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ABSTRAKT

Cilem pedkladané diplomové prace bylo éw pouzitelnost chemického
generovani studené pary rtuti jako derivatiiho kroku pro spectai analyzu
vybranych slotenin rtuti pomoci vysokaiinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s atomovou absotpi spektrometrii § stanoveni rtuti v redlnych vzorcich povrchovych
vod.

Pro tuto diplomovou praci byly vybrany chlorid thiaty, methylrtd,
ethylrtw’ a fenylrtu’ jako modelové analyty.

V prvni ¢asti prace byly optimalizovany pracovni podminkyermiického
generovani studené pary rtuti pro jednotlivé vyBrapecie rtuti v rezimu davkovani
vzorku do proudu mobilni faze. Za optimalnich podeki byly ve FIA promsieny
kalibratni zavislosti pro stanoveni jednotlivych speciirdeny zakladni charakteristiky
metody.

Po optimalizaci chemického generovani byldistoupeno k fipojeni
separéni kolony fred tento derivatizani krok a v kombinované aparéuHPLC - CVG -
QTAAS byl optimalizovan sepatai krok. Za optimalnich podminek byly &p
proméieny kalibrace a byly deny zakladni charakteristiky metodyeirg HPLC
separace.

Na zavr byla navrzena analytickd metoda otestovana nayma vzorcich
tekoucich povrchovych vod. Kii nizkému obsahu specii rtuti &chto vzorcich byla
zjiStovana vygznost metody tak, Ze vzorky vod byly spikovany anpoi kalibr&nich
zavislosti bylo zjiBovdno mnozstvi jednotlivych specii rtuti a ziskangledky byly

diskutovany.

Kli ¢ova slova:
Rtut, methylrtw, ethylrtit, fenylrtw’, specigni analyza, atomova absom
spektrometrie, vysoka@inna kapalinova chromatografie, chemické generosimiené

pary rtuti, NaBH



ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was to verify thahibty of the chemical
generation of mercury cold vapor for speciationlygsia of selected mercury compounds
using high - performance liquid chromatography dedpwithin atomic absorption
spectrometry in the determination of mercury irl tap water samples.

In this work, mercuric chloride, methylmercury, wthercury and
phenylmercury were selected as model analytes.

In the first part, the working conditions of chealigeneration of mercury
cold vapor for each of the selected specie of mgrauvere optimized. Optimized
equipment was used to measure the calibration depee for each specie and the basic
characteristics of the method were established.

After optimization of the chemical generation, HPE@umn was connected
prior this derivatization step and in resulted cameld apparatus HPLC - CVG - QTAAS,
the separation step was optimized . At optimizedddeons, the calibration dependence
was measured for each specie and the basic chéstcseof the developed method
including HPLC separation were established.

In conclusion, the proposed analytical method veatetl on real flowing tap
water samples. Because of low content of mercuegisp in these samples, the recovery
of the method was established when comparing theakiof spiked real samples with

calibration plot. Gained results were discussed.

Key words:
Mercury, methylmercury, ethylmercury, phenylmergusgpeciation analysis, atomic
absorption spectrometry, high performance liquidookatography, chemical mercury

cold vapor generation, NaBH
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1. Uvod

Rtut pati mezi nejdéle zndmé toxické prvky. Toxicita rtigi zavisla na
formée, ve které se vyskytuje. Elementarnitrieni proclovéka zdravi Skodliva, vyjimku
tvori vdechovani jejich par. Mnohem nebeapgsi jsou organokovoveé sléeniny rtuti,
které mohou diky své rozpustnosti pronikat do Zivy&ani a akumulovat v nich.
Nejcasgji vznikaji organokovové slaieniny rtuti pisobenim bakterii na anorganické
formy rtuti.

Z davodu rozdilné toxicity latek obsahujicich titye poteba ziskavat ze
vzorki informace nejen o celkovém mnoZstvi rtuti, aleétakformace o obsahu
jednotlivych specii. Proto se téZz vyvoj analytichkymetod zarfuje na specimi

analyzu.

1.1. Cile diplomové prace

Tato diplomova prace systematicky navazuje na wstadichemického
generovanidkavych slodenin pro pateby atomové abso¥pi spektrometrie (AAS).

Byla vyvinuta a validovana metoda spéciaanalyzy rtuti spojujici pomoci
chemického generovani studené pary rtuti vysdkmou kapalinovou chromatografii
s neobvyklou detekci atomovym absorim spektrometrem.

Jednim zcil této prace byla optimalizace jednotlivych parafnetr
chemického generovani studené pary rtuti detekoyaméoci atomoveho absd@rpgho
spektrometru. DalSim cilem bylo nalezeni vhodnychdrpinek HPLC separace
jednotlivych specii rtuti a zji8hi zakladnich analytickych charakteristik pro jetliné
specie.

Tato diplomova prace navazuje na soustavny vyzkuoblasti specieni
analyzy toxikologicky vyznamnych prika navazuje naipdchozi zagrecné préace,

zejména diplomovou praci Mgr. Ofgje Linharta.
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2. Teoretickadast

2.1. Historie

Historie rtuti saha az do roku 1108ed naSim letopitem, kdy ve staraske
Cing tzili a vyuzivali latku, kterou nazyvali ruttka nebo takéinskacervei. V prabéhu
historie byla rtd zndma i pod jinymi nazvy. Kolem roku 40@ed naSim letopttem ji
nazval Aristoteles rychlé i$bro, pozdji byla ozn&ovana jako tekuté ibro ¢i vodni
sttibro. Ztohoto posledniho ozteni byl pozdji odvozen symbol rtuti (Hg,
hydrargyrum). Po vice neZ tisic let, az do rokuQLB@3eho letoptu, byla povaZzovana
alchymisty za kif k transmutacim obecnych kiona zlato"

2.2. Fyzikalré - chemické vlastnosti rtuti

Rtut’ je stibrité leskly kov, ktery se jako jediny vyskytuje za n@ini teploty
v kapalném stavu. V periodické tabulce se nach@4l.\B. skupir prechodnych prvi
spole&né se zinkem a kadmiem. Protono#iélo tohoto prvku je 80, relativni atomova
hmotnost 200,59, teplota varu 357 °C a teplota 88,9 °C. Elektronova konfigurace
tohoto kovu je 0 6 p elektrédnnizsi, nez je elektronova konfigurace nasledujicih
vzacného plynu, kterym je radon. Diky tenzi par32Pa pi teplog 25 °C je mozné
stanovovat rttl pomoci atomové absampi spektrometrie jiZ i laboratorni teplat Tuto
zvlastnost rtuti vystihuje dnes jiz h@jrpouzivany pojem studena para rtuti. Za této
teploty je i kapalna rtina vzduchu stala, pokryva se vrstvou HgO az tehli¥i - li se
teplota bodu vartf: 3

Rtut se vyskytuje verech oxidé&nich stavech (0, +I, +Il). Oxidai ¢islo
0 predstavuje elementarni (kovova) titutl obsahuje tento prvek ve foémvétSinou
dimert rtutnych ionti (Hg®") a +Il ve forng rtutnatych iont (Hg?). Slouweniny
obsahujici rtd v riznych oxid&nich stavech se vzajegniSi jak svymi fyzikal -

chemickymi vlastnostmi, tak i toxicitcl.
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2.3. Vyskyt a vyroba rtuti

Koncentrace rtuti v zemskéiie se pohybuje v rozmezi od 0,05 do 0,10
mg.kg. Nejvyznamgijsi rudou je runslka (cinabarit, HgS). Mezi dal&i rudy rtuti, které
jiz nejsou tak vyznamnymi zdroji, gattiimannit (HgSe), coloradoit (HgTe), kalomel
(Hg.Cly) a coccinit (Hgl,). Fricinou vyskytu tohoto prvku na Zemi mohou byirpzené
nebo antropogenni procesy. Nejvyzn@@im pirozenym zdrojem Hg je zejména
sop&na ¢innost, gejziry, ¥trem neseny prach a &vavani pirodnich lozisek. ¥tSina
emisi rtuti do Zivotniho prostdi je vSak antropogennihouymdu, zejména
ze spalovacich, hutnich a chemickych pracés’®

Vyroba rtuti se provadi prazenim ralky pii 600 °C v proudu vzduchu
za nasledné kondenzace par Hg. Tato reakce prpbdia rovnice:

HgS + Q 2 Hg + SQ
DalSi moznosti je zdfvani rud bohatych na rfuse Zeleznym odpadewi palenym
vapnem za néasledné destildce:
HgS + Fe> Hg + FeS
4 HgS + 4 CaBG> 4 Hg + 3 CaS + CaSO

2.4. Reaktivita a slodeniny rtuti

Rtut’ je za normalnich podminek na vzduchu stala, adremreaguje se sirou
a halogeny. Dafe se rozpousti v koncentrované kyselifusténé a horké koncentrované
kyselire sirové za vzniku oxid dusiku a siry, také reaguje sdwkou kralovskou
za vzniku chloridu rttnatého. S kovy tvd amalgamy, které mohou byt kapatii@evné.

Skupenstvi amalgairzavisi na mnozstvi rtuti a povaze druhého kovu.

2.4.1. Anorganické slaeniny

Mezi anorganické stadi slogeniny obsahujici rttné (Hg**) nebo rtiinaté
(Hg®") ionty nefastji v kombinaci s aniontem chloru, siry nebo kysliku jsou
ozna&ovany jako soli rtuti. ¥tSina tchto slodenin ma podobu bilého praskukrystali,
vyjimku tvori sulfid rtu'naty, ktery jeserveny a po vystaveni & cerna®®

Vétsina slodenin Hg je obtiz@ rozpustna ve vag proto se nachazeji
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hlavre v padach a sedimentech ve fafnmemnoha slatenin. Naopak slaieniny
obsahuijici H§' jsou ve vod pomsrné dokre rozpustné a t¥okomplexy nebo slateniny
s anorganickymi nebo organickymi ligandy v zaviilos podminkach progdi'!* Mezi
nejvyznamgjSi sloweniny pati chlorid rtuwnaty, chlorid rtéiny a sulfid rtwnaty.
Pomerné vysoka rozpustnost chloridu thatého 28,6 g1 zpisobuje velkou toxicitu této
sloweniny. Chlorid rttiny (kalomel) je naopak malo rozpustny ve &@eho rozpustnost
je pouze 2 g}, proto je méa toxicky, neZ ostatni sl@eniny rtuti rozpustné ve veéd
Sulfid rtunaty (rungélka) je nerozpustny ve véd etanolu a dnych mineralnich

kyselinach'

2.4.2. Organokovoveé sleeniny

Organokovové slateniny obsahuji jeden nebo dva uhlovodikové zbytky,
které jsou navazany na atom rtuti. Timtdisgbem vznikaji sloteniny RHgX a RHgR
kde X oznauje nefastji halogenid, sulfid, dughan ¢ siran a symboly R aR
uhlovodikové zbytky.

V ptirodé vznikaji tyto slodeniny gremenou anorganickych sl@éenin rtuti
obsaZenych néfklad v fasach nebo huminovych latkdch pomoci methylacesbahti.
Do této skupiny slatenin pati methylrtt’. DalSi organokovové sléaniny rtuti, jako
ethylrt a fenylrt’, jsou spolén¢ s methylrtuti povazovany z hlediska chronické

viv s

v organismu>*

2.5. Vyuziti rtuti

Rtut’ je v dnesni dabvyuzivana v mnoha odtvich od analytické chemie,
pies ptimysl, elektrotechniku az po zdravotnictvi. 8éstky obsahujici rtuse pouzivaji
do spindu, termostal, kamer, doiznych ngficich gristroja nebo detektdr koure. Rtw
se také pouziva ip fotografovani, vyrob svitidel (rtwové lampy), baterii a jako
antibakterialni slozka n&bvych hmot. DalSi oblast vyuziti jeipryrobé pramyslovych
chemikalii, které se vyuZzivaji jako konzetua latky (gikladem je thimerosal slouzici
jako konzervani cinidlo pouzivané viznych vakcindch, kde zalige bakteridlni

kontaminaci), #iznychéinidel pro laboratorni experimenty nebi ppracovani &zi.*>*°
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V analytické chemii je rttivyuzivana také jako soéast elektrod. Kovova rtu
je zékladem rttové (visici nebo kapajici) kapkové elektrody, tohaispdadani
se vyuziva zejména v polarografii. Druhym typenkited obsahujicich tento prvek jsou
elektrody kalomelovd a merkurosulfatovd. Tento sipktrod slouZi jako refereéni
elektrody pro i#zna stanoveni. Dale je mozno vyuzit celou Skalukteid
amalgamovych?®

Ve zdravotnictvi byla rttidtive hojré vyuzivana jako napldo teplongri, ale
z bezpénostnich dvodi je tento typ nahrazovan menebezpénymi, nag. digitalnimi.
Jiz od poloviny 19. stoleti je ve stomatologii vien amalgam obsahujici ftyro
tvorbu zubnich vyplni. Zubni amalgam je iteo slitinou stibra, cinu a rédi, ktera se

kréatce ed aplikaci misi se rtuti v pénu piiblizng 1:1°

2.6. Koloheéh rtuti v Zivotnim prost redi

Kolob¢h rtuti za&ina v pidé, kde je jejim hlavnim zdrojem HgS (retka).
Zpad je rt’ vyluhovana do okolnichiek a jezer, kde fite dochazet kipchodu
do vodnich organistn Rtw muZze byt vypa&ena do atmosféry vainnebo v dsledku
sopé&né ¢innosti. V atmosfée je rtu’ transportovana vzduchem odkud séZzm znovu
ukladat do pdy. Tento cyklus je neustale opakovan, pouze mimim@dnozstvi rtuti
se uklada do vodnich organigna vstupuje do potravnihtettzce. Rovnovahu tohoto
cyklu naruSuje antropogenniinnost, ktera zfisobuje zvySovani koncentrace rtuti
v Zivotnim prostedi. Kontaminace vody je #pobena zejména vypowstm odpadnich
vod z pamyslovych zé&zeni ¢i ¢istiren odpadnich vod. Do ovzduSi setripstava
z t37by zlata, spalovani uhli a odpadu nebo z likvidaroelukt: obsahuijicich 892

Kolobéh rtuti v jednotlivych segmentech Zivotniho presli zavisi na mnoha
faktorech: rozpustnost jednotlivych stamin, teplota, redoxni podminky (koncentrace
rozpusEného kysliku), koncentrace kovu a druh ligandutaweé sila, pH, Zivotni cyklus
organismu a jeho obecné chovafi.

