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§ SazZetak vii

§ Sazetak

Arsen je svima poznati otrov. Nakuplja se u organima i tkivima i tijelo kroni¢no truje.
Koncentracija toksina odreduju se u tzv. biomarkerima izloZenosti: krvi, urinu, kosi i noktima.
Arsen u kosi 1 noktima je stabilan pa se najceS¢e u njima odreduje. Bioloski uzorci sadrze
organske tvari koje smetaju analizi te se prije odredivanja moraju ukloniti. Moderne analize
vezanim sistemima ICP-MS, HPLC-ICP-MS brze su i imaju niske granice detekcije pa se sve
vise koriste. U ovom Zavr§nom radu opisane su i druge metode odredivanja arsena. Klasi¢nim
metodama: Marsh-Berzelius-ovom i Gutzeit-ovom arsen se odredivao u organima i tkivima

mrtvih.

Valentina StareSin¢i¢ ZavrSni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 8

§ 1. UVOD

1.1. Svojstva arsena

Arsen je kemijski element 15. (duSikove) skupine periodnog sustava elemenata. Simbol mu je
As, a atomski broj 33. Pripada skupini metaloida.? Otkrio ga je Albert Magnus 1250. godine.
Naziv arsen dolazi iz gréke rije¢i arsenikon $to oznacava zuti pigment. Temperatura taliSta
mu je 817 °C, a temperatura vrelista 613 °C.3

Na sobnoj temperaturi i kod atmosferskog tlaka, arsen je krutina sive boje. Pojavljuje se u
tri razli¢ite alotropske modifikacije: amorfni arsen, metalni ili sivi arsen i rompski arsen. Sivi
arsen je metalnog sjaja i Celino sive boje. To je najstabilnija alotropska modifikacija
karakteristi¢ne, slojevite strukture. Rompski arsen (beta arsen) je Zzute boje, nestabilan i na
sobnoj temperaturi prelazi u metalni arsen. Amorfni arsen, poznat kao crni arsen nastaje
sublimacijom arsena u inertnim uvjetima.’

U prirodi se nalazi u rudama: arsenopirit (FeAsS), crveni realgar (As;Ss) i auripigment
(As,S3) prikazan na slici 1. Termickim raspadom arsenopirita bez prisutnosti zraka nastaje

arsen u elementarnom stanju i nema neku posebnu primjenu:?

4 FeAsS (s) — 4 FeS (s) + As4 (Q)

Slika 1. Auripigment®

Valentina StareSin¢i¢ Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 9

1.2. Spojevi arsena

Spojevi arsena primjenjuju se u farmaceutskoj industriji, industriji koze, staklarskoj industriji,
poljoprivredi i drugim podrugjima.” Mogu se svrstati u anorganske i organske. Anorganski
spojevi arsena izrazito su toksi¢ni*® i kancerogeni'. Organski spojevi manje su toksi¢ni i
manje opashi za zdravlje.! Anorganski spojevi su spojevi arsena s kisikom, sumporom i
halogenim elementima.? Organski spojevi arsena su organometalni spojevi s karakteristi¢nom
kovalentnom ugljik-metal vezom. Ima ih u biljkama i Zivotinjama.”

Arsen ima vise oksidacijskih stanja: -3, 0, +3 i +5. Najstabilnije je +3 stanje. Oksidacijski
stupanj -3 ima u plinu arsinu (hidrid arsena). Arsin je jedan od najjac¢ih anorganskih otrova
karakteristicnog mirisa po ¢eSnjaku. Jako je redukcijsko sredstvo; iz otopine srebrovih soli

moze istisnuti srebro (Gutzeitova proba):2
AsH; (g) + 6 Ag” (aq) + 3 Hz0 (1) — HsAsO; (aq) + 6 Ag (s) + 6 H' (aq)

