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ABSTRAKT, KLICOVA SLOVA

ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva testovanim sorpcnich gelt pouzivanych technikou diftzniho
gradientu v tenkém filmu (DGT) pro stanoveni rtuti v pfirodnich vodach.
Pro ptipravu sorpcnich geli byly vybrany tyto sorbenty: Duolit GT-73, Spheron-Thiol,
Chelex-100 a nové modifikovany sorbent Iontosorb AV.

Nejprve byla optimalizovéna piiprava vSech sorpcnich gell. Po optimalizaci ptipravy byly
sorpéni gely testovany v modelovych roztocich rtuti. Byl proveden test ndvratnosti a test
zavislosti nasyceni sorbetu na Case. Po ukonceni zakladnich testii byl studovan vliv ptirodnich
ligandii (huminovych latek a chloridil) a dalSich parametra, (pfedevsim pH a iontova sila) na
stanoveni rtuti technikou DGT.

KLICOVA SLOVA
Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu, rtut, sorpcni gel, diftizni gel, Duolite GT-73,
Chelex-100, Spheron-Thiol, Iontosorb AV

ABSTRACT

The aim of this thesis is testing of resin gels used in diffusive gradients in thin films technique
(DGT) for determination of mercury in natural waters. The sorbents, chosen for preparation of
resin gels were: Duolit GT-73, Spheron-Thiol, and Chelex-100 and newly modified sorbent
Iontosorb AV.

At the beginning of work, the preparation procedure of all resin gels was optimized. After
optimalization of preparation procedure the resin gels were tested in mercury model solutions.
The recovery test and time dependence test were performed. When the basic tests were
finished, they were followed by the tests of influence of natural ligand (humic matters and
chlorides), and other parameters (above all pH and ionic strenght), on mercury determination
by DGT technique.

KEYWORDS
Diffusive gradients in thin films technique, mercury, resin gel, difussive gel,
Duolite GT-73, Chelex-100, Spheron-Thiol, Iontosorb AV
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UVOD

1. UVOD

Rtut’ a jeji slouCeniny provazeji clovéka jiz nejméné tfi tisice let jeho historie.
Tyto slouceniny jsou pouzivany v riznych primyslovych odvétvich, zemédélstvi, laboratorni
technice 1 Iékafstvi. Celou tuto dobu sbird lidstvo zkuSenosti s jejimi toxickymi ucinky.
Slouceniny rtuti patii mezi jedny z nejtoxictéjSich latek vyskytujicich se v zivotnim prostiedi.
Nalezneme je v ptidach, v horninach, v atmosféte, ve vodach, ale také v riznych organismech.
Toxicita rtuti zavisi na formé, ve které se rtut’ nachazi. Do organismu pronika obvyklymi
vstupnimi cestami, inhalaci plynnych sloucenin, ¢i oralné, napt. konzumaci potravin. Problém
kontaminace rtuti a jejimi slouceninami je vSeobecné znamy nejen ve veédeckych kruzich,
ale i mezi laickou vefejnosti.'

Rtut’ se vyskytuje v Zivotnim prostiedi ve velmi malych koncentracich (ug.l”' az ng.1™),
proto je jeji stanoveni velmi obtizné, a vyzaduje pouZiti rychlych, piesnych, selektivnich
a citlivych metod. >

Velkym problémem pii stopové analyze kovl je kontaminace vzorku a chyby vzniklé
béhem odbéru vzorkl. Tyto problémy lze obejit méfenim in situ. Klasickym odbérem
a analyzou vzorku lze ziskat informaci o celkové, popt. celkové rozpusténé koncentraci kovu.
Tato informace se vSak stale vice ukazuje byt nedostacujici a hledaji se nové techniky, které
umoznuji odhadnout mnozstvi potenciadlné¢ dostupnych kovl pro biotu. V posledni dobé se
k témto ucelim s vyhodou pouzivd in situ technika difizniho gradientu v tenkém filmu
(DGT).*

Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu (DGT) je relativné nova in situ technika pro
stanoveni kineticky labilnich a potencialné (bio)dostupnych forem prvkii v ptirodnich
vodnych systémech.*® Piestoze je tato technika v soutasnosti schopna méfit vice nez 50 prvki
periodické tabulky, jen malo pozornosti bylo vénovano validaci této techniky pro méfeni rtuti.

Prvni préace v této oblasti byly zapocCaty na Fakulté¢ chemické Vysokého uceni technického
v Brn¢ v roce 2003. Pro vyfeSeni probléml s akumulaci rtuti v bézné pouzivaném
polyakrylamidovém difznim gelu byl jako sorpéni gel doporufen gel s iontoméniCem
Spheron-Thiol. Tento iontoméni¢ vSak v soucasné dobé neni komeréné dostupny. Z tohoto
davodu byla dalsi prace v této oblasti sméfovana na piipravu novych sorpcnich gelt, které by
mohly Spheron-Thiolovy gel nahradit. Za posledni dva roky bylo navrzeno né€kolik takovych
gelt, jejich vlastnosti vSak doposud nebyly testovany.



CILE DIPLOMOVE PRACE

2. CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo vypracovat literarni reSersi tykajici se feSené problematiky,
optimalizovat pfipravu novych (Hg) sorpcnich gelli pro techniku DGT, testovat pfipravené
gely v laboratofi a navzajem porovnat vlastnosti téchto geli.



CHEMICKO-FYZIKALNI VLASTNOSTI RTUTI

3. TEORETICKA CAST DIPLOMOVE PRACE

3.1. Rtut’

3.1.1. Chemicko-fyzikalni vlastnosti rtuti

Rtut’ je stiibroleskly kov, ktery se nachéazi ve 12-té skupiné¢ Mend¢€lejevovy periodické
tabulky. Patfi mezi pfechodné prvky, jejichz valencni elektrony jsou umistény v d-orbitalech.
Rtut’ nalezneme v piirodé nejCastéji se zinkem a kadmiem. Tyto prvky patii do skupiny
tzv. chalkofilnich kovi.'?

Elementarni rtut’ je jedinym kovovym prvkem, ktery je pii laboratorni teploté tekuty.
Je dobrym elektrickym vodicem, ale pomérné Spatnym vodi¢em tepla. Rtut’ snadno tvofi
slitiny (tzv. amalgamy) skoro se vSemi béznymi kovy, vcetné stfibra, hliniku a zlata.
Se Zelezem vSak rtut’ slitinu netvofi. Rtut' je vysoce tékava jiz pii laboratorni teplote.
Kromé¢ vzacnych plynt je také jedinym prvkem, jehoz pary jsou témét vyhradné
Jednoatomove 1.2
vlastnostmi, tak i toxicitou. Rtut’ se Vyskytuje v omezeném mnozstvi oxidacnich stavi
(0,+L+IL vyjime&nd i ve stavu +I1I).2*

Mezi nejbéznéjsi chemické formy rtuti patfi anorganické slouceniny s oxidacnim
¢islem +I, jako je napt. kalomel (Hg,Cl,), a slouceniny s oxida¢nim ¢islem +II, napt. rumélka
(HgS) nebo chlorokomplexy [HgCl]", [HgCls]” a [HgCly]*. Jelikoz rtuf patii v periodické
tabulce do skupiny B, ma daleko vétsi tendenci k tvorbé kovalentnich vazeb a preferuje
ligandy s donorovymi atomy dusiku, fosforu a siry s nimiz tvoii v oxida¢nim
stavu +II komplexy, které patfi k nejstabilnéjSim komplexiim dvojmocnych iont rtuti.
Kromg anorganickych forem tvofi rtut’ také organokovové slouceniny.'?

Organokovové slouCeniny rtuti obsahuji jeden nebo dva uhlovodikové radikaly navazané
na atom kovu rtuti a vytvafi tak slouceniny typu RHgX nebo RHgR’. Nejcastéjsimi
uhlovodikovymi radikaly jsou CHs, C,Hs, C¢Hs. Tyto sloudeniny vznikaji v piirodnich
vodach a sedimentech pisobenim specifickych mikroorganismi. Mechanismus vzniku
je zalozen na pfenosu methylové skupiny z methylkobalaminu na anorganické formy
rtuti, Hg2+346

Tabulka 1. Vybrané chemicko-fyzikdlni viastnosti rtuti."®

Zakladni charakteristika rtuti

latinsky nazev hydrargyrum | pocet piirodnich izotopt 7
atomové Cislo 80 elektronova konfigurace [Xe] 4£145d106s2
atomova hmotnost (amu) 200,59 teplota tani (°C) - 38,9
hustota (25 °C) g.cm™ 13,534 teplota varu (°C) 357,0

Toxicita rtuti

akutni toxicita (oralné pro ¢lovéka)

moiska voda

vod
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3.1.2. Vstup rtuti do Zivotniho prostiedi

Rtut’ patii mezi kovy pfirozen¢ se vyskytujici ve vSech slozkach zivotniho prostiedi.
Transport rtuti ve slozkach Zivotniho prostfedi je dén jejimi interakcemi s jednotlivymi
slozkami ekosystému. Pohyb rtuti je ovlivnén pfedevS§im formou slouCeniny, ve které je
rtut’ vazéna. Do Zivotniho prostfedi je rtut’ uvoliovdna jak z ptirodnich tak antropogennich
zdroja.*’

V globdlnim méfitku ma nejvetsi podil na emisich rtuti do Zivotniho prostfedi lidska
¢innost. Mezi nejvétsi antropogenni zdroje rtuti 1ze zaradit spalovani fosilnich paliv, hutnictvi
a vyrobni procesy, kde suroviny obsahuji stopy rtuti. Dalsi zatézi pro zivotni prostiedi jsou
procesy pii ziskavani rtuti (té€zba, regenerace pouzitych vyrobkil), vyrobni procesy, kde je rtut’
vychozi surovinou (chlor-alkalicka vyroba, produkce zétivek, vybojek, baterii, teploméra,
termostatii, zafizeni k méfeni tlaku, navigacnich zafizeni, elektrod, amalgamt, fungicidnich
pripravkl, apod.) a dale také Uniky rtuti z odpadi (emise ze spaloven, vyluhy ze skladek,
odpadni vody z primyslu a zdravotnictvi). Celkova emise antropogenni rtuti je zhruba 5000
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Obr.1. Kolobéh rtuti v piirodé v diisledku antropogennich zdrojil.”

Mezi ptirodni zdroje rtuti patii pfedev§im sopecnd ¢innost, rtut’ odparena z povrchu moti
a oceanu, dale zvétravani minerald, lesni pozary, tékani kovové rtuti z lozisek, ¢i ficni odnos.
Ptirodni zdroje maji za néasledek ro¢ni emisi rtuti do Zivotniho prostfedi okolo 1600 tun.
Nejvice uvoliiovanou formou rtuti do Zivotniho prosttedi je kovova rtut’ (Hg"), nasleduji
jeji oxidy, sulfidy, halogenidy a methylrtut. Pomérné velké mnoZzstvi rtuti se do atmosféry
uvoliiuje ze sladkovodnich a moiskych sedimenti poté co projde vodnim sloupcem.

Takto uvolnéna rtut’ je schopna dalkového prenosu.”’
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3.1.3. Kolobéh rtuti v Zivotnim prostredi

Rtut’ jakozto globalni polutant se vyskytuje v riznych koncentracich ve vSech slozkach
zivotniho prostfedi. V atmosféie, pedosféie a ve vodach se snadno bioakumuluje a vstupuje
do potravnich fetézch. Pary rtuti a rtut’ vdzana na pevné ¢astice je unaSena vzdusnymi proudy
kontaminujici tak i polarni oblasti.**

Transport rtuti v zivotnim prostfedi popisuje bio-geochemicky cyklus. Je charakterizovan
jako soucet vSech vstupil a vystupt sloucenin rtuti v daném ekosystému. Cely tento cyklus
zahrnuje uvolnéni rtuti a jejich nové wvzniklych tékavych sloucenin z ptd, hornin,
povrchovych a odpadnich vod. Jejich transport za soucasné transformace atmosférou,
ukladani sloucenin rtuti zpét na zemi a v povrchovych vodach, sorpci sloucenin rtuti na
casteCky sedimentll nebo pudy, jeji absorpci zivou pfirodou, transformaci jednotlivych
chemickych forem rtuti a jejich bioakumulaci. Tento cyklus je neustale opakovan, jen mala
cast rtuti je vazdna do nerozpustnych sloucenin nasledné ulozenych v ptdach
a v sedimentech, nebo akumulovéna ve vodnich potravnich fetézcich a z tohoto diavodu
nemiize byt znovu uvolnéna do atmosféry.***

V atmosféie je pies 95 % rtuti pfitomno ve formé elementarni rtuti (Hg"), kterd ma
schopnost setrvat v atmosféfe od 6 dnl az po 2 roky. Pfiblizné 5 % atmosférické rtuti je
schopno navazat se na Castecky, které¢ se dostavaji snadnéji nez samotna rtut’ zpét na povrch
Zemé¢ ve form¢ suchého nebo mokrého spadu. Mokrou depozici se vraci 66 % atmosférické
rtuti. Rtut’ maze byt vlivem cirkulace vzdusnych mas deponovana ve znacné vzdalenosti od
zdroje.**1*

Ve vodé€ se rtut’ nachazi v plynné, v rozpusténé a v nerozpusténé formé. Az 70 % rtuti
rozpusténé ve vodach je vazéno na organickou hmotu. Slouceniny rtuti vazané organickou
hmotou mohou byt transportovany odtokem do jinych ekosystému nebo uvolnény z organické
matrice chemickou redukci na elementarni rtut. Nejvyssi koncentraci rtuti 1ze nalézt blizko
rozhrani voda-sediment, kde probiha fada biochemickych procesa.*""

V sedimentech se rtut’ vyskytuje nejcastéji v oxidacnim stavu +11, kde je vazana na ligandy
obsahujici thiolové skupiny (-SH). Takto vzniklé slou¢eniny maji velmi rozdilnou rozpustnost
ptedevsim ve vod¢. Thiolové skupiny plni vyznamnou funkci v biosféte, nebot’ nevratné vazi
rtut’. Prevladajicim procesem, ktery ma vliv na distribuci slou€enin rtuti v sedimentech je
sorpce téchto sloucenin na ¢astecky sedimentu, pfedevsim obsahuji-li hodné Zeleza a hliniku.
Rtut’ se také velice snadno adsorbuje na materialy bohaté na organickou hmotu a raselinu.>'’

Stejn¢ jako v sedimentu se rtut’ ve vodach nejcastéji vyskytuje v oxidaénim Ccisle +II,
predev§im ve form& anorganickych komplexi, napt. [HgOH]", [Hg(OH).(aq)]’, [HgOHCI]"
a také [HgCl]", az [HgCL]*" V odpadnich vodach, kde je vysoka koncentrace chloridovych
jontt se rtut’ vyskytuje jako tri- a tetrachlorortutnatan.’

Z organickych forem rtuti se nejvice vyskytuji methylderivaty, methylmerkurichlorid
(CH3HgCl) a dimethylrtut’ ((CH3),Hg). Kation methylrtuti (CH3Hg") existuje ve vodném
roztoku v minoritnim zastoupeni. Vyskytuje se jako aquakomplex (CH3;HgOH,"), kdy za
uritych podminek pievazuje ve formé hydroxymethylrtuti (CH;HgOH) a pii vyssi
koncentraci chloriddi jako methylmerkurichlorid (CH3;HgCl). Jednotlivé formy rtuti maji
rozdilnou toxicitu. Organické formy rtuti, napi. methylrtut’ a ethylrtut, z divodu lipofilni
povahy lehce vstupuji do vodnich potravnich fetézct a jsou oproti anorganickym slou¢eninam
1épe vstiebavany a akumulovany biologickymi tkandmi.>"
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V pevné fazi nalezneme nejcastéji rtut’ jako oxid rtutnaty (HgO) nebo jako malo rozpustny
sulfid rtutnaty (HgS). V alkalickém prostfedi nebo pfi piebytku sulfidd se sulfid rtutnaty
miiZe Gasteéné rozpoustét za vzniku komplexti [Hg(HS),]°, [HgHS,] a [HgS,]>.°

CHHg, Hg < . P———— CH,HgCH,

R A @D
IR N
L —"

o + 24
Hg <— CHHg < > H9 *prdaa srazky

l Sedimenty

Obr.2. Nékteré z moznych cest transportu rtuti v Zivotnim prostiedi.’

3.1.4. Biologické a chemické pfemény rtuti v Zivotnim prostiedi

Rtut’ mize byt transformovéana biologickymi pfeménami mezi organické a anorganické
formy, napft. fotolyzou organickych sloucenin, biotickou ¢i abiotickou redukei a oxidaci. Tyto
premény probihaji ve viech slozkach Zivotniho prostredi.*

V atmosféfe rtut’ nalezneme v ruznych formach, predevSim jako pary, rtutnaté ionty
(halogenidy), organické, ale i rtut’ nasorbovanou na prachovych c¢éasteckach. Koncentrace
rtuti v ovzdu$i je ovlivnéna fadou faktorti, zejména meteorologickymi podminkami
(smér a rychlost vétru, intenzita srazek, aj.). Z oceanil se rtut’ do atmosféry dostdva pomoci
fotoreduk¢nich reakci. Pisobenim slune¢niho zéafeni dochazi k preméné rtutnatych soli na
elementérni rtut, ktera se vypaiuje do atmosféry.” Odstranéni rtuti z atmosféry je zavislé na
chemicko-fyzikéalnich reakcich probihajici v atmosféte (oxidacné-redukcni reakce). Tyto
reakce zplsobuji rozdéleni rtuti a jejich sloucenin mezi zdkladni fyzikalni stavy. V atmosféte
ve vod¢ a doba jejiho zdrzeni v atmosféte je kratSi nez 14 dni. K oxidaci rtuti v atmosféte
dochazi predev§im pisobenim UV zéfeni a ozonu, k redukci dochézi predevsim piisobenim
chloridd a sifi¢itand. ”'® Mechanismus emise a depozice znazoriiuje obr.3.
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adsorpce na Castice / rozpousténi

koncentrace L,
N vymyvani

v atmosfére

transport a diftize / l
vymyvani
celkova emise
antropogenni zdr. pfirodni zdr. Re-emise sucha depozice = mokra depozice

Obr.3. Mechanismus emise a depozice rtuti.®

Osud rtuti ve vodnim prostfedi je zavisly na imobilizacnich procesech (vyména ionti,
adsorpce na nerozpusSténych latkach a sedimentech, srdzeni pifi zvySeni hodnoty pH, aj.),
ale také i1 na remobilizacnich procesech (redukéni podminky, sniZzeni hodnoty pH,
desorpce, aj.). Pfirozeny obsah rtuti ve vodach je dén jejim kontaktem s horninami, ptidou
a sedimenty. Dtlezité jsou také geologické podminky a mnozstvi obsazené rtuti v zemském
plasti dané lokality.*® Ve vodném prostiedi je zédkladnim transforma¢nim procesem rtuti jeji
biotransformace. Anorganické slouceniny rtuti, které vstupuji do vodniho ekosystému, jsou
snadno pfeménény na methylrtut’.?

Methylace rtuti je mikrobidlni proces probihajici za aerobnich i anaerobnich podminek.
Zahrnuje i neenzymatickou methylaci rtutnatych iontd (Hg”") methylkobalaminovymi
slouceninami v pfitomnosti riznych typli mikroorganismi (bakterie z rodl Bifidobacterium,
Chromobacterium, Enterobacter, Escherichia, Pseudomonas), které se vyskytuji v sedimentu
(viz. rovnice ¢.1).

CH;3B,, CH;3B,,

Hg? —SPe 5 CH, Hg' —Pe 4(CH,),Hg )

Rychlost tvorby methylrtuti je zavisla na koncentraci rtutnatych iontd, piitomnosti
organickych 1 anorganickych komplexotvornych latek, koncentraci kysliku ve vodé¢, teplot¢,
pH (optimélni je pH = 4,7) a mnozstvi organismii. ZvySenim koncentrace rozpusténého
organického uhliku dochazi ke snizovani methylace rtuti a k rychlé sorpci rtutnatych iontd na
organické Castice. Tento proces zpusobuje nedostupnost rtutnatych iontli pro mikrobialni
proces methylace. Ve vodnim ekosystému ptevlada biotickd methylace nad abiotickou. Pokud
dochazi k abiotické methylaci rtuti v pfitomnosti velké koncentrace huminovych latek,
vznikaji soudasné methylderivaty cinu a olova. **!* Ve vodg probihaji také demethylaéni
reakce kdy vznika opét rtutnaty iont."!
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Slouceniny rtuti vyskytujici se v sedimentech podléhaji stejnym chemickym
a biochemickym transformacim jako ve vodnim ekosystému. V sedimentech tvorii
rtutnaté ionty komplexy s hydroxidovymi a chloridovymi ionty. Organokovové slouceniny
rtuti jsou formovany a degradovany abiotickym nebo mikrobidlnim procesem. SniZeni
rychlosti methylace rtutnatych iontd v sedimentech je déno pfedevSim twhynem
mikroorganisml. Proces methylace je podporovan piisunem iontl siry a rtuti. Dale
rozpusténymi organickymi latkami ve spodnich vrstvach sedimentu s odvodem methylrtuti
do okolni vody.**

Do kolobéhu rtuti velmi zasahuji malé vodni organismy zooplanktonu a zoobentosu.
Zpisobuji shluky jemnych ¢astic nesouci rtut’ a jsou schopny adsorbovat anorganické formy
rtuti. Tvoii zaCatek v potravnim fetézci, kdy rtut’ se zacind pohybovat k vyS§im zivocichlim
jako jsou obratlovei, kam patii i &lovek.*

glaq)

/N

HgO(s)-Sl— Hg(aq) -l—l-Hg(aq) -l—l-Hg{OHL, HgCl, CH.HgOH+CH.

21

OHe
@ Ha,0,HO, Y HCLO,HO, hy
HY — g Hqlll) " H + 2CHs <= (CH)Hg
A
\
HgO(s) CH,Hg-DOC ryby

Voda v mlkroorgamsn:\
Hg <«4—— Hg(l) ¢—»(CH Hg <€—®(CH) Hg

‘ +
o mikroorganismy .
Hg <——— Hg(l) ————#CHHg <e—»=(CH..Hg

Sediment

Obr.4. Kolobéh rtuti v piirodé.?
aq — kapalna faze, s — pevna faze, DOC — rozpustené organicke latky
hranice mezi slozkami ZP je zndzornéna ¢drou
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3.1.5. Toxicita rtuti

Rtuti je z toxikologického hlediska vénovana velka pozornost. Jeji toxicita zdvisi
na chemickych a fyzikalnich vlastnostech jednotlivych forem rtuti, tzn. na rozpustnosti,
intoxika¢ni cesté, dobé expozice, na jejim mnozstvi a predevS§im na mobilit¢ rtznych
urcuje struktura molekuly (stabilita, chovani v biosystémech, mira vyluCovani
organismem, aj.). Mechanismy toxickych ucinkl rtuti spocivaji ve vazb& na bilkoviny,
enzymy, biologické membrany, dochazi k narusenti jejich syntézy, aktivity i funkce.'?"*

Na kontaminaci zivotniho prostfedi rtuti a jeji toxické ucinky, bylo upozornéno
v padesatych a Sedesatych létech dvacatého stoleti v Japonsku tzv. Minamatskou nemoci.
Obyvatelé Japonska Zzijici v blizkosti Minamatského zalivu onemocnéli Minamatskou nemoci
v dusledku intoxikace slouceninami methylrtuti, ktera se nachazela v téle konzumovanych
ryb. Do tél konzumovanych ryb se organické slouceniny rtuti dostaly chemickymi
a biochemickymi pfemé&nami z odpadnich vod nedaleké chemické tovarny.5"

3.1.5.1.  Toxikologické rozdéleni sloucenin rtuti

Anorganické 1 organické slouCeniny rtuti se podle toxicity rozd€luji do dvou skupin. Prvni
skupinu tvofi rozpustné anorganické a organické formy rtuti, které jsou charakteristické
vysokou mobilitou. V rozpustnych anorganickych slou¢eninach se rtut’ vyskytuje v oxidacnim
stavu +II, napf. chlorid rtutnaty (HgCl), hydroxid rtutnaty (Hg(OH),), aj. Obecné plati, Ze
toxicita anorganickych sloucenin rtuti je men$i nez toxicita organickych sloucenin rtuti.
Organické slouceniny rtuti jsou lipofilni a 1épe se kumuluji v organismech nez anorganické
slougeniny rtuti.>

K jiz zminénym organickym slou¢enindm patfi methylrtut (MeHg"), ethylrtut’ (EtHg"),
fenylrtut (PhHg"). Nejznaméjsi je hydroxid methylrtuti (MeHgOH), ktery je teratogenni
a dobfe se kumuluje v mozku. Dalsi toxickou slou€eninou je chlorid methylrtuti (MeHgCl),
projevujici se psychickymi ucinky otravy na centralni nervovou soustavu. Pti styku s ktzi
zpiisobuje chlorid methylrtuti puchyte. Chlorid fenylrtuti (PhHgCI) je pro centralni nervovou
soustavu mén¢ toxicky nez alkylrtutnaté derivaty. Zptusobuje vSak zdvazné poskozeni jater,
srdce, vznik anémie, leukopenie (sniZzeny pocet bilych krvinek) a alergii. Z anorganickych
sloucenin rtuti je nejvice toxicky chlorid rtutnaty (HgCly). Dermalni expozice této
anorganické slouGeniny zptsobuje chronické otravy.'?