V atmosfée se vyskytuje ifgvazré elementarni rtj v povrchovych vodach
a sedimentech v poddHg?* prevaZi navézana na ligandy obsahujici -SH skupinu.
lontové nebo komplexni sléaniny se vazi na pevné sedimenty. Ve vodach se také
vyskytuje malé mnoZzstvi plynné rtuti (elementatof i dimethylrtd), ktera se vypaje
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do ovzdusf.

V dusledku bioakumulace organokovovych slemin (zejména methylrtuti)
do tka&ni Zivych organisin dochazi ktransportu éd¢hto slodenin vyhradg
prostednictvim organisiin V mnoha evropskych zemich vyuZivagdei nag. ptaki
jako bioindikatofi rtuti pomoci spectmi analyzy kltovych orgad (ledvin). Tento
zpiasob vyzkumu zahrnuje jak prostorovou, talasovou expozici rtuti, proto slouzi jako

cenny nastroj sledovani (monitoringu) kontaminagetaiho prostedi**%

2.7. Toxicita rtuti a jejich slou¢enin

Toxické pisobeni rtuti je zavislé nejen na stenirg, ve které se rti

vyskytuje, dalsim vyznamnym faktorem owliyjicim toxicitu je expozicé?

2.7.1. Toxické dinky rtuti na rostliny

Hlavni cestou vstupu rtuti rozpdse ve vod do vodnich rostlin je adsorpce
na kaeny a v mensi mé také na povrch lista oddenk. Jeji adsorpce je sniZzovana
piitomnosti sedimentu nebo huminovych latek. Toxipkgobeni rtuti na tyto rostliny
se projevuje zejména v procesu fotosyntézy, kdyhdépic ke snizovani tvorby kysliku
0 50 % v temnostni fazi a az o0 90 % véteiné fazi. U suchozemskych rostlin je hlavnim
zdrojem rtd@ obsazena viué. U vySSich rostlin dochazi widledku expozice rtuti

ke sniZeni fotosyntézy, transpirace, absorpce easigntézy chlorofyld®

2.7.2. Toxické dinky rtuti na Zivaichy

Pro Zivaichy je mnohem toxiéjSi methylrt’ nez anorganické sléeniny
rtuti. Jeji gisobeni na obratlovce je zejména neurotoxické, eotbxijcké a teratogenni.
Hlavni picinou je absence ¥jBi bariéry, kterd by zabranila jejimu vstupu, &éta
detoxik&nich systém v organismu. U migkych ptak se intoxikace projevujezkymi
neurotoxickymi lézemi, u skotu, ovci, prasat aibdZe nedostatkem chuti k jidlu,
Ubytkem €lesné hmotnosti, ztratou svalové koordinace, nésfabhizi a kulhanim.
Nekteré slodeniny rtuti mohou zfisobovat poruchy reprodukce, paralyzdest

a smrz>2
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2.7.3. Toxické dinky rtuti nacloveka

Toxicita rtuti je zgisobena zejména jeji vysokou afinitou tesproto dochazi
K jejimu navazéani na thiolové skupiny bilkovin aymi coZ sniZuje jejich funinost.
Rtut’ je také schopna se navazat na hemoglobin a albdmma poSkozuje krevni hiky,

a také na buféné membrany, u kterychibe zgisobovat inhibici transportu Zivift.

2.7.3.1. Elementarni rfta anorganické sl@eniny

Elementarni rtti je nejmér toxickou formou, po jejim poziti dochazi
k vylou¢eni bez vlivu na organismus. Problémem je jeji ¢o@ni do ovzdusi.
K otravam parami rtuti dochazi inhalaci ve Spaidwtravanych prostorech a mezi prvni
piiznaky akutni otravy p#tduSnost. DalSimi projevy jsou poruchy centralefviové
soustavy (CNS), ledvin a poruchy dychanii. Wsokych koncentracich iwe dochazet
k umrti v disledku poSkozeni plic. ¥P chronickém jsobeni dochazi k prostupu
placentarni bariéry a poskozeni plGda>2°

Toxicita anorganickych sl@enin je zavisla na jejich rozpustnosti ve ¥od
proto jsou obeahrtutné slodeniny még toxické. Otrava se projevuje poruchami CNS,
krvavymi piajmy, Zaludénimi poruchami, chudokrevnosti, naghmym slintnim,
kovovou chuti v Ustech nebo palivou bolestfi Rontaktu s kzi mize dochazet ke

vzniku dermatitid a f otravach vysokymi koncentracemi aZ ke sttt %

2.7.3.2. Organokovove sldeniny

Z organokovovych slaienin je nejnebezga¢jSi methylrtw, ktera vznika
z anorganickych slaenin pisobenim anaerobnich bakterii. Hlavnifivadem vysoké
toxicity je jeji rozpustnost ve veédi vtukové tkani organisty) coz umo#uje jeji
bioakumulaci a p dlouhodobém fijmu miZze dochazet k otravam. Ptitovéka jsou
jejim hlavnim  zdrojem potraviny, zejména ryby, u ergth dochazi
k hroma@ni methylrtuti rozpugné ve vod. Hlavnimi projevy intoxikace jsou
neurotoxicita, poskozeni ledvin, arytmie a kardiopgtie (byl prokazan vliv otravy
methylrtuti na zvySeni vyskytu infarktu myokafgu U ckti je otrava methylrtuti
piicinou mentalni retardace¢tské mozkové obrny aime zgisobovat smrt. Otrava touto
slowweninou byla spojovana se vznikem autismu é&ti,dtoto spojeni se vSak

neprokéazalg/ %33t
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2.7.4. Riklady otrav zgsobenych slateninami rtuti

Jednim ze znamychripadi otravy methylrtuti je tzv. nemoc Minamata. Tato
tragickd udalost se odehréla kolem roku 1960 vidsig kde doslo k otravam riia
a jejich rodin v dsledku konzumace velkého mnozstvi ryb, které bioaKavaly
methylrt’ vypousSénou do zatoky z chemické tovarny. Nasledovalo dboiabecisteni
zatoky a rybolov byl obnoven az v roce 1990.

K otravam organortinymi  sloweninami  dochazelo také v lraku
a Guatemale, kde se tyto steminy vyuZivaly jako satést fungicidi na obili utené
k setl#, z rthoz pak pechazely imym zkrmenim do vepvého masa, které bylo
konzumovano obyvateléthto stat.

Otravy rtuti byly zaznamenany také v Amazonii. Doattym obyvatelm
slouzily jako hlavni zdroj bilkovin ryby, ve ktefycdochazelo k bioakumulaci rtuti
uvoliované pi tezhe zlata a takéipkaceni prales, kdy dochazelo ke zvedani hladek,
do kterych se uvébvala rtu’ piirozers se vyskytujici v idé a byla dale feménovana

vodnimi organismy?

2.8. Zpisoby stanoveni rtuti

Existuji dva zakladni Zsoby analyzy - stanoveni celkového obsahu rtuti
ve vzorku a spectai analyza vzorku. Ke stanoveni miry toxicitgitého vzorku nesta
v dnesni dob ziskat pouze informace o celkovém obsahu rtudi,jalteba informace
o koncentraci jednotlivych specii obsazenych verkazojelikoZz se liSi zavaznosti svych
toxickych &inkau.

2.8.1. Metoda stanoveni celkového obsahu rtuti

Ve wtSine ¢eskych a slovenskych labor#tose ke stanoveni celkového
obsahu rtuti pouzivajiffstroje TMA - 254 a AMA - 254. Tytoijstroje se vyuZzivaji pro
kapalné nebo pevné vzorky, které se navazi dékgdia je nasledhzavedena do pece,
kde dochazi ke spaleni vzorku v proudu kysliku sleth® jsou spaliny vedenyips
katalyzator az na amalgaméator, kde dochazi k zachydtuti. Ollevem amalgamétoru
dochazi krychlému uvtbvani prekoncentrované rtuti, kterd je nastedredena

do kyvety, kde probiha &hkeni absorbance fip vinové délce 253,65 nm. Celkova
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koncentrace rtuti se vyhodnocuje pomoci katihfeh zavislosti. Vyhodou tohoto

stanoveni je absenceapichozi Upravy a rozkladu vzorkir**

2.8.2. Specieni analyza

Terminem specimi analyza nebo speciace se @@ postup, jehoz cilem je
rozliSeni nebo stanoveni koncentraci jednotlivygtikialné - chemickych forem prvku.
Souket koncentracithto forem odpovida celkové koncentraci prvku verka

Metody speciace rtuti Ize rodi do dvou zakladnich skupin
na chromatografické metody (plynova chromatografigpalinova chromatografie
a kapilarni elektroforéza) a nechromatografickéangtzaloZzené naienych fyzikalr -

chemickych vlastnostech jednotlivych specii rtrl’

2.8.2.1. Nechromatografické metody

Mezi nejrozSiensjSi nechromatografické techniky spewiaanalyzy seaadi
razné typy extrakci. Vyuziva se extrakce kapalinyalimou (LLE), extrakce tuhou fazi
(SPE), mikroextrakce tuhou fazi (SPME), superktéidluidni extrakce (SFE) a jiné
metody extrakce, které nabizeji nové moznosti spetcanalyzy’®

DalSi moznosti vzajemné izolace specii je komplexdy dochazi k tvorb
komplexu na zakladreakce molekuly ligandu s molekulodigusné chemické formy
daného prvku. Vznikajici komplexy jsou naslédtanoveny pomoci vhodného detektoru
(atomovy absormi spektrometr}’

V nékterych gipadech se vyuziva pro spetia analyzu selektivni tvorba
hydrida, destilace nebo odfa/ani na zaklatl raizného bodu varu jednotlivych specii

nebo takéirzné frakcionani metody’°

2.8.2.2. Chromatografické metody

Mezi nefasgji pouzivané metody zaloZzené na modernich sépaa
technikach sefadi plynova chromatografie (GC) a vysokmina kapalinova
chromatografie (HPLC) ve spojeni s vhodnym detektorV gipad, kdy je pro separaci
vyuZzita plynova chromatografie, je nutngepést vSechny specie nkave tepeld stalé
derivaty, nejastji se vyuziva alkylace pomoci Grignardovy@midel. Kapalinova

chromatografie in4si oproti plynové chromatografigékolik vyhod, jedna se zejména
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o jednodussi fpravu vzorku a jednodusSi spojeni s prikeelektivnim detektorem.
V kapalinové chromatografii se pro speciaci rtwyu¥iva téendi vyhradre uspdadani
s obracenymi fazemi, kde jako stacionarni fazezl@18 nebo C8 a mobilni faze (MF)
obsahujici organicky modifikator (acetonitril, metiol, ethanol), chelatai nebo ionto¥

- parove&tinidlo. Plynova chromatografie se tagtji vyuziva pro nepolarni latkygkavé

a snadno derivatizovatelné latky. Kapalinova chrimgiafie se vyuziva pro polaijsi
latky a je vhodwjSi k separaci organickych a anorganickych speaiti. rNevyhodou
oproti plynové chromatografii je nizsi citlivost>*®

2.9. Techniky generovani dkavych slouwtenin pro potieby stanoveni
AAS

Existuji #i zakladni techniky generovartkavych slodenin. Podle zfisobu
vzniku tkavé slodeniny je lze rozdit na fotochemické (PHG), elektrochemické
(EcHG) a chemické generovani (CHGY}i Benerovanidkavych slodenin pro pateby
analytickych stanoveni obsahu piMtochazi nejastji ke vzniku hydridi.