Halogenidi arsena (I11) su kovalentni spojevi. Arsenov(l11) fluorid i arsenov(l11) klorid su
tekuci na sobnoj temperaturi, arsenov(l11) bromid je krutina niskog talista, a arsenov(III) jodid
je crvenosmeda krutina. Arsenov(l1T) oksid je bijela kristalini¢na tvar. Otrovan je, a Koristi se
u poljoprivredi za suzbijanje §teto¢ina (miSomor)? i kao primarni standard za standardizaciju
otopina joda.’® Dobiva se przenjem sulfidnih ruda arsena, a moZe se dobiti i izgaranjem

arsena na zraku, prema reakciji:2
4 FeAsS (s) + 10 O; (g) — AssOg (S) + 2 Fe,03 (s) + 4 SO, (g)

Otapanjem arsenova(lll) oksida u vodi nastaje slaba arsenitna kiselina koja je stabilna samo u

vodenim otopinama. Nije izolirana u ¢istom stanju. Reakcija dobivanja arsenitne kiseline je:?
As,05 (s) + 6 H,O (1) — 4 H3AsOs3 (aq)
Soli arsenitne kiseline koriste se kao insekticidi u poljoprivredi.

Arsen(V) tvori halogenide samo s fluorom i klorom. Arsenov(V) fluorid je na sobnoj

temperaturi bezbojan plin i najstabilniji pentahalogenid arsena. Arsenov(V) klorid nastaje

Valentina StareSin¢i¢ ZavrSni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 10

reakcijom plinovitog klora i arsenova(lll) klorida na nizoj temperaturi pod utjecajem
ultraljubicastog zracenja.
Arsenov(V) oksid je krutina. Nastaje dehidratacijom arsenatne kiseline na povisenoj

temperaturi:*
2 HyAsO; (aq) — AsyOs () + 3 H,0 (I)

Arsenov(V) oksid je termicki nestabilan i ne moze se dobiti izgaranjem arsenova (III) oksida
na zraku jer trenutno disocira na kisik i As,Os. Arsenatna Kiselina se, stoga, pripravlja

oksidacijom spojeva arsena(l11) s koncentriranom dugi¢nom kiselinom:?
As40s (s) + 8 HNO3 (konc.) + 2 H,O (1) — 4 H3AsO4 (aq) + 8 NO; ()

Uvodenjem sumporovodika u kiselu vodenu otopinu arsenatne Kkiseline, dolazi do

stvaranja Zutog arsenovog(V) sulfida. Soli arsenatne kiseline koriste se kao insekticidi.?

1.3. Toksi¢nost arsena

Toksi¢nost arsena 1 njegovih spojeva poznata je od Srednjeg vijeka kada je postao sinonim za
otrov. Trovanja su u pros§lim vremenima bila sastavni dio politickog i drustvenog Zzivota.
Spojevi s arsenom bili su idealni za uklanjanje neprijatelja. Bez boje su, mirisa i okusa, a male
koli¢ine otrova su smrtonosne. Simptomi trovanja pripisivani su trovanju hranom. Trovalo se
naj¢esce s arsenovim(lll) oksidom (,,bijeli arsen”, ,miSomor®). ZabiljeZena su i slucajna
trovanja arsenom (boja za zidove, kozmeticki preparati, djecje igracke i sl.).5

Organski spojevi arsena teze su topljivi, duze se apsorbiraju i uglavnom izlu¢uju urinom.
Najvece koliCine arsena u ljudsko tijelo dospijevaju u obliku anorganskog arsena u
oksidacijskom stanju +3. Najpoznatiji anorganski spojevi arsena su arsenov(l11) oksid i arsin.
Oba su izrazito toksi¢ni. Arsin se, za razliku od As;O3, lako prepoznaje po karakteristicnom
mirisu na ¢e$njak. Neki spojevi arsena(V) prolaze stanicnu membranu, As(V) se reducira u
stabilniji arsen(IIT) koji se dulje zadrzava u organizmu. Arseniti i arsenati su topljivi u vodi,

brzo ulaze u krvotok pa se mogu detektirati u uzorku Kkrvi. Metilarsenatna kiselina

Valentina StareSin¢i¢ ZavrSni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 11

CH3AsO(OH), (MMA) i dimetilarsenatna kiselina (CH3),AsO(OH) (DMA) mogu se naci u
ljudskom tijelu. Nisu kancerogene, ne zadrzavaju se dugo u organizmu. Organizam jedan dio
arsena koji ude izbacuje, a drugi se nakuplja u organima i tkivima.

