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Abstrakt

Byly optimalizovany podminky chemického generovani ¢tyt tékavych specii
rtuti a jejich nésledné atomizace za ucelem speciacni analyzy rtutnatych iontil a iontt
methylrtuti, ethylrtuti a fenylrtuti s detekci atomovou absorpcni spektrometrii (AAS). Ke
generovani t¢kavych specii (VSG) rtuti byla pouzita konstrukce generatoru s davkovanim
do proudu a k atomizaci vyhiivany kfemenny atomizator. Optimalizovanymi parametry
byly koncentrace kyseliny chlorovodikové a tetrahydridoboritanu sodného, délka reakéni
civky, pratok nosného plynu, atomizac¢ni teplota a mnozstvi kysliku v atomizatoru. Dale
byl studovan i1 vliv susici trubice na signal specii Hg a pouzitelnost chloridu cinatého jako
alternativniho redukéniho ¢inidla misto tetrahydridoboritanu sodného. Za optimalnich
podminek byly naméfeny kalibraéni zavislosti a uréeny zakladni analytické
charakteristiky stanoveni vSech Ctyf specii rtuti. Meze detekce specii rtuti se pohybovaly
v rozmezi od 0,12 do 0,25 ng cm™ a citlivost stanoveni pfi atomizacni teploté 500 °C byla
kolem 0,10 s ng’'. Experimenty zaméfené na optimalizaci atomizac¢ni teploty prokazaly,
ze béhem generovani specii organicky vazané rtuti dochazi k jejich vyraznému rozkladu.
Ve druhé¢ ¢asti prace byla provedena speciacni analyza rtuti, stanoveni obsahu methylrtuti
a celkové rtuti v péti vzorcich vlast a certifikovaném referenénim materialu IAEA-086.
Methylrtut’ byla selektivné extrahovana 2 mol dm™ HCI, coz bylo prokdzdno pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s hmotnostni spektrometrii s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-MS) jako detektorem. Byly srovnany Ctyti analytické techniky
stanoveni methylrtuti v extraktu: AMA-254, VSG-AAS, ICP-MS a HPLC-ICP-MS. Ve
vSech ptipadech bylo dosazeno dobré shody s certifikovanymi hodnotami materialu

IAEA-086. Reédlné vzorky vlasti obsahovaly kolem 70 % methylrtuti.

Kli¢ova slova: atomova absorp¢ni spektrometrie, specie rtuti, chemické generovani

t€kavych sloucenin, extrakce



Abstract

Experimental conditions have been optimized for volatile species generation
(VSG) of four mercury species and their subsequent atomization with detection by atomic
absorption spectrometry (AAS). The species investigated were mercury (+II),
methylmercury (+I), ethylmercury (+I) and phenylmercury (+I). Flow injection
construction of volatile species generator and externally heated quartz tube atomizer were
employed. The optimized parameters were the concentration of hydrochloric acid and
sodium borohydride, the length of the reaction coil, carrier gas flow rate, atomization
temperature and the amount of oxygen present in the atomizer. Furthermore, the effect of
the drying tube on the signal of Hg species as well as the applicability of tin chloride as
an alternative reductant instead of sodium borohydride were studied. Calibration curves
were measured and the basic analytical figures of merit were determined, under optimum
experimental conditions, for all four mercury species investigated. Limits of detection for
Hg species ranged from 0.12 to 0.25 ng cm™, while sensitivity reached ca 0.10 s ng™! at
atomization temperature of 500 °C. Experiments focused on atomization temperature
optimization have revealed that volatile compounds generated from organic Hg species
decompose significantly. Speciation analysis of mercury in hair samples, quantification
of methylmercury and total mercury contents, was performed in the second part of the
thesis. Five hair samples and a certified IJAEA-086 reference material were studied.
Methylmercury was selectively extracted by 2 mol dm™ HCI, which was proven by high-
performance liquid chromatography (HPLC) with inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) as a detector. Four analytical techniques were compared for
methylmercury determination in the extract: AMA-254, VSG-AAS, ICP-MS and HPLC-
ICP-MS. In all cases a good match was achieved between the found values and the
certified value for IAEA-086 reference material. Real hair samples contained around 70%

of methylmercury.

Keywords: atomic absorption spectrometry, mercury species, chemical generation of

volatile species, extraction
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1 Uvod

Rtut je povazovéna za jeden znejvice toxickych prvkid a jeji pritomnost
v zivotnim prostfedi ma tak znacné negativni vliv na lidské zdravi i ekosystém. Vyskytuje
se vneckolika chemickych formach (speciich), které se odliSuji svymi fyzikéalné-
chemickymi vlastnostmi, coz také vyrazné ovliviiuje jejich toxicitu, ¢i schopnost
bioakumulace. VSechny slouceniny rtuti vS§ak vzhledem ke svym toxickym vlastnostem
ptredstavuji zdravotni riziko jiz ve velmi nizkych koncentracich.

Jednim ze soucasnych trendii ve stopové prvkové analyze je pravé vyvoj

cvwr

kvantifikaci jeho jednotlivych specii, tzv. speciac¢ni analyzu.

1.1 Cile prace

e Optimalizace podminek chemického generovani tékavych specii rtuti s detekci
atomovou absorpCni spektrometrii (VSG-AAS) pro Ctyfi toxikologicky
nejvyznamnéjsi specie (Hg?", MeHg", EtHg" a PhHg").

® Optimalizace podminek atomizace vygenerovanych tékavych specii Hg ve
vyhfivaném kifemenném atomizatoru s AAS detekci.

e Urdeni analytickych charakteristik stanoveni Hg?*, MeHg', EtHg" a PhHg"
technikou VSG-AAS.

® Speciacni analyza Hg ve vlasech, stanoveni celkového obsahu rtuti a methylrtuti.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Rtut

Rtut’ byla znama jiz v Egypté v roce 1500 pied n.l. Nazev prvku pochézi z alchymie
ze 6.stoleti. I presto, Ze jeji toxicita byla rozpoznana uz v rané dobé, rtut’ se pouzivala
predevsim pro 1ékatrské ucely. [1] V oblasti Sttedozemniho mote byla rtut’ pouzivéna pro
extrakci kovli amalgamaci, a to jiz 500 let pied Kristem. Rtut’ byla pojmenovana podle
Merkura, ktery byl poslem bohti v fimské mytologii. Chemicky symbol Hg je odvozen
z latinského nazvu hydrargyrum, neboli ,,tekuté stiibro. Nejvyznamnéjsi rudou rtuti je
cinabarit, tedy HgS, ktery lze nalézt podél pasem davné vulkanické aktivity.
Nejvyznamn&jsi nalezi§té jsou ve Spanélsku, ktera obsahuji 6 az 7 % rtuti a pracovalo se
na nich uz od fimskych dob. Ostatni nalezi$t¢ obsahuji méné nez 1% rtuti a nachazi se
v Alzirsku, Mexiku, Italii, zemich byvalé Jugoslavie a byvalé SSSR. HgS byl ve
sttedovéku hojné vyuzivan jako pigment (rumélka) [2].

Rtut’ patii k nejdéle znamym toxickym koviim. Z toxikologického hlediska je
velmi dilezité, v jaké formé se rtut’ vyskytuje. Toxickym plsobenim se od sebe odliSuji
organické a anorganickeé slouCeniny rtuti, pary rtuti a kovova rtut’. Délka expozice ptimo
ovliviiuje toxicitu rtuti. Rtut’ ma vysokou afinitu k site, pevné se vaze na thiolové skupiny
bilkovin vetné enzymi, a negativné tim ovliviiuje jejich funkcénost. Také se vaze na
sérovy albumin, hemoglobin a tim dojde k poskozeni krevni buiiky. [3]

Rtut’ byla lékaisky 1 komeréné pouZzivana jiz po staleti. V minulosti byla béZnou
soucasti mnoha Iék1l. Stale je pouzivana v teplomérech, bateriich, vypinacich a zativkach.
Velké mnozstvi rtuti se také pouziva jako elektrody napi. pfi amalgdmovém zpusobu
vyroby NaOH a KOH. Tato pouZiti vedou stale k pracovnim expozicim. V dne$ni dobé
nalézame tii hlavni zdroje expozice bézné populace rtuti, jsou to: konzumace ryb, zubni
amalgamy a vakciny. [4] Je to také jediny kov, ktery existuje v kapalném skupenstvi mezi
prvky periodické tabulky za béZznych podminek. Rozdilem mezi toxicitou rtuti a jinymi
kovy je v tom, ze rtut’ se v organismu snadno hromadi. Toxicita rtuti je zavisla na

chemické formé. Organicka rtut’ je toxictéj$i nez rtut’ anorganicka. [5]
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2.1.1 Elementarni rtut’

Elementarni rtut’ je t¢kava pti pokojové teploté a jeji pary mohou byt nebezpecné
pro Clovéka. K expozici miize dochazet v laboratofich, na pracovistich, ale také
v domécnostech, napt. pfi rozbiti teploméru obsahujiciho rtut’. [6]

Elementarni rtut’ je nejméné toxickou formou, ktera je po poziti vyloucena bez
dopadu na organismus. Pary rtuti jsou po inhalaci rychle absorbovéany do krevniho fec¢isté,
diky ¢emuz jsou poté dopraveny do cilového organu, mozku.

Mirnd expozice zplsobi poskozeni centralniho nervového systému, a muze
vyvolat inavu, nespavost, podrazdénost, poruchu motoriky, tfes koncetin, a poruchy

paméti. Silné expozice vedou az ke smrticim ¢inkim.

2.1.2 Anorganické slouceniny rtuti

Mirné toxické jsou slou¢eniny rtuti anorganické, kdy slouceniny jednomocné jsou
méné Skodlivé nez slouceniny rtuti dvojmocné, a to diky mensi rozpustnosti ve vodé a
kyselém prostiedi. Slou€eniny rtuti se vétsinou vyskytuji ve form¢ bilého prasku nebo
krystalii. Mezi nejvyznamnéjsi slouceniny patii chlorid rtutnaty (sublimat), chlorid
rtutny (kalomel) a sulfid rtutnaty. Nejvice toxicky je rozpustny chlorid rtutnaty, naopak
sulfid rtutnaty a chlorid rtutny jsou diky své nerozpustnosti toxické fadové méng. [7]
Mezi projevy akutni toxicity patii poSkozeni funkce ledvin, bolesti bficha, zmény barvy

nehtd.

