti pro vzorky vod
uvadi tabulka I.

\% pudnim

Castic i pouzivani agrochemikalii.

Vodni sedimenty i plida pfedstavuji heterogenni poly-

fazovy systém obsahujici anorganickou i organickou hmo-

tu, a to Zivou i nezivou, v koloidnim stavu i ve stavu
drobnych ¢astic, vodu a riizné plyny v proménlivych pro-
porcich. Mezi jednotlivymi sloZkami se ustavuje rovno-
véha. Hlavnimi minerdlnimi slozkami ptd33 jsou pisky,
silty a jily. Organickd hmota v hornim plidnim horizontu
tvoii asi 2-5 %.

Pro odhad mobility tézkych kovil v zivotnim prostiedi
je u pid a sedimentl dutlezité vyhodnoceni jejich obsahu
roztoku resp. uréeni jejich

vyluhovatelnosti ze vzorku plsobenim rdznych extrak-
¢nich cinidel. Extrakéni pokusy mohou simulovat vymy-
vani toxickych prvkil z pid nebo sedimentu, ke kterému
dochazi v pfirodnim prostiedi, pfipadné mohou poskytnout
informace o podilu prvkl pfistupného rostlinam absorpci
kofenovym systémem.

Speciacni analyza toxickych i esencidlnich prvkd
v téchto materidlech vyuzivd hlavné extrakcnich postupil.

Nejobjektivnéj§i informaci o rozpustném podilu prvku
v ptivodnim stavu vzorku lze nejlépe ziskat izolaci ptidniho
roztoku bez pouziti extrakéniho cCinidla pouhou centri-
fugaci a filtraci®’; tento zptisob izolace viak byva pro maly
obsah ptidni vody dosti obtizny. Plidni roztok pak miize byt
pouzit ke stanoveni celkového rozpustného podilu prvku
a k podrobngjii speciaci®® rozpustnych forem s vyuZitim
prakticky vSech metod uvedenych v kapitole 2.
Extrakce ptid nebo sedimentd riiznymi Cinidly a na-
sledné stanoveni prislusnych prvki v pripravenych extrak-
tech vhodnymi instrumentdlnimi metodami (AAS, ICP-
AES, ICP-MS a pod.) umoziuje odhadnout rozpustny podil
a podily vdzané na rtizné slozky ptidy nebo sedimentu.

Pouzivand extrak¢ni Cinidla jsou bud roztoky neutrdlnich

soli (CaCl, nebo MgCl,), acetdtové ¢i oxaldtové tlumivé
roztoky, roztoky chelata¢nich ¢inidel (EDTA nebo DTPA),
redukénich Cinidel (NH,OH.HCI), silné kyseliny a oxi-
dacni ¢inidla (HC1, HNO5, HCIO,4, HF, H,0,) nebo roz-
toky alkdlif (NaOH, Na,CO3). Ve speciacnich schématech
1ze pouzit bud’ sekvenéni extrakce fadou extrakénich Cini-
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Tabulka 11

Sekvenéni extrakce stopovych prvkil ze vzorki piid a sedimentt podle Tessiera

Krok Izolovana frakce

Iontové vyménny podil

Podil vazany na uhlicitany
Podil vazany na oxidy Mn a Fe

(LT SN O B\ [

Podil vdzany na organické latky a sulfidy
Zbytkovy podil (vazany v silikdtové matrici)

Extrakéni ¢inidlo

1 mol.I” '"MgClp, pH= 7

1 mol.I'! NaOAc + HOAc, pH = 5

0,04 mol.I"! NH2OH.HCI v 25 % HOAc
30 % H202 + HNO3, pH = 2/ NH40AC
rozklad HF + HCIO4 (2 :1)

del o rostouci G¢innosti, kterd rozpousti postupné jednotlivé dénymi roztoky elektrolytdi a komplexotvornych latek.

frakce, nebo paralelni extrakce ptivodniho vzorku jednot-
livymi ¢inidly>°. Nejéast&ji pouZivany postup sekvenéni
extrakce piid a sedimentii podle Tessiera® umoziiuje ro-
zliSeni péti frakci. Postup extrakce je ziejmy z tabulky II.

