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ABSTRAKT

Alkylderivaty rtuti, zejména pak methylrtut, ptedstavuji zavazné nebezpec¢i pro zivotni
prostfedi i1 lidskou populaci. Methylrtut' se vyznacuje vysokou toxicitou a schopnosti
bioakumulace a biomagnifikace ve tkanich vodnich zivoc¢ichd. Hlavnim diivodem ptitomnosti
methylrtuti v lidském organismu je konzumace ryb a motskych zivocicht.

V diplomové praci je feSena problematika alkylderivati rtuti v biotickych matricich. Cilem
prace byla analyza tkani ryb, které byly odloveny z feky Svratky na ptitoku a na odtoku COV
v Brn¢ Modfticich. Obsah methylrtuti byl stanoven v rybi svaloviné a kizi. V rybi svaloviné
bylo dale provedeno stanoveni celkového obsahu rtuti. Pro izolaci methylrtuti z tkdni ryb byla
pouzita extrakce zalozend na vyluhovani kyselinou chlorovodikovou s nadslednou extrakci
methylrtuti do toluenu. K samotnému stanoveni byla pouzita plynova chromatografie s
mikrodetektorem elektronového zachytu. Obsah celkové rtuti v rybi svaloving€ byl stanoven
specidlnim analyzatorem AMA 254.

ABSTRACT

Alkyl derivatives of mercury, especially methylmercury, bring a significant risk to the
environment and the human population. Methylmercury is highly toxic compound, which
have the potential to bioaccumulate and biomagnify in tissues of aquatic organisms.

This diploma thesis deals with issues of alkyl derivatives of mercury in biotic matrices.
The goal of this thesis was to analyze fish tissues. Fish were caught from the river Svratka at
the inflow and at the outflow of wastewater treatment plant. Methylmercury was determined
in fish muscles and skin. Total mercury was determined in fish muscles. The extraction based
on acidic digestion in hydrochloric acid and subsequent extraction with toluene was used for
isolation of methylmercury from fish tissues. There was used gas chromatography with
electron capture microdetector for determination of methylmercury. Total mercury was
determined by special analyzer AMA 254.

KLiCOVA SLOVA
Alkylderivaty rtuti, methylrtut’, speciacni analyza, plynova chromatografie, AMA 254

KEYWORDS
Alkyl derivatives of mercury, methylmercury, speciation analysis, gas chromatography,
AMA 254
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1 UVOD

Rtut’ je v soucasné dobé¢ zarazovana mezi globalni polutanty. Jedna se o kov ptfirozené se
vyskytujici ve vSech slozkach zivotniho prostiedi, do kterych je uvoliiovan jak ze zdroja
ptirodnich, tak i ze zdroji antropogennich, ¢inicich asi 60 — 80 %. Vyskytuje ve tfech
hlavnich formach a to jako elementarni neboli kovova rtut, anorganické slouceniny rtuti
(rtutné a rtutnaté) a organokovové slouceniny rtuti. Jedna se o toxickou latku, jejiz organické
slouceniny vykazuji pfiblizné 10 x vysSi toxicitu v porovnani s jejimi anorganickymi

vvvvvv

Methylrtut’ je vytvafena ve vodnim prostfedi methylaci z anorganickych forem rtuti. Z vod
se methylrtut’ dostava potravnim fetézcem az do organismu ryb a prosttednictvim konzumace
ryb se dale kumuluje v organismech suchozemskych zivoc¢ichi, véetné ¢lovéka.

V 90. letech minulého stoleti se koncentrace rtuti v ovzdusi v Evropé, narozdil od jinych
Casti svéta, snizila. V disledku ¢asového zpozdéni se vsak rtut’ dosud dostava do potravniho
fetézce z nevyCerpanych depoziti ve vodé a pudé. Statistiky publikované v ramci Evropské
unie vykazuji zvySujici se obsah rtuti v evropskych potravinafskych produktech, a to zejména
v rybach, zelening a ovoci. Ryby z volnych vod tvoii vyznamny podil ve spotiebé ryb v Ceské
republice a proto je na hygienickou kvalitu téchto ryb zamétena pozornost vyzkumnikl i
kontrolnich organti. Obvykly denni pfijem rtuti se v soucasné¢ dobé pohybuje kolem 10 pg,
z tohoto mnozstvi pak ptripada asi 25 % na organickou rtut, pfijimanou primarné ve formé
methylrtuti z ryb a rybich vyrobkd.

Alkylderivaty rtuti jsou lipofilni povahy, v disledku ¢ehoz pronikaji snadno
hemoencefalickou bariérou 1 placentou. Vykazuji ucinnek neurotoxicky, embryotoxicky a
genotoxicky. Pro vétSinu osob mnozstvi methylrtuti, obsazené v rybach a rybich vyrobcich,
nepiedstavuje prakticky zadné zvySeni zdravotniho rizika. Nejvnimavéj$im obdobim lidského
zivota vi¢i negativnim uéinktim methylrtuti je vSak prenatalni obdobi. Prenatdlni expozice
methylrtuti narusuje vyvoj mozkové tkané plodu a u déti pak mize dojit k mentdlni
zaostalosti, porucham feci, slepoté nebo riznym zachvatiim.

Vzhledem k tomu, Ze se kazda forma rtuti vyznacuje jinou toxicitou, je dilezité hodnotit ve
slozkéch zivotniho prostfedi nejen celkovou rtut, ale také zastoupeni jejich jednotlivych
forem. Stanoveni jednotlivych organickych forem rtuti spadd do oblasti tzv. speciacnich
analyz. V soucasné dob¢ se pro speciaci chemickych forem rtuti vyuziva tzv. tandemovych
technik, které jsou zalozeny na kombinaci separa¢nich metod s prvkové, popiipad¢ izotopove
selektivni detekci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Rtuf

Rtut’ je ptirozené se vyskytujici kovovy prvek pattici do skupiny ptfechodnych kovi.
Oznacuje se symbolem Hg, odvozeného z latinského nazvu hydrargyrum (kapalné stiibro).
Pojmenovani mercury ziskala rtut’ vzhledem ke své ,,pohyblivosti” podle posla bohiit Merkura,
vyskytujiciho se v Rimské mythologii [1]. Rtut’ se v piirode vyskytuje v nékolika chemickych
formach, které lze rozdélit do tii nejdilezitéjSich skupin, a to na elementarni neboli kovovou
rtut’, anorganické slouceniny rtuti a organokovové slouceniny rtuti. Ve slouceninach se rtut’
vyskytuje bézné v oxidacnich stavech +I a +II [2].

2.1.1 Elementarni (kovova) rtut’

Elementarni neboli kovova rtut’ je leskla, stfibrné-bila kapalina bez zapachu, ktera je
tékava za pokojové teploty. Pary kovové rtuti jsou bez barvy a bez zapachu. Jedna se o jediny
kov, ktery se pti normalni pokojové teploté vyskytuje v kapalném skupenstvi a jediny prvek,
s vyjimkou vzacnych plynd, jehoz pary jsou téméf vyhradné jednoatomové [1,2,3].

Tabulka €. 1: Vybrané vlastnosti elementarni rtuti [1]

atomové Cislo 80

pocet prirodnich izotopti 7
atomova hmotnost 200,59 (+0,03)
elektronova konfigurace [Xe]4f'*5d"%6s>
elektronegativita 1,9
teplota tani [°C] -38.9
teplota varu [°C] 357
hustota (25°C) [g-em™] 13,534(1)

2.1.2 Anorganické formy rtuti

V anorganickych slouc¢eninach se rtut’ vyskytuje v oxida¢nim stavu +I a +II.

V rtutnych slou¢eninach je pritomen dvojjaderny ion Hg3", nikoliv jednojaderny Hg' [1].
Nejbéznéjsimi jednomocnymi slouceninami rtuti jsou halogenidy. Chlorid rtutny neboli
kalomel je, a to pro svoji pomérné¢ malou rozpustnost ve vodé méné toxicky, nez ostatni ve
vodé rozpustné slouceniny rtuti. Kalomel byl ve velké mife vyuzivan zejména v Iékatstvi,
velkym nedostatkem vSak byla moznost kontaminace rozpustnéj$im a siln¢ jedovatym HgCl,
[4].

Dvojmocnych slou€enin rtuti existuje velké mnozstvi. Oxid rtutnaty obsahuje zalomené
fetézce, které jsou slozeny z témét linearnich jednotek O — Hg — O. Existuje v ¢ervené a zluté
modifikaci, které se 1isi velikosti ¢astic. HgS je polymortni. Vyskytuje se v ¢ervené a-formé,
ktera ma deformovanou strukturu NaCl a v ¢erné B-formé, se sfaleritovou strukturou; a-forma
(HgS) je minerdl cinabarit, zndamy pod ndzvem rumeélka, p-forma je vzdcny mineral
metacinabarit. Dal§imi dvojmocnymi slou¢eninami rtuti jsou halogenidy. Halogenidy rtutnaté
maji kovalentni charakter vazeb (krom¢ HgF,, coz je iontova sloucenina). Jednd se o
nizkotajici t€kavé pevné latky, rozpustné v organickych rozpoustédlech. Rozpustnost ve vodé
klesa s molekulovou hmotnosti. HgCl, je pouzivan jako antiseptikum, jednd se vSak o prudky



jed, ktery byl velmi rozsiten ve stiedoveku. DalSimi rtutnatymi slou¢eninami jsou soli silnych
oxokyselin (napf. dusi¢nany, chloristany a sirany) a koordina¢ni sloué¢eniny [1].

2.1.3 Organokovové slouceniny rtuti

Organické slouceniny rtuti obsahuji jeden nebo dva uhlovodikové zbytky navazané na
atom rtuti. Vzniklé slouceniny jsou typu RHgX nebo R,Hg, kde R ptredstavuji uhlovodikové
zbytky a X anion, nejcastéji halogenid, dusi¢nan, sulfid nebo siran [4]. Slouceniny typu
RHgX jsou krystalické pevné latky, naopak slouceniny typu R,Hg jsou mimotadné toxické
kapaliny, poptipadé pevné latky s nizkym bodem tani.

Na rozdil od organokovovych slouc¢enin ostatnich prvkd skupiny II se organortutnaté
slouceniny vyznacuji stabilitou vi¢i vzduchu a vodé¢. Stalost téchto sloucenin vSak neni
Hg — C je ve skutetnosti slaba (obvykle asi 60 kJ-mol™), a proto jsou organortutnaté
slouceniny tepeln¢ a fotochemicky nestalé [1].

Organické slouceniny rtuti jsou rozdélovany do tfi hlavnich skupin, a to na alkylderivaty
rtuti (napf. methylrtut’, ethylrtut’, propylrtut’), arylderivaty rtuti (napt. fenylrtut) a
alkoxyalkylslou€eniny rtuti (napt. methoxyethylrtut’) [5]. Nejdiilezitéjsi formou detekovanou
z organickych sloucenin rtuti je methylrtut’ [3].

Organické slouceniny rtuti maji vysokou bioakumula¢ni schopnost, a to diky své lyofilni
povaze, kterd jim umoziuje snadny prinik biologickymi membranami. V zivotnim prostiedi
se pak akumuluji vSude tam, kde se mohou rozpoustét v tucich [4].

Nejdilezitéjsi aplikaci organickych sloucenin rtuti je piiprava organokovovych sloucenin
jinych prvkd, jako napt. Zn a Cd, a to, jak jiz bylo zminéno, z divodu malé pevnosti vazby
Hg — C. Rtut’ pak mize byt ve slouceninidch nahrazena kovy, které poskytuji siln¢js$i vazby
M — C. Organickym slouc¢eninam rtuti byla vénovana zna¢nd pozornost také pro moznost
vyuziti ve farmacii a mechanistickych studiich. Slouc¢eniny methylrtuti, ethylrtuti a fenylrtuti
byly pro své fungalni vlastnosti Siroce vyuzivany pro vyrobu moftidel osiv, a to zejména
obilnin. V mnoha pramyslovych zemich vSak bylo toto uziti organickych sloucenin rtuti
zakazano [1,5].

2.1.3.1 Alkylderivity rtuti

e Methylrtut’

Termin methylrtut je obecné pouzivdn v souvislosti se slouceninami kationu
monomethylrtuti (CH;Hg"). Ve volné formé existuje kation methylrtuti pouze nékolik minut,
poté dochazi k asociaci nejcastéji s jednoduchymi ionty, mén¢ potom s velkymi molekulami,
napt. s proteiny [6]. V biologickych materidlech se nejcastéji setkdvame s halogenidy
methylrtuti, zejména s chloridem methylrtuti, ktery je také hlavni organickou formou rtuti
ptitomnou v motské vodé. Ve sladkych vodéach je nejcastéji ptitomen hydroxid methylrtuti
[4,7].

e Dimethylrtut

Bezbarva, vysoce tékava a bezbarvd kapalina jemné nasladlé ving, kterda je snadno
vznititelnd. Dimethylrtut’ je méné stabilni slouceninou nez monomethylrtut’ a je méné
rozpustnd ve vodé, snadno rozpustnd je naopak v alkoholu nebo etheru. Dimethylrtut’ je
pouzivana pii kalibraci laboratornich zafizeni, a to jako c¢inidlo, pfipadné pii vyrobé
chemikalii [2,3].



e Ethylrtut’
Ethylrtut’ je soucasti molekuly thiomersalu (CH3;CH,-Hg-S-CsHs-COOH), tj. latky vyuzivané
od tficatych let 20. stoleti ke stabilizaci vakcin. Fungicidnich u¢inki ethylrtuti bylo rovnéz
vyuzivano v 20. stoleti v zemédélstvi [5].

e Diethylrtut’

Dietylrtut’ byla kratce vyuzivana také k 1écb¢ syfilis, a to koncem osmdesatych let 20.
stoleti. Pro jeji toxické ucinky bylo vSak od tohoto vyuziti zahy opusténo [5].

2.1.3.2 Arylderividty rtuti
e Fenylrtut

Nejbéznéjsimi slouceninami fenylrtuti jsou acetat fenylrtuti a chlorid fenylrtuti. Chlorid
fenylrtuti je bezbarvy, nerozpustny a je povazovan za mirné nebezpecny. Byl vyuzivan
predevim jako fungicid k oetieni osiva, zejména pak p3enice a je¢mene. V Ceskoslovensku,
a nasledné v Ceské republice, byl do roku 1995 k oSetfovani vyuzivan v nejvétsi mife preparat
Agronal, ktery obsahoval jako ucinnou latku organicky vazanou rtut, a to pravé chlorid
fenylrtuti [5].

2.1.3.3 Alkoxyalkylderivdty rtuti

e Methoxyetylrtut

Soli methoxyetylrtuti jsou nejpouzivanéjsimi alkoxyalkylslou¢eninami rtuti, zejména pak
acetat methoxyetylrtuti. Tyto slouceniny zcela nahradili v mnoha primyslovych zemich
toxické alkylslouceniny s kratkym uhlovodikovym fetézcem, zejména potom v oblasti pouziti
k moieni osiv [8].

2.2 Kolobéh rtuti v Zivotnim prostiredi

Rtut’ patii mezi kovy, které se ptirozené vyskytuji ve vSech slozkach zivotniho prostiedi a
jehoz celkové mnozstvi na planeté se neméni. Distribuce jednotlivych chemickych forem rtuti
ve slozkach zivotniho prostfedi potom zavisi pfedev§im na podobnosti vlastnosti dané
chemické formy rtuti s vlastnostmi slozky zivotniho prostfedi. Organokovové slouceniny rtuti
se obecné v zivotnim prosttedi kumuluji v§ude tam, kde se mohou rozpoustét v tucich [3,4].

Soucet vSech vstupli a vystupt sloucenin rtuti v daném ekosystému je oznaCovan jako
bio-geochemicky cyklus rtuti. Cely cyklus je neustdle opakovan, pouze ta ¢ast rtuti, ktera je
navazana do nerozpustnych sloucenin, ptipadné¢ akumulovana v potravnich fetézcich, nemiize
byt znovu uvolnéna do atmosféry [4].

2.2.1 Zdroje zneciSténi Zivotniho prostiedi

Rtut je uvoliiovana do zivotniho prostiedi, a to jak ze zdroji ptirodnich, tak také ze zdroji
antropogennich, které ¢ini asi 60 — 80 %. Z antropogennich zdroji je rtut’ uvoliiovdna
ptedevsim do atmosféry. Studie odhaduji, Ze ptiblizné 80 % rtuti, emitované z antropogennich
zdrojii, je uvoliiovano do atmosféry, a to ve formé¢ elementdrni rtuti. DalSich 15 % je
uvoliovano do plidy v disledku piimého pouzivani hnojiv, fungicidi a uklddani tuhého
komundalniho odpadu s obsahem rtuti (napt. baterie a teploméry). Zbylych 5 % pak ptipada na
vypousténi primyslovych odpadnich vod do vodnich utvarti [2,4].
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Hlavnimi ptirodnimi zdroji jsou:

zvétravani minerall ( cinabarit, metacinabarit, livingstonit, ...)
sopecnd ¢innost

lesni pozary

vyparovani z moti a moktad.

