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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva pfipravou a testovanim nového sorbentu pro techniku
difizniho gradientu v tenkém filmu (DGT) a jeji aplikaci pro méfeni rtuti v pfirodnich
vodach. Jako vychozi sorbent byl pouzit produkt firmy Iontosorb, lontosorb AV, na ktery byl
pomoci diazotacni a kopulac¢ni reakce nanesen 6-merkaptopurin. Pfipraveny sorbent byl
jednoduse popsan. Kvalitativni diikaz thiolovych skupin byl proveden pomoci infracervené
spektrofotometrie, kvantitativni pomoci jodometrické titrace. Obsah thiolovych skupin
v modifikovaném Iontosorbu AV byl stanoven na 0,5 mmol.g”'. Misto b&Zn& pouzivaného
polyakrylamidového gelu byl jako nosi¢ pro sorbent pouzit 4% agardézovy gel. Pfipravené
sorpéni 1 diftzni gely byly testovany v modelovych roztocich rtuti a ve vSech svych
charakteristikdch vyhovovaly pfedpisim firmy DGT Research Ltd. urcujici spravnost
techniky DGT. Detek¢ni limit pro stanoveni rtuti technikou DGT s modifikovanym sorbentem
Tontosorb AV byl stanoven 25 ng.I"' pii 24hod expozici a tloust’ce diftizniho gelu 0,5 mm.

KLiCOVA SLOVA
Sorbent, lontosorb AV, rtut, DGT, diazotace, kopulace, ptirodni vody

ABSTRACT

This diploma thesis deals with preparation and testing of new sorbent for diffusive
gradients in thin films technique and its application for mercury determination in natural
waters. As starting sorbent, lontostorb AV produced by lontosorb company was used. This
sorbent was modified using diazotation and copulation reactions with 6-mercaptopurine. The
new sorbent was simply characterised. The presence of thiol groups in modified lontosorb AV
was proved by infrared spectroscopy. The amount of thiol groups was determined by
iodometric titration as 0,5 mmol.g”. Instead of commonly used polyacrylamide gel, 4%
agarose gel was used as carrier for sorbent. Prepared resin gels and diffusive gels were tested
in model mercury solutions and they match all of requirements of DGT Research company
determining correctness of DGT technique. The detection limit for mercury determination by
DGT technique with modified Iontosorb AV was calculated to be 25 ng.l" using 24 hours as
exposition time and diffusive gel with thickness of 0,5 mm.

KEYWORDS

Sorbent, Iontosorb AV, mercury, DGT, diazotation, copulation, natural waters
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1. UVOD

Rtut’ se béhem staleti stala vysoce sledovanym prvkem piedevsim diky svym vlastnostem,
kterymi se zcela odliSuje od vétSiny tzv. tézkych kovi. ZvySeny zdjem o rtut’ a jeji toxicke
vlastnosti, souc¢asn¢ s rychlym rozvojem novych analytickych metod vedly k vyvoji novych
analytickych technik pro stanoveni rtuti v Zivotnim prostiedi, jez byly nasledné pouzity
v mnoha environmentélnich studiich a pfi studiu geochemického cyklu rtuti [1,2,3,4]. Rtut’
v zivotnim prostiedi je vSak i piesto stale velmi tézké stanovit, nebot’ se zde vyskytuje ve
velmi malych koncentracich pohybujicich se v jednotkach pgl' az ngl’'. Stanoveni tak
nizkych koncentraci vyzaduje pouziti rychlych, ptfesnych, selektivnich a citlivych metod,
specialnich zafizeni [5,6] a bezkontaminacnich postupt [7,8].

Stanoveni rtuti v zivotnim prostfedi béznymi metodami pfitom obsahuje hned nékolik
krokti, pfi kterych mtze dochézet ke kontaminaci vzorku nebo naopak ke ztratdm rtuti.
Problém jak minimalizovat manipulaci se vzorkem po jeho odbéru a vyhnout se tak nasledné
kontaminaci, je mozné vyiesSit tzv. mefenim in situ. Velmi zajimavou technikou v tomto
sméru je technika difuzniho gradientu v tenkém filmu (Diffusive Gradients in Thin films
technique, technika DGT) [9].

Technika DGT je dnes béZzné pouzivana pro in situ stanoveni koncentraci stopovych, ale 1
minoritnich a majoritnich kovl v jezerech, v fekach a v motich. Technika DGT je pouzitelna
pro méfeni vice nez 30-ti vybranych kovl v pfirodnich vodach, nicméné aplikace techniky
DGT pro sledovani koncentraci rtuti ve vodnych systémech byla v odborné literatuie
nedostateCné¢ popsdna. Stanoveni rtuti technikou DGT provazi tfada specifickych problémd.
Jednim znich je nedostatek komercné¢ dodavanych iontoménict specifickych pro rtut a
vyuzitelnych v technice DGT. Diplomova prace se tak zabyva pfipravou optimalniho
iontoménice pro techniku DGT v souvislosti se stanovenim rtuti v piirodnich vodach. Jako
vychozi latka byl pouzit iontoméni¢ firmy lontosorb, Iontosorb AV. Na tento sorbent byl
nasledn¢ pomoci diazotatni a kopulacni reakce nanesen 6-merkaptopurin. Piiprava
modifikovaného Iontosorbu AV  byla vdiplomové praci podrobné popsana.
Z modifikovaného sorbetu byly piipraveny sorpcni gely pro techniku DGT a tyto byly
podrobeny zakladnim testlim, pfedepsanym firmou DGT Research.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Rtut

Rtut’ se v zivotnim prostiedi vyskytuje obecné ve tfech zakladnich formach a ve tiech
oxida¢nich stavech. Elementarni rtut Hg” je za normalni teploty kapalinou s vysokym bodem
varu a nizkym tlakem par. Dal$i formou rtuti jsou anorganické slouceniny s oxidacnim ¢islem
I+, jako je napiiklad kalomel Hg,Cl,, a oxida¢nim cislem II+, napf. HgS nebo
chlorokomplexy [Hg(C1)]", [Hg(Cls] a [Hg(Cls]*. Vyznamnou &ast rtuti v Zivotnim
prostiedi pak tvofi organicky vazana rtut, predev§im komplexy s huminovymi latkami a dale
methylrtut’ CH3;Hg, popt. dimethylrtut’ (CHs),Hg [10,11].

2.1.1. Piivod rtuti v Zivotnim prostiedi

Rtut’ v nizkych koncentracich je mozno najit v celé biosféte, ve vodach, v horninach,
v sedimentech, v ptidach i v atmosféte. NejvyznamnéjSim pfirodnim zdrojem je ruda rumélka
HgS. Pfirodni rtut’ je ve vétSich koncentracich pfitomna i na nékterych lokalnich mineralnich
naleziStich a termalnich pramenech. Pfirodni zdroje rtuti Citaji pouze pfiblizné 30-40 %
celkové rtuti v biosféte, zatimco prevazna vétSina rtuti, tedy vice nez 60 %, je antropogenniho
puvodu.

Kromé rumélky jsou dal§imi pfirodnimi zdroji rtuti lesni pozary a vulkanickd ¢innost.
Pfirozenymi vstupy rtuti do zivotniho prostfedi jsou napt. odpar do atmosféry z povrchu
ocednil a zvétravani hornin. Nejvice uvolfiovanou formou rtuti do Zivotniho prostiedi je
elementarni rtut’ Hg’, nasleduji oxidy, sulfidy, halogenidy a methylrtut. P¥irodni zdroje maji
za nasledek ro¢ni emisi rtuti do zivotniho prostiedi okolo 1600 tun.

Hlavnimi antropogennimi zdroji rtuti v zivotnim prostfedi jsou primyslové procesy
(vyroba latek a pfistrojii obsahujicich rtut’), tézba a zpracovani kovi, spalovani ropnych
produktt a fosilnich paliv, chemicky prumysl a rtutnaté pesticidy, od kterych se kvili toxicité
ustupuje. Vyrobky obsahujici rtut, které mohou kontaminovat Zivotni prostiedi, jsou baterie,
staré latexové a olejové barvy, rozpoustédla, barviva a pigmenty, teploméry a tlakoméry,
farmaceutické vyrobky a zativky. Celkova emise antropogenni rtuti je zhruba 5000 tun ro¢né.

Pfirozené pozadi rtuti v piirodnich vodach je fadové jen nékolik setin pg.1". Pon&kud vyssi
koncentrace rtuti lze najit v podzemnich vodach v dasledku geologického podlozi obsahujici
mineral rumélku. Ve splaSkovych vodach velkych mést mize koncentrace rtuti dosahovat az
jednotky pg.l”, u pramyslovych vod se obsah rtuti pohybuje v rozmezi jednotek az stovek
mg.I"! (chemicky pramysl) [1,12,13].
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2.1.2. Kolobéh rtuti v Zivotnim prostiedi

Do atmosféry se rtut’ uvolituje hlavné ve form& Hg’. Elementarni rtut’ je velmi malo
reaktivni a téméf nerozpustnd ve vodé, coz ma za ndsledek jeji dlouhodobou ptitomnost
v atmosféfe (zhruba 1 rok). Mnozstvi rtuti odstranéné z atmosféry je zavisle hlavné na
chemicko-fyzikalnich procesech probihajicich v atmosféfe (oxidacné redukéni reakce)
zpusobujicich jeji rozdéleni mezi rizné fyzikalni stavy (plynny, kapalny, pevny — adsorpce na
je velmi reaktivni a rozpustna ve vodé. Doba zdrzeni Hg*" v atmosféfe je kratsi nez 14 dni.
Za hlavni oxidant rtuti v atmosféfe je mozno oznacit ozon. Plvodci redukce jsou pak
predevsim chloridy a sifiitany. Mechanismus emise a depozice rtuti znazornuje (Obr. 1)
[1,12,13].