S pouzitim Tessierova®® postupu nebo mirné modifik-
ovaného postupu®! byla ziskdna data$!-62 o distribuci fady
prvkli. Kromé Tessierova postupu existuje i fada jinych
podobnych procedur, které rozliSuji pfiblizné stejné kate-
gorie vazeb kovil v piidach a sedimentech. Nékteré z nich3-60
umoziuji podrobnéj§i rozliseni, napf. vazby na amorfni
a krystalické oxidy Zeleza, na oxidy manganu, vazby na
rozpustné a nerozpustné organické latky. Jednotlivé pos-
tupy jsou kriticky zhodnoceny v Hirnerové przici67.

Odhad podilu stopovych prvkii v pudé, ktery je vy-
uzitelny kofenovym systémem rostlin, se provadi stano-
venim V extraktech pud, které byly pfipraveny za mirnych
chemickych podminek. Zpravidla jde o extrakci vodou
nebo ziedénymi®® roztoky elektrolytt jako je 0,1 mol.I"!
CaCl,. N&kdy se pouzivajf i icinnéjsi extrakéni ¢inidla jako
roztoky komplexon (zejména DTPA a EDTA). Jejich
pouziti simuluje chovani kofent rostlin’, které vyluéuji do
svého nejbliz§tho okoli v plidé nékteré latky s komple-
xotvornymi a rozpoustécimi ucinky (zfejmé organické ky-
seliny) a ty pak rozpousti i nékteré formy prvku, které
nejsou primarné pritomny v ptidnim roztoku.

Jiny navrZzeny roztok® pro extrakci vyuZitelného po-
dilu zinku, Zeleza, manganu a mé&di je 0,005 mol.I'! DTPA
+ 0,1 mol.I"! triethanolamin + 0,01 mol.I"! CaCl,, (pH =
7,3). Podle tidajfi v literatuie’%-72 se zd4, ¥e roztok CaCl,
je vhodny pro ur¢ovani vyuzitelného podilu zinku a kad-
mia, nikoliv v§ak olova a médi.

V pudach, které byly kontaminoviany odpadnimi ma-
terialy, napt. Cistirenskymi kaly®*, byvaji toxické prvky na
tuhou matrici vzorku vazdny méné pevné, takze jsou snad-
néji solubilizovany jiz pii extrakci vodou nebo velmi zie-

Speciace stopovych prvki v ptidnim roztoku ve smyslu
charakterizace piipadné kvantifikace origindlnich vazeb-
nych forem prvkt musi vychézet z fyzikalni separace ptid-
niho roztoku ze vzorku, napf. centrifugaci. Pouziti ex-
trak¢énich Cinidel totiz predstavuje zménou pH a iontové
sily drasticky zdsah do chemickych rovnoviah v ptdnim
roztoku. V téchto pripadech se vyuzivaji elektroanalytické
metody’?, zejména voltametrie v priitokovém uspotaddni,
po piipadé i v kombinaci s membranovou separaci’4. Dalsi

moznosti je pouZiti vysokoucinné kapalinové chromatografie

jako metody pro separaci prvkovych forem v ptidnim roztoku
ve spojeni s vhodnym detekénim systémem. Napt. kombinace
HPLC s GF AAS?7:75 byla pouZita pro stanoveni vazebnych
forem médi v plidnich roztocich. Gelova chromatografie
s chemickym reakénim detektorem’® umoznila detekci la-
bilnich forem zinku, hliniku a Zeleza, ale i ligandl téchto
prvkil podle obsahu funkénich skupin (aminoskupin, sulf-
hydrylovych skupin, hydroxylovych skupin) v jejich mo-
lekulach.

