STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Speciac¢ni analyza arsenu ve vodach, zptusoby konzervace
vzorku, vliv mikroorganisma na mobilizaci arsenu a dopad na

Zivotni prostredi v lokalité Mokrsko

BARBORA HERMANOVSKA

BeneSov 2013




STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Obor 08 — Ochrana a tvorba zivotniho prostiedi

Speciacni analyza arsenu ve vodach, zpisoby konzervace vzorki, vliv
mikroorganisma na mobilizaci arsenu a dopady na Zivotni prostiedi

V lokalité Mokrsko

Speciation analysis of arsenic in water, preservation of samples, effects of
microorganisms on mobilization of arsenic and impacts on the environment at

Mokrsko location

Adutor: Barbora Hefmanovska
Skola: VyS$§i odborna a Stiedni ze mé délska Skola BeneSov
Konzultant: RNDr. Toma§s Matousek, Ph.D

RNDr. Petr Drahota, Ph.D.

Benesov 2013



Prohlaseni

Prohlasuji, ze tato prace je mym puvodnim autorskym dilem, které jsem vypracovala
samostatné. VSechny zdroje, prameny a literaturu, které jsem pii vypracovani pouzivala fadné

cityji s uvedenim UpIného odkazu na ptislusny zdroj.

V Rudolticichdne 26. 3. 2013



Podékovani

Rada bych podékovala vedoucimu mé studentské prace RNDr. Tomasi Matouskovi, PhD., za
jeho Cas a neobycejnou ochotu pfi konzultacich nad vznikajicim textem této prace. Dalsi
velky dik patii RNDr. Petru Drahotovi, Ph. D, za cenné rady a ptipominky, které mi béhem
sepisovani prace velice pomohly. Nesmim také opomenout Oddéleni stopové prvkové analyzy
Ustavu analytické chemie AV CR, v.v.i, (¢islo vyzkumného zaméru - AV0Z40310501) a
projekt GA CR ¢&islo 203/09/1783. V neposledni fadé bych rada podékovala projektu

Oteviena veéda 111.



Abstrakt

Arsen (As) je toxickym prvkem, ktery zpusobuje fadu zavaznych problémil a onemocnéni. Ve
vodach se vyskytuje v mocenstvi IIl a V, které se lisi toxicitou (As'"' je az 80x toxit&jsi) a
mobilitou a pomérné snadno mezi sebou v zavislosti na podminkach piechazeji. Z tohoto
davodu je pro spravnost chemické analyzy velice dilezité pouzivat nejvhodnéjsi stabiliza¢ni
¢inidla. V zivotnim prostfedi hraje klicovou roli pfi kontaminaci vod arsenem ¢innost
Clovéka, zvétravani hornin a také pfitomnost mikroorganismi. Jednim z hlavnich cila prace
bylo vyhodnotit nejvhodnéjsi stabilizacni ¢inidla pro vzorky ptirodni vody s vysokym
obsahem arsenu. Pro tento ucel byly pouzity jako stabilizatory koncentrace kyseliny HC],
HNO3, EDTA a nové¢ také HCOOH. Vysledky ukazuji, ze jako nejvhodnéjsi stabilizacni
prostiedky se jevi HNO3, EDTA a HCOOH. HCI je v mnoha zdrojich odborné literatury
brana jako spolehlivy stabilizadtor, md méfeni vSak tuto myslenku nepotvrdila. Prace se dale
zabyva speciaénimi analyzami studni¢ni a pfirodni vody z lokality Mokrsko. Bylo zde
odebrano celkem 5 vzorkl studni¢ni vody a 1 vzorek ptirodni vody. Naméfené hodnoty
koncentrace As ve studni¢ni vodé mnohonasobné (34 — 145x) piekracovaly limit pro pitnou
vodu. Po analyzach byly vypracovany informacni zpravy pro obyvatele, ktefi byli seznameni
s metodikou a vysledky a byli také pouceni o riziku uzivani takto kontaminované vody.
Vysledky speciaéni analyzy ptirodni mélké podpovrchové vody ukazuji 1 pfes pomerne

oxidativni podminky na pfitomnost As'"

(z 92,4%). Tato termodynamickd nerovnovaha
svéd¢i o kliCové roli arsen-redukujich mikroorganismti vV kontaminaci taméjSich vod i pud
As"'. V souvislosti s timto vysledkem neni v lokalité Mokrsko vhodné p&stovat jednoleté &i
dvouleté plodiny ur¢ené ke konzumaci, vyrazné nedoporucuji ani hnojeni z divodu rychlé
reprodukce mikroorganismi. Price se také zabyva samovolnou redukci AsY v deionizované
vod¢ piipravené v naSi laboratofi. Vysvétlenim pro tento d€j je s nejveétsi pravdépodobnosti
ginnost mikroorganismil. Tento vysledek se stava pfedmétem dal$ich experimentti v UIACH

AV CR.

Klicova slova: arsen, speciacni analyza, stabilizace vzorkii, vliv mikroorganismii na arsen,

Mokrsko



Abstract

Arsenic (As) is a toxic element, which causes a lot of problems and diseases. It normally
occurs in natural waters, we can find it here in the forms of As'"" and As". Each speciens are

different in their toxicity (As'"

is 60-80x more toxic) and also in mobility. These species can
relatively easily change their oxidation state depending on the conditions. So the using of
reliable stabilization agent is for the correct chemical analysis very important. The activity of
people, weathering of rocks and also the presence of microorganisms have the key role in the
contamination of water in the environment. One of main goals of my work was to evaluate the
most suitable stabilizing agents for samples of natural water with high concentration of
arsenic. For this purpose the acids HCI, HNO3, EDTA and also HCOOH as stabilizers of
concentration were used. The results show, that the most suitable stabilizing agents are
HNO3, EDTA and HCOOH. HCl is in many source taken ar reliable, but my measurements
did not confirm to this state. The work is also focused on the speciation analysis of the well
and natural water from Mokrsko location. There were taken 5 samples of well water and 1
sample of natural water. Measured values of concentrations of As in well water manifold
cross (34 — 145x) the value for concentration od drinking water. After analysis the
information reports for local inhabitants were developer. They were apprised with the
methodology and results of analysis and they were also advised about the risk of using of such
contaminated water. The results of speciation analysis of natural sub-surface water show
despite the relatively oxidative conditions the presence of As Il (92.4% from total
concentration). This uneqilibrium thermodynamic condition suggest indikates the crucial role
of arsenic-reducing microorganisms in contamination of water and soil in Mokrsko. In
connection with this result the growing of annual and biennial crops intended for human
consumption is not suitable as well as the fertilization, rapid reproduction of microorganisms
can occure. The work also deals with spontaneous reduction of As" in deionized water
prepared in our laboratory. The explanation of this process is most likely the activity of

microorganisms. This result will be apparently the subject of further work in UIACH AV CR.

Key words: arsenic, speciation analysis, stabilization of sampes, effects of microorganisms on

arsenic,Mokrsko
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1. Uvod

Arsen (As) je toxickym prvek vyskytujicim se v povrchové 1 podpovrchové vodé. Jeho
toxické vlastnosti jsou znamy jiz od pradavna. Dlouhodobé pozivani vody s vysokym
obsahem arsenu mize zpusobit fadu zavaznych problému - chronické nemoci (anémie, padani
vlast nebo ztratu vahy), rakovinu plic ¢i jater a také nemoc ob&hového systému, zvanou

Biirgerova choroba, laicky ozna¢ovanou jako ¢ernani nohou.