2.1.3  Organické slouceniny rtuti

Populace miize byt vystavena organickym formam rtuti diky inhalaci, ordlné anebo
dermalng. Cesta vstupu do organismu zavisi na formé organické slouceniny a povaze
expozice. Primarnim zdrojem expozice organické rtuti je pro vétSinu populace
konzumace ryb a mékkyst, které jsou kontaminované methylrtuti. Vy$si koncentrace
methylrtuti jsou obvykle u ryb starSich a ryb, které jsou postaveny vyse v potravinovém
fetézci. Dravé ryby v horni ¢asti potravniho fetézce (Obr. 1) mohou mit koncentrace rtuti
ve tkani az 10 000/100 000 krat vyssi nez je koncentrace v okolnich vodach. Mezi
suchozemskymi savci maji ti, kteti konzumuji ryby, vyS$i télni zatéz rtuti nez
vegetaridnské druhy. Nejvyssi koncentrace rtuti se nachazi v jatrech a ledvinach. Vysoce

toxickou organickou slou¢eninou rtuti je dimethylrtut’, ktera je na rozdil od jinych forem
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okamzit¢ a zcela absorbovana ktizi. Dimethylrtut’ zptisobi trvalé poskozeni mozku, nebo
smrt. [8]

z anorganickych sloucenin ptisobenim methanogennich bakterii v anaerobnim prostiedi
(pt. sedimenty sladkych a slanych vod). Je rozpustna ve vod¢ i v tucich, a diky tomuto
zustava ve vodnim prostiedi, odkud snadno piechazi do rybiho masa. Methylrtut
vyskytujici se v rybim mase je vydatnym zdrojem rtuti v potravnim fetézci. Ten vede az
k ¢loveku, kdy v jednotlivych ¢lancich fetézce dochdzi k zakoncentrovani rtuti v tkdnich
organismtl.

Methylrtut’ je schopna piestupovat pies placentu plodu a hematoencefalickou
bariéru. Diky tomu patii mezi embryotoxické a mutagenni latky, kdy u t€hotnych zen
muze vyvolat poSkozeni plodu nebo spontanni potrat. U malych déti zptisobuje smyslové
poruchy, az uplné selhani funkci-hluchota, slepota, ztrata chuti. U dospélych muze
vyvolat ties téla. Methylrtut’ je hojné ptfitomna piedev§im ve vodnich ekosystémech.
Sladkovodni 1 motské ryby maji schopnost kumulace rtuti ve svych tkanich. Sladkovodni
ryby jsou vic¢i methylrtuti méné odolné nez ryby motské. Rtut’ poskozuje také fasy a
bezobratlé organismy. Vyssi obsah rtuti byl také zaznamenan u rostlin, diky pfitomnosti

rtuti v pidé vazané do stabilnich komplext s organickymi sloZzkami. [3]

Obr. 1 Potravni pyramida ve vodnim ekosystému [9].
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2.1.4 Rtut’ v Zivotnim prostiedi

vefejného zdravi. Po celé generace se Sifi a ziistava v ekosystémech a plisobi na zdravi
populace. BéZna populace je vystavena organické rtuti, kterd je vétSinou ve formé MeHg",
a to predevsim diky konzumaci motskych plodt. MeHg" a jeji toxické G&inky se projevuji
primarné na centralni nervové soustave.[10] Pouziti dentalnich amalgdmovych vyplni je
vyznamnym zdrojem anorganicky vazané rtuti.

Rtut’ je pfirozené se vyskytujici prvek v zemské klife. Do Zivotniho prostiedi je
distribuovéna ptirodnimi procesy jako jsou sopecna ¢innost, pozary, pohyby fek, jezer a
potoktl a biologickymi procesy. Vyrazné podilejici se na vyskytu rtuti a jejich sloucenin
v zivotnim prostfedi je antropogenni €innost. [11] Antropogennimi zdroji rtuti jsou
skladky a také spalovaci procesy jako je vyroba energie z uhli, spalovny zdravotnického
odpadu a spalovani komunalniho odpadu. K uvolnéni rtuti do Zivotniho prostiedi také
dochazi pii vyrobé kovi, hydroxidl a cementu. [3]

V litosféte, atmosfére, hydrosféte a biosféie se nachazi nizké koncentrace rtuti.
V zemské kiife je obsah rtuti 0,5 mg kg™!, moiska voda obsahuje okolo 0,03 mg dm™ rtuti
a vzduch 0,002-0,02 pg dm>.[10] V prostfedi se miZe elementarni rtut’ slucovat
s chlorem, sirou, fosforem a dalSimi prvky za vzniku anorganickych sloucenin.
Plsobenim mikroorganismli 1ze anorganickou rtut’ vazat suhlikem za vzniku
organickych sloucenin, z nichZ nejhojn&ji je zastoupena methylrtut’.[11]
Cykly rtuti v Zivotnim prostiedi podléhaji zméndm jejich chemickych forem. V atmosféie
se rtut’ vyskytuje v tekavé formée, jako jsou elementarni pary, ale také ve form¢ vazané na
castice. V motském prostiedi je anorganicka rtut’ methylovdna na methylrtut’, jez se
hromadi v moiskych organismech. Cést environmentalné se vyskytujici rtuti se vaze na
siru, kdy vytvafi nerospustny sulfid rtutnaty, ktery se hromadi v sedimentech. Rtut’ je
vSudyptitomna latka kontaminujici zivotni prosttedi, avSak k pfemeén¢ anorganické rtuti
na organickou rtut’ dochazi zejména ve vodnim prostiedi, kde se methylrtut’ bioakumuluje
a biomagnifikuje v potravinovém fetézci. [ 12] Toxicita rtuti je zavisla na chemické formé.
Organicka rtut’ je toxictéjsi nez rtut’ anorganickd. Nejméné toxickou je elementarni rtut’

a nerozpustny HgS. [8]
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2.1.4.1 Otravy zpiisobené slouc¢eninami rtuti

V roce 1960 byla popsana otrava methylrtuti a to v Japonském pfistavnim méste
Minamata, od kterého také vzesel ndzev otravy ,,Minamata disease”. Rybaii a jejich
rodiny byli v 60. letech 20. stoleti otraveni MeHg" diky konzumaci ryb, ve kterych byla
zvySena koncentrace MeHg " v diisledku uniku rtuti do zalivu z mistni chemické tovarny.
Otravy methylrtuti se projevovaly na centralnim nervovém systému, kdy nejvice byly
postizeny narozené déti matek, které byly béhem tchotenstvi intoxikovany. Déti
s onemocnénim ,,minamata“ se rodily s mozkovou obrnou, slepotou anebo mentalni
retardaci. [13-14]

Dalsi otrava byla v Irdku, kdy v letech 1971-1972 byla popséana otrava rtuti po
konzumaci chleba, ktery byl vyroben z mouky, jez byla umleta z chemicky oSetfené
pSenice. Jeji zrna byla oSetfena slouceninami fenylrtuti a ethylrtuti. Ethylrtut’ byla
detekovana ve vzorcich krve a vlasech obéti. Ve vlasech obéti byla také hledana

pfitomnost methylrtuti. [13, 15, 16]

2.1.5 Rtut’ v biologickych vzorcich

Rtut’ 1ze stanovit v biologickych vzorcich jako napt. ve vlasech, nehtech, krvi a
moci. Vlasy jsou vzorky, které 1ze snadno ziskat, a to s minimalnimi naklady. Vyhodou
je snadna pteprava do laboratofe k analyze a jejich skladovani. Diky riistu vlasi (cca 1
cm za mésic) 1ze urcit 1 historii expozice rtuti. Koncentrace rtuti ve vlasech se miize zvysit
v disledku vngjsi kontaminace. Rtut' se hromadi ve vlasech pfedevSim ve formé
methylrtuti. Pro stanoveni mnoZstvi rtuti u plodu se jako biomarker expozice pouzivaji
vlasy matky, kdy hladina rtuti v matetské krvi koreluje s hladinou v pupe¢ni krvi plodu.
[17,18,19]

V krvi lze stanovit krom methylrtuti také rtut’ anorganicky véazanou. Ta je
pfitomna v plazmé¢, a koncentrace se zvySuje v zavislosti na mnozstvi anorganické rtuti
akumulované v ledvindch. Methylrtut’ je obsaZena v Cervenych krvinkdch. Na zaklad¢
studii Bjorkman et al. (2007) bylo zjisténo, Ze krev je uzZitenym biomarkerem pro
stanoveni methylrtuti v mozku. [17,18,19]

Anorganickou rtut’ Ize také stanovit v moci, kdy koncentrace rtuti se zvySuje ve vztahu
k hladiné¢ anorganické rtuti akumulované v ledvinach. U osob s onemocnénim ledvin

muze dochazet k vylu€ovani methylrtuti moci. [19]
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2.2 Stanoveni celkového obsahu rtuti a speciaéni analyza
Metody stanoveni rtuti 1ze rozdélit na metody stanovujici celkovy obsah rtuti a
metody umoznujici speciacni analyzu, tj. stanoveni konkrétnich specii, ve kterych je rtut’
vazana. Metody speciacni analyzy jsou zalozeny vétSinou na chromatografickych
technikdch, které umoznuji separaci a nasledné stanoveni vSech specii rtuti. [31]
Ke stanoveni celkového obsahu rtuti se vyuziva metod jako je atomova absorpcni
spektrometrie (AAS), atomova fluorescencni spektrometrie (AFS), atomova emisni
spektrometrie (AES), emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-AES)
¢i hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). [30]. V piipadée
stanoveni rtuti 1ze spektrometrické detekéni techniky kombinovat s pfedifazenym krokem
generovani studenych par rtuti, ktery se oznacuje jako CV (cold vapor), bliZe viz kapitola
2.3. VSechny vySe zminéné analytické spektrometrické techniky jsou destruktivni, tj.
dochazi k atomizaci molekuly, ve které byla rtut’ vdzana, v n¢kterych piipadech nasledné
i k ionizaci (ICP-MS). Tyto techniky mohou byt vyuzity i1 pro speciacni analyzu rtuti,
avSak musi byt pfedfazena vhodna separatni technika, aby rGzné specie byly do
spektrometru transportovany v odlisSnych (retencnich) Casech. Pravé retencni Cas pak
v sobé nese informaci o struktufe detekované specie. Pfi rentgenové fluorescenci je

umoznéna nedestruktivni analyza rtuti v pevnych tkanich. [21]

2.2.1 Atomova absorp¢ni spektrometrie

Atomova absorpéni spektrometrie (AAS) je jedna znepouzivanéjSich
analytickych metod. Metodou AAS Ize stanovit vice nez 60 prvki. Principem metody je
absorpce zafeni volnymi atomy v plynném stavu, které vznikaji v atomizatorech. [22],
[23]. Pfi absorpci zafeni o vhodné energii atomy prvku, které musi byt v plynné fazi,
dochézi k pohlceni energetickych kvant fotontli ze zdroje zareni; tim jsou vnéjsi elektrony
v atomech pfevedeny ze zdkladnich atomovych orbitali s energii Eo na excitované
orbitaly s energii E;. Tyto pfechody se tidi pfesné danymi vybérovymi pravidly. Obecné
plati, Ze volné atomy v plynném stavu jsou schopny absorbovat zéfeni takové energie,
které samy vyzafuji pii emisi, coZ je pochod opacny absorpci zafeni. V AAS jsou
vyznamné tzv. rezonan¢ni piechody (pfechody hlavnich sérii), tj. pfechody vychazejici

ze zakladniho elektronového stavu atomu. Za podminek uzivanych pro atomizaci v AAS
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jsou absorbujici atomy prvku v zdkladnim elektronovém stavu. Jsou-li atomy prvku
ozafovany svazkem monochromatickych paprskt urcité vinové délky (fotony o urcité
energii), které jsou schopny absorbovat, plati pro atomovou absorpci Lambertiv — Beerav

zakon. [23] [22] AAS je nejpouzivanéjsi metoda pro stanoveni rtuti ve vzorku. [30]