Do druhé skupiny patifi semimobilni a nemobilni spécie rtuti. Tato skupina je
charakteristickd nizkou toxicitou z divodu malé mobility. Mezi semimobilni patii elementarni
rtut’ (Hg") a kovové amalgamy (biatomické slouceniny rtuti).*'* Nejcast&jsi piicinou otravy
elementarni rtuti je expozice jejimi parami, které se dobfe vstiebavaji kiizi. Ordlni expozice
neni pfili§ zavazna. K nemobilnim spéciim rtuti patii napt. sulfid rtutnaty (HgS). Tyto spécie
jsou charakteristické svoji chemickou stabilitou a jsou nejméné toxické.>'*!
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3.1.5.2.  Toxicita rtuti pro ¢lovéka

Expozi¢ni cesta rtuti je nejcastéji vSemi obvyklymi vstupnimi cestami, tj. inhalacni,
dermdlni a ordlni. Pro inhalacni vstup je rozhodujici, Zze elementdrni rtut’ sublimuje pfi
pokojové teploté. Hlavnim zplisobem, jakym se rtut’ dostava do téla ¢loveka, je potravou nebo
rybimi produkty. Potrava obsahuje pievazné anorganické formy rtuti. Pro vstfebavani
z traviciho Gstroji mé zdsadni vyznam rozpustnost slougenin rtuti ve vods.?

Biologicky polocas rtuti u ¢loveéka je 30-60 dni u anorganickych spécii, u organickych
70-74 dni a u kovové rtuti 58 dni. Z t&la se rtut’ vylutuje modi a stolici.”

Tkané dychaciho ustroji jsou velmi citlivé na pifimé plisobeni rtuti, kterd v nich vyvolava
tézké zanéty. Pti chronické expozici niz§imi davkami se rtut’ s krevnim obéhem dostava
k mozku a dal$im nervovym tkdnim, které jsou vysoce citlivé na toxické u€inky rtuti. Nejprve
je zasazena mozkova klra, zhorSuje se moznost soustfedéni, roste zapomnétlivost, dostavuje
se pocit Unavy, slabosti a nemohoucnosti. Nastoupi staddium tfesu koncetin, n€kdy i o€nich
vicek, rti a jazyka. Charakteristickym projevem otravy rtuti v tomto stadiu je roztiesené
pismo. V kritickych stavech dochézi k celkové zchétralosti organismu. '™ Vliv rtuti na
mozkovou kiru s néslednymi psychickymi zménami osobnosti byl pozorovan pfti
profesnich otravach vyrobet plsténych klobouk jiz ve stredovéku.™

Kromé nervové soustavy jsou nejvice z lidskych organti zasaZena jatra a ledviny."
V jatrech se rtut’ nachazi ve form¢ methylrtuti. Jatra methylrtut’ rychle kumuluji a vylucuji ji
zlu¢i do stfeva. Jedna tfetina methylrtuti se dostava zluci do vykali a je vyloucena
z organismu. Zbylé dvé tretiny rtuti jsou vstiebavany do krve a dostavaji se do organismu.
Pro ledviny je mnohem toxi¢t&j§i rtut’ v anorganické form&.>*'* T&zké otravy rtuti kondi
smrtelng.?
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3.1.6. Stanoveni rtuti

Analytické metody pro stanoveni rtuti zavisi na povaze vzorku a koncentraci rtuti.
Stanoveni sloucenin rtuti v pudé a sedimentech patii vzhledem k heterogenit¢ materidlu
k problematickym.>>'® Pfi odbdru a upravé chemickych forem rtuti je teba zajistit,
aby nedoslo k celkovému poklesu mnozstvi rtuti ve vzorku. Nesmi dojit ani ke zméné poméru
jednotlivych forem rtuti.*'®"’

Zakladnim zdrojem ztraty rtuti ve vzorku je odpafovani a transformace t€kavych sloucenin
rtuti. Nejcastéji dochazi k preméné methylrtuti na anorganickou rtut’, méné casto k preméné
opacné. Ke ztratam celkového obsahu rtuti dochazi pfi absorpci rtuti na povrch c¢astic
rozpustné organické hmoty. Pii odbéru vodnych vzorkl se doporucuje v misté odbéru provést
odfiltrovani rozpusténé organické hmoty a upravit pH okyselenim z divodu zvySené
rozpustnosti chemickych forem rtuti. DalSim zdrojem ztraty je absorpce rtuti na povrch
odbérové nadoby. Proto se pro odbér vzorku rtuti doporucuji sklenéné nebo kfemenné
nadoby, nebot’ pary rtuti jsou schopny prochézet teflonem i polyethylenem.*'’

Stabilizace proti sorpci se provadi pfidavkem mineralnich kyselin, napft. kyselina dusi¢na
(HNO»), kyselina sirova (H,SO4), kyselina chlorovodikova (HCI), popiipad¢ dalsich ¢inidel,
jako manganistanu draselného (KMnOg) nebo dichromanu draselného (K,Cr,O7)."” Stabilitu
vzorkli je mozné podpofit kromé pouziti odpovidajicich lahvi také zmrazenim, uchovanim
extrakttl v ledni¢ce nebo pouzitim konzervaénich &inidel.»'>'7 Zanedbatelny neni ani vliv
bakterii ¢i ultrafialového zéafeni na piremény jednotlivych spécii. Proto je tieba vzorky
skladovat ve tmé pii teploté 4 °C."” Po dobu jednoho mésice jsou stabilni roztoky

cvwr

tydne.'®

3.1.6.1. Rozklad vzorku

Pro stanoveni celkového obsahu rtuti je dilezitd mineralizace vzorku, kterd se nejcastéji
provadi silnymi mineralnimi kyselinami, napi. konc. kyselina dusi¢na (HNO3), konc. kyselina
chlorovodikova (HCI), smési konc. kyseliny dusicné a 30% peroxidu vodiku (H,O;) nebo
smesi kyseliny dusi¢né s kyselinou sirovou (H>SO4) v poméru 1:1 ¢i 1:4. Mineralizace vzorku
probiha pii teploté 100 az 200 °C pod zpétnym chladi¢em &i v mikrovinnych pecich.’

Ditlezitym krokem je prevod vSech rtznych chemickych forem rtuti na jednu a to
anorganickou. Vzniklou anorganickou rtut’ je mozné detekovat jako atomdarni rtut. Oxidace
chemickych forem rtuti se provadi silnymi kyselinami (kyselina chlorovodikova, kyselina
sirova, kyselina dusicnd) a oxida¢nimi Ccinidly (peroxid vodiku, dichroman draselny,
manganistan draselny) v kyselém prostiedi, UV zafenim a mikrovinnym zafenim. Uginna je

. . . . . ’ . o r v 7 3,10,18
i fotooxidace, tj. kombinace chemické oxidace s ptisobenim UV zafeni.>'*

3.1.6.2.  Metody pro stanoveni celkového obsahu rtuti

Ke stanoveni celkové koncentrace rtuti se pouzivd atomova absorpéni spektrometrie
(AAS), atomova fluorescencni spektrometrie (AFS) nebo hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). Velmi pouzivanym piistrojem je jednoucelovy
atomovy absorpcni spektrometr vyuzivajici pro stanoveni techniku generovani studenych
par 31
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3.1.6.3.  Metoda generovani hydridii a jinych tékavych sloucenin

Pro metody atomové spektrometrie plati, ze vzorek mize byt pfivadén do atomizatoru
v plynné nebo kondenzované¢ forme¢. K prevedeni analytu do plynné faze se vyuziva
generovani tékavych sloucenin, které spociva v selektivnim pievedenim analytu z kapalné
do plynné faze pomoci vhodné chemické reakce vedouci ke vzniku tékavé slouceniny analytu.
Ke generovani a atomizaci tékavych sloucenin se nejCastéji vyuzivaji kovalentni binarni
hydridy (astat, bismut, germanium, olovo, selen, aj.), alkyl-substituované hydridy (methyl-,
ethyl- derivaty), chelaty nebo t&kavé oxidy.**

Pti generovani hydridii jsou slouceniny rtuti redukovany, napt. chloridem cinatym (SnCl,)
v kyselém prosttedi, tetrahydroboritanem sodnym (NaBH,4), formaldehydem (HCHO) nebo
kyselinou askorbovou (C¢HgOg) pii pH 11316

Uvolnéna elementéarni rtut’ je ze vzorku vytésnéna proudem inertniho plynu a vedena do
kyvety o délce 10-20 cm. Béhem transportu do kyvety hydridy prochéazeji ptes trubici
obsahujici hygroskopicky material a v kyveté je zméfena absorbance pii vinové délce
253,65 nm."® Schématické znazornéni této techniky je na obr.5.
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Obr.5. Schema zarizeni pro stanoveni rtuti metodou generovanych hydridﬁ.16

3.1.6.4.  Analyzatory pro stanoveni celkového obsahu rtuti

Jak jiz bylo zminéno pro stanoveni celkového obsahu rtuti byly vyvinuty
specialni analyzatory. Tyto pfistroje byly pojmenovany TMA 254 (Trace Mercury Analyser)
a AMA 254 (Advanced Mercury Analyser).* Tyto analyzatory umoZiiuji pfimé stanoveni rtuti
v pevnych, plynnych a kapalnych vzorcich bez potteby ptedchozi chemické tpravy vzorku.

Principem téchto analyzatorti je termooxidaéni rozklad vzorku s naslednym zachycenim
rtuti na amalgamatoru. Na lodi¢ku z niklu nebo platiny se davkuje 250 mg, resp. 250 pl
vzorku. Spalovani vzorku probihd v proudu kysliku pti 850 — 900 °C ve spalovaci peci.
Nésledné jsou spaliny transportovany proudem kysliku do amalgamatoru, kterym je kiemelina
potazend zlatem. Zde je selektivné zachycena rtut. Po nakoncentrovéani je rtut vypuzena
rychlym ohfevem do tzv. tandemovych kyvet o rtizné optické délce. Absorbance rtuti je
méfena pii 253,65 nm. K zamezeni kondenzace vodni pary slouzi termostatovany blok.***

Metoda dosahuje mimotadné nizké meze detekce stanoveni (0,01 ng Hg). Vysledky jsou
nezavislé na matrici vzorku.’?
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3.1.6.5. Atomova absorpcni spektrometrie (AAS)

Techniky atomové absorpéni spektrometrie se 1isi citlivosti a zpisobem atomizace vzorku.
Z diavodu malé citlivosti plamenové atomové absorpéni spektrometrie (F-AAS)
a atomové absorpcni spektrometrie s elektronovou atomizaci (ET-AAS) se vyuzivd atomova
absorpéni  spektrometrie s metodou generovani studenych par rtuti (CV-AAS).
Tato metoda se vyznacuje velmi dobrou citlivosti a vysokou selektivitou. Monoatomatické
pary rtuti, ziskané redukci Hg*", jsou proudem argonu nebo dusiku pieneseny do absorpéni
pritokové kyvety. 2"

3.1.6.6.  Atomova fluorescencni spektrometrie (AFS)

Atomova fluorescen¢ni spektrometrie (AFS) se nejcastéji pouziva v kombinaci s metodou
generovani studenych par. Tato metoda vykazuje vysokou selektivitu, linedrni dynamicky
rozsah a nizkou mez detekce. Proto CV-AFS vyuziva stejné¢ jako CV-ASS amalgamacni
prekoncentraéni jednotku, ktera zvysuje citlivost pro stanoveni rtuti.'”*

Tabulka 2. Detekcni limity atomové absorpcni spektrometrie pro riut.>
technika AFS ET-AAS | CV-AAS | ICP-MS
detekéni limit (ug.l'l) 200 0,2 0,05 0,1

3.1.6.7.  Hmotnostni spektrometrie s indukcné vazanym plazmatem (ICP-MS)

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) je ultrastopova
analyticka metoda, kterd slouzi ke stanoveni obsahu stopovych mnozstvi jednotlivych prvki
v analyzovaném vzorku. Umoznuje analyzovat téméi vSechny prvky od lithia po uran
s citlivosti az jednotek ppt po stovky ppm.*

3.1.6.8.  Metody pro stanoveni riznych chemickych forem rtuti

vvvvvv

NejpouzivanéjSimi postupy izolace organickych sloucenin rtuti ze vzorkl Zivotniho prostiedi
je klasickd destilace, destilace s vodni parou, extrakce v systému kapalina — kapalina,
superkriticka fluidni extrakce (SFE), mikrovinnd extrakce (MWE) nebo extrakce
rozpoustédlem za vysokych tlakt. 1zolace chemickych forem z biologického materidlu se
provadi kyselou nebo alkalickou hydrolyzou.>"® Pii izolaci nesmi dochézet k transformaci
a uniku jednotlivych spécii rtuti. Pro izolaci jednotlivych spécii se pouzivaji rtizné mirné
extrakéni postupy, piicemz extrakéni vyt&zky museji byt kvantitativni a reprodukovatelné. **
Rozhodujici pro rozliSeni jednotlivych forem rtuti jsou rozdily v jejich chemickych
i fyzikalnich vlastnostech.’

Diive se vyuzivaly selektivni jednokrokové extrakce, selektivni redukce chemickych forem
rtuti roztokem tetrahydroboritanu sodného o rtizné koncentraci nebo dvoukrokova redukce
roztoky chloridu cinatého a tetrahydroboritanu sodného ve spojeni s atomovou absorpéni
spektrometrii (AAS) nebo atomovou fluorescenéni spektrometrii (AFS). "
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V soucasné¢ dob¢ se pro rozliSeni spécii rtuti nejvice vyuzivaji kombinovangé,
tzv. tandemové techniky. Tyto techniky jsou spojovany se separacnimi metodami. Nejcastéji
s vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) nebo s plynovou chromatografii (GC).
Separacni metody umoziuji prvkove, ale i izotopové selektivni detekei. Ptiklady nékterych
technik jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3. Kombinované techniky pro spéciacni analyzu rtuti a jejich detekcni limity.

, detekéni limit (pg.I™)
formy rtuti separace detekce
HgI) | MeHg | Me,Hg
Hg (II), MeHg GC ICP-MS 0,257 | 0,016
Hg (I1), MeHg, Me,Hg GC MIP-AES 6,48 1,30 0,21
Hg (II), MeHg HPLC CV AFS 0,01 | 0,01
Hg (II), MeHg HPLC ICP-MS 5,20 | 5,60
Hg (II), MeHg HPLC CV AAS 1,13 1,32

3.1.7. Stanoveni in situ

Sledovani distribuce chemickych forem kovii v jednotlivych slozkach Zivotniho prostiedi
neni jednoduché. Pro stanoveni rtuti a jejich sloucenin je nejdilezitéjsi odbér,
uchovani vzorkl, izolace spécii z matrice a separace rtuti. Pfi téchto krocich miize dojit
k fyzikalné-chemickym zméndm ve vzorku. Tyto zmény mohou mit za nasledek zménu
rozd&leni spécii, coz zpiisobuje chybné zavéry pii vyhodnocovani naméfenych vysledki.”’

Metody in situ témto zméndm zabranuji, eliminuji rusivé vlivy pfi a po odbéru, umoznuji
ziskani Casovych a prostorovych dat, méfeni koncentra¢niho gradientu a tokt latek na
ptirodnim rozhrani.?*

Mezi nejbéznéjsi metody pracujici in situ patii rdzné elektrochemické metody,
(voltametrie, iontové selektivni elektrody) a dialyza. V posledni dobé zacaly byt hojné
vyuzivany tzv. gelové techniky, technika DET a technika DGT.?"

20



PRINCIP TECHNIKY DGT

3.2. Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu

Techniku difuzniho gradientu v tenkém filmu neboli DGT (Diffusive gradients in thin
films technique) poprvé popsali Hao Zhang a William Davison v 90. letech 20. stoleti.
DGT je v soucasné dobé uspésnou moderni technikou pouzivanou k méfeni in situ stopovych
koncentraci nejen kovtl, ale také fosfath, sulfidi a radionuklidi v pfirodnich vodnich
ekosystémech (ve vod¢, v ptidé 1 v sedimentech).

K pfednostem techniky DGT patii jednoduchost provedeni, nizké naklady, vysoka
citlivost, prekoncentracni schopnosti, stanoveni vice prvki najednou a moznost spéciacni
analyzy.’*?!

3.2.1. Vzorkovaci jednotky DGT

Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu pouziva pro vzorkovani jednoduché plastové
zatizeni ve tvaru pistu. Tvar vzorkovaci jednotky a jeji priifez znazornuje obrazek 6 a 7.

Na cylindrickou ¢ast vzorkovaci jednotky DGT jsou ulozeny dvé vrstvy gelu. Pfimo na
télo jednotky DGT je uloZen polyakrylamidovy gel obsahujici sorbenty specifické pro dany
analyt, tzv. sorpcni gel. Tento gel je prekryt vrstvou difiizniho gelu, v ptipad¢ rtuti se jedna
o agarozovy gel. Ob¢ tyto vrstvy gelu piekryva membranovy filtr o velikosti pori
0,45 um, ktery zabrainiuje béhem expozice mechanickému poskozeni vrstev gelu. Vzorkovaci
jednotka je uzaviena plastovym vickem s expozi¢nim okénkem o praméru 2 cm.!

plastové vicko

expoziéni okénko

plastové télo

Obr.6. Celkovy pohled na vzorkovaci jednotku DGT.*!
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membrancovy filtr

diftzni gel
e s S
: vnejs cast s
sorpcni gel eXpOZICnim
okénkem

|

plastove télo

Obr.7. Ulozeni gelii ve vzorkovaci jednotce DGT.>!

3.2.2. Princip techniky difizniho gradientu v tenkém filmu

Princip techniky difizniho gradientu v tenkém filmu je zaloZen na Fickovych zdkonech
difaze. !

3.2.2.1.  Princip techniky DGT ve voddch

Po ponofeni jednotky DGT do méteného roztoku difunduji ionty ptes difuzni gel o zndmé
tloust’ce Ag k sorpénimu médiu (napt. iontomeni¢i Chelex-100). Ionty, které projdou pies
difuzni gel jsou na povrchu iontoménice imobilizovany jeho funkénimi skupinami az do
nasyceni jeho kapacity.

V difuznim gelu se velmi rychle ustanovi linedrni koncentracni gradient, viz. obr.8.
Je-li tento gradient béhem doby méteni ¢ konstantni, Ize dle 1. Fickova zakona difiize vypocitat
tok chemickych forem kovi z vnéjSiho prostiedi do vzorkovaci jednotky (rovnice €. 2):

_pdC
F=D )

kde F je tok ionti kovi difuzni vrstvou, D je diftzni koeficient a dC/dx je koncentratni
gradient.

Difazni vrstva je tvofena difiznim gelem tloustky Ag a hrani¢ni diftzni vrstvou
tloustky 0. Rovnici (2) tak miizeme rozepsat:

F= D(CDGT — C,) (3)
(Ag+3)

kde Cpgr je koncentrace iontil kovu ve vnéj$im roztoku, C’ je koncentrace iontli na rozhrani
sorp¢niho a diftzniho gelu.
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Za predpokladu Ze jsou latky pevné a dostatecné rychle vazany sorp¢ni vrstvou, je
koncentrace na rozhrani sorpéniho a difuzniho gelu C" nulova. V dobfe michanych roztocich
je tloustka hranicni difizni vrstvy zanedbatelné maléd ve srovnani s tloustkou diftzni vrstvy
Ag. Pokud sorp¢ni gel neni nasycen, mtize byt rovnice (3) zjednodusena na tvar:

F= D.—CDGT
Ag 4

Tok latky lze definovat i hmotnostnim tokem:

M
T AL ()

kde M je mnozstvi iontl akumulovanych sorpénim gelem, 4 plocha exponované casti gelu,
kterou prosly ionty za Cas t.

Mnozstvi iontli akumulovanych v sorpnim gelu lze vypocitat dle vztahu:

M=C,——* (6)

kde V, je objem sorpcniho gelu, V. je objem vhodného elu¢niho ¢inidla, C. je koncentrace
iontu v eluatu a f, je elucni faktor. Ten je ddm pomérem mezi mnozstvim kovu, ktery lze
eluovat ze sorbentu a celkovym mnozstvim kovu vazanym béhem doby expozice v sorpcni
vrstvé. Uddva mnozstvi kovu které se vyluhuje v jednom elu¢nim kroku z celkového
sorbovaného mnozstvi.

Spojenim zjednodusené rovnice pro tok iontl a rovnice pro hmotnostni tok iontli ziskame
vztah pro vypocet koncentrace iontu ve vné&j$im roztoku, pomoci méfitelnych hodnot
a tabelovaného difuzniho koeficientu (D):

CDGT =

DiA )

kde M je mnozstvi iontl akumulovanych v sorpénim gelu, Ag je tloustka difuzni vrstvy,

D je diftizni koeficient pti dané teploté, ¢ je doba expozice a A je plocha exponované Casti
31-33

gelu.
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difiiznd meznd vrstva DBL

-

[T koncentracni gradient

difiizni gel

membranovy filtr

vzorkovaci jednotka DGT

>

vzdalenost

Obr.8. Schématické zndazorneéni koncentrace volnych spécii iontit v hydrogelu pri

kontaktu s vnejsim roztokem.
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Rtut, je v sorpénim gelu vazana silnou kovalentni vazbou, proto ji nelze eluovat elu¢nim
¢inidlem jak tomu byvé u ostatnich kovl. Z tohoto divodu je analyzovan piimo sorpcni gel
vhodnou metodou. V této diplomové praci byl s vyhodou pouzit jednotcelovy atomovy
absorpéni spektrometr AMA 2543

3.2.2.2.

Princip techniky DGT pro analyzu pud a sedimentii

Techniku DGT je také mozné vyuzit pro piimé stanoveni hmotnostnich toka iontti kovl
in situ v sedimentech a piidach.?’ Piiklady pouziti techniky DGT v sedimentech a pidach jsou
uvedeny v tabulce 4.*

Tabulka 4. Priklady pouziti difuzniho gradientu v tenkém filmu pro sledovani koncentrace kovii
ve vodé v pérech sedimentii a piid.™®

Kov (sedimenty)

Vzorkovaci misto

Kov (ptudy)

Vzorkovaci misto

Cu, Co, Ni, Fe, Zn

Anglie, jezero

Zn, Cu, Cd, Ni

Némecko,Braunschweig

Cd, Mn

Esthwaite

Zn, Cu, Cd, Ni, Pb, Zn

Skotsko, Lanarkshire

Zn, As, Fe, Mn Anglie, feka Sankey Zn, Cu, Cd, Ni, Pb, Zn | Anglie, Stagnogley
Co, Cd, Fe, Mn Cerné mote Cu Anglie, Merseyside
Co, Ni, As, Mn, Fe | Skotsko, jezero Duich | Cd, Cr, Ni, Cu CR, Zlin

Cd, Pb, Mn, Fe CR, rybnik Ochoz
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Princip techniky DGT pfi pouziti v ptidach a sedimentech se 1isi od principu DGT pro
vodni systémy. Porové vody v sedimentech a plidni roztoky pifedstavuji nepromichany
systém. Nejsou-li ionty dopliiovany z pevné faze do roztoku, dochazi k snizovani koncentrace
v blizkosti difuzniho gelu s rostouci dobou expozice. Koncentrace iontd u povrchu gelu

v daném case jsou definovany /1. Fickovym zdkonem difiize:

2
@:D. o°c
aod ox*

(8)

Jednotka DGT pak méfi sttedni hodnotu toku, kterou je mozné vypocitat integraci

II. Fickova zdkona difiize pro dobu expozice (0,t).2=

oc
(t.x)
F, ,=D.
(5x) [ ox J

plastové okénko

plastove télo

Obr. 9. Vzorkovaci jednotka pro mérent in situ v sedimentech technikou DGT.