Mezi hlavni antropogenni zdroje patii:
spalovani uhli a jinych fosilnich paliv
vyluhovani z hluSiny v lokalitach, kde dochazi k aktivni tézbé rtuti, ale také v lokalitach
jiz ukoncené tézby
e vyroba Zeleznych a nezeleznych kovi, poptipade slitin
krematoria
vypousténi kontaminovanych komunalnich a primyslovych odpadnich vod
vyroba cementu
taveni kovi (Cu, Zn)
odpady z chemického primyslu (napt. z vyroby Cl a NaOH)
pouzivani fungicidl s obsahem rtuti
tézba vzacnych kovli amalgamaci
vlastni tézba a zpracovani rtuti
vyroba a uzivani zubnich amalgdmovych vyplni [2,3,4,9].

K emisim rtuti do zivotniho prostiedi pfispivaji rovnéz emise z fady vyrobkii obsahujicich
rtut’. V minimalnim mnozstvi, pokud je dodrzovana spravna technologie a pracovni kézen, je
rtut’ do zivotniho prostfedi uvoliiovana pii vyrobé téchto produkti. Zavaznéjsi jsou vsak
emise z vyrobkl, které se staly odpadem. K uvoliiovani emisi rtuti do ovzdusi dochazi jak pti
spalovani téchto odpadt, tak také pii jeho skladovani. Mezi vyrobky obsahujici rtut’ patii
napt. baterie, métici pfistroje, elektrotechnické soucastky, osvétlovaci zatizeni, prostiedky
k oSetfovani rostlin, pigmenty a barvy.

Znacné problémy se v soucasné dobé vyskytuji zejména s likvidaci elektronického odpadu,
ktery ¢ini asi 16 kg na jednoho obyvatele Evropské unie za rok, a jehoz likvidace je znacné
finan¢né narocna (stav v roce 2004) [10].

Podle udajit EHK/OSN z roku 2003 se v obdobi od roku 1990 do roku 2000 snizila v
Evrop¢ koncentrace rtuti v ovzdusi o 60 %.

V Ceské republice doslo v poslednich letech k omezeni dovozu i vyroby chemickych
prosttedkt a dalSich vyrobkl s obsahem rtuti. V letech 1992-1993 se ptestaly pouzivat
pesticidy na bazi rtuti, a to vcetné ptipravku Agronal s obsahem chloridu fenylrtutnatého,
ktery byl pouzivan k mofeni osiva. Doslo k ukonceni vyroby vybojek s obsahem rtuti
v podniku Tesla, v roce 2002 byla zastavena vyroba kypovych barviv v podniku Synthesia
Pardubice. Ceska republika rovnéz pristoupila ke zneskodiiovani starych zatézi v okoli
zavodl s amalgamovou elektrolyzou vyroby chloru.

V roce 2002 nakladalo s mnozstvim nad 3 kgrok™ 14 pramyslovych podniki s celkovym
mnozstvim rtuti 360 tun. Z tohoto mnozstvi 350 tun ptfipadlo na dva podniky s amalgamovou
elektrolyzou [11].
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Tabulka ¢&. 2: Vyvoj emisi rtuti v CR v letech 1990 az 2003 [10]

rok Hg [t/rok] rok Hg [t/rok]
1990 2694 1997 179,7
1991 240,0 1998 169,2
1992 247,0 1999 157,0
1993 232,0 2000 107,7
1994 202,5 2001 46,7

1995 179,7 2002 47,2

1996 165,4 2003 48,9

2.2.2 Rozdéleni chemickych forem rtuti mezi slozky Zivotniho prostiredi

2.2.2.1 Atmosféra

V atmosféie se rtut vyskytuje prevazné vtiech formach, a to v plynné formé jako
elementarni rtut’ a dvojmocna rtut’, rtut’ adsorbovana na polétavé ¢astice prachu a organické
slouCeniny rtuti. Rtut’ pfitomnd v atmosféfe globalné cykluje, obvykle vSak na prislusné
polokouli, ktera vlivem cirkulace vzduchu mize byt deponovéana ve zna¢né vzdalenosti od
zdroje [4, 12].

Na rozdil od ostatnich kovi je pfevazujici formou v atmosféfe plynna rtut, a to asi
80 — 90 %, pricemz témei veskera rtut’ je ve formé elementarni rtuti. Mald rozpustnost ve
vodé¢ a nizkd chemickd reaktivita elementdrni rtuti jsou hlavnimi divody dlouhého
pretrvavani této formy rtuti v atmosféfe, a to v rozmezi od 6 dnli az po dobu 2 let. Plynné
slouceniny rtuti v oxidacnim stavu +II (Hg(OH),, HgO a halogenidy rtuti) vznikaji v
atmosféte oxidaci elementarni rtuti. Znalosti koncentrace oxidovanych slou¢enin Hg*" je
vénovan zvyseny zajem, protoZe v porovnani s elementarni rtuti jsou slouceniny dvojmocné
rtuti rozpustnéjsi ve vodé, maji nizsi tenzi par, a proto mohou byt na rozdil od elementarni
rtuti z atmosféry pomérné efektivné odstaniovany pomoci mokré a suché depozice. Mén¢ nez
10 % atmosférické rtuti je adsorbovano na polétavé prachové castice. Rtut’ vazana na
prachovych Casticich se uklada zpét na terestricky systém prostiednictvim mokrou, poptipadé
suchou depozici snadnéji nez volna rtut, ktera tak pretrvava v atmosféie po vyznamné kratsi
dobu (tfadové po dobu nckolika dnli). Organokovové slouceniny rtuti v atmosfére podléhaji
velice snadno fotolyze. Koncentrace methylrtuti v plynné fazi atmosféry se pohybuji
v rozmezi od 0,3 do 1 %, z celkového obsahu rtuti. Po uloZeni do pidy je rtut’, a to na rozdil
od ostatnich kovovych prvki, schopna re-emitace zpét do atmosféry [4, 12, 13, 14].

Obsah rtuti vatmosféfe kolisA v  zdvislosti na kontaminaci dané oblasti.
V nekontaminovanych oblastech se jednd o n&kolik ng'm™, v m&stskych oblastech potom az
50 ng'm”. V oblastech s primyslovymi emisemi, poptipadé v oblastech, kde dochdzi k uziti
rtutovych fungicidi, byly v ovzdusi naméfeny koncentrace fadové v pg-m>[5].

2.2.2.2 Voda

Z anorganickych forem rtuti jsou v piirodé ve vodé rozpuitény piedeviim Hg0, Hg*
[HgOH]", [Hg(OH)z(aq)]O, [HgOHCl]0 a chlorokomplexy [HgCl]" az [HgC14]2'. Kationt Hg 3"
podléha chemické a biochemické disproporcionaci a jeho piitomnost ve vodach je tedy
zna¢n¢€ omezena [15].
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Z organickych forem jsou pak ve vodé rozpustény piedevSim slouceniny methylrtuti,
dimethylrtut’ a n&které slouceniny ethylrtuti [16]. Kationt monomethylrtuti (CH;Hg") je ve
vodném roztoku pfitomen jako aquakomplex (CH3HgOH,"), s kovalentni vazbou mezi atomy
Hg a O. Uvedeny aquakomplex se chova jako slaba kyselina a ma vyznamné komplexacéni
vlastnosti [15]. Zastoupeni jednotlivych forem methylrtuti ve vodnim prostiedi je zavislé na
sloZeni vody a hodnoté pH. Ve sladkych vodach nejcastéji prevazuje CH;HgOH, naopak ve
vodach s vyssi koncentraci chloridl, jako je tomu v motské vodé¢, je hlavni organickou
formou rtuti CH3;HgCl [7,15]. Ve vodnim anoxickém prostfedi je dominujici formou
methylrtuti CH3HgS [16]. Samotny kation CH3Hg' existuje ve volné formé pouze nékolik
minut a ve vodich ma tedy pouze minoritni zastoupeni [6,15]. Koncentrace volnych
methylderivati byvaji ve vodach asi o fad nizsi nez koncentrace celkové rtuti, a to z divodu
jejich rychlé kumulace a sorpce v biomase a sedimentech, vazbé do komplexnich sloucenin a
jejich nasledném rozkladu [15].

Tabulka ¢. 3: Konstanty stability B kationtu CH;Hg' a jeho komplexi [15]

Sloucenina log B Sloucenina log B
CH;Hg" 50 (CHs),Hg 37
CH;HgCl 5,3 CH;HgOH -4,6
CH3;HgCO;5 6,1 CH;HgS 21

Iontové nebo komplexni slouceniny rtuti byvaji navazany na pevné castice pritomné ve
vod¢, pricemz az 70 % rtuti je navdzadno na organickou matrici. Slou¢eniny nasorbované na
pevné castice klesaji spolu s ¢asticemi vodnim sloupcem na dno, kde se ukladaji
v sedimentech. Nejvétsi koncentrace rtuti byvaji tedy ve vodé detekovany blizko rozhrani
voda-sediment. Naproti tomu tékavé slouceniny rtuti, jakymi jsou dimethyl rtut’ nebo
elementarni rtut’, jsou z vodniho prostiedi uvoliiovany tékanim do atmosféry [4].

Koncentrace rtuti v podzemnich vodach se pohybuji v hodnotach od 10 do 50 pgl”.
Povrchové vody nekontaminovanych oblasti obsahuji do 200 ng Hgl', fi¢ni vody
z pramyslovych oblasti potom kolem 1 pg Hg1'. U vod oceanti jsou uvadény koncentrace
kolem 30 ng He 1" [5].

2.2.2.3 Puda a sedimenty

V pudach se rtut’ vyskytuje predevsim ve tiech formach a to jako elementarni Hg,
dvojmocnéd anorganickd rtut’ a methylrtut. Rozdéleni jednotlivych forem rtuti v padé je
zavislé na pudnim pH a redoxnim potencidlu. Kationtova forma Hg je snadno sorbovana
pudnimi souc¢dstmi. U dvojmocné rtuti ptitomné v ptidé dochazi k rychlé a silné komplexaci
kovalentni vazbou na organickou hmotu i na anorganické soucdsti. Rovnéz je poutdna
adsorpénimi misty na povrchu jilovych minerdli a hydratovanych oxidi Fe a Mn [17].
Adsorpce se snizuje s rostouci hodnotou pH pudy a se zvysujici se koncentraci chloridovych
iontli [2]. V sedimentech se rtut’ vyskytuje nejcastéji v oxidaénim stavu +II, a to predevSim
vazand na ligandy obsahujici thiolové skupiny, pfipadné je zde uklddana ve formé
nerozpustného HgS [4]. K hlavnim ztradtdm rtuti z pidy dochdzi tékanim. Z atmosféry je
potom rtut’ transportovana zpét do pidy srazkami[17]. Typické koncentrace v pidé se
pohybuji kolem 0,1 pg-g™ [18].
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2.2.2.4 Biota

Rtut’ se vyznacuje jednim znejvyssich akumulac¢nich koeficienti. Schopnost kumulace
jednotlivych sloucenin rtuti v biomase lze potom porovnat pomoci hodnot rozdélovaciho
koeficientu oktanol-voda, které kvantifikuji lipofilni charakter danych sloucenin [15].
Zejména organické formy rtuti, predevs§im pak methylrtut’, snadno vstupuji do vodnich
potravnich fetézcl, kde dochazi k jejich akumulaci v biologickych tkdnich organismd.
Methylrtut’ je v biologickych materidlech pritomna predevsim ve form¢ CH3;HgX, nejcastéji
potom jako CH3;HgCI [4]. Rtuti v biotickych matricich je dale vénovana samostatna
kapitola 2.3.

Tabulka ¢. 4: Hodnoty rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda K,y pro nékteré
elektroneutralni slouceniny rtuti [15]

Slouéenina Kow Slouéenina Kow
HgCl, (aq) 3,33 CH;HgCl 1,7
Hg(OH), (aq) 0,05 CH;HgOH 0,07
He" (aq) 4,15 (CH;),Hg 182

2.2.3 Chemické a bilogické premény chemickych forem rtuti

Ve vSech slozkach zivotniho prostiedi dochdzi k transformacim sloucenin rtuti, a to
predevsim k oxidaci a redukci, biologickym pfeméndm mezi anorganickymi a organickymi
formami rtuti a k fotolyze organickych sloucenin rtuti [4].

V atmosféte dochazi k oxidaci elementdrni rtuti ozénem, za spoluptsobeni hydroxylovych
radikalti. Tento proces se odehrava jak ve vodné, tak také v plynné fazi. Hlavnim produktem
této oxidacni reakce, probihajici v plynné fazi, je plynny oxid rtutnaty. Vznikly HgO ma
velmi nizkou tenzi par a v atmosféfe proto dochdzi nejcastéji k jeho transformaci na pevné
¢astice. Slouceniny rtuti mohou byt rovnéz oxidovany nebo redukovany peroxidem vodiku,
chlornanem, organickymi peroxo-slouceninami, pfipadné radikaly pfitomnymi v atmosféte.
Oxidacni procesy probihajici v atmosféfe mohou byt do zna¢né miry vyvazovany redukénimi
procesy [2,4,14].

Organokovové slouceniny ptitomné v atmosféie podléhaji zejména fotochemické
degradaci [4]. Degradaci organokovovych sloucenin rtuti zndzoriuje nasledujici rovnice [19] :

R,Hg — RHg" — Hg>*, Hg’ (D

Fotolyza diorganokovovych sloucenin rtuti probiha jako jednokrokova i dvoukrokova
reakce [19].

R,Hg—">2R" + Hg" (2)
R,Hg—">RHg" +R" 3)
RHg" —">R* + Hg" (4)
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Dimethylrtut’ podléha v atmosféie také radikdlovym reakcim s OH®, CI° a NOs°.
Potencionalni vyznam maji zejména reakce s OH® a C1°, v dusledku vzniku methylrtuti. Pti
reakci s NO;* dochazi ke vzniku anorganickych forem rtuti [ 14].

vvvvvv

procesem transformace rtuti methylace anorganickych forem rtuti [4]. Obecné lze
charakterizovat methylaci jako proces ptenosu methylové skupiny organické slouceniny na
iont urcitého kovu. Anorganické slouceniny rtuti podléhaji ve vodach snadno methylaci na
methylrtut’ a dimethylrtut’ [3,15]. Z chemického hlediska se vSak ve vodnim prostfedi nejedna
o snadnou reakci, jelikoz methylace vyzaduje prenos karboaniontu (napt. CHs), tj. silné
zasady, nestabilni ve vodnim prostiedi [16].

Methylace vétSinou probiha jako mikrobidln¢ tizeny proces, a to jak za aerobnich, tak také
za anaerobnich podminek, poptfipadé¢ mulze byt vysledkem fotochemického procesu. Lze
predpokladat, ze methylacni reakce je detoxika¢ni reakci, kterou se organismy zbavuji rtuti
akumulované v jejich organismu. Za dominantni mikroorganismy, odpovédné za methylaci
anorganickych slouenin rtuti, jsou povazovany desulfurika¢ni bakterie v sedimentech.
Existuji viak i jiné mikroorganismy odpovédné za methylaci Hg*', ty viak nejsou s jistotou
identifikované [2,3,4,15].

Pti biotické methylaci je hlavnim pfenaseCem methylové skupiny vitamin By, ktery je
schopen tvorby alkyl derivati s mnoha latkami, véetné kovovych iontii. Centralnim atomem
molekuly vitaminu By, je kobalt, ktery se v molekule mize vyskytovat ve tiech oxidacnich
stavech (+I, +II, +III). V zavislosti na oxidacnim stavu atomu kobaltu v molekule proto
rozliSujeme tfi chemicky odlisné formy vitaminu By, pfiCemz vSechny tfi jsou
v methylacnich procesech aktivni. Pro in vitro proces methylace vitaminem B,,, jsou zndmy
tfi rozlicné mechanismy pienosu methylové skupiny z methylkobalaminu na kov. Z hlediska
chemie rtuti pak maji vyznam elektrofilni atak a radikdlovy atak [2,4,20]. Reakce probiha
podle nésledujici rovnice [3]:

LsCo — CH; + Hg*" — LsCo+ + CH’ Hg" (5)

Rychlost tvorby methylrtuti zdvisi na koncentraci methylkobalaminovych sloucenin,
koncentraci Hg>", piitomnosti komplexotvornych latek, teploté vody, mmozstvi a druhu
mikroorganismi, pH a na redoxnich podminkach vodniho systému, a pfi aerobni methylaci
také na koncentraci kysliku. Vyznamnou roli hraje rovnéz mnozstvi a charakter DOC.
Vzhledem k rychlé sorpci Hg®" na organické ¢astice, se vzristajici koncentraci DOC rychlost
tvorby methylrtuti klesa. Optimalni pH pro mikrobidlni methylaci je 4,7 [4].