2.2.2 AMA-254

Jednoucelovy analyzator AMA-254 se vyuziva ke stanoveni celkového obsahu
rtuti a pracuje na principu atomové absorpcni spektrometrie. Jde o jednopaprskovy
piistroj se sériovym uspotradanim kyvet, jimz mizeme stanovit obsah rtuti v pevnych, ale
i kapalnych vzorcich a to bez ptfedeslé upravy vzorku. Metoda pracuje na principu
rozlozeni vzorku za zvySené teploty v proudu kysliku a nasledného zachyceni rtuti ve
formé amalgadmu na zlaté. Po prekoncentraci je zachycena rtut’ vypuzena z amalgamatoru
do mefici kyvety a dochazi k méfeni volnych atomu rtuti metodou atomové absorp¢ni
spektrometrie. Diky pouziti systému dvou méficich kyvet o rizné délce umoziuje pristroj
AMA-254 méfit kalibracni kfivky dvou rozsahti a stanovovat tak vzorky, které obsahuji
absolutné cca 0,1 az 500 ng rtuti v navaZce vzorku. Je dosaZeno vysoké citlivosti

stanoveni bez zavislosti na matrici vzorku. [24,25,26]

2.2.3 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) je povaZovana za
jednu z nejcitlivgjSich metod stopové prvkové analyzy a dnes patii také k tém
nejpouzivanéjSim. Mezi jeji hlavni ptednosti patii multielementarni meéteni, nizké
detek¢ni limity, zjiSténi izotopového zastoupeni a technika on-line izotopového
zfed'ovani. Za negativa je povazovana mensi tolerance k vys$§im obsahlim organickych
rozpoustédel a soli v matrici vzorku.

Kapalny vzorek je za pomoci peristaltické pumpy a zmlzovace pfeveden na jemny
aerosol, ktery je nosnym plynem zavadén do argonového plazmatu, kde dojde k atomizaci
a ionizaci. Vzniklé ionty analytu pfestupuji z prostiedi atmosférického tlaku v plazmové
hlavici do prostfedi vysokého vakua hmotnostniho spektrometru skrz dva kovové kuzely
(kony). Ionty nésledné prochazeji skrz iontovou optiku, kterd slouzi k fokusaci a
urychleni svazku ionti, nejcastéji do kvadrupdlového analyzatoru. Ten je slozen ze Ctyt

rovnobéZznych tyCovych elektrod, na které se vklada proménné elektromagnetické pole.

-16-



Tim je dosazeno rizného zaktiveni trajektorie letu separovanych iontll v zavislosti na
jejich hodnoté poméru m/z, kde m je hmotnost iontu a z jeho néboj. Za daného nastaveni
elektormagnetického pole pak do detektoru projdou pouze ionty s ur€itym pomérem m/z.
Béhem meéteni vzorku dochazi k rychlé zméné nastaveni elektromagnetického pole, ¢imz
1ze béhem né¢kolika sekund proskenovat Siroky interval hodnot m/z pokryvajici rozsah

témer vSech prvki periodické tabulky. [20] [27] [28] [29] [30]

2.2.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC

Mezi v soucasnosti nejvice preferované separacni metody pouzitelné pro speciacni
analyzu rtuti patii HPLC sreverznimi fazemi (RP-HPLC) ve spojeni se
spektrometrickymi prvkoveé selektivnimi detektory, nejcastéji s ICP-MS. RP-HPLC je
diky moznosti separace anorganicky i organicky vdzanych specii Hg a jejich detekci ve
stopovém mnozstvi (az ng-dm ) vhodn4 také pro rutinni pouziti. P¥i separaci specii rtuti
se vyuziva tvorby komplexii s ¢inidlem, kterym je obvykle sloucenina s thiolovou
skupinou, naptiklad 2-merkaptoethanol, methionin nebo L-cystein. Izokratickou eluci 1ze
viak timto zplisobem separovat pouze Hg?*, MeHg" a EtHg". Pro eluci PhHg" je nutné
béhem analyzy zvysit obsah organické faze v mobilni fazi, kterou obvykle tvoii methanol,

jedna se tedy o gradientovou eluci. [30]

2.2.5 Extrakce

Pti provadéni speciacni analyzy v pevnych vzorcich je zapotiebi jednotlivé specie
prevest do kapalné faze tak, aby ptevod byl idedlné kvantitativni a dale aby nedochéazelo
ke zménam speciacni informace. Nejbéznéj$im pripadem je extrakce specii. Pti extrakci
rtuti z matrice vzorku se casto vyuziva tvorby komplexnich sloucenin. Jako
komplexotvorné¢  ¢inidlo  se  pouziva  L-cystein,  2-merkaptoethanol a
pyrolidindithiokarbamat sodny. [31,32]

Ptehled extrak¢nich Cinidel pouzitych pro speciacni analyzu rtuti byl shrnut
v neddvném ¢lanku [33]. Je zfejmé, Ze jako extrakéni jsou Casto pouzivana Cinidla, ktera
jsou slozkami mobilni faze pro HPLC separaci specii rtuti, coz ¢ini krok extrakce a
nasledné HPLC separace plné¢ kompatibilni. Extrakce byva podpofena plisobenim
ultrazvuku, mikrovinného zéfeni ¢i zvysSené teploty. Nekteré prace vyuzivaji 1 Setrného
rozkladu vzorku enzymaticky ¢i hydroxidem tetramethylamonnym (TMAH), alkalickou

(KOH) nebo kyselou hydrolyzou (HCl, HNO3). Je nutné zdiraznit, ze pouzitelnost
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extrak¢niho Cinidla vyrazné zavisi na matrici vzorku a postup extrakce vyvinuty pro jeden
typ vzorkl nemusi byt pfenositelny na vzorky s odliSnou matrici. Rozhodné musi byt

eliminovano riziko pfemény specii mezi sebou.

2.3 Technika generovani tékavych specii

Generovani tékavych specii analytd (VSG), z anglického ,,volatile species
generation‘, je roz§ifenym zptisobem predupravy vzorku a derivatizace analytu pied jeho
zavedenim do spektrometrického detektoru. Vzorek je tedy zavadén do spektrometru
v plynné fazi, pficemz k tvorbé tékavé specie dochdzi nejcastéji chemickou reakci
(redukci), viz kapitola 2.3.1. Alternativné lze t€kavé specie generovat i elektrochemicky
(kapitola 2.3.2) ¢i fotochemicky (kapitola 2.3.3). Selektivni konverze analytu z kapalného
vzorku do plynné faze se provadi reakci, kterd vede k t€kavé slouceniné analytu. VSG se
vyuziva predev§im kvili vyhodadm, kterymi jsou oddéleni analytu od matrice vzorku,
vysoka ucinnost ptenosu plynného analytu do detektoru a mirné podminky atomizace.

Postup VSG zahrnuje dva nezavislé kroky, které jsou provadény v samostatnych
zafizenich. Je to generovani tékavych sloucenin, které je provadéno v generatoru, a
nasledna atomizace/detekce provadéna v atomizatoru integrovaném do pouZitého
spektrometru (AAS, AFS). VSG se sklada z kroku, kdy dojde k pfeméné analytu ve
vzorku na t€kavou slou¢eninu pomoci chemické reakce, dale dojde k pfenosu generované
slou€eniny do plynné faze a transportu uvolnéné slouceniny unasené nosnym plynem do
detektoru. Oba dva kroky, tj. generovani a atomizace se liSi v prostoru, a lze je rozlisit 1
v ase. Generovani tékavych sloucenin je kompatibilni se vSemi b&Znymi metodami
atomové spektrometrie (AAS, AFS, ICP-OES 1 ICP-MS). [23]

V soucasné¢ dobé jsou nejoblibenéjSimi generovanymi tékavymi slouceninami
binarni hydridy prvki jako jsou arsen, antimon, bizmut, germanium, olovo, selen, telur a
cin. Bismut, selen a tellur tvofi jen bindrni hydridy. Ostatni prvky poskytuji kromé
bindrnich hydridi také fadu analyticky uZzitecnych, alkylem substituovanych hydridi.
[23] Vytvofeni ,,studenych par* neboli volnych atomil rtuti je druhym nejcastéjSim
piistupem k VSG.

Vyhodou VSG je selektivni oddéleni analytu od kapalné matrice, a tim také
redukce piipadnych interferenci. Diky tomu lze dosdhnout vyrazné nizSich detek¢nich

limith nez pfi zmlZovani kapalnych vzorkii. U¢innost pfevedeni analytu na t€kavou
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slouceninu se ¢asto blizi ke 100 %, uc¢innost béZznych zmlzovach je pouze okolo 2-5 %.
Mezi dalsi vyhody VSG fadime moznost prekoncentrace analytu v plynné fazi za Gcelem

snizeni detekéniho limitu metody. [24]

2.3.1 Chemické generovani tékavych specii

Chemické generovani té¢kavych specii je nejdéle a nejvice pouzivanou metodou
generovani t¢kavych specii. Tato technika se pouziva od 70.let 20.stoleti, nejcastéji pro
generovani té¢kavych bindrnich hydridd, pak ji oznacujeme jako generovani hydrida
(HG). HG se vyuziva ke stanoveni prvki As, Sb, Bi ,Ge, Sn, Pb, Se a Te, a je zalozena
na redukci analytu s redukénim cinidlem v kapalné fazi. [24] NejpouzivanéjSim
redukénim Cinidlem je tetrahydroboritan sodny (NaBH4). Roztok NaBH4 je stabilizovan
KOH. Pii HG dochézi k postupné hydrolyze NaBH4 za vzniku H3BOs a vodiku, které
jsou kone¢nymi produkty reakce. Pti reakci dochézi k tvorbé vodiku podle rovnice 1,

ktery poté reaguje s analytem v iontové form¢ za vzniku hydridu, reakce 2. [23]

BH4 +3 H,O+H' — H3BO; +8 H- (1)

A fmin) H-— AH, +mHT  (2)

Pozd¢j$i vyzkumy mechanismu generovani tékavych slouCenin ukdzaly, Ze reakéni
reakénich intermediatd, kterymi jsou boranové komplexy analytu. [24]

VSG lze pii pouziti NaBH4 nebo SnCl jako redukéniho €inidla vyuzit 1 pro speciacni
analyzu rtuti. Anorganicka rtut’ je redukovéana na rtut’ elementarni dle rovnice 3. Jako
reduk¢ni €inidlo se pouziva NaBH4. Dochazi ke generovani tzv. studenych par rtuti

(CV — cold vapor). [24] Ostatni specie rtuti, jako je MeHg", EtHg" a PhHg" jsou
pfevedeny na hydrid dle rovnic (4)-(6). [24, 34]

Hg*" — Hg’ 3)
MeHg" — MeHgH 4)
EtHg" — EtHgH (5)
PhHg" — PhHgH. (6)
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2.3.2 Elektrochemické generovani t€kavych specii