Generovanigkavych slodenin se vyuziva ve spojenitenymi analytickymi
detekinimi technikami, nap AAS s elektrotermickymi atomizatory (ET - AAS)AS
s kk'emennymi atomizatory (QT - AAS), atomovou emisnekdmpmetrii s induéné
vazanym plazmatem (ICP - AES), hmotnostni spekttome indukéné vazanym
plazmatem (ICP - MS§i atomovou fluorescemi spektrometrii (AFS). Moznost vyuZiti
generovanidkavych slodgenin pro kvantitativni stanoveni privive spojeni s AAS byla
poprvé popsana v roce 19777

Vyhodami spojeni AAS s generovanintkavych slogenin pro rutinni
analyzu jsou elementarni specificita a schopnosktieh¢ odctlit analyt od matrice
ve velkém mnoZstvi vzoik dale pak vysokd citlivost stanoveni, absence tsflakch
interferenci, relativéh nizké provozni naklady, jednoduchost, rychlost cihopnost

analyzovat kapalné vzorky.

2.9.1. Chemickeé generovagkavych slodenin
Chemické generovani je stale nejroesiji pouzivanou technikou generovani
tekavych slodgenin diky své jednoduchosti, vysoké&innosti, rychlosti a také diky

nizkym provoznim naklaam.
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Chemické generovani tbne byt pro spectmi analyzu vyuZzito jako
derivatiz&ni technika ve spojeni s kapalinovou chromatogriaii, Ze zarove miaze
slouzit k zavaéni vzorku v plynné fazi do atomizatoru undigho v ose paprsku
atomoveého absogpiho spektrometru.

Ktvorb¢ tékavych slodenin dochazi {sobenim redutniho Ccinidla.
Nejcastji se vyuziva tetrahydridoboritan sodny (NaBHhebo chlorid cinaty (Sngl
N&kdy se také vyuZiva tetrafenylboritan sothyPro stabilizacicinidla se do roztoku
pridava NaOH:i KOH o koncentraci 0,1 — 1 mot

Nevyhodami této techniky jsou mozna kontaminaceyama pidavanych
roztoki redukéniho a oxidaniho ¢inidla, produkce odpad Skodlivych Zivotnimu
prostedi a nestabilitafinidla, kwili které je nutné fipravovat ho denh cerstvé. Je
potteba dbat na zvySenou begpest, jelikoz dochazi ip reakci s NaBH k tvorbs
vodiku. RuSivy vliv na generovani méitomnost analytu v nevhodné fo¥rpro redukci
(obvykle nejvySSi oxidani stavy prvku), fitomnost jinych anorganickych iantnebo
heterogenni faze (uhlikaté zbytky z biologickéhorka). Pro Upravu analytu do vhodné
formy se pouziva oxidai ¢inidlo, negastji se jedna o peroxodisiran draselnyHOg)

v kombinaci s naslednouigdredukci pomoci L-cysteinu, thioglykolové kyselingbo
HC|.47’48'49’50'51

V piipact pouziti chemického generovani pro stanoveni gatiaboratorni
teploty (za studena, protoZze na rozdil od rtétBwma tkavych slodenin potebuje pro
svou atomizaci zvySenou teplotu 900 — 1000 °C)Akepojem generovani studené pary
(CVG).

2.9.2. Elektrochemické generova#kavych slodenin

DalSi moznosti fipravy tkavych slodenin je vyuZiti elektrochemického
generovani, kde dochazi ke vznikkavych slodenin ptichodem elektrického proudu
v prostedi roztok velmi c¢istych mineralnich kyselin. Vyhodami tohoto tzpbu
generovani je uspora reduiéch ¢inidel, dosazeni nizkych mezi detekce a stanowvgtin
bez moznosti kontaminace vzorku nedostateistym reduknim ¢inidlem. Nevyhodou

sy

ve srovnani s generovanim chemickym.
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2.9.3. UV - fotochemické generovéadkavych slodenin

K tvorb¢ tekavych slodenin dochazi f,sobenim UV z#&ni o vinové délce
254 nm (pipadré pii 186 nm dle konstrukce reaktoru) v ptesti nizkomolekularnich
organickych kyselin (HCOOH, CG€OOH). Tkavé slodeniny jsou dale vedeny
transportnim systémem k atomizatoru, kde jsou deteky pomoci AAS. V posledni
doke vyvoj sneiuje k co nej¥tSi miniaturizaci fotochemického reaktoru s cileosaiZeni

niz&i meze detekce. Tento typ reatoyuziva s¥telné diody (LED}%>*

2.10. Statistické zpracovani vysledk

Spravné zpracovani a vyhodnoceni vystefkpro kvalitu prace v laboraio
stejre dulezité, jako samotné &reni. Kazdé réreni je zatizeno ditou chybou, ktera
zpasobuje odliSeni vysledkod skuténé hodnoty a odliSnost vysleilknezi sebou.

Kazdé ngteni v této praci bylo provédo ve tech opakovanich a nasledn
byla vypatena stedni hodnota, jako aritmeticky ggnér z nangenych hodnot. Pro
kazdou trojici nar‘enych hodnot byla ziskana wWbva smérodatna odchylka, kteréa je
v grafech zobrazena ve foémhybovych Us&ek.

2.10.1. Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mezi zakladni charakteristiky metod stopové anaekadi mez detekce
a mez stanovitelnosti.

Mez detekce (LOD) je definovana jako nejnizsi konice analytu, kterou
je mozné pouzitou analytickou metodou odliSit ognalu Sumu slepého vzorku. Mez
detekce odpovida koncentraci analytu, ktera je ddojadsobkem sgrodatné odchylky
(39 signalu slepého vzorku.

Mez stanovitelnosti (LOQ) je definovana jako nefiikoncentrace analytu,
kterou je mozné stanovit ve vzorku sitou spolehlivosti, p pouziti dané analytické
metody. Mez stanovitelnosti je koncentrace analkierd odpovidd desetinasobku
smerodatné odchylkyX09 signalu slepého vzorku.
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2.10.2. Citlivost
Citlivost je vyjadovana jako zmna nereného signalu a&i zmené
koncentrace analytu (dS/dc). Pro analytické metddgré se vyhodnocuji pomoci

kalibraci s linearnim @béhem, odpovida vtomto Useku citlivost &mici kalibraini
piimky.

2.10.3. Opakovatelnost

Opakovatelnost je v této praci vyfjadana relativni sgrodatnou odchylkou
(RSD) vysledk desetkrat opakovanych stanoveni provedenych kdmatcasovém
intervalu, na stejnémistroji, ve stejné laboraitip se stejnym roztokem vzorku a stejnym

pracovnikem. Opakovatelnost figpo odpovida nahodné chydaného nireni>*>°
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Instrumentace
Pro experimentélnicast této diplomové prace byly pouzity nasledujici
piistroje a z#zeni:

» atomovy absofni spektrometr Varian SPECTR AA - 300A (Varian, &abe)

» vybojka s dutou katodou pro Hg (Photron, Australigio nefeni byl zvolen
napdjeci proud 0,5 mA, vinova délka 253,7 nmiaSspektralniho intervalu 0,5
nm

» kifemenna detaki trubice ve tvaru ,, 7" umisha v optické ose atomového
absorgniho spektrometru o délce optického ramene 170 maiena cast
uprosted o délce 60 mm s vintim pfimérem 6 mm a o @méru privodniho
ramene 4 mm

» vysoko&inny kapalinovy chromatograf Thermo Scientific DeonUItimate 3000
Series, (Dionex, USA)

e zdroj elektrického proudu pro odporové vigani givodni Kemenné trubice
spojujici separator fazi a detek trubici LPS 303 (Amrel, Taiwan)

» peristaltické vicekanalové pumpy Masterflex (Colarrirer, USA) procerpéni
roztoki NaBH,; a K;S,0g + HCI s tygonovymi hadkami

e pritok nosného plynu byl regulovanigpokomérem (Cole Parmer, USA) 0 — 100
ml.min™ a 0 — 1000 ml.min

» HPLC kolona, GEMINI, C18, 110 A, 3um, 150 x 2,4 nfifhenomenex, USA)

« HPLC kolona, GEMINI, C18, 110 A, 3um, 150 x 4,6 nfifhenomenex, USA)

« HPLC kolona, GEMINI, C18, 110 A, 3um, 250 x 3,0 nifhenomenex, USA)

e pro cerpani mobilni faze byla téz vyuzita HPLC pumpa LRB50 (Bromma,
Svédsko)

» davkovaci smka PEEK o objemu 100 pl (Rheodyne, USA)

* injekéni stikacka o objemu 10 ml (Hamilton, USA)

* injekéni stikacka o objemu 25 ml (Hamilton, USA)

» teflonové hadiky o miznych vnitnich pameérech (Supelco)

» tygonovécerpaci a spojovaci hatty o riznych vnitnich pimérech



- 25 .-

» pro navazeni sypkych chemikdlii byly pouzity anaké vahy typ RC 210D
(Sartorius, USA)

* termailanek

3.2. Pouzité chemikalie

» Kk pripraw vSech roztok byla pouZita deionizovana vodd&igravena z#izenim
Milli Q pLus (Millipore, USA)

» z&sobni roztoky specii rtuti o koncentraci 500 ppwy pripraveny pesnym
navazenim standaké n&edtnim ethanolem nebo deionizovanou vodou

o chlorid rtwwnaty (Sigma - Aldrich, Bmecko) v deionizované veéd

o chlorid methylrtény (Sigma - Aldrich, Nmecko) v ethanolu

o chlorid ethylrtw'ny (Supleco, Nmecko) v ethanolu

o chlorid fenylrtw’'ny (Supleco, Nmecko) v ethanolu

* mobilni faze byla ppravena smisenim octanového pufru, 2-merkaptoethan
C,HeOS a organickeé faze (Sigma - AldrichériNecko)

o0 octanovy pufr byl fipraven z CHCOOH (99,8%, Sigma - Aldrich,
Némecko) a CHCOONH, (Penta, CR) nebo CHCOONa (Merck,
Némecko)

0 organickd faze byla t¥ena ethanolem (EsOH, Sigma - Aldrich,
Némecko, Uvasol), methanolem (@BH, Sigma - Aldrich, Nmecko)
nebo acetonitrilem (§&4sN, Sigma - Aldrich, Nmecko)

e pro Eipravu roztok redulkénihocinidla byly pouzity:
o NaBH;(98 %, Acros Organics, Belgie)
o NaOH (Lachema, n. p. Brn@R)

» pro pipravu roztok oxidatniho¢inidla byly pouZity:

0 K,S,0g (Lachema, n. p. Brn&R)

o HCI (37%, Merck, Nmecko)

« jako nosny plyn byl pouzivan 99,998 % argon (LifiéehnoplynCR)
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3.3. Aparatura pro generovani studené pary rtuti syyuzitim HPLC -
CVG - QTAAS

Aparatura pro optimalizaci chemického generovanidesté pary rtuti je
znézorgna na Obr. 3.1.

Systém zajifujici piivod roztoki oxidaniho cinidla (KxS;Og), HCI
a redukniho ¢inidla (NaBH,) byl zaji¥ovan multikanalovymi peristaltickymi pumpami
a transportnimi teflonovymi hatkami. Mobilni faze, do které byl davkovan vzorekleb
cerpana pomoci HPLC pumpy a prochazela seéparkolonou. Podle pozadovanych
podminek byla regulovana rychlostifoku.

Separani kolona slouzi k roztleni jednotlivych specii rtuti na zaklagejich
odliSnych interakci se stacionarni fazi, kterogiona naplina. V této diplomové préaci
byly pouzivdny HPLC kolony Gemini s nepolarni sta@rni fazi. Sepatai kolona byla
umisena v termostatu vyfvaném na 40 °C zidrodu snizeni viskozity (Zpného tlaku).

Po rozaéleni vybranych specii rtuti pomoci HPLC kolony ko#fasleds
k on-line smichani s oxidaim cinidlem, kterym byl v této diplomové praci 80s.
Za oxid&nim ¢inidlem byl k aparatie pipojen givod nosného plynu.

Z&kladni ulohou nosného plynu je&itny transport analytu v mobilni fazi
a nasleda ve fornt studené pary rtuti do det@k trubice. Fislusny plyn je uchovavan
v zasobnich tlakovych lahvich a rychlost jehdtpku je mozné regulovat podle pelb
analyzy pomoci fitokoméru s ventilem. V této diplomové praci byl pouziangon.