)
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3.2.3. Difazni gely v technice DGT

V technice DGT se difuzni gel pouziva pro vytvoreni difizni vrstvy. Hlavnim principem
difizniho gelu je zajistit definovany transport kovii k sorpénimu gelu. Technika DGT
nejéast&ji vyuziva polyakryamidovy hydrogel, ve vyjimeénych ptipadech agarozovy gel.*

3.2.3.1.  Polyakrylamidovy gel

Polyakrylamidovy gel je pfipravovan polymerizaci smési monomerniho akrylamidu
a agarozového sitovadla, ke kterym je pfidavan katalyzator reakce TEMED
(N,N,N‘,N° — tetramethylethylendiamin) a inicidtor polymerizace peroxosiran amonny
(NH4)28208.

Pripraveny hydrogel je tvofen z vice nez 90 % vodou a velikost por pfipraveného gelu
je 2-5 nm. Pouzitim vzorkovaci jednotky DGT s difuzni vrstvou polyakrylamidového gelu
je mozno ziskat informace o kovech vazanych v kineticky labilnich anorganickych a mensich
kineticky labilnich organickych forméach kovii ve sledovaném systému.*!

0 NH 0 NH
2 2 = 2
HyC S e
N—CH,~CH—CH,~CH—CH,~CH—CH=CH
HyC N C
5 S
HiC™ CHa o™ “th Ho o HE
A
2 H
Ox, _AH, Oy, MMy O -NH OH OH
HsC c c G
3
N— CHy~CH—CHyp~CH—CHy-CH— CH=C—CHj CH, A= 0
HaC C H
o T
0® TNH, o~ 3" 0
A
: o —fc—
O%C _NH o4 O
HC=—CH,

Obr.10. Vzorec polyakrylamidu.**
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3.2.3.2.  Agarézovy gel
Agaro6za je linearni polysacharid ziskavany z motskych tas roda Gelidium, Pterocladiacea
nebo Gracilaria. Skladd se z opakujicich se jednotek agarobiosy (vzdjemné vazana
B-D-galaktopyranosa a 3,6-anhydro-o-L-galaktopyranosa) (obr.11). Agar6za ma za nizSich
teplot podobu gelu (gelifikuje), pilsobenim vyssi teploty ve vodném roztoku taje.
Bod tani zavisi na koncentraci a typu agardzy.

OH OH

o)
0 OH © j?
I
HO

— -n

T
\

Obr.11. Vzorec agarézy.®

Agarozovy gel vznikd pfi ochlazeni povafeného roztoku agardzy na teplotu 40-45 °C.
Tento proces je oznacovan jako tzv. gelifikace, pti ochlazovani tvoii predtim volnd vlakna
agarozy postupné dvé formy prostorového Sroubovicového usporadani (obr.12), takze vytvoii
trojrozmérnou prostorovou sit. Gelifikace tak vede ke vzniku zelatinové hmoty, kde jsou
mezery v siti vlaken vyplnény vodou (resp. pufrem), ktery byl pouZit k ptipravé roztoku
agarozy. Z béznych agardz lze pripravit gel, obsahujici 0,7 - 2,5 % agarozy. Vznikly
agarozovy gel ma pory o velikosti > 20 nm a umoziuje difizi i velkych ptirodnich komplexii
s rozpusténymi organickymi latkami.*®

P

Roztok Gel I Gel I

Obr.12. Pritbéh gelifikace agarézy.™

Agarozovy gel je pouzivan pro stanoveni kineticky labilnich forem kovi o vétsi velikosti
molekul (velikost pérti agar6zového gelu je kolem 20 nm). Tento gel byl také doporucen pro
stanoveni rtuti, nebot’ na rozdil od polyakrylamidového gelu kovalentné nevaze rtut’ ve své
struktufe a umoziiuje volnou diftzi rtuti gelem.***


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Roztok%20agarozy.htm
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3.2.4. Sorp¢ni gely

Volba sorpéniho gelu ma zna¢ny vliv na formy kovii méfenych technikou DGT. Mezi
sorpéni materidly, které vyuzivd technika DGT patii iontoméni¢e (Chelex 100), iontové
slouceniny (oxidy Zeleza) a mineralni faze (jodid stiibrny v sorpénim gelu).

Iontoménice jsou gelové disperzni systémy pro které je disperznim prostfedim voda.
Disperzni podil tvofi polymerni skelet iontoménice, ktery miize byt povahy organické (ménic
na bazi celulézy), tak i1 anorganické (hlinitokfemicitan). Trojrozmérny skelet je tvoien
situjicimi vazbami (napf. vodikové mustky) a polymernimi fetézci. Vzhledem k tomuto
uspofadani jsou polymerni fetézce omezeny v pohybu a tvorbé roztoku pii styku
s rozpoustédlem.

Pro vyrobu sorpcénich gelli je pouzivan polyakrylamidovy hydrogel, ve kterém je
imobilizovan sorbent vazajici pozadovany analyt. V dnesni dob¢ je mnoho druhii selektivnich
iontoménich liSicich se zakotvenim analytickych funkénich skupin. Vazba funkéni skupiny
(napt.-SO3;H, -COOH, -NH,, -NR,, -SH) muze byt pfimd nebo zprostiedkovana jinou
skupinou. Ve funkénich skupindch probihd iontova vyména, kterd je nejtypictéjsi interakci
mezi ionty v roztoku a iontoméni¢em. P iontové vyméné plati, Ze mnozstvi pfijatych ionth
iontomé&niéem je rovno mnozstvi iontd predanych iontoméni¢em do roztoku.*’

V této diplomové praci byly testovany sorbenty obsahujici thiolové skupiny (-SH),
konkrétné¢ Spheron-Thiol, Duolit GT-73, a dile imidazolem modifikovany lontosorb AV.
Vlastnosti téchto sorbentli v sorp¢nich gelech byly porovnavany s bézné pouzivanym
sorpcnim gelem obsahujici iontoméni¢ Chelex-100.

3.2.5. Charakteristika pouZitych iontoménici

3.2.5.1.  Chelex-100

Nejpouzivangj$im sorpénim gelem pro stanoveni kineticky labilnich forem kovii technikou
DGT je gel siontoméni¢em Chelex-100. Chelex, kopolymer styrenu a divinylbenzenu, je
fazen do skupiny slabé kyselych iontoménicl, ktery se od ostatnich iontoménich 1isi vétsi
vazebnou silou a vysokou selektivitou pro kovové ionty. Selektivita Chelexu pro dany systém
je zavisla na pH, iontové sile a na p¥itomnosti daldich komplexotvornych spécii.*®

X3

—CH—CH,—
NaOOC—CHz—N CH,—COONa
Obr.13. Vzorec Chekex-100.*
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3.2.5.2.  Duolit GT-73
Duolit GT-73 je slabé kysely selektivni iontomeénic¢ obsahujici thiolové skupiny navazané
na styren-divinylbenzenovém kopolymeru. Tento iontoméni¢ véaze ireverzibilné rtut a to
v jakémkoli z jejich tfi moznych oxidac¢nich stavi.
Pouziva se k odstranovani rtuti ze znecisténych vod, byva pouzivan pii zkoncentrovani
rtuti a oddéleni rtuti od matrice, kterd negativnd ovliviiuje naslednou analyzu rtuti.®

—CH—CH,

0 Q.

Obr.14. Vzorec Duolitu GT-73.%°

3.2.5.3.  Spheron-Thiol
Selektivni iontoméni¢ Sphreon-Thiol s navdzanymi thiolovymi skupinami je modifikaci
hydroxyethylmethakrylatového gelu Spheron®. V minulosti byl tento sorbent vyrabén firmou
Lachema v Brn€. Vyroba Spheron-Thiolu ze Spheronu, (obr.15), zahrnuje modifikaci
hydroxylové skupiny akrylatu reakcei s epichlorhydridem. Aktivni chloridova skupina bo¢niho
fetézce je prevedena thiomocovinou na isothiurinovou sul, kterd je v alkalickém prostiedi
$tdpena na thiolové skupiny.”’

0
/\
I H.C—CH-CH,Cl |
H3C—(|3—C—O—CH2—CH2—OH 2 2 HSC—C—C—o-CHz-CHZOCHZ(IZH—CHZCI
|
(I:HQ BF; . (CHCHy)O THQ oH
Il 9 NH"
H,;N—C—NH I // n
2 2 HSC—([T—C—O—CHQCHQOCHQ([TH CHys
(‘:HQ OH NH;
) ol
OH L]
HSC—(|3—C—O—CHZ—CHQ—O—-CHQ(I'ZH-CHQSH
CH, OH

Obr.15. Priprava iontoménice Spheron-Thiolu.”’
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Gely na bazi Spheronu jsou vybornymi nosic¢i komplexotvornych skupin. Vyhodou téchto
geld je definovana vysoka porozita, velka Sitka pord, malé bobtnaci efekty, dobra hydrofilita
a vysoka hydrolyticka stalost. Vyhodou ve struktufe Spheronu je velky pocet hydroxylovych

skupin, které umoziuji navazani dalsich funké&nich skupin na postranni fetézce.>**’

3.2.5.4. Tontosorb AV

Iontosorb AV je komeréné vyrdbény sorbent pro néapli do kolon pro afinitni
chromatografii v rtznych velikostech castic od 30 do 500 pum. V Ilontosorbu AV
je aminoaryl- S -ethylsulfonova skupina vazana na flexibilnim fetézci, (obr.16), ktery je
oznacovan jako makroporézni perlové celuléza (Perloza MT). Vyhodou tohoto sorbentu je
moznost modifikace, napt. pomoci diazotacnich a kopulaénich reakci, a tedy ptipravy novych
sorbentli. Makroporézni perlova celulosa, znazornéna na obr.18, byla piipravena v Ustavu
makromolekularni chemie Akademie véd v Praze v roce 1976, vyroba zacala o rok pozdé;ji.

O

CelulbzawwO—CH,CHy—— NH,

o=w

Obr.16. lontosorb AV.*

Makroporézni perlova celuldza se piipravuje solidifikaci xantogenatu celulézy v internim
rozpoustédle a néslednou regeneraci. Takto pfipravené Castecky (perlicky) maji heterogenni
strukturu, tvofenou krystalickymi a amorfnimi oblastmi polymernich fetézct s primérnym
polymera¢nim stupném mezi 300-500 jednotkami. Efektem téchto heterogenit je mechanicka
stabilita perlovych Castic 1 v ptipad¢€ gela s velkymi pory.

Polymerni struktura makroporézni perlové celulézy je tvofena D-glukopyranosovymi
jednotkami vazanymi beta-glykosidickou vazbou. Pfitomné hydroxylové skupiny na povrchu
celulozovych fetézct zaruCuji vysokou hydrofilitu vSech typt Perlozy MT. Volné prostory
mezi aglomerdty polymernich fetézcl urcuji makroporozitu perlové celuldzy. Vnitini
struktura perli¢ek je stabilizovana pouze vodikovymi mistky bez kovalentniho zesiténi.*"

Obr.17. Perlova celuléza.®
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POUZITE CHEMIKALIE A PRISTROJE

4. EXPERIMENTALNI CAST DIPLOMOVE PRACE

Tabulka 5. Pouzité chemikalii a jejich vyrobci.

nazev chemikalie

vyrobce

kyselina dusi¢na 65%

Lachema s.p. Brno, zdvod Neratovice, CR

standardni roztok rtuti 1 g.I”

Astasol®-Hg, Analytika Praha, CR

agardza

Merk, Darmstadt, Némecko

ethanol 96%

ML Chemica, Troubsko, CR

hydroxid sodny

Mereci s.r.o., Brno, CR

kyslik v tlakové nadobé

Linde gas, a.s., Brno

K pripravé modifikovaného Iontosorbu s imidazolem byly pouZity tyto chemikalie

Iontosorb AV 50 (50-80um)

IONTOSORB, Usti nad Labem, CR

imidazol

Fluka, Buchs, Svycarsko

kyselina chlorovodikova 35 %

ML Chemica, Troubsko, CR

dusitan sodny

Lachema a.s., Brno, CR

uhli¢itan sodny

Lachema a.s.,odst. zavod Neratovice, CR

chlorid sodny

Lachema a.s., Brno, CR

K pripravé Chelexu-100, Duolitu GT-73, S

pheron-Thiolu byly pouzity tyto chemikalie

40% akrylamid

Merk, Darmstadt, Némecko

2% agarozové sitovadlo (cross-linker)

DGT Research Lancaster, Velka Britanie

TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylendiamin)

Merk, Darmstadt, Némecko

peroxosiran amonny

Merk, Darmstadt, Némecko

Chelex-100 (200-400 pm)

Biorad Laboratories, Hercules, USA

Duolit GT-73 (60-123 um)

Supelco, Bellefonte, USA

Spheron-Thiol (40-63 um

Tabulka 6. Pouzité pristroje a jejich vyrobci.

pristroj

Lachema Brno, Ceska republika

vyrobce

susarna model 500

Memmert, Némecko

elektronické analytické vahy

Denver Instruments, Némecko

mikropipety

BIOHIT, Helsinky, Finsko

michacka Lavat MM7

Chotutice, CR

orbitalni tfepacka, MS2 Minishaker

IKA, Staufen, Némecko

termostat s michadlem

vlastni vyroby

pH metr WTW 320

Weilheim, Némecko

péni spektrometr AMA 254

atomovy abso

Pouzité chemikalie byly Cistoty p.a.. Pro
ultracistd voda (MQ) upravena

pfistrojem Milli-Q Academic

Altec, Ceska republika

pfipravu vodnych roztokli byla vzdy pouzita
firmy Millipore.

Kvalita deionizované vody pfipravené timto zptisobem dosahovala na vystupu v jednotkach

specifické vodivosti hodnot 0,055 uS.cm™.



PRiIPRAVA DIFUZNIHO A SORPCNIHO GELU

4.1. Priprava geli

4.1.1. Priprava difazniho gelu

Diftzni gel byl pfipraven z 1,5 % roztoku agar6zy. Na analytickych vahach bylo navdzeno
odpovidajici mmnozstvi agarézy. Toto mnozstvi bylo kvantitativné pievedeno do
Erlenmayerovy batniky umisténé ve vodni lazni o teploté 80-90°C a nasledné bylo rozpusténo
pii intenzivnim michani v 10 ml ultracisté¢ vody. Po rozpusténi veSkerého mnozstvi agarozy
byl pfipraveny roztok pomoci pipety piemistén mezi dvé skla, kterd byla pfedem mirné
zahtata. Skla byla oddélend distancni folii o tloustce 0,5 mm a sepnuta svorkami (obr.18).
Skla s agar6zou byla ponechéna ve vertikéalni poloze pfi laboratorni teploté asi 20 minut. Po
vychladnuti a ztuhnuti agar6zového roztoku byla skla rozebrana a ze vzniklého gelu byly
vykrojeny gely o priméru 2,5 cm. Tyto gely byly dale uchovavany v ultracisté vod¢.

Obr.18. Priprava difuzniho gelu.

4.1.2. Priprava sorp¢niho geli

Pro ptipravu sorpcnich geld, kromé lontosorbu AV, byl pouzit gelovy roztok. Hmotnosti
navazek pro ptipravu sorpcénich gelt shrnuje tabulka 7.

Gelovy roztok byl pfipraven smichanim 18,75 ml 40% akrylamidu, ke kterému bylo
piidano 7,5 ml agarozového sitovadla a 23,75 ml ultracisté vody. Vznikly roztok byl
dikladné protfepan a uchovan v plastové nadobé v lednici pii teploté 4°C.

Tabulka 7. Hodnoty navazek iontomenicui pro pripravu sorpcnich gelii.

iontoménic Chelex-100 | Spheron-Thiol | Duolit GT-73 MISAVI
navazka (g) 0,50 0,25 0,25 0,35
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PRiIPRAVA DIFUZNIHO A SORPCNIHO GELU

4.1.2.1.  Priprava sorpcnich gelit Chelex-100 a Spheron-Thiol

K pfisluSnému mnozstvi navazeného iontoménice (tabulka 7), které bylo navazeno na
analytickych vahach do jednorazové zkumavky, byly pipetou pfidany 2 ml gelového roztoku.
Cela smés byla dikladné promichana na orbitalni tiepacce a ponechana 20 minut botnat. Poté
bylo ke smési pfiddno 10 ul TEMEDu a 10 pl peroxosiranu amonného, pfi¢emz pii kazdém
nadavkovani byla zkumavka dikladné promichana. Smés byla pipetou nadavkovana mezi dvé
skla oddé¢lend distanéni folii o velikosti 0,3 mm a vlozena horizontdlné¢ do suSarny
temperované na 45 °C. Po 40 minutach byla skla rozebrana a vznikly gel byl ulozen
v ultracisté vod¢, ktera byla nékolikrat vyménéna. Po vyplachnuti nezreagovanych chemikalii
a nabotnani gelu do konstantni tloustky byla z gelu vykrojena kolecka, ktera byla opét
uchovana v ultracisté vod¢ az do doby jejich aplikovani na vzorkovaci jednotku DGT.

4.1.2.2.  Priprava sorpcéniho gelu Duolit GT-73

Duolit GT-73 byl rozdrcen ve tfeci misce a poté piesit na automatické trepacce, ze které
byla odebrana mezisitna vrstva o velikosti 60 az 123 pm.

Na analytickych vahach bylo do zkumavky navazeno 0,25 g jiz upravené¢ho
Duolitu GT-73. Déle bylo postupovano stejné jako pfi ptipravé sorpéniho gelu Chelex-100
a Spheron-Thiol.

4.1.2.3.  Priiprava sorpéniho gelu 7 Intosorbu AV

Komer¢né dostupny Iontosorb AV byl pfed modifikaci ponechan ve 20 % roztoku ethanolu
po dobu tfech dnii, z divodu odstranéni azidu sodného, ktery je k sorbetu piidavan vyrobcem.
Poté byl odfiltrovan na frit€ o velikost porti 10-16 pm a vysuSen na vzduchu v Petriho misce.

Modifikace komeréné dostupného sorbentu lontosorb AV byla uskute¢néna diazotaci
a naslednou kopulaci, jejichZ reakéni schéma je zndzornéno na obr.19.

0 NaNO,

| 2HCl .
CelulozawwO——CH,—-CH,—S NH, — | R N=—N

| -NaCl

O/=R -2H,0

H
N 0-5

R N=N| o 4+ gj NazCOs

ﬁ H
N
— CelulézaWO—CHz—CHz—ﬁ N=—/N \ /7
N
@)

Obr.19. Schéma diazotace a kopulace.
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PRiIPRAVA DIFUZNIHO A SORPCNIHO GELU

Na analytickych vahach bylo navazeno 3,5 g upraveného lontosorbu AV, ktery byl promyt
2 mol.I" kyselinou chlorovodikovou a nasledné studenou ultradistou vodou do neutralniho
pH. Poté¢ byla kadinka s Iontosorbem AV vlozena do vodni lazn¢ o teploté¢ 4 °C
a k sorbetu bylo stfidavé pridavano po 1 ml kyseliny chlorovodikové a dusitanu sodného
o koncentracich 1 mol.l". Smés byla vzdy képnuta na jodido-skrobovy papirek a po zméné&
barvy jodido-Skrobového papirku, bylo pridavani ukonceno. Mnozstvi ptiddvanych cinidel
bylo cca 40 ml. Vznikly produkt byl pfefiltrovan pies fritu o velikosti pord 10-16 pm
a promyt studenou ultracistou vodou.

Vznikly produkt (diazoniova stl) byl pfidan k roztoku imidazolu, ktery byl piipraven
rozpu$ténim 2,5 g imidazolu ve 100 ml 10 % uhlic¢itanu sodného. Kédinka se smési byla
vloZena do termostatu nastavené¢ho na teplotu 0 az 5 °C a zde byla ponechana 24 hodin,
pfi¢emz kazdou hodinu byla smés 10 minut michéna.

Po 24 hodinach byl produkt prefiltrovan ptes fritu o velikosti pori 10-16 um a promyvan
ultragistou vodou do neutrdlni reakce, dale byl promyvan 2 moll' kyselinou
chlorovodikovou, a poté opét ultracistou vodou do neutralni reakce. Vznikly ¢erveny produkt
(obr.20) byl suSen na Petriho misce v exsikatoru po dobu 12 hodin.

Obr.20. Modifikovany lontosorb AV.
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KOMPLETACE VZORKOVACIH JEDNOTEK DGT

Poté byl produkt pouzit na ptipravu sorp¢ni gelu nasledujicim zpisobem. Do jednorazové
zkumavky bylo navéazeno 0,3 g ptripraveného modifikovaného Iontosorbu AV s imidazolem
(MISAVI). Do zahtaté zkumavky bylo pfiddno 5 ml horkého 4 % roztoku agardzy. Vznikla
smés byla napipetovana mezi dvé pfipravena skla, kterd byla pfedem zahtatd. Skla byla
odd¢€lena distan¢ni folii o tloust’ce 0,5 mm a sepnuta svorkami. Takto pfipravena skla byla
ponechana v horizontdlni poloze vychladnout pii laboratorni teploté asi 20 minut. Po
vychladnuti a ztuhnuti byla skla rozebrana a ze vzniklého gelu byla vykrajena kolecka.

4.2. Kompletace DGT jednotek

Plastové DGT vzorkovaci jednotky jsou komeréné dodavané firmou DGT Research Ltd.
Jednotky DGT byly pied aplikaci ¢istény 1 mol.I" kyselinou dusiénou a pak byly ponechany
minimaln¢ 24 hodin v ultracist¢ vode. Na télo vycisténého suchého pistonu bylo nejdiive
pomoci pinzety aplikovano vykrojené kolecko sorpéniho gelu a to tak, aby sedimentované
Castice sorbentu byly vzdy orientovany smérem k difiznimu gelu. Sorpcni gel byl piekryt
koleckem difuzniho agardézového gelu a ten pak polyethersulfonovym membranovym filtrem
(Supor®-450, Pall Corporation USA, s pory velikosti 0,45 pm), ktery chranil vrstvu difizniho
gelu proti mechanickému poskozeni. VSechny tyto vrstvy byly néasledné uzavieny druhou

casti DGT vzorkovaci jednotky prstencového tvaru s expozi¢nim okénkem o priméru 2 cm
(obr.21).

Obr.21. Plastova vzorkovaci jednotka DGT.
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STANOVENI RTUTI POMOCI PRISTROJE AMA 254

4.3. Modelovy roztok rtuti

Ve viech experimentech byl pouzit modelovy roztok rtuti o koncentraci 50 pg.l”.
Do plastové kadinky o objemu 5 1, byly nality 4 | ultracisté vody a kadinka s michadlem byla
umistnéna na michacku. Na analytickych vahach byly navazeny 3,4 g dusi¢nanu sodného,
ktery byl rozpustén a smichdn s modelovym roztokem, do kterého bylo napipetovano
200 pl standardniho roztoku rtuti o koncentraci 1 g.1”. V roztoku bylo proméfeno pH, které
bylo upraveno na hodnotu v rozmezi 5 az 6.

Roztok byl michan po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby byla zméfena piesna
koncentrace rtuti v roztoku a poté byly do roztoku vlozeny piipravené zkompletované
vzorkovaci jednotky DGT.

4.4. Zpracovani exponovanych geli

Po expozici byly vzorkovaci jednotky z roztoku vyndany, oplachnuty v destilované vodé
a jednotlivé vrstvy gelti byly od sebe oddé€leny. KolecCka sorp¢nich geli pro stanoveni rtuti
byly ihned po rozebrani vzorkovacich jednotek prométeny na ptistroji AMA 254.

4.5. Stanoveni rtuti pomoci pristroje AMA 254

Pro stanoveni koncentrace rtuti v modelovém roztoku a v sorpcnich gelech byl pouzit
jednoucelovy atomovy absorpcni spektrometr pro stanoveni rtuti AMA 254. Schéma celého
pristroje je znazornéno vcetné jeho popisu na obr.22.

4.5.1. Popis analyzatoru AMA 254

Dévkovaci zafizeni (1) a davkovaci lodicka (21) slouzi k zavadéni vzorku do pfistroje.
Vstupni cast spalovaci trubice (2) slouzi pro termicky rozklad vzorku pomoci spalovaci
pece (4). Druha cast spalovaci trubice je vyplnéna katalyzatorem, ktery je vyhiivany na
konstantni teplotu cca 550 °C, pomoci katalytické pece (3).