Kolob¢h arsenu v zivotnim prostfedi a jeho pronikani do vody je proces zcela pfirozeny,
lidé ho vSak svou Cinnosti voblasti t¢zby a zpracovani rud, metalurgie a spalovanim
nekvalitniho uhli zna¢né¢ urychluji. Tento zisah do ptirodniho kolobéhu méa za nasledek

nadmeérné uvolilovani arsenu do povrchové a podpovrchové vody.

Piikladem extrémni kontaminace vodnich zdrojl pfirozenou cestou (zvétravanim hornin)
je Bangladés. Vodni zdroje jsou zde rozhodujicim faktorem pro pieziti. Téméf polovina
obyvatel Bangladése je nucena pit vodu s vysokou koncentraci arsenu. Pruzkumy ukazuji, ze
vice nez 20% z celkového poétu umrti je zpisobeno chronickou otravou arsenem. Toto Cislo
je vice nez alarmujici. Svétova zdravotnické organizace (WHO) hovoii o situaci v Bangladési

jako o nejveétsi hromadné otravé v déjinach lidstva.

V Ceské republice je zhlediska pfirozené kontaminace nejvyznamnéj$i lokalitou
zlatonosné lozisko Celina-Mokrsko. Abnormalni vyskyt arsenu je zde vysvétlovan jeho
vazbou na zlato. Toto Gizemi je jedno z nejvétSich naleziSt’ zlata v Evropé&. Arsen je zde ke
zlatu poutan ve form¢ arsenopyritu, jehoz ptirozenym zvétravanim dochéazi k uvolnéni arsenu
po podzemni vody. Zlato je zde velice jemné rozptyleno, muselo by se z horniny dostavat
slozitymi procesy, jako jsou mletia drceni. Tato potencialni t€zba by mnohonasobné urychlila
pronikani arsenu do vodnich zdroji. Geomedicinska studie (za rok 1950 — 1984) ukazuje
zvySeny pocet umrti zptisobeny rakovinou. Situace byla vyieSena vystavbou vodovodu v roce
1989. Mokrsko se diky vysokému obsahu arsenu stalo atraktivnim mistem pro védecky
vyzkum, zaméfeny jednak na vysoké koncentrace arsenu a jeho vztah ke zlatu, ale také na
jeho mikrobialni mobilizaci.

Pro povrchovou vodu je typicka pritomnost arsenu ve formé AsY, nebot zde dochazi

k pomérné rychlé oxidaci As'. Zajimavosti je, ze n€kterda meéfeni ukazala na vysoké



koncentrace As'"' vmglké podpovrchové vodé v lokalité Mokrsko. AsY mize byt redukovan

pouze za ur¢itych podminek — snizenim redoxniho potencialu, zménou pH a také Cinnosti

mikroorganismt. Vyskyt As’' v mélké podpovrchové je tedy s nejvétsi pravdépodobnosti

zpusoben pravé pritomnosti mikroorganismd, které maji schopnost redukovat arsen.

Vzhledem Kk tomu, Ze¢ jednotlivé specie arsenu mezi sebou mohou celkem snadno
prechazet v zavislosti na podminkach, je pro analyzy velice dilezité vyuzit nejvhodnéjsi
konzervaéni ¢inidlo, ne vzdy je totiz mozné analyzovat vzorek ihned po odebrani. V soucasné
dobé je nejvyuzivanéj$im konzerva¢nim ¢inidlem EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova),

dale se vyuzivd HC1¢i HNOs.

Cilem mé prace bylo provést speciacni analyzu arsenu v mé¢lké podpovrchové vody
z lokality Mokrsko pomoci metody atomové absorpéni spektrometrie s vyuzitim generovani
tekavych hydridl, z naméfenych vysledk nepfimo prokdzat pritomnost arsen-redukujicich
mikroorganismi a zhodnotit dopady na zivotni prostiedi. V praci jsou také obsazeny vysledky
speciaénich analyz (provedeny stejnou metodou) studni¢nich vod z lokality Mokrsko. Dale
jsem se v praci zabyvala porovnanim jednotlivych konzervaénich ¢inidel (HC1, HNO3, EDTA
a HCOOH) z hlediska u¢innosti stabilizace pro vzorky pfirodni vody S vysokym obsahem As.
V neposledni fad€ je mé prace zamefena na analyzu vzorki AsY pipravenych v deionizované
vod& ptipravené v nasi laboratoti, kde vroztocich dochazelo k samovolné redukci As" na
AsIIL. Pokusila jsem se ov&fit hypotézu, Ze pficinou redukce AsY vroztocich je &innost

mikroorganismi.

10



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Arsen

21.1 Obecné vlastnosti arsenu

Arsen (Arsenicum, As) se fadi do skupiny metaloid (ma vlastnosti kovii i nekovi). Jiz
v 5. stoleti pt. n. I. byly popsany vlastnosti sulfidu arsenitého a jeho sloucenin. Elementarni
arsen byl poprvé izolovan némeckym ptirodovédcem Albertem Magnem roku 1250, ktery jej
ziskal zahfivanim auripigmentu (As;S3) s mydlem. Toxicita arsenu je znama od pradavna,
jeho slouceniny se pouzivaly jako jed pro hlodavce a Casto byly nastrojem travic¢d. I pies
pomérné velkou toxicitu se n€které slouceniny vyuzivaly a dodnes vyuZivaji v lékafstvi. Je
znamo n¢kolik modifikaci arsenu — polokovovy Sedy a-As, amorfni ¢erny nebo hnédy B-As a
krystalicky (orthorombicky) Zluty mékky y-As. Za nejrozsitenéjsi modifikaci je povazovan
Sedy arsen, ktery vede elektricky proud.

Na suchém vzduchu je staly, s pfibyvajici vlhkosti dostava bronzové matny odstin a po
de8i dobé se na povrchu vytvoii ¢erny povlak. Béhem zahfivani sublimuje a oxiduje na
As4Os, pfi teplotach 250 — 300 °C je tato reakce doprovazena fluorescenci. V plynném stavu
tvofi Ctyfatomové molekuly Ass, dvouatomové molekuly As; vytvari pii teploté vySs$i nez
1700°C. Arsen reaguje piimo schlorem a fadou dalSich prvki. S kovy tvofi arsenidy.
Pomérné Spatné reaguje s vodou, roztoky hydroxida a neoxidujicimi kyselinami. Se ztedénou
kyselinou dusi¢nou se oxiduje na kyselinu trihydrogenarsenitou, naopak s koncentrovanou

kyselinou dusi¢nou na kyselinu trihydrogenarseni¢nou.

V soucasné dobé se arsen vyuziva ve sklaiském primyslu (As03), dale jako pesticid a
insekticid a také jako soucast specialnich slitin v metalurgickém prumyslu. Arsenid gality je

dobrym polovodi¢em, vyuzivé se v laserovych dioddch a LED.

212  Vyskyt arsenu

Arsen nema jako Cisty prvek v zemské kufe vysoké zastoupeni (51. misto). Jeho
nejznaméjsi rudou je arzenopyrit (FeAsS), dale pak realgar (AssSs) ¢i auripigment (As,S3).

Casto se vyskytuje jako piimés v rudach zlata, stiibra, Zeleza a niklu, diky kterym se dostava
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do pidy a podzemnich vod. Pfikladem mohou byt zlatonosna loZiska v Africe, kde je az5 g
As na 1 kg pudy (Docekal a kol. 2003). Jednim z nejdiskutovanéjSich témat je vyskyt tohoto
toxického prvku v podzemnich zdrojich pitné vody. Ve vodach se vyskytuje v oxidacnim
stupni III (podzemni vody) i V (povrchové vody), které mezi sebou pomérn¢ snadno

vzajemné pfechdzeji v zavislosti na podminkach.