Za nosnym plynem bylipojen g@ivod roztoku redusniho ¢inidla NaBH,
cerpaného row¥ peristaltickou pumpou.tBobenim NaBkl dochazelo v reaki civce
ke vzniku studené pary rtuti, kterd postéiptechazelacetnymi fazovymi rozhranimi
do bublinek nosného plynu a vodiku, a vysledna mpdyféze byla spote¢ s kapalinou
vedena do separéatoru fazi, kde doslo ketafd plynné a kapalné faze. Kapalina byla
pomoci peristaltické pumpyerpana do odpadu a plynna faze byla vedena pomoci
nosného plynu do det&ki trubice.

Pro detekci studené pary rtuti byla vyuzZitekenna trubice ve tvaru ,, T". Je
tvofena d¥¢ma na sebe kolmyndastmi - givodnim ramenem a optickym ramenem, které
je umistno v ose optického é@hiciho paprsku. Deteki trubice wetrg privodniho

ramene byla vytivana nad teplotu okoli pomoci odporového drattepiotu 37,1 °C.
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K odporovému vykivani givodni trubice spojujici separator fazi s derek
trubici se vtomto fipadt vyuziva zdroj proudu. Hlavni Ulohou wyhani detekni
trubice je zabranit depozici vznikajici pary rtnéi jejim povrchu spote¢ s kondenzujici
vodni parou (vlhkosti). K tomutotélu Ize vyuzit libovolny stabilizovany zdroj dostyp
v laboratdi.

Volné atomy (para) rtuti v plynné fazi byly vedemposnym plynem
ze separatoru fazi detek trubici do optického paprsku spektrometru, kiseyvyuziva
k jejich detekci. Ubytek ##&vého toku zgisobeny absorpci analytem je &my jeho

koncentraci.

Obr. 3.1. Schéma aparatury pro chemické generovani studepétpt ve spojeni
s HPLC a AAS pro speaiai analyzu
1. zasobnik mobilni faze, 2. HPLC pumpa, 3. dawkimmyka, 4. odpad, 5. davkovaci
zarizeni, 6. termostat, 7. sepam kolona, 8. nosny plyn, 9.:gokoner,
10. peristalticka pumpa, 11. zasobnik roztok8,Rsg, 12. zdsobnik roztoku NagH
13. separator fazi, 14. det®k trubice, 15. odpad
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4. Vysledky a diskuze

Tato diplomova prace je zatena na vyzkum moZnosti spegiého
stanoveni rtuti ve vodach, ve kterych se vyskytgkolika riznych forméach, néast;ji
ve forme HgChL a MeHd. Dale byly zkoumany moznosti stanoveni EtHgPhHJg,
jejichz vyskyt se pedpoklada spise v kontaminovanych tkanich zivygawisni.

V prvni ¢asti prace byly hledany optimélni podminky chemick§enerovani
studené pary rtutidetré optimalizace fedtazeného oxidmiho kroku pomoci KS;Os.
Zvolené optimalni kompromisni podminky byly potéupivany pro dalSi experimenty.
Vysledna citlivost stanoveni byla ovligma koncentraci a prokovou rychlosti roztok
oxidatniho ¢inidla (K2S;0g), HCI, redukniho ¢inidla (NaBH,) a piitokovou rychlosti
nosného plynu. Poslednim optimalizovanym parametcéemického generovani byla
teplota givodniho ramene det&ki trubice.

V druhé casti prace byla provedena optimalizace sepdahna kroku. FPed
pfipojenim sepakai kolony byl testovan vliv koncentrace a druhuaoctvého pufru.
Prvni pufr byl gipraven smichanim roztékyseliny octové a octanu amonného a druhy
pufr byl pfipraven smichanim roztékkyseliny octové s octanem sodnym. Dale byl
zkouman vliv pH pufru, typ a koncentrace organickéze a koncentrace
komplexotvornéhcatinidla (2-merkaptoethanol) na citlivost stanoveied zapojenim
separani kolony byly prongieny kalibr&ni zavislosti pro jednotlivé specie rtuti v rezimu
pratokoveé injekni analyzy (FIA).

Po zapojeni sepatai kolony bylo nutné provést optimalizaci sloZerdhini
faze pro dosaZzeni co nejlepSiho rozliSeni jednathivspecii v chromatogramu. Mezi
optimalizované parametry ggd& koncentrace pufru, koncentrace ethanolu a kunaee
2-merkaptoethanolu. Zigodu nedokonalého roZiéni jednotlivych specii bylo
pristoupeno k vyuzititzného gradientu obsahu ethanolu. Nasidagiy prongieny vlivy
pH pufru a piitokové rychlosti mobilni faze a nosného plynu naleginé stanoveni.
V této préaci byly také testovany pro zlepSeni separizné sepakmi kolony.

Za optimélnich podminek byly pratieny kalibr&ni zavislosti pro HgGl
MeHg", EtHg a PhHJ a nasled& také realné vzorky vod,aznych vodnich tok
ZapadniciCech.
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4.1. Optimalizace pracovnich podminek chemického gerovani

Hlavnim cilem optimalizace chemického generovana tsnaha ziskat co
nejnizsi hodnoty meze detekce a nejvySSi citlivsistnoveni Hg metodou CVG -
QTAAS.

4.1.1. Koncentrace #5,0s

Prvnim zkoumanym parametrem byla koncentrace rozkas,Os, ktery byl
pouZivan jako oxidani ¢inidlo na frevedenti rtuti ze vSech specii na®Hy roztoku 10 %
(v/v) HCI. Zavislost absorbance byla préif@na v rozmezi koncentraci od 0 % (m/v)
do 1% (m/v) KS,Og a je vickt na Obr. 4.1. Na zakladtéto zavislosti byla zvolena
optimalni koncentrace 0,3 % (m/v), ktera byla peaaa pro vSechna dalSicteni. Tato
hodnota byla zvolena jako kompromis, jelikoz se darirace KS,Og odpovidajici
maximalni absorbanci pro jednotlivé specie liSiNejvice byla zohledina fenylirtw’
z davodu nizké citlivosti stanoveni PhHgelikoZ z danych specii ma néfsi retegni

¢as a dochazi u ni k népgimu rozmyti zony analytu.



-30 -

0,750 |-

0,600

T

T

0,450

T

0,300

0,150

T

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
c [% (m/V)]

Obr. 4.1. Zavislost absorbance na koncentragbiOg
v (Ar) = 60,0 ml.mift,v (MF) = 0,5 ml.mift, ¢ (GHsOH) = 40 % (v/v),
¢ (CHCOONH,) = 20 mmol.I*, ¢ (GHsOS) = 0,1 % (v/v), v (HCI) = 1,5 ml.mifn
¢ (HCI) = 0,5 mol.t}, v (NaBH) = 0,6 ml.min', c (NaBH) = 1 % (m/v),
Vv (K2$0g) = 1,4 ml.mint, t = 31,9 °C, V (davk. sndlyy) = 100 pl, ¢ (HgG) = 1 ppm,
¢ (MeHd) = 1 ppm, ¢ (EtHg) = 1 ppm, ¢ (PhHY) = 1 ppm
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4.1.2. Koncentrace HCI

DalSim optimalizovanym parametrem byla koncentrat€l v rozmezi
od 0,1 molfdo 1,5 molf. ZAvislost absorbance na tomto parametru je uweden
na Obr. 4.2. Z této zavislosti je patrné, ze ne&jigbsorbance bylo dosazeno pro HgCl
a MeHd pii koncentraci 0,5 mold, pro EtHd pii koncentraci 0,75 moli a pro PhH§
pii koncentraci 0,3 moll. JelikoZ nebyla koncentrace HCIi fkteré bylo dosaZeno
maximalni absorbance Hg, pro vSechny specie jednbiylo poteba zvolit kompromisni
hodnotu. Pro dal$i &eni byla zvolena koncentrace 0,5 miflIpii které dosahuiji

nejvyssi absorbance specie, které séas€ji vyskytuji ve vodach.

T T T T T T T T T T T
0,160 |- =—HgCl, |
A —e— MeHg'| |
—4a— EtHg"
0,140 | PhHg’|
0,120 | -
0,100 | -
0,080 | -
0,060 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

c [mol.I]
Obr. 4.2. Zavislost absorbance na koncentraci HCI
v (Ar) = 60,0 ml.mift,v (MF) = 0,5 ml.miff, ¢ (GHsOH) = 40 % (V/v),
¢ (CHsCOONH,) = 20 mmol.T", ¢ (GHsOS) = 0,1 % (v/v), v (HCI) = 1,5 ml.min
¢ (K2$0s) = 3 % (m/v), v (NaBh) = 0,6 ml.mint, c (NaBH) = 1 % (m/v),
Vv (KoS$0g) = 1,4 ml.mint, t = 31,9 °C, V (davk. smily) = 100 pl, ¢ (HgG) = 200 ppb,
¢ (MeHd) = 200 ppb, c(EtHY) = 200 ppb, ¢ (PhHEY = 200 ppb
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4.1.3. Patokova rychlost K505 a HCI

Pro zjednoduSeni aparatury byla vyzkouSena moZposfiti oxid&niho
¢inidla i HCI v jednom roztoku, tj. fjdavani pouze jednoho roztoku do ré&aksnesi.
Roztok 3 % (m/v) KS,Os v 10 % HCI (v/v) byl smichan s 0,5 mal.HCI a byla
optimalizovana prtokova rychlost tohoto nového roztoku.ufkova rychlost byla
testovana v rozmezi od 1,4 ml.ntido 2,8 ml.mift. Zavislost absorbance naifkové
rychlosti roztoku je vidt na Obr. 4.3. Ztéto zavislosti je patrné, Ze metni
absorbance pro jednotlivé specie bylo dosazemaugnych piitokovych rychlostech,
proto bylo poteba zvolit takovou pitokovou rychlost, ktera bude dilym
kompromisem. Pro dal$igreni byla zvolena fitokova rychlost 2,1 ml.mih jeliko? pi
tomto piatoku bylo dosazeno maximalni absorbance rtuti pg€klia MeHd, které se

negastji vyskytuji ve vodach.

0,180 — 1

A 0,160

T

0,140

T

0,120 |-

0,100

T

0,080

T

1,2 ' 15 ' 18 ' 2,1 ' 2,4 ' 2,7 ' 3,0
v [ml.min]
Obr. 4.3. Zavislost absorbance naiprkovée rychlosti spolaého roztoku KS,Og a HCI
v (Ar) = 60,0 ml.mift,v (MF) = 0,5 ml.mift, ¢ (GHsOH) = 40 % (v/v),
¢ (CH:COONH;) = 20 mmol.T, ¢ (GHsOS) = 0,1 % (v/v), ¢ (K508) = 3 % (M),
¢ (HCI) = 0,5 mol.t}, v (NaBH, )= 0,6 ml.mirt, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v), t = 31,9 °C,
V (davk. smgky) = 100 pl, ¢ (HgG)) = 200 ppb, ¢ (MeHY = 200 ppb,
¢ (EtHg") = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb
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4.1.4. Patokova rychlost NaBlH

Nasledujicim optimalizovanym parametrem bylatpkova rychlost roztoku
redukéniho &inidla (NaBH;), kterd byla testovana vrozmezi od 0,4 mlhin
do 0,8 ml.mift. Graficky zaznam je na Obr. 4.4. Hodnotatpkové rychlosti zvolena
pro dalSi ndfeni je kompromisem mezi hodnotamii kterych bylo dosazeno maximalni
absorbance rtuti pro jednotlivé specie, jelikoZztge pritokovée rychlosti liSily. Byla
zvolena piitokova rychlost 0,6 ml.mih z divodu, ?e §i ni dosahuje maximalni
absorbance rtuti nejvice speciicetns HgCh a MeHd, které se népsgji vyskytuji

ve vodach.
0,140 I ' I ' I ' I , ,
—&— HgCl,
A —e— MeHg'|
0,120 | —A— EtHg" H
—v— PhHg"
0,100 | -
0,080 |- -
0,060 |- -
1 1 1 1 1

0,4 ' 0,5 ' 0,6 ' 0,7 ' 0,8
v [ml.min™]
Obr. 4.4. Zavislost absorbance naipwkové rychlosti NaBHh
v (Ar) = 60,0 ml.mit,v (MF) = 0,5 ml.miff, ¢ (GHsOH) = 40 % (V/v),
¢ (CHsCOONH,) = 20 mmol.I', ¢ (GHsOS) = 0,1 % (V/v), ¢ (§50g) = 3 % (M/v),
¢ (HCI) = 0,5 mol.t, v (K;$0g + HCI) = 2,1 ml.mir', ¢ (NaBH, )= 1 % (m/v),
t=31,9 °C, V (davk. snaity) = 100 pl, ¢ (HgG) = 200 ppb, ¢ (MeHE) = 200 ppb,
¢ (EtHg") = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb
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4.1.5. Patokova rychlost nosného plynu

V této diplomové praci byl jako nosny plyn vyuzivargon. Zavislost
absorbance rtuti na {okové rychlosti nosného plynu byla préimvana v rozmezi
od 30 ml.mift do 80 ml.mift. F¥i niz&i piitokové rychlosti dochazelo k problém diky
nasavani kapaliny do transportniho systému nosndiiou. Zavislost absorbance
na phtokove rychlosti argonu je znazéma na Obr. 4.5. Pro dalSi¢ieni byla zvolena
hodnota 60 ml.mih. Tato hodnota byla zvolena tak, aby bylo dosaZenitého

kompromisu mezi opakovatelnosti a citlivosti stamd\jednotlivych specii rtuti.