Z atmosféry se rtut’ do ptirodnich vod dostdva pomoci suché a mokré depozice, které
sebou pfinaseji rtut’ s oxida¢nim ¢islem II+ (Obr. 2). Dvojmocna rtut’ se pomoci bakterii
piitomnych ve vodnich organismech miize methylovat na monomethylrtut CH;Hg" (MMHg),
kterd se po vylouCeni nasledné¢ usazuje na dné¢ adsorbovand na povrch pevnych castic.
V anoxické zoné sedimentu se dalSi €ast rtuti s oxidacnim ¢islem II+ ukldda do sedimenti
ve formé HgS. Urcitd ¢ast vodnich bakterii, pfitomnych v dnovych sedimentech, miize
methylrtut’ dale methylovat na dimethylrtut’ (CH;3),Hg. Jelikoz dimethylrtut’ je t€kavou latkou,
uvolnuje se do vodniho sloupce a nasledn¢ do atmosféry. Béhem transportu vodnim sloupcem
muze byt dimethylrtut’ také demethylovéna na elementarni rtut’, ktera se rovnéz uvoliuje do
atmosféry [10,15].

2.1.3. Toxicita rtuti

Rtut’ je ve vSech svych formach toxicka. Jeji nejjedovatéjsi formou v Zivotnim prostiedi je
organicky vazana rtut. Potvrzuje to piipad z nedavné historie z japonské rybaiské vesnice
Minamata (1956), kdy se otravilo velké mnozstvi obyvatel rybim masem. Tyto ryby byly
kontaminovany pravé organickymi slouceninami rtuti, které se vytvorily chemickymi a
biochemickymi pochody z odpadnich vod tovdrny na zpracovdni a vyrobu organickych
sloucenin [10]. Methylaci vzniklé formy organické rtuti jsou silné bioakumulativni a maji
neurotoxické a teratogenni Gcinky. V dusledku Minamatské tragédie ¢ast lidi na nésledky
otravy zemiela a zbytek zlstal trvale postizen.

Zdravotni problémy zptisobuje i1 rtut’ v anorganickych slouceninach s oxidacnim cislem
II+. Vaze se na aminokyseliny a thiolové skupiny bilkovin a pisobi jako enzymaticky jed. Pii
dlouhodobé expozici se ukldda v nejvétsi mife v ledvinach, které pak byvaji nejvice
poskozeny. Rtut’ s oxida¢nim cislem II+ je sama o sob& nejen jedovata, ale je i hlavnim
prekurzorem pro tvorbu velmi toxické methylrtuti, proto je nutné vénovat jeji koncentraci
v zivotnim prostiedi zvySenou pozornost [11].
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2.1.4. Stanoveni rtuti v Zivotnim prostredi

Soucasny stav zivotniho prostfedi z hlediska obsahu rtuti a jejich sloucenin, které jsou
znatné toxické, vede k rozvoji novych analytickych metod pro stanoveni rtuti v Zivotnim
prostiedi. Tyto metody jsou ndsledné pouzity v environmentalnich studiich a pfi studiu
geochemického cyklu rtuti [1,2,3,4]. Stanoveni rtuti v zivotnim prostiedi je velkym
problémem nebot’ se vyskytuje ve velmi nizkych koncentracich pohybujicich se v jednotkach
ngl' az ngl'. Ke zjistovani takto nizkych koncentraci je nutné pouzit rychlé, piesné,
selektivni a citlivé metody, specialni zatizeni [5,6] a bezkontaminacni postupy [7,8].

Stanoveni rtuti v Zivotnim prostfedi obvyklymi metodami provéazi hned né€kolik vlivl, pfi
kterych muze dojit ke ztraté¢ obsahu rtuti nebo kontaminaci vzorku. Ztraty rtuti pii odbéru a
uchovavani vzorku zptsobuje hlavné adsorpce rtuti na stény vzorkovacich nadob, ¢emuz se
da zabranit pridavkem konzervacnich cinidel. NejcCastéji je pouzivana kyselina dusi¢na
[16,17] a kyselina chlorovodikova v kombinaci s dichromanem draselnym [18,19].

Problémiim se ztratami a kontaminaci vzorku pfi manipulaci s nim a po jeho odbéru, se lze
vyhnout métenim in situ. V soucasnosti, i pies vice nez desetileté zkuSenosti v oblasti in situ
meéieni, je mozno hovofit pouze o pocatcich praktického pouZzivani tohoto zptisobu méteni.
Vyvoj in situ metod, optimalizace a jejich ovéfeni je velmi problematické a Casoveé narocné.

Prilomovym krokem v in situ méfeni jsou nové¢ vyvinuté vzorkovaci gelové techniky,
technika difizni rovnovahy v tenkém filmu (Diffusive Equilibrium in Thin films technique,
technika DET) a technika difazniho gradientu v tenkém filmu (Diffusive Gradients in Thin
films technique, technika DGT).

2.2. Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu

Technika difazniho gradientu v tenkém filmu (déle jen DGT) je in situ technika zamétena
na vzorkovani kovl v pfirodnich vodnich ekosystémech. Jejimi autory jsou védci z univerzity
v Lancastru (GB) [9]. Vyhodou této metody je jeji financni a technickd nenaroc¢nost. Dale pak
vyborné vlastnosti pro pouziti ve vodnich ekosystémech, jako je nizké riziko kontaminace,
vysoka citlivost a spolehlivost.

Vzorkovaci jednotka pro DGT ma tvar pistu (Obr. 3). Pfimo na pist se poklada prvni
vrstva polyakrylamidového gelu se zakotvenym iontoménicem, tzv. sorpcni gel. Ten je
piekryt vrstvou difuzniho gelu (v pfipadé rtuti agarézovym gelem), jehoz tloustka je pfesné
znama. Horni vrstvu tvofi membranovy filtr o velikosti péru 0,45 um, ktery zabraiiuje
mechanickému poskozeni vrstev gelu béhem expozice v realném piirodnim ekosystému.
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membranovy filtr 0,13 mm

difznd gel 0,8 mm

sorpcni gel 0.4 mm
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plst

Obr. 3. Rez vzorkovaci jednotkou DGT, ulozeni vrstev gelii a jejich tloustky. Pievzato a
doplnéno z [20].

2.2.1. Princip DGT

Princip techniky DGT je zaloZen na kinetické separaci kovil z roztoku a jejich navazani na
specifické skupiny v sorpénim gelu. Difuzni vrstvou gelu (polyakrylamid, agar6za)
uzaviené¢ho ve vzorkovaci jednotce (pistonu), po ponofeni do métené¢ho roztoku, proudi
chemické formy kovl k druhé vrstvé gelu, obsahujiciho sorbent. Nejvice uzivanym sorbetem
pro stanoveni vétSiny kovi v této technice je Chelex-100, ktery obsahuje chelata¢ni skupiny
kyseliny iminodioctové. Po prichodu kovl difuzni vrstvou, jsou tyto zachytavany na
funkénich skupinach sorbetu do okamziku nasyceni jeho kapacity. Po expozici je sorpéni gel
eluovan nejcastéji kyselinou dusi¢nou a mnozstvi chemickych forem kovl je stanoveno
metodou atomové absorpcni ¢i emisni spektrometrie. Stanoveny obsah chemickych forem
kovli nemusi vzdy pfesné odpovidat jeho mnozstvi v méfeném roztoku. V sorpénim gelu se
hromadi pouze ty chemické formy kovi, které projdou difizni vrstvou a jsou schopny se na
iontoméEni¢ navazat, ¢ehoz je mozno vyuzit pro speciacni analyzu [21].
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Obr. 4. Prurez pistonu pri expozici. Ptevzato a upraveno z [21].

2.2.2. Vypocet koncentrace analytu v méfreném roztoku

Po ponofeni pistonu do roztoku se v difiznim gelu velmi rychle ustavi linearni
koncentra¢ni gradient (Obr. 4). Zistava—li tento gradient béhem casu konstantni, je mozno
pouzit k vypoctu toku chemickych forem kovi z vnéjsiho prostiedi do vzorkovaci jednotky
1. Fickiiv zakon difuze:

_ ndC
F =D (1)

kde F je tok chemickych forem kovi (mol.cm™.s™), D je difuzni koeficient (cm’.s™) a dC/dx
je koncentraéni gradient (mol.cm™).