Akutna trovanja arsenom su danas vrlo rijetka. Prvorazredni problem su kroni¢na trovanja
i profesionalno izlozenih i Sire populacije koja, takoder, dolazi u kontakt s njim. Kroni¢no
trovanje arsenom je posljedica nakupljanja arsenovih spojeva u organizmu uslijed dugotrajne
izlozenosti. Akutno trovanje je posljedica naglog izlaganja organizma veéim koli¢inama

arsena.’

Valentina StareSin¢i¢ ZavrSni rad
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Arsen u ljudskom tijelu

Arsena ima u tlu, vodi, hrani i atmosferi. Glavni izvori su hrana i voda s povisenim
koncentracijama toksina. U tijelo covjeka wulaze oralnim putem. Svakodnevnim
konzumiranjem organizam se polako truje. Za zdravlje je hrana zivotinjskog 1 biljnog
porijekla s poviSenom koncentracijom arsena manje opasna od vode jer sadrzi manje toksi¢ne
organske spojeve arsena. Disanje (pluca) i apsorpcija (koza) takoder su putovi ulaska.”

PoviSena koncentracija arsena u vodi vrlo je opasna za zdravlje jer se voda svakodnevno
konzumira. U nekim dijelovima svijeta pa i naSe domovine, prirodne su vode bogate arsenom.
Tako su, primjerice, u vodi za pi¢e u BangladeSu nadene koncentracije do 2500 pg L% u
Indiji do 3200 ug L™, Argentini do 7550 ug L™, Meksiku do 620 pg L™, u SAD-u do 2600 pg
L™, Njemackoj do 150 pg L™. (ref. 1) U dijelu istocne Slavonije odredeno je visokih 491 pg
L. (ref. 6) Hrvatska je prihvatila preporuku Svjetske zdravstvene organizacije pa je sad
maksimalna dopustena koncentracija (MDK) arsena u vodi za pi¢e 10 pg L*, a voda u
Slavoniji se proc¢is¢ava (ref. 5-7). Visoke koncentracije se povezuju s ucestalom pojavom
odredenih bolesti: karcinom koze, plu¢a, mokra¢nog mjehura, bubrega i jetre. StanovniStvo
Bangladesa je, §to se arsena tide, najugroZenije na svijetu.! Koncentracija arsena u vodi iznad
100 pg L? kod kroni¢ne oralne izloZenosti uzrokuje pojavu koznih lezija na dlanovima 1
stopalima. Stoga je voda dobar biomarker izloZenosti.>”

Ljudski organizam kod kroni¢nog trovanja prolazi nekoliko stadija; u prvom stadiju
povecana je koncentracija arsena U urinu, krvi, kosi i noktima, a u drugom stadiju dolazi do
pojave koznih lezija i pigmentacijskih promjena koze. Konac¢ni je rezultat razvoj teSkih
bolesti.>’ Grani¢na dopustena vrijednost izloZenosti za arsenov(Ill) i arsenov(V) oksid,
arsenite i arsenate je 10 ug L™, a za arsin 16 pug L™, (ref. 8).

Zbog zastite zdravlja stanovniStva vazno je detektirati toksin u prvom stadiju, prije pojave
simptoma bolesti. Razina toksina u biomarkerima (krv, urin, kosa i nokti) moze se smanjiti

prestankom izlaganja.’

Valentina StareSin¢i¢ ZavrSni rad
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2.1.1. Odredivanje arsena u krvi

Analiza bioloskih uzoraka kao §to su krv, urin, kosa i nokti svakako je zahtjevnija od analize
toksina u otopini. Bioloski uzorci uvijek sadrze i dodatne tvari koje interferiraju i smetaju
odredivanju. Stoga se odredenim postupkom (digestija) prvo uklanja takove tvari. Procedure
odredivanja razlicitih biomarkera arsena dobro su opisane u analitickoj literaturi.