0,180 —————————

A M| HgC|2
0,160 -

0,140 -

0,120 -

0,100

0,080 -

0,060 - -

0,040 - -
] A ] A ] A ] A ] A ]

30 40 50 60 70 80

v [ml.min™]
Obr. 4.5. Zavislost absorbance naipwkové rychlosti nosného plynu
v (NaBH;) = 0,6 ml.min*,v (MF) = 0,5 ml.miff, ¢ (GHsOH) = 40 % (v/v),
¢ (CHiCOONH,) = 20 mmol.t}, ¢ (GHOS) = 0,1 % (V/v), ¢ (5:08) = 3 % (M/V),
¢ (HCI) = 0,5 mol.t, v (K;$0g + HCI) = 2,1 ml.mir, ¢ (NaBH, )= 1 % (m/v),
t=31,9 °C, V (davk. sndky) = 100 pul, c (HgG) = 200 ppb, ¢ (MeHY = 200 ppb,
¢ (EtHg") = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb
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4.1.6. Teplota vyhivani

Poslednim testovanym parametrem chemického ger@rstt&dené pary rtuti
byla teplota, na kterou bylo viivdno givodni rameno detéki trubice. Divodem
vyhtivani je zamezeni kondenzace vodni pary naininit povrchu detalni trubice,
v disledku toho pak dochazi ke ztratam pary rtuti andig Tento parametr byl
proméfovan vrozmezi od 31,9 °C do 41,4 °C pomoci tétanku umistného
v pfivodnim rameni deteki trubice. Pro dalSi #&teni byla pouZita teplota 37,1 °C,
jelikoz bylo pi této teplo¥ dosazeno nejlepSi opakovatelnosti a nizké vaitbil

jednotlivych ngfeni. Graf zavislosti je na Obr. 4.6.

I I I T I I I
0,140 —&—HgCl, | 7
A I —e— MeHg'| 1
0,120 |- —A— EtHg" | 4
—v— PhHg"
0,100 | -
0,080 | -
0,060 | -
0,040 | -

t[C]

Obr. 4.6. Zavislost absorbance na teglothiivani givodniho ramene detéki trubice
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.miff,
¢ (GHsOH) = 40 % (v/v), ¢ (CHCOONH,) = 20 mmol.t',c (GHeOS) = 0,1 % (V/v),
¢ (K2S0g) = 3 % (m/v), ¢ (HCI) = 0,5 mol}, v (K;S0g + HCI) = 2,1 ml.min',
c (NaBH, )= 1 % (m/v), V (davk. srdlgy) = 100 ul, ¢ (HgG) = 200 ppb,
¢ (MeHg) = 200 ppb, ¢ (EtHY) = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb
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4.2. Optimalizace slozeni mobilni faze

DalSim dilezitym optimalizovanym parametrem bylo sloZeni ihobfaze.

V této diplomové praci byl pro#&iovan vliv slozeni a pH mobilni faze na analyticky
signal.

Prvotni podminky vychazely ze slozeni mobilni faggimalni pro UV -
fotochemické generovani studené pary rtuti &jidtv diplomové praci Mgr. Otidje
Linharta. Mobilni faze byla té@na vodnym pufrem octanu amonného a kyseliny octové
o koncentraci octanového aniontu 20 mmicpH 6, ethanolem 40 % (v/v) a 0,1 % (v/v)
2-merkaptoethanolem. Nasledujici pokusy ukézalytate sloZzeni neni pro chemické
generovani studené pary rtuti nejvhgdn
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4.2.1. Koncentrace pufru tse&ného kyselinou octovou a octanem amonnym

Vliv koncentrace pufru kyseliny octové a octanu ameho na velikost
analytického signalu byl pro#fovan v rozmezi od 10 mmot.do 50 mmol:t. Zavislost
absorbance na koncentraci octanového aniontu jeazeba na Obr. 4.7. Z této zavislosti
je patrné, ze nejvyssiho signalu bylo prEsSinu specii Hg dosazendi gkoncentraci
30 mmol.I*. Pouze signal vzorku obsahujici PHHse vzéistajici koncentraci rostl
v celém rozsahu koncentraci. Pro dalSéfrani byla pouZita koncentrace octanu

amonného 30 mmot

T T T T T
—a— HgCl
0,120 | 9~ |
A —e— MeHg|
I —A— EtHg" | ]
0,105 |- —v— PhHg'|H
0,090 | -
0,075 - J 4
0,060 |- -
1 " 1 " 1 " 1 " 1
10 20 30 40 50
¢ [mmol.I"]

Obr. 4.7. Zavislost absorbance na koncentraci octanovétamany pufru z octanu
amonného a kyseliny octovée
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.mifl,
¢ (GHsOH) =40 % (v/v), t = 37,1 °C, ¢ (1s0S) = 0,1 % (v/v),
¢ (K2$0g) = 3 % (M/V), ¢ (HCI) = 0,5 mol, v (K.S0g + HCI) = 2,1 ml.min’,
c (NaBH, )= 1 % (m/v), V (davk. srilgy) = 100 ul, ¢ (HgGl) = 200 ppb,
¢ (MeHd) = 200 ppb, ¢ (EtHY) = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb
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4.2.2. Koncentrace pufru tieného kyselinou octovou a octanem sodnym

Druhy testovany pufr byl téen kyselinou octovou a octanem sodnym. Tento
pufr byl testovan v rozmezi od 10 mmdldo 50 mmol .t a zavislost nagteného signalu
na koncentraci octanového aniontu je na Obr. 4.&h@to grafu je patrné, Ze bylo
v porovnani s pufrem obsahujicim octan amonny don&aio pro stejné koncentrace
nizsiho signalu. Proto nebyl pufr obsahujici octmulny nadale pouzivan a nasledné

experimenty byly provashy pouze s pufrem obsahujicim octan amonny.

T T T T T T T T T
—&— HqgCl
0,090 | 9~ | ]
A —e— MeHg"

I —A— EtHg" | ]
0,075 —v— PhHg'| -
0060 | 4 -
0045 F -
0,030 | -

1 " 1 " 1 " 1 " 1

10 20 30 40 50

¢ [mmol.I"]

Obr. 4.8. Zavislost absorbance na koncentraci octanovérmmani pufru z octanu
sodného a kyseliny octove
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.mifl,
¢ (GHsOH) = 40 % (v/v), t = 37,1 °C, ¢ (160S) = 0,1 % (v/v),
¢ (K2S0g) = 3 % (m/v), ¢ (HCI) = 0,5 mol}, v (K;$0g + HCI) = 2,1 ml.min,
¢ (NaBH, )= 1 % (m/v), V (davk. sraly) = 100 ul, ¢ (HgG) = 200 ppb,
¢ (MeHd) = 200 ppb, ¢ (EtHY) = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb
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4.2.3. pH pufru

DalSim parametrem ovliwjicim &innost chemického generovani studené
pary rtuti bylo pH roztoku pufru testované v rozined 4,5 do 6,5. Tento rozsah byl
zvolen proto, aby nedoSlo kgkrateni hranic pH roztoku, ktery ime byt ¢erpan
do separéni kolony. Ziskana zavislost je zobrazena na OBx. MejvysSiho signalu bylo

dosazenoippH 4,5 a tato hodnota byla pouzita pro dalsfeni.

T

A 0,070

0,060

T

0,050

T

0,040

T

0’030 ! " ! " ! " ! " !

pH
Obr 4.9. Zavislost absorbance na pH pufru
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.mifl,
¢ (CGHsOH) = 40 % (v/v), ¢ (CHCOONH,) = 30 mmol.1%, t = 37,1 °C,
¢ (GHsOS) = 0,1 % (VIv), ¢ (§08) = 3 % (M), ¢ (HCI) = 0,5 mol,
V (K2$0g + HCI) = 2,1 ml.miri, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v), V (davk. sreky) = 100 pl,
¢ (HgCh) = 200 ppb, ¢ (MeH{ = 200 ppb, ¢ (EtHY) = 200 ppb,
¢ (PhHg) = 200 ppb
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4.2.4. Koncentrace 2-merkaptoethanolu

DalSim dilezitym parametrem ovliwjicim generovani studené pary rtuti je
koncentrace komplexotvornéhginidla. VIiv koncentrace 2-merkaptoethanolu byl
testovan pro vSechny 4 specie v rozmezi koncendich6i % (v/v) do 0,15 % (v/v). Jak je
koncentrace byla zvolena jako kompromis, protozé& mpulovém gidavku
komplexotvorného ¢inidla dosSlo k vyraznému poklesu signalu u orgamorgch

slowenin.

0,140

T
|

A 0120 |

0,100

T

0,080

T

0,060 |-

T

0,040

T
|

0,020

0,00 0,03 0,06 0,09 0,12 0,15
¢ [% viv]

Obr 4.10. Zavislost absorbance na koncentraci 2-merkaptoethan
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.mifl,
¢ (GHsOH) = 40 % (v/v), ¢ (CHCOONH;) = 30 mmol.I*, t = 37,1 °C,
¢ (K2S0g) = 3 % (m/v), ¢ (HCI) = 0,5 mol}, v (K;$0g + HCI) = 2,1 ml.min,
¢ (NaBH, )= 1 % (m/v), V (davk. sraly) = 100 ul, ¢ (HgG) = 200 ppb,
¢ (MeHg) = 200 ppb, ¢ (EtHY) = 200 ppb, ¢ (PhHEY = 200 ppb
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4.2.5. Koncentrace ethanolu

Druh organické fazeimlavané do mobilni faze ma velky vliv na ziskany
analyticky signal. V této diplomové praci byla wsina mobilni faze stgavkem
ethanolu, acetonitrilu a methanolu. Nejprve bylyoy@dny pokusy s mobilni fazi
obsahujici ethanol v rozmezi koncentraci od 20 %) (do 60 % (v/v). B nizkych
koncentracich ethanolu dochazelo ke snizeni odéeigktoru a naopak pro koncentrace
vySSi nez 60 % (v/v) nebyladieni provadna z divodu vysoké viskozity mobilni faze.
Ze zavislosti na Obr. 4.11. je patrné, Ze nejvikgdrkoncentraci pro vSechny specie rtuti

je koncentrace 40 % (v/v).

; . " . " . " . "
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0,120 | -
—v—PhHg'|
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0,030 | -
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Obr 4.11. Zavislost absorbance na koncentraci ethanolu
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (CHsCOONH,) = 30 mmol.T*, ¢ (GHsOS) = 0,1 % (v/v), ¢ (§0s) = 3 % (m/v),
¢ (HCI) = 0,5 mol.v (K205 + HCI) = 2,1 ml.miri*, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v),
V (davk. smgky) = 100 pl, ¢ (HgG) = 200 ppb, ¢ (MeH = 200 ppb,
¢ (EtHg") = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb



4.2.6. Koncentrace acetonitrilu

Druhym testovanym druhem organické slozkil@vané do mobilni faze byl
acetonitril v rozsahu koncentraci od 10 % (v/v)5b% (v/v). Z grafu na Obr. 4.12. je
ziejmé, Ze acetonitril neni vhodnou organickou sloZkoobilni faze pro chemické
generovani studené pary rtuti. Pro organwréuslodeniny je tento druh rozpousia

nevhodny, jelikoZz dochazi k vyraznému poklesu dignAcetonitril proto nebyl nadale

pouzivan pro dalSi &eni.
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Obr 4.12. Zavislost absorbance na koncentraci acetonitrilu
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (CH:COONH;) = 30 mmol.T!, ¢ (GHs0S) = 0,1 % (v/v), ¢ (K508) = 3 % (M),
¢ (HCI) = 0,5 mol.lv (K.S$0s + HCI) = 2,1 ml.miri*, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v),
V (davk. smgky) = 100 pl, ¢ (HgGl) = 200 ppb, ¢ (MeHY = 200 ppb,

¢ (EtHg") = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb
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4.2.7. Koncentrace methanolu

Na za¢r byly provedeny pokusy iplavkem methanolu, jako organicke
sloZzky mobilni fdze. Mobilni faze byl&ipravena s koncentraci methanolu od 10 % (v/v)
do 50 % (v/v). Z grafické zavislosti na Obr. 4.38. patrné, Ze ifdavek methanolu
do mobilni faze zfisobuje vyrazny pokles odezvy detektoru pro orgariné slodeniny,
proto ani methanol nebyl pro dalséifani pouzivan a jako nejvhogjgi rozpousidio byl

zvolen ethanol.