Na rozhrani vnéjsiho roztoku a diftzniho gelu se nachazi difuzni hrani¢ni vrstva (DBL) o
tloust’ce o, ktera ma vyznam u roztokll, které nejsou dostate¢n¢ michany. Tok chemickych
forem kovli potom nabyva tvar :

F=D (CDGT B C') (2)
(Ag +9)
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kde Cpgr je koncentrace chemickych forem kovii ve vngj$im roztoku (mol.cm™), C’ je
koncentrace chemickych forem kovil na rozhrani sorpcniho a difizniho gelu (mol.cm™), 4 gje
tloustka difizni vrstvy (cm) a d je tloustka difizni hrani¢ni vrstvy (cm).

Za podminky rychlého navdzani chemickych forem kovil na sorbent je koncentrace C’
rovna nule. Pokud je roztok dostatecné¢ michan, je tloustka difizni hrani¢ni vrstvy ¢ velmi
mala oproti tloust’ce difuzni vrstvy, proto ji lze zanedbat a vztah (2) se zjednodusi:

DCDGT
Ag

F = 3)

Hmotnostni tok chemickych forem kovi se definuje jako mnozstvi M (g), které proslo
plochou exponované &asti gelu 4 (cm?) za &as £ (s):

M

F=—
At

(4)

Mnozstvi kineticky labilnich forem kovli navazanych v sorpnim gelu popisuje vztah:

- CQ(V(g +V,)

5
/. ®

kde C, je koncentrace chemickych forem kovil v eluatu (g.cm™), V¢ je objem sorpéniho gelu
(cm’), V. je objem roztoku 1 mol.l" kyseliny dusi¢né (cm’®), £, je eluéni faktor, udavajici
mnozstvi chemickych forem kovl vyluhovanych v jednom elu¢nim kroku z celkového
sorbovaného mnozstvi.

Slouceni rovnic (3) a (4) nabizi vztah pro vypocet koncentrace ve vnéj$Sim (mefeném)
roztoku:

MA
Coor = ©)

kde M je mnozstvi kineticky labilnich forem kova sorbovanych v sorpénim gelu (g), 4g je
tloustka difuzni vrstvy (cm), D je hodnota difuzniho gradientu pfi teplotd méfeni (cm?.s™), ¢
je Cas expozice pistonu v meéfeném roztoku (s) a kone¢né 4 je plocha exponované casti gelu
(cm?) [21,22].
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2.2.3. Difazni gely v technice DGT

Difuzni gel v technice DGT tvofii prostiedni vrstvu ve vzorkovaci jednotce pro DGT mezi
sorpénim gelem a membranovym filtrem. Slouzi jako transportni médium pro chemické
formy kovili smérem k sorpénimu gelu [22]. NejCastéji pouzivanym difuznim gelem je

polyakrylamidovy hydrogel, ve specifickych ptipadech i diftzni gel z agar6zy.

2.2.3.1. Polyakrylamidovy hydrogel

Tento hydrogel je bézné pouzivany k elektroforetickému déleni bilkovin. Obsahuje 95 %
vody, a tudiz hodnoty diftiznich koeficientl méfenych chemickych forem kovl jsou velmi
podobné hodnotam ve vodé€. Pripravuje se polymerizaci monomerniho akrylamidu a
agarézového sitovadla, ke kterym se pifidd katalyzator reakce TEMED (N,N,N‘N‘ —
tetramethylethylendiamin) a inicidtor polymerizace peroxodisiran amonny (NH4),S;05[21].

HaC
N—CH,~CH—CH,~CH—CH,~CH—CH=CH

H3C N C
H3C/ \CH3 o/ \NH
:
0 NH 0 NH, O NH
AN 2 AN 2 VX
e X~ X Xc
’ |
N—CH,-CH—CH,-CH—CH,~-CH—CH=C—CH, CH,
HaC C
=
07 NH, o” gH
:
O\c _NH
HC=—CH,

Obr. 5. Vzorec polyakrylamidu. Prevzato z [20].

ol NH ol NH
X ? X ?

H  HC—OH

N

OH OH
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2.2.3.2. Agarozovy gel

Agardza je linearni polysacharid slozeny z opakujicich se jednotek agarobiosy (propojena
B-D-galaktopyranosa a 3,6-anhydro-a-L-galaktopyranosa). Jeji rozpousténi v horké vodé je
provazeno tvorbou dvojSroubovic, které se po ochlazeni asociuji do trojrozmérné sit¢,
propojené vodikovymi vazbami a hydrofobnimi interakcemi [22]. Agar6zovy difuzni gel se
s vyhodou pouziva pro stanoveni rtuti technikou DGT, jelikoz neobsahuje volné aminové
skupiny, které v bézné pouzivaném PAA gelu kovalentné vazi rtut’ a zabranuji tak volné
difazi gelem [23].

OH OH 0
O

O 0 WHOH

OH O]

— - n

Obr. 6. Vzorec agarozy. Prevzato z [25].

2.2.4. Sorp¢ni gely

Jako sorpcni gel se bézn€ pouziva polyakrylamidovy hydrogel, ve kterém je imobilizovan
sorbent, ktery vaze dany analyt. Nejcastéji jsou jako sorbenty vyuzivany rizné druhy
iontomeénicu.

Iontoménice jsou gelové disperzni systémy. Disperznim prostfedim je vhodné
nizkomolekularni rozpoustédlo (voda) a disperzni podil tvoii polymerni skelet iontoménice.
Tento skelet mize byt jak povahy organické (méni¢ na bazi celulozy), tak anorganické
(hlinitokfemicitan). Trojrozmérny skelet je tvofen polymernimi fetézci a situjicimi vazbami,
jako jsou napfiklad vodikové mustky. Diky tomuto uspofadani jsou polymerni fetézce
omezeny v pohybu a tvorb¢ roztoku pii styku s rozpoustédlem.

Pritomnost funk¢nich skupin je hlavnim znakem iontoménict, ktery jej odliSuje od
ostatnich typti geli. Vazba funk¢ni skupiny (napt. -SOs;H, -COOH, -NH;, -NR,, -SH) muze
iontové vymény. Tento proces je nejtypictéjsi interakci mezi ionty v roztoku a iontomenici.
Vymeénné reakce, jak se tyto procesy oznacuji, probihaji ekvivalentné v zajmu zachovani
elektroneutrality iontoméni¢e. Mnozstvi pfijatych iontl iontoméni¢em je rovno mnozstvi
iontl pfedanych iontoméni¢em do roztoku [26].
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2.2.5. lontoménice pouzivané v technice DGT

2.2.5.1. Chelex-100

Chelex je chelata¢ni iontoménic, ktery je vysoce specificky pro zachytavani médi, Zeleza a
dalSich tézkych kovii. Kromé Chelexu-100, uréeného pro analytické metody, existuji dalsi
modifikace pro biotechnologii, ¢i technicky Chelex-20 pro odstraiiovani zatéze kovl z vétsiho
mnozstvi média, v némz jsou pfitomny.

Strukturaln¢  je  Chelex-100  styren-divinylbenzenovy  kopolymer, obsahujici
iminodiacetatové skupiny (Obr. 7). Selektivita je zavisld na pH, iontové sile a formé kovi,
zda se jedna o komplex, sl kyseliny nebo zésady. Je stabilni v oblasti pH 2-14. S riznym pH
a riznou formou kovi a se méni jeho naakumulované mnozstvi Chelexem-100 a jeho
preference, zda je pifi sorpci upiednostiiovan pifed jinym typem kovu. Naptiklad rtut
s oxida¢nim ¢islem II+, v pfitomnosti dusi¢nanovych iontl, vykazuje vysokou pfilnavost
k Chelexu-100, zatimco jeji chloridova forma, se kterou tvoti komplexy, mé ptilnavost velmi
nizkou.

Mnozstvi kationtll pfijatych iontoméni¢em je umérné mnozstvi kationtli z iontoménice
uvolnénych. To mize mit za nasledek vykyvy pH v roztoku, v némz se formy kovl nachazi.
Nejcastéji pouzivana je jeho alkalickd forma, kdy jsou vodiky na karboxylech
iminodiacetatovych skupin nahrazeny sodikem (draslikem, amonnymi kationty).

Regenerace je dvoustupiiovym krokem. Nejprve je pomoci kyseliny chlorovodikové
odstranéna navazéana forma kovu na karboxylu iminodiacetatové skupiny, kterd je nahrazena
vodikem kyseliny. Ten je ve druhém kroku regenerace vytésnén alkalickym kovem, naptiklad
sodikem z pouzitého hydroxidu sodného [27].

Chelex-100 je v technice DGT nejcastéji uzivanym sorbentem pro stanoveni vétSiny forem
kovi. Vazba rtuti na karboxylové skupiny iontoménice Chelex-100 je vSak velmi slaba, coz
¢ini problémy pfi aplikaci v pfirodnich systémech, kde je vétSina rtuti pevné vazéna
rozpu$ténymi organickymi latkami [23].