Ptikladem lokalit s kontaminovanou vodou je Argentina, Cina, Chile, Indie, Mexiko,
Thajsko nebo USA. Mezi extrémni piipady pak patii BangladéS. Arsen je v Bangladési
pritomen ve form¢ piimési pyritu ¢i jako slozka arsenopyritu. Tyto mineraly nasledné
zvétravaji a uvolnény arsen pfechdzi do roztoku, kde je vzapéti adsorbovan na usazené
hydroxidy manganu a Zeleza. Jestlize se tyto slou¢eniny vyskytnou v redukénim prostiedi,
kde tam¢j$i litotrofni bakterie nemohou dychat kyslik z podzemni vody, dochdzi ke spotiebé

kysliku z hydroxidi Zeleza a pochopitelné také k uvolnovani adsorbovaného arsenu.

Také v Ceské republice jsou mista s pomérné vysokym obsahem arsenu ve vodach,
nejznaméjsi lokalitou je Mokrsko (viz. 2.3 Lokalita Mokrsko). V této lokalité se nachazi
rozsahlé, dosud netéZené, nalezisté zlata. As je zde ve formé FeAsS. Hornina v této oblasti by
se v8ak pii t€Zbé musela nékolikrat drtit a dochazelo by tak k oxidaci As a pravé oxidace je
nejvhodnéj§i podminkou pro jeho wuvolnéni do vody. DalSimi misty s vysokymi

koncentracemi As ve vodach jsou Kasperské hory a Sedl¢ansko.

Arsen jako Cisty prvek neni hojny, Casto na n¢j vSak narazime ve slouceninach a
nerostech, které obsahuji sfru, se kterou se arsen vyskytuje pomérné ¢asto. Arsen se dostava
do kolob¢hu piirozené (vulkanickd ¢innost, polétavy prach, oceansky aerosol, lesni pozary)
nebo lidskou Cinnosti (t€Zba a zpracovani rud, metalurgie, spalovani nekvalitniho sirné¢ho
uhli). Jeho geochemické chovani je dano piedevSim tim, Ze existuje v nékolika valencnich
stavech, ma tésny vztah k Zelezu a méni své slouceniny v zavislosti na biologické ¢innosti.
Kolobéh As v zivotnim prostiedi urychluji svym zvétravanim sulfidické nerosty, z nichz je
nejvyznamnéjSim arzenopyrit (FeAsS). SloZky arzenopyritu se postupnym zvétravanim
oxiduji na Fe"'", SO (ze kterych vznika roztok H»SO,) a kyselinu arsenitou (HAsO»), ktera
déle oxiduje na AsO3". Tento roztok se zaéne ¢asem neutralizovat a z Fe'''" vznika Fe(OH)s,
na ktery se vaze vétSina As. Oxidace sulfidickych materialt je sice pfirozeny d¢j, ale ¢lovek

ho zna¢né urychluje (t¢zba nerostnych surovin).
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2.1.3 Toxicita arsenu a zdravotni rizika

Ve slouceninach se arsen vyskytuje se v nékolika mocenstvich. Nejvice zdravi ohrozujici

formou je As"!, ktery je Sedesatkrat az osmdesatkrat toxict&jsi

termodynamicka stabilita As'"

s thiolovymi (-SH) ¢astmi bilkovin. Methylované slouceniny
As byly donedavna povazovany za méné toxické, ale nedavné studie prokdzaly vysokou
toxicitu organickych derivati As'"' i AsV (Kenyon and Hudges 2001, Petrick a kol. 2001,
Wanibuchi a kol. 2004). Nedavno provedeny vyzkum (Porquet a Filella 2007) poukazuje na

podobné rozlozeni chemického naboje v glycerolu a hydroxidu arsenitém (hlavni specie As'"

piitomna ve fyziologickém vodném roztoku). Tato informace vysvétluje transport As'"
Vv prokaryotnich i eukaryotnich organismech pomoci aquaglyceroproteini. Anorganicky arsen
je vtele metabolizovan kombinaci methyla¢nich a redukénich krokt. D¢ je katalyzovan
fadou enzymi (methylotransferazy a reduktizy), hlavnim koneénym produktem je DMA Y,

bézné nalezitelny v moc€i.

Mnoho lidi z riznych ¢asti svéta (Argentina, Mexiko, Mad’arsko, Asie...) je odkdzano na
zdroje pitné vody s obsahem arsenu piekradujicim 150 pg I'* (Smedley and Kinniburgh 2002).
Dlouhodobé pozivani arsenu (piedevSim ve vod¢ a jidle) miize zpuUsobit fadu zavaznych
problémut — kozni éze, ztratu vahy, chronickou unavu, arsenik6zu, kardiovaskularni choroby,
rizné druhy rakoviny ¢i reprodukéni problémy (Kapaj a kol. 2006; Bissen a Frimmel 2003).
Mezi projevy akutni otravy arsenem patii zvraceni, svalové kiece, kiecovité bolesti bficha
nebo brnéni rukou a nohou. Andrew a kol. (2006) popsal pokles v kapacité oprav DNA
zpusobeny expozici arsenu. Tim podpofil hypotézu, ze arsen miiZze pusobit jako kokarcinogen
a tim zhorSovat genotoxicitu a mutagenicitu jinych karginogenich sloucenin. V lidském téle se
arsen akumuluje v mistech s vysokym obsahem keratinu (Yu a kol 2006). Indikatorem

dlouhodobého piijmu arsenu je jeho vyskyt ve vlasech, nehtech, kiizi, moc¢ia Krvi.

Arsenik6za je chronickd nemoc zptsobend dlouhodobym pozivanim vody s vysokym
obsahem arsenu. Yu a kol (2007) ve své praci popisuje pozitivni korelaci mezi procentem
vyskytu arsenikdzy a poétem studni s vysokym obsahem As (50 — 1000 pg I') v16
provinciich Ciny. Wang a kol (2007) se zabyval spojitosti mezi dlouhodobym po Zivanim
arsenu a mozkocévnimi nemocemi a ischemickou chorobou srde¢ni. Cévni choroby
zpusobené arsenem mohou napadat velké (kardiovaskularni nebo cerebrovaskuldni nemoci)

nebo malé cévy (Biirgerova choroba, laicky oznacovana jako ¢ernani nohou) (Kwok 2007).
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Biirgrova choroba postihuje pfedevsim periferni tepny a stfedné velké zily, zejména u dolnich
konc¢etin. Na pocatku se tato choroba znatelné neprojevuje, vyusti vSak v zuzeni nebo Uplné

uzavieni tepny.

2.2 Mikrobialni mobilizace arsenu

Arsen se nefadi mezi esencialni prvky, tudiz ho bunka nema potiebu piirozené piijimat.
Z chemického hlediska jsou slouceniny arsenu téméf analogické se slouceninami dusiku a
fosforu, které jsou prirozenymi slozkami organismu (Oremland a kol 2009, Paez-Espino a

kol. 2009). Buiika je schopna arseni¢nany ptijmout pomoci fosfore¢nano vych transportéra P it
a Pst (Paez-Espino a kol. 2009).

Mnoho mikroorganismi Zije v prostiedi s vysokou koncentraci arsenu. Tyto
mikroorganismy se dokadzaly adaptovat vyvinutim fady mechanismi, piikladem je
detoxifika¢ni redukce. Organismy vyuzivajici detoxifika¢ni redukci oznaCujeme jako ARM
(arsenate-resistant microorganisms). Nedavné studie prokazaly, Ze nékteré typy
mikroorganismii mohou ziskavat energii zarsenu, tyto organismy oznaujeme jako CAO
(chemoatotrophic arsenite-oxidizing bacteria). Jsou zde také organismy, které arsen dokazou

dychat— DARP (dissimilatory arsenate-reducing prokaryotes) (Oremland a Stolz 2005).