Arsen ima veliki afinitet prema proteinima pa brzo napusta krvotok i akumulira se u
tkivima.? Vrijeme poluZivota anorganskog arsena u krvi je 4-6 sati, a vrijeme poluZivota
metiliranih metabolita je 20-30 sati. Abnormalna koncentracija arsena u krvi ( ve¢a od 12 ng
mL™) upuéuje na znadajnu izloZenost arsenu, a moZe se odrediti kratko nakon izlaganja.
Vjerojatnost nalaska arsena u krvi dva dana nakon izlaganja nije moguca.’

Injekcijom za jednokratnu upotrebu iz vene se uzima uzorak krvi (5 mL). Bitno je da se
uzorak ne kontaminira te da se ne izgubi arsen. Uzorak se prebaci u Cistu polipropilensku
epruvetu od 10 mL, doda heparin za sprjeCavanje zgrusavanja krvi i zadrzavanje tekuceg
oblika. Epruveta se, zatim, numerira i stavi u ,,krio posudu‘ koja sadrzi kockice leda. Do
pocetka analize uzorak se drzi u hladnjaku na 4 oC.10

Arsen se u krvi moze odrediti induktivno spregnutom plazmom vezanom s masenom
spektroskopijom. Otopina uzorka se peristaltickom pumpom prenosi u nebulizator gdje se
pretvara u aerosol. Dobiveni aerosol se u struji argona unosi u centar induktivno spregnute
plazme. Visoka temperatura plazme isparava i ionizira uzorak. loni se usmjeravaju u maseni
spektrometar, dolaze na detektor brzinom ovisnom o omjeru naboja i mase.

Induktivno spregnuta plazma sastoji se od tri kvarcne epruvete i zavojnice koja proizvodi
visokoenergetske radiofrekvencijske valove. Temperatura plazme je oko 6000 K. Plazmu
induciraju atomi argona osciliranjem u visokoenergetskom radiofrekventnom polju. Najcesce
upotrebljavani analizator mase je kvadrupolni analizator."* Metoda je vrlo osjetljiva i pogodna
za odredivanje razlicitih elemenata. Kad se analizira arsen, perklorna i klorovodi¢na kiselina
ne smiju se koristiti za pripreme uzorka za analizu zbog stvaranja argonovog klorida koji
utjeCe na rezultate mjerenja. Dobivene pogreske mogu se ispraviti koristenjem ICP-MS-a
visoke rezolucije ili naknadnim korekcijama dobivenih rezultata odgovarajué¢im

jednadibama.11

Valentina StareSin¢i¢ ZavrSni rad
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2.1.2. Odredivanje arsena u urinu

Koncentracija arsena u urinu pokazuje je li osoba nedavno bila u kontaktu s arsenom. Urinom
arsen izlazi iz organizma pa nadena koli¢ina ne govori o apsorbiranoj koli¢ini.*

Uzorak je prvi jutarnji urin. Uzorak se stavi u polietilensku bocu i drzi do poc¢etka analize
u hladnjaku na 4 °C. Dva sata prije samog mjerenja, uzorak se termostatira na sobnoj
temperaturi.*® Urin se Guva na niskoj temperaturi (od -20 °C do 4 °C) zbog moguée
kontaminacije. Analizu se mora naciniti u odredenom roku; najkasnije dva dana od uzimanja
uzorka.

Vezanim sustavom HPLC-ICP-MS razli¢iti oblici arsena koje sadrzi urin: anorganski
arsen(l11), arsen(V) i organski arsen odvajaju se i kvantitativno odreduju.’® Uredaj za HPLC
koji sadrzi kolonu s anionskim izmjenjivacem veze se s ICP-MS-om. Kromatografska kolona
ima vezanu hidrofilnu, anionsku izmjenjivacku smolu. Mobilna faza (najc¢eS¢e tekucina) se
pod visokim tlakom pumpa kroz kolonu. UnoSenjem uzorka u tok mobilne faze dolazi do
razli¢itih interakcija koje ujeCu na razliCito vrijeme zadrzavanja komponenata smjese na
koloni. Koristenje visokog tlaka povecava rezoluciju kromatograma jer sprjeCava dugo
zadrZavanje komponenata na koloni. Nebulizator s komorom za uvodenje uzorka omogucava
jednosnopno uvodenje uzorka s kromatografske kolone u induktivno spregnuti plazma izvor.
Komora za uvodenje uzorka ohladi se na 5 °C kako bi se osigurala temperaturna stabilnost i
smanjila koli¢ina vodene pare prisutne u protoku plina. Nebulizator otopinu uzorka pretvara u
aerosol. Aerosol se uvodi u centar induktivno spregnutog plazma izvora. Visoka temperatura
plazme isparava i ionizira uzorak. loni se usmjeravaju u maseni spektrometar gdje se
razdvajaju i detektiraju na temelju omjera mase i naboja.*?