Ve vodnim prostiedi mize dochazet také k abiotické methylaci, a to za pritomnosti vysoké
koncentrace huminovych latek, methylderivaty olova nebo cinu. Biotickd methylace
sloucenin rtuti je vSak prevladajici, abiotickd methylace se podili na produkci methylrtuti
pouze asiz 10 % [3,4].

Ve vodach probihaji rovnéz reakce demethylacni. Jednd se o reakce vedouci k rozkladu
alkylderivatu rtuti na anorganické slouceniny. Z chemickych reakci se jednd napt. o fotolyzu.
Demethyla¢nimi reakcemi dochazi rovnéz ke vzniku elementarni rtuti, stejné jako redukci
Hg>" . Redukce Hg*" je zvySovana uginkem sluneéniho zafeni a inhibovana chloridovymi
ionty [4].
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V pidéach a sedimentech mohou slouceniny rtuti podléhat stejnym biologickym a
chemickym transformacim, které byly popsdny pro povrchové vody. Methylace
anorganickych forem rtuti je v ptadach, sedimentech i kalech snizovdna v souvislosti se
zvySenou koncentraci chloridovych iontli, naopak vétsi mnozstvi DOC a siranovych iontl
zvysSuje methylaci v sedimentech. Ve sladkovodnich ekosystémech, a také u usti fek, mohou
zvySené koncentrace chloridovych iontl urychlit uvoliiovani rtuti ze sedimentt [2,4].

o /Ha'(ag)
.'.r' t b
¥ O i Cr,OH
HgO(s) ¥ Ho’(aq) " Hg™(aq) * Hg(OH},, HgCl, CH;HgOH + CHy:
S0 NO BO;* i
! HaLL 0, HO, . HCL O, KO, o
VZDUCH ~ Hg" *Ha(ll) Hg" + 2CH;» (CH;):Hg
‘ CH:Hg-DOC  nyby
» -
HgO (s)
i mikroorganismy - .
VoDA I;igEl - Holll) «—— = CHHg" * (CHa)Hg
L]
_ mikroorganismy i i
Hg'* Ha(ll) CH;Hg" +—— (CH;)Hg
e “a mikroorganismy b
SEDIMENT anorganické Hgs (CH:1S-Hg koryi

komplexy

Obr. ¢.1 : Transformace rtuti ve slozkdach Zivotniho prostiedi [4]

2.3 Bioakumulace rtuti v organismech

Zejména organokovové slouceniny rtuti jsou efektivné kumulovany, a to predevsim vodni
biotou, s biokoncentraénim faktorem od 10* az do 107 [15, 21]. T pii pomérné nizké
koncentraci rtuti ve vod& (vrozmezi od 0,1 pgl' do 1,0 pgl"), bylo vrybim mase
kvantifikovano mnoZstvi rtuti az 50 mg-kg'[15].

Z organokovovych sloucenin je v biologickych materidlech ptitomna piedevs§im
methylrtut, nejéastéji pak ve form¢ halogenidi [4]. MeHg je vodnimi organismy pfijiméana
z vody, sedimentli a potravy. Voda je zdrojem MeHg 1 anorganickych forem rtuti pro
jednobunécné organismy. Pro bezobratlé a ryby je primarnim zdrojem potrava. Rovnéz savci
a ptaci prijimaji MeHg predevs§im potravou. Mnozstvi celkové rtuti i methylrtuti ve vodnich
organismech vzrlstd s trofickou Urovni potravni pyramidy - biomagnifikace. Koncentrace
MeHg v daném organismu potom vzrista s vékem a s velikosti organismu [4,22].

2.3.1 Bioakumulace a biomagnifikace MeHg

e Bioakumulace je proces, pii kterém zivé organismy akumuluji chemické latky z okolniho
prostiedi nebo z potravy, a to jako dusledek simultdnniho pfijmu a vylucovani [23].
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e Biomagnifikace je proces bioakumulace kontaminantu v organismech prostiednictvim
potravniho fetézce organismi. Koncentrace dané chemické latky obsazena ve tkanich
organismi roste s kazdou vyssi trofickou (potravni) urovni organismu [24].

Prvnim krokem k bioakumulaci i methylaci rtuti je mikrobialni pfijem rtuti pres lipidovou
membranu obklopujici jednobunééné organismy. Transport slou¢enin rtuti pres biologickou
membranu zahrnuje piestup pres epitherdlni membranu a pfestup pres vnitini bunécnou
membranu [16, 20].

Silny elektrofilni charakter anorganickych Hg*" i organickych slou¢enin rtuti umoziiuje
jejich vazbu na sulhydrylové skupiny, coz umoziuje fixaci na jednotlivé ¢asti membrany,
jako jsou fosfolipidy a proteiny. Piedpoklada se, Ze samotny piijem methylrtuti je uskute¢nén
difuzi elektroneutralnich chloridovych komplexi CH3;HgCl. Rozpustnost CH3HgCl v tucich je
podobna jako u HgCl, jeji propustnost bunéénymi membranami je rovnéZ podobna.
Akumulace methylrtuti v potravnim fetézci je proto zvyhodnovana podminkami, které
podporuji tvorbu CH3;HgCl, jako jsou nizké pH a vysoké koncentrace chloridovych
iontt [16,20]. Pokud se ty¢e Hg’ a (CH;),Hg, tyto formy rtuti nejsou bioakumulovany.
Vysvétleni spociva v jejich nereaktivité, coz zplisobuje, ze pronikaji ven z organismu, stejné
tak jako dovnitt organismu [16].

Mnoho stopovych prvki je efektivné kumulovano planktonem i fasami, vét§ina z nich vSak
neni schopna biomagnifikace. Jejich koncentrace v biomase se vzrustajici trofickou urovni
potravni pyramidy nevzriistaji, ¢asto dokonce dochazi k poklesu. Schopnost bioakumulace 1
biomagnifikace methylrtuti je vysvétlovana jeji lyofilni povahou. Bioakumulaci methylrtuti
vSak nelze vysvétlit pouze jeji rozpustnosti v tucich. Lyofilni povahou methylrtuti nemtize
byt ani vysvétlena jeji vyssi bioakumula¢ni schopnost vodnimi organismy, nez v ptipadé
anorganickych forem rtuti. Anorganické komplexy rtuti jsou rovnéz lyofilni a navic
methylrtut, a to naptiklad v rybach, neni ukladdna v tucich, ale je vazdna na proteiny ve
svaloviné. Snadnéj$i bioakumulace methylrtuti mize byt zptsobena rychlejSim pfijmem a
naopak pomalejSim uvoliiovanim ze tkani organismill. Bylo potvrzeno, Ze anorganicka rtut’ je
vyluCovana z organismu sladkovodnich i motskych ryb tfikrat rychleji, nez methylrtut.
DalSim vysvétleni miize byt podano z hlediska akumulace v organismech fytoplanktonu
[16,20,24].

Fytoplankton je schopny bioakumulace anorganické i organické rtuti, aviak Hg”" se vaze
v téle jednobunéénych mikroorganismii v bunéénych membranach, a nasledné je z téla
mikroorganismi spiSe vyluCovdna, nez pohlcovana organismy na vys$si trofické urovni.
Naopak methylrtut’ je kumulovana v rozpustnych frakcich buriky, pfedevsim v cytoplazmé, a
proto miize byt predatory asimilovana asi ¢tyrikrat efektivngji.

U ryb je vétSina methylrtuti kumulovana ve svaloving; zde vSak ma hlavni tillohu zejména
absorpce ze zazivaciho traktu. Zatimco stény stfeva jsou vysoce specifické pro absorpci
methylrtuti, anorganické slouceniny jsou adsorbovany na rozhrani mikroklid a vysledkem je
potom velmi nizky stupeni piijmu. Dal§i pfenos methylrtuti, a to na vysSich urovnich
potravinového fetézce, vyplyva z lyofilni povahy CH3;HgCl, kterd umoziiuje kumulaci
CH;3HgCl v tukovych tkanich zivocichti [16,24,25].

V disledku zminénych informaci je primérny podil methylrtuti z celkové rtuti nasledujici:
10 % ve vodnim sloupci, 15 % fytoplankton, 30 % zooplankton a ryby az 95 % [16].
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Obr. ¢. 2 : Bioakumulace methylrtuti v zavislosti na urovni potravni pyramidy [59]

2.3.2 Rostliny

Rtut’ je rostlinami z nejvetsi ¢asti pifijimana piimou cestou, tj. kofenovym systémem.
Schopnost rostlin pfijimat slouceniny rtuti z pid a sedimentd je zna¢né omezend z divodu
pevnych komplexd rtuti s huminovymi kyselinami, ze kterych nedokazi rtut uvolnit.
Vysokym obsahem Hg se vyznacuji proto predevsim vodni rostliny. U rostlin rostoucich
v proudicich vodéach je potom obsah rtuti vétsi nez u rostlin rostoucich ve stojatych vodach.
Nasledna translokace rtuti z kofeni do nadzemnich casti rostlin je velice omezend, nejveétsi
mnozstvii rtuti je proto kumulovdno pravé v kofenovém systému; nasleduje listova plocha
(Hg obsazena v listech je pfijata vyluné z atmosféry) a nejmensi mnozstvi pak byva
obsazeno ve stonku. V obilkach je nejvétsi mnozstvi rtuti soustfedéno do obalovych vrstev.
Pokud se ty¢e mimokotfenového piijmu, u cévnatych rostlin miize zna¢ny podil na celkovém
obsahu rtuti pfedstavovat vzdusnad depozice, a to az 90 % [17, 26]. Rovnéz v ptipadé rostlin
pestovanych napt. ve skleniku je hlavnim zdrojem rtuti vzdusnd depozice, a to zejména
tékavé formy rtuti uvolnéné z pidy. V nekterych ptipadech, zejména pti aplikaci pesticidd a
fungicidli s obsahem organickych sloucenin rtuti, mohou byt zbytky rtuti pfijaty rostlinami a
transportovany do jedlych ¢asti [27].

Né&které vodni rostliny se viak vyznaGuji schopnosti vazat takovd mnozstvi Hg*'
z prostedi, a to az 578 mg na dm’ susiny, Ze jsou prakticky vyuzivany pro odstratiovani rtuti,
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popiipad¢ jinych tézkych kovl ze zivotniho prostiedi (napt. vodni kapradi — Azolla
caroliniana). Schopnost rostliny pfijimat slouceniny rtuti roste se vzristajici povrchovou
plochou. Mezi rostliny s vysokou povrchovou plochou patii naptiklad fasy. Proces
bioakumulace Hg v rostlinach je ovlivnén také faktory vnéjsiho prostiedi, jakymi jsou
napiiklad koncentrace a forma Hg v prostfedi, hodnota pH prostiedi, interakce s dal$imi
prvky, obsah organickych a dal§ich komplexotvornych latek, aktivita mikroorganismu, teplota
a dalSich faktory. Rovnéz vegetacni obdobi ma velky vliv na obsah rtuti v rostlinach [4,17].

Rtut’ v houbach

Prinik rtuti do vyssich hub je zprostiedkovan predev§im myceliem (podhoubim), a to ze
zdrojii pfitomnych v humusu. Vztah mezi koncentraci rtuti v pidé a koncentraci v houbé¢ je u
voln¢ rostoucich hub zatim nejasny, avSak nékteré studie provadéné jak v laboratornich, tak
také v polnich podminkach dokazuji, ze v plodnicich nékterych druhti hub mize byt
akumulovano zvySené mnozstvi rtuti, ackoliv obsah rtuti v pud¢, popfipadé v substratu, je
nizky [28].

Rozlozeni rtuti v houb¢ je nasledujici: nejvétsi mnozstvi obsahuji vytrusorodé vrstvy, poté
zbyvajici cast klobouku a nejmensi mnozstvi je obsazeno ve dfeni. Malé mnozstvi
z celkového obsahu rtuti pritomného ve volné rostoucich houbach je ve formé methylrtuti,
avSak konkrétni procentuelni podil se v jednotlivych publikovanych studiich zna¢né 1isi [ 17,
28, 29].

Houby s rozdilnym zplisobem zivota se vyznacuji rozdilnou kumulaéni schopnosti.
Saprofytické houby, cerpajici vyzivu z odumielych tél rostlin a zivo¢ichl, maji vyssi
kumulaéni schopnost nez houby mykorrhizni, Cerpajicich ziviny z kotenti vysSich rostlin.
Rozdilnou kumula¢ni schopnost maji také jednotlivé ¢eledi hub, pfiCemz za celed¢ s nejveétsi
kumulaéni schopnosti byvaji obecné povazovany Celed’ Cirtivkovitych a zampidnovitych.
Kromé schopnosti kumulace maji nékteré saprofytické houby rovnéz schopnost transformace,
a to nestabilnich anorganickych forem rtuti na methylrtut s vysokou bioakumulacni
schopnosti [17,28]. Kumulace Hg v houbach mtize rovnéz zaviset na obsahu sulthydrylovych,
disulfidovych a methioninovych skupin jednotlivych proteint hub [30]. Tepelnou tpravou lze
obsah rtuti v houb¢ snizit az o 70 %, naopak suSenim hub nedochazi ke zméné obsahu Hg ani
po viceletém skladovani [17].

Mechorosty a liSejniky nemaji kutikulu, a proto absorbuji prvky pfimo z atmosféry a tak se
stavaji idedlnim a témef nejrozsitenéjSim indikatorem kovii. Vysoké koncentrace rtuti byvaji
detekovany ve stélkach liSejnikil, zejména potom v bunéénych sténach houbové slozky [17].

2.3.3 Bezobratli

Slouceniny rtuti jsou u bezobratlych organismi uklddany predev§im ve stfevech nebo
skeletu. Procentuelni podil MeHg zcelkové rtuti zjiStované ve svaloviné bezobratlych
organismtl, Zijicich ve vodnim prostiedi, je niz$i nez je tomu u ryb [4].

Hlavnim zdrojem MeHg vodnich bezobratlych organismi je potrava. Bezobratli Zijici
v sedimentech (zoobentos), a to v souladu s vyssi koncentraci rtuti vdaném prostiedi i
potravé, obsahuji ve svych tkdnich vétsi mnozstvi rtuti nez bezobratli Zijici ve vodnim sloupci
(zooplankton) [4]. U zooplanktonu je ve form¢ MeHg ptitomno okolo 30 % z celkového

mnozstvi rtuti [ 16].
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2.3.4 Obratlovci

Do organismu ryb se slouCeniny rtuti dostdvaji s potravou pies travici ustroji nebo
z vodniho prostiedi kiizi a zdbrami. Nejvétsi vyznam v procesu kumulace pak ma vstifebavani
z traviciho tustroji. Mnozstvi kumulované rtuti je zavislé na koncentraci rtuti v daném
prostfedi (zejména na koncentraci v sedimentech), na fyzikalné chemickych vlastnostech
vody, druhu, v€ku, hmotnosti ryby a na dalSich faktorech. Z fyzikdln¢ chemickych vlastnosti
vody se jedna predevsim o teplotu vody, koncentraci kysliku rozpusténého ve vodé a pH.
Kumulace rtuti v rybim organismu vzrasta s rostouci teplotou vody, klesajici hodnotou pH a
rostoucim obsahem DOC. Naopak kumulace se snizuje s rostouci tvrdosti vody a obsahem
kysliku. V organismu se kumulovana rtut’ pevné vaze na sulthydrylové skupiny aminokyselin.
V ptipad¢ dravych ryb je ve svaloviné pritomno vice nez 90 % z celkové rtuti ve forme
methylrtuti, a to methylrtuti ptijaté prevazné potravou [4,17].