U mnoha organismii se genovou expresi vytvorilo n¢kolik novych enzymi. Tyto
enzymy katalyzuji metabolické interakce mezi buitkami a jonty arsenu. Oxidaci As'" na AsY

katalyzuje enzym As'"' oxidaza — Aox. Touto cestou se organismus stava rezistentnim proti

prichozimu As(OH)s. Redukci AsY na As'"! katalyzuje enzym As" reduktaza — Arr.

2.2.1  DARP mikroorganismy

Organismy, které vyuZivaji v dychacim fetézci As¥ misto kysliku se nazyvaji arsenotrofni
organismy. Oznaujeme je jako DARP organismy (dissimilatory arsenate reducing
prokaryotes) Arseni¢nan Se béhem dychaciho procesu stava terminalnim akceptorem
elektront. Pro jeho redukci je nutna oxidace, arsenotrofni organismy oxiduji nejcastéji
organickou hmotu, Fe" & Mn''. Respirace vyzaduje striktnd anaerobni podminky

(Frankenberger Jr., 2009). Tento proces byl poprvé popsan u bakterie z kmene MIT-13,
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pojmenované Geospirilum arsenophilus. V soucasné dobé je znamo vice nez 20 druhi
anaerobnich heterotrofnich mikroorganismi, které maji schopnost dychat arsen (Oremland a
kol., 2009).

Pro redukci As" je nutné, aby byl v buiice ptitomen membranovy/periplasmaticky protein,
ktery je slozen ze dvou jednotek — arrA a arrB. Arr reduktidza byla poprvé popsana u bakterie
Chrysiogenes arsenatis, ktera byla izolovana z vody ze zlatonosného dolu (Lloyd a Oremland,
2006). DARP organismy maji dale vyvinuty geny ArsC a ArsB. Gen ArsC je vyuzit pti

detoxifikaci a gen ArsB umozni vyluovani vzniklého As'"

ven zbunky. Pfitomnost téchto
gend umoziuyje mikroorganismim piezit v prostfedi s vysokou koncentraci arsenu

redukovaného pfi respiraci (Oremland a kol., 2009).

2.2.2  ARM mikroorganismy

ARM (arsenate resistant microorganisms) mikroorganismy redukuji arsen za ucelem
detoxifikace (Oremland a Stolz, 2005). Proces probihd bud’ za anaerobnich nebo aerobnich
podminek (Frankenberger Jr., 2009). Buiika pfijima As ptes Pit nebo Pst systém. B&hem
detoxifikace je potfebna bunétna energie ve forme¢ Ars proteinil, jednd se o dvousloZkovy
ATP-dependentni syst¢tm (Mukhopadhyay a kol, 2002). Nejvice popsany detoxifikacni
mechanismus je ArsC syst¢ém. ArsC je monomerni protein slozeny zhruba ze 135
aminokyselin a 3 cysteinovych zbytki. Tento protein umoziuje redukci AsY na As'
v cytoplazmé. As” je poutin k cysteinu na N-konci a je redukovan elektrony z glutathionu.
Vznikly As'"' je vylouten z buttky pomoci proteinu ArsB, kterému dodava energii podjednotka
ArsA. Pokud neni pfitomna podjednotka ArsA, pak je energie pro protein ArsB ptitomna ve

formé membranového potencidlu (Frankenberger, 2009).

2.3 Lokalita Mokrsko

Obec Mokrsko leZi vokrese Pribram ve Stiednich Cechich (Obrazek 1). Jedna se o
soucast dllniho reviru Psi hory ustanoven¢ho roku 1978-1980. Byl zde proveden vyzkum
zaméfeny na geochemické anomalie zlata Mokrsko-zapad, Mokrsko-vychod a Celina.
Vysledkem vyzkumu bylo odhaleni obrovského, dosud netézeného loziska zlata. Odhadovany
obsah Auje 110 t (Moravek a kol., 1989).
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Arsen je pomerné Casto poutdn ke zlatu, z tohoto diivodu se v této lokalit€¢ nachazi vysoké
koncentrace As v povrchové a podpovrchové vodé. Prvni detailni geochemicky priuzkum byl
proveden Janatkou a Mordvkem (1990). Vyzkum prokazal jednak nové zdny zlatonosného
zrudnéni, ale také vysoké koncentrace As. Dalsi védecké prace byly zaméteny na akumulaci
arsenu rostlinami a zemeédélskymi plodinami (Szdkova a kol, 2007; Soudek a kol., 2006).
V srpnu roku 1990 bylo odebrano 6 vzorkl obili zpoli v lokalit¢ Mokrsko. Byl zjistén
nadmérny obsah arsenu u vétSiny plodin. Naméfené hodnoty byly vys$i nez norma pro obsah
As v mouce (0,1 mg kgt). Nejvyssi koncentrace byla 7,21 mg kg™ (Bezvodova, 1996). Byla
zde také naméfena pomérné vysokd koncentrace arsenu v zemédeélsky vyuzivané pude

(> 2800 mg kg™).

Vyzkumy také prokazaly, Ze vyssi koncentrace As'"' se nachazi v redukéni (podpovrchova
voda), ale také v oxida&ni zon& (povrchova voda) (Drahota a kol. 2009). Pomér As'"' a AsY
odpovidajici naméfenému mnozstvi organické hmoty ve vodé¢ nas vede k domnénce, Ze

mikroorganismy zde provadi biochemickou transformaci arsenu ve vod¢.

o
e 55
LB

Obrazek 1 — Lokalita Mokrsko

2.4 Atomova absorp¢ni spektrometrie

Jedna se o nejrozsitenéjSi metodu stopové analyzy prvki, kterd proSla nejvétSim vyvojem
v 60. — 80. letech 20. stoleti. Atomova absorpéni spektrometrie (AAS) disponuje vysokou
citlivosti a nizkymi ndklady. Lze diky ni stanovit az 60 prvkl. Roku 1802 byly poprvé
pozorovany absorpéni ¢ary ve slunec¢nim spektru. O vice nez sto let pozd¢ji, roku 1953,

sestrojil Sir Alan Walsh prvni atomovy absorp¢ni spektrometr. Princip t€to metody se odviji

16



od vlastnosti elektronl, které jsou vazané vatomu. Elektrony se nachdzeji na ur€itych
energetickych hladinach, které jsou pro jednotlivé prvky charakteristické. Zakladem metody
je absorpce fotonu o urcité¢ vinové délce, ktery je potiebny k prechodu elektronu z hladiny
nizni na hladinu vy$$i (excitace). AAS je metoda relativni, vychazime z hodnot absorbance,
naméfenych pro standardni roztoky, které nasledné porovnavame s hodnotami neznamych

vzorkd (Docekal a kol. 2003).

24.1 Generovani hydrida

Metoda generovani hydridt (HG) je jednou z technik AAS, ktera se vyuziva specialné pro
stanoveni As, Bi, Pb, Te, Se, Sn a Ge ve velice nizkych koncentracich (mg I ug 1‘1).
Principem je prevedeni analytu reakci s NaBHj, (tetrahydridoboritan sodny) na plynny hydrid,
ktery je oddélen od kapaliny a proudem nosné¢ho plynu veden do atomizatoru. HG je pomérné
jednoducha metoda a neni naro¢na na cenu vybaveni. Jeji hlavni pfednosti je separace analytu
od matrice a nekoncentrovani, coz nam zvysi citlivost a omezi rusivé vlivy pfi atomizaci.
Naopak jednou z nevyhod jsou rusivé vlivy pii tvorbé a pifechodu hydridu do plynné faze
(Docekal a kol 2003).