0,160 T 7 T 7 T 7 T 7 T
—u—HgCl,
0,140 | R
A —eo— MeHg
[ —a—EtHg"
0120 |- —v— PhHg" |
E/E
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Obr 4.12. Zavislost absorbance na koncentraci methanolu
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (CHsCOONH,) = 30 mmol.T*, ¢ (GHsOS) = 0,1 % (v/v), ¢ (§0s) = 3 % (Mm/v),
¢ (HCI) = 0,5 mol.lv (K.S$0s + HCI) = 2,1 ml.miri, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v),
V (davk. smgky) = 100 ul, ¢ (HgG) = 200 ppb, ¢ (MeH = 200 ppb,
¢ (EtHg") = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb
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4.2.8. Optimalni podminky pro chemické generovéutené pary rtuti
Nalezené optimalni podminky pro chemické generowimiené pary rtuti

jsou shrnuty v Tab. 4.1.

Tab. 4.1.0ptimalni podminky pro CVG - QTAAS zji&té v prostedi mobilni faze

Parametr Hodnota
Koncentrace KS,0Og [%, m/V] 3
Koncentrace HCI [mol]] 0,5
Prittokova rychlost KS,0g + HCI [ml.min’] 2,1
Pritokova rychlost roztoku NaBHml.min™] 0,6
Koncentrace roztoku NaBH%, m/v] 1
Pritokova rychlost argonu [ml.mif) 60
Teplota vyliivani givodniho ramene 37,1
detekni trubice [°C]
Koncentrace ethanolu [%, v/v] 40
Slozeni pufru CHCOOH/CHCOONH, 30/30
[mmol.I"]
pH pufru 4,5
Koncentrace 2-merkaptoethanolu 0,01
[%, vIV]
Pritokova rychlost mobilni faze [ml.miff} 0,5

4.3. Kalibrace za podminek optimalnich pro chemickégenerovani
studené pary rtuti v rezimu pritokové injekéni analyzy vyhodnocené

z vysSky a plochy FIA - piku

Po optimalizaci chemického generovani bylgisfpupeno k progieni
kalibratnich zavislosti pro jednotlivé specie v apafatoeobsahujici zapojenou kolonu.
Z jednotlivych kalibrénich zavislosti byly zjighy zakladni charakteristiky stanoveni

kazdé specie rtuti zvlaZa pomoci vyhodnocovani vysky a plochy FIA - piku.
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Kalibracni zavislost pro jednotlivé specie rtuiyla prontiena v rozmezi
od 1 ppb do 3000 ppb. Linearniasti vyhodnocené z vySek fikjsou uvedeny
na Obr. 4. 13. a linearnasti vyhodnocené z ploch ika Obr. 4.14,

T T T T T T T T T T T
0,400 |- m  HgCl, e
i
e MeHg" -
A EtHg'
0,300 | . -
0,200 |- -
0,100 | -
0,000 |- -
1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 "
0 100 200 300 400 500 600
¢ [pph]

Obr 4.13. Lineéarnicast kalibr&ni zavislosti pro stanoveni vybranych specii rtuti
vyhodnocena z vysky FIA - piku
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (G:HsOH)= 40 %, ¢ (CHCOONH;) = 30 mmol.t!, ¢ (GHs0S) = 0,1 % (v/v),
¢ (K2$0s) = 3 % (m/v), ¢ (HCI) = 0,5 moliv (K;$0g + HCI) = 2,1 ml.min',
c (NaBH, )= 1 % (m/v), V (davk. srdlgy) = 100 pl
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Obr 4.14. Linearnicast kalibr&ni zavislosti pro stanoveni vybranych specii rtuti
vyhodnocena z plochy FIA - piku
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (CG:HsOH)= 40 %, ¢ (CHCOONH;) = 30 mmol.t}, ¢ (GHs0S) = 0,1 % (v/v),
¢ (K2$0s) = 3 % (M/v), ¢ (HCI) = 0,5 moliv (K;S0g + HCI) = 2,1 ml.mirt,
¢ (NaBH, )= 1 % (m/v), V (davk. srilgy) = 100 ul

Z jednotlivych kalibr&nich zavislosti byly zjighy zakladni charakteristiky
stanoveni pro jednotlivé specie rtuti, které jsdunsaty v Tab. 4.2. Z uvedenych
detekce a meze stanovitelnosti bylo dosaZzeno pidgVieNaopak nejvyssi hodnoty byly
ziskany pro PhHg Pro koncentraci 200 ppb byla také stanovena opaktmost
vyjadrena jako RSD v procentech. Citlivost stanoveni bgmiz3i pro PhHg
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Tab. 4.2.Zakladni charakteristiky vybranych specii rtutitotou CVG - QTAAS

specie HgGl MeHd" EtHg' PhHg
Citlivost [ng.mI'] |plocha 0,00058 0,00088 0,00048 0,00044
vyska| 0,00069 0,00050 0,00053 0,00045

LOD [ppb] plocha 5 3 6 7
vySka 4 3 12 7
LOQ [ppb] plocha 17 11 20 25
vyska 14 10 40 25
Opakovatelnost [%] plocha 5,0 16,2 4,7 11,4
vySka 3,7 14,8 7,4 11,2

LDR [ppb] plochg 17 - 1000 11 - 2000 20 - 1000 25 - 1000
vySka| 14 -1000 10 - 2000 40 - 500 25 - 1000
Korelani koeficient| plocha  0,9991 0,9965 0,9998 0,9984
vySka| 10,9985 0,9943 0,9998 0,9992

4.4. Optimalizace separéniho kroku

Po zjiS€ni optimalnich podminek chemického generovani stédmar rtuti
a prongieni jednotlivych zakladnich analytickych charaldiki bylo gistoupeno
k zapojeni HPLC kolony do aparatury a optimalizaeparaniho kroku. Pro separaci
jednotlivych specii rtuti byly v této diplomové pigpouzity separami kolony Gemini
o riznych rozngrech, obsahujicich reverzni fazi teoou ¢asticemi C18 o rozsmech
3 um.

Slozeni mobilni faze vychazelo z optimalizace MB pnemické generovani.
Tato MF byla nadéle upravovana tak, aby doslo ke&jtepSimu rozéleni jednotlivych
specii. Testovanymi parametry bylo sloZzeni pufrjelao pH, koncentrace ethanolu,
koncentrace 2-merkaptoethanoluptpkova rychlost MF, prtokova rychlost nosného
plynu a teplota vykivani kolony. Mobilni faze a vzorky byly vzdy ulmaukovany po
dobu 20 min, aby doSlo k odstegm rozpu&nych plyni, které by mohly vést
k zavzdussni kolony. Z divodu nedokonalého rozéni Hf* a MeHd byly vyzkouseny
raizné programy gradientu obsahu ethanolu v MF. RepSani separace byly vyzkouSeny
kolony o fiznych roznérech. Vychozi sepatai kolonou byla kolona Gemini (3um,
150 x 2,4 mm). Pro optimalizaci separace byly vyaay ¢tyii specie rtuti, anorganické
ionty Hf* a organokovové sl@geniny MeHd, EtHg a PhHJ. K zdznamu signalu

z AAS byl vyuzivan univerzalni chromatografickyerfiace (UCI).
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4.4.1. Koncentrace pufru

Prvnim optimalizovanym parametrem byla koncentrgcdru tvaeného
octanem amonnym a kyselinou octovou v MF. Vliv kemitace tohoto pufru v MF byl
zkouméan v rozmezi koncentraci od 15 mniold 30 mmolf. Grafy pro jednotlivé

koncentrace jsou uvedeny na Obr. 4.15.
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Obr. 4.15.Vliv koncentrace octanového pufru na separadi'HdeHd', EtHg", PhHd
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (C:HsOH) = 40 %, ¢ (GHgOS) = 0,1 % (V/v), ¢ (5&0g) = 3 % (M/V),
¢ (HCI) = 0,5 mol.lv (K.S0s + HCI) = 2,1 ml.mir", t (kolony)= 40 °C,
¢ (NaBH, )= 1 % (m/v), V (davk. sraky) = 100 pl, c (HgG)) = 200 ppb,
¢ (MeHd) = 200 ppb, ¢ (EtHY) = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb,
1-Hd", 2 - MeHd, 3 - EtHd, 4 - PhHd
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Z uvedenych zavislosti vyplyva, Ze se snizujicikeacentraci octanového
pufru dochézelo ke zhorsovani rozlisen?Hg MeHd . Nejlepsiho rozliseni pikbylo
dosaZeno i koncentraci pufru 30 mmotl PouZiti koncentrovaisich roztok pufru
vedlo ke snizeni signélu a tedkepneé i G¢innosti chemického generovani studené pary
rtuti. ProtoZe vyslednou separaci mohla svou iootiosilou ovlivnit také &, ktera byla
sowtasti pufru, bylo fistoupeno k porovnani s analyzami, kde mobilni faasahovala
pufr tvareny kyselinou octovou a octanem sodnym. Bylo prékéz Ze druh kationtu soli
nema vliv na separaci ve spojeni s chemickym gedeim studenych par rtuti, proto byl

I nadale pouzivan octan amonny, jelikdZzmngm bylo dosahovano vyssiho signalu.
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4.4.2. Koncentrace ethanolu
Po optimalizaci koncentrace pufru bylofigbloupeno k optimalizaci
koncentrace ethanolu v mobilni fazi. Vliv konceot#raethanolu byl testovan v rozmezi
od30 % do 50 % (v/v). NizSi koncentrace ethanabap. 10 % (v/v) vedly
ke znemozéni separace, jelikoz byl chromatogram igm jednim sisnym pikem
o velké ploSe. Kuli vysokeé viskozi¢ MF a tudiz pilis vysokému tlaku na kol@émnebyly
pouzivany vyssi koncentrace ethanolu nez 50 %.afigra Obr. 4.16. je patrné, Ze
nejlepsi separace bylo dosazertokpncentraci 40 % (v/v). Zivodu pongrné vysoké
viskozity MF i gi této koncentraci bylo nutné sepémé kolonu vylfivat. Pro prvotni

pokusy byla pouzita teplota 40 °C.
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Obr. 4.16.Vliv koncentrace ethanolu na separacfH¢leHd', EtHg", PhHg

v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (CHsCOONH,) = 30 mmol.T*, ¢ (GHsOS) = 0,1 % (v/v), ¢ (§0s) = 3 % (m/v),
¢ (HCI) = 0,5 mol.v (K205 + HCI) = 2,1 ml.miri*, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v),

V (davk. smgky) = 100 pl, t (kolony) = 40 °C, ¢ (Hg&}l= 200 ppb,
¢ (MeHd) = 200 ppb, ¢ (EtHE) = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb,
1-Hd", 2 - MeHd, 3 - EtHd, 4 - PhHd
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4.4.3. Koncentrace 2-merkaptoethanolu

DalSim vyznamnym parametrem owlijicim separaci je koncentrace
komplexotvornéhocinidla. V této diplomové préci byl pouzivan 2-mepk@ethanol
v rozmezi od 0,01 % (v/v) do 0,15% (v/v). Na Ohd 7 je znadzorna zavislost signalu

jednotlivych specii rtuti na koncentraci 2-merkait@nolu v MF.
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Obr. 4.17.Vliv koncentrace 2-merkaptoethanolu na separaé HdeHq', EtHd',
PhHg
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (G:HsOH) = 40% (v/v), ¢ (CHCOONH;) = 30 mmol.1t, ¢ (K:$08) = 3 % (M/V),
¢ (HCI) = 0,5 mol.lv (K.S$0s + HCI) = 2,1 ml.miri, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v),
V (davk. smgky) = 100 pl, t (kolony) = 40 °C, ¢ (Hg&l= 200 ppb,
¢ (MeHd) = 200 ppb, ¢ (EtHY) = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb,
1-Hd", 2 - MeHd, 3 - EtHd, 4 - PhHd
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Z porovnanid&chto grafi vyplyva, Ze nejtinnéjSi separace bylo dosazeno p
koncentraci 2-merkaptoethanolu 0,05 % (v/v). Tabodentrace byla nadale pouZivana

jako optimalni.