X3

—CH—CH,—
NaOOC—CHZ—N CH,—COONa

Obr. 7. Vzorec Chelexu-100. Pievzato a upraveno z [26].
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2.2.5.2. Spheron-Thiol

Spheron je glykolmethakrylatovy gel vhodny jako nosi¢ komplexotvornych skupin.
Ptipravou toho gelu se zabyvala brnénskéd firma Lachema. Vyhodou gelt na bazi Spheronu,
jako nosict komplexotvornych skupin, je jejich hydrofilita, definovand vysokd porozita,
dostatecné velka Sitka pord, malé botnaci efekty a vysokd hydrolytickd stilost. Navazani
dalSich postrannich fetézcti s libovolnymi funkénimi skupinami, umoznuje vysoky pocet
hydroxylovych skupin ve struktuie Spheronu [28].

Samotny Spheron—Thiol je vyrabén reakci uvedenou nize (Obr. 8). Obsah thiolové skupiny
predurcuje Spheron—Thiol k selektivité, zvlasté ke koviim, jako jsou naptiklad Hg, Sb nebo
Pd. Zéasadni vyhodou tohoto iontoménice je vyhradni vazani chemickych forem kovi pres
thiolové skupiny, diky tomu nedochazi k neselektivni sorpci. Z toho vyplyva, ze i nizké
koncentrace sorbovatelnych chemickych forem kovii obsazenych v latce s vysokou
koncentraci, ktera s thiolovymi skupinami nereaguje, nejsou pii své sorpci nikterak touto
latkou ani jeji koncentraci ovlivnény [29].

Vyuzitim Spheron-Thiolu pro stanoveni rtuti technikou DGT se zabyvali P. Divi§ a H.
Docekalova [23]. Porovnavali jej s dosud pouzivanym Chelexem-100, kterym se stanovuje
vétSina prvki technikou DGT. Spheron-Thiol na rozdil od Chelexu-100 obsahuje ve své
struktufe jiz zminované thiolové skupiny, které jsou velmi selektivni pro rtut. Sorbované
mnozstvi rtuti v Chelexu-100 oproti Spheron-Thiolu, vyuzitim techniky DGT, bylo zhruba
ttikrat mensi. Toto zjiSténi jednoznacné vyzniva pro Spheron-Thiol, jako selektivni sorbent
pro chemické formy rtuti v technice DGT. Bohuzel jeho vyroba firmou Lachema a.s. byla
zastavena a je tedy nutné hledat dalsi sorbenty selektivni pro rtut’.

o /O\ o]
H,C—CH-CH,Cl |

I I
H3C—C|:—C—O—CH2—CH2—OH > H3C—C—C—O—CH2~CH2OCH2C|JH—CHZCI
BF; .. (CHyCH,)O
(|;|-|2 3- (CHyCHy) THZ OH
S
HoN lé NH | ﬁ 0 &3
2 2 > H3C—C—C—O—CH2~CH20CH2(|'5H~CH2—S\ cr
(|3H2 OH NH;,
. 0
OH ]
> H3C—C—C—O—CH2—CH2—O——CH2C|)H~CH2SH
CH, OH

Obr. 8. Priprava Spheron—Thiolu. Ptevzato z [29].
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2.2.5.3. Duolit GT-73

Duolit GT-73 je slabé kysely iontoméni¢, ktery se pouziva k odstranovani rtuti ze
znecisténych vod. Déle miiZze byt pouzit pii zakoncentrovani a oddéleni od jinych prvka ve
vzorku vody, ureném k analyze. Jednozna¢né nejvyssi selektivitu vykazuje ke rtuti. Klesajici
selektivita ostatnich prvkl odstranitelnych Duolitem GT-73 kleséd v nasledujici fadé: Hg > Ag
> Cu > Pb> Ni > Co > Fe > Ca > Na. Duolit je stabilni ve vétSin¢ rozpoustédel a jeho pouziti
je mozné v Siroké Skale pH.

Strukturné je velice podobny Chelexu-100, ale iminodiacetatova skupina na styren-divinyl-
benzenovém zékladu je nahrazena skupinou thiolovou, coz piedurcuje jeho selektivitu ke
rtuti [30,31].

Aplikaci Duolitu GT-73 v technice DGT se zabyvali P. Divi§ a L. Brulik [31]. Dospéli
k zavéru, ze fyzikalni a chemické vlastnosti iontoméni¢t Duolitu GT-73 a Spheron-Thiolu
jsou srovnatelné. Jedinym problémem pti aplikaci Duolitu GT-73 v technice DGT je jeho
velikost ¢astic. Pro ptipravu sorpcniho gelu je nutné Duolit GT-73 nadrtit a sitovanim odd¢lit
pouzitelnou frakci iontoménice, coz sebou nese riziko kontaminace.

,—HC——CH,—

Lo

Obr. 9. Duolit GT-73. Pievzato z [26].
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2.2.5.4. Silikagel modifikovany 3-merkaptopropylem

Stanovenim organicky véazané rtuti se zabyvali ve své praci O. Clarisse a H. Hintelmann
[32]. Jako sorbent pouzili silikagel modifikovany 3-merkaptopropylem (Obr. 10).

|
SiO (|3—CH2—CH2—SH

H

Obr. 10. Silikagel modifikovany 3-merkaptopropylem. Ptevzato z [33].

2.2.5.5. Dalsi sorbenty specifické pro rtut’

Ve svéte jsou v soucasné dob¢ vyvijeny nové sorbenty specifické pro rtut’. Jejich potieba
plyne z neustéle vys$$i kontaminace Zivotniho prostfedi. Hlavnim tGc¢elem téchto sorbentil je
odstranéni rtuti z vody. V technice DGT zatim tyto nové sorbenty nebyly vyzkouSeny a
optimalizovany, ale skytaji pro ni urcity potencial.

V tabulce 1 jsou uvedeny nazvy nékterych znich a jejich funkéni skupina specificka
pro rtut. Vzorce sorbentl jsou uvedeny v piiloze 9.1.

Tabulka 1. Prehled dalsich sorbentii specifickych pro rtut

Cislo Popis (nazev) sorbentu Funk¢éni skupina Zdroj
1. R-S-N sorbent -SH [34]
2. Modifikovany Reillex 425 -NH, [35]
3. Chloromethylovany sorbent Merrifield =S [36]
4 Modifikovany GMA sorbent -NH, [37]
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2.3. lIontosorb AV

Iontosorb AV je komeréné vyrabény sorbent pro néaplii do kolon pro afinitni
chromatrografii. Vyrabi se v riiznych velikostech ¢astic od 30 do 500 um. Jeho vyhodou je
moznost modifikace, napfiklad pomoci diazotac¢nich a kopulacnich reakci, a tedy pfipravy
novych sorbentll. Strukturné je Iontosorb AV aminoaryl — B - ethylsulfonovéd skupina na
flexibilnim fetézci (Obr. 11), ktery je oznaCovan jako makroporézni perlova celuldza (Perloza
MT).

Makroporézni perlova celulosa (Obr. 12) byla pfipravena v Ustavu makromolekularni
chemie Akademie véd v Praze v roce 1976, vyroba zacala o rok pozdéji. Poté co byly
dokonceny testy jejich vlastnosti, odborniky v oblasti chromatografickych a separacnich
technik, byla distribuovana zdkazniktm.

Makroporézni perlova celuloza se piipravuje solidifikaci xantogenatu celulézy v internim
rozpoustédle a néslednou regeneraci. Takto pfipravené ¢astecky (perlicky) maji heterogenni
strukturu, tvofenou krystalickymi a amorfnimi oblastmi polymernich fetézcii s primérnym
polymeraénim stupném mezi 300-500 jednotkami. Efektem téchto heterogenit je mechanicka
stabilita perlovych ¢astic i v ptipad¢ geli s velkymi pory.

Polymerni struktura makroporézni perlové celulézy je tvofena D-glukopyranosovymi
jednotkami vazanymi beta-glykosidickou vazbou. Pfitomné hydroxylové skupiny (-OH) na
povrchu celulézovych fetézeli zarucuji vysokou hydrofilitu vSech typt Perlozy MT. Volné
prostory mezi aglomeraty polymernich fetézcti ur€uji makroporozitu perlové celuldézy. Vnitini
struktura perlicek je stabilizovana pouze vodikovymi mustky bez kovalentniho zesiténi [38].

=0

CGIUIéza‘N‘N‘O_CHZ CH2_ NH2

o=—w

Obr. 11. lontosorb AV. Pievzato z [38].

Obr. 12. Perlova celuloza. Prevzato z [39].
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2.4. Diazotace a kopulace

Diazotace (Sandmeyerova reakce) je reakce aromatickych amint s kyselinou dusitou
v kyselém prostiedi. Vznikaji relativné stabilni arendiazoniové soli (Obr. 13). Reakce probiha
selektivné 1 v pfitomnosti fady substituentli na aromatickém jadre.

-N
-

N+
+ HNO, + HCI —> ©/ Cl 4+ 2H,0

Obr. 13. Diazotacni reakce. Pievzato a upraveno z [40].