Elektrochemické generovani tékavych specii (EC-VSG) je alternativni metodou
k chemickému generovani, kdy redukce je provedena prostiednictvim elektrického
proudu v roztoku mineralni kyseliny. [31] Pii EC-VSG se vyuziva elektrochemické cely,
ktera je slozena z katodového a anodového prostoru oddélenych od sebe semipermeabilni
membranou. Ta umoziuje vodivy kontakt, ale omezuje difuzi reakénich produktt mezi
kompartmenty. Na katodé dochazi k vylucovani plynného vodiku a také redukci analytu
na te¢kavou slouceninu. Na anod¢ vznika kyslik. [31] Nevyhodou EC-VSG jsou zmény
vlastnosti povrchu katody v ¢ase dané CasteCnou depozici redukovaného analytu na
povrchu elektrody a adsorpci plynnych produktt. Tyto zmény mohou ovliviiovat u€innost
elektrochemického generovéni a tim i velikost signalu. Dalsi nevyhodou je také nizsi
ucinnost generovani v porovnani s chemickym generovanim a z toho vyplyvajici mensi
robustnost metody. Vyhodou je moznost dosazeni niz§ich hodnot slepych pokusi, jelikoz
z reagencii jsou pouzity pouze Cisté kyseliny a neni nutné pouziti dalSich aditiv ¢i
redukéniho Cinidla jako v pfipadé chemického generovani, které mohou byt zdrojem
kontaminace. Dal$i vyhodou uvadénou v literatufe mtze byt nezavislost U¢innosti

generovani tékavé slouceniny na vychozi valenci prvku v roztoku. [5]

2.3.3 Fotochemické generovani tékavych specii

Fotochemické generovani té€kavych specii (P-VSG) probiha v prostredi
nizkomolekularnich karboxylovych kyselin. Ke kapalnému vzorku je pfidana organicka
kyselina, nejcastéji mravenci, octova, propionova nebo malonova. Plisobenim UV zafeni,
nejcastéji pouzitim Hg vybojky, dochazi v roztoku k fotolyze organickych kyselin a fadé
radikalovych reakci, pfi nichZ dochézi k fotoredukci analytu na tékavou slouceninu,
nejcastéji hydridy a jejich alkylované derivaty ¢i karbonyly. Struktura vznikajici t€kavé
slouceniny je ddana nejen analytem, ale mize byt ovlivnéna 1 pouzitou nizkomolekularni
kyselinou. V nékterych piipadech se pouziva TiO» jako fotokatalyzator. Vyhodami
fotochemického generovani té€kavych sloucenin jsou: jednoduché experimentalni
usporadani a provozni naklady a v nckterych piipadech 1 niZsi riziko interferenci a
moznost nalezeni podminek pro provadéni speciacni analyzy. Nevyhodou jsou niZsi

ucinnosti generovani v porovnani s chemickym generovanim, které mohou ¢init metodu
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méné robustni 1 slozity a dosud ne pln€ popsany mechanismus generovani, ktery

znesnadnuje dal$i optimalizaci techniky.[5] [35]

2.3.4 Metody generovani tékavych specii

Pro generovani tékavych specii Ize pouZzit metodu pfimého pfenosu, oznacovanou
také jako on-line atomizace. Pfi této metod¢ je generovana tékava specie vedena ptimo
do atomizatoru. Druhou pouzivanou metodou je metoda prekoncentrace, kdy jsou tékavé

specie pred detekcei jesté prekoncentrovany. [24]

2.3.4.1 Metody pirimého prenosu

Mezi metody pfimého ptenosu patii kontinudlni generovani, ddvkové usporadani
a davkovani do proudu.

Pti kontinualnim generovani dochdzi k plynulému michani okyseleného
kapalného vzorku s redukénim ¢inidlem. Reakce probiha v reakéni civee, a poté dochazi
v separatoru fazi k oddé€leni plynné a kapalné faze. Plynna faze odchazi do atomizatoru,
kdezto kapalnd faze je odtahovana do odpadu. Pfed vstupem do separatoru fazi je ptidan
nosny plyn, ktery unasi plynnou smés obsahujici t€kavé specie do separatoru fazi. [24]

[33] Na obr.2 je schématicky kontinudlni generovani zndzornéno.

atomizator
A
Ar

trojcestny
vzorek ventil reakéni

1 civka

HCI N > A (W 2% |_ separator

NaBH, o S fazi
odpad — —q

peristalticke
Cerpadlo

Obr. 2 Schéma pritokového generatoru pro kontinudlni generovani t€ékavych specii. [24]
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Davkovani do proudu se od kontinualniho generovani lisi v tom, ze vzorek o
piesném objemu je ddvkovan do toku reakéniho média. [36] Reakéni médium piedstavuje
ziedéna kyselina, poté je reakéni smés smichana s proudem NaBH4. [24] Dulezitym
parametrem ovlivitujicim G¢innost generovani tékavych specii je pomér rychlosti pratokii
NaBHj4 a vzorku. [23]

Davkové usporadani je konstrukéné€ nejjednodusi, ale nelze jej automatizovat. Je
realizovano nadobkou, kterd plni funkci jak separatoru fazi, tak i generatoru tékavych
specii. Davkovani vzorku je umoznéno pomoci peristaltické pumpy nebo pipetou do
nadobky. Nadobka se uzavie vickem, poté se otvorem ve vicku ptida NaBH4 a vzniklé

tékavé specie jsou proudem nosného plynu unaseny do atomizatoru. [23,24]

2.3.4.2 Prekoncentra¢ni metody

Zakladem prekoncentracnich metod je zachyt tékavych specii ve zvlastnim
zafizeni, které je umisténo mezi generatorem a atomizatorem. Prekoncentrace muze byt
provadéna také pfimo v atomizatoru.
Jako pftiklad pouziti je tlakova prekoncentrace, a to bud’ v adsorpénim mediu nebo
kryogenni zachyt. Pti tlakové prekoncentraci se jima vygenerovany hydrid do hermeticky
uzaviené nadoby. Vyssi citlivosti 1ze dosahnout metodou kryogenniho zachytu. Hydrid
je zachycen v U-trubici, kterd je ponofend do kapalného dusiku. Dal$im ptikladem
prekoncentraéni metody je tzv. in-situ trapping v grafitovém atomizatoru, kdy
k prekoncentraci dochéazi pfimo v atomizatoru.V soucasné dob¢ je tento piistup nejvice

pouzivany.[23-24] Prekoncentracni postupy nebyly v ramci této prace vyuzivany.

2.3.5 Atomizace

V atomové absorp¢ni spektrometrii mize byt vzorek zavadén do atomizatoru v
kapalné, plynné ¢i pevné fazi. Atomizace tékavych sloucenin je jednodussi, nez
atomizace vzorku vnaSenych v kapalné nebo pevné formé. Pfi atomizaci plynného
analytu je zapotiebi méné energie, tudiz postaci nizsi teplota atomizatoru. Neni nutné
dodévat energii potiebnou pro pfevedeni analytu z pevné ¢i kapalné faze do plynné faze.

Pti atomizaci t€kavych sloucenin neni do atomizatoru zavadéna veskerd matrice vzorku,
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ale pouze plynny analyt. Tékavé slouceniny lze v atomizatoru prekoncentrovat, coz vede
ke snizeni detek¢nich limith. [24]

V praxi jsou vyuzivany atomizatory kiemenné, grafitové, plamenové a miniaturni

24

2.3.5.1.1 Kremenné atomizatory

Kiemenné atomizatory oznaCované také jako QTA (Quartz tube atomizer) jsou
v souc¢asné¢ dobé nejpouzivangjSimi atomizatory hydridi. Maji tvar pismene T.
Vodorovné (optické) rameno je umisténo v ose atomového absorpéniho spektrometru, a
je vyhfivano na pozadovanou atomizacéni teplotu bud’ plamenem acetylén-vzduch, nebo
pickou. Atomizaéni teplota je niz$i nez v plamenovych a grafitovych atomizétorech.
Pohybuje se vétSinou v rozsahu od 700-1100 °C. Do optického ramene je pfivadéna
plynna faze z generatoru tékavych specii pfivodnim ramenem. Tato obsahuje inertni
nosny plyn (Ar), t€kavou specii analytu, vodik, stopy kysliku, mnozstvi drobnych kapicek
z generatoru, ptipadné dalsi t€kavé slouceniny, které vznikly v generatoru, a mohou byt
povazovany jako potenciondlni interferent. Pfitomny vodik je produktem rozkladu
NaBH4 a zdrojem kysliku jsou jeho stopy rozpusténé v roztoku vzorku, reagenciich a
nosném plynu.

V blizkosti spojeni pifivodniho ramene sramenem optickym vznikéd oblak
vodikovych radikali, ktery je disledkem reakci vodiku s kyslikem. Vodikové radikaly
reaguji s t¢kavou specii analytu za vzniku volnych atomt. Tento jev je oznacovan jako
radikalovy mechanismus atomizace. [24]

DalSim typem kifemeného atomizatoru je multiatomizator MMQTA (multiple
microflame quartz tube atomizer). Rozdil od QTA je v tom, Ze optické rameno je
dvouplastové. Diky dérované vnitini trubice je umoznéno, aby bylo do optické osy
davkovano kontrolované mnozstvi kysliku. Ke vzniku vodikovych radikéala dochazi po
celé délce optického ramene. Diky tomuto volné atomy mohou existovat po delsi dobu.

[24] [37]
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

e Standardni roztok rtuti o koncentraci 1000 g/l , Hg*" (Merck, Némecko)

e Chlorid methylrtuti (Riedel de Haen, Némecko)

e Chlorid ethylrtuti (Supelco, USA)

e Chlorid fenylrtuti (Supelco, USA)

e Tetrahydroboritan sodny ( Sigma-Aldrich, USA)

e Hydroxid draselny, p.a. (Lach-Ner, CR)

e Kyselina chlorovodikova 37%, p.a. (Merck, Némecko)

e Chlorid cinaty (p.a. Lachema)

e Methanol 99,9 % (Fisher chemical, UK)

e L-cystein (Merck, Némecko)

e L-cystein hydrochlorid monohydrat ( Merck, Némecko)

e Argon 99,996% ( SIAD, CR)

e Vzduch (Kompresor v laboratofi)

e Kyslik medicinalni (SIAD, CR)

e Deionizovana voda ze zafizeni ULTRAPUR, <0,1 uS cm™! (Watrex, USA)

e Redlné vzorky vlasi (Dobrovolnici-Veletrh védy)

e C(Certifikovany referencni material (IAEA-086 s certifikovanym obsahem
celkového mnozstvi Hg 0,573 mg kg™!; z toho MeHg" 0,258 mg kg™, Mezinarodni

agentura pro atomovou energii (IAEA), Rakousko )