Prednosti ICP-MS-a su osjetljivost, specificnost i sposobnost detekcije vrlo malih koli¢ina

arsena (ng L™ do mg LY. Zbog toga se &esto koristi za analizu urina.™

2.1.3. Odredivanje arsena u kosi i noktima

Nakupljeni arsen u noktima i kosi je stabilan pa se najée$¢e u njima odreduje. Koncentracija
mu se ne mijenja niti nakon nekoliko mjeseci stajanja pa se s analizom ne mora Zzuriti. Bitni su
za dokazivanje kumulativnog efekta arsena na ljudski organizam, ali se lako izvana
kontaminiraju. Kosa i nokti se prije analize moraju razgraditi, a odreduju se istom

metodom. 2

Valentina StareSin¢i¢ ZavrSni rad
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Koncentracije arsena obi¢no su veée u kosi i noktima nego u drugim dijelovima tijela,
Zbog znatne koli¢ine keratina. SH skupine cisteina vezu anorganski arsen u oksidacijskom
stanju +3. Organski se arsen ne nakuplja u kosi i noktima pa se njihovom analizom odreduje
samo anorganski. Koncentracija arsena u kosi iste osobe moze varirati pa se uzorak uzima s
podrucja razli¢ito udaljenih od korijena. Analiziraju se obi¢no nokti nogu. Na kosu i nokte
arsen moze dospjeti i adsorpcijom iz atmosfere. Prednost biomarkera kose je da se vrijeme
izlaganja moze procijeniti odredivanjem koncentracije arsena duz vlasi kose (Segmentna
analiza).'***

Glavni nedostatak ovih biomarkera je tesko razlikovanje arsena iz organizma i vanjskog
arsena. Zbog znatnijeg nakupljanja bolji biomarker su nokti. Za analizu se uzima 1 g uzorka.
Kosa se reZe na udaljenosti oko 1 cm od vlasiSta. Oba biomarkera ¢uvaju se u polietilenskim
vre¢icama. Prije same analize moraju se dobro oprati 1 razgraditi.lz’14

Kosa se priprema na sljede¢i nacin: uzorak se ispere acetonom, visak acetona ukloni
centrifugiranjem. Zatim se ispere deioniziranom vodom i homogenizira potresivanjem
epruvete. Postupak ispiranja acetonom i deioniziranom vodom se ponovi. Nakon toga se susi
na temperaturi od 50 °C. OsuSena kosa se usitni (veli¢ina do 1 mm) i ¢uva na sobnoj
temperaturi u polietilenskoj epruveti. Suhom i ¢istom uzorku mase 0,1 g doda se 3 mL
koncentrirane dusicne kiseline i 1 mL vodikovog peroksida (w=0,30). Smjesa se grije u
mikrovalnoj pe¢nici tako da se svakih nekoliko minuta povecava snaga zagrijavanja. Kad se
ohladi moZe se odredivati arsen.’