2.4.2 Speciani analyza

Pod pojmem speciacni analyza se rozumi urceni a stanoveni jednotlivych forem analytu
ve vzorku. Pro analyzu se mize nejdiive provést separace forem — specii arsenu nékterou ze
separa¢nich metod (napf. kapalinovou chromatografii) a poté jejich stanoveni nckterou ze
spektroskopickych metod. Dal$im moznym postupem je metoda selektivniho (napt. pH
specifického) generovani t€kavych hydridi, kdy se za urCitych podminek generuji hydridy
pouze z n€kterych forem As. Po vygenerovani ptisluSnych hydrida se provadi atomizace a

detekce.
2.4.3 Odlieni As"' a As¥ pomoci pH specifického generovani

Metoda je vyuZzivana pro selektivni analyzu jednotlivych forem As. Pti pH nad hodnotu 6
neni As” schopen reagovat s NaBHs, zatimco pfi nizkém pH probiha reakce s NaBH;4 pro obg

formy As. Alternativou je pied-redukce L-cysteinem, ktery pétimocné slozky zredukuje na
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trojmocné. Béhem analyzy se nejdiive stanovi mnozstvi As" ve vzorku, ktery neobsahuje L-

1p0

cystein. Druhy vzorek s piidavkem pted-redukéniho ¢inidla nAm ukaze mnozstvi As''*Y

odetteni dostavame mnozstvi As¥ (Matousek a kol. 2008).

2.5 Zpisoby konzervace vzorkii

Konzervace vzorkl anorganickych specii arsenu je pro spravnost chemické analyzy
klicovym bodem. Methylované specie arsenu byvaji oproti anorganickym mnohem vice
stabilni (Crecelius a kol 1986). Usp&sna konzervace zavisi na slozeni matrice vzorku
(Palacios a kol 1997). Arseni¢nany mohou byt v ptfirodni vodé¢ redukovany na arsenitany
dokonce i1 po odstranéni mikroorganismii (Hall 1999). Mimoto nékteré formy piirodni

organické hmoty mohou redukovat AsY na As'"

, zatimco ostatni druhy mohou fotolyticky
oxidovat As'"' na As¥ (Emett a kol. 2001). Oxidace As'' ve vodném roztoku je pomérng
pomald, dokud neni pfekrocena aktivaéni bariéra vlivem zahtivani (Tingle 1911), ultrazvuku
(Witekowa a Farbotko 1972), ptitomnosti katalyzatoru (Kao a Kuwana 1984) ¢i pfitomnosti

silnych oxidantd jako je Fe'"' (Cherry a kol. 1979).

Pro stabilizaci anorganickych specii arsenu se nejcastéji vyuzivaji kyseliny — dusicna,
chlorista, chlorovodikova, octova, sirova ¢i ethylendiamintetraoctova (EDTA). U&innost
stabilizace vzorkl se zvySuje jejich skladovanim pfi teploté¢ < 15 °C (Portman 1964). Bednar
a kol. (2002) pouzivali pro konzervaci vzorku béhem jejich experimentu HC1 (0,06 M), HNO3
(0,08 M), H,SO4 (0,09 M) a EDTA (1,25 mM). Jejich vysledky vyhodnotily jako
nejspolehlivéjsi stabilizator anorganickych specii arsenu Kys. EDTA, ktera zachovala pomgr

As'"" i As¥ po dobu 120 h (5 dni).

McCleakey a kol. (2004) dosli béhem prace k zavéru, ze pro konzervaci As je nezbytna
filtrace, stabilizace Fe pomoci HCI, H,SO4 ¢i EDTA a ulozeni vzorku ve tmé. Filtrace
odstrani ze vzorku vétSinu koloidnich ¢astic a mikroorganismy, které mohou ovliviiovat
pomér rozpusténého AsIII/V. Okyseleni roztoku zabrani oxidaci a srazeni Fe a Mn hydroxidq,
které mohou absorbovat As. EDTA izoluje Fe a vznik jeho srazenin je potlacen. HCI se
béhem experimentu jevila jako vhodny stabilizator specii As a Fe pro Sirokou Skalu vzorkii
piirodnich vod. HC1 je také preferovana pro analyzy vyuZivajici pro uréeni As metodu HG-
AAS, protoze matrice vzorku je podobna matrici reak¢niho media. Naopak pro HPCL-ICP-

MS je vice vhodna EDTA, nebot’ HC1by mohla béhem analyzy poSkodit kolonu.
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3. Experimentalni Cast

3.1 Pouzité chemikalie a jejich priprava

Vsechny roztoky byly ptipravovany v deonizované vodé (Watrex Ultrapur, USA).

Standardni roztoky As o koncentraci 10 pg I, 20 pg I'' a 40 pg I byly ptipraveny

fedénim zisobniho roztoku 10 mg I As. Standardni roztok 10 mg I'* As'

byl pfipraven
zroztoku 1000 mg I* As'"' (0,132 g As;03 rozpuiténo v malém mnozstvi 10% KOH a
doplnéno deonizovanou vodou do 100ml). Standardni roztok 10 mg I'* As¥ byl pripraven
z komeré&niho roztoku 1000 mg I'* AsY (Merck, Némecko).

Reduk¢nim ¢inidlem byl 1% roztok NaBH4 (Sigma-Aldrich, ¢istota 97%) v 0,1 % KOH
(Lach-Ner). Roztok byl piipravovan pro kazdé méfeni Cerstvy.

Jako reakéni médium byl pouzit roztok 0,75 mol/l TrisHCI pufru, ktery byl ptipraven
rozpusténim 29,55 g tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochloridu (Sigma-Aldrich, ¢istota
99%) v 250 ml deonizované vody. Poté jsem pomoci 10% roztoku KOH (Lach-Ner) upravila
hodnotu pH na 6,0 (kontrolovano pH metrem, Mettler- Toledo, Svycarsko).

Pro generovani trojmocnych a pétimocnych forem As byl pouzit jako pred-redukéni
¢inidlo 2% L-cystein hydrochlorid monohydrat (Merck, for biochemistry).

Dale byly vyuzity stabilizatory koncentrace vpodobé kyselin — EDTA (kys.
ethylendiamintetraoctova — disodna sul, p.a., Lachema), HCI (p.a., Merck), HNO3 (p.p., Lach-
Ner, CR) a HCOOH (p.a., Lachema).

3.2 Pristroje a jejich parametry

321  Atomovy absorp¢ni spektrometr

Pro detekci byl zvolen atomovy absorp¢ni spektrometr GBC SavantAA (Obrazek 5)
skorekci pozadi. Jako zdroj zafeni byla pouzita buzena vybojka sdutou katodou
(SuperLamp). Parametry spektrometru jsou uvedeny v Tabulce 1.
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VInova délka (nm)

193.7

Siika spektralniho intervalu (nm)
Zhavici proud (mA)
Rezim méreni

Doba méreni (s)

2.00
20
Peak Area
60

Tabulka 1 - Nastaveni spektrometru

Obrazek 5 - Atomovy absorpéni spektrometr GBS SavantAA

3.2.2  Soucasti systému generovani hydridi

Peristalticka pumpa

(pro vodu, NaBHjy, Tris-HCI pufr)

Reglo Digital (Ismatec, Switzerland)

Pritok 1,0 ml min’*

Peristaltickd pumpa

(pro odpad)

Reglo Digital (Ismatec, Switzerland)

Priitok 12,9 ml min™!