NH,

Areandiazoniové soli, vzniklé diazotacni reakci, reaguji s aktivovanymi aromatickymi
slouceninami (fenoly, arylaminy) za vzniku barevnych azosloucenin. Tato reakce se oznacuje
jako kopulacni. Je to v podstaté typicka aromaticka elektrofilni substituce, kdy kladné nabity
diazoniovy iont reaguje jako elektrofil s aromatem, ktery je bohaty na elektrony (Obr. 14).
Reakce probihd do polohy para, pokud je vSak obsazend, tak do polohy ortho. Produkty
azokopulaci jsou Siroce vyuzivany v barvairském pramyslu [40].

o,
<N

N~ OH Nx
) SN
Cl + —_— H B .
-HCI

OH

-HCI

Obr. 14. Kopulacni reakce. Ptevzato a upraveno z [40].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Chemikalie
Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. a vyssi.
K piipravé nového sorbentu byly pouzity tyto chemikalie:

Tontosorb AV 50, IONTOSORB, Usti nad Labem (primér ¢astic 50-80 um), CR
6 — merkaptopurin, Fluka, Buchs, Svycarsko

kyselina chlorovodikova 35%, ML Chemica, Troubsko, CR

dusitan sodny, Lachema a.s., Brno, CR

uhli¢itan sodny, Lachema a.s., odstépeny zavod Neratovice, CR

chlorid sodny, Lachema a.s., Brno, CR

Pro stanoveni thiolovych skupin byly pouzity:

roztok jodu 0,1 mo.1", rozpousténi I v roztoku KI

kyselina boritd, Lachema a.s., Brno, CR

pentahydrat thiosiranu disodného, Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR
Skrobovy maz 0,4%

hydroxid sodny, Merci s.r.0., Brno, CR

Dale byly pouzity tyto chemikalie:

standardni roztok Hg 1 mg.ml”', Astasol®-Hg, Analytika Praha, CR
agardza, Merck, Darmstadt, Némecko

kyselina dusiéna 65%, Penta vyrobni divize Chrudim, CR
dichroman draselny, Lachema a.s., Brno, CR

bromid draselny, Lachema a.s., Brno, CR

ethanol 96%, ML Chemica, Troubsko, CR

Pro tedéni a k piipravé roztokii byla pouzitd ultradistd voda, piipravena piistrojem Milli-Q
Academic, vyrobenym firmou Millipore. Specifick4 vodivost této vody byla 0,055 pS.cm™.

3.2. Instrumentace

Pii praci bylo pouzito toto pfistrojové vybaveni:

jednouéelovy atomovy absorpéni spektrometr AMA 254, Altec, Ceska republika
IC spektrofotometr Impact 400, Nicolet, USA

pH metr WTW 320, Weilheim, Némecko

analytické vahy, Denver Instruments, Némecko

michacka Lavat MM7, Chotutice, CR

orbitalni tfepacka, MS2 Minishaker, IKA, Staufen, Némecko

termostat s michadlem, improvizované zatizeni

mikropipety Biohit, Helsinky, Finsko

susarna model 500, Memmert, Némecko
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3.3. Pracovni postupy

3.3.1. Priprava sorbentu — modifikace Iontosorbu AV

Modifikace komeréné dostupného sorbetu lontosorb AV, ktery se vyuziva jako napln
kolon k afinitni chromatografii, byla uskutecnéna pomoci reakci diazotace a kopulace, jejichz
schéma je nize popsano (Obr. 15). Pti ptipraveé se vychazelo z postupti popsanych v [41,42],
kde byl vyuzit jako nosi¢ styren-divinylbenzenovy polymer, upraveny nitraci a redukci
nitroslouc¢eniny na amin.
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Obr. 15. Rovnice diazotace a kopulace. Ptevzato a upraveno z [42].

3.3.1.1. Diazotace

Navazka Iontosorbu AV (5 g na 3,5 g 6-merkaptopurinu) byla promyta 2 mol.I"" kyselinou
chlorovodikovou, a poté promyvana a dekantovana ultracistou vodou do neutralni reakce.
Precistény lontosorb AV byl pfidan do kadinky s 350 g ledové tiist€ a byl k nému stfidavé
pridavan 1 ml HCI o koncentraci 1 mol.I'" a 1 ml NaNO, o koncentraci 1 mol.I" za stalého
michani (Obr. 16). Po detekci jodido-Skrobovym papirkem, bylo pfidavani ukonceno.
Mnozstvi ptidaného NaNO, ¢inilo 40 ml. Produkt, diazoniova stl (Obr. 17), byl po rozpusténi
ledu odfiltrovan ptes fritu (velikost p6ra 10-16 um) a promyt studenou ultracistou vodou do
neutralni reakce [41].
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Obr. 17. Diazoniova sul.



3.3.1.2. Kopulace

Produkt diazotace byl ptidan k roztoku, pfipraveném rozpusSténim 3,5 g 6-merkaptopurinu
ve 100 ml 10% uhli¢itanu sodného. Smés byla vloZzena do termostatu nastaveného na teplotu
3 °C a ponechéana 24 hodin za ob¢asného michani (Obr. 18). Vysledny produkt byl odfiltrovan
pres fritu (velikost péri 10-16 um) a promyt ultracistou vodou do neutrdlni reakce.
Nasledovalo promyti 2 mol.I"! kyselinou chlorovodikovou a promyvani ultra¢istou vodou do
neutralni reakce [42]. Nakonec byl oranzovo-hnédy produkt (Obr. 19) suSen piimo
v exsikatoru po dobu 12 hodin.
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Obr. 18. Schéma aparatury kopulace.
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Obr. 19. Modifikovany lontosorb AV.

3.3.2. Stanoveni obsahu thiolovych skupin v nové piipraveném sorbetu

Pfesné navazené mnozstvi suchého sorbentu (zhruba 50 mg) bylo vlozeno do 150 ml
Erlenmayerovy banky, bylo pfidano 5 ml boratového pufru (pfipraveny rozpusténim 1,236 g
kyseliny borité ve 200 ml destilované vody a upravenym pomoci 0,1 mol.I" hydroxidu
sodného na pH9) a 25ml roztoku jodu o koncentraci 1 mmoll" (pfipraveny Fedénim
20,1 mol.I"" roztoku jodu). Baiika byla obalena alobalem, aby nedochizelo k redukci
uvolnéného jodu svétlem, zazatkovana a ru¢né tfepana 5 minut. Poté byla umisténa do temna
a ponechana 30 minut. Po uvedené dob& byla smés v baiice okyselena 2 mol.I"" kyselinou
chlorovodikovou a titrovana thiosiranem disodnym o koncentraci 1 mmol.I". Té&sn& pied
koncem titrace, kdy roztok znatelné zezloutl pfechodem ze Zlutohnédé barvy, k nému bylo
pridan 0,4% Skrobovy maz jako indikator, ktery zménil barvu roztoku na tmavé modrou.
Nasledné¢ se roztok v bance dotitroval do celkového odbarveni roztoku [43].
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3.3.3. Priprava diftizniho a sorpéniho gelu

Diftzni gel byl piipraven rozpusténim agardzy v ultracisté vodé (3% roztok), jeho
zahtatim a nadavkovanim pipetou mezi dvé zahtata skla oddélena distancni folii o tloustce
0,5 mm. Sklenéna forma byla sepnuta svorkami, po nadavkovani agardzy, se ochlazovala na
vzduchu (ve vertikalni poloze) zhruba 20 minut. Poté byla forma rozebrana a agardzovy gel
byl opatrné pienesen do nadoby s ultracistou vodou.

Sorpéni gel byl ptipraven obdobné jako difuzni. Pouzit vSak byl 4% roztok agardzy, ktery
byl nejprve pipetou nadavkovan do zkumavky s navazenym sorbentem (zhruba 25 mg). Tato
smés byla rychle rozmichana sklenénou tyc¢inkou a orbitdlni tfepackou. Nasledné byla smés
pipetou prevedena do zahtaté sklenéné formy, ktera byla poté v horizontalni poloze chlazena
v lednici. Po ochlazeni byl sorpéni gel zformy vyjmut a opatrné¢ vlozen do nadoby
s ultracistou vodou.

3.3.4. Kompletace DGT jednotek pro méieni

Vzorkovaci jednotky DGT (DGT Research LtD.) byly pied pouzitim c¢istény 24 hodin
v 1 mol.I"" kyselin& dusi¢né. Po vyjmuti z kyseliny byly oplachnuty destilovanou vodou a na
vrchni Cast pistu byla poloZena vrstva agardézového sorpéniho gelu se zakotvenym
iontoménicem ve tvaru kruhu o primeéru 2 cm. Sorp¢ni gel byl piekryt agar6zovym difiznim
gelem, taktéz vykrojenym do tvaru kruhu o stejném priméru, jako gel sorpcni. Aby se
zabranilo mechanickému poskozeni gel, byly obé vrstvy piekryty polyethersulfonovym
membranovym filtrem (Supor®-450, Pall Corporation USA, s pory velikosti 0,45 um). Po
uloZeni gell na vrchni ¢ast pistu byly jednotky DGT uzavieny druhou ¢ésti jednotky ve tvaru
prstenu s expozi¢nim okénkem. Nakonec byla pfivazana silonova vlakna pies vyvrtané otvory
v dolnich ¢astech pistli jednotek DGT.