Pii stanoveni organokovovych a organoprvkovych slo-
ucenin v pudich a sedimentech je hlavnim problémem
izolace analytti ze vzorku. Pro alkylslougeniny olova’’ se
vyuziva napf. extrakce ze suspenze vzorku ve fosfitovém
pufru do smési hexan-benzen za pfitomnosti dithizonu,
reextrakce 0,15 mol.l"! roztokem HNO; a op&tné prevedeni
do organické fize extrakci roztokem APDC v hexanu.
Alikvotni podil zahusténého organického extraktu je pak
analyzovan metodou HPLC s obracenymi fazemi s detekci
AAS v kfemenné kyveté. K déleni tetraalkylderivati olova
byla pouzita i plynova chromatografie ve spojeni s GF
AAST8. Pro izolaci organocinititych sloudenin ze sedi-
mentl lze vyuZit extrakci Kyselinou octovou a jejich pre-
vedeni na té€kavé hydridy cinu, které jsou pak analyzovany
plynovou chromatografii s AAS detekei’?.

Jednotlivé formy arsenu (tj. anorganicky trojmocny



apétimocny arsen a ddle MA a DMA) lIze z pad extrahovat
roztokem amoniaku. Po pfrecisténi extraktu sloupcovou
chromatografiise analyty déli metodou HPLC s detekci GF
AASS0, vyteznost postupu se pro jednotlivé sloudeniny
arsenu dosti lif aje zavisl4 i na druhu piidy®!. Pro stanoveni
methylrtuti jako hlavni organokovové formy rtuti v ptidach
se pouZivaji stdle modifikace®? pfivodni metody plynové
chromatografie®-”.

4. Biologické materialy

Speciace stopovych prvkii v biologickych materid-
lech26,27 je mimoradné obtiznd. Je to dano zejména velkou
riznorodosti vazebnych forem stopovych prvkii v biolo-
gickych materidlech, malou stabilitou téchto forem i samot-~
nych bioligandt stopovych prvki a skutecnosti, Ze je nutné
detegovat aZz ultrastopovd mnozstvi prislusného prvku
v pripravené frakci.

Stopové prvky v biologickych matricich interaguji

3 i ostatnimi slozkami bi-

s ptitomnymi biomolekulami®
ologického materidlu. Mohou se vyskytovat napf. v ndsle-
dujicich formach:

Elementarni forma

Volné nebo hydratované ionty kovil a nekovt v riiznych

oxida¢nich stupnich

s organickymi ligandy o rtizné molekulové hmotnosti
jako jsou napi. aminokyseliny, peptidy a bilkoviny,
cukry a polysacharidy, polarni lipidy, hydroxykarbo-
xylové kyseliny, kyselina fytova (tj. 1,2,3,4,5,6-cyklo-
hexanhexaol-hexakis(dihydrogenfosfat)), rostlinné fe-
nolové latky, tfisloviny a flavonoidy, porfyriny a kori-
noidy aj.

Malo rozpustné slouceniny (sulfidy, sirany, fosfore¢-
nany, $tavelany, hydroxidy, fytaty)

Organokovové slouceniny

Kovalentni slou¢eniny nekovovovych a polokovovych
prvkd (napf. selenova analoga sirnych aminokyselin,
arsenov4 analoga kvarternich amoniovych slou¢enin
apod.)

Kovové ionty nebo komplexy vazané na povrchu ne-
rozpustnych biopolymert.

Pii speciacni analyze vétSiny biologickych materiald je
tfeba pocitat s tim, Ze stopové prvky i majoritnislozky jsou
ve vzorku distribuovany nerovnomérné a navic jsou obsa-
Zeny v riznych nadmolekuldrnich strukturach, bunéénych

sténach ¢i bunécnych kompartmentech. Proto se k separaci
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jednotlivych podilti vzorku (nap¥. jednotlivych bunéénych
organel z tkdniového homogendtu) pouZivd zejména difer-