Vzhledem k vy$si intenzité methylace rtuti probihajici na dné stojatych vod v povrchovych
vrstvach sedimentt, jsou v rybach z vétSich a hlubsich stojatych vod kvantifikovany vétsi
koncentrace rtuti nez vrybach odlovenych v tekoucich vodiach a mélkych rybnicich.
Z hlediska charakteru pfijimané potravy a vzhledem k metabolickym pochodiim vlastnim pro
kazdy zivocisny druh, je vSak rozdilny i obsah rtuti u riznych druht ryb Zijicich ve stejném
prostiedi. Nejvyssi hodnoty obsahu celkové rtuti jsou detekovany u dravych ryb, jakozto
kone¢ného ¢lanku potravniho fetézce. Nizsi obsahy pak byvaji zjistovany u ryb bentofagnich,
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prokazovany u ryb omnivornich, preferujicich spiSe volnou vodu [17].

Tabulka ¢. 5: Zastupci zminénych druhti ryb [17]

Dravé ryby Stika obecnd, bolen dravy, candat obecny, okoun fi¢ni,...
Bentofagni ryby parma obecnd, jelec proudnik, cejn veky,..
Omnivorni ryby gi:)}ii)cveé obecna, lipan podhorni, pstruh obecny, hotavka

Piscivorni vodni ptaci a savci akumuluji ve svém téle vétsi mnozstvi MeHg, nez ptéci a
savci ziviel se kromé ryb také vodnimi rostlinami, obojzivelniky a hmyzem [4]. Pokud se tyce
hospodatskych zvirat, dfive, a to pfi pouzivani fungicidli s obsahem rtuti, byly znamy ptipady
intoxikace rtuti v disledku nezadkonného zkrmovani zbytkl setového obili namoieného témito
ptipravky. Dal$im moznym zdrojem rtuti pro hospodarska zvifata jsou kontaminované
Cistirenské kaly, které jsou pouzivané ke zlepSeni kvality, pfipadné piimo jako bilkovinny
komponent krmné davky, poptipadé u dribeze mlze byt zdrojem kontaminovana rybi
moucka, pouzivana jako komponenta kompletnich krmnych smési [17]. U savcii byvaji
kvantifikovany vysoké koncentrace celkové rtuti v jatrech a ledvindch. Rovnéz dochdzi
k ukladéani do srsti, coz je povazovano za jednu z cest vyluovani rtuti z organismu zvirat.
Pokusy provadéné na opicich ukazuji, Ze zvySeni koncentrace rtuti v srsti opic, a to nad
10 mg-kg™, indukuji po&atek vn&jsich piiznaki otravy.

U ptéka dochéazi ke kumulaci v jatrech, ledvindch a pefi, ptiCemz pelichanim pefti se ptaci
Castecné zbavuji akumulované rtuti. Ve vejci se pak alkylslouceniny, jako napt. methylrtut’,
kumuluji pfevazné v bilku, naopak anorganické formy rtuti a alkoxyalkyl slouceniny rtuti se
kumuluji pfedevsim ve zloutku. Koncentrace rtuti, stejné jako u ryb, ve tkanich savci a ptaka
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vzrista s vékem jedince. Pouze obsahy methylrtuti v jatrech byvaji mensi nez v ostatnich
tkanich organismu, a to z divodu probihajicich demethyla¢nich mechanismu v jatrech [4,17].

2.4 Toxicita organickych forem rtuti

A4

Organokovové slouceniny rtuti vykazuji ptiblizné¢ 10 x vyS$i toxicitu v porovnani
anorganickymi formami. Toxické vlastnosti téchto sloucenin jsou uréeny stabilitou vazby
uhlik-rtut’, pfiCemz nejstabilnéj$§i vazbu vykazuji slouceniny s kratkym uhlovodikovym
fetézcem, jako je methylrtut’, ethylrtut’ a propylrtut. Toxické uéinky dale zavisi na form¢ a
mnozstvi piijaté rtuti, cesté intoxikace a dob¢ expozice [5].

2.4.1 EKotoxicita

Intoxikace rostlin rtuti je spojena s vyskytem chlor6z a omezenim rlstu kofenového
systému. Casto dochazi k poruchim wvnitiniho uspofadani chloroplastd a ke zvétSeni
endoplazmatického retikula i mitochondrii. Rovnéz dochazi k zasazeni fotosyntetickych
reakci svételné i temnostni fdze a k poklesu intenzity transpirace. K redukci fotosyntézy
dochazi v disledku snizeni syntézy chlorofylu, snizeni respirace i pfijmu vody a inhibice
aktivity enzymu fotosyntetické fixace CO,. Organické slouceniny rtuti inhibicuji fotosyntézu i
transpirace v daleko vétSi mife, nez slouceniny anorganické. Jedinym fyziologickym
procesem, kdy organickd forma neptisobi vice inhibi¢né nez forma anorganickd, je respirace
[17].

Pokud hodnotime ekotoxicitu bezobratlych organismu zijicich ve vodnim prostiedi, pak lze
konstatovat, Ze slouceniny rtuti se vyznacuji silnou toxicitou jak pro zoobentos, tak také pro
zooplankton. Toxicita zavisi na vyvojové vyspélosti organismu i fyzikdln¢ chemickych
vlastnostech vody, které ovliviluji rozpustnost a vstiebatelnost jednotlivych chemickych
forem rtuti. Jednd se napt. o teplotu vody, pritok vody, koncentraci danych chemickych
forem rtuti, iontl i rozpusténé organické hmoty (DOM). Se vzristajici teplotou vody toxicita
rtuti pro bezobratlé organismy vzristd, naopak klesd se zvySujici se tvrdosti vody.
Koncentrace rtuti do hodnot 0,0004 mg-1" jsou pro zoobentos neskodné, od koncentrace 0,002
mg-1" je jiz vyrazn& ovlivnéno druhové sloZeni zooplanktonu v povrchovych vodach, a pii
koncentracich v rozmezi od 0,03 do 0,08 mg-1" dochazi k uhynu organisma [4,17].

Ryby jsou obecné ,,vysoce odolné vici toxickym ucinkiim methylrtuti”. Toleruji veétsi
mnozstvi, nez je tomu u zivoc¢ichd, jejichz jsou soucasti potravy; rovnéz toleruji asi 10 x vétsi
mnozstvi nez je tomu u lidského organismu [3]. Negativni G¢inky se projevuji zejména u
ranych vyvojovych stadii ryb. Intoxikace rtuti se projevuje ¢asto pouze niz§imi hmotnostnimi
ptirGstky, mize vSak dojit také k poskozeni parenchymatoéznich organi a ke snizeni
reprodukénich schopnosti [4,17]. Methylrtut’ je v rybach kumulovana pfedevs§im ve svaloving,
tj. ve tkani, kterd se zdd méné citlivd k a€inkim methylrtuti, nez ostatni tkané¢. Kumulace
methylrtuti ve svalovin€ ryb slouzi jako primarni detoxifikaéni mechanismus methylrtuti,
v neposledni fadé redukuje u¢inky methylrtuti na mozek a nervovy systém. Vysledkem je
pozitivni vliv na jednotlivé druhy ryb, ktery vS§ak muze vyustit ve vazné dopady, z hlediska
vodniho ekosystému [3]. Experimentalni krmné pokusy dokazuji, Ze rtut’ zafixovana
v organech a tkanich ryb, se z téla prakticky nevylucuje [17].

U ptakt se intoxikace rtuti projevuje reprodukénimi problémy, zménou chovani a vyssi
embryonalni amrtnosti. Postizeni ptaci jsou Casto vyzabli, maji zCefené pefi, stavi hnizda
mensich velikosti a projevuji se nekoordinovanymi pohyby. Rovnéz dochazi k drobnym
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poranénim ledvin a jater. U savcid se, a to podobné jako u ¢loveka, projevuje intoxikace
methylrtuti neurologickymi ucinky. V ptipadé vodnich ptakd a savci se rtut’ do organismu
téchto jedinct dostava predevsim ve formé methylrtuti ptijimané potravou. Toxické ucinky
proto zavisi na mnozstvi zkonzumované potravy, trofické irovni konzumovanych ryb, obsahu
rtuti v potravé a na télesné hmotnosti zvifat ptijimajicich tuto kontaminovanou potravu.
Obecné jsou napiiklad mofisti ptaci odoInéjsi viici ucinkiim MeHg, nez ptaci zijici a lovici na
pousti [4].

Pro dekontaminaci, aplikovanou pii otravé rtuti, byl u mnoha obratlovcii prokazan
pozitivni vliv selenu. Pfesny mechanismus tohoto u¢inku neni znam, predpoklada se vsak, ze
anorganické formy rtuti, vzikajici demethylaci methylrtuti v jatrech, jsou vazany selenem za
vzniku selenoproteint a selenidu (HgSe) [4].

2.4.2 Toxicita organickych forem rtuti pro ¢lovéka

Alkylslouéeniny rtuti

Vice nez 95 % alkylsloucenin s kratkym uhlovodikovym fetézcem se do téla vstifebava
zazivacim traktem. T€kavé alkylslouceniny, jakymi jsou naptiklad dialkylové organokovové
slouceniny, se do organismu dostévaji inhalacni expozici; u t€kavych slou¢enin methylrtuti je
to okolo 80 %. V malé mife miize byt methylrtut’ rovnét absorbovana kizi, a to v zavislosti na
rozpustnosti a koncentraci dané slouceniny a na stavu pokozky. Kizi je z organickych
slouc¢enin rtuti snadno absorbovana ptedevsim dimethylrtut’ [5,8].

Vétsina znalosti o alkylslouceninach rtuti souvisi s methylrtuti, ktera se dostava do
lidského organismu v nejvétsi mife konzumaci kontaminovanych ryb a moiskych zivoc¢ichi.
Pro ethylrtut’ existuji jen omezené toxikologické informace, avSak piedpoklada se, Ze
vykazuje obdobné uc¢inky jako methylrtut’ [5].

Absorbovana methylrtut’ je vazana na sulthydrylové skupiny bilkovin, v mensi mife pak
aminokyselin nebo peptidd. Do jednotlivych tkdni organismu je distribuovana krvi (zde je
vice nez z90 % kumulovana v Cervenych krvinkach), malé mnozstvi je potom vazano na
plazmatické bilkoviny [5,8,31].

Na rozdil od anorganickych forem rtuti, alkylderivaty, a to diky své lipofilité, pronikaji
snadno hemoencefalickou bariérou i placentou. Vykazuji proto ucinek neurotoxicky
(priméarn¢ pusobi predevsim na CNS), embryotoxicky a genotoxicky. Okolo 10 % celkového
mnozstvi rtuti, kterému je organismus vystaven, je obsazeno v mozku, nejvétsi koncentrace
jsou zjistovany predevsim v okcipitalni mozkové kiife a mozecku. U dospélych lidi dochazi
predevsim k poskozeni oblasti mozku, ve kterych jsou soustfedény smyslové a koordinaéni
funkce. Klasickymi pfiznaky otravy methylrtuti jsou potom dysartrie (porucha feci — $patna
artikulace), ataxie (porucha koordinace pohybil) a zizeni zorného pole. Pfi vyssich davkach
miize dojit také k poskozeni periferniho nervového systému. Nejvnimavéjsim obdobim
lidského zivota vic¢i ucinkim methylrtuti je prenatdlni obdobi. Prenatalni expozice
methylrtuti narusuje vyvoj mozkové tkané plodu a u déti nasledné muze dojit k mentalni
zaostalosti, porucham feci, slepoté nebo zachvatim [4,5].

Methylrtut’ patii mezi kumulativni jedy. Mezi u¢inky akutni a chronické otravy v podstaté
nejsou zadné vyznamné rozdily. Béhem nékolika tydni nebo mésicii po akutni intoxikaci
methylrtuti dochdzi k zhorSeni symptomti [32]. Chronickd otrava methylrtuti zplsobuje
degeneraci a atrofii mozkové kiry, ataxii, dale rovnéz dochéazi k poskozeni sluchu, vidéni,
popiipade i ¢ichu. V té€zSich piipadech otravy potom vzdy dochdzi k porucham polykani,
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ptiznaki léze pyramidové, extrapyramidové, vegetativniho aparatu a postupné se vyviji také
apaticky syndrom. Nemocny posléze nejcastéji umira na bronchopneumonii [5].

V organismu je methylrtut’ deponovana ve vlasech, ochlupeni a v ledvinach. Z organismu
je rtut’ vylu¢ovana ve form¢ anorganické rtuti, pti¢emz hlavnimi cestami eliminace jsou jatra -
zlu¢ a ledviny — moc¢. Biologicky polocas je asi 70 dni pro methylrtut a 20 dni pro
ethylrtut’ [5].

Tabulka ¢. 6: Shrnuti nejdilezitéjsich toxikologickych u¢inkd methylrtuti a ethylrtuti [5]

Forma rtuti METHYLRTUT (CH;Hg) ETHYLRTUT
Cesta expozice oralni (konzumace ryb) parenteralni (vakciny)
Cilovy organ CNS CNS, ledviny

SYSTEMOVE KLINICKE PRIZNAKY

Ledviny - tubularni nekréza
Periferni CNS - akrodynie
parestezie, ataxie, ztrata parestezie, ataxie, ztrata
CNS .
zraku a sluchu visu a sluchu
Primérny polocas (celotélovy) 70 dni 20 dni

Aryl- a alkoxyalkylslouceniny rtuti

Nejvyznamnéj$imi slouceninami z jiz zminénych typl sloucenin rtuti jsou fenylrtut a
methoxyethylrtut’. Obecné se jedna o méné toxické slouceniny nez alkylslouceniny rtuti, a to
zejména pro jejich rychlou konverzi na rtut’ anorganickou, ktera probihd v jatrech.
Transformace na iont Hg®" se uskutedtiuje b&hem 24 hodin v piipadé methoxyethylrtuti,
v ptipad¢ fenylrtuti potom béhem prvnich 4 dnd (u potkanti). Slouceniny jsou absorbovany
inhala¢né z aerosolli, dermalné, poptipad¢ pozitim potravy v ni obsazené. Na rozdil od
alkylsloucenin rtuti, fenylrtut' ani methoxyethylrtut nepronikaji pies hemoencefalickou
bariéru ve v&t§i mife nez iont Hg*" [5].

Oba typy sloucenin mohou v ptipadé inhalace zpiisobit lokalni poskozeni plic, pti styku
s koncentrovanymi roztoky potom poskozeni kize. V misté poskozeni pokozky dochazi ke
vzniku puchyfi. Pfi poziti vét§itho mnozstvi fenylrtuti mize dojit k poSkozeni ledvin a jater.
Chronickéd otrava fenyrtuti i methoxyethylrtuti vede rovnéz k poskozeni ledvin. Dale se
v ptipad¢ ataku chloridem fenylrtuti uvadi moznost poskozeni srde¢niho svalu a vzniku
anémie s leukopenii.

Z téla jsou aryl- i alkoxyalkylslouceniny jsou vylucovany ptes ledviny a zazivaci
trakt [5,8].

2.5 Stanoveni organickych forem rtuti v biotickych matricich - specia¢ni
analyza

Stanoveni jednotlivych organickych forem rtuti spada do oblasti tzv. speciac¢nich analyz,
které jsou definovany jako stanoveni jednotlivych fyzikdln¢ chemickych forem prvku,
pti¢emz suma koncentraci téchto forem prvku je rovna celkové koncentraci daného prvku ve
vzorku. Pro rozliSeni jednotlivych forem prvki je pfi jejich analytickém stanoveni vyuzivano
jejich rozdilnych fyzikalnich i chemickych vlastnosti. V soucasné dob¢é se pro speciaci
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chemickych forem rtuti vyuziva tzv. tandemovych technik, které jsou zaloZzeny na kombinaci
separa¢nich metod s prvkové, poptipadé izotopové selektivni detekei [4, 33].
Obecné lze specia¢ni analyzu rtuti rozdélit do nasledujicich ¢tyt krok:
1. odbér vzorku, preduprava vzorku, konzervace, uchovani
2. extrakce z matrice, ¢i$téni, zakoncentrovani
3. separace chemickych forem rtuti
4. detekce (kvantifikace) [6,34].

2.5.1 Odbér vzorku, prrediprava vzorku, konzervace a uchovani

Odbér vzorku je velmi dalezitym krokem analyzy. Obecné plati, ze odbérem musi byt
zajisténo, aby byl dany materidl reprezentativnim vzorkem analyzovaného materidlu, a to az
do doby analyzy. Podminky nutné pro proces odbéru, dale pro nasledné uchovani i vlastni
analyzu daného vzorku musi byt nastaveny tak, aby nedoslo ke zméné ve slozeni vzorku.
V celém procesu nesmi dojit k poklesu celkového mnozstvi rtuti ve vzorku, ani ke zméné
poméru jednotlivych chemickych forem rtuti, coz se nejcastéji tyka pfemény methylrtuti na
rtut’ anorganickou. Ziskany vzorek je proto nezbytné po odbéru zakonzervovat takovym
zpuisobem, aby nedo$lo ke zméné celkového mnozstvi rtuti a bylo zabranéno transformaci
jednotlivych forem rtuti [4].