Nokti su kao i kosa skloni kontaminaciji izvana pa ih treba prije razgradnje dobro odistiti.
Nokti se isperu destiliranom vodom pa acetonom (3 mL) i kona¢no deioniziranom vodom
kako bi se uklonio sav aceton. Isprani nokti suse se na sobnoj temperaturi (1 - 2 sata) i vazu.
Zatim se prenesu u tikvicu, preliju smjesom: dusi¢ne (0,3 mL), sumporne (3 mL) i perklorne
kiseline (1 mL). Kiseline razgrade keratin pa se arsen moze odrediti.*®

Odredivanje spektrometrijskom metodom sa srebrovim dietilditiokarbamatom i
elementarnim cinkom u kiselom mediju. Strukturna formula srebrovog dietilditiokarbamata
prikazana je na slici 2. Analiza ovom metodom uklju¢uje dodatno prevodenje arsena u arsin, a
potom u obojeni kompleks koji apsorbira u vidljivom podru¢ju. To se radi u aparaturi

prikazanoj na slici 3.

Valentina StareSin¢i¢ ZavrSni rad
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Slika 2. Molekulska formula srebrovog dietilditiokarbamata

Slika 3. Aparatura za detekciju i odredivanje arsena spektroskopskom metodom sa srebrovim

dietilditiokarbamatom'’

Nascentni vodik koji nastaje reakcijom cinka i kiseline reducira arsen u uzorku do arsina,
plinoviti arsin uvodi se, zatim u kloroformsku ili piridinsku otopinu srebrovog
dietilditiokarbamata i mjeri apsorpcija nastalog crvenoljubic¢astog kompleksa na valnoj duljini
535 nm.'® Metoda je jednostavna, ima nisku granicu detekcije i ne zahtijeva osobitu

instrumentaciju; umjesto UV/VIS spektrofotometra dovoljan je kolorimetar.
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2.2. Metode odredivanja arsena

Kemijska analiza je skup analitickih metoda i tehnika za odredivanje kemijskog sastava i
strukture neke tvari. Kvalitativnom analizom prikupljaju se informacije o kemijskom
identitetu analita u uzorku, a kvantitativna analiza daje broj¢ane podatke o relativnim
koli¢inama jednog ili vise analita.’® Kvalitativna analiza obi¢no se radi prije kvantitativne.
Dobre analiticCke metode dokazivanja i odredivanja arsena razvijene su u 19. stoljecu.
Moguénost dokazivanja otrova u tijelu ubijenih bila je razlog brzom i znac¢ajnom padu
namjernih trovanja.

Danas se, medutim, istrazuje uglavnom izloZenost poznatom toksinu pa je dovoljna
kvantitativna analiza.'® Rijetko je uzrok trovanja nepoznat. U tom sludaju se prvo utvrduje

identitet, a onda se odreduje njegova koncentracija u organizmu.

2.2.1. Suvremene instrumentne metode

Vecina opisanih metoda koristi se osim za analizu bioloskih uzoraka 1 za odredivanje arsena u
vodi i inim uzorcima. Svaki pojedini uzorak prethodnim se postupcima dovodi u oblik
prikladan za analizu izabranom metodom. Svaka metoda ima granice detekcije o kojima
takoder treba voditi rauna. Uzorak se prema potrebi moZe koncentrirati ili razrijediti.

Osim opisanih, u praksi se Cesto koristi atomska apsorpcijska spektrometrijska metoda
(AAS) za analizu kako vode, tako i bioloskih uzoraka: urina, kose, nokata. Neki se uzorci,
kako je opisano ranije, prije analize razgraduju. Granica detekcije As u bioloskim uzorcima
ovom metodom je od 0,6 do 6 pug L™ (ref. 1). Odreduje se ukupni arsen tako da se prvo sav
arsen oksidira u arsen(V), zatim As(V) reducira s kalijevim jodidom ili kositrovim(Il)
kloridom u arsen(Ill). Kona¢no se dobije arsin s cinkom i klorovodi¢nom kiselinom.
Redukciju se moze raditi i s natrijevim borhidridom i klorovodi¢nom kiselinom. Arsin se
uklanja iz otopine aeracijom s dusikom u vodikov plamen i mjeri apsorpcija na 193,7 nm.’