Regulator pritoku argonu

FMA-A2403 (O mega, USA)

Priitok 75ml mint

Regulator pritoku vzduchu

20

FMA-2604A (O mega, USA)

Pritok 30 ml min™ pro vzorky
s pridavkem L-cysteinu



Pritok 25 ml min™ pro vzorky

bez ptidavku L-cysteinu

Pec (RM], s.r.0, CR)

900°C

3.2.3 Atomizator

Pro generovani analytu na volné atomy byl pouzit kiemenny multiatomizator (Dédina a

Matousek 2000), vyhiivany peci na teplotu 900°C (Obrazek 2).

1,

Obr. 2 Schematicky nakres kfemenného mu ltiato mizatoru (1 — vnitini trubice se 14 otvory, 2 —
vstup pro vzduch, 3 — vstup hydridu a Ar, 4 — vné&jsi trubice)

3.3 Schéma aparatury a procedura

Schéma aparatury je na Obr. 3

Peristaltickou pumpu (1a) je ¢erpana deonizovana voda, Tris-HC1pufr a NaBH,4. Voda
pusobi jako nosné médium, do kterého je pomoci manualniho injekéniho ventilu (3) vpraven
vzorek o objemu 250ul (2). Vzorek v proudu nosného média se misi s Tris:HCI pufrem a
nasledné s NaHB,. V reakéni civce (4) je pak analyt redukovan na plynny hydrid. Hydrid se
pomoci nosného plynu, argonu, ktery je piivadén ptes regulator pritoku (5), dostava do

separatoru fazi (6), kde se oddéli kapalna faize (odpad - 11) od plynné faze (hydrid, argon,
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vznikajici vodik). Odpadni kapalina je Cerpdna peristaltickou pumpou (1b). Plynna faze s
hydridem pokra¢uje do peci (9) vyhtivaného kiemenného multiatomizatoru (7), kam je
privadén pomoci reguldtoru pritoku (8) vzduch. K detekci byl vyuzit atomovy absorpcni
spektrometr GBS SavantAA (10).

Schéma aparatury na generovani hydridd

1a

Obrazek 3 — Vlastni schematicky nakres aparatury na generovani hydridd

3.4 Vyhodnoceni namérenych dat

Namétena data (plochy piku vypocitané softwarem spektrometru) byla zpracovana
pomoci metody kalibra¢ni kiivky. Jednotlivé body standardnich roztokii jsem prolozila
ptimkou pomoci linearni regrese, zobrazila si jeji rovnici a korelani koeficient (hodnota
spolehlivosti R). Podle rovnice regrese jsem spocitala koncentraci As pro neznimé vzorky.
Jako prvni byla méfena hodnota nulového bodu (blank), kterd se vzdy odecitala. Pfed kazdym
méfenim bylo provedeno nastaveni nulové linie. Analyzu kazdého vzorku jsem opakovala
nejméné tiikrat. Ze ziskanych hodnot koncentrace pro neznamé vzorky jsem vypocitala

primér a smérodatnou odchylku.
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3.5 Odbér vzorku v lokalité Mokrsko

Vzorky studniéni a piirodni vody byly odebrany dne 25. 10. 2012 v dopolednich
hodindch. Mista odbéru byla zaznamenavana do mapy. Voda byla ¢erpana pomoci ¢erpadla

do pritokové cely, kde bylo méfeno pH, Eh, mnoZzstvi rozpusténého kysliku (DO) a teplota.

Voda byla prefiltrovana filtrem o wvelikosti 0,45 um, ¢imz byla ze vzorku odstranéna

""na AsY byly viechny vzorky

vét§ina pfitomnych mikroorganismil. Pro zabranéni oxidace As
stabilizovany ptidavkem 1 mM EDTA 2-Na a uloZzeny v neprihlednych plastovych lahvich.

Vzorky byly az do analyzy uschovany v lednici.

Mgéfici ptistroje Meérna cela

Filtracni aparatura

Obrazek 4 a5 — Vlastni fotografie z odbéru vzorki studniéni vody
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Obrazek 6 a 7 - Vlastni fotografie lyzimetru umisténého v potoce

3.6 Priprava vzorki prirodni vody se stabiliza¢ nimi ¢inidly

Pro tento experiment byla pouzita pfirodni voda odebrana dne 25. 10. 2012 z lyzimetru

umisténého v potoce v obci Mokrsko. Postup pfiodbéru je uveden v kapitole 3.5.
Thned po odbéru a prefiltrovani vody bylo ptipraveno 5 vzorka:

Vzorek bez konzerva¢niho ¢inidla (oznaceni Vz. 1)
Vzorek s ptidavkem 0,03 M HC1(oznaceni Vz. 2)
Vzorek s ptidavkem 0,028M HNOj3 (oznaceni Vz. 3)
Vzorek s ptidavkem 1 mM EDTA-2Na (oznaceni Vz. 4)
Vzorek s ptidavkem 1% HCOOH (oznaceni Vz. 5)

o M w0 NP

A4 o) V L3 . 14 W
3.7 Priprava vzorki As” v deionizované vodé

Nedavnd méfeni provedena vUIACH poukdzala na samovolnou redukci AsY
v deionizované vod€. Na zidkladé tohoto poznatku byl ptipraven vzorek o zndmém mnozstvi

As” s cilem znovu pozorovat piipadnou redukei pfidaného As".

Vzorek As o koncentraci 40 pg I'' byl piipraven dne 4. 1. 2013 zfedénim zisobniho
roztoku 10 mg I AsY vdeionizované vod& (400 pl na 100 ml vody). Zasobni roztok byl

pripraven z komeréniho roztoku 1000 mg I'* AsV (Merck, Némecko).
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4. Vysledky a diskuse
4.1 Specia¢ni analyza studni¢ni a pFirodni vody z Mokrska

Dohromady bylo odebrano 5 vzorki studni¢ni vody (oznaceni 1, 2, 3, 4 a 6) a 1 vzorek
piirodni (méké podpovrchové) vody odebrany z lyzimetru ulozené¢ho Vv potoce, ktery vytéka
z rybniku Kuchynka (oznaceni 5). Z celkového poc¢tu vzorkl studniéni vody byly dvé z nich
studny obecni (1, 4) a zbylé tfi studny soukromé (2, 3, 6). Popis jednotlivych vzorkl je

v Tabulce 2. Mista odbéru jsou znazornéna na Obrazku 8.

vzﬂgu Popis ofliiil:/rgfﬁ pH — Eh(mV) — tCO) (r?gcl)l)
1 Obecni studna Crra 6.6 501 12.1 1.9
2 Dum¢. 8 Crra 7.2 323 12.0 1.9
3 Dim¢é. x Cira 7.2 425 11.0 0.6
4 Obecni studna Cira 7.4 451 10.4 1.3
5 Lyzimetr Cira 7.5 84 10.8 1.41
6 Dum¢. 23 Cira 7.2 385 10.6 0.5

Tabulka 2 — Popis odebranych vzorki studniéni vody z lokality Mokrsko

Obrazek 8 — Mista odbéru vzorkt studniéni vody z lokality Mokrsko
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Analyzy vSech vzork® byly provedeny dne 1. 11. 2012. Vysledky speciaéni analyzy

studni¢ni i pfirodni (mé&lké podpovrchové) vody uvadi Tabulka 3, které odpovida Grafl.