V piipadé biologickych vzorkli se konzervace provadi nejcastéji lyofilizaci, zmrazenim
v misté odbéru, poptipad¢ sterilizaci. Pfi vyuziti zmrazeni je nutné vzorek pfed analyzou cely
opét rozmrazit a zhomogenizovat. U vétSiny biologickych vzorkd, a to na rozdil od
sedimentli, je bchem skladovani minimalni nebezpe¢i pfemény methylrtuti na rtut’
anorganickou, avsak u nékterych organismil je pfi opakovaném zmrazovani a rozmrazovani
vzorku nebezpeci rozkladu methylrtuti ( pozorovano zejména u mlza) [4,34].

2.5.2 Extrakce z matrice, ¢iSténi, zakoncentrovani

Pro analyzu rtuti a jejich sloucenin v zivotnim prostfedi je nejprve nutnd izolace danych
chemickych forem rtuti. Rtut’ a jeji chemické formy se v biologickych tkanich silné vazi s
thio-, amino- a karboxy- skupinami [35]. Pii izolaci chemickych forem rtuti je nutno
mirnéjSich extrakénich podminek, a to takovych, aby nedoslo k transformaci nebo uniku
danych forem rtuti, zaroven vsak takovych, aby vytéZnost jednotlivych specii rtuti byla
kvantitativni a reprodukovatelnd. Pfi analyze specii z biologickych materidli je izolace jednou
z nejkomplikovangjSich a nejdilezitéjSich ¢asti celé analyzy [4].

K izolaci specii rtuti z biologickych materialii je nejcastéji vyuzivana kyseld a alkalicka
hydrolyza. Izolaci lze provést bud’ klasickou cestou, popiipadé¢ s pomoci ultrazvuku
(sonikace) nebo mikrovinné energie [36]. Mikrovina extrakce se v nedavné dob¢ ukazala jako
vhodna alternativa ke konven¢nim technikdm pro extrakci specii rtuti z pud a sedimentt,
nasledné byla s Uspéchem pouzita také pro izolaci specii rtuti zrybich tkéni [4,33,37].
Vyhody mikrovinné extrakce zahrnuji urychleni reakce, moznost simultdnni extrakce
nékolika vzorkl, malou spotiebu rozpoustédel, vyssi ucinnost v porovnani s konvenénimi
metodami, avSak zatim bylo publikovano pouze né¢kolik studii, které popisuji vyuziti
mikrovinné extrakce pro izolaci specii rtuti z biotickych matric [33,37]. V ptipad¢ speciace
rtuti byly zjistény nékteré nevyhody, znichZz je nutné jmenovat mozné ztraty tékavych
organokovovych sloucenin rtuti, poptipadé moznosti kontaminace béhem extrakce [33,37,38].

Optimélni ¢as pro mikrovinnou extrakci biologickych materidli je cca 10 minut, pro
extrakcei v ultrazvukové lazni asi 45 min [33].
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Pro extrakci methylrtuti z biologickych vzorkii byly rovnéz vyvinuty metody vyuzivajici
supekritickou fluidni extrakci (SFE). Jedna se o metodu vyuzivajici k extrakci sledovanych
analytii z matrice oxid uhli¢ity v superkritickém stavu (teplota >31°C a tlak >73 atm), ve
kterém ma CO; vlastnosti kapaliny, coz poskytuje idedlni podminky moznost rychlé extrakce
s maximalni vytéznosti. Protoze je CO, nepolérni, je pfi extrakci polarnich latek pfidavano k
superkritické kapaliné polarni rozpoustédlo (tzv. modifikator). Pro kvantitativni extrakci
methylrtuti z biologickych vzorkti byla vyvinuta metoda za pfitomnosti vody a chloridu
vapenatého, bez nutnosti derivatizace a s moznosti analyzy HPLC bez piecisténi [39,41].

Postupné ziskavani jednotlivych sloucenin rtuti je umoznéno sekvenénimi extrakcemi. Typ
¢inidel a postup extrakce zavisi na vlastnostech jednotlivych sloucenin rtuti [36].

Pokud zvolend detekéni metoda neni dostatecné citliva a selektivni pro stanoveni nizkych
obsaht rtuti ve vzorcich, je nutno zaradit prekoncentraci [4]. Pfed vlastnim stanovenim
HPLC, nejcastéji pak v pripadé pouziti UV detekce, je vyuzivano ptevazné prekoncentrace
chemickych forem rtuti extrakci tuhou fazi (SPE). Pii separaci chemickych forem rtuti
plynovou chromatografii je optimalni pouzit pro izolaci a zakoncentrovani analytu techniku
mikroextrakce na tuhé fazi (SPME) [4].

2.5.2.1 Kyseld hydrolyza

Vétsina extrakénich metod vyuzivajici kyselych ¢inidel pro extrakei chemickych forem
rtuti je odvozena od metody, kterd byla poprvé pouzita Svédskym védcem Gunnelem Westoo
v roce 1969 pro extrakci kationtu methylrtuti z potravin. Westo6 metoda byla prvni vyvinutou
metodou pro extrakci chemickych forem rtuti z ryb. Metoda je zaloZena na uvolnéni specii
rtuti ze vzorku pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové, s naslednou extrakci do
benzenu a zpétnym pievedenim do vodné faze pomoci hydroxidu amonného s Na,SOj.
Soucasné modifikace této metody nahrazuji benzen toluenem, chloroformem, poptipadé
dichlormethanem. Pro pfevedeni sloucenin rtuti do vodné faze je pak vyuzivano cysteinu
nebo thiosiranu sodného [4,34,38]. Zminény postup je nutny pouze pii pouziti neselektivni
detekce, v pripad¢ selektivni detekce je mozné pouzit pouze jednokrokovou kyselou extrakci
[33,36].

Nejvyssi vytéznosti extrakce je dosahovéano pifi pouziti smésnych extrakénich ¢inidel na
bazi HCI, pfi¢emz nejvhodngjsim extrakénim &inidlem byla smés 6 mol-I! HCl s 0,1 mol-1™
NaCl. Ptitomnd ziedéna HCI, obsazend v extrakénim c¢inidle, umoziuje rychlé a dokonalé
rozbiti vazeb chemickych forem rtuti s proteiny a vzhledem k nizkym extrakénim teplotam
nezpiisobuje zadné transformace slouc¢enin rtuti [36].

Pti mikrovinné extrakci specii rtuti z biologickych matric jsou nejcastéji pouzivana smeésna
extrakéni Cinidla na béazi kyseliny chlorovodikové s chloridem sodnym, kyseliny
chlorovodikové s kyselinou thiooctovou, piipadné 6 M HCl s toluenem [33,37,38]. Vytéznost
mikrovinné extrakce jsou v porovnani s vytéznosti extrakce provadéné v ultrazvukové lazni
nejméne o 10 % vyssi, a to za pouziti stejnych extrakénich ¢inidel [33].

Nevyhodou kysel¢ hydrolyzy je jeji neefektivita pro izolaci anorganické rtuti [34].

2.5.2.2 Alkalickad hydrolyza

Extrakénimi ¢inidly jsou v ptipadé alkalické hydrolyzy silné nebo slabé baze. Nejcastéji je
pouzivan tetracthylamonium hydroxid, dalSimi vyuzivanymi ¢inidly jsou naptiklad
35% KOH, 3 M NaOH, poptipad¢ alkoholicky roztok KOH [4].
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Alkalickd hydrolyza, a to na rozdil od kyselé hydrolyzy, umoziiuje extrakci Hg”". Bylo
vSak prokdzano, ze extrakéni metody zalozené na alkalické hydrolyze vedou obcas
k nadhodnoceni koncentrace methylrtuti v biologickych vzorcich. Pii alkalické hydrolyze
podporované mikrovinnou energii jsou vyuzivana alkalicka ¢inidla jako 25% vodny roztok
TMAH nebo alkoholicky roztok KOH [33,37,38,40].

2.5.2.3 SPE — extrakce tuhou fazi

Princip SPE spociva v ptevedeni roztoku analytu do kontaktu s tuhym sorbentem, pti¢emz
dochazi k silné sorbci analytu, avSak sorbce ostatnich slozek v roztoku probihd v co nejmensi
mife. Po odd¢leni roztoku analytu od sorbentu je zachyceny analyt nasledné uvolnén zahtatim
nebo eluci rozpoustédlem. K SPE Ize pouzit jak uspotddani statické, tak uspotadani
dynamické, které v soucasnych aplikacich prevladd. V dynamickém uspotadani protéka
roztok vzorku ptes sorpcni kolonku malych rozmérd, kterd obsahuje vhodny sorbent
v mnozstvi pohybujicim se fddové v miligramech az gramech. Pritok kolonkou je umoznén
gravitaci, ptipadné pozitivnim nebo negativnim tlakem [18].

Ptfi speciaci rtuti se pouzivaji predev§im minikolonky s hydrofobnim sorbentem (C18)
modifikované chelatacnimi ¢inidly. Eluce je provddéna organickymi rozpoustédly nebo
elu¢nimi Cinidly, kterd obsahuji siln€jsi chelatacni ¢inidla [4]. Pro prekoncentraci methylrtuti
z vodnych roztoktli byvaji rovnéz pouzivany minikolonky s obsahem bavinénych vldken, které
obsahuji sulthydrylové skupiny. Methylrtut’ je nésledné eluovana 2 M roztokem kyseliny
chlorovodikové a pro GC-ECD analyzu extrahovana do benzenu. Tento systém byl rovnéz
navrhnut pro detekci CV-AFS a MIP-AES. Mozné je pouzit také minikolonky
s imobilizovanymi dithiokarbamaty. Eluce je nasledné¢ provadéna kyselym roztokem
thiomocoviny s naslednou extrakci do toluenu. Pro samotné stanoveni je nejéastéji vyuzivano
GC-MIP-AES s predeslou derivatizaci Grignardovymi ¢inidly [42].

2.5.2.4 SPME — mikroextrakce na tuhé fazi

Jednd se o jednoduchou a ucinnou sorpéné/desorpéni techniku zkoncentrovani analytu.
Princip je zalozen na expozici malého mnozstvi sorbentu, tj. extracni faze, nadbytkem vzorku.
Sorpéni fazi je kiemenné vldkno, které mize byt pokryté rlznymi typy stacionarni faze
liSicimi se polaritou i sorpénimi vlastnostmi. Stacionarni faze je volena podle analytu, ktery se
ma sorbovat. Analyty jsou sorbovany na vlakné tak dlouho, dokud neni dosazeno sorp¢ni
rovnovahy. Vyhodami SPME je vysokd ucinnost, cCasova nendro¢nost a zlepSeni
chromatografické separace bez potieby pouziti organickych rozpoustédel a komplikované
aparatury, a to s moznosti ptimého davkovani vzorku do plynového chromatografu piimym
vloZenim vldkna s prekoncentrovanym analytem. Metoda SPME poskytuje linearni kalibracni
kfivku v Sirokém koncentracnim rozmezi. Pti volbé vhodného typu vldkna lze dosdhnout
reprodukovatelnych vysledk i pro nizké koncentrace analytii [43].

Pii stanoveni chemickych forem rtuti jsou nejcastéji pouzivana vldkna na bazi
poly(dimethylsiloxanu) s tloustkou staciondrni vrstvy 100 um. Pro slouceniny s krat$im
uhlovodikovym fetézcem, popiipadé pro hydridy jsou vhodna vldkna se stacionarni
fazi carboxen/poly(dimethylsiloxan) (CAR/PDMS), popiipadé poly(dimethylsiloxan)/divinyl-
benzen (PDMS/DVB), ktera vykazuji vyssi vytéZnost extrakce nez pouZiti stacionarni faze
poly(dimethylsiloxanu) (PDMS) [44]. Rovnéz je mozné pro sorpci aplikovat vldkna
obsahujici sulfthydrylové skupiny, ptipadné vldkna pokryta karbamidovym polymerem [4]. Pti
pouziti SPME-GC je nejcastéj$im zplisobem derivatizace alkylace tetraalkylboritany, avSak
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v ptipadé analyzy tékavych organickych sloucenin rtuti, jako je napf. dimethylrtut, neni
derivatizace nutna [44].

Vzhledem k tomu Ze nejcastéj$im zplsobem derivatizace je ethylace a vniklé produkty
jsou pomérné vysoce tékavé, sorpce analytu je nejcastéji provadéna z parni faze nad vzorkem,
tzv. technikou ,, head space”. Citlivost metody zavisi na distribu¢nim koeficientu. Slouceniny
s delsim uhlovodikovym fetézcem vykazuji vétsi citlovost, protoze maji vyssi distribu¢ni
koeficient. Nejvyssi citlivost head space analyzy byla prokdzana pro propyl a fenyl derivaty.
V ptipad¢ analyzy nederivatizovanych organickych slouc¢enin rtuti nebo sloucenin
vyskytujicich se ve formé chloridu, je zavislost citlivosti SPME na stupni alkylace jesté vétsi
[44]. SPME umoziiuje az 12-ti nasobnou prekoncentraci MeHg [4].

2.5.3 Metody separace chemickych forem rtuti

K separaci jednotlivych chemickych forem rtuti je nejcastéji vyuzivano metody plynové
nebo kapalinové chromatografie. Mén¢ Casto je pak vyuzivano elekromigracnich technik a
dalsich separac¢nich technik jakymi jsou filtrace, selektivni redukce, amalgamace a dal$i [4,6].

Chromatografie vyuziva déleni slozek obsazenych ve vzorku mezi dvé nemisitelné faze, a
to mezi fazi mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou). Pohyblivou fazi mize byt
plyn nebo kapalina. V zavislosti na skupenstvi mobilni faze lze chromatografii rozdé€lit na
plynovou a kapalinovou. Staciondrni faze mulze v chromatografii nabyvat nejriznéjSich
forem. Vzorek je umistén na pocatek staciondrni faze a pohybem mobilni faze pies
stacionarni fazi je soustavou unasen. Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi zachycovany
a jsou proto béhem pohybu zdrzovany. V zavislosti na sile jejich zadrzovani stacionarni fazi
potom dochdzi k separaci. Na konec stacionarni fidze se dostdvaji diive slozky méné
zadrzované [45,46].

Podstatou elektromigracnich separacnich technik je pohyb nabité Castice (iontu) vlivem
vlozeného stejnosmérného elektrického pole. K separaci dochdzi v kapalné fazi, prevazné ve
vodném prosttedi, a to na zdkladé¢ rozdili v pohyblivosti ¢astic v elektrickém poli.
Pohyblivost ¢astice je dana jejim rozmérem, tvarem, nabojem a viskozitou roztoku [46].

2.5.3.1 Plynovd chromatografie

Pti separaci chemickych forem rtuti plynovou chromatografii je obvykle nutné provést
derivatizaci analytd, a to z divodu nizké volatility a pomérné malé termické stability danych
forem rtuti v kolon¢€ chromatografu. Derivatizace se obvykle provadi nasledujicimi zplisoby:

e butylaci Grignardovymi ¢inidly (napi. ButMgCl v tetrahydrofuranu),
e tvorbou hydridi ve vodném prosttedi (napt. s NaBHa, KBHy),
e alkylaci tetraalkylboritany (NaBEt4, NaBPhs, NaBPr,).

Ze zminénych zplsobl je nejcastéji vyuzivana ethylace s NaBEts, nevyhodou vyuziti
ethylace je vSak znemoznéni stanoveni ethylrtuti, kterd je naopak umoznéna derivatizaci
provadénou ¢inidly NaBPry poptipadé NaBPh4[4,44,47].

Pti vlastni separaci jsou vyuzivany kapilarni kolony s nepolarnimi typy stacionarnich fazi,
napf. na bazi poly(dimethylsiloxanu), poptipadé s 5 % fenylovych skupin) [4].
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2.5.3.2 Vysokoucinnd kapalinova chromatografie

Pti separaci chemickych forem rtuti pomoci HPLC neni nutnad derivatizace chemickych
slouc¢enin rtuti, coz je hlavni vyhodou pouziti HPLC. Metoda je obecné jednodussi a rychlejsi
[48].