Induktivno spregnuta plazma (ICP) za spektrokemijske analize razvijena je 1960. godine.
Upotrebljava se kao izvor iona prilikom pobude uzorka. Dobivena plazma je gusta smjesa
visoko pobudenih elektrona, iona, metastabilnih i neutralnih vrsta. Radna temperatura
induktivno spregnute plazme je vrlo visoka (od 5000 do 10 000 K) Sto dovodi do
desolvatacije i termike atomizacije analita uvedenog u centar plazme.'® Za detekciju i

odredivanje arsena u krvi, urinu, kosi i noktima koriste se vezani sistemimi: ICP-MS, ICP-
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AES, HPLC-ICP-MS. Vezani sustav ICP-MS je prije detaljnije opisan; izuzetno visoka
temperatura omogucava pretvorbu atoma uzorka u ione koji se separiraju i detektiraju
spektrometrom masa. Induktivno spregnuta plazma vezana s masenim spektrometrom visoke
rezolucije sve viSe se koristi za analizu bioloskih uzoraka (urin, nokti) i vode. Granica
detekcije arsena ovom metodom je oko 0,01 pg L. HPLC-ICP-MS je prikladna za analizu
vode, urina kose i nokata.(ref. 19.) Granica detekcije arsena ovom metodom je od 0,14 do

0,33 ug L. (ref. 1.) Induktivno spregnuti plazma izvor prikazan je na slici 4.

radiofrekvencijska
indukcijska zavornica

magnetsko polje

protok uzorka ’ protok nosaca i struja
argona

Slika 4. Induktivno spregnuti plazma izvor®

Vezani sistem induktivno spregnuta plazma i atomska emisijska spektrometrometrija (ICP-
AES) manje se koristi za analizu bioloskih uzoraka. Granica detekcije arsena ovom metodom
jeoko30 ug L™

Opisana spektrometrijska metoda sa srebrovim dietilditiokarbamatom koristi se za
odredivanja arsena u krvi, urinu, kosi, noktima i vodi. Granica detekcije arsena ovom
metodom je oko 40 pg L™ (ref. 1)

Anodna voltametrija s akumulacijom (ASV) Cesto se koristi za analizu vode i bioloSkih
uzoraka.>?*# Glavna prednost metode je niska cijena. Voltametrija s akumulacijom odvija se

u dva stupnja. Prvi je stupanj akumulacija ili pretkoncentracija analiziranog uzorka na
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povrsini radne elektrode elektrodepozicijom uz konstantni potencijal. U drugom se stupnju
akumulirani analit otapa linearnom promjenom potencijala odgovaraju¢eg smjera. Metalni ion
se u prvom stupnju reducira, a u drugom oksidira. Mjeri se struja anodnog otapanja. Struja
vrha vala na krivulji proporcionalna je pocetnoj koncentraciji analiziranog sastojka u
otopini.? Granica detekcije arsena ovom metodom je 0,15 ug L™. (ref. 21)

Granica detekcije je najmanja koli¢ina analita koju je odabranom metodom moguce to¢no

odrediti. U tablici 1. istakute su granice detekcije vaznijih instrumentnih metoda.

Tablica 1. Odabrane spektroskopske metode s odgovarajuéim granicama detekcije arsena®

Metoda Granica detekcije / pg L™
ICP - AES ~ 30
ICP - MS ~0,1
HPLC - ICP - MS 0,14 -0,33
HG - AAS 0,6-6
ASV ~0,15
spektrofotometrija ~ 40

2.2.2. Klasi¢ne metode

Tijekom 19. stolje¢a otkriveni su mnogi testovi za identifikaciju arsena i razvijene metode
kvantitativne analize. Izvrsne analiticke metode omogucile su odredivanje otrova u tlu,
organima i kostima otrovanih. Najvaznije su: Marsh-Berzeliusova metoda, Gutzeitova metoda
i Bettendorfov test.?*