4.4.4, Gradient ethanolu

Z davodu velmi nedokonalého rodgéni jednotlivych specii byloffstoupeno
k testovani iznych gradient obsahu ethanolu v MF vidi¢hu separace. Nejprve byl
testovan gradient snizujiciho se obsahu ethandkry kbohuZel nevedl ke zlepSeni
separaniho kroku, naopak dochazelo ke snizeni rozliSedngtlivych pik. Proto byl
zvolen opany gradient a byla testovana metoda se zvysujidioseentraci ethanolu
v ¢ase. Kromd pacateeni a konéné koncentrace ethanolu byl takémn ¢as, ve kterém
dochézelo k nastupu gradientuiZRé druhy gradientu jsou zobrazeny na Obr. 4.18.
Porovnanim jednotlivych grafna Obr. 4.18. je patrné, Ze nejlepSi separace bylo
dosazeno i gradientu nastupujicim wavrté minug o pa:atetni koncentraci 20 % (v/v)

a kon€né koncentraci 50 % (v/v) ethanolu.
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Obr. 4.18.Vliv gradientu ethanolu na separaci¥igleHd', EtHg", PhHd
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (CHsCOONH,) = 30 mmol.T*, ¢ (GHsOS) = 0,1 % (v/v), ¢ (§0s) = 3 % (m/v),
¢ (HCI) = 0,5 mol.v (K205 + HCI) = 2,1 ml.miri*, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v),
V (davk. smgky) = 100 pl, t (kolony) = 40 °C, ¢ (Hg§}l= 200 ppb,
¢ (MeHd) = 200 ppb, ¢ (EtHY) = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb,
1-Hd"*, 2 - MeHd, 3 - EtHd, 4 - PhHd
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4.4.5. Teplota vytivani kolony

Z davodu vysoké viskozity mobilni faze bylo peba kvili snizeni tlaku na
koloné vyhtivat kolonu pomoci termostatu. Z grafickych zawslona Obr. 4.19. je
ziejmé, Ze teplota vyivani kolony nermla vyznamny vliv na separaci jednotlivych
specii, proto byla nadale pouzivana teplota 40NiZSi teplota nebyla volena Zivbdu
zvySeni viskozity mobilni faze a ridstu tlaku na kolo& ktery by bylo patba
kompenzovat snizenim giokové rychlosti mobilni faze a tim¢asovym prodlouzenim

celé analyzy.
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Obr. 4.19.Vliv teploty vyhtivani kolony na separaci Big MeHq', EtHg', PhHd
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (CHsCOONH;) = 30 mmol.T*, ¢ (GHsOS) = 0,1 % (v/v), ¢ (§0s) = 3 % (m/v),

¢ (HCI) = 0,5 mol.v (Kx2S0s + HCI) = 2,1 ml.mir*, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v),
V (davk. smgky) = 100 ul, ¢ (HgG) = 200 ppb, ¢ (MeHg = 200 ppb,

c (EtHg") = 200 ppb, ¢ (PhHY) = 200 ppb, 1 - HY', 2 - MeHd,3 - EtHd , 4 - PhHg



-56 -

4.4.6. Patokova rychlost mobilni faze

Nasledujicim testovanym parametrem o#liicim (&innost separace
jednotlivych specii rtuti byla gtokova rychlost mobilni faze. #okova rychlost byla
promsfovana v rozmezi od 0,3 ml.mindo 0,55 ml.miff. Tento parametr ma vliv
na retedni casy vSech specii, bohuzel vSak se snizujici s&okwvou rychlosti MF
nedochazi ke zlepSeni rozliSeni jednotlivychupilale vSechny piky se posouvaji
spole&né. Grafy pro jednotlivé pitokové rychlosti jsou uvedeny na obrazku 4.280. P
nizSich ptitokovych rychlostech, jak je witina grafu znazaujicim priitokovou rychlost
0,3 ml.min*, dochéazi k prodlouzeni celkové doby analyzy. N&opa priitoku 0,55
ml.min™ dochazi k urychleni analyzy, ale sedstajici piitokovou rychlosti mobilni faze
dochazi ke zvySeni tlaku na kotoaz k maximalnim hodnotam. Z tohotévadu byla
i nadale zvolena jako ideélniipokova rychlost MF 0,5 ml.mih
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Obr. 4.20.Vliv pritokové rychlosti mobilni faze na separacifHdvleHd', EtHg',
PhHd
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mirt", ¢ (CHCOONH;) = 30 mmol.T,
¢ (GHOS) = 0,1 % (V/V), ¢ (5:08) = 3 % (m/v), ¢ (HCI) = 0,5 mol}, t = 37,1 °C,
V (K2S0g + HCI) = 2,1 ml.mir, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v), V (davk. smilgy) = 100 pl,
t (kolony) = 40 °C, ¢ (HgG) = 200 ppb, ¢ (MeHY) = 200 ppb, ¢ (EtHY) = 200 ppb,
¢ (PhHG) = 200 ppb, 1 - HY', 2 - MeHd, 3 - EtHd, 4 - PhHg

4.4.7. Patokova rychlost nosného plynu

Vliv pratokové rychlosti nosného plynu byl zkouman v rozivex 40 do 80
ml.min®. Na Obr. 4.21. jsou znaza@my chromatogramy pro jednotlivé tokové
rychlosti. Rivod nosného plynu byl umést az za fivodem oxid&niho ¢inidla, proto se
vyrazré neprojevuje jeho vliv na retémi ¢asy jednotlivych specii. Z jednotlivych
chromatogram je patrny trend sniZujici se velikosti signélu pjednotlivé piky
v zavislosti na virstajici pfitokové rychlosti nosného plynu. Se &gtajici pfitokovou

rychlosti nosného plynu dochazi k zdzeni jednothvpilki. Pro dalSi analyticka &eni
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byla zvolena pitokové rychlost 60 ml.mih
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Obr. 4.21.Vliv priitokové rychlosti nosného plynu na separaci’HileHg', EtHd',

v (NaBH) = 0,6 ml.min*,v (MF) = 0,5 ml.miff,c (GHsOH) = 40% (v/v), t = 37,1 °C,

¢ (CHsCOONH,) = 30 mmol.T*, ¢ (GHsOS) = 0,1 % (v/v), ¢ (§0s) = 3 % (Mm/v),
¢ (HCI) = 0,5 mol.v (K.S$0s + HCI) = 2,1 ml.miri, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v),
V (davk. smgky) = 100 ul, t (kolony) = 40 °C, ¢ (Hg&l= 200 ppb,

¢ (MeHd) = 200 ppb, ¢ (EtH§) = 200 ppb, ¢ (PhHE) = 200 ppb, 1 - HE', 2 - MeHd,

3 - EtHg, 4 - PhHg
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4.4.8. pH pufru

Jednim z dalSich paramietktery mize ovlivnit retekni ¢asy a vysky signal
pro jednotlivé specie je pH octanového pufru. Tgraoametr byl testovan v rozmezi pH
od 3,7 do 5,5. Z chromatogranma Obr. 4.22. jeiejmé, Ze pH octanového pufru neméa
vyznamny vliv na reteini ¢asy jednotlivych specii, ale dochazi keémdm intenzity
signalu pro jednotlivé specie. pHii fkterém bylo dosazeno nejvysSiho signalu se pro
jednotlivé specietizni, proto bylo zvoleno pH = 5, jako kompromis mepnisazenym

signalem jednotlivych specii.
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Obr. 4.22.Vliv pH octanového pufru na separaci¥igMeHd', EtHg', PhHg
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (CHiCOONH,) = 30 mmol.t}, ¢ (GHOS) = 0,1 % (V/v), ¢ (55:08) = 3 % (M/V),
¢ (HCI) = 0,5 mol.,v (Kx2S0s + HCI) = 2,1 ml.mir*, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v),

V (davk. smgky) = 100 ul, t (kolony) = 40 °C, ¢ (Hg&l= 200 ppb,
¢ (MeHd) = 200 ppb, ¢ (EtHY) = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb,
1-Hd"*, 2 - MeHd, 3 - EtHd, 4 - PhHg
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4.4.9. Vyrdna chromatografické kolony

Z daivodu nedostatmé separace jednotlivych specii bylafisppupeno
k vymeéné chromatografické kolony. Byly testovany&iolony Gemini C18 otdznych
rozmérech. Jako prvni byla testovdna kolona Gemini C38r(, 150 x 2,4 mm). Tato
kolona neumofovala dostai¢ G¢innou separaci vybranych specii, jelikoz doslo
k Gplnému pekryti piku HgC} a MeHd a k posunu retémiho ¢asu EtHg smsrem
k prvnimu piku. Stouto kolonou nebyly nadale pd#vg dalSi pokusy a bylo
pristoupeno k testovani druhé kolony Gemini C18 (3280 x 3,0 mm). JiZ prvotni
pokusy ukazaly, Ze na této kotodochazi k vyraznému zlepSeni separace jednotlivych
specii. Nevyhodou této kolony je prodlouzeni dolalgzy, kterd se zdvojnasobila.
Porovnanim ploch pik bylo zjis€no, Ze i pes pokles signalu na delSi kotobyla
zachovana plocha pikjednotlivych specii. Na této kolénse neprojevil pozitivé
gradient obsahu ethanolu, proto byla nasleduji¢ienmi provadna isokraticky p
koncentraci 40 % (v/v). Pomoci této kolony byly kgeny kalibr&ni zavislosti a realné
vzorky za podminek zji&hych @i optimalizaci na kolo& Gemini C18 (3um, 150 x 4,6
mm). Jedinym parametrem liSicim se opraivgdni kolor¢ je pratokovéa rychlost MF,
kterd byla snizena zZidodu tlaku dosaZeného na kotonJelikoZ je maximalni tlak
moZny na del$i kolan 160 bar, bylo mozné pouzivatipwk pouze 0,125 ml.mih.

U¢innost sepaaiho kroku je znazokma na Obr. 4.23.
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Obr. 4.23.Separace pomoci kolony Gemini C18 (3um, 250 x 1) m
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir",v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (CHtCOONH,) = 30 mmol.I', ¢ (GHgOS) = 0,1 % (V/v), ¢ (§0g) = 3 % (M/v),
¢ (HCI) = 0,5 mol.t,v (Kx2S0s + HCI) = 2,1 ml.mint, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v),
¢ (GHsOH) = 40% (v/v), V (davk. sriky) = 100 pl, t (kolony) = 40 °C,
¢ (HgCh) = 200 ppb, ¢ (MeHg = 200 ppb, ¢ (EtHY) = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb,
1-Hd", 2 - MeHd, 3 - EtHd, 4 - PhHd
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4.4.10. Shrnuti optimalnich podminek pro separgbranych specii rtuti

Optimalni podminky pro HPLC separaci HgCMeHg', EtHg" a PhHg
ve spojeni s chemickym generovanim studené paty atlAAS detekci jsou shrnuty
v Tab. 4.3.

Tab. 4.3.0Optimalni podminky pro separaci vybranych speati rt

Parametr Hodnota
Koncentrace roztoku 5,05 [%, m/v] 3
Koncentrace roztoku HCI [mat}] 0,5
Pratokova rychlost roztoku ¥5,05 + HCI 2,1
[ml.min™]
Pritokova rychlost roztoku NaBH 0,6
[ml.min™]

Koncentrace roztoku NaBH%, m/v] 1
Pritokova rychlost argonu [ml.mif} 60
Teplota vyttivani detekni trubice [°C] 37,1

Koncentrace ethanolu [%, v/V] 40
SloZeni pufru CRHCOOH/CHCOONH, 30/30
[mmol.I"]
pH pufru 5,0
Koncentrace 2-merkaptoethanolu 0,05
[%, VvIV]
Teplota vyttivani kolony [°C] 40
Pritokova rychlost mobilni faze 0,125
[ml.min™]

4.5. Kalibrace pro vybrané specie rtuti za podminekoptimalnich pro
HPLC - CVG - QTAAS

Za podminek zjighych @i optimalizaci chemického generovani studené pary

rtuti a @i optimalizaci sepatmiho kroku pro vybrané specie rtuti byly pré&eny
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kalibracni zavislosti. Na Obr. 4.24 jsou znazémg chromatogramydaznych koncentraci
specii separujicich se na koton paradi HgCh - MeHg' - EtHg - PhHg. Pro vypaet
z&kladnich charakteristik byly pouzity plochy pilednotlivych specii. Pro porovnani
jsou v Tab. 4.4. uvedeny také hodnoty Wijené z vysek pik

;' I T I T I T I T I T I T I T I T I T I
£.4000 5 ppb
> 20 ppb
50 ppb
3500 | | 100 ppb
200 ppb
350 ppb
—— 500 ppb
3000 - |- 1000 ppb
— 2000 ppb
2500 |
2000 |
| | | | | 1 | | | | |

0131619112115 18121124127130
t [min]
Obr. 4.24.Chromatogram vybranych specii rtutit@nych koncentracich

v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir",v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (CH:COONH;) = 30 mmol.T!, ¢ (GHsOS) = 0,1 % (v/v), ¢ (50s) = 3 % (M),