HPLC na reverznich fazich

V soucasné dobé se pii stanoveni sloucenin rtuti pomoci HPLC provadi separace na
reverznich fazich. Jako mobilni faze jsou vyuzivany smési polarnich hydroorganickych
rozpoustédel s vodou (napt. methanol — voda, poptipad¢ acetonitril — voda), stacionarni faze
jsou pak necastéji na bazi oktadecylu (C18). S iontovymi a nizomolekulovymi slou¢eninami,
jako je napft. chlorid methylrtuti, mohou nastat pii separaci problémy, a to z divodu jejich
slabé interakce se stacionarni fazi. V pripadé¢ HPLC na reverznich fazich je proto vyuzivano
modifikatoru, tj. komplexotvornych ¢inidel, které umoziuji vytvoreni stabilnich neutralnich
komplexti. Vytvofenim téchto komplexti jsou piekonany vyznamné rozdily v chemickych i
fyzikalnich vlastnostech jednotlivych chemickych forem rtuti, jeden separa¢ni krok potom
umoznuje stanoveni diametraln¢ odliSnych slouc¢enin. Jako modifikatory jsou pouzivana
chelatacni ¢inidla a ion-parova cinidla.

Chelatacni ¢inidla

— 2-sulfanylethanol

— L-cystein

— smgés 2-sulfanylethanolu s L-cysteinem

— dithiokarbamaty (napt. DDTC- sodna stl dithiokarbamatu, APDC — amonna stl
pyrrolidin-1-yl-dithiokarbamatu)

— dithizon (1,5-difenyl-3-thiokarbazon)

— 6-sulfanylpurin

— 2-sulfanylbenzthiazon

— methyl sulfanylglykolat [4,35,49].

2-sulfanylethanol je jedno z prvnich pouzitych komplexotvornych ¢inidel. Piidava se do
mobilni faze, kde reaguje a tvofi neutrdlni komplexy s organickymi slouceninami rtuti
v prib¢hu eluce. Dithiokarbamaty vytvareji stabilni neutrdlni komplexy s ionty kovi, které se
vazi na thiolovou skupinu v jejich molekule. Tvorba dithiokarbamatovych komplexti byva
nejcastéji uskuteénéna mimo kolony. Komplexy jsou extrahované do chloroformu a jsou
rozpustné v methanolu, popt. acetonitrilu, a to podle zvolené mobilni faze. Nasledn¢ probiha
samotnd separace na RP HPLC. V mobilni fazi musi byt rovnéz v nizké koncentraci pfitomen
ptislusny ligand, aby bylo zabranéno disociaci komplexu. Modifikace chemickych forem rtuti
sirnymi komplexotvornymi ¢inidly je popséna nasledujicimi rovnicemi [35]:

2R-SH+Hg”* - R-S-Hg—-S—R+2H" (6)

R-SH + MeHg* —>R—-S—Hg— Me+H" (7)

Nejcasteji vyuzivanym ion-parovym ¢inidlem je smés tetrabutylamonium-bromidu s NaCl.
Pti vyuziti ion- parovych ¢inidel dochazi k separaci iontovych parti. Tato metoda separace je

rovnéz vyuzivana k feSeni problémi separace iontovych latek. Separace je umoznéna

28



ptidanim vhodného ligandu do mobilni faze za vzniku komplexu. Dochdzi k iontové interakci
zaporn¢ nabitého komplexu siontem parovaciho ¢inidla, poptfipadé vyménou kationtu
komplexu s protiontem parovaciho ¢inidla. Reakce halogenidii organokovovych sloucenin
rtuti v pfitomnosti protiontu tetra-n-butylamonium halogenidu je popsana nasledujicimi
rovnicemi [35]:

RHgX + X~ — RHgX, (8)
R,N* + RHgX, — (R,N)RHgX, 9)
[R,NX + RHgX < (R,N)RHgX,] (10)

Iontové vyménna chromatografie

Iontova chromatografie je urena pro separaci ionti a dalSich nabitych ¢astic. K separaci
dochéazi na ménici iontl, které maji na svém povrchu chemicky vazané iontové skupiny a na
nich potom pomoci elektrostatickych sil pfipojené opacné nabité protionty. Protionty jsou
shodné s jednim z iontl, které tvoii mobilni fazi. Pti separaci dochazi k docasné zaméné
protiiontu stejné nabitym iontem separované slozky. Prebytek iontd, se stejnym nabojem jako
ion separované slozky v mobilni fazi zplsobi, ze ion slozky je z tohoto mista vytésnén a
unasen mobilni fazi k dalsi ¢astici sorbentu, kde se cely proces opakuje. Doba setrvani iontd
slozky na povrchu sorbentu pak zavisi na koncentraci stejn¢ nabitych ionti v mobilni fazi a na
jejich afinité k fixovanému iontovému mistu. Vét§ina vymén iontd probihd ve vodnych
roztocich. Separovany mohou byt zdporné¢ i kladn€ nabité ionty, a to v zavislosti na iontech,
které si méniCe iontll vymenuji; rozdéluji se na katexy a anexy [46].

Pti speciaci rtuti je uplatiovana predev§im anexova chromatografie cysteinovych
komplexii nebo chloridovych komplexa [HgCL]*~ a CHsHgCl[33,35].

Micelarni kapalinova chromatografie

MLC se lisi od klasické RP HPLC mikroheterogenitou micelarnich roztoka nad kritickou
micelarni koncentraci od homogenity hydroorganického rozpoustédla. V micelarnich
mobilnich fazich tedy dochazi k uplatnény sekundérni rovnovahy [35].

V pracech vyuzivajicich MLC pro stanoveni specii rtuti je napt. povrch stacionarni faze
pted separaci modifikovan roztokem didodecyldimethylamonium bromidu (DDAB). Ptidavek
DDAB do mobilni fize (acetonitril, 2-sulfanylethanol) s koncentraci 0,2 mmol-I"  zptsobil
tvorbu micel, jejichz ptitomnost pifi separaci umozniovala, vedle hydrofobnich interakeci,
uplatnéni elektrostatickych interakci s ionizovanymi analyty. Jako micelarni mobilni fazi je
rovnéz mozno vyuzit cetyltrimethylamonium bromid (CTMABr) s piidavkem
1,2-cyklohexandiaminotetraoctové kyseliny, 2-propanolu a kyselinou sirovou pro upraveni
pH na hodnotu 2. Elu¢ni pofadi ve zmindném systému bylo nasledujici: CH;Hg', CsHsHg' a
Hg”’, ptfic¢emz CH;HgBr a CsHsHgBr byly separovany hydrofobnim mechanismem a
[HgBr4]* byl separovan iontové vym&nnym mechanismem [35].

2.5.3.3 Kapildrni elektroforéza

Ackoliv elektrochemické metody nejsou pro speciaci rtuti dosud mnoho vyuzivany, ve
spojeni s prvkove selektivnimi detektory mohou byt pro stanoveni chemickych forem rtuti
velmi vyhodné. Hlavnimi vyhodami CE jsou rychld separace, vysoka u¢innost a minimalni
spotieba vzorku i elektrolytu. Separace anorganickych a organickych sloucenin rtuti CE je
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komplikovéna jejich relativné nizkou ionizaci (disociaci) a téméf nulovym efektivnim
nabojem ve vodném prosttedi. V pfipadé organickych sloucenin rtuti je rovnéz problém
s jejich omezenou rozpustnosti ve vodném prostfedi. Rozpustnost je zlepSovana ptidavkem
organického rozpoustédla do elektrolytu, napt. methanolu [4,50].

2.5.4 Metody detekce chemickych forem rtuti

2.5.4.1 Detektory vyuZivané pri separaci plynovou chromatografii

V ptipad¢ separace chemickych forem rtuti plynovou chromatografii jsou k detekci
organickych sloucenin rtuti nejcastéji pouzivany detektory [4,48]:

e ECD

e AFS

e ICP-MS, poptipadé MS po elektronové ionizaci
e AES nebo MIP-AES

Hlavni nevyhodou detektoru elektronového zachytu je nizké selektivita, protoze detektor
reaguje jak na halogenidy rtuti, tak rovnéz na jakékoliv jiné elektronegativni atomy. Pro
zvyseni selektivity je nutné zaclenéni Cisticiho kroku, tj. téistuptiové extrakce, kterd je Casové
narocnd a do analyzy miize vnést urcité chyby. V ptipadé¢ vyuziti ECD se neprovadi
derivatizace alkylacnimi ¢inidly, aby z molekuly analytu nebyl odstranén halogen.
Vyextrahované halogenidy rtuti jsou pouze pievedeny do organického rozpoustédla (toluenu,
benzenu, hexanu) [4,48]. Spojeni GC-ECD se obvykle vyuziva pro stanoveni organickych
forem rtuti po jejich extrakci z biologické matrice zalozené na Westdo6 metode.

Spojeni GC—-AFS 1 GC-AES jsou vhodnymi technikami pfi speciacni analyze organickych
sloucenin rtuti. Jednd se o vysoce citlivé a selektivni metody, svelmi dobrou
reprodukovatelnosti. Vyhodou AFS je nizka potizovaci cena a jednoduché ovladani ptistroje,
nejveétsi vyhodou AES je vSak moznost multiprvkové analyzy. Pti detekci AFS jsou vSechny
chemické formy detekovany ve formé¢ elementdrni rtuti, na kterou jsou pievedeny po
chromatografické separaci pyrolyzou pfti teploté 800-900°C. GC-MIP-AES je vysoce citlivou
metodou pro stanoveni dimethylrtuti a diethylrtuti [4].

Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii patii mezi nejdilezitéjsi
techniky pouzivané za ucelem identifikace, poptipad¢ potvrzeni struktury dané slouceniny.
Pouziti GC/MS po elektronové ionizaci vSak nevykazuje dostate¢nou citlivost pro vétSinu
stanoveni sloucenin rtuti ve vzorcich odebranych ze zivotniho prottedi. Metodam GC-AFS a
GC-AES se svoji citlivosti vSak témét vyrovna GC-ICP-MS. Vyhodou ICP-MS je schopnost
multiprvkové a multiizotopové analyzy [44,47,51].

2.5.4.2 Detektory vyuZivané pri separaci HPLC

Nejcastéji pouzivanymi detektory pii separaci chemickych froem rtuti metodou HPLC jsou
UV detektory, spektrometrické detektory s metodou generovani studenych par a plazmové
detektory.

UV detektory

UV detekce umoziuje stanoveni mnoha organickych forem rtuti (MeHg, EtHg, PhHg,
methoxyethylrtut’ atd.). Pfi chromatografické separaci se pouziva nepolarni stacionarni faze
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typu C18 a gradientova eluce. Jako mobilni fazi Ize pouzit napt. smés acetonitril/voda,
poptipadé¢ methanol/voda. Vyhodou UV detekce je nizka pofizovaci cena a jednoduché
ovladani ptistroje. Nevyhodou je naopak mala citlivost béznych UV/VIS detektorti. UV/VIS
detekci je mozné pouzit prevazné v ptipad¢ analyzy nékterych biologickych materidlli, ve
kterych lze predpokladat pomérné vysoké koncentrace sloucenin methylrtuti, napt. vrybi
svaloviné. Vzhledem k nizsi citlivosti detektoru je vhodné pro analyzu pouzit relativné vétsi
mnozstvi vzorku (v ptipadé rybi svaloviny napt. 10 g) [35,45,52].

Detektory CV-AAS a CV-AFS

Atomova spektrometric s metodou generovani studenych par je Siroce vyuzivanou
technikou, vzhledem k jeji dobré citlivosti a vysoké selektivité pro stanoveni specii rtuti.
Metoda generovani studenych par rtuti vyuziva dostateéné tenze par rtuti i za laboratorni
teploty. Za laboratorni teploty je proto mozné méfit absorpci, poptfipadé fluorescenci,
odpovidajici volné koncentraci atomi rtuti. Pfi detekci separovanych chemickych forem
zminénou technikou je zapotfebi veskeré sloudeniny rtuti pievést na Hg”" a ty nasledn&
redukovat na rtut’ elementarni, ¢imz dochazi ke generaci studenych par rtuti. Pfistroje CV-
AAS a CV-AFS jsou také ¢asto vybaveny amalgamacni prekoncentracni jednotkou umisténou
pred vlastni métici celou (obvykle se jedna o kifemelinu potazenou vrstvickou zlata, poptipadé
zlaty dratek), kterd zvySuje citlivost stanoveni. Hlavnimi nevyhodami téchto metod jsou
zhéaseni fluorescence, popiipadé samoabsorpce pii vysokych koncentracich rtuti [4,45].

Plazmové detektory (ICP-AES, ICP-MS, MIP-AES)

ICP-MS se vsoucCasné dobé¢ nejpreferovangj§i metodou pro stanoveni specii rtuti
v biologickych i environmentdlnich matricich [51]. Umoziiuje stanoveni anorganické rtuti,
MeHg, EtHg a PhHg. V porovnani s ICP-AES se metoda vyznacuje vySsi citlivosti a
vzhledem k tomu, Ze neni nutnd redukce slouc¢enin rtuti na rtut’ elementarni, je tato metoda
rovnéz jednodussi [45,53]. Ve spojeni RP HPLC sICP-MS mohou pifi vys$§im obsahu
organickych latek v mobilni fazi vznikat problémy s poklesem citlivosti detektoru. Pii
izokratické eluci je proto v mobilni fazi pouzivan maximalni obsah organického modifikatoru,
tj. 5-30 %. Snizeni meze stanoveni ICP-MS detekci je mozné napt. off-line prekoncentraci
sloucenin rtuti dithiokarbamatem na predkoloné [35].

2.5.4.3 Detektory vyuZivané pii separaci CE

Jelikoz rtut’ a jeji slouceniny neabsorbuji vyraznéji v UV-VIS oblasti spektra a vétSina
navrzenych metod vyuzivd UV-VIS detekce, jsou anorganické i organické slouceniny
derivatizovany. Vyuziva se komplexace sloucenin rtuti se slou¢eninami obsahujicimi thiolové
skupiny, napfiklad cystein, glutathion, 2-thionikotinova kyselina a kyselina thiooctova,
s naslednou UV detekci pfi vlnové délce 200 nm nebo komplexace s derivaty dithizonu
(sulfo- nebo karboxyl- derivaty) s UV detekci pti vinovych délkach v rozmezi 480-570 nm.
Vyhodou derivatizace pii pouziti zaporné nabitych €inidel je rovnéZ vznik negativné nabitych
komplexti, coz tesi problém s téméf nulovym, popiipadé nulovym efektivnim nabojem.
Ackoliv derivatizace neni nezbytné nutnd, pti separaci chemickych sloucenin rtuti se provadi
témet vzdy.

Dal$i moznou kombinaci je spojeni CE sICP-MS, AFS, popiipadé AAS s plamenem
vyhtivanou kifemenou trubici. Provozni ndklady téchto technik jsou vSak vysoké a zatizeni
nelze miniaturizovat [4,50].
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2.6 Metoda enzymatické premény methylrtuti na methan

Alternativni biologickou metodou vyuzivanou pro stanoveni methylrtuti v biologickych
vzorcich, poptipadé pro stanoveni jinych organickych sloucenin rtuti, je metoda zalozena na
enzymatické pfeméné methylrtuti na methan. Toto stanoveni spocéiva v pouziti Sirokého
spektra bakterii rezistentnich vaci rtuti, Pseudomonas putida, kmene FB1. Tyto bakterie
produkuji enzymy, které premenuji organické slouceniny rtuti na elementarni rtut’ a prislusny
uhlovodikovy derivat. Zminénd metoda je jednou z nejspolehlivéjSich metod kvantitativni
analyzy MeHg, a to diky zanedbatelnym chemickym interferencim. Pro detekci
produkovaného methanu je mozné pouzit GC/FID [31,54].

2.7 Metody stanoveni celkového obsahu rtuti

Pti stanoveni celkového mnozstvi rtuti je nejprve nutné prevést vSechny chemické formy
rtuti na jedinou formu. Organické formy rtuti jsou pfevadény na rtut’ anorganickou (Hg”"),
ktera je nasledné, v zavislosti na zpiisobu detekce, stanovovana bud’ ptimo nebo po piedchozi
redukci jako rtut’ atomarni. K oxidaci chemickych forem rtuti na Hg*" se pouzivaji silné
kyseliny (HCI, H,SO4, HNO;), ptipadné¢ oxidacni ¢inidla v kyselém prostiedi (H,O,,
KyCr,07, KMnOs, K;S,05, KBr/KBrOs), UV zafeni a mikrovinné zéafeni. Nejucinnéjsi
metodou oxidace je fotooxidace, tj. spoluptisobeni chmické oxidace a UV zareni [4].