Cislo vzorku As ug 1) AsY (ugI'H)* As(ug1h
1 701,3+11,1 699,3+11,1 2,0+0,1
2 1298,3+14,1 1294,5+14,1 3,8+0,1
3 418,7+9,6 417,8+9,6 0,9+0,1
4 361,3+4,4 360,6+4.,4 0,7+0,1
5 3922,6 £36,7 280.94+42,2 3641,7+20,9
6 1415,2+15,2 846,2+25.,4 569,0+20,3

Tabulka 3— Vysledky speciaéni analyzy studni¢ni (1, 2, 3, 4, 6) a ptirodni (5) vody z lokality Mokrsko

4500.00
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3500.00
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M Aslll
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1000.00
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1 2 3 4 5 6

Cislo vzorku

Graf 1 — Vysledky specia¢ni analyzy studni¢ni (1, 2, 3, 4, 6) a ptirodni vody (5) z lokality Mokrsko
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Ve studnini vodé¢ (oznaceni 1, 2, 3, 4, 6) odebrané zobce Mokrsko se nachazeji
vysoké koncentrace arsenu (v rozmezi od 361 do 1415 pg '), které mnohondsobng pievysuji
limit pro pitnou vodu (10 pg I''). Dominujici formou zde je AsY, tento fakt pomérng dobie
koreluje s naméfenymi hodnotami redoxniho potencidlu. S dlouhodobym piijmem vody
s vysokym obsahem arsenu souvisi vaznd zdravotni rizika. Roku 1985 byla provedena
geomedicinska studie, které obsahuje piehled aumrtnosti za obdobi 1950 — 1984. NejéastéjSimi
pfic¢inami smrti byla ischemické choroba srdce, kornaténi srdce a cév, mozkova mrtvice a
rizné druhy rakoviny. V pribéhu poslednich nékolika let se vobci Mokrsko vyskytovala
,medicinskd anomalie“ — ¢ernani nohou. Tato anomalie ma svijj ptivod v Biirgerové chorobg,
ktera zde byla potvrzena dohromady u 5 piipadu. Biirgerova choroba se v souvislosti
S dlouhodobym piffjmem vody s vysokym obsahem arsenu vyskytuje pouze v Bangladési.
Resenim otazky vysoce kontaminované vody byla vystavba vodovodu roku 1989. Vsichni
obyvatelé dnes uzivaji vodu z vodovodu, zamofenou vodou vSak napaji hospodaiska zvifata a
zalévaji s ni kofenovou zeleninu. Vzhledem k tomu, Ze tam¢jsi pida obsahuje také pomérné
vysoké koncentrace arsenu, neni vhodné zde péstovat jakékoli jednoleté a dvouleté plodiny
ur¢ené ke konzumaci. Po analyze byly vypracovany informacni zprdvy pro vSechny
obyvatele, ktefi mi umoznili odbér vody zjejich studny. Ve zpraveé byli sezndmeni
s metodickymi postupy a vysledky specia¢ni analyzy a také byli pouceni o rizikdch uzivani

takto kontaminované vody.

Pro m&lkou podpovrchovou vodu (oznageni 5) je typicky AsY, nebot’ zde snadno zde
dochazi k oxidaci. Relativné oxidativni podminky (Eh 84mV) a pievaha As'' (92,4%)
naznacuje nerovnovahu v termodynamickych podminkach. Toto méfeni svéd¢i o stézejni roli
arsen-redukujich mikroorganismi v kontaminaci mélké podpovrchové vody Vv lokalité

Mokrsko. Kontaminace téchto vod As'™ vede ve velkém méfitku k jeho pronikani do studni¢ni

" mize snadno

a povrchové vody vV lokalit¢ Mokrsko. Je také dulezité zdiraznit, Zze As
pronikat do pudy. Z tohoto diivodu nedoporucuji péstovani jakékoli kofenové zeleniny v této
oblasti. Nevhodné je také hnojeni dusikatymi ¢i fosfaitovymi hnojivy, nebot’ prave tyto latky
jsou piirozenym zdrojem Zivin pro bakterie, které se za¢nou mnozit. Proces redukce As" na

As"' by se pravé diky rapidnimu navyseni poétu bakterii mohl mnohonasobné urychlit.
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4.2 Posouzeni ucinnosti stabilizace vzorka prirodni vody

Analyzy byly provedeny ve dnech 4.1 2013 (72 dni po odbéru), 11. 1. 2013 (79 dni po
odbéru), 24. 1. 2013 (92 dni po odbéru), 1. 2. 2013 (100 dni po odbéru) a 8. 3. 2013 (128 dni

po odbéru). Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 4 (pouze obsah As™) a Tabulce 5 (celkovy

obsah As), které jsou kopirovany Grafem 2 a Grafem 3.

Koncentrace As (As"" i As'®®) nam&fena nkolik dni po odbéru je v Tabulce 4 (viz 4.1).

Polet dniod odebrani Vz. 1 (ugl’) Vz.2(ugl?) Vz.3(ugl) Vz.4ugl) Vz5@gl)

72 1838 1315 3273 3304 3566
79 1687 1096 3165 3358 3612
92 1450 602 3417 3749 3955
100 1242 152 3077 3700 3849
128 507 72 3151 3506 3618

Tabulka 4 — Stabiliza¢ni ¢inidla pro vzorky pirodnivody (pouze As™)
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Graf 2 — Stabiliza¢ni &inidla pro vzorky pifrodni vody (pouze As')
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Prvni analyza byla provedena 72 dni po odbéru vzorku. Koncentrace As'" ve vzorku bez

stabilizaéniho ¢inidla (Vz. 1) a ve vzorku sptidavkem 0,03M HCI (Vz 2) klesla téméf
dvojnasobné v porovnani se vzorky s 0,028M HNO3 (Vz. 3), 1ImM EDTA (Vz 4) a 1%
HCOOH (Vz5). HC1 byva casto povazovana za vhodny stabiliza¢ni prostiedek pro vzorky

pfirodni vody s vysokym obsahem As'"

, ncméné mad méfené toto tvrzeni nepotvrdila.
Zajimave také je, ze koncentrace As" zde klesala mnohem rychleji, nez ve vzorku bez piidani

konzervaéniho ¢inidla.

Polet dniododbéru Vz. 1 (ugl') Vz.2ugl") Vz3ugl) Vz.4@ugl) Vz.5@glh)

72 2078.4 2002.4 3895.9 3869.3 3948.3
79 2152.6 1922.2 3840.0 3787.1 3865.6
92 2168.3 1987.8 3898.6 3960.5 4056.2
100 2369.0 2080.2 3891.1 3946.8 3915.0
128 2093.4 1983.8 3721.3 3841.2 3890.6

Tabulka 5— Stabilizagni &inidla pro vzorky piirodnivody (As™?)
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Graf 3 — Stabiliza¢ni ¢inidla pro vzorky piirodni vody (Asmta')
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Vysledky analyza celkového obsahu As (As™®) ukazuji, e se HNO3, EDTA a HCOOH
jevi jako spolehlivé pouzitelné stabiliza¢ni prostiedky. V piipadé€ vzorku bez konzerva¢niho
¢inidla a vzorku s ptidavkem HCI byl pozorovan t¢émef dvojnadsobny ubytek koncentrace,
nicméné tato koncentrace se s postupem cCasu neklesala. Divodem této vyrazné nizsi
koncentrace miZe byt pritomnost Fe'' ve vzorku (5,6 mg ). Jiz n&kolik dni od odebrani se
v obou vzorcich vytvoril hnédy zakal (Obrazek 9), pravdépodobné hydroxidi zeleza, které
jsou schopny absorbovat As. Vétsi okyseleni vzorku by mohlo zabranit vytvofeni srazeniny,
nicméné snizeni pH by mé€lo s nejvétsi pravdépodobnosti vliv na selektivitu pH specifického

generovani.