e84, Zpusob izolace a frakcionace ana-

encidlni centrifugac
lytd se musi volit s ohledem na moZzné zmény distribuce
stopovych prvkii mezi jednotlivé faze nebo chemicky defi-
nované frakce u¢inkem chemickych a fyzikalnich Cinitel(
pfi izolaci a frakcionaci. Je tedy tfeba uvazovat o dasledcich
mozné denaturace biopolymerti, parcialni hydrolyzy ur-
¢itych sloZek nebo chemickych zmén zptisobenych vlastni-
mi enzymy vzorku, které po rozrueni bun&&nych kompart-
mentl pfichdzeji do styku s reaktivnimi substraty.
Speciacni postupy se pfi analyze biologickych mate-
rialG26 navzdjem dosti li§i podle stanovovaného prvku i po-
dle charakteru vzorku. Jiny pfistup je tfeba volit pfi analyze
rostlinnych materiald, jiny u Zivo¢isnych tkani, mikrobidlni
biomasy, jiny u t&lnich tekutin a podobné.
U fady biologickych materidli (rostlinné materidly,
potraviny) je frakcionace?5-27

¢ni nebo paralelni extrakci vodou, vodnymi roztoky elek-

vzorku zaloZena na sekven-

trolytt (izolace bilkovin) a organickymi rozpoustédly (izo-
lace lipidového podilu vzorku a oddéleni organokovovych
sloucenin). Dalsi frakcionace vodného extraktu spociva
napt. v precipitaci bilkovin83 zmé&nou pH , nebo v chroma-
tografickém déleni; vyuzivd se zejména principi gelové
a iontomé&nicové chromatografie26-27-29, Ke stanoveni sle-

dovanych prvkil v pfipravenych frakcich se pouzivaji zejména

Komplexni slou¢eniny kovil s anorganickymi ligandy nebo citlivé spektrometrické metody (GF AAS, ICP-AES alCP-MS).

Pokud jde o speciaci toxickych stopovych prvkil v rost-
linnych materidlech, zaméfovala se dosud zejména na stu-
dium forem kadmia, p¥ipadné médi a zinku v rostlindch
hydroponicky péstovanych v médiu s vySSim obsahem

5 86-88

kovovych iontu nebo v rostlindch péstovanych v kon-

¢8990 pozornost byla vénovana také spe-

taminované pud
ciaci thalia a kadmia®! v fepce (Brassica napus) a speciaci
zinku a kadmia v nékterych vyznamnych druzich zelen-
iny92 pfi normalnich hladindch téchto prvki.

Z zivocisnych materialt byla vénovana velka pozornost
tkdnim mofiskych zivoCichti - ryb, paryb, ale i mékkysu
a koryst. Rada t&chto Zivocichi totiz alkumuluje93 ve svych
télech znac¢nd mnozstvi rtuti, arsenu94, v nékterych pii-
padech i kadmia, zinku a selenu. Lovené ryby a ostatni
mofské pozivatiny v nékterych zemich pfispivaji rozhodu-
jici mérou k dietdrni ddvce rtuti a arsenu®, Specia¢ni studie
arsenu v tkani Zraloki® prokézala jako hlavni sloudeninu
arsenu arsenobetain. Metodou FAB-MS byla potvrzena
pfitomnost této latky i u tresky, platyse, makrely a hie-
benatky?”. U garnata je hlavni formou arsenocholin®’.

U sladkovodnich ryb97 tyto slou€eniny prokdzany nebyly.



yrooa

Pro speciaci arsenu se ¢asto pouziva kombinace kapalinové
chromatografie s ICP-MS%0.98.99 nebo selektivni redukce
jednotlivych sloudenin arsenu a stanoveni hydridovoutech-
nikou AAS!00,

Speciace rtuti v rybach, ale i v jinych biologickych
materidlech, spo¢iva zejména ve stanoveni methylrtutiply-
novou chromatograﬁfw. Izolace methylrtuti ze vzorku je
zaloZena na extrakci z prostfedi ziedéné kyseliny chloro-
vodikové do benzenu nebo toluenu a nasledné reextrakci
neutralnim vodnym roztokem cysteinu. Po opétovném oky-
seleni se analyt znovu extrahuje do benzenu a nasleduje
stanoveni plynovou chromatografii s pouzitim detektoru
elektronového zachytu.