3.2 Pristroje

e Atomovy absorp¢ni spektrometr AA-7000 (Shimadzu, Japonsko)

e Odporova picka s regulatorem teploty se zpétnou vazbou REX-C 100 (Syscon,
USA)

e Jednoucelovy analyzator stopovych mnozstvi rtuti AMA-254 s automatickym

podavagem pevnych vzorki ASS-254 (Altec, CR)
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e Digitalni teplomér s termoc¢lankem (Omron ESCB)

e Systém peristaltickych pump pro davkovani do proudu FIAS 400 (Perkin Elmer,
USA)

e Vysokoucinny kapalinovy chromatograf HPLC (Agilent Technologies; kolona-
Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 mm x 150 mm, 5 pm, Agilent
Technologies); HPLC pumpa 1200 Series (Agilent); Automaticky davkovac 1260
Infinity (Agilent) s davkovaci smyckou)

e Hmotnostni spektrometr s indukén€ vazanym plazmatem ICP-MS Agilent 8900x
(Agilent, USA)

e Regulatory hmotnostniho pritoku (tzv. mass flow controllery) Cole-Parmer, USA

e Laboratorni tfepacka (Velp Scientifica, Classic advanced vortex mixer)

e pH metr (Mettler Toledo-seven easy)

3.3 Aparatura

3.3.1 VSG-AAS

Pro optimalizaci podminek chemického generovani tékavych specii rtuti byl
vyuzivan atomovy absorpéni spektrometr AA-7000 (Shimadzu). Zdrojem zatfeni byla Hg
vybojka s dutou katodou. Méfeni byla provadéna pti vinové délce 253,7 nm s pouZitim
Sirky $térbiny 0,7 nm. Napajeci proud lampy byl 4 mA a méfeni byla provadéna bez
pouziti korekce pozadi. Nameéfené signdly byly vyhodnocovany v programu
LabSolutions (Shimadzu), kde byla integrovana plocha piku a odecitana jeho vyska.
K atomizaci t€kavych specii byl zvolen externé vyhfivany kiemenny multiatomizator
(MMQTA), viz obrazek 3.1. K ohtevu MMQTA byla pouzita odporova picka se zpétnou
vazbou zkonstruovand v laboratofi. Teplota byla nastavena pomoci regulatoru teploty
REX-C100 (Syscon) se zpétnou vazbou a termoclankovym senzorem teploty typu K
(Omega Engineering). V grafech jsou uvadény priméry z minimalné€ 3 méfeni a chybové

useCky reprezentuji smeérodatnou odchylku méteni.
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Obr. 3.1 Kfemenny multiatomizator.

Pro chemické generovani étyf specii rtuti (Hg?*, MeHg", EtHg", PhHg") byl pouzit

pratokovy generator hydridi v kontinudlnim uspotadani. Schéma uspotadani je na Obr.

3.2.
Atomizator
4
\
Argon |
Reakéni civka i
NaBH,4 nebo SnCl, -
o1 — omgms G\ &—4
Vzorek —]
Odpad @ -
FIAS

Obr. 3.2 Schéma priitokového generdtoru s ddvkovanim do proudu.
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Do systému bylo vzdy davkovano 0,5 cm® standardu pfislusné specie rtuti v prostedi
kyseliny chlorovodikové. Standard byl pomoci automatického davkovaciho ventilu FIAS
400 davkovan do proudu HCI piivadéné konstantni rychlosti 4,0 cm?® min'. NaBH4
jakozto redukéni ¢inidlo bylo ptivadéno rychlosti 1,2 cm® min™!, a nosnym plynem byl
argon. Reak¢ni smés byla vhanéna do separatoru fazi s nucenym odtahem.

Ve sklenéném separatoru fazi byla oddé€lena tékava specie rtuti z kapalné faze do plynné
faze. Uvolnénd plynnd specie rtuti byla nésledné vedena do kiemenného
multiatomizatoru, a to teflonovou hadickou. Kapalnd faze byla ze separatoru fazi

od¢erpavana rychlosti 9,0 cm® min!. Separator fazi je znazornén na Obr. 3.3.

K atomizatoru
|
| 3
Hydridy q
) Analyt,HCI,
. MNaBH4,argon
\i
‘i
Odpad

Obr. 3.3 Separator fazi s nucenym odtahem. Pfevzato a upraveno z [38].

3.3.2 Spektrometr AMA- 254

Spektrometr AMA-254 byl pouzivan k ovéfeni koncentrace specii rtuti
v pracovnich standardech pfed jejich pouzitim k optimalizatnim méfenim. Bylo
pipetovano 100 pL roztoku standardu na vyzihanou kovovou (niklovou) lodicku. Méteni
byla provadéna v manualnim rezimu s dobou suseni 60 s a dobou rozkladu 120 s. Ke
stanoveni celkového obsahu rtuti v certifikovaném referenénim materialu a redlnych

vzorcich (lidské vlasy) byl jednotucelovy analyzator rtuti AMA-254 také vyuZit.
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Meéfeni byla provadéna v automatickém rezimu s pouzitim davkovace pevnych
vzorkli ASS-254. Doba suseni byla 10 s a doba rozkladu 200 s. Navazka vlasi a CRM

pro jednotlivou analyzu ¢inila pfesné asi 10 mg.

3.3.3 HPLC-ICP-MS

Pomoci HPLC-ICP-MS byl stanovovan obsah methylrtuti ve vzorcich vlast, tj.
v certifikovaném referencnim materialu CRM-IAEA-086 1 realnych vzorcich vlast od
darcii. Métfeni pomoci HPLC-ICP-MS slouzila také k ovéreni selektivity extrakce MeHg
z vlast. Bylo navazeno 50-300 mg realného vzorku vlast ¢i CRM, a poté byly po dobu 4
hodiny extrahovany v 2 mol dm HCI za neustalého tfepani na laboratorni tiepacce. Poté
byly jednotlivé extrakty filtrovany (LUT Syringe Filters PTFE, 25 mm; 0,45 um). Extrakt
byl poté dale fedén 10x L-cysteinovym pufrem (0,5 g .dm™ hydrochloridu L-cysteinu a
0,5 g.dm™ L-cysteinu rozpusténé v deinizované vodg, pH 2,3).

HPLC separace probihala za podminek izokratické eluce. Tok mobilni faze zajistovala
HPLC pumpa 1200 Series (Agilent). Ptistroj byl vybaven automatickym déavkovacem
1260 Infinity (Agilent) s davkovaci smyckou o objemu 100 pl. Separace specii se
uskutecnila na koloné¢ Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 um, Agilent,
Japonsko) s ptedkolonou se stejnou stacionarni fazi (4,6 x 12,5 mm, 5 pm, Agilent).
Mobilni fize byla piipravena rozpusténim 0,5 g-dm~ hydrochloridu L-cysteinu a 0,5
g-dm~ L-cysteinu v deionizované vodé a jeji pH bylo poté upraveno na hodnotu 2,3
pfidavkem HCI. Eluent z kolony byl nasledné zmlzovan v MicroMist zmlZovaci do ICP-
MS detektoru. Detekce probéhla pomoci spektrometru ICP-MS Agilent 8900x (Agilent),
parametry detektoru jsou uvedeny v tabulce 3.1. Monitorovanymi izotopy byly '*Te,
22Hg a dile *°'Hg pro kontrolu spravnosti vysledkidi. Zpracovani chromatogrami

probéhlo v programu Agilent Mass Hunter Workstation, verze B.01.01 (Agilent, USA).
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Tab. 3.1 Parametry méteni na HPLC-ICP-MS a ICP-MS

ICP-MS

Vnitini standard

Ptikon plazmatu [W]

Primér injektoru plazmového hotédku

[mm]

Priitok peristaltické pumpy [dm?-min]
Priitok nosného plynu (Ar) [dm*-min!]
Priitok fediciho plynu (Ar) [dm*-min!]

Sledovana m/z

HPLC
Ptedkolona
Kolona

Priitok [cm® min™']

Déavkovaci objem [pl]

Mobilni faze:
MF A:

MF B:
Gradient:
0-4 min
4-8 min

&-20 min

200 pg-dm Te v 2 % HNO;

1550

1,5

ICP-MS HPLC-ICP-MS
0,3 0,6

0,6 0,85

0,28 0,0

201,202 Hg IZSTe
M

Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, Sum)

Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 12,5 mm, Sum)
1

25

0,5 g dm™ L-cysteinu a 0,5 gdm™ L-cystein
hydrochloridu v deionizované vodé

pH= 2,3 (upraveno HCI)

Methanol

2% MF B
50 % MF B
2% MF B
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3.3.4 Porovnani detekénich technik

Jak jiz bylo uvedeno vyse, méieni pomoci HPLC-ICP-MS popsana v kapitole 3.3.3
slouzila k ové&feni selektivity extrakce MeHg" z matrice lidskych vlast. Poté, co byl tento
fakt ovéfen (kapitola 4.11), byly pro stanoveni MeHg" v extraktech porovnany tfi
analytické metody zalozené na: 1) VSG-AAS (viz kapitola 2.3.1), 2) AMA-254 (viz
kapitola 2.2.2 a 3) ICP-MS, viz tab. 3.1. Jelikoz provedena extrakce je selektivni, tj.
extrakt obsahuje rtut’ pouze ve form& MeHg", lze k jejimu stanoveni pouzit jakykoli
spektrometricky detektor jiz bez nutnosti pouziti separa¢ni metody. Méfeni pomoci ICP-
MS byla provadéna obdobné jak je popsano v kapitole 3.3.3, pouze bez piedfazené HPLC
separace. K davkovani vzorku(extraktu) byl pouzit automaticky podavac vzorku (1260
ALS, Agilent). Méfeni s detekci VSG-AAS a AMA-254 byla provadéna bez dalSiho
fedéni extraktu, pro méfeni pomoci ICP-MS byly extrakty 10x fedény 2 mol dm™ HCI.
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4 Vysledkova Cast a diskuze

Uvedené kapitoly (4.1 az 4.8) se =zabyvaji optimalizaci jednotlivych
experimentalnich parametrd chemického generovani tékavych specii rtuti, tj. Hg,
MeHgH, EtHgH a PhHgH, z odpovidajicich slou¢enin v kapalné fazi - Hg**, MeHg",
EtHg" a PhHg'. Byly optimalizovany koncentrace reagencii (NaBHs a HCI), prutok
argonu jako nosného plynu a atomiza¢ni teplota. Dale byl studovan vliv vzduchu
zavedeného do multiatomizatoru na signal a pouziti SnCl; jako alternativniho reduk¢niho
¢inidla namisto NaBH4. Studovén byl i vliv délky reakcni civky a suSidla na signal
jednotlivych specii. Pro kazdou specii byly nalezené optimalni podminky rozdilné. Pokud
neni v textu uvedeno jinak, veSkeré optimalizace byly provadény s koncentraci standardt
jednotlivych specii 10 ng cm™. Pokud nebyl dany parametr pfedmétem optimalizace, byla
jeho hodnota nastavena tak, jak je uvedeno v tabulce 4.1. Nasledn¢ byly urceny analytické
parametry stanoveni jednotlivych specii Hg pomoci VSG-AAS (kapitola 4.9). Ac¢koli za
optimalnich podminek je dosazeno nejvyssiho signalu pro danou specii Hg, dal§imi
experimenty provedenymi na Skolicim pracovisti bylo prokdzano, Ze béhem kroku VSG
dochézi k signifikantnim zméndm specia¢ni informace (de-alkylacim MeHg" a EtHg" a
de-arylaci PhHg"). Tyto experimenty, jejichz vysledky jsou struén& diskutovany
v kapitole 4.10, nejsou soucasti této diplomové prace, avsak jsou dilezité pro pochopeni

motivace provadéni dalSich experimentt diskutovanych v kapitole 4.11.