K vlastnimu stanoveni celkového obsahu rtuti se nejcastéji pouziva AAS a AFS. AAS
vyuziva méfeni absorpce zareni na rezonacni ¢are rtuti 253,7 nm; stejnd rezonanéni cara je
pak vyuzivana pti AFS. Pro analyzu vzorkl s nizkym obsahem rtuti se nejcastéji pouziva
metoda generovani studenych par a metoda zahrnujici pyrolyzu. Z tohoto divodu je jednou
z nejcastéji vyuzivanych technik pro stanoveni celkového obsahu rtuti v biologickych a
environmentdlnich matricich atomova absorpéni spektrometrie s metodou generovani
studenych par (CVAAS). Rovnéz ptfi stanoveni atomovou fluorescencni spektrometrii je
nejcastéji aplikovanou metodou generovani studenych par (CVAFS) [4,36].

Dal$imi pouzivanymi metodami pro stanoveni celkového obsahu rtuti jsou atomova emisni
spektrometrie (AES), indukéné vdzana plazma ve spojeni s hmotnostni nebo optickou emisni
spektrometrickou detekci (ICP-MS, ICP-OES), vyjime¢né neutronova aktivacni analyza
(NAA), anodicka rozpoustéci voltametrie (ASV) a nedestruktivni metody stanoveni rtuti,
jako je rentgenfluorescenéni spektrometrie a laserova ablace ve spojeni s MS [4].

V Ceské republice je pro stanoveni celkového mnozstvi rtuti nejéastéji vyuzivan specidlni
analyzator AMA 254.

Advanced Mercury Analyzer - AMA 254

Jedné se o jednoucelovy atomovy absorpcni spektrofotometr pro stanoveni rtuti. Piistroj
umoznuje ptimé stanoveni rtuti v pevnych i kapalnych vzorcich, a to bez predchozi chemické
ptedipravy vzorku, jakou je napf. mineralizace. Analyzator AMA 254 vyuziva techniky
generovani kovovych par rtuti. K prekoncentraci je zatazen zlaty amalgator, ¢imz je dosazeno
mimoradné citlivosti stanoveni a nezavislosti stanoveni na matrici vzorku [55].
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Obr. ¢. 3: Funkcni schéma pristroje AMA 254[55]

1-davkovaci  zarizeni, 2-spalovaci trubice, 3-katalyticka pec, 4-spalovaci pec,
S-amalgamator, 6-vypuzovaci pec, 7-blok méricich kyvet, 8-rtutova vybojka, 9-clonka, 10-
detektor, 11-interferencni filtr, 12-chladici cerpadlo, 13-topeni bloku mericich kyvet, 14-delsi
mérici kyveta, 15-zpozdovaci nadobka, 16-kratsi merici kyveta, 17-vystup kysliku, 18-
analogova elektronika, 19-mikropocitac 8051, 20-regulator prutoku kysliku, 2I1-davkovaci
lodicka, 22-vstup kysliku, 23-komunikace s PC

Vzorek je davkovan do spalovaci trubice, kde dochazi k jeho vysuSeni a termickému
rozkladu. Rozkladné produkty potom prochézeji pres katalyzator, kde je dokoncena jejich
oxidace a jsou zachyceny latky kyselé povahy. Dale jsou produkty vedeny pfes amalgamator,
kde je selektivné zachycena rtut. Z amalgamatoru je kratkodobym ohfevem uvolnén oblak
rtutovych par, ktery je nosnym plynem undsen ptes blok dvou sériové uspotadanych kyvet,
kde je méfena absorpce zachyceného mnozstvi rtuti pii vinové délce 253,65 nm. To samé
mnozstvi rtuti je tak méfeno dvakrat, a to s odliSnou citlivosti (15:1); celkovy dynamicky
rozsah je potom 0,05 — 600 ng Hg v jednom méfeni. Jako zdroj zatreni slouzi nizkotlaka
rtutova vybojka, detektorem je kiemikova UV dioda [55].
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2.8 Plynova chromatografie s detektorem elektronového zachytu
2.8.1 Plynova chromatografie

2.8.1.1 Princip metody

Principem plynové chromatografie je rovnovazna distribuce slozek mezi plynnou mobilni
fazi a kapalnou nebo tuhou stacionarni fazi. Pro analyzu metodou GC je nutné, aby vSechny
slozky vzorku byly vypateny definovanym zptisobem, a to tak, aby se béhem vypatrovani
nerozkladaly. Analyza metodou GC je proto vhodna zejména pro organické latky s teplotou
varu asi do 400°C. V ptipad¢ netékavych latek je mozné provést jejich derivatizaci na
tékavejsi derivaty [46,56].

Mezi hlavni vyhody této separacni techniky patii jednoduché a rychlé provedeni analyzy,
ucinnd separace latek a malé mnozstvi vzorku potebného k analyze [56].

Mobilni faze

Mobilni faze je v plynové chromatografii oznacovana jako nosny plyn. Nosny plyn
obstarava transport slozek kolonou, avSak sam s hodnocenymi analyty nereaguje. Nejcastéji
vyuzivanymi nosnymi plyny jsou vodik, dusik, helium a argon. Pii volbé nosného plynu
rozhoduji nasledujici faktory: viskozita, ucinnost, Cistota, reaktivita, typ pouzivaného
detektoru a cena inertniho plynu [46,56].

Stacionarni faze

V zavislosti na pouzité stacionarni fizi je plynova chromatografie dale rozliSovdna na
plynovou adsorpéni chromatografii (GSC) a plynovou rozdélovaci chromatografii (GLC).
V ptipadé GSC je tidicim procesem distribuce analytu mezi mobilni a stacionarni fazi
adsorpce slozky na povrch tuhého sorbetu. GLC je ptikladem rozd€lovaci chromatografie.
Kapaliny tvofici stacionarni fazi by mély dobie rozpoustét separované latky, mély by byt
teplotné stalé, malo tékavé a dobie ulpivat na nosici, aby nedochazelo k jejich vymyvani
z kolony. Staciondrni faze je rozhodujici pro vybér kolony a je volena v zavislosti na
charakteru vzorku a podle rozsahu teplot varu. Obecné Ize fici, Ze zvolend stacionarni faze by
méla byt podobného typu jako analyzovany vzorek. NejCastéji pouzivanymi stacionarnimi
fazemi jsou faze na bazi polysiloxant [45,46,56].

Utinnost chromatografické kolony mize byt kvantifikovana pomoci tzv. podtu
teoretickych pater kolony nebo souvisejiciho vySkového ekvivalentu teoretického patra.
Zavislost vySkového ekvivalentu teoretického patra (H) na primérné linearni rychlosti mobilni
faze (u) pro dany typ nosného plynu je popisovana van Deemterovou rovnici:

H=A+B/u+Cu, (11)

kde A je konstanta zastupujici vifivou difuzi, B podélnou difizi a C odpor proti pfenosu hmoty ve
stacionarni i mobilni fazi [56].

2.8.1.2 Instrumentace v plynové chromatografii

Schéma plynového chromatografu je znazornéno na obrazku ¢. 3. Zékladnimi ¢astmi
ptistrojové techniky jsou: zdroj nosného plynu, reguldtor pritoku, injektor vzorku,
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chromatografickd kolona, termostat, detektor a zafizeni pro zesileni, zdznam a vyhodnoceni
signalu detektoru.

Zdrojem nosného plynu je obvykle tlakova lahev opatfena regulatorem plynu. Vzhledem k
tomu, ze nosny plyn ma byt vysoké Cistoty a nesmi obsahovat ani stopy vlhkosti a kysliku,
jsou k trubicim, kterymi je do systému ptivadén nosny plyn, zatfazovany suSicky typu
molekulovych sit a absorbery kysliku [56].

Injektor tvofi vstup analyzované latky do plynového chromatografu. Nastiik latky se
nejcastéji provadi pomoci specialni injekéni stiikacky pres septum oddélujici vnitfek injektoru
od vnéjsiho prostoru. Soucasti injektoru je sklenéna vlozka (liner), kde v disledku vysoké
teploty dochdzi k rychlému odpareni vzorku a ke spravnému promichéani par vzorku s nosnym
plynem. Technika davkovani musi zajistit odpateni vzorku v co nejkrat§im case. Nastiik je
provadén s délicem toku (split injection) nebo bez déli¢e toku (splitless injection). V pripadé
nastiiku s délicem toku je mezi injektor a kolonu zafazen deli¢ toku, ktery umoznuje vést do
kolony jen definovany zlomek nastfikovaného mnozstvi. Této techniky je vyuzivano zejména
v ptipad¢ koncentrovanych vzorkl a pokud pouzijeme kapildrni kolony s malou kapacitou.
Technika nasttiku bez délice toku se pak pouziva pii stopové analyze nebo pro analyzu smési
latek, které se vyrazné lisi v bodu varu [45,56].

Injektor vzorku
Regulator pratoku —/\’/\—
\ Zapisovac (pocitac)
D><]
Detektor
Nosny plyn Termostaty pro kolonu,

Injektor a detektor

Obr. ¢.4: Schéma plynového chromatografu [56]

Kolony

Kolona je ¢ast chromatografu, kde je umisténa staciondrni faze a kde dochazi k separaci
slozek [45]. V plynové chromatografii se pouzivaji dva zékladni typy kolon, kolony napliiové
a kapilarni. V praxi, zejména pfi stopové analyze analytl izolovanych z environmentalnich
matric, jsou pouzivany prevazné kapilarni kolony, a to vzhledem k jejich vyssi t¢innosti.

Kapilarni kolony jsou vyrabény ztaveného kfemene a jsou potahovany vrstvickou
polyimidu, a to pro odstranéni kiehkosti a ziskdni pruznosti. Pro vétSinu aplikaci obvykle
postacuje délka kolony 30 m. Funkci nosiCe zastavaji vnitini stény kapilary, na kterych je
rozprostiena kapalnd stacionarni faze [45,46,56]. VéEtsi primér kolony umoziuje pojmout
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veétsi mnozstvi vzorku, mensi primér kolony vede naopak k vét§i ucinnosti, avSak k nizsi
kapacité [45].

Naplnové kolony jsou trubice o priméru 2 az 5 mm s délkou od desitek centimetrti do
nékolika metrti. Kolony obsahuji adsorbent nebo nosi¢ se zakotvenou kapalnou fazi. Kolony
byvaji zhotoveny ze skla nebo nerezové oceli [46,56]. Jako adsorbenty pro adsorpcni
chromatografii jsou v napliové chromatografii pouzivany naptiklad silikagel, grafitizované
saze a alumina (oxid hlinity). Jako nosi¢e pro kapalné faze pii rozdélovaci chromatografii
jsou pouzivany napt. nosice na bazi kiemeliny (oxid kfemicity) [45].

Detektory

Nosny plyn z kolony protéka detektorem, ktery reaguje na pfitomnost analytu. Detektor
vysila rozdilné signaly pii prichodu samotného nosného plynu a pii prichodu nosného plynu
s obsahem eluované slozky. Pfedpokladem uspésné detekce je dobré rozdéleni smési na
koloné. Detektor musi mit dobrou stabilitu signdlu, dostatecnou citlivost (nizky detekéni
limit), dostate¢né rychlou reakci na zménu slozeni prochéazejiciho eluentu a jeho odezva by
méla byt linedrni funkci obsahu analytu. Dilezitym pozadavkem je rovnéz vysoka selektivita
pro stanovované analyty. Nejpouzivangj$i detektory ve spojeni s GC jsou plamenovy
ioniza¢ni detektor (FID), detektor elektronového zachytu (ECD), tepelné vodivostni detektor
(TCD), plamenovy fotometricky detektor (FPD) a hmotnostné spektrometricky detektor
(MS) [46,56].

2.8.1.3 Zadkladni retencni charakteristiky
Retencni parametry jednotlivych signald, stejné jako plochy i vysky piki, se vyhodnocuji
ze ziskanych chromatogramti.

Tabulka ¢. 7: Zakladni reten¢ni charakteristiky [46]

celkovy cas, ktery ptisluSny analyt stravi v separacni

Retencni ¢as t .
koloné

Redukovany retencni Cas tx” | Cas, ktery analyt stravi ve stacionarni fazi

retencni Cas analytu, ktery neni v koloné zadrzovén, t;j.
Mrtvy ¢as kolony tu | analytu, ktery se pohybuje kolonou stejnou rychlosti
jako mobilni faze

objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se
Reten¢ni objem Vr | pfislusny analyt dostal od pocatku ke konci separacni
kolony

objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se

Mrtvy objem kolony Vi nezadrzovany analyt dostal od pocatku ke konci kolony

Redukovany reten¢ni objem | Vi | skutecny elu¢ni objem

2.8.2 Detektor elektronového zachytu (elektron capture detektor - ECD)

Princip detektoru je zalozen na zachyceni energeticky chudych (pomalych) elektronti
elektronegativnimi atomy slozek (RX) za tvorby zaporn€ nabitych iontd. Molekuly nosného
plynu (nejcastéji dusiku, popiipadé helia nebo vodiku) jsou ionizovany [~ casticemi
z radioaktivniho zafice ®*Ni; tak vznika ioniza¢ni proud. Elektronegativni atomy v proudu
nosného plynu zachytavaji pomalé elektrony a tim snizuji ioniza¢ni proud. Méfend ztrata

36




elektronti z toku elektronti pak souvisi s mnozstvim dané¢ho analytu pfitomného v proudu

v v

slouceniny, jako jsou trihalogenmethany, organochlorované pesticidy, PCBs, dioxiny a
furany. Citlivost pak roste v fadé¢ F < CI <Br <1 [57].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Toluene for analysis, Merck KgaA, Némecko

Aceton pro plynovou chromatografii Suprasolv®, Merck KgaA, Némecko

Siran sodny bezvody, Merck KgaA, Némecko

Kyselina chlorovodikova 30% Suprapur ©, Merck KgaA, Némecko

Kyselina bromovodikova 48% p.a, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika

Methanol pro organickou stopovou analyzu Suprasolv®, Merck KgaA, Némecko
Methylmercury chloride PESTANAL®, Sigma Aldrich, USA

3.2 Pristroje
e Plynovy chromatograf s detektorem elektronového zachytu Hewlett Packard 6890
Series, Agilent, USA a kapilarni kolonou DB-17 J&W Scientific o rozmérech
30 m x 0,25 mm x 0,25 pm

:
|
i
.
i
H
1
i
.
_

Obr. ¢. 5: Plynvy chromatograf Hewlett Packard 6890 Series
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e Analyzitor rtuti AMA 254 (Advanced Mercury Analyser) Altec, Praha, Ceska

=1
k—-‘h .1-

republika

Obr. ¢ 6: Analyzator AMA 254

e (Centrifuga EBA 20, Hettich, Némecko

Obr. ¢. 7 : Centrifuga EBA 20 [60]

Analytické vahy Mettler AE 240

Analytické vahy Denver Instrument TB 215D, Merci s.r.0
Ptedvazky Mettler PM 2000

Bézné laboratorni vybaveni

3.3 Realné vzorky ryb

Ryby byly odloveny 10.11.2009 pracovniky Povodi Moravy, ktefi maji pro tuto ¢innost
akreditaci. Pro odlov byl zpracovan plan pokusu, ktery byl v souladu s novelizovanym
zakonem €. 77/2004 Sb. na ochranu zvitat proti tyrani.

Prvni skupina vzorki ryb byla odlovena pfed COV v Modticich na soutoku fek Svratky a
Svitavy. Teplota vody v dobé odlovu byla 6,8 °C. Druha skupina vzorkt ryb byla odlovena za
COV, a to u mostu za jezem mezi Rajhradem a Rajhradicemi. Teplota vody v dob& odb&ru
byla 7,2 °C. Odlovené ryby byly skladovany pti hlubokém zamrazeni. VSechny odlovené
vzorky ryb byly druhu jelec tloust’ (Leuciscus cephalus).
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3.3.1 Zpracovani vzorki ryb

Odlovené ryby byly po rozmrazeni zvazeny, zméfeny, vykuchany, a nasledn¢ byla
oddélena svalova tkan od kiize. Po docisténi a homogenizaci byly zvazeny jednotlivé tkané
ryb. Pro stanoveni methylrtuti byla jako vhodna biotickd matrice zvolena kize a svalovina,
pro stanoveni celkové rtuti pouze svalovina. U vSech vzorki ryb byl vySetien jejich zdravotni
stav. Jednotlivé charakteristiky odlovenych ryb jsou uvedeny v tabulkach ¢. 8 a €. 9.