Amalgamator (5) slouzi pro zachyceni rtuti z proudu plynnych produktt rozkladu vzorku.
Zachycena rtut’ je uvolnéna ohfevem pomoci vypuzovaci pece (6). Blok méficich kyvet
vyhtivany pomoci topného elementu (73) na teplotu 120 °C, obsahuje dvé sériove usporadané
kyvety. Délky prvni (14) a druhé kyvety (16) jsou v poméru 10:1. Mezi tyto kyvety je
zapojena zpozd'ovaci nadobka (15), kterd je umisténa mimo optickou osu pfistroje. Objem
zpozd'ovaci nadobky je delsi nez méfici kyveta (14). Zdrojem zafeni je nizkotlaka rtutova
vybojka (8), ktera mlze byt zastinéna clonou (9). Soucasti detektoru (710) je interferencni
filtr (11), ktery izoluje spektralni caru rtuti 253,65 nm. Chladici cerpadlo (72) slouzi
k urychleni chladnuti amalgamatoru po vypuzeni rtuti. Analogova elektronika (78) obsahuje
zdroj pro rtutovou vybojku, napajeci zdroje pro digitalni ¢ast a vykonové spinace pro pece
a ostatni ak¢ni ¢leny. Digitalni ¢ast (719) obsahuje kromé Eislicovych obvodi A/D pievodnik
také méfici zesilovace detektoru a Cidel. Sériova komunikace (23) umoznuje komunikaci
s PC. Celym pfistrojem trvale protéka kyslik, od vstupu (22) az po vystup (77). Pritok kysliku
je udrzovan na konstantni hodnotd pomoci regulatoru pritoku (20).%°
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Obr.22. Blokové schéma pFistroje AMA 254.%
9 clonka 17 vstupni kyslik

10 detektor 18 analogova elektronika
11 interferencni filtr 19 mikropocita¢ 8051
12 chladici ¢erpadlo 20 regulator pritoku kysliku

4 spalovaci pec
5 amalgamator

6 vypuzovaci pec
7 blok méfticich kyvet
8 rtutova vybojka

13 topeni bloku méf. kyvet

14 delsi mét. kyveta (2.rozsah)
15 zpozd’'ovaci nddobka

16 kratsi mét. kyveta (1.rozsah)

21 davkovaci lodicka
22 vstup kysliku
23 komunikace s PC
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Tabulka 8. Technické parametry AMA 254.2°

Uspoiadani jednopaprskovy pfistroj, sériové uspofdddni méficich kyvet
Zdroj zareni nizkotlaka Hg vybojka
- vlnova délka 253,65 nm
Detektor kfemikova UV dioda
- mez detekce 0,01 ng Hg
- pfesnost méfeni <1,5%
Nosny plyn kyslik
- vstupni tlak 200-250 kPa
- pritok 200 ml.min™
Napajeci napéti 230V, 50 Hz
Rozméry: §/v/d 723/227/460 mm

4.5.2. Popis analyzy vzorku pristrojem AMA 254

Vzdy pied analyzou vzorku bylo nutné piistroj AMA 254 vycistit od zbytkové
kontaminace. Programem AMA 254 byla spusSténa Cistici analyza s parametry 60-150-45
sekund a na davkovaci lodi¢ku bylo napipetovano 100 ul vodovodni vody. Cisténi bylo
opakovano, dokud naméfend absorbance nebyla nizsi nez 0,0030. Cisténi bylo provadéno
1 mezi méfenim vzorkl s vy$$im rozdilem koncentraci.

Roztok rtuti o objemu 100 ul byl pomoci pipety umistén na lodicku a pokynem z fidiciho
pocitace vnesen do spalovaci trubice. Vzorek byl fizenym ohievem spalovaci pece vysusen
a v proudu kysliku spalen pfi teploté 850 — 900 °C. Rozkladné produkty prochéazely pies
katalyzator, kde byla dokoncena jejich oxidace. Na katalyzatoru byly zachyceny latky kyselé
povahy (napf. oxidy siry, halogenidy, aj.)

Produkty spalovani jsou vedeny proudem kysliku pfes amalgamator, v némz je zachycena
rtut’. Rozkladné produkty vétSinou obsahuji vodni paru, proto je celd plynova cesta vyhifivana
na teplotu 120 °C, aby doslo k zabranéni kondenzace vody.

Po dokonceni rozkladu vzorku a stabilizace teploty je zméfeno mnozstvi rtutovych par,
které jsou nosnym plynem unaSeny pres delsSi méfici kyvetu. Poté se veskera rtut’ shromazdi
ve zpozd'ovaci nadobce a z ni vstupuje do krat$i métici kyvety, kde je toto mnozstvi dvakrat
meéteno s odliSnou citlivosti.

Veskera data jsou vysilana do fidiciho pocitace a ovladacim programem jsou prevedena do
formy pfistupné uzivateli. VSechny naméfené udaje jsou uklddany v databazi MSDE
(Microsoft Data Engine).

Obr.23. Pristroj AMA 254.
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4.6. Testovani sorpcnich geld v roztoku rtuti (zakladni test)

Po ustaleni roztoku po 24 hodinach a proméfeni koncentrace rtuti v roztoku byly jednotky
DGT prtivazany silonem ke stojanu a ponofeny do roztoku. DGT jednotky byly ponechany
3 hodiny v roztoku a po uplynuti pozadované doby byly z roztoku vyndany a oplachnuty
destilovanou vodou. Na konci experimentu byla opét zmétena koncentrace rtuti v roztoku.
Vzorkovaci jednoty DGT byly rozebrany a bylo proméfeno nasorbované mnoZzstvi rtuti
v sorp¢nich gelech.

L,
=
R

( )

Obr.24. Schema zakladniho testu.

4.7. Test nasyceni sorbentu v zavislosti na ¢ase

Pracovni postup byl podobny jako pii provedeni zakladniho testu, pfi ¢asovém testu vSak
bylo pouzito 8 jednotek DGT. Kazdé¢ 2 hodiny byly dvé jednotky vytaZeny z roztoku rtuti,
rozebrany a zméfen obsah zachycené rtuti v sorpCnich gelech pomoci pfistroje AMA 254.
Béhem testu byla kontrolovana koncentrace rtuti v modelovém roztoku a jeho pH. Jinak se
casovy test od zakladniho testu nelisil.
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4.8. Vliv riznych faktort na méreni rtuti technikou DGT

4.8.1. Vliv pH vnéjsiho roztoku

V plastové nadobé byl piipraven roztok rtuti, jak je popsano v kapitole 4.3. V roztoku bylo
upraveno pH v rozsahu 2-10, a to pomoci 1 moll" roztoku kyseliny dusi¢né a 1 mol.I"!
roztoku hydroxidu sodného.

Pted kazdou upravou pH v roztoku, byl roztok michan 24 hodin do ustaveni rovnovazného
stavu koncentrace rtuti v roztoku. Po 24 hodinéch, kdy byl roztok ustdlen, bylo zméteno pH
roztoku a vloZeny pfipravené vzorkovaci jednotky DGT. Po tfech hodinach byly jednotky
DGT vyndény, rozebrany a v sorpcnich gelech bylo proméfeno mnozstvi nasorbované rtuti
v sorpcnim gelu. Poté bylo pH roztoku postupné zvySovano ptidavkem hydroxidu sodného
a cely proces byl opakovan. Koncentrace roztoku byla opét prométena.

4.8.2. Vliv huminovych latek

Zasobni roztok huminovych latek byl pfipraven rozpusténim 100 mg huminovych latek
v ultracisté vod¢ za pfidavku 2 % hydroxidu sodného. Doplnéni objemu zasobniho roztoku
huminovych latek na 100 ml ptedchazela Uprava pH na pfiblizné neutralni hodnotu.
K pfipravenému roztoku rtuti (viz. kapitola 1.3.), bylo pfiddno pozadované mnozstvi
zasobniho roztoku huminovych latek. Koncentrace huminovych latek v roztoku byla
zvy$ovéna z hodnoty 0,01 aZ na hodnotu 100 mg.1"".

Po 24 hodinovém ustaleni roztoku bylo 24 vzorkovacich jednotek DGT, které byly
ptivazany vzdy po dvou jednotkach k sobé, vlozeno do roztoku rtuti. V asovych intervalech
po 4, 8 a 24-ti hodinach byly vzdy z roztoku vytazeny dvé jednotky DGT jednotlivych
sorpcnich gell. Vzorkovaci jednotky byly rozebrany a byla proméfena nasorbovand rtut’
v sorp¢nim gelu.

Stejné¢ tak jako u vSech predchazejicich testi byla vzdy zmétfena koncentrace rtuti
v roztoku pfi kazdém odstranéni vzorkovacich jednotek DGT. Po celou dobu experimentu
bylo pH roztoku bylo udrzovano v rozmezi hodnot 6,5-7,0.

4.8.3. Vliv chloridu

Do modelového roztoku rtuti bylo pfidano takové mnozstvi chloridu sodného, aby
koncentrace chloridil v roztoku odpovidala 0,01 az 0,5 mol.I". Po 24 hodinach, kdy doslo k
ustaleni koncentrace rtuti v modelovém roztoku, byly 4 vzorkovaci jednotky DGT vloZeny do
pfipraveného roztoku. Po tfi hodinové expozici byly jednotky DGT z roztoku vytazeny,
rozebrany a bylo proméfeno mnozstvi akumulované rtuti v testovaném sorpcnim gelu.
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4.8.4. Vliv iontové sily

V plastové kadince o objemu 5 1 byl pfipraven roztok rtuti (viz. kapitola 4.3.) do kterého
byl pfidan dusi¢nan sodny v takovém mnozstvi, aby jeho koncentrace odpovidala 0,00005 az
0,5 mol.I". Pfipravené vzorkovaci jednotky DGT s testovanymi sorpénimi gely byly
exponovany po dobu 3 hodin v pfipraveném roztoku. Po expozi¢ni dobé byly jednotky DGT
vytazeny a opét bylo stanoveno mnoZzstvi rtuti v testovanych sorpcnich gelech.

4.8.5. Vliv konkurenénich kovi

Pii tomto testu byl sledovan vliv kadmia a médi na stanoveni rtuti technikou DGT.
Vzhledem k Casové tisni byly provedeny jen dva pokusy, a to se sorpcnimi gely obsahujici
Chelex-100, Spheron-Thiol a Duolit GT-73. Béhem prvniho testu byl pfipraven roztok
obsahujici 1 umol rtuti a stejné mnozstvi kadmia a médi. Druhy pokus byl proveden stejné,
avSak mnozstvi kadmia a médi bylo zvySeno na 2 umol. Jednotky DGT byly v roztoku
ponechany za stalého michani 3 hodiny, nasledné byly vyjmuty a v sorpénich gelech bylo
analyzovano mnozstvi rtuti.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Priprava gelu

5.1.1. Priprava difizniho gelu

Technika DGT vyuziva obecné pro stanoveni kova difuzni polyakrylamidovy gel. Tento
gel vSak neni vhodny pro stanoveni rtuti. Polyakrylamidovy gel ma ve své struktuie obsazeny
aminové skupiny, které zplisobuji sorpci rtuti jiz v tomto difiznim gelu a neumoziuji tedy
iontim rtuti volnou difuzi k sorpénimu gelu (obr.25.). Timto neni splnén jeden z hlavnich
ptedpokladi pro vyuziti I. Fickova zakona k vypoctu koncentrace rtuti v méfeném roztoku,

kterym se tato technika fidi. Pro testovani v roztoku rtuti byl tedy pfipraven agardézovy gel,
34

ktery umoziuje volnou difuizi chemickych forem rtuti.

—“+CHy—CH—y
.Ezg + HR(CHyCO0O): 0 / HN—=HgOOCCH;  + CHsCORH
NH; CHCOOHgNIH ¢ 0
o 0 o NH f\m "

Obr.25. Sorpce rtuti v polyakrylamidovém gelu.*

5.1.2. Priprava sorp¢niho gelu

Pro pfipravu testovanych sorpcnich gelii, krom& modifikovaného lontosorbu AV, byl
pouzit gelovy roztok.

5.1.2.1.  Priprava sorpcéniho gelu Chelex-100 a Spheron-Thiol
Pro ptipravu téchto gelti byla optimalizovana navazka sorbetli. Jako optimalni se ukazaly
byt navazky 0,5 g Chelexu-100 a 0,25g Spheron-Thiolu. Zakladni postup ptipravy geli byl
prevzat z DGT Research Ltd.*!
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5.1.2.2.  Priprava sorpcéniho gelu Duolit GT-73

Pro pfipravu sorp¢niho gelu se sorbentem Duolit GT-73, bylo potieba tento sorbent
upravit.

Nejdiive byl sorbent louzen v 1 mol.l" kyselin& chlorovodikové, za uelem predisténi
sorbentu. Opakovanymi analyzami se vSak potvrdilo, Ze louzeni sorbentu nema na celkovy
obsah rtuti v sorbentu Zadny vliv. Proto se dale pracovalo s nelouzenym sorbentem. Jelikoz
velikost Castic sorbentu Duolit GT-73 je vétsi nez distanéni folie pouzivané k ptipraveé
sorp¢nich gelii, bylo nutné sorbent rozdrtit v tieci misce. Rozdrceny sorbent byl pak sitovan
a ze sit byla odebrana frakce obsahujici ¢astice o velikosti 60-123um.

Podobné¢ jako wu Chelexu-100 a Spheron-Thiolu byla optimalizovana navazka
Duolitu GT-73 pro piipravu gelii. Optimalni mnozstvi sorbentu bylo 0,25 g. Postup piipravy
sorp¢nich geld byl témét shodny jako u Chelexu-100 a Spheron-Thiolu, az na dobu botnani
Duolitu GT-73, ktera byla u této piipravy 40 minut. Sorbent, ktery botnal kratSi dobu nebyl
schopny tvoftit kompaktni gel.

5.1.2.3.  Priprava sorpcéniho gelu z Iontosorbu AV

Pfed samotnou piipravou sorpéniho gelu, bylo nutné provést modifikaci komercné
dostupného lontosorbu AV. Z lontosorbu AV byl nejprve odstranén azid sodny. Odstranéni
azidu sodného z lontosorbu AV urCeného k modifikaci bylo provedeno promyvanim
etanolem. lontosorb AV byl rozmichan a ponechan po dobu tfech dnl ve 20 % roztoku
ethanolu. Po tfech dnech byl sorbent vyjmut, odfiltrovan pres fritu o velikosti port 10-16 pm
a promyt ultracistou vodou. Takto upraveny sorbent byl pak rozprostfen na hodinovém
sklicku a ponechan v exsikatoru.

Modifikace Iontosorbu AV byla provedena diazotaci a néslednou kopulaci (obr.16).
V pribéhu diazotace doSlo ke vzniku diazoniové soli, kterd se projevila zménou barvy
sorbentu. Sorbent, ktery byl pivodné bily, se zménil na jasné Zluty produkt. Tento produkt
bylo nutné rychle odstranit od reakéni matrice a diikladné ho proplachnout ledovou ultradistou
vodou.

Pti kopulacni reakci, kterd probéhla za ptidavku roztoku imidazolu s uhli¢itanem sodnym
se zlutd diazoniova stl zacala ménit na tmavé Cervenou. Kopulaéni reakce probihala 24 hodin
za obCasné¢ho michéani reak¢ni smési za teploty blizké 0 °C. Po probéhnuti kopula¢ni reakce
byl modifikovany sorbent odfiltrovan na frit€¢ o velikosti pord 10-16 pm, promyt kyselinou
chlorovodikovou, ultrac¢istou vodou a nasledné suSen v exsikatoru.

Navazka modifikovaného Iontosorbu AV pro pfipravu sorpcnich gelti byla optimalizovana
na konecnych 0,35g.

Tato navazka byla smichdna v jednordzové zkumavce s horkym 2 % roztokem agar6zy.
Vznikld smés byla pipetovana mezi dvé nahiatd skla a to tak, aby Castice sorbentu byly
rozprostfeny v celém vzniklém gelu. Po zchladnuti skel v horizontdlni poloze pfii teploté
cca 20 °C, byla z gelu vykrajena koleCka a ponechana v ultracisté vodé¢ do doby jejich
aplikace na jednotku DGT. Pfi piipravé sorpcniho gelu s modifikovanym lontosorbem AV
byla pouzita stejné distan¢ni folie jako u ptipravy difizniho gelu.

Agar6zovy sorpni gel byl ptipravovan kvili specifickym problémiim pfi ptipravé bézného
polyakrylamidového gelu. Modifikovany Iontosorb AV nebylo mozné rovnomérné rozprostiit
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v polyakrylamidovém gelu a navic tento sorbent tvofil v polyakrylamidovém gelu velké
shluky, ztézujici ptipravu gelu.

5.2. Testovani sorp¢nich gelii v modelovém roztoku rtuti (zakladni test)

Firma DGT Research, kterd komercné vyrabi sorpéni gely s Chelexem-100 ve svych
materidlech uvadi, ze gely pfipravené vlastnorucné v laboratofi jsou plné funkéni, pokud
je odchylka od koncentrace v modelovém roztoku kovu stanovend technikou DGT a jinou
nezéavislou metodou mensi nez 10%.

Pifi tomto testu byly c¢tyfi zkompletované vzorkovaci jednotky DGT vlozeny do
modelového roztoku rtuti po dobu 3 hodin. Pfi testu bylo nutné udrzovat dostatecné michani
roztoku kolem 800 ot.min™ a pH v rozmezi 5 aZ 6, jak udava manual DGT Research, Ltd.*!
Po uplynuti pozadované doby byly vzorkovaci jednotky vytazeny z roztoku
a rozebrany.

Koncentrace rtuti v pfipravenych modelovych roztocich rtuti se pohybovala v rozmezi od
17 do 26 + 0,5 pgl'. Presné udaje o koncentracich rtuti v jednotlivych testech uvadi
tabulka 10. V tabulce 9 jsou uvedeny hodnoty pouzité pro vypocet koncentrace rtuti Cpgr
zjistované metodou DGT. Pro vypocet této koncentrace byla pouzita rovnice (7).

Tabulka 9. Parametry pouzité pro vypocet Cpgr dle rovnice (7).

M [ng] mnozstvi rtuti zméfené piistrojem AMA 254

Ag =0,063 cm tloustka diflizni vrstvy (membranovy filtr a difizni gel)
D =8,97.10° cm’.s™ | diftizni koeficient

t=10800s 3 hodinova expozice jednotek DGT

A=3,14 cm’ plocha exponované ¢asti gelu

Z namétenych hodnot, které jsou uvedeny v tabulce 10, je vidét, Ze koncentrace rtuti
v modelovém roztoku métfené piistrojem AMA 254 se pfili§ neodchyluji od koncentraci
métenych technikou diftzniho gradientu v tenkém filmu. NejvySe dosazeny rozdil
koncentrace meéfené pomoci AMA 254 a technikou DGT byl u modifikovaného
Iontosorbu AV, ktery ¢inil 1,6 % . Tyto vysledky jsou hluboko pod normou 10 % a ukazuji na
to, Ze testované gely byly pfipraveny spravné a jsou plné funkéni.*!

Tabulka 10. Porovnani priimérné koncentrace nalezené technikou DGT a prumérné
koncentrace rtuti v roztoku odebraného po expozici vzorkovacich jednotek DGT.

testovany Cama Coer rozdil mezi
stanovenim
sorbent gl | [ugl'l | AMA aDGT [%]
Duolit GT-73 23,1 23,3 0,9
Spheron-Thiol 19,1 19,2 0,5
Chelex-100 17,9 18,1 1,1
MISAVI 25,7 25,3 1,6
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5.3. Test nasyceni sorbentu v zavislosti na ¢ase

Firma DGT Research Ltd. doporucuje pro testovani difuzniho a sorpcniho gelu dalsi test,
jednd se test nasyceni sorbentu v zavislosti na case. U tohoto testu bylo pouzito
8 wvzorkovacich jednotek DGT s testovanym sorpnim gelem, které byly ponofeny
do modelového roztoku rtuti. Vzdy dvé vzorkovaci jednotky DGT byly odebrany z roztoku
rtuti v dvouhodinovych intervalech. Po vytazeni byly jednotky DGT oplachnuty v destilované
vod¢€, rozebrany a bylo proméfeno mnozstvi naakumulované rtuti v testovaném sorpcnim
gelu.

Vysledky testll jsou shrnuty v tabulkdch 11 az 14 a graficky jsou zndzornény na grafech
1 az 4. Teoretick¢é mnozstvi rtuti zachycené sorpénim gelem bylo vypocitano ze zndmé
koncentrace rtuti v roztoku pomoci rovnice (7), které¢ zndzoriiuje Cernd tlustd cara v grafu.

Tabulka 11. Porovnani naméreného a teoretického mnozstvi rtuti v sorbentu Chelex-100.

2 67,4 57,7
4 118,7 1154
6 166.4 173,2
8 215,0 230,9
Chelex-100
250
200 }:
= 150 -
£
= 100 -
50
O I I I I 1
0 2 4 6 8 10
t[h]

Graf 1. Casovd zavislost mnoZstvi nasorbované rtuti v Chelexu-100.
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Tabulka 12. Porovndni naméreného a teoretického mnozstvi rtuti v sorbentu Spheron-Thiolu.

2 90,0 78,0
4 154,1 156,2
6 214,2 234,1
8 291,1 312,0
Spheron-Thiol
350 +
300 ~
250 -
S 200 - J
=
s 150 +
100 -
50 -
O I I I !
0 2 4 6 10
t{h]

Graf 2. Casova zavislost mnozstvi nasorbované rtuti ve Spheron-Thiolu..

Tabulka 13. Porovnani naméreného a teoretického mnozstvi rtuti v sorbentu Duolit GT-73.

2 72,6 72,8
4 157,2 145,7
6 190,8 218,5
8 274,1 291,3
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Graf 3. Casovd zavislost mnoZstvi nasorbované rtuti v Dolitu GT-73.

Tabulka 14. Porovnani nameéreného a teoretického mnozstvi rtuti v sorbentu MISAVI.

2 53,8 44,3
4 88,6 88,6
6 123,3 132,9
8 145,1 177,1
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MISAVI
200 -
150 -
=
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=
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Graf 4. Casovad zavislost mnozstvi nasorbované rtuti v MISAVI.

Akumulované mnozstvi rtuti ve vSech sorpcnich gelech linearné roste s ¢asem. Kromé
toho, naméifené mnozstvi akumulované rtuti souhlasi s teoretickym mnoZstvim rtuti
v sorpCnich gelech vypoctenym ze zakladni rovnice DGT. VSechny provedené testy opét
potvrdily, Ze sorp¢ni i difuzni gely byly pfipraveny spravné a jsou plné funkcni.

5.4. Vliv riznych faktori na méreni rtuti technikou DGT

5.4.1. Vliv pH vnéjSiho roztoku

Vsechny pfipravené gely byly testovany v roztocich rtuti. Hodnota pH byla ménéna od
pH =2 do pH = 10.

Vliv pH na stanoveni rtuti technikou DGT shrnuji grafy 5 az 8. Na osu y byla vzdy
vynaSena vytéznost, tedy pomér koncentraci méfenych technikou DGT a pfistrojem
AMA 254.
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Chelex-100
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Graf 5. Zavislost sorpce rtuti na pH vnéjsiho roztoku pro testovany Chelex-100.

Sorpéni gel s Chelexem-100 pracoval optimalné v rozsahu pH 5 az 8 (graf 5). Pti pH = 2
byla vytéznost rtuti z roztoku asi 60 %, pti pH = 10 dokonce jen 30 %. Podobnych vysledk
dosahli Davison a Zhang, ktefi testovali vliv pH na méFeni kadmia technikou DGT.**

Nizké vytéznosti pii pH < 4 a pH > 8 jsou zplisobeny zménami funkcnich karboxylovych
skupin Chelexu-100. Tyto zmény jsou zndzornény na obr.14.%*

CH,COOH CH,COOH CH,COO- CH,COO-
&-CH;NH' &-CH;NH' & CH;NH" &-CH;
CH,COOH CH,CO0- CH,COO- CH,COO-
pH221 ——— pH399 ———» pH74I > pH 12.30

Obr.14. Zména struktury Chelexu-100 s riistem pH.*®
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Spheron-Thiol

1,2
1,0 -
0,8
0,6 1
0,4 1
0,2
0,0 \ \ ‘ ‘ ‘

navratnost

Graf 6. Zavislost sorpce rtuti na pH vnéejsiho roztoku pro testovany Spheron-Thiol.

Sorpéni gel se Spheron-Thiolem vykazoval pii testech s riznym pH roztoku podobné
vlastnosti jako sorpéni gel s Chelexem-100 (graf 6). Strukturni zmény sorbentu
Spheron-Thiolu ovlivnéné riznym pH nejsou piesn€é znamy, z téchto divodid je t&zké
naméienou zavislost podrobnéji diskutovat.

Duolit GT-73

14

1,2 | '/;—{\}/{
+— 1,0 1
3
c 0,8 -
§ 0,6
\% !
< 04 -

0,2 -

0,0 T T T T T

0 2 4 6 8 10 12
pH

Graf 7. Zavislost sorpce rtuti na pH vnéjsiho roztoku pro testovany Duolit GT-73.
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Sorpéni gel s Duolitem GT-73 pracoval optimalné v celém rozsahu testovaného pH
(graf 7). Funk¢nost sorbentu v rozsahu pH 1-14 rovnéz udava samotny vyrobce.