¢ (GHsOH) = 40% (viv), ¢ (HCI) = 0,5 moliv (K:$0g + HCI) = 2,1 ml.mir,

¢ (NaBH; )= 1 % (m/v), V (davk. smalgy) = 100 pl, t (kolony)= 40 °C, 1 - H§

2 - MeHd, 3 - EtHd, 4 - PhHg

Z Obr. 4.24. na kterém jsou zobrazeny chromatogrnarytizné koncentrace
jednotlivych specii je patrné, Ze se PRKpme Hg?, MeHd" a EtHd rozklada jest na
dalsi d¢ nezndmé slateniny. Tyto slodeniny nebylo mozné identifikovat, jelikoz
nebyly k dispozici standardydhto latek. Nelze obeénrici, kolik procent PhHY se
rozklada na danou speciiifdenéné mnozstvi eviden#énzalezi na sloZzeni realného
vzorku. Vliv na ziskané hodnoty ma také opakovatiimetody pro jednotlivé specie,

jelikoz je u vSech organortnych slodenin vySsi nez 15 %.
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Na Obr. 4.25 je zobrazena lineartdst kalibr&ni zavislosti pro vybrané
specie rtuti vyhodnocena z vySky piku a na Obr64¥hodnocena z plochy piku.
Z téchto zavislosti byly ziskany meze detekce a meamositelnosti. Opakovatelnost,
a je rovna 4,9 %. Pro ostatni specie je opakovaseyrazi vyssi. Ri analyze vzork
pro ukeni opakovatelnosti bylo zji&to, Ze u vSech organottwych slogenin dochazi
pokojové teplat priblizné po tech hodinach k jejichékani do ovzdusi, dikgemuz se
v ¢ase sniZzuje na#eny signal. Z tohotoivodu byly i méieni kalibrace ponechany
jednotlivé vialky s kalibrénimi roztoky v lednici a vloZzeny do automatickéravkiovae
tésne pred vlastni analyzou. Zakladni charakteristiky pytorané specie rtuti metodou
HPLC - CVG - QTAAS jsou shrnuty v Tab. 4.4. Pro@arani citlivosti této metody jsou
v Tab. 4.5. uvedeny hodnoty meze detekce a meme\stalnosti pro UV - fotochemické
generovani studené pary rtuti ve spojeni s RP -GRiskané v diplomové praci Mgr.

Ondreje Linharta.

T 1 T T T T T T T T JRg
< 1000F| ™ HoCl, P
% e MeHg"
& A EtHg'
¥ so0f g -
- PhHg
600 | -
400 -
200 | -
otk _
1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1

0 200 400 600 800 1000
¢ [pph]
Obr. 4.25.Linearnicast kalibr&ni zavislosti pro vybrané specie rtuti vyhodnocena

z vySky piku
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.mifl,
¢ (GHsOH) = 40% (v/v), ¢ (CHCOONH;) = 30 mmol.', ¢ (GHeOS) = 0,1 % (V/v),
t=37,1°C, ¢ (kS0s) = 3 % (m/v), ¢ (HCI) = 0,5 mold, V (davk. smsky) = 100 pl,
Vv (K2S$0g + HCI) = 2,1 ml.min',c (NaBH, )= 1 % (m/v), t (kolony) = 40 °C
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z plochy piku
v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir*,v (MF) = 0,5 ml.mifl,
¢ (GHsOH) = 40% (v/v), ¢ (CHCOONH,) = 30 mmol.t}, ¢ (GHsOS) = 0,1 % (v/v),
t=37,1°C, ¢ (K508) = 3 % (m/v), ¢ (HCI) = 0,5 mol}, t (kolony) = 40 °C,
Vv (K2$0g + HCI) = 2,1 ml.mint,c (NaBH, )= 1 % (m/v), V (davk. sriky) = 100 pl

1000
¢ [ppb]
Obr. 4.26.Linearnicast kalibr&ni zavislosti pro vybrané specie rtuti vyhodnocena

Tab. 4.4. Zakladni charakteristiky vybranych specii rtuti todou HPLC - CVG -

QTAAS
specie HgGl MeHd" EtHg' PhHg
Citlivost [ng.mI"] |plocha] 0,79830 0,34551 0,35996 0,78254
vyska| 1,00740 0,38700 0,39760 0,87130
LOD [ppb] plocha 9 10 4 6
vySka 3 2 14 8
LOQ [ppb] plocha 28 32 12 20
vyska 8 7 46 25
Opakovatelnost [%] plocha 4,9 16,0 21,0 17,3
vyska 3,0 17,1 18,2 17,4
LDR [ppb] plocha 28 -2000 32 -1000 12 - 1000 20 - 1000
vyska| 8-2000 7 - 1000 46 - 1000 25 - 1000
Korelani koeficient| plocha)  0,9994 0,9980 0,9997 0,9988
vyska| 0,9994 0,9981 0,9984 0,9985
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Tab. 4.5. Porovnani meze detekce a meze stanovitelnosti pemické a UV -

fotochemické generovani studené pary rtuti ve spgdRP - HPLC

. - UV - fotochemické
chemické generovani P
generovani
plocha vySka plocha vySka
HgCl, | LOD [ppb] 9 3 8 8
LOQ [ppb] 28 8 27 28
MeHg" | LOD [ppb] 10 2 31 36
LOQ [ppb] 32 7 103 119
EtHg" | LOD [ppb] 4 14 16 19
LOQ [ppb] 12 46 54 63
PhHg | LOD [ppb] 6 8 38 35
LOQ [ppb] 20 25 127 117

4.6. Analyza realnych vzorki

V této diplomové praci byly pouzity jako realné vizp vody z fiznych toki
ZapadnicrCech. Veskeré vzorky byly odebrany odpoledne ded pnalyzou a po celou
dobu byly uchovavany v chladwie. Rehled vzork je uveden v Tab. 4.6.

Tab. 4.6.Reélné vzorky

%

Nazev Misto odéru Datum Cas Poznamka
Uhlava Tajanov u Klatov 23.2.2014 17:00 feka

Lometek Klatovy 23.2.2014 17:15 vodni nadrz
Polaika Dolany u Klatov ~ 23.2.2014 18:45 potok

Pred analyzou byly veSkeré vzorkyefiltrovany. Nejprve byly analyzovany
vzorky metodou HPLC - CVG - QTAAS bezigavku jednotlivych specii rtuti. U vSech
analyzovanych vzorkbyl zjiStn obsah jednotlivych specii pod mezi detekce, pogto
pristoupeno k réfeni spikovanych vzortk VSechny vzorky byly spikovany sisi
obsahujici HgGl MeHd', EtHg a PhHJ o koncentraci 200 ppb. Mnozstvi jednotlivych
specii bylo vyhodnocovano pomoci Kkaliéméch zavislosti porovnanim ploch



- 68 -

jednotlivych specii. Tab. 4.7. shrnuje &mosti jednotlivych specii ziskané porovnanim

ploch piki ve spikované realné matrici vzorku s kalisriani zavislostmi.

Tab. 4.7.Vytéznost z ploch pik pro jednotlivé specie rtuti metodou RP - HPLC -&Y
QTAAS

Vzorek Vy&Znost [%]

HgCl, MeHg" EtHg' PhHg
Uhlava 104,1+14 107,1+3,0 123,7+1,0 69,041
Lometek 103,7+2,0 1151+04 1240+1,1 77,1+0,2
Polaika 96,8+0,1 1186+0,2 108,3+28 62,0+34

Na Obr. 4.27. jsou zobrazeny chromatogramy realngadrki s gidavkem
200 ppb kazdé specie a pro porovnaniijwpen chromatogram obsahujici mobilni fazi
s pridavkem 200 ppb kazdé specie. Ve vzorcich z Uhéalpmeku bylo nalezeno vice
rtuti, nez odpovidalo flanému mnozstvi. Vy5Si hodnoty mohou byfisgbeny také
interferenci soli itomnych ve vzorcich. U vzorku Pdla byla vy&znost pro HgGl
niz8i nez 100 %. Je mozné, ze dosladngné ¢asti HYCh na MeHd. K tomuto jevu
muze dochézet, jsou - li ve vzorkdifpmny methanogenni bakterie. U tohoto vzorku
doslo také k rozkladu PhHga ostatni specie. Nelzéegré urit, v jakém pomdru se

rozklada na jednotlivé specie.
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Obr. 4. 27.Chromatogramy reélnych vzark

v (Ar) = 60,0 ml.mift, v (NaBH) = 0,6 ml.mir",v (MF) = 0,5 ml.miff, t = 37,1 °C,
¢ (CHsCOONH,) = 30 mmol.T*, ¢ (GHsOS) = 0,1 % (v/v), ¢ (§0s) = 3 % (m/v),
¢ (HCI) = 0,5 mol.v (K205 + HCI) = 2,1 ml.mir*, ¢ (NaBH )= 1 % (m/v),

¢ (GHsOH) = 40% (v/v), V (davk. sniky) = 100 ul, t (kolony) = 40 °C,

¢ (HgCh) = 200 ppb, ¢ (MeH = 200 ppb,c (EtH§) = 200 ppb, ¢ (PhHY = 200 ppb,

1-Hd", 2 - MeHd, 3 - EtHd, 4 - PhHd

Z tohoto obrazku jetejmeé, Ze fitomnost mobilni faze Zipobuje rozgeni

a zaobleni jednotlivych pik Naopak piky vzonk bez mobilni faze jsou vysSi a teg§i.

Z tohoto divodi neni mozné vyhodnocovat ¥¢host vzork z vysky piki.
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5. Zavwr

Predkladana diplomova prace byla zgena na chemické generovani studené
pary rtuti a na spediai analyzu vybranych sléanin rtuti (HgCh, MeHg', EtHg
a PhHg) pomoci HPLC s vyuzitim atomového absmitno spektrometru jako detektoru.

V prvni ¢asti byly optimalizovany parametry chemického geméni studené
pary rtuti. Optimalizovanymi parametry byly koncexte oxidaniho ¢inidla, kterym byl
K,S,0g koncentrace HCI, fitokova rychlost KS,0Og aHCI, pritokova rychlost NaBl]
praitok nosného plynu (argon) a teplota fiylani detekni trubice. Ped zapojenim
separéni kolony bylo také hledano vhodné sloZzeni molféizie. Nejprve bylo vybrano
spravné slozeni octanového pufru. V této praci bigtovany octan sodny a octan
amonny, ktery se ukazal jako vhe@§ii pro chemické generovani. Déle byla testovana
koncentrace octanu amonného a pH pufru, koncenkanglexotvornéhciinidla (2-
merkaptoethanol) a typ a koncentrace organickégldZzro chemické generovani se jako
nejvhodrjSi prokazal ethanol, naopak methanol a acetonigdly ke sniZzeni signalu. Za
optimalnich podminek chemického generovani studeéd rtuti byly prongieny
kalibratni zavislosti, ze kterych byly zji&ty zakladni analytické charakteristiky pro
jednotlivé specie. Tyto hodnoty zgsie z vySek a ploch pikoyly nasleds porovnavany.

Ve druhé casti diplomové prace byly testovany jednotlivé paetry
ovliviujici separéni krok jednotlivych specii. Testovanymi paramdigyy koncentrace
pufru, ethanolu a 2-merkaptoethanolu, teplotaitwdni kolony, gradient ethanolu,
pratokova rychlost mobilni faze a nosného plynu a pHryp JelikoZz nebyla separace
jednotlivych specii na pouzité kolérdostaténd, bylo gistoupeno k testovani jinych
kolon, z nichz jedna vyrazZnzlepSovala sepafai krok. Nevyhodou této kolony bylo
dvojnasobné prodlouzZeni doby analyzy.

V posledni ¢asti této diplomové prace byly préieny v optimalizované
aparatiie HPLC - CVG - QTAAS kalibréni zavislosti, ze kterych byly zjisty zakladni
analytické charakteristiky pro jednotlivé specieord¥nanim &chto hodnot z ploch
a vySek pik s parametry ziskanymi Mgr. Ofgjem Linhartem pro UV - fotochemické
generovani studené pary rtuti ve spojeni s RP -GiBYlo zjis€no, Ze je u chemického
generovani dosahovano mnohem nizSich mezi detelstanavitelnosti. Navrzena

analyticka metoda byla otestovana na realnych vaonod odebranych viznych tocich
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ZapadnichCech. Ri analyze realnych vzotkbylo zjis&no, Zze dochéazi k rozkladu PhHg
na slodeniny, které nebylo mozné dit; jelikoz nebyly k dispozici standardyadhto
slowenin.

Navrzena metoda HPLC - CVG - QTAAS je vhodna precigni analyzu
rtuti, ale je patba se nadale zabyvat festrcitymi parametry. JelikoZ neni separace
vSech specii dokonald, je pelba vyzkouSet kolonu s mensi velikagistic. Dale je také
potieba se zagtit na identifikaci slodenin, na které se rozklada PhHgglikoz mize
rozklad této specie vést k mylnému vyhodnoceni retvdbstatnich specii rtuti.
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