Obrazek 9 — Vzorky ptirodni vody odebrané z ly zimetru v lokalité Mokrsko (1 — bez konzervace,
2—-sHCI, 3-s HNO3, 4—s EDTA, 5—s HCOOH)

Z provedenych analyz vyplyva, Ze vhodna konzervacni ¢inidla pro vzorky pfirodni vody
z lokality Mokrsko jsou HNO3;, EDTA a HCOOH. Tento fakt je v dobré shodé literaturou.
HCOOH nebyla dosud pro téely stabilizace vzorkt vody s vysokym obsahem arsenu vyuzita.
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4.3 Analyza vzorkia deionizované vody s pridanym As”

Analyzy byly provedeny 4. 1. 2013 (n¢kolik hodin po ptipravé), 11. 1. 2013 (7 dni po
ptipravé), 24. 1. 2013 (20 dni po ptipravé), 1. 2. 2013 (28 dni po piipravé), 14. 2. 2013 (41
dni po ptipravé) a 8. 3. 2013 (63 dni po priprave). Vysledky jsou uvedeny v Grafu 4.
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Graf 4 — Koncentrace As"' vaniklého redukei Asvpf'idaného do deionizované vody

Koncentrace As'"

stoupla jiz nékolik hodin po pfipravé na hodnotu 1,64 pg I'. Po
tydnu se koncentrace zvysila témét o 55% a stale nartstala. Po 63 dnech se ustdlila na
hodnoté 37,12 pg I'. Jedingm moznym vysvétlenim redukce AsY je piitomnost arsen-
redukujich mikroorganismti. Deionizovand voda je voda chemicky Cista, nevyskytuji se v ni
tudiz 7zadné ionty. Vzhledem k tomuto faktu se jedna s nejvétSi pravdépodobnosti o AMR

mikroorganismy, které vyuzivajipro redukci As" detoxifikadni mechanismus.

Pro ovéfeni tohoto zavéru byl navrzen experiment, jehoz zakladem je odstranéni
mikroorganismi z deionizované vody a provedeni opétovné analyzy. Budou pfipraveny 3
vzorky. K prvnimu bude p¥idan pouze As¥ o znimé koncentraci (40 pg I'Y), v piipadé druhého
vzorku bude deionizovana voda prevarena a nasledné obohacena o znamou koncentraci As" a
u tretiho vzorku bude voda osSetiena pridavkem 10 mM azidu sodného (NaN3) a poté

obohacena 0 znamé mnozstvi As".
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Pokud nedojde v upravenych vzorcich deionizované vody k redukci AsY a ve vzorku
bez oSetfeni ano, je to jasny dlikaz svéd¢ici o ptitomnosti arsen-redukujich mikroorganismii.
V pifpad€, Ze se timto experimentem podaii ovetit vyskyt mikroorganismt, bude ve
spolupraci s MBU AV CR provedena sekvence DNA scilem zjistit konkrétni druhy
mikroorganismtl.

Tento vysledek se stava piedmétem daich experimentt v Ustavu analytické chemie
AV CR.
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5. Zavér

Tato prace byla zaméfena na speciatni analyzu studniéni a mélké podpovrchové vody
z lokality Mokrsko. Dalsim ptedmétem diskuse byla konzervace vzorku a udrzeni oxidaé¢niho
stupné arsenu. Prace se dale zabyva mikrobidlni mobilizaci arsenu v lokalit¢ Mokrsko a také

ve vzorcich deionizované vody pfipravené v nasi laboratofi.

Vysledky specia¢ni analyzy studni¢ni vody ukazuji na vysoké koncentrace arsenu
vrozmezi 361 — 1415 pg I, které mnohonasobng piekraduji limit pro pitnou vodu. Situace
byla c¢éasteCné vyreSena vystavbou vodovodu, nicméné mistni obyvatelé vyuzivaji
kontaminovanou vodu jako vodu uzitkovou, napf. pro zalévani konzumnich plodin. Po
provedeni analyz byly pro obyvatele, ktefi mi umoznili odbér jejich vody, vypracovany
informacni zpravy, ve kterych byli sezndmeni s metodikou a vysledky speciaéni analyzy.
Obcané byli také pouceni o riziku uzivani takto kontaminované vody. Ze zaznami z mistni
matriky a také z informaci od mistnich obyvatel se v této lokalité vyskytovala ,,medicinska
anomalie“ — cCernani nohou, kterd ma svij plvod v Biirgerové chorobé. Tato nemoc

ob&hového systému je v souvislosti s nadmérnym piijmem arsenu potvrzena jen v Bangladési.

Specia¢ni analyza mélké podpovrchové vody odebrané z lyzimetru vobci Mokrsko

poukazuje na nadmérnou koncentraci As" (92,4% z celkového mnozstvi As). Pro tento typ

vody je typickd piitomnost arsenu ve form& As”, nebot zde pomérnd snadno dochazi

k oxidaci. Relativné oxidativni podminky a pfevaha As~ naznaCuje na nerovnovahu

v termodynamickych podminkdach. Tyto vysledky svéd¢i o stézejni roli arsen-redukujich
mikroorganismi ve vodach v lokalité Mokrsko. Je pomérng dilezité uvédomit si, Ze As'"
mize celkem snadno pronikat do ptdy. Na ziklad¢ tohoto zavéru nedoporucuji obyvatelim
obce Mokrsko péstovavat jakékoli jednolet¢ ¢i dvoulet¢ plodiny ur¢ené ke konzumaci
Nevhodné je také hnojeni dusikatymi a fosfitovymi hnojivy. Pravé tyto latky pfedstavuji
pfirozené ziviny pro mikroorganismy, jejichz mnozstvi by se mohlo mnohonasobné zvysit a

tim by se i zna&n& urychlil proces pronikani As'" do vody a pudy.

Pro experiment zaméfeny na posouzeni uCinnosti stabilizacnich ¢inidel pro vzorky
ptirodni vody s vysokym obsahem arsenu byl vyuzit vzorek vody odebrané z lyzimetru. Byly
testovany stabilizatory v podobé kyseliny chlorovodikové, dusi¢né, ethylendiamintetraoctova
a kyseliny mravenci. Kyselina chlorovodikova je v odborné literatufe ¢asto povazovana jako

spolehlivy stabilizacni prostfedek, nicméné ma méfeni tuto mysSlenku nepotvrdila.
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Nejspolehlivéji se jevi kyselina dusicnd, ethylendiamintetraoctovd a také nov€ pouzita

kyselina mraven¢i.

Poslednim predmétem diskuse je analyza vzorku AsV ptipraveného v deionizované vodg,
Ve které bdhem nedavnych méfeni v naii laboratofi dochazelo k samovolné redukci As”. Pro
tento experiment byl p¥ipraven vzorek As" o znimé koncentraci, ktery byl nekolikrat méfen
po dobu vice nez 2 mésicl. Jiz n€kolik hodin po piipravé byl zaznamenan nartst koncentrace
As"') ktera se v zavislosti na Gase neustile zvySovala. Jedingm moznym vysvétlenim
samovolné redukce AsV je pritomnost arsen-redukujich mikroorganismi. Pro ovéfeni
spravnosti vysledkli byl navrZzen experiment, ktery by mél potvrdit hypotézu o vyskytu
mikroorganismi v deionizované vodé. V piipadé, Zze naSe mySlenka bude skute¢né potvrzena,
bude ve spolupracis MBU AV CR provedena sekvence DNA s cilem zjistit konkrétni druhy
danych mikroorganismi. Tento vysledek se stiva predmétem dalsich méieni v UTACH AV

%

CR.
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Specia¢ni analyza arsenu ve vodach v lokalité Mokrsko
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odborniky, se kterymi konzultovala rizné aspekty své prace i mimo obor analytické chemie.
Aktivné vyhledavala literarni zdroje, kterych nastudovala mnohem vice, nez citovala v praci.
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