Podobné jako sorpcni gel s Duolitem GT-73 se choval 1 sorpéni gel s modifikovanym
Iontosorbem AV (graf 8), i kdyz vytéznosti byly v tomto pfipadé nepatrné mensi (kolem
90 %). Na druhou stranu, stanoveni byla v tomto pfipad¢ zatizena vétSi smérodatnou
odchylkou.

MISAVI
1,2
1,0
»
o
c
‘§ 0,8 -
3
c
0,6 -
0,4 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
pH

Graf 8. Zavislost sorpce rtuti na pH vnéjsiho roztoku pro testovany MISAVI.

5.4.2. Vliv huminovych latek

Huminové latky vyznamné ovliviiuji mobilitu a dostupnost kovli v zivotnim prostredi,
z tohoto diivodu byl testovan vliv téchto latek na stanoveni rtuti technikou DGT.

Struktura huminovych latek je velmi rozmanita a 1iSi se podle ptvodu, naleziste, ale
1 doby odbéru vzorku. Za zakladni strukturni jednotku lze povazovat cyklické slouceniny,
nejCastéji aromatické. Charakteristickym znakem téchto latek je pfitomnost karboxylové
a hydroxylové skupiny (alifatické 1 aromatické), které zodpovidaji za sorpéni a vyménnou
kapacitu huminovych latek. Huminové latky obvykle obsahuji 3-4 skupiny karboxylové
a 3-7 skupin hydroxylovych.**

Pti testovani vlivu huminovych latek na méfeni rtuti technikou DGT byly vyhodnoceny
Casové zavislosti sorpce rtuti v jednotlivych sorp¢nich gelech pro rizné koncentrace
huminovych latek a ze smérnic téchto zavislosti byly pocitany tzv. zdéanlivé diftzni
koeficienty. VIliv huminovych latek na stanoveni rtuti technikou DGT je zndzornén
v grafu 9 a vypoctena data jsou shrnuty v tabulce 15. Koncentracni rozpéti huminovych latek
v roztoku rtuti bylo od 0,01 do 10 mgl'. Zgrafu 9 je ziejmé, 7e hodnoty difiiznich
koeficientii rtuti klesaji s rostouci koncentraci huminovych latek v roztoku, a to az do
koncentrace huminovych latek 1 mg.l'. Pfi této koncentraci je jiz veskera rtut’ vézana
ve stabilnich komplexech s huminovymi latkami a k dal§imu poklesu jiz nedochéazi. Zaroven

6,43,45
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lze ztabulky 15 vidét, ze pii vSech pokusech byla rtut’ linearné akumulovédna s rostoucim
Gasem (R* = 0,8432 a7z 0,9992) coz dokazuje, 7¢ koncentratni gradient a tim také tok
kineticky labilnich forem rtuti difiznim gelem jsou stalé. Vypocitané zdanlivé diftzni
koeficienty se v piipadé stabilng vazané rtuti pohybovaly v rozmezi 0,32 —4,91.10° cm”s™,
coz odpovida difuznim koeficientim huminovych latek publikovanych v literature.**

—e— Duolit GT-73
120 —&— Spheron-Thiol
—A— MISAVI
100 —e— Chelex-100
80 -
g
a 60 -
D>
40
20 A
0 T T T T
-3 -2 -1 0 1 2
log c(HA)

Graf 9. Pokles difuznich koeficientii v zavislosti na logaritmu koncentrace
huminovych latek v roztoku rtuti pro jednotlivé iontomeénice.
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Tabulka 15. Souhrn vypoctii difuznich koeficientii v roztocich rtuti s ruznou koncentraci
huminovych latek.

Chelex-100 k (cm’.s™) R? Dq. (cm’s™) D.a./Dyyp. (%)
Cps (mg.1™)
0,01 0,7210 | 0,9976 | 4,01.10° 45,1
0,1 0,8840 | 0,9486 | 4,93.10° 55,4
1 0,1701 | 0,9610 | 1,07.10° 10,6
10 0,0560 | 0,9802 | 0,32.10° 3,5
Spheron-Thiol | k (em’s™) | R® | Dy (cmis™) | Dza/Dyyp. (%)
Crs (mg.1™")
0,01 1,0500 | 0,9880 | 5,85.10° 65,8
0,1 0,9928 | 0,9699 | 5,63.10° 62,2
1 0,2500 | 0,9986 1,39.10° 15,7
10 03550 | 0,9979 | 1,35.10° 15,2
Duolit GT-73 | k(em’s™") | R® | Dy (cmis™) | Dza/Dyyp. (%)
Crs (mg.1™")
0,01 1,2800 | 0,9965 | 8,91.10° 100,1
0,1 1,5986 | 0,9594 | 7,13.10° 80,2
1 0,3100 | 0,9789 | 1,73.10° 19,4
10 02450  0,9951 1,98.10° 222
MISAVI k(em’sh) | R* | Dy (cmis™) | Dza/Dyyp. (%)
Cps (mg.1™")
0,01 0,7800 | 0,9992 | 4,35.10° 48,8
0,1 0,8830 | 0,9486 | 4,92.10° 55,3
1 03330 | 0,8432 | 1,84.10° 20,7
10 02430 | 0,9785 | 1,35.10° 15,2
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5.4.3. Vliv chloridu

V tomto testu byl zkouman vliv chloridl na sorpci rtuti v sorpcnich gelech. Chloridy jsou
béznym piirodnim ligandem, ktery siln¢ vaze rtut’ ve stabilni chlorokomplexy. Vazba rtuti
chloridovymi ionty je obzvlasté vyznamna v motské vodé, ktera obsahuje vysoké koncentrace
chloridt. Vliv chloridii na stanoveni koncentrace rtuti technikou DGT znazortiuje graf 10.
Plnou carou je znazornén vliv chloridi na méteni rtuti se sorpénim gelem Spheron-Thiol.
Podobné vysledky byly ziskany pro sorpcni gel obsahujici Duolit GT-73. PferuSovana cara
znazoriiuje vliv chloridii na méfeni rtuti se sorpénim gelem obsahujici Chelex-100. Zatimco
pii pouziti gelu se Spheron-Thiolem a Duolitem GT-73 bylo dosazeno névratnosti kolem
85 % 1 v roztocich s velmi vysokou koncentraci chloridfi, u sorpéniho gelu s Chelexem-100
se navratnost pii vysokych koncentracich chloridii pohybovala jen kolem 65 %. Rozdilné

vazebné sily sorpcnich geli se Spheron-Thiolem a s Chelexem-100 byly pozorovany jiz
dtive.*?
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0,9
»
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Graf 10. Zavislost sorpce rtuti na koncentraci chloridii v modelovém roztoku.

5.4.4. Vliv iontové sily

vwr

silou mohou byt vysledky namétené technikou DGT ovlivnény mengimi chybami.*® Abychom
ovetili vliv iontové sily na méfeni rtuti technikou DGT, byly pfipravené sorpéni gely
testovany v roztoku rtuti obsahujici dusi¢nan sodny v koncentraci pohybujici se od 0,01 mol.”
az 0,5 mol.I"'. Namdfené vysledky jsou zndzornény v grafu 11. Iontova sila neméla na

Vv

smérodatnou odchylku stanoveni, vytéznost rtuti v§ak byla vétsi nez 90 %.
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Graf 11. Viiv iontové sily na sorpci rtuti.

5.4.5. Vliv konkuren¢nich kovu

Vliv konkuren¢nich kovii na sorpci rtuti je dan jak jejich mnoZzstvim v roztoku, tak
pfedev§im pouzitym sorpénim gelem, ktery vykazuje riznou selektivitu k jednotlivym
koviim, coz je dano funk¢nimi skupinami sorbentu. Z grafu 12 je zfejmé, Ze piitomnost
stejného mnoZzstvi kadmia a médi v roztoku nemélo téméef Zadny vliv na vytéZnost rtuti
u sorpéniho gelu obsahujici Duolite GT-73, kterd se tak pohybovala kolem 100 %. Naproti
tomu, vytéznost rtuti ze stejného roztoku pii pouziti sorpéniho gelu se Spheron-Thiolem byla
piiblizné 80 %. Tento vysledek naznacuje, ze Spheron-Thiol nemusi pfednostné z roztoku
vazat rtut, ale je schopny navéazat i méd’ a kadmium, nicméné v menSim mnozstvi nez rtut’.
Oba sorbenty, Duolite GT-73 1 Spheron-Thiol obsahuji thiolové funk¢ni skupiny, dalo se tedy
predpokladat, ze se budou chovat podobné. Rozdilné chovani mize byt zplisobeno jinou
strukturou obou pouzitych sorbentl. Zatimco funk¢ni skupiny jsou u Duolitu GT-73 vazany
na divinyl-styrenbenzenovém kopolymeru, tytéz skupiny jsou u Spheron-Thiolu vézany na
hydroxyethylmethakrylat. Pti pfipravé sorpcnich gelt tak mohou byt funkéni skupiny diky
prostorovym efektiim pro kovy rizné dostupné. Pfi pouziti sorpéniho gelu s Chelexem-100 se
vytéZznost rtuti pohybovala kolem 50 %. Iminodioctové funkéni skupiny iontoménice
Chelex-100 jsou sice schopny vazat rtut’, ale ve stejném mnoZzstvi vazi i kadmium a méd'.
Namétend data pomérné piesné odpovidaji vlastnostem sorbenti udavanymi vyrobci.
Pro Duolite GT-73 je popsana selektivita viid¢i koviim v fadé¢ Hg > Ag > Cu > Pb > Ni >
Co,” pro Chelex-100 pak Cu>>Pb > Ni > (Hg) > Zn > Ag > Co > Cd.*

Rozdilné vlastnosti testovanych sorpcnich geli podtrhl test provadény v roztoku rtuti, ve
kterém byly v kadmium a v méd’ v nadbytku. Pfi tomto testu se vytéznost rtuti z modelového
roztoku pohybovala kolem 85%, zatimco u Spheron-Thiolu to bylo pfiblizné¢ 50 %
a u Chelexu-100 pouhych 20 %.
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Sorpéni gel s modifikovanym Iontosorbem AV nebyl bohuzel testovan, protoze v dobé
testovani nebyl dostupny imidazol na ptipravu novych sorp¢nich gell, predpokladame ale, ze
by svymi vlastnostmi zaujal misto mezi Spheron-Thiolem a Chelexem-100.
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Graf 12. Viiv kovii obsazenych v roztoku s rtuti v pomeru 1:1:1.
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Graf 13. Viiv kovii obsazenych v roztoku s rtuti v pomeru 1:2:2.
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Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu (technika DGT) je gelova technika
umoziiujici méfeni koncentrace kovi a dalSich latek in situ ve vodach, v pidach
a v sedimentech. Technika DGT pracuje na principech Fickovych zakont difuze. Zakladem
této techniky je vzorkovaci jednotka DGT, kterd je ponofena do sledovaného vodniho
systému, ze kterého ionty kovil difunduji pfes vrstvu hydrogelu k sorpénimu gelu, na jehoz
specifické funk¢ni skupiny se kov vaze. Z mnozstvi kovu, které¢ je za danou dobu vazano
v sorpcnim gelu, je mozné jednoduSe vypocitat koncentraci labilnich forem kovii v méfeném
systému. Technika DGT je diky své jednoduchosti a prekoncentra¢nim schopnostem vhodna
pro stanoveni rtuti, ktera se v piirodé vyskytuje v nizkych koncentracich, které i tak negativné
ovlivituji  zivotni prostiedi. Cilem diplomové prace bylo stanoveni vlastnosti nové
piipravenych sorp¢nich gelt pro stanoveni rtuti technikou DGT a porovnani téchto vlastnosti
se sorpénim gelem obsahujici Spheron-Thiol. Nové pfipravené sorpcni gely byly gel
s Duolitem GT-73 a s modifikovanym lontosorbem AV. Krom¢ téchto dvou sorp¢nich geli
byly testovany i vlastnosti gelu s Chelexem-100, ktery se bézné pouzivd pro stanoveni
koncentrace labilnich forem kovl technikou DGT. Nejdiive byla optimalizovana ptiprava
sorpcnich gelli. Po této optimalizaci byly pfipravené gely testovany v modelovych roztocich
rtuti. Byly provedeny zakladni testy doporu¢ené firmou DGT Research Ltd., test navratnosti
a test linedrni akumulace rtuti v zdvislosti na Case. Koncentrace naméfené technikou DGT
v modelovych roztocich rtuti se liSily od koncentraci namétfenych nezavislou technikou
o méné nez 2 %. VSechny pfipravené gely linearn¢ akumulovaly rtut’ v zévislosti na cCase.
Kromé toho, mnozstvi akumulované rtuti v sorpcnich gelech odpovidalo teoreticky
vypocitanému mnozstvi ze zakladni rovnice DGT. Z téchto vysledkl je patrné, ze proces
piipravy geli byl optimalizovan spravné a Ze pfipravené gely byly plné funkcni.

V dalsi ¢asti této prace byl studovan vliv riznych faktorti na méteni rtuti technikou DGT.
Témito faktory byly pH, iontova sila a koncentrace chloridii a huminovych latek v roztoku.
Studovan byl také vliv konkurencnich kovli na méfeni. Nejlepsi vysledky ve vSech testech
vykazoval sorp¢ni gel s Duolitem GT-73. Tento gel je mozné vyuzit v celé Skale pH okolniho
prostiedi a je schopny vazat rtut’ i ve velmi stabilnich komplexech. Kromé toho, disponuje
nejvetsi  specifitou pro rtut. Podobné vysledky vykazoval také sorpcni gel se
Spheron-Thiolem, nicméné specifita tohoto sorbentu je patrné mirn€ oslabena prostorovymi
efekty v polymerizovaném gelu. Zaroveil je tento sorpéni gel mozné pouzit pouze
v omezeném rozsahu pH (4-8). Pouziti sorpcniho gelu s Chelexem-100 je rovnéz omezeno
hodnotou pH vnéjSiho roztoku. Kromé toho, iminodioctové funkéni skupiny Chelexu-100
jsou méné selektivni pro rtut’ a maji pfili§ malou vazebnou silu aby byly schopny vézat rtut’
pritomnou 1 v silnéjSich (stabiln¢jSich) komplexech. Testovan byl také novy sorpcni gel
s lontosorbem AV modifikovanym imidazolem. Tento sorpéni gel byl podobné jako gel
s Duolitem GT-73 pouzitelny v Sirokém rozsahu pH, svymi ostatnimi vlastnostmi se pak tadil
mezi za sorpéni gel s Duolitem GT-73 a mezi sorpéni gely se Spheron-Thiolem
a Chelexem-100. VSechny testované sorp¢ni gely fungovaly spravné v Sirokém rozsahu
hodnot iontové sily modelového roztoku rtuti, lze fici, ze méteni bylo ve vSech piipadech
nezavislé na iontové sile roztoku.

Cilem diplomové prace bylo rovnéZ stanovit sorpéni kapacity pfipravenych gell, zapocaté
testy bohuzel nebyly z ¢asovych divodi dokonceny. Tyto testy budou v nejblizsi dobé
dokonceny a spolu s vysledky prezentovanymi v této diplomové praci pfispéji k rozvoji
techniky DGT.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMA 254

Hg
Hgo
H g22+
Hg™*
-SH
DBL
DGT

DET

TEMED
AAS
AFS
ICP-MS

MISAVI
GC
HPLC

jednoucelovy atomovy absorpéni spektrometr pro stanoveni rtuti (Advance
Mercury Analyser)

rtut’

elementarni rtut’

rtutny kation

rtutnaté ionty — anorganicka rtut’

thiolova skupina

diftzni hrani¢ni vrstva (diffusive bundary layer)

technika difuzniho gradinetu v tenkém filmu (Diffusive Gradient in Thin films
technique)

technika difuzni rovnovéhy v tenkém filmu (diffusive equilibrium in thin films
technique)

N,N,N‘,N* — tetramethylethylendiamin

atomova absorpcni spektrometrie (atomic absorption spectrometry)

atomova fluorescencni spektrometrie (atomic fluorescence spectrometry)
hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (inductively coupled
plazma-mass spectrometry)

modifikovany Iontosorb AV s imidazolem

plynové chromatografie

vysoce uc¢inna kapalinovéa chromatografie

9. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU

A

C'
Cocr
Ce

CAMA

expoziéni plocha (cm?)

koncentrace iontl kovii na rozhrani sorpéniho a difazniho gelu (mol.1™)
koncentrace chemickych forem kovu ve vn&j§im roztoku (mol.1™)
koncentrace chemickych forem kovu v eluatu (mol.1™)

koncentrace rtuti v roztoku zji§téna ptistrojem AMA 254

diftizni koeficient (cm”.s™)

tloustka difizni hrani¢ni vrstvy (cm)

tloustka difuzni vrstvy (cm)

tok chemickych forem kovu (mol.cm™.s™)

faktor eluce kovu ze sorp¢niho gelu

mnozstvi chemickych forem kovli vdzané béhem expozi¢ni doby v sorpénim
gelu (ng v disku)

teoretické mnozstvi chemickych forem kovii vazané béhem expozi¢ni doby
v sorp¢nim gelu (ng v disku)

doba expozice DGT jednotky (s)

objem sorpéniho gelu (cm’)

objem roztoku 1 mol.I"' kyseliny dusi¢né (cm®)
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	1. ÚVOD
	Rtuť a její sloučeniny provázejí člověka již nejméně tři tisíce let jeho historie. Tyto sloučeniny jsou používány v různých průmyslových odvětvích, zemědělství, laboratorní technice i lékařství. Celou tuto dobu sbírá lidstvo zkušenosti s jejími toxickými účinky. Sloučeniny rtuti patří mezi jedny z nejtoxičtějších látek vyskytujících se v životním prostředí. Nalezneme je v půdách, v horninách, v atmosféře, ve vodách, ale také v různých organismech. Toxicita rtuti závisí na formě, ve které se rtuť nachází. Do organismu proniká obvyklými vstupními cestami, inhalací plynných sloučenin, či orálně, např. konzumací potravin. Problém kontaminace rtutí a jejími sloučeninami je všeobecně známý nejen ve vědeckých kruzích,ale i mezi laickou veřejností.1-3
	Rtuť se vyskytuje v životním prostředí ve velmi malých koncentracích (μg.l-1 až ng.l-1), proto je její stanovení velmi obtížné, a vyžaduje použití rychlých, přesných, selektivních a citlivých metod.3,5,10
	Velkým problémem při stopové analýze kovů je kontaminace vzorku a chyby vzniklé během odběru vzorků. Tyto problémy lze obejít měřením in situ. Klasickým odběrem a analýzou vzorku lze získat informaci o celkové, popř. celkové rozpuštěné koncentraci kovů. Tato informace se však stále více ukazuje být nedostačující a hledají se nové techniky, které umožňují odhadnout množství potenciálně dostupných kovů pro biotu. V poslední době se k těmto účelům s výhodou používá in situ technika difúzního gradientu v tenkém filmu (DGT).4 
	Technika difúzního gradientu v tenkém filmu (DGT) je relativně nová in situ technika pro stanovení kineticky labilních a potenciálně (bio)dostupných forem prvků v přírodních vodných systémech.30 Přestože je tato technika v současnosti schopná měřit více než 50 prvků periodické tabulky, jen málo pozornosti bylo věnováno validaci této techniky pro měření rtuti.
	První práce v této oblasti byly započaty na Fakultě chemické Vysokého učení technického v Brně v roce 2003. Pro vyřešení problémů s akumulací rtuti v běžně používaném polyakrylamidovém difúzním gelu byl jako sorpční gel doporučen gel s iontoměničem Spheron-Thiol. Tento iontoměnič však v současné době není komerčně dostupný. Z tohoto důvodu byla další práce v této oblasti směřována na přípravu nových sorpčních gelů, které by mohly Spheron-Thiolový gel nahradit. Za poslední dva roky bylo navrženo několik takových gelů, jejich vlastnosti však doposud nebyly testovány.

	2. CÍLE DIPLOMOVÉ PRÁCE
	Cílem diplomové práce bylo vypracovat literární rešerši týkající se řešené problematiky, optimalizovat přípravu nových (Hg) sorpčních gelů pro techniku DGT, testovat připravené gely v laboratoři a navzájem porovnat vlastnosti těchto gelů.

	3. TEORETICKÁ ČÁST DIPLOMOVÉ PRÁCE
	3.1. Rtuť
	3.1.1. Chemicko-fyzikální vlastnosti rtuti
	Rtuť je stříbrolesklý kov, který se nachází ve 12-té skupině Mendělejevovy periodické tabulky. Patří mezi přechodné prvky, jejichž valenční elektrony jsou umístěny v d-orbitalech. Rtuť nalezneme v přírodě nejčastěji se zinkem a kadmiem. Tyto prvky patří do skupiny tzv. chalkofilních kovů.1,3 
	Elementární rtuť je jediným kovovým prvkem, který je při laboratorní teplotě tekutý. Je dobrým elektrickým vodičem, ale poměrně špatným vodičem tepla. Rtuť snadno tvoří slitiny (tzv. amalgámy) skoro se všemi běžnými kovy, včetně stříbra, hliníku a zlata. Se železem však rtuť slitinu netvoří. Rtuť je vysoce těkavá již při laboratorní teplotě. Kromě vzácných plynů je také jediným prvkem, jehož páry jsou téměř výhradně jednoatomové.1,2 
	Rtuť vytváří širokou škálu sloučenin, které se liší jak svými fyzikálními a chemickými vlastnostmi, tak i toxicitou. Rtuť se vyskytuje v omezeném množství oxidačních stavů (0,+I,+II, výjimečně i ve stavu +III).2,3
	Mezi nejběžnější chemické formy rtuti patří anorganické sloučeniny s oxidačním číslem +I, jako je např. kalomel (Hg2Cl2), a sloučeniny s oxidačním číslem +II, např. rumělka (HgS) nebo chlorokomplexy  [HgCl]+, [HgCl3]- a [HgCl4]2-. Jelikož rtuť patří v periodické tabulce do skupiny B, má daleko větší tendenci k tvorbě kovalentních vazeb a preferuje ligandy s donorovými atomy dusíku, fosforu a síry s nimiž tvoří v oxidačním stavu +II komplexy, které patří k nejstabilnějším komplexům dvojmocných iontů rtuti. Kromě anorganických forem tvoří rtuť také organokovové sloučeniny.1,3 
	Organokovové sloučeniny rtuti obsahují jeden nebo dva uhlovodíkové radikály navázané na atom kovu rtuti a vytváří tak sloučeniny typu RHgX nebo RHgR´. Nejčastějšími uhlovodíkovými radikály jsou ˙CH3, ˙C2H5, ˙C6H5. Tyto sloučeniny vznikají v přírodních vodách a sedimentech působením specifických mikroorganismů. Mechanismus vzniku je založen na přenosu methylové skupiny z methylkobalaminu na anorganické formy rtuti, Hg2+.3,4,6

	3.1.2. Vstup rtuti do životního prostředí
	Rtuť patří mezi kovy přirozeně se vyskytující ve všech složkách životního prostředí. Transport rtuti ve složkách životního prostředí je dán jejími interakcemi s jednotlivými složkami ekosystémů. Pohyb rtuti je ovlivněn především formou sloučeniny, ve které je rtuť vázána. Do životního prostředí je rtuť uvolňována jak z přírodních tak antropogenních zdrojů.4,7
	V globálním měřítku má největší podíl na emisích rtuti do životního prostředí lidská činnost. Mezi největší antropogenní zdroje rtuti lze zařadit spalování fosilních paliv, hutnictví a výrobní procesy, kde suroviny obsahují stopy rtuti. Další zátěží pro životní prostředí jsou procesy při získávání rtuti (těžba, regenerace použitých výrobků), výrobní procesy, kde je rtuť výchozí surovinou (chlor-alkalická výroba, produkce zářivek, výbojek, baterií, teploměrů, termostatů, zařízení k měření tlaku, navigačních zařízení, elektrod, amalgámů, fungicidních přípravků, apod.) a dále také úniky rtuti z odpadů (emise ze spaloven, výluhy ze skládek, odpadní vody z  průmyslu a zdravotnictví). Celková emise antropogenní rtuti je zhruba 5000 tun ročně.7-10
	Mezi přírodní zdroje rtuti patří především sopečná činnost, rtuť odpařená z povrchu moří a oceánů, dále zvětrávání minerálů, lesní požáry, těkání kovové rtuti z ložisek, či říční odnos. Přírodní zdroje mají za následek roční emisi rtuti do životního prostředí okolo 1600 tun. Nejvíce uvolňovanou formou rtuti do životního prostředí je kovová rtuť (Hg0), následují její oxidy, sulfidy, halogenidy a methylrtuť. Poměrně velké množství rtuti se do atmosféry uvolňuje ze sladkovodních a mořských sedimentů poté co projde vodním sloupcem.Takto uvolněná rtuť je schopna dálkového přenosu.7,8,9