3.3.5. Zakladni test DGT v pripraveném roztoku rtuti

Plastovd kadinka o objemu 51 byla naplnéna 41 destilované vody a umisténa
na magnetickou michacku. Do vody bylo pfiddno takové mnozstvi standardu roztoku rtuti
o koncentraci 1 mg.ml”, aby vysledna koncentrace rtuti &inila zhruba 25 pgl”. Kadinka
s roztokem byla zakryta, obalena alobalem a ponechéna do druhého dne. Roztok bylo nutno
stale michat, aby se v ném koncentrace rtuti ustalila. Druhy den byly pfipravené jednotky
DGT ptivazany silonem ke stojanu, ponofeny do roztoku a ponechany v ném 3 hodiny (Obr.
20).

Pted ponofenim, po ponoieni a na konci pfi vytazeni jednotek byla vzdy proméiena
koncentrace rtuti v roztoku odebranim 100 ul vzorku roztoku a pifimym nadavkovanim
do pristroje AMA 254. Po uplynuti stanovené doby byly jednotky DGT vytazeny, rozebrany a
koncentrace rtuti v sorpcnich gelech byla prométena ptistrojem AMA 254 [21,23].
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Obr. 20. Schéma zdakladniho testu.

3.3.6. Test nasyceni sorbentu v zavislosti na ¢ase

Pracovni postup byl podobny jako pii provedeni zakladniho testu, avSak pii asovém testu
bylo pouzito 8 jednotek DGT. Kazdé 2 hodiny byly dvé jednotky vytaZeny z roztoku rtuti,
rozebrany a zméfen obsah zachycené rtuti v sorpénich gelech pomoci pfistroje AMA 254.
Jinak se Casovy test od zakladniho testu nelisil [21,23].
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3.3.7. Méreni rtuti v modelovém roztoku a sorp¢nich gelech

Pro méfeni byl svyhodou pouzit pfistroj AMA 254. ADVANCED MERCURY
ANALYSER AMA 254 je jednoucelovy atomovy absorpéni spektrometr pro stanoveni rtuti.
V ném je mozno piimo stanovit obsah rtuti v pevnych a kapalnych vzorcich bez chemické
pfedipravy. Pracuje na principu techniky generovani par kovové rtuti s naslednym
zachycenim a obohacenim na zlatém amalgamatoru. Citlivost stanoveni je mimoiadné velka a
nezavisi na matrici vzorku.

Schéma pfistroje a jeho popis je uveden v Piiloze ¢.2. Oddé¢litelnou casti pristroje je
davkovaci lodicka, na kterou je tak mozno piimo navazovat. Vstupni ¢ast sklenéné trubice, do
niz zajizdi lodi¢ka se vzorkem na davkovacim zafizeni, je urCena k termickému rozkladu
vzorku. Druhd ¢ast trubice je vyplnéna katalyzatorem. Pies n&j vstupuji pary rtuti na
amalgamator, kde dochézi k jejich zakoncentrovani. Vypuzovaci pec pomoci tepla vypudi
zachycenou rtut’ do meéficich kyvet. Zdrojem zafeni je nizkotlaka rtutova vybojka se
spektralni Carou rtuti o vlnové délce 253,65 nm. Jednim z dillezitych prvkl je i chladici
cerpadlo, které ochlazuje amalgamator po vypuzeni rtuti. Nosnym plynem v celém systému je
kyslik [44]. Pro vSechna meéfeni byl pouzit nasledujici Casovy program: 60 s suSeni,
120 s rozklad a 45 s ¢ekaci doba.

Ptistroj AMA 254 neni nutné kalibrovat, nebot’ kalibrace je fixni a nastavena vyrobcem.
Kontrola spravnosti méteni se provadi bud’ analyzou CRM nebo kontrolnim standardem.

Kontrolni standard se pfipravoval jako smés kyselin, dichromanu draselného a
standardniho roztoku rtuti, kterd se sorbovala na stény nadoby a bylo nutné jeji koncentraci
stabilizovat zminénymi ¢inidly. Do 100 ml odmérné banky byl napipetovan 1 ml
koncentrované kyseliny dusi¢né, 1 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové, 1 ml roztoku
dichromanu draselného o koncentraci 1 % a 10 ul standardniho roztoku rtuti o koncentraci
1 mg.ml" a doplnila se ultragistou vodou po rysku. Do piistroje bylo naddvkovano mnozstvi
100 pl takto ptipraveného roztoku a zmérené mnozstvi rtuti ptiblizn€ odpovidalo 10 ng [45].
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Obr. 21. Vyteznost rtuti ze standardniho roztoku proméreného pristrojem AMA 254.
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3.3.8. Postup tabletace vzorki k méteni IC spektra

Vzorky pro méfeni v infracerveném spektrofotometru bylo nutno zatabletovat. Postupovalo
se podle nasledujiciho laboratorniho navodu. 2 g KBr (s) bylo rozetieno v achatové misce a
suSeno v susarné pii teplot¢ 120 °C po dobu 20 minut. Zhruba 5 mg sypkého vzorku
(modifikovaného lontosorbu AV, respektive Iontosorbu AV) bylo odvazeno a smichano
s 150 mg vysuSené¢ho KBr. Smés byla poté promichina a rozetfena v achatové misce, aby
byla co nejvice homogenni.

Do ocelové raznice byl vlozen ocelovy kotoucek, na néjz bylo rovnomérné rozprostieno
200 mg vyse pfipravené smesi,. Na tuto vrstvu byl umistén druhy ocelovy kotoucek, raznice
byla vloZena do lisu a pfitazena. Lis byl natlakovéan na 40 kN po dobu
20 sekund. Pak by lis natlakovan na 80 kN po dobu 30 sekund. Nakonec byl lis uvolnén,
raznice vyjmuta a hotovéa tableta byla vlozena do pfistroje Impact 400 firmy Nicolet a
zméfena transmitance vzorku.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Z divodu finanéni narocnosti bylo pro diplomovou praci ziskdno pouze 15¢g
6-merkaptopurinu. Velky dik patii Ing. Tokarovi, ktery pro ucely diplomové prace bezplatné
poskytl zhruba 100 g Iontosorbu AV. Zminovanych 15g 6-merkaptopurinu stacilo
k provedeni celkem péti pokusti modifikace, béhem kterych byly pfipraveny modifikované
sorbety Sarze [ az V.

Sarze I a II byly pouzity ke kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni thiolovych skupin a
optimalizace diazotace a kopulace. Pti piipravé Sarze III a IV se vyskytly specifické problémy
a pfipraveny sorbent nemohl byt pouzit k zdkladnim testim DGT, nicméné dobie poslouzil
k optimalizaci ptipravy polyakrylamidového a agarézového sorpéniho gelu. Sarze V byla
pouzita pro DGT testy.

4.1. Modifikace Iontosorbu AV a jeji optimalizace

4.1.1. Modifikace Iontosorbu AV pomoci diazotace a kopulace

Vznik diazoniové soli lontosorbu AV se projevil zménou barvy sorbetu. Plivodné bily
sorbent se zménil na jasné Zluty produkt. Tento produkt bylo nutné rychle odstranit od reakcni
matrice a diikladné ho proplachnout. Témét ihned po startu kopulacni reakce ze Zluty produkt
zaCal ménit na oranzové-hnédy. Kopulacni reakce probihala 24 hodin za obcasného michani
reakéni smési za teploty blizké 0 °C. Po probéhnuti kopula¢ni reakce byl modifikovany
sorbent odfiltrovan na frité, promyt kyselinou chlorovodikovou, vodou a nasledné¢ susen
v exsikatoru.

Pti ptipraveé sorbetu Sarze II a III se vyskytl problém, ktery nebyl zndm u pfipravy prvni
Sarze. Ptfi kopulaci se vroztoku diazoniové soli, vytvofené zlontosorbu AV, a
6-merkaptopurinu utvofila smés cervenohnédého produktu s bilym zdkalem, jehoz ptivod
nebyl zndm. Po promyti a ususeni modifikovaného Iontosorbu AV, pfi jehoz vyrob¢ se zékal
tvortil, vykazoval tento sorbent velmi malou sorp¢ni kapacitu pro rtut’ pfi zédkladnich DGT
testech a rovnéz nebylo mozné jodometricky stanovit mnozstvi thiolovych skupin. Pfi¢inou
bilého zakalu bylo zfejmé konzervacni Cinidlo ve formé azidu, ktery mohl Iontosorb AV
obsahovat. Pfi pfipravé prvni Sarze byl pouzit lontosorb AV z vrchni ¢asti zasobni lahve. Je
mozné, ze se konzervacni ¢inidlo odpatilo nebo vsaklo do hlubSich vrstev sorbetu.

4.1.2. Optimalizace diazotace a kopulace

Vzhledem k vySe popsanym problémim bylo nutné odstranit konzervacni cinidlo z
Iontosorbu AV urcené¢ho k modifikaci. Nejprve byl sorbent vlozen na 72 hodin, rozprostieny
na hodinovém sklicku, do exsikatoru. Pak byl pouzit 20% ethanol, v némZz byl sorbent
rozmichan a ponechan 3 dny. Poté byl sorbent vyjmut, odfiltrovan pies fritu a promyt
destilovanou vodou. Takto upraveny sorbent, rozprostieny na hodinovém sklicku, byl
ponechan v exsikatoru k pfipravé modifikovaného Iontosorbu AV.