Tab.4.1 Optimalni podminky pro generovani t€kavych specii rtuti

Specie NaBH4 [%] HCI [mol dm™]  Ar [cm® min™] T [°C]
Hg?* 0,1 0,5 25 150
MeHg" 0,5 0,3 25 500
EtHg" 0,25 0,5 25 500
PhHg" 1,0 1,0 25 500
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4.1 Optimalizace koncentrace NaBH4

Byla provedena optimalizace koncentrace roztoku NaBHs pouZzivaného jako
redukéni ¢inidlo. Studovany byly koncentrace NaBH4 v rozmezi od 0,1% do 1%. Roztok
redukéniho ¢inidla byl vzdy stabilizovan 0,4% KOH. B&hem optimalizace byly pro
kazdou specii pouzity jiné podminky, které jsou uvedené v tabulce 4.1. Naméiené
zavislosti pro viechny &tyii specie (Hg?", MeHg", EtHg", PhHg") jsou uvedeny v grafu
na obrazku 4.1. Pro vSechny specie dochazi nejprve k prudkému narlstu signélu
s rostouci koncentraci NaBH4, coZ je nejvice patrné pro Hg?>" a EtHg®. Poté dochazi
k dosazeni plata ¢i mirnému poklesu signalu. Optimalni koncentrace reduk¢niho ¢inidla
byly na zéklad& provedenych optimalizaci uréeny nasledovné: 0,1% NaBH4 pro Hg?",

0,5% NaBH4 pro MeHg", 0,25% NaBH4 pro EtHg" a 1% NaBHa4 pro PhHg".
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Obr. 4.1 Zavislost plochy piku specii rtuti na koncentraci tetrahydridoboritanu sodného.
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4.2 Optimalizace koncentrace HCI

Byla optimalizovana koncentrace kyseliny chlorovodikové. Studované koncentrace

byly v rozmezi od 0,1 do 3,0 mol dm™ HCI. Naméfené zavislosti jsou uvedeny v grafu na

obrazku 4.2 a maji podobny trend jako ty uvedené na obrazku 4.1 pro NaBH4. Kromé

anorganické rtuti, pro kterou je signal konstantni v celém rozsahu studovanych

koncentraci HCI, signal ostatnich specii nejprve prudce roste a poté dosahuje plata ¢i

mirn¢ kleséd. Pro anorganickou rtut’ a ethylrtut’ byla jako optimalni zvolena koncentrace

0,5 mol dm™ HCI. Pro methylrtut bylo dosaZeno nejvyssiho signalu pii koncentraci 0,3

mol dm™ HCI, pro fenylrtut’ byla zvolena koncentrace 1 mol dm HCI.

N
N
o

Relativni signdl, %
-—
o) o
o =)

60

40

20

—

—e— Hg?*
—a— MeHg"*
—n— EtHg*

—e— PhHg*

0 1 2 3

HCIL, mol dm™

Obr. 4.2 Zavislost plochy piku specii rtuti na koncentraci kyseliny
chlorovodikové.

4.3 Optimalizace pritoku argonu

Zavislost signalu specii rtuti na pratoku nosného plynu byla studovéna od 10 do

150 cm® min! Ar. Pro methylrtut’, ethylrtut’ a anorganickou rtut’ bylo nejvyssiho signalu

dosazeno pfi prittoku 25 cm?® min™' Ar, pfi vy$sich hodnotach pritoku dochézelo k poklesu
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signalu proporcionaln¢ s nafedénim volnych atomt analytu nosnym plynem. V ptipadé
fenylrtuti se velikost signalu snizovala jiz od 10 cm?® min'Ar. Toto rozdilné chovani lze
vysvétlit faktem, ze VSG této specie se provadi pti vyssi koncentraci redukéniho ¢inidla
(1% NaBHy), frakce vodiku ko-generovaného spolecné s PhHgH je tak nejvyssi ze vSech
specii a dosahuje cca 30 cm® min Ha. Generovany vodik se podili na uvolnéni PhHgH
z kapalné faze a transportu do atomizatoru, pfidavek nosného plynu je uz tedy
nadbyteény. Optimélni priitok argonu byl zvolen pii pritoku 25 cm?® min™! pro viechny

specie rtuti.
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‘= —a— MeHg"*
2 —n— EtHg*
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kS —e— PhHg
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Obr. 4.3 Zavislost plochy piku specii rtuti na pritoku argonu.

4.4 Optimalizace atomizacni teploty

Optimalizace atomizacni teploty pfinesla nejzajimavéjsSi vysledky. Vliv atomizaéni
teploty na signél jednotlivych specii rtuti byl studovdn v rozsahu 150 az 1000 °C.
Vysledky jsou vyneseny v grafu na obrazku 4.4. Dle o¢ekavani byl pfi pouziti standardu
Hg?" nejvyssi signal naméfen pii nejnizsi atomizadéni teploté zatimco s rostouci teplotou
atomizatoru  signal monotéonné  klesal. Jelikoz produktem redukce Hg*'

tetrahydridoboritanem sodnym jsou studené pary rtuti (Hg®), tedy volné atomy, je logické
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ze signal je v AAS detekovatelny jiz v nevyhfivaném atomizatoru nebo v atomizatoru
vyhiivaném na nizkou teplotu (napt. 150 °C). Dalsi vyhiivani atomizatoru vede k poklesu
signalu, jelikoz s rostouci teplotou dochazi k expanzi nosného plynu a rychlejSimu
transportu volnych atomi mimo optickou osu atomového absorpéniho spektormetru.
Zavislost signalu fenylrtuti na atomizacni teploté kopiruje tu pozorovanou pro
anorganicky vazanou rtut’ (viz obrazek 4.4). V piipadé MeHg" a EtHg" dochazi nejprve
s rostouci atomizacni teplotou k prudkému nértstu signalu, poté je dosazeno plata cca
mezi 400 a 600 °C, s naslednym mirnym poklesem signdlu téchto specii pifi vyssich
atomizacnich teplotach. Narist signalu v tizkém teplotnim intervalu mezi 400 a 600 °C
lze vysvétlit atomizaci molekularnich struktur, do kterych je analyt vazén (MeHgH a
EtHgH). Pii teploté kolem 500 °C vznikaji v atomizatoru reakci mezi kogenerovanym
vodikem a stopami kysliku vodikové radikaly, které radikdlovym mechanismem
atomizuji hydrid analytu (viz kapitola 2.3.5.1.1). Pokles signalu pfi teplotach vyssSich nez
700 °C mize byt i1 v pfipadé methyl-a ethylrtuti vysvétlen expanzi nosného plynu a
rychlej$im transportem volnych atomu rtuti mimo optickou osu. Zajimavym zjisténim je,
ze nezanedbatelny signal je pro vSechny organické specie rtuti pozorovan i pii atomizacni
teplot¢ 150 °C (viz obrazek 4.4). Jelikoz atomizaci molekuldrnich struktur, tedy
substituovanych hydridi MeHgH, EtHgH a PhHgH nelze pfi této teploté ocekavat, 1ze
predpokladat, Ze pozorovany signal pochazi od volnych atomi rtuti, tedy Ze pii VSG
téchto specii dochazi castecné k demethylaci, deethylaci a defenylaci. V ptipadé
fenylrtuti Ize z priibéhu kiivky v grafu na obrazku 4.4 usuzovat, ze rozpad PhHg" na Hg’
probiha kvantitativné. Procesy dealkylace a dearylace specii rtuti nebyly v ramci této
diplomové prace studovany, ale byly kvantifikovany na Skolicim pracovisti paralelné
s optimalizacemi prezentovanymi v této praci. Problematika zmén speciacni informace
béhem VSG specii rtuti Gzce souvisi stématem této prace a pouzitelnosti zde
prezentovanych vysledkl v praxi, proto je stru¢n¢ diskutovana a uvedena do souvislosti

s vysledky této diplomové prace v kapitole 4.10.
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Obr. 4.4 Zavislost plochy piku specii rtuti na atomizacni teplote.

4.5 Vliv vzduchu na vysledny signal
Byl studovéan vliv pfivodu vzduchu do MMQTA na signal specii rtuti. Rozsah

prittoku vzduchu byl ménén od 0 do 40 cm® min™. Zavislost plochy piku na priitoku
vzduchu znézorfuje graf na obrazku 4.5. V pripadé EtHg" a PhHg" byl nejvyssi signal
pozorovan bez ptidavku vzduchu. S ptidavkem vzduchu dochazelo k poklesu signdlu
kvili nafedéni volnych atomi. Pti vysSich pritocich jiz také mohlo dochazet k zachytu
rtuti v optickém rameni MMQTA diky pfitomnosti kysliku. Nejvyssi signal byl pro
MeHg" pozorovan pii prittoku vzduchu do MMQTA 20 cm® min™!, signal byl asi 0 10 %
vy$§i nez bez pridavku vzduchu. Pfi dalSich experimentech nebyl vzduch do atomizétoru

ptidavan, jelikoZ jeho pozitivni vliv na signal je zanedbatelny.

-36-



X
T 110}
)
@
S
S 100 F
3 —
= |
90 |
§---~£\\\\\\\
80 - R%
70 |
—=u— MeHg*
60 | —e— EtHg"*
—a— PhHg*
0 20 40 60

Priitok vzduchu, cm?® min™!

Obr. 4.5 Zavislost plochy piku specii rtuti na pratoku vzduchu do QTA.

4.6 Vliv susici trubice
Bé&hem optimalizace podminek generovani jednotlivych specii Hg byl studovan

vliv kogenerovaného aerosolu na transport a atomizaci jednotlivych tékavych specii Hg.
Zapojenim suSici trubice 1ze vyrazné snizit mnozstvi aerosolu v plynné fazi. Byla pouzita
polypropylenova susici trubice (100 mm délka, 15 mm wvnitfni primér), kterd byla
naplnéna peckami hydroxidu sodného (&istoty p.a., Penta, CR). Tato trubice byla
zapojena mezi separator fazi a atomizator. Byly porovnany signdly vSch specii Hg
v pfitomnosti a nepfitomnosti suSici trubice. Relativni signadly naméfené v pritomnosti
susici trubice ¢inily 106 %, 116 %, 87 % a 103 % signalti namé&ienych pro Hg*"; MeHg";
EtHg" a PhHg" v nepfitomnosti suSici trubice. Z naméfenych dat vyplyva, ze v susici
trubici nedochdzi k vyznamnéj$im ztratam specii Hg. [39] SuSici trubice nebyla pii
dalSich méfenich déle pouzivana, nebot’ kogenerovany aerosol nijak neinterfereuje pti
AAS méfenich s atomizaci ve vyhfivaném kiemenné¢ atomizatoru a uspotradani aparatury
bylo bez susici trubice jednodussi. Piesto jsou naméfené vysledky diilezité. V nékterych

aplikacich, napf. pfi pouZiti prekoncentraéniho kroku se zachytem vygenerovanych
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tékavych specii Hg v kryogenni pasti, je nezbytné kogenerovany aerosol z plynné faze

odstranovat (kapitola 4.10).