	3.1.3. Koloběh rtuti v životním prostředí
	Rtuť jakožto globální polutant se vyskytuje v různých koncentracích ve všech složkách životního prostředí. V atmosféře, pedosféře a ve vodách se snadno bioakumuluje a vstupuje do potravních řetězců. Páry rtuti a rtuť vázaná na pevné částice je unášena vzdušnými proudy kontaminující tak i polární oblasti.3,4
	Transport rtuti v životním prostředí popisuje bio-geochemický cyklus. Je charakterizován jako součet všech vstupů a výstupů sloučenin rtuti v daném ekosystému. Celý tento cyklus zahrnuje uvolnění rtuti a jejích nově vzniklých těkavých sloučenin z půd, hornin, povrchových a odpadních vod. Jejich transport za současné transformace atmosférou, ukládání sloučenin rtuti zpět na zemi a v povrchových vodách, sorpci sloučenin rtuti na částečky sedimentů nebo půdy, její absorpci živou přírodou, transformaci jednotlivých chemických forem rtuti a jejich bioakumulaci. Tento cyklus je neustále opakován, jen malá část rtuti je vázána do nerozpustných sloučenin následně uložených v půdácha v sedimentech, nebo akumulována ve vodních potravních řetězcích a z tohoto důvodu nemůže být znovu uvolněna do atmosféry.4,5,8
	V atmosféře je přes 95 % rtuti přítomno ve formě elementární rtuti (Hg0), která má schopnost setrvat v atmosféře od 6 dnů až po 2 roky. Přibližně 5 % atmosférické rtuti je schopno navázat se na částečky, které se dostávají snadněji než samotná rtuť zpět na povrch Země ve formě suchého nebo mokrého spadu. Mokrou depozicí se vrací 66 % atmosférické rtuti. Rtuť může být vlivem cirkulace vzdušných mas deponována ve značné vzdálenosti od zdroje.4,9,10
	Ve vodě se rtuť nachází v plynné, v rozpuštěné a v nerozpuštěné formě. Až 70 % rtuti rozpuštěné ve vodách je vázáno na organickou hmotu. Sloučeniny rtuti vázané organickou hmotou mohou být transportovány odtokem do jiných ekosystémů nebo uvolněny z organické matrice chemickou redukcí na elementární rtuť. Nejvyšší koncentraci rtuti lze nalézt blízko rozhraní voda-sediment, kde probíhá řada biochemických procesů.3,10
	V sedimentech se rtuť vyskytuje nejčastěji v oxidačním stavu +II, kde je vázána na ligandy obsahující thiolové skupiny (-SH). Takto vzniklé sloučeniny mají velmi rozdílnou rozpustnost především ve vodě. Thiolové skupiny plní významnou funkci v biosféře, neboť nevratně váží rtuť. Převládajícím procesem, který má vliv na distribuci sloučenin rtuti v sedimentech je sorpce těchto sloučenin na částečky sedimentu, především obsahují-li hodně železa a hliníku. Rtuť se také velice snadno adsorbuje na materiály bohaté na organickou hmotu a rašelinu.3,10
	Stejně jako v sedimentu se rtuť ve vodách nejčastěji vyskytuje v oxidačním čísle +II, především ve formě anorganických komplexů, např. [HgOH]+, [Hg(OH)2(aq)]0, [HgOHCl]0 a také [HgCl]+, až [HgCl4]2+. V odpadních vodách, kde je vysoká koncentrace chloridových iontů se rtuť vyskytuje jako tri- a tetrachlorortuťnatan.6
	Z organických forem rtuti se nejvíce vyskytují methylderiváty, methylmerkurichlorid (CH3HgCl) a dimethylrtuť ((CH3)2Hg). Kation methylrtuti (CH3Hg+) existuje ve vodném roztoku v minoritním zastoupení. Vyskytuje se jako aquakomplex (CH3HgOH2+), kdy za určitých podmínek převažuje ve formě hydroxymethylrtuti (CH3HgOH) a při vyšší koncentraci chloridů jako methylmerkurichlorid (CH3HgCl). Jednotlivé formy rtuti mají rozdílnou toxicitu. Organické formy rtuti, např. methylrtuť a ethylrtuť, z důvodu lipofilní povahy lehce vstupují do vodních potravních řetězců a jsou oproti anorganickým sloučeninám lépe vstřebávány a akumulovány biologickými tkáněmi.3,10
	V pevné fázi nalezneme nejčastěji rtuť jako oxid rtuťnatý (HgO) nebo jako málo rozpustný sulfid rtuťnatý (HgS). V alkalickém prostředí nebo při přebytku sulfidů se sulfid rtuťnatý může částečně rozpouštět za vzniku komplexů [Hg(HS)2]0, [HgHS2]- a [HgS2]2-.6

	3.1.4. Biologické a chemické přeměny rtuti v životním prostředí
	Rtuť může být transformována biologickými přeměnami mezi organické a anorganické formy, např. fotolýzou organických sloučenin, biotickou či abiotickou redukcí a oxidací. Tyto přeměny probíhají ve všech složkách životního prostředí.4 
	V atmosféře rtuť nalezneme v různých formách, především jako páry, rtuťnaté ionty (halogenidy), organické, ale i rtuť nasorbovanou na prachových částečkách. Koncentrace rtuti v ovzduší je ovlivněna řadou faktorů, zejména meteorologickými podmínkami (směr a rychlost větru, intenzita srážek, aj.). Z oceánů se rtuť do atmosféry dostává pomocí fotoredukčních reakcí. Působením slunečního záření dochází k přeměně rtuťnatých solí na elementární rtuť, která se vypařuje do atmosféry.7 Odstranění rtuti z atmosféry je závislé na chemicko-fyzikálních reakcích probíhající v atmosféře (oxidačně-redukční reakce). Tyto reakce způsobují rozdělení rtuti a jejích sloučenin mezi základní fyzikální stavy. V atmosféře je nejnebezpečnější oxidovaná forma rtuti Hg2+. Tato forma rtuti je velmi reaktivní, rozpustná ve vodě a doba jejího zdržení v atmosféře je kratší než 14 dní. K oxidaci rtuti v atmosféře dochází především působením UV záření a ozónu, k redukci dochází především působením chloridů a siřičitanů. 7,10 Mechanismus emise a depozice znázorňuje obr.3.
	Osud rtuti ve vodním prostředí je závislý na imobilizačních procesech (výměna iontů, adsorpce na nerozpuštěných látkách a sedimentech, srážení při zvýšení hodnoty pH, aj.), ale také i na remobilizačních procesech (redukční podmínky, snížení hodnoty pH, desorpce, aj.). Přirozený obsah rtuti ve vodách je dán jejím kontaktem s horninami, půdou a sedimenty. Důležité jsou také geologické podmínky a množství obsažené rtuti v zemském plášti dané lokality.4,6 Ve vodném prostředí je základním transformačním procesem rtuti její biotransformace. Anorganické sloučeniny rtuti, které vstupují do vodního ekosystému, jsou snadno přeměněny na methylrtuť.3
	Methylace rtuti je mikrobiální proces probíhající za aerobních i anaerobních podmínek. Zahrnuje i neenzymatickou methylaci rtuťnatých iontů (Hg2+) methylkobalaminovými sloučeninami v přítomnosti různých typů mikroorganismů (bakterie z rodů Bifidobacterium, Chromobacterium, Enterobacter, Escherichia, Pseudomonas), které se vyskytují v sedimentu (viz. rovnice č.1).
	Rychlost tvorby methylrtuti je závislá na koncentraci rtuťnatých iontů, přítomnosti organických i anorganických komplexotvorných látek, koncentraci kyslíku ve vodě, teplotě, pH (optimální je pH = 4,7) a množství organismů. Zvýšením koncentrace rozpuštěného organického uhlíku dochází ke snižování methylace rtuti a k rychlé sorpci rtuťnatých iontů na organické částice. Tento proces způsobuje nedostupnost rtuťnatých iontů pro mikrobiální proces methylace. Ve vodním ekosystému převládá biotická methylace nad abiotickou. Pokud dochází k abiotické methylaci rtuti v přítomnosti velké koncentrace huminových látek, vznikají současně methylderiváty cínu a olova. 3,4,10 Ve vodě probíhají také demethylační reakce kdy vzniká opět rtuťnatý iont.11
	Sloučeniny rtuti vyskytující se v sedimentech podléhají stejným chemickým a biochemickým transformacím jako ve vodním ekosystému. V sedimentech tvoří rtuťnaté ionty komplexy s hydroxidovými a chloridovými ionty. Organokovové sloučeniny rtuti jsou formovány a degradovány abiotickým nebo mikrobiálním procesem. Snížení rychlosti methylace rtuťnatých iontů v sedimentech je dáno především úhynem mikroorganismů. Proces methylace je podporován přísunem iontů síry a rtuti. Dále rozpuštěnými organickými látkami ve spodních vrstvách sedimentu s odvodem methylrtutido okolní vody.3-5
	Do koloběhu rtuti velmi zasahují malé vodní organismy zooplanktonu a zoobentosu. Způsobují shluky jemných částic nesoucí rtuť a jsou schopny adsorbovat anorganické formy rtuti. Tvoří začátek v potravním řetězci, kdy rtuť se začíná pohybovat k vyšším živočichům jako jsou obratlovci, kam patří i člověk.4

	3.1.5. Toxicita rtuti
	Rtuti je z toxikologického hlediska věnována velká pozornost. Její toxicita závisína chemických a fyzikálních vlastnostech jednotlivých forem rtuti, tzn. na rozpustnosti, intoxikační cestě, době expozice, na jejím množství a především na mobilitě různých chemických forem. Platí, že čím mobilnější je forma rtuti, tím je toxičtější. Tyto vlastnosti určuje struktura molekuly (stabilita, chování v biosystémech, míra vylučování organismem, aj.). Mechanismy toxických účinků rtuti spočívají ve vazbě na bílkoviny, enzymy, biologické membrány, dochází k narušení jejich syntézy, aktivity i funkce.12-14
	Na kontaminaci životního prostředí rtutí a její toxické účinky, bylo upozorněno v padesátých a šedesátých létech dvacátého století v Japonsku tzv. Minamatskou nemocí. Obyvatelé Japonska žijící v blízkosti Minamatského zálivu onemocněli Minamatskou nemocí v důsledku intoxikace sloučeninami methylrtuti, která se nacházela v těle konzumovaných ryb. Do těl konzumovaných ryb se organické sloučeniny rtuti dostaly chemickými a biochemickými přeměnami z odpadních vod nedaleké chemické továrny.6,13
	Anorganické i organické sloučeniny rtuti se podle toxicity rozdělují do dvou skupin. První skupinu tvoří rozpustné anorganické a organické formy rtuti, které jsou charakteristické vysokou mobilitou. V rozpustných anorganických sloučeninách se rtuť vyskytuje v oxidačním stavu +II, např. chlorid rtuťnatý (HgCl2), hydroxid rtuťnatý (Hg(OH)2), aj. Obecně platí, že toxicita anorganických sloučenin rtuti je menší než toxicita organických sloučenin rtuti. Organické sloučeniny rtuti jsou lipofilní a lépe se kumulují v organismech než anorganické sloučeniny rtuti.3,9
	K již zmíněným organickým sloučeninám patří methylrtuť (MeHg+), ethylrtuť (EtHg+), fenylrtuť (PhHg+). Nejznámější je hydroxid methylrtuti (MeHgOH), který je teratogenní a dobře se kumuluje v mozku. Další toxickou sloučeninou je chlorid methylrtuti (MeHgCl), projevující se psychickými účinky otravy na centrální nervovou soustavu. Při styku s kůží způsobuje chlorid methylrtuti puchýře. Chlorid fenylrtuti (PhHgCl) je pro centrální nervovou soustavu méně toxický než alkylrtuťnaté deriváty. Způsobuje však závažné poškození jater, srdce, vznik anémie, leukopenie (snížený počet bílých krvinek) a alergií. Z anorganických sloučenin rtuti je nejvíce toxický chlorid rtuťnatý (HgCl2). Dermální expozice této anorganické sloučeniny způsobuje chronické otravy.12,14
	Do druhé skupiny patří semimobilní a nemobilní spécie rtuti. Tato skupina je charakteristická nízkou toxicitou z důvodu malé mobility. Mezi semimobilní patří elementární rtuť (Hg0) a kovové amalgámy (biatomické sloučeniny rtuti).3,14 Nejčastější příčinou otravy elementární rtutí je expozice jejími parami, které se dobře vstřebávají kůží. Orální expozice není příliš závažná. K nemobilním spéciím rtuti patří např. sulfid rtuťnatý (HgS). Tyto spécie jsou charakteristické svojí chemickou stabilitou a jsou nejméně toxické.3,13,14
	Expoziční cesta rtuti je nejčastěji všemi obvyklými vstupními cestami, tj. inhalační, dermální a orální. Pro inhalační vstup je rozhodující, že elementární rtuť sublimuje při pokojové teplotě. Hlavním způsobem, jakým se rtuť dostává do těla člověka, je potravou nebo
	Biologický poločas rtuti u člověka je 30-60 dní u anorganických spécií, u organických 70-74 dní a u kovové rtuti 58 dní. Z těla se rtuť vylučuje močí a stolicí.13
	Tkáně dýchacího ústrojí jsou velmi citlivé na přímé působení rtuti, která v nich vyvolává těžké záněty. Při chronické expozici nižšími dávkami se rtuť s krevním oběhem dostává k mozku a dalším nervovým tkáním, které jsou vysoce citlivé na toxické účinky rtuti. Nejprve je zasažena mozková kůra, zhoršuje se možnost soustředění, roste zapomnětlivost, dostavuje se pocit únavy, slabosti a nemohoucnosti. Nastoupí stádium třesu končetin, někdy i očních víček, rtů a jazyka. Charakteristickým projevem otravy rtutí v tomto stádiu je roztřesené písmo. V kritických stavech dochází k celkové zchátralosti organismu. 10,12,14 Vliv rtuti na mozkovou kůru s následnými psychickými změnami osobnosti byl pozorován při profesních otravách výrobců plstěných klobouků již ve středověku.13
	Kromě nervové soustavy jsou nejvíce z lidských orgánů zasažena játra a ledviny.13 V játrech se rtuť nachází ve formě methylrtuti. Játra methylrtuť rychle kumulují a vylučují ji žlučí do střeva. Jedna třetina methylrtuti se dostává žlučí do výkalů a je vyloučenaz organismu. Zbylé dvě třetiny rtuti jsou vstřebávány do krve a dostávají se do organismu.Pro ledviny je mnohem toxičtější rtuť v anorganické formě.3,9,12 Těžké otravy rtutí končí smrtelně.3

	3.1.6. Stanovení rtuti
	Analytické metody pro stanovení rtuti závisí na povaze vzorku a koncentraci rtuti. Stanovení sloučenin rtuti v půdě a sedimentech patří vzhledem k heterogenitě materiálu k problematickým.3,15,16 Při odběru a úpravě chemických forem rtuti je třeba zajistit, aby nedošlo k celkovému poklesu množství rtuti ve vzorku. Nesmí dojít ani ke změně poměru jednotlivých forem rtuti.4,16,17
	Základním zdrojem ztráty rtuti ve vzorku je odpařování a transformace těkavých sloučenin rtuti. Nejčastěji dochází k přeměně methylrtuti na anorganickou rtuť, méně často k přeměně opačné. Ke ztrátám celkového obsahu rtuti dochází při absorpci rtuti na povrch částic rozpustné organické hmoty. Při odběru vodných vzorků se doporučuje v místě odběru provést odfiltrování rozpuštěné organické hmoty a upravit pH okyselením z důvodu zvýšené rozpustnosti chemických forem rtuti. Dalším zdrojem ztráty je absorpce rtuti na povrch odběrové nádoby. Proto se pro odběr vzorku rtuti doporučují skleněné nebo křemenné nádoby, neboť páry rtuti jsou schopny procházet teflonem i polyethylenem.3,17
	Stabilizace proti sorpci se provádí přídavkem minerálních kyselin, např. kyselina dusičná (HNO3), kyselina sírová (H2SO4), kyselina chlorovodíková (HCl), popřípadě dalších činidel, jako manganistanu draselného (KMnO4) nebo dichromanu draselného (K2Cr2O7).17 Stabilitu vzorků je možné podpořit kromě použití odpovídajících lahví také zmrazením, uchováním extraktů v ledničce nebo použitím konzervačních činidel.3,15,17 Zanedbatelný není ani vliv bakterií či ultrafialového záření na přeměny jednotlivých spécií. Proto je třeba vzorky skladovat ve tmě při teplotě 4 °C.17 Po dobu jednoho měsíce jsou stabilní roztokys koncentrací větší než 1 mg.l-1, u roztoků s koncentrací nižší je stabilita kolem jednoho týdne.18
	Pro stanovení celkového obsahu rtuti je důležitá mineralizace vzorku, která se nejčastěji provádí silnými minerálními kyselinami, např. konc. kyselina dusičná (HNO3), konc. kyselina chlorovodíková (HCl), směsí konc. kyseliny dusičné a 30% peroxidu vodíku (H2O2) nebo směsí kyseliny dusičné s kyselinou sírovou (H2SO4) v poměru 1:1 či 1:4. Mineralizace vzorku probíhá při teplotě 100 až 200 °C pod zpětným chladičem či v mikrovlnných pecích.3
	Důležitým krokem je převod všech různých chemických forem rtuti na jednu a to anorganickou. Vzniklou anorganickou rtuť je možné detekovat jako atomární rtuť. Oxidace chemických forem rtuti se provádí silnými kyselinami (kyselina chlorovodíková, kyselina sírová, kyselina dusičná) a oxidačními činidly (peroxid vodíku, dichroman draselný, manganistan draselný) v kyselém prostředí, UV zářením a mikrovlnným zářením. Účinná je i fotooxidace, tj. kombinace chemické oxidace s působením UV záření.3,10,18
	Ke stanovení celkové koncentrace rtuti se používá atomová absorpční spektrometrie (AAS), atomová fluorescenční spektrometrie (AFS) nebo hmotnostní spektrometries indukčně vázaným plazmatem (ICP-MS). Velmi používaným přístrojem je jednoúčelový atomový absorpční spektrometr využívající pro stanovení techniku generování studených par.3,19
	Pro metody atomové spektrometrie platí, že vzorek může být přiváděn do atomizátoruv plynné nebo kondenzované formě. K převedení analytu do plynné fáze se využívá generování těkavých sloučenin, které spočívá v selektivním převedením analytu z kapalnédo plynné fáze pomocí vhodné chemické reakce vedoucí ke vzniku těkavé sloučeniny analytu. Ke generování a atomizaci těkavých sloučenin se nejčastěji využívají kovalentní binární hydridy (astat, bismut, germanium, olovo, selen, aj.), alkyl-substituované hydridy (methyl-, ethyl- deriváty), cheláty nebo těkavé oxidy.22 
	Při generování hydridů jsou sloučeniny rtuti redukovány, např. chloridem cínatým (SnCl2) v kyselém prostředí, tetrahydroboritanem sodným (NaBH4), formaldehydem (HCHO) nebo kyselinou askorbovou (C6H8O6) při pH 11.3,16
	Uvolněná elementární rtuť je ze vzorku vytěsněna proudem inertního plynu a vedena do  kyvety o délce 10-20 cm. Během transportu do kyvety hydridy procházejí přes trubici obsahující hygroskopický materiál a v kyvetě je změřena absorbance při vlnové délce 253,65 nm.16 Schématické znázornění této techniky je na obr.5. 
	Jak již bylo zmíněno pro stanovení celkového obsahu rtuti byly vyvinuty speciální analyzátory. Tyto přístroje byly pojmenovány TMA 254 (Trace Mercury Analyser) a AMA 254 (Advanced Mercury Analyser).4 Tyto analyzátory umožňují přímé stanovení rtuti v pevných, plynných a kapalných vzorcích bez potřeby předchozí chemické úpravy vzorku.
	Principem těchto analyzátorů je termooxidační rozklad vzorku s následným zachycením rtuti na amalgamátoru. Na lodičku z niklu nebo platiny se dávkuje 250 mg, resp. 250 μl vzorku. Spalování vzorku probíhá v proudu kyslíku při 850 – 900 °C ve spalovací peci. Následně jsou spaliny transportovány proudem kyslíku do amalgamátoru, kterým je křemelina potažená zlatem. Zde je selektivně zachycena rtuť. Po nakoncentrování je rtuť vypuzena rychlým ohřevem do tzv. tandemových kyvet o různé optické délce. Absorbance rtuti je měřena při 253,65 nm. K zamezení kondenzace vodní páry slouží termostatovaný blok.3,20
	Metoda dosahuje mimořádně nízké meze detekce stanovení (0,01 ng Hg). Výsledky jsou
	Techniky atomové absorpční spektrometrie se liší citlivostí a způsobem atomizace vzorku. Z důvodu malé citlivosti plamenové atomové absorpční spektrometrie (F-AAS) a atomové absorpční spektrometrie s elektronovou atomizací (ET-AAS) se využívá atomová absorpční spektrometrie s metodou generování studených par rtuti (CV-AAS).Tato metoda se vyznačuje velmi dobrou citlivostí a vysokou selektivitou. Monoatomatické páry rtuti, získané redukcí Hg2+, jsou proudem argonu nebo dusíku přeneseny do absorpční průtokové kyvety.21,22
	Atomová fluorescenční spektrometrie (AFS) se nejčastěji používá v kombinaci s metodou generování studených par. Tato metoda vykazuje vysokou selektivitu, lineární dynamický rozsah a nízkou mez detekce. Proto CV-AFS využívá stejně jako CV-ASS amalgamační prekoncentrační jednotku, která zvyšuje citlivost pro stanovení rtuti.19,23
	Hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem (ICP-MS) je ultrastopová analytická metoda, která slouží ke stanovení obsahu stopových množství jednotlivých prvkův analyzovaném vzorku. Umožňuje analyzovat téměř všechny prvky od lithia po uran s citlivostí až jednotek ppt po stovky ppm.26
	Izolace sloučenin rtuti je jedním z nejobtížnějších kroků analýz vzorků životního prostředí. Nejpoužívanějšími postupy izolace organických sloučenin rtuti ze vzorků životního prostředí je klasická destilace, destilace s vodní parou, extrakce v systému kapalina – kapalina, superkritická fluidní extrakce (SFE), mikrovlnná extrakce (MWE) nebo extrakce rozpouštědlem za vysokých tlaků. Izolace chemických forem z biologického materiálu se provádí kyselou nebo alkalickou hydrolýzou.3,15 Při izolaci nesmí docházet k transformacia úniku jednotlivých spécií rtuti. Pro izolaci jednotlivých spécií se používají různé mírné extrakční postupy, přičemž extrakční výtěžky musejí být kvantitativní a reprodukovatelné. 24 Rozhodující pro rozlišení jednotlivých forem rtuti jsou rozdíly v jejich chemickýchi fyzikálních vlastnostech.3
	Dříve se využívaly selektivní jednokrokové extrakce, selektivní redukce chemických forem
	V současné době se pro rozlišení spécií rtuti nejvíce využívají kombinované, tzv. tandemové techniky. Tyto techniky jsou spojovány se separačními metodami. Nejčastěji s vysoce účinnou kapalinovou chromatografií (HPLC) nebo s plynovou chromatografií (GC).