Marsh — Berzeliusova metoda zashiva se na reakciji koju je 1836. godine otkrio engleski
kemicar James Marsh.?* Odredivanje arsena ovom metodom radilo se u aparaturi prikazanoj
na slici 5. Uzorku arsena u Erlenmayerovoj tikvici dodaju se Cisti elementarni cink u prahu i
sumporna kiselina. Djelovanjem sumporne kiseline na elementarni cink razvija se vodik koji
spojeve arsena u uzorku reducira do arsina. Oslobodeni arsin provodi se kroz cijev za suSenje
s kalcijevim kloridom do cijevi u kojoj se zagrijava na 800 °C. Kako je plinoviti vodik
nusprodukt, podrucje izmedu cijevi koja se zagrijava i cijevi kojom prolazi struja vodika mora
se hladiti da se vodik ne zapali (egzotermna reakcija). Stoga se na zavrSetak cijevi stavi
komadi¢ pamuka natopljenog hladnom vodom. Zagrijavanjem dolazi do razgradnje hidrida

arsena pa u unutra$njosti cijevi, na hladnom staklu taloZi sivi sloj metalnog arsena. Sivi,
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metalni arsen stvara zrcalni nanos poznat kao ,,arsensko zrcalo®“. Granica detekcije je ispod

0,1 pg arsena.”*

Slika 5. Aparatura za detekciju i odredivanje arsena Marsh-Berzeliusovom metodom?*

Gutzeitova metoda temelji se na redoks reakciji arsina i srebrovog nitrata pri ¢emu nastaje
elementarno srebro.?* Struja arsina razvija se kao u Marsh-Berzeliusovoj metodi. Reakcijom
sumporne kiseline i elementarnog cinka razvija se vodik koji reducira spojeve arsena do
arsina. Filter papir navlaZzen vodenom otopinom srebrovog nitrata dovede se u kontakt s
razvijenim arsinom tako da se prinese otvoru tikvice iz koje izlazi plin. Zuta boja filter papira

indicira prisutnost arsena u uzorku. Aparatura za odredivanje prikazana je na slici 6. (ref. 24)
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Slika 6. Aparatura za detekciju i odredivanje arsena Gutzeitovom metodom?®*

Bettendorfov test za arsen je karakteristiCan test kojim se As moze dokazati i u prisutnosti
antimona.**

Test se temelji na redukciji arsenova(lll) oksida u elementarni arsen pomocu kositrova(ll)
klorida, u otopini zakiseljenoj koncentriranom klorovodi¢énom kiselinom. Reakcija je na
sobnoj temperaturi vrlo spora pa se zagrijava radi ubrzanja. U otopini kositrova(lV) klorida,

elementarni arsen se izdvaja kao crni talog.?*

As,03(s) + 6 HCI (konc.) — 2 AsCl3 (aq) + 3 H20 (1)
2 AsCl3 (aq) + 3 SnCl; (ag)— 2 As (s) + 3 SnCly (aq)

Arsen(l11) u obliku arsenita moze se odrediti titracijom s jodom (jodimetrijska titracija), a

arsen(V) u obliku arsenata talozenjem sa srebrovim nitratom (Volhardtova talozna metoda).

Obje metode koriste se za odredivanje arsena samo u laboratorijima.*®
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2.3. Zakljucak

U radu su opisane klasi¢ne i instrumentne metode odredivanja arsena. Analize klasi¢nih
kemicara Marsh-a, Berzelius-a i Gutzeit-a koristene su u forenzici za odredivanje malih
koli¢ina ,kralja otrova“ u organima umrlih (granica detekcije 0,1 pg). Suvremenim
instrumentnim metodama odreduje se arsen u razli¢itim uzorcima: vodi, hrani, kosi, noktima,
krvi. ICP-MS je dobra metoda za odredivanje ukupnog arsena s niskom granicom detekcije
(0,1 pg L. Vezanim sistemom HPLC-ICP-MS mogu se odvojiti i odrediti razliiti spojevi
arsena (granica detekcije izmedu 0,14 i 0,33 pg L™). Spektrometrijska metoda s
dietilditiokarbamatom (granica detekcije 40 pug L) i ASV metoda (granica detekcije 0,15 ug

L) su relativno jeftine.
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POPIS KRATICA:

MMA Monomethyl arsenic acid

DMA Dimethyl arsenic acid

ICP Inductively coupled plasma

MS Mass spectrometry

HPLC High performance liquid chromatography

UV/IVIS Ultraviolet / visible

AES Atomic emission spectroscopy

HG - AAS Hydride generation — Atomic absorption spectroscopy
ASV Anodic stripping voltammetry
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