Dalsi modifikaci vychozich ndvodt [41,42] bylo pouziti ultracisté vody, vychlazené
v ledové 1azni s piidavkem NaCl, misto obvyklé ledové tfisté. Z dlivodl nestalosti diazoniové
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soli nastaly obavy, ze béhem velmi dlouh¢ filtrace, béhem niz se rozpoustél vSechen led, by se
diazoniova stl mohla rozpadnout ¢i transformovat na jinou slouc¢eninu.

Rovnéz promichavani pii kopulacni reakci po dobu 24 hodin bylo, vzhledem
k pouziti improvizovaného michadla, upraveno. Po pfidani 6-merkaptopurinu k diazoniové
soli byl roztok michan po dobu 60 minut. Poté bylo michadlo zapojeno pies Casovac, ktery
sepnutim zajistoval 10 minutové michani kazdou hodinu. Toto ob¢asné promichéani reakéni
smesi se ukazalo jako vyhovujici a nijak nezménilo kvalitu ptfipraveného sorbentu.

Suseni modifikovaného sorbentu bylo uskuteciiovano v exsikatoru misto vakuové susarny
[41,42].

4.2. Kbvalitativni diikaz thiolovych skupin

Jako kvalitativni dikaz pritomnosti thiolovych skupin byla pouzita infracervena
spektrofotometrie. Na obrazku 22 je znidzornéna zavislost transmitance na vlnoctu u vzorki
¢istého Iontosorbu AV (€. 1) a jeho modifikované formy (€. 2). Pik ve spektru na hodnoté
2362 cm™ patiici thiolovym skupindm prokazuje Usp&$né zaneseni 6-merkaptopurinu na
aminovou skupinu ve struktufe Iontosorbu AV.
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Obr. 22. Graf IC Iontosorb AV a jeho modifikovand forma.

4.3. Kvantitativni diikaz thiolovych skupin

Zjistovani obsahu thiolovych skupin bylo provddéno nepiimou jodometrickou titraci.
K sorbentu bylo pfidano znamé mnozstvi roztoku jodidu, ktery byl redukovan na jod L.
Vznikly jod byl poté titrovan roztokem thiosiranu disodného (rovnice 7).

2 NazSQO3 + Iz — 2 Nal + NaZS406 (7)
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Primérna spotieba na vytitrovani vzniklého jodu byla 12,6 ml thiosiranu disodného. Tato
spotfeba je vztazena na primérnou navazku 0,0509 gramt modifikovaného lontosorbu AV.
Z provedeného experimentu byl vypocten obsah thiolovych skupin v modifikovaném sorbetu
0,5 mmol.g™.

4.4. Optimalizace pripravy sorpniho gelu

K optimalizaci pfipravy sorpéniho gelu byl pouzit zbytek sorbetu Sarze I a nepovedené
sorbety Sarze II a III. Pfiprava sorpéniho gelu, provddéna podle névodu [21],
zakomponovanim sorbentu do polyakrylamidového gelu ztroskotala na nedokonalém
rozmisténi sorbentu po plose gelu. Modifikovany Iontosorb AV na rozdil od jinych doposud
vyzkouSenych sorbenti tvofil shluky, a davkovéani gelového roztoku se sorbetem mezi
sklenéné formy oddélené distancni folii Sitky 0,25 mm bylo velmi problematické.

Tyto problémy vedly k moznosti vyzkouSet zakomponovat sorbent do agar6zového gelu.
Po tad¢€ pokusi s rizné koncentrovanymi roztoky agardzy, aby gel nebyl piili§ kiehky ¢i
naopak husty a znemoziujici rozmichani sorbentu, byla koncentrace agarézového roztoku
optimalizovdna na 4%. Dale bylo tfeba lehce nahtéat sklenénou formu, do té miry, aby v ni
agaroza pii nizké teplot¢ okamzit¢ netuhla, ale ani nevafila pii nepfiméfeném zahiati.
Dévkovani pomoci pipety do sklenéné formy ztézoval fakt, ze agarézovy gel je tekuty pfi
teploté okolo 80 °C. Vse bylo nutno provadét rychle, ale pfitom opatrn¢.

Do zahtat¢ zkumavky snavaZenym mnozstvim sorbentu byl naddvkovan agardzovy
roztok, smes sorbetu a agardézového roztoku byla rychle promichéna sklenénou ty¢inkou a
poté kratce protiepana na orbitalni tfepacce. Nasledné byla smés pipetou naddvkovana mezi
predehiata skla oddélena od sebe distancni folii. Distan¢ni folie ve sklenéné formé méla
tloustku 0,5 mm. Zhruba stejnou tloustku ma sorpéni gel ptipraveny z polyakrylamidu
po jeho nabotnani.

4.5. Zakladni test DGT

Pti zdkladnim testu byly na dobu 3 hodin do modelového roztoku rtuti, za stdlého michani,
ponoieny jednotky DGT s vrstvami sorpéniho a difuzniho gelu, piekrytymi membranovym
filtrem. Po skonceni expozi¢ni doby, byly jednotky vyjmuty, oplachnuty destilovanou vodou,
rozebrany a sorp¢ni vrstva gelu se zachycenou rtuti, byla analyzovana pfistrojem AMA 254.

Tento test provazel problém s udrZzenim stalé koncentrace rtuti v roztoku jelikoz rtut’ se
velmi Casto sorbuje na stény nadoby ¢i na pripadné castice v roztoku. Roztok byl vzdy
pfipraven 24 hodin pied samotnym meétenim aby dospél do rovnovéazného stavu. Do 4 litrh
destilované vody byl nadavkovéano 100 pl standardniho roztoku rtuti o koncentraci 1 mg.ml™.
Roztok byl celou dobu michan a ptekryt vrstvou folie nebo alobalu, aby se do n¢j nedostaly
Castice, na néz by se rtut’ mohla vazat. Koncentrace rtuti v roztoku i pfesto znac¢né¢ kolisala.
Stabilni vysledky koncentrace rtuti pfineslo az zavedeni filtrace vzorku pied samotnym
stanovenim. Odebrany vzorek z modelového roztoku rtuti po ponoteni DGT jednotek byl
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nejprve prefiltrovan pomoci jednoucelovych plastovych filtratnich drzéki obsahujicich
membranovy filtr Sup0r®-450, s pory velikosti 0,45 um a teprve poté analyzovan pfistrojem
AMA 254.

Primérna koncentrace rtuti v modelovém roztoku byla 8,4 + 0,3 ug.I". Koncentrace rtuti
Cpar zjistovana metodou DGT, byla vypoctena pomoci rovnice (6). V této rovnici bylo za M
dosazeno mnozstvi rtuti zmétené piistrojem AMA 254 v ng. Tloustka diftizni vrstvy (difuzni
gel a membranovy filtr) Ag byla 0,063 cm. Hodnota difuzniho koeficientu rtuti
v agardzovém gelu 8,97.10° cm’s” byla prevzata z prace [23]. Cas ¢ byl roven hodnoté
10800 s, coz odpovidd 3 hodinové expozici. Plocha exponované c¢asti gelu 4 byla dana
velikosti expozi¢niho okénka vzorkovaci jednotky DGT, které ma polomér 1 cm. Expoziéni
plocha tak je 3,14 cm®. Vysledky zékladniho testu jsou prezentovany v tabulce 2.

Tabulka 2. Namérend mnozZstvi ionti rtuti v sorpcnim gelu a jejich prepocet na koncentraci
iontii rtuti v modelovém roztoku.

¢. M CDGT CAMA | rozdil |
[ng] [pet"l | [pgt"] [%]

1 37,4 7,5 8,0 6

2 40,6 8,2 7.4 10

3 43,3 8,7 8,4

4 40,9 8,2 8,0 3

Z naméfenych vysledki lze konstatovat, Ze koncentrace rtuti v modelovém roztoku méfené
technikou atomové absorpéni spektrometrie se pfiliS neliSily od koncentraci méfenych
technikou DGT. Rozdil obou koncentraci ¢inil v priiméru necelych 6 %. Podle DGT Research
Ltd., firmy ktera komercné vyrabi sorp¢ni 1 difuzni gely, jsou gely spravné piipraveny a plné
funkéni neptesahuje-li rozdil koncentraci vybranych kovli v modelovém roztoku métenych
technikou DGT a jinou porovndvaci technikou 10 %.