	3.1.7. Stanovení in situ
	Sledování distribuce chemických forem kovů v jednotlivých složkách životního prostředí není jednoduché. Pro stanovení rtuti a jejích sloučenin je nejdůležitější odběr, uchování vzorků, izolace spécií z matrice a separace rtuti. Při těchto krocích může dojít k fyzikálně-chemickým změnám ve vzorku. Tyto změny mohou mít za následek změnu rozdělení spécií, což způsobuje chybné závěry při vyhodnocování naměřených výsledků.27 
	Metody in situ těmto změnám zabraňují, eliminují rušivé vlivy při a po odběru, umožňují získání časových a prostorových dat, měření koncentračního gradientu a toků látek na přírodním rozhraní.27,29
	Mezi nejběžnější metody pracující in situ patří různé elektrochemické metody, (voltametrie, iontově selektivní elektrody) a dialýza. V poslední době začaly být hojně využívány tzv. gelové techniky, technika DET a technika DGT.29,30


	3.2. Technika difúzního gradientu v tenkém filmu    
	Techniku difúzního gradientu v tenkém filmu neboli DGT (Diffusive gradients in thin films technique) poprvé popsali Hao Zhang a William Davison v 90. letech 20. století.DGT je v současné době úspěšnou moderní technikou používanou k měření in situ stopových koncentrací nejen kovů, ale také fosfátů, sulfidů a radionuklidů v přírodních vodních ekosystémech (ve vodě, v půdě i v sedimentech).
	K přednostem techniky DGT patří jednoduchost provedení, nízké náklady, vysoká citlivost, prekoncentrační schopnosti, stanovení více prvků najednou a možnost spéciační analýzy.30,31
	3.2.1. Vzorkovací jednotky DGT 
	Technika difúzního gradientu v tenkém filmu používá pro vzorkování jednoduché plastové zařízení ve tvaru pístu. Tvar vzorkovací jednotky a její průřez znázorňuje obrázek 6 a 7.
	Na cylindrickou část vzorkovací jednotky DGT jsou uloženy dvě vrstvy gelu. Přímo na tělo jednotky DGT je uložen polyakrylamidový gel obsahující sorbenty specifické pro daný analyt, tzv. sorpční gel. Tento gel je překryt vrstvou difúzního gelu, v případě rtuti se jedná o agarózový gel. Obě tyto vrstvy gelu překrývá membránový filtr o velikosti pórů 0,45 µm, který zabraňuje během expozice mechanickému poškození vrstev gelu. Vzorkovací jednotka je uzavřena plastovým víčkem s expozičním okénkem o průměru 2 cm.31

	3.2.2. Princip techniky difúzního gradientu v tenkém filmu
	Princip techniky difúzního gradientu v tenkém filmu je založen na Fickových zákonech difúze.28,31 
	Po ponoření jednotky DGT do měřeného roztoku difundují ionty přes difúzní gel o známé tloušťce Δg k sorpčnímu médiu (např. iontoměniči Chelex-100). Ionty, které projdou přes difúzní gel jsou na povrchu iontoměniče imobilizovány jeho funkčními skupinami až do nasycení jeho kapacity. 
	V difúzním gelu se velmi rychle ustanoví lineární koncentrační gradient, viz. obr.8. Je-li tento gradient během doby měření t konstantní, lze dle I. Fickova zákona difúze vypočítat tok chemických forem kovů z vnějšího prostředí do vzorkovací jednotky (rovnice č. 2): 
	Difúzní vrstva je tvořena difúzním gelem tloušťky Δg a hraniční difúzní vrstvou tloušťky δ. Rovnici (2) tak můžeme rozepsat:
	Za předpokladu že jsou látky pevně a dostatečně rychle vázány sorpční vrstvou, je koncentrace na rozhraní sorpčního a difúzního gelu C´ nulová. V dobře míchaných roztocích je tloušťka hraniční difúzní vrstvy zanedbatelně malá ve srovnání s tloušťkou difúzní vrstvy Δg. Pokud sorpční gel není nasycen, může být rovnice (3) zjednodušena na tvar:
	Tok látky lze definovat i hmotnostním tokem:
	Množství iontů akumulovaných v sorpčním gelu lze vypočítat dle vztahu:
	Spojením zjednodušené rovnice pro tok iontů a rovnice pro hmotnostní tok iontů získáme vztah pro výpočet koncentrace iontu ve vnějším roztoku, pomocí měřitelných hodnot a tabelovaného difúzního koeficientu (D):
	Rtuť, je v sorpčním gelu vázána silnou kovalentní vazbou, proto ji nelze eluovat elučním činidlem jak tomu bývá u ostatních kovů. Z tohoto důvodu je analyzován přímo sorpční gel vhodnou metodou. V této diplomové práci byl s výhodou použit jednoúčelový atomový absorpční spektrometr AMA 254.34
	Techniku DGT je také možné využít pro přímé stanovení hmotnostních toků iontů kovů in situ v sedimentech a půdách.29  Příklady použití techniky DGT v sedimentech a půdách jsou uvedeny v tabulce 4.30
	Princip techniky DGT při použití v půdách a sedimentech se liší od principu DGT pro vodní systémy. Pórové vody v sedimentech a půdní roztoky představují nepromíchaný systém. Nejsou-li ionty doplňovány z pevné fáze do roztoku, dochází k snižování koncentrace v blízkosti difúzního gelu s rostoucí dobou expozice. Koncentrace iontů u povrchu geluv daném čase jsou definovány II. Fickovým zákonem difúze: 
	Jednotka DGT pak měří střední hodnotu toku, kterou je možné vypočítat integrací II. Fickova zákona difúze pro dobu expozice (0,t).29,30

	3.2.3. Difúzní gely v technice DGT
	V technice DGT se difúzní gel používá pro vytvoření difúzní vrstvy. Hlavním principem difúzního gelu je zajistit definovaný transport kovů k sorpčnímu gelu. Technika DGT nejčastěji využívá polyakryamidový hydrogel, ve výjimečných případech agarózový gel.31
	Polyakrylamidový gel je připravován  polymerizací směsi monomerního akrylamidua agarózového síťovadla, ke kterým je přidáván katalyzátor reakce TEMED (N,N,N‘,N‘ – tetramethylethylendiamin) a iniciátor polymerizace peroxosíran amonný (NH4)2S2O8. 
	Připravený hydrogel je tvořen z více než 90 % vodou a velikost pórů připraveného geluje 2-5 nm. Použitím vzorkovací jednotky DGT s difúzní vrstvou polyakrylamidového geluje možno získat informace o kovech vázaných v kineticky labilních anorganických a menších kineticky labilních organických formách kovů ve sledovaném systému.31
	Agaróza je lineární polysacharid získávaný z mořských řas rodů Gelidium, Pterocladiacea nebo Gracilaria. Skládá se z opakujících se jednotek agarobiosy (vzájemně vázaná β-D-galaktopyranosa a 3,6-anhydro-α-L-galaktopyranosa) (obr.11). Agaróza má za nižších teplot podobu gelu (gelifikuje), působením vyšší teploty ve vodném roztoku taje. Bod tání závisí na koncentraci a typu agarózy.
	Agarózový gel vzniká při ochlazení povařeného roztoku agarózy na teplotu 40-45 ºC. Tento proces je označován jako tzv. gelifikace, při ochlazování tvoří předtím volná vlákna agarózy postupně dvě formy prostorového šroubovicového uspořádání (obr.12), takže vytvoří trojrozměrnou prostorovou síť. Gelifikace tak vede ke vzniku želatinové hmoty, kde jsou mezery v síti vláken vyplněny vodou (resp. pufrem), který byl použit k přípravě roztoku agarózy. Z běžných agaróz lze připravit gel, obsahující 0,7 - 2,5 % agarózy. Vzniklý agarózový gel má póry o velikosti > 20 nm a umožňuje difúzi i velkých přírodních komplexů  s rozpuštěnými organickými látkami.36
	Agarózový gel je používán pro stanovení kineticky labilních forem kovů o větší velikosti molekul (velikost pórů agarózového gelu je kolem 20 nm). Tento gel byl také doporučen pro stanovení rtuti, neboť na rozdíl od polyakrylamidového gelu kovalentně neváže rtuť ve své struktuře a umožňuje volnou difúzi rtuti gelem.33,34

	3.2.4. Sorpční gely 
	Volba sorpčního gelu má značný vliv na formy kovů měřených technikou DGT. Mezi sorpční materiály, které využívá technika DGT patří iontoměniče (Chelex 100), iontové sloučeniny (oxidy železa) a minerální fáze (jodid stříbrný v sorpčním gelu).
	Iontoměniče jsou gelové disperzní systémy pro které je disperzním prostředím voda. Disperzní podíl tvoří polymerní skelet iontoměniče, který může být povahy organické (měnič na bázi celulózy), tak i anorganické (hlinitokřemičitan). Trojrozměrný skelet je tvořen síťujícími vazbami (např. vodíkové můstky) a polymerními řetězci. Vzhledem k tomuto uspořádání jsou polymerní řetězce omezeny v pohybu a tvorbě roztoku při styku s rozpouštědlem.
	Pro výrobu sorpčních gelů je používán polyakrylamidový hydrogel, ve kterém je imobilizován sorbent vázající požadovaný analyt. V dnešní době je mnoho druhů selektivních iontoměničů lišících se zakotvením analytických funkčních skupin. Vazba funkční skupiny (např.-SO3H, -COOH, -NH2, -NR2, -SH) může být přímá nebo zprostředkovaná jinou skupinou. Ve funkčních skupinách probíhá iontová výměna, která je nejtypičtější interakcí mezi ionty v roztoku a iontoměničem. Při iontové výměně platí, že množství přijatých iontů iontoměničem je rovno množství iontů předaných iontoměničem do roztoku.37 
	V této diplomové práci byly testovány sorbenty obsahující thiolové skupiny (-SH), konkrétně Spheron-Thiol, Duolit GT-73, a dále imidazolem modifikovaný Iontosorb AV. Vlastnosti těchto sorbentů v sorpčních gelech byly porovnávány s běžně používaným sorpčním gelem obsahující iontoměnič Chelex-100.  

	3.2.5. Charakteristika použitých iontoměničů
	Nejpoužívanějším sorpčním gelem pro stanovení kineticky labilních forem kovů technikou DGT je gel s iontoměničem Chelex-100. Chelex, kopolymer styrenu a divinylbenzenu, je řazen do skupiny slabě kyselých iontoměničů, který se od ostatních iontoměničů liší větší vazebnou silou a vysokou selektivitou pro kovové ionty. Selektivita Chelexu pro daný systém je závislá na pH, iontové síle a na přítomnosti dalších komplexotvorných spécií.38  
	Duolit GT-73 je slabě kyselý selektivní iontoměnič obsahující thiolové skupiny navázané na styren-divinylbenzenovém kopolymeru. Tento iontoměnič váže ireverzibilně rtuť a tov jakémkoli z jejich tří možných oxidačních stavů. 
	Používá se k odstraňování rtuti ze znečištěných vod, bývá používán při zkoncentrování rtuti a oddělení rtuti od matrice, která  negativně ovlivňuje následnou analýzu rtuti.39 
	Selektivní iontoměnič Sphreon-Thiol s navázanými thiolovými skupinami je modifikací hydroxyethylmethakrylátového gelu SpheronR. V minulosti byl tento sorbent vyráběn firmou Lachema v Brně. Výroba Spheron-Thiolu ze Spheronu, (obr.15), zahrnuje modifikaci hydroxylové skupiny akrylátu reakcí s epichlorhydridem. Aktivní chloridová skupina bočního řetězce je převedena thiomočovinou na isothiurinovou sůl, která je v alkalickém prostředí štěpena na thiolové skupiny.37
	Gely na bázi Spheronu jsou výbornými nosiči komplexotvorných skupin. Výhodou těchto gelů je definovaná vysoká porozita, velká šířka pórů, malé bobtnací efekty, dobrá hydrofilita a vysoká hydrolytická stálost. Výhodou ve struktuře Spheronu je velký počet hydroxylových skupin, které umožňují navázání dalších funkčních skupin na postranní řetězce.34,37 
	Iontosorb AV je komerčně vyráběný sorbent pro náplň do kolon pro afinitní chromatografii v různých velikostech částic od 30 do 500 µm. V Iontosorbu AVje aminoaryl-β-ethylsulfonová skupina vázána na flexibilním řetězci, (obr.16), který je označován jako makroporézní perlová celulóza (Perloza MT). Výhodou tohoto sorbentu je možnost modifikace, např. pomocí diazotačních a kopulačních reakcí, a tedy přípravy nových sorbentů. Makroporézní perlová celulosa, znázorněná na obr.18, byla připravena v Ústavu makromolekulární chemie Akademie věd v Praze v roce 1976, výroba začala o rok později.
	Makroporézní perlová celulóza se připravuje solidifikací xantogenátu celulózy v interním rozpouštědle a následnou regenerací. Takto připravené částečky (perličky) mají heterogenní strukturu, tvořenou krystalickými a amorfními oblastmi polymerních řetězců s průměrným polymeračním stupněm mezi 300-500 jednotkami. Efektem těchto heterogenit je mechanická stabilita perlových částic i v případě gelů s velkými póry.
	Polymerní struktura makroporézní perlové celulózy je tvořena D-glukopyranosovými jednotkami vázanými beta-glykosidickou vazbou. Přítomné hydroxylové skupiny na povrchu celulózových řetězců zaručují vysokou hydrofilitu všech typů Perlozy MT. Volné prostory mezi aglomeráty polymerních řetězců určují makroporozitu perlové celulózy. Vnitřní struktura perliček je stabilizována pouze vodíkovými můstky bez kovalentního zesítění.40



	4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST DIPLOMOVÉ PRÁCE
	Použité chemikálie byly čistoty p.a.. Pro přípravu vodných roztoků byla vždy použita  ultračistá voda (MQ) upravená přístrojem Milli-Q Academic firmy Millipore. Kvalita deionizované vody připravené tímto způsobem dosahovala na výstupu v jednotkách specifické vodivosti hodnot 0,055 μS.cm-1.
	4.1. Příprava gelů
	4.1.1. Příprava difúzního gelu 
	Difúzní gel byl připraven z 1,5 % roztoku agarózy. Na analytických vahách bylo naváženo odpovídající množství agarózy. Toto množství bylo kvantitativně převedeno do Erlenmayerovy baňky umístěné ve vodní lázni o teplotě 80-90°C a následně bylo rozpuštěno při intenzivním míchání v 10 ml ultračisté vody. Po rozpuštění veškerého množství agarózy byl připravený roztok pomocí pipety přemístěn mezi dvě skla, která byla předem mírně zahřátá. Skla byla oddělená distanční folií o tloušťce 0,5 mm a sepnuta svorkami (obr.18). Skla s agarózou byla ponechána ve vertikální poloze při laboratorní teplotě asi 20 minut. Po vychladnutí a ztuhnutí agarózového roztoku byla skla rozebrána a ze vzniklého gelu byly vykrojeny gely o průměru 2,5 cm. Tyto gely byly dále uchovávány v ultračisté vodě. 

	4.1.2. Příprava sorpčního gelů
	Pro přípravu sorpčních gelů, kromě Iontosorbu AV, byl použit gelový roztok. Hmotnosti navážek pro přípravu sorpčních gelů shrnuje tabulka 7.
	Gelový roztok byl připraven smícháním 18,75 ml 40% akrylamidu, ke kterému bylo přidáno 7,5 ml agarózového síťovadla a 23,75 ml ultračisté vody. Vzniklý roztok byl důkladně protřepán a uchován v plastové nádobě v lednici při teplotě 4°C. 
	K příslušnému množství naváženého iontoměniče (tabulka 7), které bylo naváženo na analytických vahách do jednorázové zkumavky, byly pipetou přidány 2 ml gelového roztoku. Celá směs byla důkladně promíchána na orbitální třepačce a ponechána 20 minut botnat. Poté bylo ke směsi přidáno 10 µl TEMEDu a 10 µl peroxosíranu amonného, přičemž při každém nadávkování byla zkumavka důkladně promíchána. Směs byla pipetou nadávkována mezi dvě skla oddělená distanční folií o velikosti 0,3 mm a vložena horizontálně do sušárny temperované na 45 °C. Po 40 minutách byla skla rozebrána a vzniklý gel byl uložen v ultračisté vodě, která byla několikrát vyměněna. Po vypláchnutí nezreagovaných chemikálií a nabotnání gelu do konstantní tloušťky byla z gelu vykrojena kolečka, která byla opět uchována v ultračisté vodě až do doby jejich aplikování na vzorkovací jednotku DGT. 
	Duolit GT-73 byl rozdrcen ve třecí misce a poté přesít na automatické třepačce, ze které byla odebrána mezisítná vrstva o velikosti 60 až 123 µm. 
	Na analytických vahách bylo do zkumavky naváženo 0,25 g již upraveného Duolitu GT-73. Dále bylo postupováno stejně jako při přípravě sorpčního gelu Chelex-100 a Spheron-Thiol.  
	Komerčně dostupný Iontosorb AV byl před modifikací ponechán ve 20 % roztoku ethanolu po dobu třech dnů, z důvodu odstranění azidu sodného, který je k sorbetu přidáván výrobcem. Poté byl odfiltrován na fritě o velikost pórů 10-16 μm a vysušen na vzduchu v Petriho misce.
	Modifikace komerčně dostupného sorbentu Iontosorb AV byla uskutečněna diazotací a následnou kopulací, jejichž reakční schéma je znázorněno na obr.19. 
	Na analytických vahách bylo naváženo 3,5 g upraveného Iontosorbu AV, který byl  promyt 2 mol.l-1 kyselinou chlorovodíkovou a následně studenou ultračistou vodou do neutrálního pH. Poté byla kádinka s Iontosorbem AV vložena do vodní lázně o teplotě 4 °C a k sorbetu bylo střídavě přidáváno po 1 ml kyseliny chlorovodíkové a dusitanu sodného o koncentracích 1 mol.l-1. Směs byla vždy kápnuta na jodido-škrobový papírek a po změně barvy jodido-škrobového papírku, bylo přidávání ukončeno. Množství přidávaných činidel bylo cca 40 ml. Vzniklý produkt byl přefiltrován přes fritu o velikosti pórů 10-16 μm a promyt studenou ultračistou vodou.
	Vzniklý produkt (diazoniová sůl) byl přidán k roztoku imidazolu, který byl připraven rozpuštěním 2,5 g imidazolu ve 100 ml  10 % uhličitanu sodného. Kádinka se směsí byla vložena do termostatu nastaveného na teplotu 0 až 5 °C a zde byla ponechána 24 hodin,  přičemž každou hodinu byla směs 10 minut míchána. 
	Po 24 hodinách byl produkt přefiltrován přes fritu o velikosti pórů 10-16 μm a promýván ultračistou vodou do neutrální reakce, dále byl promýván 2 mol.l-1 kyselinou chlorovodíkovou, a poté opět ultračistou vodou do neutrální reakce. Vzniklý červený produkt (obr.20) byl sušen na Petriho misce v exsikátoru po dobu 12 hodin.
	Poté byl produkt použit na přípravu sorpční gelu následujícím způsobem. Do jednorázové zkumavky bylo naváženo 0,3 g připraveného modifikovaného Iontosorbu AV s imidazolem (MISAVI). Do zahřáté zkumavky bylo přidáno 5 ml horkého 4 % roztoku agarózy. Vzniklá směs byla napipetována mezi dvě připravená skla, která byla předem zahřátá. Skla byla oddělená distanční folií o tloušťce 0,5 mm a sepnuta svorkami. Takto připravená skla byla ponechána v horizontální poloze vychladnout při laboratorní teplotě asi 20 minut. Po vychladnutí a ztuhnutí byla skla rozebrána a ze vzniklého gelu byla vykrájena kolečka.


	4.2. Kompletace DGT jednotek 
	Plastové DGT vzorkovací jednotky jsou komerčně dodávané firmou DGT Research Ltd. Jednotky DGT byly před aplikací čištěny 1 mol.l-1 kyselinou dusičnou a pak byly ponechány minimálně 24 hodin v ultračisté vodě. Na tělo vyčištěného suchého pistonu bylo nejdříve pomocí pinzety aplikováno vykrojené kolečko sorpčního gelu a to tak, aby sedimentované částice sorbentu byly vždy orientovány směrem k difúznímu gelu.  Sorpční gel byl překryt kolečkem difúzního agarózového gelu  a ten pak  polyethersulfonovým membránovým filtrem (Supor®-450, Pall Corporation USA, s póry velikosti 0,45 µm), který chránil vrstvu difúzního gelu proti mechanickému poškození. Všechny tyto vrstvy byly následně uzavřeny druhou částí DGT vzorkovací jednotky prstencového tvaru s expozičním okénkem o průměru 2 cm (obr.21). 

	4.3. Modelový roztok rtuti
	Ve všech experimentech byl použit modelový roztok rtuti o koncentraci 50 (g.l-1. Do plastové kádinky o objemu 5 l, byly nality 4 l ultračisté vody a kádinka s míchadlem byla umístněna na míchačku. Na analytických vahách byly naváženy 3,4 g dusičnanu sodného, který byl rozpuštěn a smíchán s modelovým roztokem, do kterého bylo napipetováno 200 (l standardního roztoku rtuti o koncentraci 1 g.l-1. V roztoku bylo proměřeno pH, které bylo upraveno na hodnotu v rozmezí  5 až 6.
	Roztok byl míchán po dobu 24 hodin. Po uplynutí této doby byla změřena přesná koncentrace rtuti v roztoku a poté byly do roztoku vloženy připravené zkompletované vzorkovací jednotky DGT.

	4.4. Zpracování exponovaných gelů 
	Po expozici byly vzorkovací jednotky z roztoku vyndány, opláchnuty v destilované voděa jednotlivé vrstvy gelů byly od sebe odděleny. Kolečka sorpčních gelů pro stanovení rtuti byly ihned po rozebrání vzorkovacích jednotek proměřeny na přístroji AMA 254. 

	4.5. Stanovení rtuti pomocí přístroje AMA 254
	Pro stanovení koncentrace rtuti v modelovém roztoku a v sorpčních gelech byl použit jednoúčelový atomový absorpční spektrometr pro stanovení rtuti  AMA 254. Schéma celého přístroje je znázorněno včetně jeho popisu na obr.22.
	4.5.1. Popis analyzátoru AMA 254
	Dávkovací zařízení (1) a dávkovací lodička (21) slouží k zavádění vzorku do přístroje. Vstupní část spalovací trubice (2) slouží pro termický rozklad vzorku pomocí spalovací pece (4). Druhá část spalovací trubice je vyplněna katalyzátorem, který je vyhřívaný na konstantní teplotu cca 550 °C, pomocí katalytické pece (3).
	Amalgamátor (5) slouží pro zachycení rtuti z proudu plynných produktů rozkladu vzorku. Zachycená rtuť je uvolněna ohřevem pomocí vypuzovací pece (6). Blok měřících kyvet vyhřívaný pomocí topného elementu (13) na teplotu 120 °C, obsahuje dvě sériově uspořádané kyvety. Délky první (14) a druhé kyvety (16) jsou v poměru 10:1. Mezi tyto kyvety je zapojena zpožďovací nádobka (15), která je umístěna mimo optickou osu přístroje. Objem zpožďovací nádobky je delší než měřící kyveta (14). Zdrojem záření je nízkotlaká rtuťová výbojka (8), která může být zastíněna clonou (9). Součástí detektoru (10) je interferenční filtr (11), který izoluje spektrální čáru rtuti 253,65 nm. Chladící čerpadlo (12) slouží k urychlení chladnutí amalgamátoru po vypuzení rtuti. Analogová elektronika (18) obsahuje zdroj pro rtuťovou výbojku, napájecí zdroje pro digitální část a výkonové spínače pro pecea ostatní akční členy. Digitální část (19) obsahuje kromě číslicových obvodů A/D převodníktaké měřící zesilovače detektoru a čidel. Sériová komunikace (23) umožňuje komunikaci s PC. Celým přístrojem trvale protéká kyslík, od vstupu (22) až po výstup (17). Průtok kyslíku je udržován na konstantní hodnotě pomocí regulátoru průtoku (20).20

	4.5.2. Popis analýzy vzorku přístrojem AMA 254
	Vždy před analýzou vzorku bylo nutné přístroj AMA 254 vyčistit od zbytkové kontaminace. Programem AMA 254 byla spuštěna čistící analýza s parametry 60-150-45 sekund a na dávkovací lodičku bylo napipetováno 100 µl vodovodní vody. Čištění bylo opakováno, dokud naměřená absorbance nebyla nižší než 0,0030. Čištění bylo prováděno i mezi měřením vzorků s vyšším rozdílem koncentrací.
	Roztok rtuti o objemu 100 µl byl pomocí pipety umístěn na lodičku a pokynem z řídícího počítače vnesen do spalovací trubice. Vzorek byl řízeným ohřevem spalovací pece vysušen a v proudu kyslíku spálen při teplotě 850 – 900 °C. Rozkladné produkty procházely přes katalyzátor, kde byla dokončena jejich oxidace. Na katalyzátoru byly zachyceny látky kyselé povahy (např. oxidy síry, halogenidy, aj.)
	Produkty spalování jsou vedeny proudem kyslíku přes amalgamátor, v němž je zachycena rtuť. Rozkladné produkty většinou obsahují vodní páru, proto je celá plynová cesta vyhřívána na teplotu 120 °C,  aby došlo k zabránění kondenzace vody. 
	Po dokončení rozkladu vzorku a stabilizace teploty je změřeno množství rtuťových par, které jsou nosným plynem unášeny přes delší měřící kyvetu. Poté se veškerá rtuť shromáždí ve zpožďovací nádobce a z ní vstupuje do kratší měřící kyvety, kde je toto množství dvakrát měřeno s odlišnou citlivostí. 
	Veškerá data jsou vysílána do řídicího počítače a ovládacím programem jsou převedena do formy přístupné uživateli. Všechny naměřené údaje jsou ukládány v databázi MSDE (Microsoft Data Engine).