, ‘-f;‘-?-&— ) \ -

Obr. 4.6 Pouzita suSici patrona naplnénéa hydroxidem sodnym.

4.7 Vliv reak¢ni civky

Jednim z dalSich studovanych parametri byl vliv zapojeni reakéni civky na
vysledny signal. Reak¢ni civka z PTFE o délce 100 cm a vnitfnim priméru 1 mm byla
zapojena do aparatury za T-spoj, ve kterém dochézi k michani redukéniho ¢inidla NaBH4
se standardem pftislusné specie rtuti a pfed druhy T-spoj slouzici pro pifivod nosného
plynu (obrazek 3.2). Zapojeni reakéni civky mélo umoznit delsi reakéni dobu pro redukci
specii rtutt NaBH4 na pfisluSnou tékavou slou€eninu. Pokud nebyla reakéni civka
zapojena, byly dvé T-spojky v aparatufe, tj. misto miseni okyselené¢ho vzorku a NaBH4 a
misto pfivodu nosného plynu, navzajem propojeny kratkou PTFE hadic¢kou o délce 9 cm
a vnitinim priméru 1 mm. Byl studovan vliv zapojeni reakéni civky na signal vSech
studovanych specii. Porovnanim signalii v pfitomnosti reakéni civky a jeji nepfitomnosti
bylo zjisténo, Ze relativni signaly Hg?"; MeHg"; EtHg" a PhHg" naméfené v piitomnosti
reakéni civky €inily 97 %, 99%, 98% a 103% signali naméfenych bez reakéni civky.
Jelikoz pfi zapojeni reakéni civky nedoSlo k vyraznym zménam signdlu u zadné ze

studovanych specii, nebyla reak¢ni civka v dalSich experimentech pouzita.

4.8 Chlorid cinaty jako reduk¢ni ¢inidlo
Studené pary rtuti se generuji také za pouziti chloridu cinatého SnCl, jako

redukéniho ¢inidla misto NaBH4. Byly pfipraveny cerstvé roztoky SnCl> v rozsahu

koncentraci od 0,1; 0,25; 0,5; 1 a 2 %.
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V ptipadé VSG s pouzitim standardu Hg?" signal rtuti s pouzitim AAS detektoru
prudce rostl s rostouci koncentraci SnCl> mezi 0 a 0,5%, aby dosahl téméf konstantni
odezvy mezi koncentracnimi trovnémi 0,5 a 2% SnCl, (viz graf na obrazku 4.7). Jako
optimalni koncentrace SnCl, byla zvolena hodnota 1 %. Pii VSG ze standardu Hg?* bylo
za optimalnich podminek dosazeno srovnatelnych ploch signali pii pouziti SnCl, a
NaBHj4 jako redukcnich ¢inidel, z cehoz 1ze usuzovat srovnatelnou ucinnost generovani
studenych par rtuti nezavisle na pouzitém redukénim cinidle. Toto pozorovani je
v souladu s publikovanymi vysledky[24]. Pro ostatni specie rtuti, tj. MeHg"; EtHg" a
PhHg" nebyl signal v AAS detekovan pfi zadné ze studovanych koncentraci SnCls,
z ¢ehoz vyplyva, ze toto redukeni €inidlo neni na rozdil od NaBH4 schopné redukce téchto
specii na odpovidajici substituovany hydrid. Tohoto poznatku by patrné mohlo byt
vyuzito pii speciacni analyze Hg, pokud by bylo dostacujici rozlisit mezi anorganicky
vazanou rtuti (Hg?") a organicky vazanymi speciemi rtuti. Tato problematika viak nebyla

v ramci této prace dale studovana.

Relativni signil,%

0.8

04

0 0.1 0.25 0.5 1 2
SnCl, %

Obr. 4.7 Zavislost plochy piku Hg?" na koncentraci SnCla.

4.9 Kalibrac¢ni zavislosti a analytické charakteristiky
Kalibraéni zavislosti byly méfeny v rozsahu koncentraci od 0,5 do 100 ng cm™ pro

kazdou specii rtuti za optimalnich podminek uvedenych v tabulce 1, a jsou uvedeny
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v grafu na obrdzku 4.8. Z namétenych zavislosti je patrné, Ze kalibracni kiivky jsou
linearni v celém studovaném rozsahu. Nejvyssi smérnice kalibracni kiivky a tudiz i
nejvyssi citlivosti bylo dosaZzeno pro anorganicky vazanou rtut. Smérnice kalibra¢nich

zavislosti ostatnich specii jsou srovnatelné a témé¥ dvakrat nizsi ve srovnani s Hg?".
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Obrazek 4.8 Kalibra¢ni zavislosti jednotlivych specii rtuti.

Nutno zdfiraznit, e stanoveni Hg*" v8ak bylo provadéno pfi atomizaéni teploté 150 °C,
zatimco atomizacni teplota pro ostatni specie ¢inila shodné 500 °C. Pokud vezmeme do
uvahy expanzi plynné faze v atomizatoru v zavislosti na atomizacni teploté, pak by signal
pfi teploté 500 °C mél €init cca 50 % signalu naméfeného pii 150 °C prave kvili expanzi
nosného plynu a rychlej§imu transportu volnych atomti mimo optickou osu spektrometru.
Smérnice kalibraéni zavislosti pro Hg?" pfi atomizaéni teploté 500 °C by tedy byla cca
polovi¢ni. Pak 1ze konstatovat, Ze smérnice kalibracnich zavislosti pro vSechny specie pii
jedné atomizacni teplote jsou srovnatelné. Parametry stanovené z kalibracnich zavislosti
jednotlivych specii jsou shrnuty v tabulce 4.2. Meze detekce jsou pro vSechny Ctyfi specie
srovnatelné a pohybuji se v rozmezi od 0,12 do 0,25 ng cm™. Citlivost je pro specie, které
jsou atomizovany pii stejné teploté také srovnatelnd, dosahuje hodnoty 0,10 s ng™! Hg pro
MeHg" a PhHg" a mirné vy$si hodnoty 0,13 s ng™! Hg pro EtHg". Hodnota citlivosti pro

Hg?" je téméf dvojnasobnd, coZ je ale opét zplisobeno nizsi atomizaéni teplotou a del§imu
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setrvani volnych atomtt Hg v optické ose spektrometru kviili niz§i expanzi nosného plynu,
jak je diskutovano vyse. Pii stejné atomizacni teploté jako pro organické specie rtuti, tj.
500 °C, by citlivost pro stanoveni Hg>" méla byt zhruba poloviéni a pohybovat se kolem
0,10 s ng™'. Podobné hodnoty citlivosti stanoveni vSech specii Hg nazna¢uji, Ze i t€innosti
generovani jednotlivych specii budou srovnatelné.

Uginnosti generovani specii rtuti byly ve stejném uspoiadani aparatury kvantifikovany
v ramci jiné diplomové prace [38] a jsou uvedeny v tabulce 4.3. Z vysledkti uvedenych
v tabulce 4.3 je zfejmé, Ze predpoklad srovnatelnych G¢innosti generovani se potvrdil a
vSechny specie jsou v daném uspotadani aparatury za optimalizovanych podminek VSG

generovany s uc¢innosti kolem 60 %.

Tab. 4.2 Parametry ziskané z kalibra¢nich zéavislosti pro jednotlivé specie rtuti

Rovnice
. _ Koeficient LOD i
Specie kalibra¢ni . Citlivost

o determinace ng cm™ sng’!

zavislosti
Hg** y =0,0954x 0,9994 0,25 0,19
MeHg" y =0,0502x 0,9988 0,24 0,10
EtHg" y =0,0652x 0,9994 0,12 0,13
PhHg" y =0,0512x 0,9758 0,17 0,10

Tab. 4.3 Shrnuti vysledki G¢innosti generovani specii rtuti. Pfevzato z [38]

] Uginnost
Specte generovani, %
Hg* 59+ 0,6
MeHg" 56 +£0,7
EtHg" 52+0,2
PhHg" 65+3,5
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4.10 Aplikovatelnost dosazenych vysledki

V ramci této diplomové prace byly nalezeny optimalni podminky VSG c¢tyt specii Hg.
Béhem provadénych optimalizaci bylo zjisténo (viz kapitola 4.4), ze pii VSG miize
Castecné dochazet k nezadoucim zménam ve speciaéni informaci, tj. dealkylacim MeHg"
a EtHg" a defenylaci PhHg". Padnym dikazem byl zejména pribéh zavislosti signalu
jednotlivych specii na atomizacni teplot¢ (viz kapitola 4.4), kdy signal organickych specii
byl do jisté miry pozorovan i pfi atomizacni teploté 150 °C, pii které by molekularni
struktury typu MeHgH, EtHgH a PhHgH nemély byt atomizovany. Kvantifikace zmén ve
speciacni informaci ptesahuje ramec této diplomové prace. Avsak na Skolicim pracovisti
byly na zdkladé téchto pozorovani provedeny mechanistické studie, které prokdzaly, Ze
béhem VSG skuteéné dochazi k demethylaci MeHg", deethylaci EtHg" a defenylaci
PhHg".

Zmeény ve speciacni informaci byly studovany pomoci kryogenni pasti (CT), ktera byla
zafazena mezi generator t€kavych specii a pouzity ICP-MS detektor. Technika se proto
oznacuje jako VSG-CT-ICP-MS. T¢kavé specie Hg byly generovany analogicky jako
v této diplomové praci s pouzitim optimalnich podminek nalezenych zde a shrnutych
v tabulce 4.1. Vygenerované specie Hg byly zachyceny v CT pfii teploté kapalného
dusiku. Jednalo se o U-trubici z borosilikatového skla (vnitini/vngjsi pramér 2,5/4,3 mm,
délka 45 cm) naplnénou Chromosorbem (WAW-DMSC, zrnitost 45/60, SUPELCO,
USA) a z vnéjSku ovinutou Ni-Cr odporovym dratem. U-trubice byla nejprve ponotfena
do Dewarovy nadoby s kapalnym dusikem a nésledné se spustil krok VSG, ptiCemz
tékave specie byly zachyceny v kryogenni pasti. Poté byla U-trubice vyjmuta z Dewarovy
nadoby a ohfivana linearnim gradientem na teplotu ptiblizn¢ 130 °C. Specie rtuti byly
poté v plynné fazi undsSeny heliem do ICP-MS detektoru. Pii ohfevu CT a uvolnéni
zachycenych specii rtuti dochéazi zaroven také k separaci specii, bylo-li jich v pasti
zachyceno vice, podle jejich bodu varu. Teoreticky by pfi VSG méla z jedné specie
v kapalné fazi vznikat vzdy jen jedna tékava specie podle rovnic (3) az (6) uvedenych
v kapitole 2.3.1. Experimentalng viak bylo zjiténo, Ze toto plati pouze pro Hg>", kdy je
metodou VSG-CT-ICP-MS zaznamenan skute¢né jen jeden pik odpovidajici Hg’.
V piipadé VSG organickych specii MeHg" a EtHg" byly registrovany vzdy dva piky,
z nichZ prvni svym retenénim ¢asem odpovidal Hg® (tedy dealkylaci) a druhy odpovidal

piislusnému hydridu (MeHg", resp. EtHg").
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V piipadé PhHg" byl metodou VSG-CT-ICP-MS zaznamenan pouze jeden pik
odpovidajici tvorbé Hg’, tedy kvantitativni defenylaci fenylrtuti. Popsanou metodou
VSG-CT-ICP-MS byl stupent de-alkylace MeHg" a EtHg', resp. de-arylace PhHg"
kvantifikovan na 45%, 77% a 94% [34]
Je tedy ziejmé, ze za optimalnich podminek VSG nalezenych v této préaci dochazi
k vyrazné zmén¢ speciacni informace. Krok VSG tak nelze pouzit pro speciacni analyzu
Hg v realnych vzorcich s pouzitim pfistupu tzv. generovani substituovanych hydridi [9],
kdy jsou t€kavé specie soucasné vygenerovany, nasledné jsou separovany napft. plynovou
chromatografii nebo prekoncentrovany a separovany kryogenni pasti a nasledné
detekovany. Tento pfistup lze schématicky vyjadfit podle pofadi probihajicich krokl
takto:

VSG — separace — detekce
Poznatky dosazené v této praci Ize vSak ve speciacni analyze rtuti piesto vyuzit a to
dvéma zptisoby. Bud’ 1ze krok VSG zaradit za separa¢ni metodu, kterd neméni speciacni
informaci, napt. HPLC. Tento pfistup se oznacuje jako post-kolonové generovani a lze
ho schématicky vyjadfit:

separace ->VSG — detekce
Vyhodou zatazeni kroku VSG je zde vyS$i G€innost transportu tékavych specii do
detektoru v porovnani s jejich zmlzovanim a tedy i potencial dosaZeni niz§ich detek¢nich
limitt.
Druhy vyuzitelny zplisob se oznaduje jako selektivni generovani (napi. generovani Hg’
pomoci SnClz). Ze vzorku obsahujiciho smés specii analytu se na té¢kavou slouc¢eninu
pifevede pouze jedna vybranid specie a to bud’ vhodnou volbou experimentalnich
podminek, nebo napt. selektivni extrakci. Schématicky lze tento postup vyjadrit:

VSG — detekce

Selektivni generovani bylo v této praci déale studovéno. Jednalo se o analyticky tukol

stanoveni MeHg" ve vzorcich vlasi. Tato problematika je diskutovana v kapitole 4.11.
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4.11Speciacni analyza rtuti ve vlasech

4.11.1 Ovéfeni selektivity extrakce methylrtuti

Z literatury je znamo, ze methylrtut’ 1ze z matrice lidskych vlasi selektivné
extrahovat pomoci 2 mol dm™ HCI [40]. ZptGsob extrakce byl tedy pievzat a realné vzorky
vlasti nebyly pfed extrakci nijak upraveny/Cistény. Selektivita extrakce byla nejprve
ovéfena a to jak métenim certifikovaného referencniho materialu, tak i realnych vzorkd.
Postup extrakce i1 ndsledného méfeni extraktii pomoci HPLC-ICP-MS pro ovéteni
selektivity extrakce MeHg" je popsan v kapitole 3.3.3. Pro ilustraci jsou na obrazcich 4.9
a 4.10 uvedeny chromatogramy extraktl certifikovaného referenéniho materidlu i
vybraného redlného vzorku. Z obou obrdzki je ziejmé, Ze extrakce je dostatecné

selektivni pro methylrtut’.
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Obr. 4.9 Stanoveni MeHg" v certifikovaném referenénim materialu metodou HPLC-

ICP-MS.
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Obr. 4.10 Stanoveni MeHg" v redlném vzorku H-33 pomoci HPLC-ICP-MS.

4.11.2 Porovnani detektoru a interpretace dat

Obsah methylrtuti v extraktech CRM i redlnych vzorkii byl méfen 4 raznymi
analytickymi metodami a to ICP-MS, VSG-AAS, AMA-254 a HPLC-ICP-MS. Metoda
VSG-AAS byla zvolena, nebot’ v rdmci optimaliza¢ni studie bylo zjis§té€no, ze methylrtut’
Ize Gi¢inn& generovat v prostiedi 2 mol dm™ HCI (viz. Obr. 4.2), v niZ jsou piipraveny
extrakty.

Meéifeni pomoci HPLC-ICP-MS byla provadéna kvili ovéfeni selektivity extrakce
methylrtuti, jak je diskutovano v kapitole 4.11.1. Ve vSech pfipadech byly naméfeny
chromatogramy kvalitativné podobné tém uvedenym na obrdzcich 4.9. a 4.10. Méteni
pomoci HPLC-ICP-MS nade v§i pochybnost prokézala, ze extrakce je selektivni a proto
lze ke kvantifikaci obsahu methylrtuti pouzit jakykoli spektrometricky detektor.
Vysledky jsou ptehledné uvedeny v tabulce 4.4, ktera krom¢ obsahu methylrtuti
v extraktech naméteného 4 riznymi analytickymi metodami uvadi i celkovy obsah rtuti
ve vzorcich a CRM stanoveny technikou AMA-254 v pevnych vzorcich bez extrakce.
Z vysledkli uvedenych v tabulce 4.4 je patrné, Ze obsah methylrtuti v redlnych vzorcich
se pohybuje kolem 70 % celkového obsahu Hg (69 — 73 %), zatimco v ptipadé¢ CRM tvoii
methylrtut’ 43 % celkového obsahu rtuti.
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Déle je ztabulky patrné, Ze vysledky obsahu methylrtuti dosazené pro dany vzorek
ruznymi detekénimi technikami se od sebe vyznamné nelisi. V pfipad¢ certifikovaného
referen¢niho materidlu je ziejmé, ze bylo vzdy dosazeno dobré shody namétenych hodnot

s témi certifikovanymi.

Tab. 4.4 Obsah celkového mnozstvi rtuti (Hgeek.) stanoveny metodou AMA-254 a
methylrtuti v redlnych vzorcich i1 certifikovaném referenénim materialu TAEA-086.
Porovnani technik AMA-254, VSG-AAS, ICP-MS a HPLC-ICP-MS pro stanoveni
obsahu methylrtuti.

MeHg, pg kg
Vzorek Hecr, pg ke AMA-254  VSG-AAS ICP-MS  HPLC-MS
(AMA-254)

H-IPP 267 182 203 177 173
H-70 653 446 480 401 480
H-55 1212 824 843 882 967
H-33 574 395 446 366 407

H-18-7 579 377 479 447 362

IAEA-086 547427 231+ 6 283+£28 23143 246+ 5
573439 258+ 22

V nedavné studii Statniho zdravotniho tistavu v Praze byl ve vzorcich vlasti 179 zen z CR
[41], kojicich prvorodicek, stanoven median celkového obsahu Hg 0,13 mg kg™ vlasu
(minimum 0,017 a maximum 1,62 mg kg'). Median pro methylrtut’ ¢inil 0,11 mg kg’
vlasu. Primérny obsah methylrtuti tedy ¢inil 85 %, coz je srovnatelné s vysledky
dosazenymi v této praci.

V tabulce 4.5 jsou shrnuty meze detekce a stanovitelnosti pro stanoveni methylrtuti ve
vzorcich vlast témito metodami. Detekéni limity dosazené pomoci HPLC-ICP-MS a
ICP-MS jsou mirn¢ lepsi nez ty dosazené technikami VSG-AAS a AMA-254. VSechny

testované detektory jsou dostatecné citlivé pro stanoveni methylrtuti ve vzorcich vlasi.
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V ptipadé VSG-AAS a AMA-254 neni tieba extrakty pfed méfenim nijak upravovat,
v porovnani s ICP-MS a HPLC-ICP-MS, kdy extrakty je tieba pied analyzou fedit 10x
pro snizeni obsahu vyextrahovanych slozek matrice (produkty degradace keratinu a

jiné).

Tab. 4.5 Mez detekce a kvantifikace pro MeHg" ve vzorcich vlast

AMA-254 VSG-AAS ICP-MS HPLC-MS
LOD [ng g 35 41 10 5
LOQ [ng '] 138 136 33 16
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5 Zavér

Byly nalezeny optimalni podminky pro chemické generovani (VSG) Ctyt specii rtuti
pro speciaéni analyzu Hg?*, MeHg", EtHg" a PhHg" v kapalnych vzorcich s detekci
atomovou absorpcni spektrometrii (AAS). Atomizace vygenerovanych studenych par
rtuti, resp. substituovanych hydridu rtuti z organicky vazanych specii Hg, byla provadéna
ve vyhfivaném kifemenném atomizatoru. Podminky atomizace byly rovnéz v ramci této
diplomové prace optimalizovany. Bylo zjisténo, ze podminky generovani tékavych specii
rtuti, zejména koncentraci HCl a NaBH4 jako reduk¢niho €inidla i pratok nosného plynu,
stejné jako podminky nésledné atomizace (atomizacni teplota) by bylo mozné zvolit jako
kompromis tak, aby vSechny specie rtuti byly zroztoku generovany soucasné se
srovnatelnou a vysokou Uc¢innosti (cca 60 %) a ndsledné po vhodné zvolené separaci,
napt. pomoci plynové chromatografie ¢i kryogenni pasti, detegovany s vysokou citlivosti
pomoci AAS. Toto by bylo mozné za ptredpokladu, ze by béhem kroku generovani
nedochézelo ke zméné speciacni informace.

Béhem experimentii vSak bylo zjisténo, ze 1 za optimalizovanych podminek
generovani dochdzi k vyraznym zméndm speciacni informace rozkladem tékavych
organickych specii rtuti, konkrétné k dealkylaci methylrtuti a ethylrtuti a defenylaci
fenylrtuti. Z tohoto divodu nelze krok VSG pouzit ke speciacni analyze rtuti s vyuzitim
pristupu tzv. generovani substituovanych hydridi (VSG — separace — detekce).

Ziskanych poznatkl a optimalnich podminek VSG lze piesto pouZit pro speciacni
analyzu Hg v rezimu postkolonového generovani (separace -VSG — detekce), kdy je
krok VSG viazen za separacni metodu, nejcastéji HPLC. Tento pfistup nebyl v této
diplomové préci dale rozvijen, dosaZzené vysledky ale slouZi jako pilotni experimenty pro
dalsi vyzkum postkolonového generovani na skolicim pracovisti.

Posledni mozZnosti vyuZiti VSG pro speciacni analyzu Hg je selektivni
generovani, kdy je jedna ze specii rtuti ze vzorku selektivné vyextrahovédna a nasledn¢ je
v extraktu stanovena pomoci VSG-AAS. Tento pfistup byl v praci déle rozvijen na
vzorcich lidskych vlasti. Methylrtut’ byla selektivné extrahovana 2 mol dm™ HCI, coz
bylo prokazano pomoci HPLC-ICP-MS. Celkovy obsah Hg byl stanoven pomoci AMA-
254. Byly srovnany Ctyfi metody stanoveni methylrtuti v extraktu: AMA-254, VSG-
AAS, ICP-MS a HPLC-ICP-MS.
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Ve vsech piipadech bylo dosazeno dobré shody s certifikovanymi hodnotami materialu

IAEA-086. Realné vzorky vlasii obsahovaly kolem 70 % methylrtuti.
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