Jiny pfistup spocivajici v kombinaci gelové chromato-
grafie s voltametrii a AAS byl pouzit pfi speciaci kadmia,
zinku, m&di a stiibral 91102y (kdnich humra a slavky.

Z ostatnich zivoc¢iSnych materialti byla pii specia¢nich
studiich vénovdna pozornost zejména ledvinové a jaterni
tkdni riznych hospodaiskych zvirat. Zde se totiz tézké kovy
vyrazné akumulujf“03 specifickych
vazebnych polypeptidech tzv. metalothioneinech!%4. Ke

a jsou fixovany ve

speciaci se pouziva zejména spojeni gelové chromatografie
s technikou ICP-MS§105.106,

Specifickou kategorii speciani analyzy pfedstavuje stu-
dium vazebnych forem stopovych prvk@i v télnich teku-
tindch a tekutych tkanich?8:107 Ziskavané vysledky pfi-
spivaji k podrobnéjSimu poznani mechanismi resorpce,
transportu a metabolismu stopovych prvki v téle experi-
mentédlnich zvifat nebo clovéka. Priace tohoto druhu se
108’ chromulm,

zaméfuji predev§im na vazbu hliniku ar-

109

senulm, olova, médi a zinku'"” na plasmatické bilkoviny a

jiné slozky krve.
Seznam pouzitych zkratek

a symbolt

AAS atomova absorpc¢ni spektrometrie

AB arsenobetain

AC arsenocholin

AES atomova emisni spektrometrie

Am amy]l

APDC  pyrrolidindithiokarbamat amonny

ASV anodick4 rozpoustéci voltametrie

CV AAS technika studenych par atomové absorpéni spek-
trometrie

Cys cystein

EDTA  ethylendiamintetraoctovd kyselina

DMA dimethylarsinovd Kkyselina

DPAS V diferen¢ni pulsni anodickd rozpoustéci volta-

metrie

DPCSV diferenéni pulsni katodickd rozpoustéci volta-
metrie

DPP diferen¢ni pulsni polarografie

DTPA dithylentriaminpentaoctova kyselina

FAB-MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci rychlymi
atomy (fast atom bombardment mass spectro-
metry)

GF AAS atomova absorpéni spektrometrie s atomizaci
v grafitové kyveté

HOAc octova kyselina

HPLC vysokoti¢inn4 kapalinovad chromatografie

ICP-AES atomova emisni spektrometrie s indukéné va-
zanym plazmatem

ICP-MS hmotnostni spektrometrie s indukéné vdzanym
plazmatem

MA methylarsonova kyselina

MIBK methylisobutylketon

QF AAS atomova absorpCni spektrometrie s atomizaci
v kfemenné kyveté
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R. Koplik?, E. CurdovaP and O. Mestek (“Depar-
tment of Food Chemistry and Analysis, "Department of
Analytical Chemistry, Institute of Chemical Technology,

Prague): Trace Element Speciation in Water, Soils, Se-
diments and Biological Materials

The term speciation refers to element occurrence in
various chemical forms or species as well as to chemical
investigation of these forms including their isolation from
the sample, separation, detection, determination, charac-
terization or identification as individual chemical com-
pounds. Individual element species can be defined not only
as specific compounds, but also with respect to biological
availability of individual species, their physico-chemical
properties, binding of elements to sample phases, fractions
or stuctural components etc. The review is focused on
analytical problems of speciacion of As, Cd, Cr, Cu,
Hg, Pb, Se, Sn and Zn in environmental and biological
matrices. The applicability of diverse analytical appro-
aches, such as hyphenated chromatographic-atomic spec-
trometric techniques or electrochemical methods, are dis-
cussed and illustrated by a number of practical examples.