	4.6. Testování sorpčních gelů v roztoku rtuti (základní test)
	Po ustálení roztoku po 24 hodinách a proměření koncentrace rtuti v roztoku byly jednotky DGT přivázány silonem ke stojanu a ponořeny do roztoku. DGT jednotky byly ponechány 3 hodiny v roztoku a po uplynutí požadované doby byly z roztoku vyndány a opláchnuty destilovanou vodou. Na konci experimentu byla opět změřena koncentrace rtuti v roztoku. Vzorkovací jednoty DGT byly rozebrány a bylo proměřeno nasorbované množství rtuti v sorpčních gelech. 

	4.7.  Test nasycení sorbentu v závislosti na čase
	Pracovní postup byl podobný jako při provedení základního testu, při časovém testu však bylo použito 8 jednotek DGT. Každé 2 hodiny byly dvě jednotky vytaženy z roztoku rtuti, rozebrány a změřen obsah zachycené rtuti v sorpčních gelech pomocí přístroje AMA 254. Během testu byla kontrolována koncentrace rtuti v modelovém roztoku a jeho pH. Jinak se časový test od základního testu nelišil.

	4.8. Vliv různých faktorů na měření rtuti technikou DGT 
	4.8.1. Vliv pH vnějšího roztoku 
	V plastové nádobě byl připraven roztok rtuti, jak je popsáno v kapitole 4.3. V roztoku bylo upraveno pH v rozsahu 2-10, a to pomocí 1 mol.l-1 roztoku kyseliny dusičné a 1 mol.l-1 roztoku hydroxidu sodného. 
	Před každou úpravou pH v roztoku, byl roztok míchán 24 hodin do ustavení rovnovážného stavu koncentrace rtuti v roztoku. Po 24 hodinách, kdy byl roztok ustálen, bylo změřeno pH roztoku a vloženy připravené vzorkovací jednotky DGT. Po třech hodinách byly jednotky DGT vyndány, rozebrány a v sorpčních gelech bylo proměřeno množství nasorbované rtuti v sorpčním gelu. Poté bylo pH roztoku postupně zvyšováno přídavkem hydroxidu sodnéhoa celý proces byl opakován. Koncentrace roztoku byla opět proměřena.

	4.8.2. Vliv huminových látek
	Zásobní roztok huminových látek byl připraven rozpuštěním 100 mg huminových látekv ultračisté vodě za přídavku 2 % hydroxidu sodného. Doplnění objemu zásobního roztoku huminových látek na 100 ml předcházela úprava pH na přibližně neutrální hodnotu. K připravenému roztoku rtuti (viz. kapitola 1.3.), bylo přidáno požadované množství  zásobního roztoku huminových látek. Koncentrace huminových látek v roztoku byla zvyšována z hodnoty 0,01 až na hodnotu 100 mg.l-1. 
	Po 24 hodinovém ustálení roztoku bylo 24 vzorkovacích jednotek DGT, které byly přivázány vždy po dvou jednotkách k sobě, vloženo do roztoku rtuti. V časových intervalech po 4, 8 a 24-ti hodinách byly vždy z roztoku vytaženy dvě jednotky DGT jednotlivých sorpčních gelů. Vzorkovací jednotky byly rozebrány a byla proměřena nasorbovaná rtuť v sorpčním gelu.
	Stejně tak jako u všech předcházejících testů byla vždy změřena koncentrace rtutiv roztoku při každém odstranění vzorkovacích jednotek DGT. Po celou dobu experimentu bylo pH roztoku bylo udržováno v rozmezí hodnot 6,5-7,0.

	4.8.3. Vliv chloridů
	Do modelového roztoku rtuti bylo přidáno takové množství chloridu sodného, aby koncentrace chloridů v roztoku odpovídala 0,01 až 0,5 mol.l-1. Po 24 hodinách, kdy došlo k ustálení koncentrace rtuti v modelovém roztoku, byly 4 vzorkovací jednotky DGT vloženy do připraveného roztoku. Po tří hodinové expozici byly jednotky DGT z roztoku vytaženy, rozebrány a bylo proměřeno množství akumulované rtuti v testovaném sorpčním gelu. 

	4.8.4. Vliv iontové síly
	V plastové kádince o objemu 5 l byl připraven roztok rtuti (viz. kapitola 4.3.) do kterého byl přidán dusičnan sodný v takovém množství, aby jeho koncentrace odpovídala 0,00005  až 0,5 mol.l-1. Připravené vzorkovací jednotky DGT s testovanými sorpčními gely byly exponovány po dobu 3 hodin v připraveném roztoku. Po expoziční době byly jednotky DGT vytaženy a opět bylo stanoveno množství rtuti v testovaných sorpčních gelech. 

	4.8.5. Vliv konkurenčních kovů
	Při tomto testu byl sledován vliv kadmia a mědi na stanovení rtuti technikou DGT. Vzhledem k časové tísni byly provedeny jen dva pokusy, a to se sorpčními gely obsahující Chelex-100, Spheron-Thiol a Duolit GT-73. Během prvního testu byl připraven roztok obsahující 1 µmol rtuti a stejné množství kadmia a mědi. Druhý pokus byl proveden stejně, avšak množství kadmia a mědi bylo zvýšeno na 2µmol. Jednotky DGT byly v roztoku ponechány za stálého míchání 3 hodiny, následně byly vyjmuty a v sorpčních gelech bylo analyzováno množství rtuti.



	5. VÝSLEDKY A DISKUZE
	5.1. Příprava gelů
	5.1.1. Příprava difúzního gelu
	Technika DGT využívá obecně pro stanovení kovů difúzní polyakrylamidový gel. Tento gel však není vhodný pro stanovení rtuti. Polyakrylamidový gel má ve své struktuře obsaženy aminové skupiny, které způsobují sorpci rtuti již v tomto difúzním gelu a neumožňují tedy iontům rtuti volnou difúzi k sorpčnímu gelu (obr.25.). Tímto není splněn jeden z hlavních předpokladů pro využití I. Fickova zákona k výpočtu koncentrace rtuti v měřeném roztoku, kterým se tato technika řídí. Pro testování v roztoku rtuti byl tedy připraven agarózový gel, který umožňuje volnou difúzi chemických forem rtuti. 34

	5.1.2. Příprava sorpčního gelu
	Pro přípravu testovaných sorpčních gelů, kromě modifikovaného Iontosorbu AV, byl použit gelový roztok. 
	Pro přípravu těchto gelů byla optimalizována navážka sorbetů. Jako optimální se ukázaly být navážky 0,5 g Chelexu-100 a 0,25g Spheron-Thiolu. Základní postup přípravy gelů byl převzat z DGT Research Ltd.31 
	Pro přípravu sorpčního gelu se sorbentem Duolit GT-73, bylo potřeba tento sorbent upravit. 
	Nejdříve byl sorbent loužen v 1 mol.l-1 kyselině chlorovodíkové, za účelem přečištění sorbentu. Opakovanými analýzami se však potvrdilo, že loužení sorbentu nemá na celkový obsah rtuti v sorbentu žádný vliv. Proto se dále pracovalo s nelouženým sorbentem. Jelikož velikost částic sorbentu  Duolit GT-73 je větší než distanční fólie používané k přípravě sorpčních gelů, bylo nutné sorbent rozdrtit v třecí misce. Rozdrcený sorbent byl pak sítována ze sít byla odebrána frakce obsahující částice o velikosti 60-123µm. 
	Podobně jako u Chelexu-100 a Spheron-Thiolu byla optimalizována navážka Duolitu GT-73 pro přípravu gelů. Optimální množství sorbentu bylo 0,25 g. Postup přípravy sorpčních gelů byl téměř shodný jako u Chelexu-100 a Spheron-Thiolu, až na dobu botnání Duolitu GT-73, která byla u této přípravy 40 minut. Sorbent, který botnal kratší dobu nebyl schopný tvořit kompaktní gel. 
	Před samotnou přípravou sorpčního gelu, bylo nutné provést modifikaci komerčně dostupného Iontosorbu AV. Z Iontosorbu AV byl nejprve odstraněn azid sodný. Odstranění azidu sodného z Iontosorbu AV určeného k modifikaci bylo provedeno promýváním etanolem. Iontosorb AV byl rozmíchán a ponechán po dobu třech dnů ve 20 % roztoku ethanolu. Po třech dnech byl sorbent vyjmut, odfiltrován přes fritu o velikosti pórů 10-16 μm a promyt ultračistou vodou. Takto upravený sorbent byl pak rozprostřen na hodinovém sklíčku a ponechán v exsikátoru. 
	Modifikace Iontosorbu AV byla provedena diazotací a následnou kopulací (obr.16). V průběhu diazotace došlo ke vzniku diazoniové soli, která se projevila změnou barvy sorbentu. Sorbent, který byl původně bílý, se změnil na jasně žlutý produkt. Tento produkt bylo nutné rychle odstranit od reakční matrice a důkladně ho propláchnout ledovou ultračistou vodou.
	Při kopulační reakci, která proběhla za přídavku roztoku imidazolu s uhličitanem sodným se žlutá diazoniová sůl začala měnit na tmavě červenou. Kopulační reakce probíhala 24 hodin za občasného míchání reakční směsi za teploty blízké 0 °C. Po proběhnutí kopulační reakce byl modifikovaný sorbent odfiltrován na fritě o velikosti pórů 10-16 μm, promyt kyselinou chlorovodíkovou, ultračistou vodou a následně sušen v exsikátoru.
	Navážka modifikovaného Iontosorbu AV pro přípravu sorpčních gelů byla optimalizována na konečných 0,35g.
	Tato navážka byla smíchána v jednorázové zkumavce s horkým 2 % roztokem agarózy. Vzniklá směs byla pipetována mezi dvě nahřátá skla a to tak, aby částice sorbentu byly rozprostřeny v celém vzniklém gelu. Po zchladnutí skel v horizontální poloze při teplotě cca 20 °C, byla z gelu vykrájena kolečka a ponechána v ultračisté vodě do doby jejich aplikace na jednotku DGT. Při přípravě sorpčního gelu s modifikovaným Iontosorbem AV byla použita stejná distanční folie jako u přípravy difúzního gelu.  
	Agarózový sorpční gel byl připravován kvůli specifickým problémům při přípravě běžného polyakrylamidového gelu. Modifikovaný Iontosorb AV nebylo možné rovnoměrně rozprostřít v polyakrylamidovém gelu a navíc tento sorbent tvořil v polyakrylamidovém gelu velké shluky, ztěžující přípravu gelu.


	5.2. Testování sorpčních gelů v modelovém roztoku rtuti (základní test)
	Firma DGT Research, která komerčně vyrábí sorpční gely s Chelexem-100 ve svých materiálech uvádí, že gely připravené vlastnoručně v laboratoři jsou plně funkční, pokudje odchylka od koncentrace v modelovém roztoku kovu stanovená technikou DGT a jinou nezávislou metodou menší než 10%. 
	Při tomto testu byly čtyři zkompletované vzorkovací jednotky DGT vloženy do modelového roztoku rtuti po dobu 3 hodin. Při testu bylo nutné udržovat dostatečné míchání roztoku kolem 800 ot.min-1 a  pH v rozmezí 5 až 6, jak udává manuál DGT Research, Ltd.31 Po uplynutí požadované doby byly vzorkovací jednotky vytaženy z roztokua rozebrány. 
	Koncentrace rtuti v připravených modelových roztocích rtuti  se pohybovala v rozmezí od 17 do 26 ± 0,5 µg.l-1.  Přesné údaje o koncentracích rtuti v jednotlivých testech uvádítabulka 10. V tabulce 9 jsou uvedeny hodnoty použité pro výpočet koncentrace rtuti CDGT zjišťované metodou DGT. Pro výpočet této koncentrace byla použita rovnice (7).
	 Z naměřených hodnot, které jsou uvedeny v tabulce 10, je vidět, že koncentrace rtutiv modelovém roztoku měřené přístrojem AMA 254 se příliš neodchylují od koncentrací měřených technikou difúzního gradientu v tenkém filmu. Nejvýše dosažený rozdíl koncentrace měřené pomocí AMA 254 a technikou DGT byl u modifikovaného Iontosorbu AV, který činil 1,6 % . Tyto výsledky jsou hluboko pod normou 10 % a ukazují na to, že testované gely byly připraveny správně a jsou plně funkční.31 

	5.3. Test nasycení sorbentu v závislosti na čase 
	Firma DGT Research Ltd. doporučuje pro testování difúzního a sorpčního gelu další test, jedná se test nasycení sorbentu v závislosti na čase. U tohoto testu bylo použito 8 vzorkovacích jednotek DGT s testovaným sorpčním gelem, které byly ponořenydo modelového roztoku rtuti. Vždy dvě vzorkovací jednotky DGT byly odebrány z roztoku rtuti v dvouhodinových intervalech. Po vytažení byly jednotky DGT opláchnuty v destilované vodě, rozebrány a bylo proměřeno množství naakumulované rtuti v testovaném sorpčním gelu.
	Výsledky testů jsou shrnuty v tabulkách 11 až 14 a graficky jsou znázorněny na grafech1 až 4. Teoretické množství rtuti zachycené sorpčním gelem bylo vypočítáno ze známé koncentrace rtuti v roztoku pomocí rovnice (7), které znázorňuje černá tlustá čára v grafu.
	Akumulované množství rtuti ve všech sorpčních gelech lineárně roste s časem. Kromě toho, naměřené množství akumulované rtuti souhlasí s teoretickým množstvím rtuti v sorpčních gelech vypočteným ze základní rovnice DGT. Všechny provedené testy opět potvrdily, že sorpční i difúzní gely byly připraveny správně a jsou plně funkční. 

	5.4. Vliv různých faktorů na měření rtuti technikou DGT 
	5.4.1. Vliv pH vnějšího roztoku 
	Všechny připravené gely byly testovány v roztocích rtuti. Hodnota pH byla měněna odpH = 2 do pH = 10. 
	 Vliv pH na stanovení rtuti technikou DGT shrnují grafy 5 až 8. Na osu y byla vždy vynášena výtěžnost, tedy poměr koncentrací měřených technikou DGT a přístrojem AMA 254. 
	Sorpční gel s Chelexem-100 pracoval optimálně v rozsahu pH 5 až 8 (graf 5). Při pH = 2 byla výtěžnost rtuti z roztoku asi 60 %, při pH = 10 dokonce jen 30 %. Podobných výsledků dosáhli Davison a Zhang, kteří testovali vliv pH na měření kadmia technikou DGT.32
	Nízké výtěžnosti při pH < 4 a pH > 8 jsou způsobeny změnami funkčních karboxylových skupin Chelexu-100. Tyto změny jsou znázorněny na obr.14.38
	Sorpční gel se Spheron-Thiolem vykazoval při testech s různým pH roztoku podobné vlastnosti jako sorpční gel s Chelexem-100 (graf 6). Strukturní změny sorbentuSpheron-Thiolu ovlivněné různým pH nejsou přesně známy, z těchto důvodů je těžké naměřenou závislost podrobněji diskutovat.
	Sorpční gel s Duolitem GT-73 pracoval optimálně v celém rozsahu testovaného pH(graf  7). Funkčnost sorbentu v rozsahu pH 1-14 rovněž udává samotný výrobce. 
	Podobně jako sorpční gel s Duolitem GT-73 se choval i sorpční gel s modifikovaným Iontosorbem AV (graf 8), i když výtěžnosti byly v tomto případě nepatrně menší (kolem90 %). Na druhou stranu, stanovení byla v tomto případě zatížena větší směrodatnou odchylkou.

	5.4.2. Vliv huminových látek
	Huminové látky významně ovlivňují mobilitu a dostupnost kovů v životním prostředí,6,43,45 z tohoto důvodu byl testován vliv těchto látek na stanovení rtuti technikou DGT.
	Struktura huminových látek je velmi rozmanitá a liší se podle původu, naleziště, ale i doby odběru vzorku. Za základní strukturní jednotku lze považovat cyklické sloučeniny, nejčastěji aromatické. Charakteristickým znakem těchto látek je přítomnost karboxylové a hydroxylové skupiny (alifatické i aromatické), které zodpovídají za sorpční a výměnnou kapacitu huminových látek. Huminové látky obvykle obsahují 3-4 skupiny karboxylové a 3-7 skupin hydroxylových.6,43
	Při testování vlivu huminových látek na měření rtuti technikou DGT byly vyhodnoceny časové závislosti sorpce rtuti v jednotlivých sorpčních gelech pro různé koncentrace huminových látek a ze směrnic těchto závislostí byly počítány tzv. zdánlivé difúzní koeficienty. Vliv huminových látek na stanovení rtuti technikou DGT je znázorněnv grafu 9 a vypočtená data jsou shrnuty v tabulce 15. Koncentrační rozpětí huminových látek v roztoku rtuti bylo od 0,01 do 10 mg.l-1. Z grafu 9 je zřejmé, že hodnoty difúzních koeficientů rtuti klesají s rostoucí koncentrací huminových látek v roztoku, a to až do koncentrace huminových látek 1 mg.l-1. Při této koncentraci je již veškerá rtuť vázánave stabilních komplexech s huminovými látkami a k dalšímu poklesu již nedochází. Zároveň lze z tabulky 15 vidět, že při všech pokusech byla rtuť lineárně akumulována s rostoucím časem (R2 = 0,8432 až 0,9992) což dokazuje, že koncentrační gradient a tím také tok kineticky labilních forem rtuti difúzním gelem jsou stálé. Vypočítané zdánlivé difúzní koeficienty se v případě stabilně vázané rtuti pohybovaly v rozmezí  0,32 – 4,91.10-6 cm2.s-1, což odpovídá difúzním koeficientům huminových látek publikovaných v literatuře.44

	5.4.3. Vliv chloridů  
	V tomto testu byl zkoumán vliv chloridů na sorpci rtuti v sorpčních gelech. Chloridy jsou běžným přírodním ligandem, který silně váže rtuť ve stabilní chlorokomplexy. Vazba rtuti chloridovými ionty je obzvláště významná v mořské vodě, která obsahuje vysoké koncentrace chloridů. Vliv chloridů na stanovení koncentrace rtuti technikou DGT znázorňuje graf 10. Plnou čarou je znázorněn vliv chloridů na měření rtuti se sorpčním gelem Spheron-Thiol. Podobné výsledky byly získány pro sorpční gel obsahující Duolit GT-73. Přerušovaná čára znázorňuje vliv chloridů na měření rtuti se sorpčním gelem obsahující Chelex-100. Zatímco při použití gelu se Spheron-Thiolem a Duolitem GT-73 bylo dosaženo návratnosti kolem85 % i v roztocích s velmi vysokou koncentrací chloridů, u sorpčního gelu s Chelexem-100se návratnost při vysokých koncentracích chloridů pohybovala jen kolem 65 %. Rozdílné vazebné síly sorpčních gelů se Spheron-Thiolem a s Chelexem-100 byly pozorovány již dříve.45

	5.4.4. Vliv iontové síly
	V literatuře zabývající se technikou DGT bylo popsáno, že v roztocích s nižší iontovou sílou mohou být výsledky naměřené technikou DGT ovlivněny menšími chybami.46 Abychom ověřili vliv iontové síly na měření rtuti technikou DGT, byly připravené sorpční gely testovány v roztoku rtuti obsahující dusičnan sodný v koncentraci pohybující se od 0,01 mol.-l až 0,5 mol.l-1. Naměřené výsledky jsou znázorněny v grafu 11. Iontová síla neměla na stanovení rtuti technikou DGT téměř žádný vliv. Nižší iontová síla roztoku jen zvyšovala směrodatnou odchylku stanovení, výtěžnost rtuti však byla větší než 90 %.

	5.4.5. Vliv konkurenčních kovů
	Vliv konkurenčních kovů na sorpci rtuti je dán jak jejich množstvím v roztoku, tak především použitým sorpčním gelem, který vykazuje různou selektivitu k  jednotlivým kovům, což je dáno funkčními skupinami sorbentu. Z grafu 12 je zřejmé, že přítomnost stejného množství kadmia a mědi v roztoku nemělo téměř žádný vliv na výtěžnost rtutiu sorpčního gelu obsahující Duolite GT-73, která se tak pohybovala kolem 100 %. Naproti tomu, výtěžnost rtuti ze stejného roztoku při použití sorpčního gelu se Spheron-Thiolem byla přibližně 80 %. Tento výsledek naznačuje, že Spheron-Thiol nemusí přednostně z roztoku vázat rtuť, ale je schopný navázat i měď a kadmium, nicméně v menším množství než rtuť. Oba sorbenty, Duolite GT-73 i Spheron-Thiol obsahují thiolové funkční skupiny, dalo se tedy předpokládat, že se budou chovat podobně. Rozdílné chování může být způsobeno jinou strukturou obou použitých sorbentů. Zatímco funkční skupiny jsou u Duolitu GT-73 vázány na divinyl-styrenbenzenovém kopolymeru, tytéž skupiny jsou u Spheron-Thiolu vázány na hydroxyethylmethakrylát. Při přípravě sorpčních gelů tak mohou být funkční skupiny díky prostorovým efektům pro kovy různě dostupné.  Při použití sorpčního gelu s Chelexem-100 se výtěžnost rtuti pohybovala kolem 50 %. Iminodioctové funkční skupiny iontoměniče Chelex-100 jsou sice schopny vázat rtuť, ale ve stejném množství váží i kadmium a měď. Naměřená data poměrně přesně odpovídají vlastnostem sorbentů udávanými výrobci.Pro Duolite GT-73 je popsána selektivita vůdči kovům v řadě Hg > Ag > Cu > Pb > Ni > Co,39 pro Chelex-100 pak Cu >> Pb > Ni > (Hg) > Zn > Ag > Co > Cd.39
	Rozdílné vlastnosti testovaných sorpčních gelů podtrhl test prováděný v roztoku rtuti, ve kterém byly v kadmium a v měď v nadbytku. Při tomto testu se výtěžnost rtuti z modelového roztoku pohybovala kolem 85%, zatímco u Spheron-Thiolu  to bylo přibližně 50 %a u Chelexu-100 pouhých 20 %.
	Sorpční gel s modifikovaným Iontosorbem AV nebyl bohužel testován, protože v době testování nebyl dostupný imidazol na přípravu nových sorpčních gelů, předpokládáme ale, že by svými vlastnostmi zaujal místo mezi Spheron-Thiolem a Chelexem-100.



	6. ZÁVĚR
	Technika difúzního gradientu v tenkém filmu (technika DGT) je gelová technika umožňující měření koncentrace kovů a dalších látek in situ ve vodách, v půdácha v sedimentech. Technika DGT pracuje na principech Fickových zákonů difúze. Základem této techniky je vzorkovací jednotka DGT, která je ponořena do sledovaného vodního systému, ze kterého ionty kovů difundují přes vrstvu hydrogelu k sorpčnímu gelu, na jehož specifické funkční skupiny se kov váže. Z množství kovu, které je za danou dobu vázánov sorpčním gelu, je možné jednoduše vypočítat koncentraci labilních forem kovů v měřeném systému. Technika DGT je díky své jednoduchosti a prekoncentračním schopnostem vhodná pro stanovení rtuti, která se v přírodě vyskytuje v nízkých koncentracích, které i tak negativně ovlivňují životní prostředí. Cílem diplomové práce bylo stanovení vlastností nově připravených sorpčních gelů pro stanovení rtuti technikou DGT a porovnání těchto vlastností se sorpčním gelem obsahující Spheron-Thiol. Nově připravené sorpční gely byly gel s Duolitem GT-73 a s modifikovaným Iontosorbem AV. Kromě těchto dvou sorpčních gelů byly testovány i vlastnosti gelu s Chelexem-100, který se běžně používá pro stanovení koncentrace labilních forem kovů technikou DGT. Nejdříve byla optimalizována příprava sorpčních gelů. Po této optimalizaci byly připravené gely testovány v modelových roztocích rtuti. Byly provedeny základní testy doporučené firmou DGT Research Ltd., test návratnostia test lineární akumulace rtuti v závislosti na čase. Koncentrace naměřené technikou DGT v modelových roztocích rtuti se lišily od koncentrací naměřených nezávislou technikou          o méně než 2 %. Všechny připravené gely lineárně akumulovaly rtuť v závislosti na čase. Kromě toho, množství akumulované rtuti v sorpčních gelech odpovídalo teoreticky vypočítanému množství ze základní rovnice DGT. Z těchto výsledků je patrné, že proces přípravy gelů byl optimalizován správně a že připravené gely byly plně funkční.
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