4.6. Test linearni akumulace v zavislosti na ¢ase

Pro testovani sorp¢nich a difuznich geld firma DGT Research Ltd. doporucuje dalsi test,
test linearni akumulace kovli v zavislosti na Case. Pfi tomto testu byly pfipravené jednotky
DGT ponoteny do modelového roztoku rtuti, pfipraveného stejné jako v ptipadé zékladniho
testu. Kazdé dvé hodiny byly z modelového roztoku vyjmuty 2 jednotky DGT, oplachnuty
destilovanou vodou, rozebrany a mnozstvi rtuti v sorpénim gelu bylo analyzovéano pfistrojem
AMA 254. Vysledky naméienych mnozstvi iontl rtuti M v ng, s pfislusSnym ¢asem vytazeni
jednotek DGT z modelového roztoku rtuti, jsou uvedeny v tabulce 3, kde je i srovnani
s teoretickym mnozstvim rtuti Mpor vypoc€itanym z rovnice (6).
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Tabulka 3. Naakumulované mnozstvi rtuti v sorpcnim gelu v zavislosti na case.

¢. Cas M MrEorR
[h] [ng] [ng]
1 2 45+ 8 41,8
2 4 86+ 10 83,7
3 6 123+9 125,5
4 8 159 £ 15 167,4

Zavislost akumulovaného mnoZstvi rtuti v zavislosti na ¢ase (Obr.23) je linearni (R* >
0,99) a naméfend mnozstvi rtuti v jednotlivych casovych intervalech koresponduji s DGT
teorii. Namétené vysledky tak opét potvrdily spravnost pfipravy obou gelti (sorpéniho i
diftzniho) a jejich plnou funkcnost.

4.7. Vypocet limitu detekce

V neexponovanych sorp¢nich gelech s modifikovanym lontosorbem AV pfipravenych dle
postupu popsaném v kapitole 4.4. byl stanoven obsah rtuti. Celkem bylo analyzovéano 8 diska
sorp¢niho gelu. Naméfend koncentrace byla 1,2 + 0,3 ng rtuti. Detekéni limit spocitany dle
rovnice (6) tak byl stanoven na 25 ng.I" pfi jednodenni expozici vzorkovacich jednotek DGT
a pouziti difuzniho gelu o tloust’ce 0,5 mm.
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Obr. 23. Zavislost mnozstvi rtuti akumulované v modifikovanéem sorbentu na

case.
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5. ZAVER

Bylo ptipraveno celkem pét Sarzi modifikovaného sorbentu Iontosorb AV. Dvé¢ z téchto
Sarzi byly nevyhovujici kvality, a proto byly pouzity k optimalizaci ptipravy sorpcnich gela.
Zbylé¢ ti1 sarze byly vyuzity k DGT testiim a k charakterizaci nové piipraveného sorbentu.

Problém pifi modifikaci Iontosorbu AV ¢inilo konzervacni ¢inidlo, které naruSovalo
kopula¢ni reakci. Tato latka, pravdépodobné azid sodny, byla z Iontosorbu AV odstranéna
dikladnym promyvéanim v roztoku ethanolu. Po promyti a ususeni vychoziho Iontosorbu AV
byly problémy s modifikaci sorbetu tspéSn¢ odstranény.

Uspé&snost modifikace Iontosorbu AV byla potvrzena nejen zménou barvy sorbetu z bilé na
oranzovo-hnédou, ale také kvalitativnim ditkazem pomoci infracervené spektrofometrie. Tato
technika jasné prokdzala pfitomnost thiolovych skupin v Iontosorbu AV, nebot’
v infraderveném spektru byl detekovan novy pés pii vinoétu 2362 cm™, ktery je pro thiolové
skupiny charakteristicky.

Kwvalitativni test thiolovych skupin byl provadén jednoduchou jodometrickou titraci.
Pomoci tohoto testu byl stanoven obsah thiolovych skupin v modifikovaném Iontosorbu AV
na 0,5 mmol.g™".

Po zékladni charakterizaci modifikovaného Iontosorbu AV byl tento sorbent testovan pro
pouziti v technice DGT. Polyakrylamidovy gel se ukdzal byt jako nevhodny nosi¢ sorbetu.
Ptiprava polyakrylamidového gelu se zakotvenym modifikovanym lontosorbem AV byla
komplikovana. Sorbent v gelovém roztoku tvofil shluky a nebylo tak mozné pfipravit
homogenni gel. Jako nosné médium pro sorbent byl misto polyakrylamidového gelu zvolen
agardzovy gel. Nejoptimalngjsi koncentrace agar6zového roztoku byla vzhledem k dalsi
manipulaci s agar6zovym gelem zvolena 4%.

Spravnost ptipravy sorpcniho a diftzniho gelu a jejich plnd funkénost byly ovéreny
provedenim zékladniho testu DGT a testu linearni akumulace rtuti v zavislosti na case. Rozdil
v koncentraci modelového roztoku stanovené technikou atomové absorp¢ni spektrometrie a
technikou DGT byl mensi nez 10 %, coz vyhovuje pfedpisim firmy DGT Research. Zavislost
akumulace rtuti ve vzorkovaci jednotce DGT v zévislosti na ¢ase byla linearni a odpovidala
modelu, ktery pracuje se zakladni rovnici DGT (rovnice 6 v teoretické ¢asti).

Primérné mnozstvi rtuti v neexponovanych sorp¢nich gelech bylo 1,2 £ 0,3 ng, z ¢ehoz
byl vypoéten detekéni limit 25 ng.I" pro 24 hod. expozici a tloustku difazniho gelu 0,5 mm.

Modifikovany Iontosorb AV pomoci 6-merkaptopurinu se ukazal byt vhodnym sorbentem
pro techniku DGT a pro stanoveni rtuti v pfirodnich vodéach technikou DGT. Modifikace
sorbetu neni pfiliS narocna, oproti dalsim vyzkouSenym sorbetiim vSak muize byt nevyhodou
pouziti modifikovaného Iontosorbu AV jeho cena. Néaklady na piipravu 1 gramu sorbetu byly
odhadnuty na cca 500,- K& 1 presto se vSak do budoucna pocitd sjeho dikladnéjsi
charakterizaci a porovnanim s dalSimi sorbety doposud pouzivanymi pro stanoveni rtuti
technikou DGT. Paralelné¢ se budou hledat dal$i moznosti modifikace sorbentli firmy
Iontosorb, tak aby ndklady na ptipravu byly co nejvice sniZeny.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1. Seznam pouzitych zkratek

AMA 254

CRM
DBL
DGT

DMHg
I(®
MMHg
PAA
TEMED

X,y

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

certifikovany referencni material

difuzni hrani¢ni vrstva (diffusive bundary layer)

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

dimethylrtut’ (CH;3),Hg

infracervena spektrofotometrie

monomethylrtut CH;Hg"

polyakrylamid

N,N,N‘,N* — tetramethylethylendiamin

pocet jednotek sloucenin v polymérnim fetézci

7.2. Seznam pouZitych symboli

A
C
Cpbar
Ce

CAMA

zo e oo

Mrteor

< <7 A<

(¢

expoziéni plocha (cm?)

koncentrace iontti kovi na rozhrani sorpéniho a difazniho gelu (mol.1™)
koncentrace chemickych forem kovu ve vngj§im roztoku (mol.1™)

koncentrace chemickych forem kovu v eludtu (mol.I"")

koncentrace rtuti v roztoku zjiSténa ptistrojem AMA 254

diftzni koeficient (cm”.s™)

tloustka difizni hrani¢ni vrstvy (cm)

tloustka difuzni vrstvy (cm)

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

faktor eluce kovti ze sorpéniho gelu

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

teoretické mnoZzstvi chemickych forem kovli vdzané béhem expozi¢ni doby
v sorp¢nim gelu (ng v disku)

vinodet (cm™)

transmitance (%)

doba expozice DGT jednotky (s)

objem sorp&niho gelu (cm’)

objem roztoku 1 mol.I"' kyseliny dusi¢né (cm®)
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8. SEZNAM PRILOH
8.1. Vzorce dalSich sorbenti specifickych pro rtut’

8.2. Schéma pristroje AMA 254 s popisem
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9. PRILOHY
9.1. Vzorce dalSi sorbentu specifickych pro rtut’

9.1.1. R-S-N sorbent

MN‘N‘?H-CHZ NH—CHZ CH2 NH-CHz?H‘N\N‘M
SH SH

9.1.2. Modifikovany Reillex 425
p— X
+
@— \ /N—CHZ-(—CHZ—C|)H—)—n
C=—0

|
NH,

9.1.3. Chloromethylovany sorbent Merrifield
/ S NH_CHz@I
H2C|)
H,C
\S NH—CHz@
9.1.4. Modifikovany GMA sorbent
HO N > 5 N >§O
>:O >—O
HoN HyN
HoN H,N
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9.2. Schéma pristroje AMA 254 s popisem
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! UC
7 5 21
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f ‘ 3 4
1 davkovaci zafizeni 9 clonka 17 vstupni kyslik
2 spalovaci trubice 10 detektor 18 analogova elektronika
3 katalyticka pec 11 interferencni filtr 19 mikropocitac 8051

4 spalovaci pec

5 amalgamator

6 vypuzovaci pec

7 blok méficich kyvet
8 rtufova vybojka

12 chladici Eerpadlo

13 topeni bloku méf. kyvet

14 delsi met. kyveta (2. rozsah)
15 zpozd'ovaci nadobka

16 krat8i méf. kyveta (1. rozsah)

20 regulator pritoku kysliku
21 davkovaci lodicka

22 vstup kysliku

23 komunikace s PC
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