Tabulka ¢. 8: Charakteristika ryb odlovenych pied COV

vzorek délka [mm] | Hmotnost [g] zdravotni stav pohlavi | stari
1 345 490 dobry F 6+
2 250 170 dobry F 3+
3 345 450 dobry F 6+
4 345 490 modré gonady F 5+
5 270 200 dobry F 5+
6 300 310 dobry F 5+
7 225 130 vrtejs ve streve™ M 3+
8 225 140 dobry M 3+
9 245 170 dobry M 4+
10 230 150 dobry M 3+
11 245 160 dobry M 5+
12 260 190 dobry M 5+
13 255 200 dobry F 4+
14 290 290 vrtejs ve stireve™ F 3+
15 255 180 dobry F 4+

Tabulka ¢. 9 : Charakteristika ryb odlovenych za COV

vzorek délka [mm] | Hmotnost [g] zdravotni stav pohlavi stari
32 209 110 dobry M 4+
33 202 116 dobry M 4+
34 225 120 dobry F 4+
35 217 110 dobry M 4+
36 219 120 dobry F 4+
46 238 160 dobry M 4+
47 227 180 dobry M 5+
48 240 180 vrtejs * M 4+
49 257 200 dobry F 5+
50 318 480 vrtejs 15x* M 9+
51 249 230 dobry M 6+
52 253 240 dobry M 3+
53 237 180 dobry M 5+
54 278 360 dobry M 4+
55 321 510 vrtejs 2x* M 6+
56 304 340 vrtejs 4x* F 5+

Pozn.: * vrtej§ okouni (Pomphorhynchus laevis), F- female, M- male
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3.4 Stanoveni methylrtuti

3.4.1 Princip

Pro izolaci methylrtuti z tkani ryb byla pouzita extrakce zalozend na vyluhovani kyselinou
chlorovodikovou s naslednou extrakci methylrtuti do toluenu. K samotnému stanoveni byla
pouzita plynova chromatografie s mikrodetektorem elektronového zachytu.

3.4.2 Extrakce

Pro extrakci methylrtuti z tkani ryb byla vyuzita metoda extrakce publikovand v literatufe
[58], ktera byla modifikovanad podle literatury [59]; metoda je zalozend na vyluhovani
kyselinou chlorovodikovou s naslednou extrakci methylrtuti do toluenu.

Do centrifugacni zkumavky bylo navazeno 0,2 g zhomogenizovaného vzorku, a to
s presnosti na 4 desetinna mista. Ke vzorku bylo ptidano 5 ml acetonu a obsah zkumavky byl
protfepavan po dobu asi 30 sec. Vzorek byl nasledné odstiedovan po dobu 5 minut pti
3500 ot./min. Po odstfedéni byly odpipetovany 4 ml acetonu, a to bez rozruseni suspenze.
Zminény postup byl opakovan celkem tfikrat, dvakrat se 4 ml acetonu a jednou se 4 ml
toluenu. Po odebrani 4 ml toluenu byla do zkumavky ptiddna kyselina chlorovodikova (1:1) a
vodnd faze byla sklenénou ty¢inkou promichdvana do vytvofeni pastové konzistence.
V ptipad¢ extrakce methylrtuti z kize byl vzorek po ptidani HCI ponechan stat po dobu
10 min. pro snadn¢j$i rozmichani do podoby pastové konzistence. Po vytvofeni pastové
konzistence byly pfidany 4 ml toluenu a obsah zkumavky byl protfepavan po dobu 1 min.
Opét nasledovalo odstiedovani po dobu 5 minut pfi 3500 ot./min. Po odstfedéni byly
odebrany 4 ml toluenu (extrakt ¢. 1) do zkumavky s 2 g bezvodého siranu sodného. Ke vzorku
byly opét ptidany 4 ml toluenu a cely proces byl opakovan. Ziskany toluenovy extrakt ¢. 2 byl
pridan k extraktu ¢. 1. Takto ziskany kombinovany extrakt byl uzavien a ponechan stat po
dobu jedné hodiny pfti teploté - 4 °C v chladnic¢ce. Po uplynuti zminéné doby byl 1 ml
extraktu pfeveden do vialky a tak ptipraven k analyze.

Kazdy vzorek byl timto zplisobem extrahovan ttikrat a kazdy extrakt byl nasledné tiikrat
proméien.

Pro stanoveni vytéznosti metody byl pouzit referencni certifikovany material
ERM"™-CE464 s obsahem CH;Hg" 5.50 mg-kg". Referenéni material byl extrahovan stejnym
zptisobem, tj. rovnéz tikrat.

3.4.3 Chromatograficka analyza

Pro analyzu ziskanych extrakti byl pouzit plynovy chromatograf Hewlett Packard 6890
Series suECD a kapilarni  kolonou DB-17 J&W  Scientific o rozmérech
30 mx 0,25 mm x 0,25 um. Vysledky byly vyhodnoceny programem HP Chemstation
verze A 6.0.

Pro stanoveni byla pouzita optimalizovand metoda podle literatury [60]. Pfed samotnou
analyzou vzorkl byla kolona n¢kolikrat promyta nastfikem 30 mM HBr v methanolu pro
ziskani soumérnych pikii. Bez vyuziti HBr byly piky dvojné, popiipad¢ znacné rozmyté.
Nasttik HBr byl opakovan vzdy pied zac¢itkem nové analyzy, popiipadé vzdy, kdyz piky
methylrtuti na chromatogramu nemély odpovidajici tvar. V prib&éhu analyzy jednotlivych
vzorkl, byly rovnéz, a to pro kontrolu, analyzovany roztoky standardl stanovené kalibracni
rady.
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Extrakty byly z vialek do plynového chromatografu davkovany pomoci automatického
davkovace. Kazdy vzorek byl proméfen tfikrat. Nosnym plynem bylo helium, make — up
plynem byl dusik. Podminky analyzy jsou uvedeny v tabulce ¢. 10.

Tabulka €. 10 : Podminky analyzy

Objem nastiiku 1 ul
Teplota injektoru 250 °C
Rezim injektoru splitless

Pritok nosného plynu kolonou 0,7 ml/min
I min. pti 80 °C, nartst 15°C za

Teplotni program kolony min. do 180 °C, nardst 5 °C za min.
do 220 °C

Teplota detektoru 280 °C

Pratok make — up plynu 60 ml/min

3.5 Stanoveni celkové rtuti

3.5.1 Princip

Pro stanoveni celkového obsahu rtuti vrybi svaloviné bylo vyuzito specialniho
jednoucelového atomového absorpéniho spektrometru. Spektrometr vyuzivad principu
generovani par kovové rtuti tepelnym rozkladem vzorku ve spalovaci trubici, s naslednym
zachycenim a zakoncentrovanim na zlatém amalgamatoru, opétovnym tepelnym vypuzenim a
detekei.

3.5.2 Analyza vzorki na pristroji AMA

Pro stanoveni celkového obsahu rtuti byl pouzit specidlni analyzator AMA 254 Altec,
Praha, Ceskd republika. Vysledky byly zaznamendny a zpracovany pomoci WinAMA
softwaru. Zdrojem zéafeni v pfistroji AMA 254 je nizkotlakd rtutova vybojka, detektorem
kfemikova UV dioda.

Asi 0,1 g zhomogenizovaného vzorku rybi svaloviny bylo navazeno na davkovaci lodicku,
a to s pfesnosti na 4 desetinnd mista. Lodicka s navazkou byla umisténa do davkovaciho
zatizeni, nasledné pak byla spusténa analyza. Kazdy vzorek byl prométen ttikrat. Stejnym
zpusobem byl analyzovan také vzorek certifikovaného materialu, a to rovnéz trikrat.

Pted samotnou analyzou vzorkll bylo provedeno cisténi davkovaci lodicky, ovétrena
kalibrace pristroje pomoci standardu o koncentraci 10 ng'ml’, byla provedena analyza
slepého pokusu a opétné ¢isténi davkovaci lodicky. Cisténi bylo provadéno tak dlouho,
dokud nebyla namétend absorbance nizsi nez 0,003.

Pro stanoveni vytéznosti metody byl pouzit referencni certifikovany material
ERM®-CE464 s obsahem celkové rtuti 5,24 mg-kg™.

Podminky analyzy jsou uvedeny v tabulce ¢. 11.
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Tabulka €. 11: Podminky analyzy

Vinova délka 253,65 nm
Interferencni filtr 254 nm, polosiika 9 nm
Nosny plyn 0,

Pritok nosného plynu ca 200 ml/min

Naprogramované parametry analyzy

Cisténi analyza slepého analyza analyza vzorkl
pokusu standardu
. . . 100 pl
Davkované mnozstvi ) - 50 ul 0,1 g
(vodovodni vody)
suseni 60 s 60 s 60 s 90 s
rozklad 120's 60 s 120's 180 s
¢ekani 45 s 45 s 45 s 45 s

43




4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kalibrace pristroje AMA 254

Pristroj AMA 254 je pravidelné kalibrovan servisnim pracovnikem, a to na piedem
pripraveny standard o koncentraci 10 ng-ml”. Kalibrace proto nebyla provadéna, pouze byla
oveéfena jeji spravnost, a to proméfenim tzv. ,check” standardu. Rozsah stanoveni byl
nastaven v intervalu 0,05 — 600 ng Hg.

4.2 Kalibrace pristroje GC-uECD

Plynovy chromatograf byl pfed méfenim analyzovanych vzorkli kalibrovan pouzitim
roztokli pfipravenych fedénim standardu chloridu methylrtuti toluenem. Z divodu rozdilnych
koncentraci methylrtuti v redlnych vzorcich ryb a v referenénim materialu byly vytvoteny dvé
kalibra¢ni tfady. Prvni o koncentracich od 1 do 20 ng/ml pro stanoveni methylruti v redlnych
vzorcich ryb, druhd o koncentracich od 50 do 1000 ng/ml pro stanoveni methylrtuti
v referen¢nim certifikovaném materidlu. Reten¢ni ¢as methylrtuti byl 7,1 min. Chromatogram
roztoku o konc. 50 ng/ml s detailem piku methylrtuti je znazornén na obrazku ¢. 8.

Z chromatogramu kalibra¢niho roztoku o konc. 1 ng/ml byly s vyuzitim softwarového
programu stanoveny hodnoty meze detekce (LOD — limit of detection) a meze kvantifikace
(LOQ - limit of quantification).

Pro vypocet meze detekce byl pouzit vztah 12, kde Hs je velikost Sumu zakladni linie a a je
smérnice kalibra¢ni ktivky.

rop=3.1 (12)
a

Mez stanovitelnosti byla vypoctena ze vztahu 13, kde Hs je velikost Sumu zdkladni linie a
a je smérnice kalibra¢ni kiivky.

H:
LOO=10-"2 (13)
a

Mez detekce byla 0,57 ng'ml”, tj. 2,87 ng-g”. Mez stanovitelnosti byla 1,91 ng'ml”, tj.
9,57 ng'g”.
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Graf ¢. 1: Kalibracni kiiivka methylrtuti - nizsi koncentrace
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Grafc. 2: Kalibracni krivka methylrtuti vyssi koncentrace
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Obr. ¢. 8 : Detail piku chromatogramu roztoku o konc. 50 ng/ml

4.3 Extrakce, vytéZnost metody

Pro stanoveni vyt&Znosti metody byl pouzit certifikovany material ERM®-CE464
s obsahem CHs;Hg' 5.50 mg/kg. Vytéznost metody byla vypodtena v priméru na
90,98 % £ 1,000 %. V publikaci [58] byla uvadéna vytéznost metody 90 %, proto lze
konstatovat, ze bylo dosazeno srovnatelnych vysledkii vytéznosti. Chromatogramy vybraného
vzorku certifikovaného materidlu jsou znazornény na obrazcich ¢. 9 a 10 .

Rovnéz pii stanoveni celkové rtuti byl pouzit certifikovany referenéni material
ERM®-CE464 s obsahem celkové rtuti 5,24 mg-kg”. Vyt&Znost metody byla stanovena na
87,52 % + 1,595 %.

Vysledky analyz certifikovaného materidlu jsou shrnuty v tabulce ¢. 12.

Tabulka €. 12 : Vytéznost metody stanoveni MeHg a metody stanoveni THg

Podet méfeni Deklarovan}'ll obsah Primérny zj iétélny Vytéznost
[mgkg™ ] obsah [mg-kg™ | [%]
MeHg 3 5,50 +0,10 5,00 + 0,05 90,98 + 1,00
THg 3 5,24+ 0,17 4,59 +0,08 87,52 + 1,60
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Obr. ¢. 9 : Chromatogram certifikovaného referencniho materidalu

ECDM B, {11_04_30015F3301.0)

2000 MeHg

Obr. ¢. 10 : Detail piku MeHg z chromatogramu certifikovaného referencniho materialu

4.4 Presnost stanoveni

Ptesnost stanoveni byla vypoctena na zékladé¢ provedeni ¢ty paralelnich méteni
certifikovaného referen¢niho materialu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 13.

Tabulka €. 13: Pfesnost stanoveni MeHg metodou GC/UECD a THg pfistrojem AMA 254

n Primérny obsah [mg/kg] RSD [%]
MeHg 3 5,00 0,99
THg 3 4,59 1,82




4.5 Realné vzorky

4.5.1 Stanoveni methylrtuti metodou GC/pECD

MeHg byla zjistovana v rybi kizi a svaloviné. Z kazdého vzorku rybi kiize a svaloviny
byly ziskany tfi extrakty, pticemz kazdy z nich byl nasledné ttikrat prométen.

Mnozstvi MeHg ve svalovingé ryb odlovenych pred COV a za COV a vypoétené
smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 14 a 15 . Ve vSech analyzovanych vzorcich
kaze (1-10, 46-55) byla methylrtut’ detekovana, avSak vSechny hodnoty se nachazely pod
mezi kvantifikace.

U kazdéhho vzorku byly pro stanoveni mrthylurtuti (tabulky ¢. 14 a 15) byla provedena tti
paralelni stanoveni a vysledky prezentované v téchto tabulkdch jsou primérem z téchto tii
paralelnich stanoveni.

Chromatogramy vybraného reaného vzorku svaloviny a kiize jsou zndzornény na obrazcich
¢llal2.

ECD1 B, {11_03_31\025F4301.0)
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Obr. ¢. 11 : Detail chromatogramu vzorku svaloviny ¢. 9
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Obr. ¢. 12 : Detail chromatogramu vzorku kiize ¢. 48
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Tabulka ¢. 14 : Obsah methylrtuti ve vzorcich ryb odlovenych pied COV Brno-Modfice

Primérny obsah

Primérny obsah

vzorek | stafiryby MeHg [ng/e] Sm. odchylka MeHg [me/ke]
1 6+ 269,3 8,40 0,27
) 3+ 97,29 0,181 0,10
3 6+ 115,1 18,97 0,12
4 5+ 95,59 6,639 0,10
5 5+ 77,89 3,330 0,08
6 5t 95,79 2,105 0,10
7 3t 139,5 9,04 0,14
] 3+ 79,46 23,822 0,08
9 4+ 133,6 21,02 0,13
10 3+ 45,96 10,684 0,05
11 5+ 271,5 30,16 0,27
12 5+ 278,0 35,57 0,23
13 4+ 57,50 3,132 0,06
14 3+ 175,5 28,08 0,18
15 4+ 141,2 34,10 0,14

Tabulka ¢. 15 : Obsah methylrtuti ve vzorcich ryb odlovenych za COV Brno-Modfice

Primérny obsah

Primérny obsah

vzorek | stafiryby MeHg [ng/e] Sm. odchylka MeHg [mg/kg]
32 4+ 84,82 1,452 0,08
33 4+ 108,8 3,18 0,11
34 4+ 117,9 0,01 0,12
35 4+ 1153 20,82 0,12
36 4+ 1382 11,96 0,14
46 4+ 121,0 30,45 0,12
47 5+ 70,780 2,714 0,07
48 4+ 123,8 44,34 0,12
48 5+ 93,38 39,783 0,09
50 9+ 70,48 23,220 0,07
52 3+ 72,68 7,281 0,07
53 5+ 72,80 15,413 0,07
54 4+ 116,0 3,08 0,12
55 6+ 53,20 18,183 0,05
56 5+ 76,62 5,031 0,08
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Z namétenych hodnot prezentovanych vobou tabulkdch byl vytvofen graf ¢&. 3,
porovnavajici praimérné mnozstvi methylrtuti v rybach odlovenych pied COV a v rybach
odlovenych za COV; graf ¢. 4 znazortiuje zavislost mnozstvi MeHg v rybi svaloving na stafi
ryb.

Porovnani primérného mnozstvi MeHg v rybach odlovenych
pred COV a za COV

180,00+
160,00+
140,00
120,00+
100,00+
80,00+
60,00+
40,00+
20,00+
0,00+

¢ [ng/g]

pred COV za COV

Graf ¢.3 : Priimérné mnozstvi MeHg ve vzorcich ryb odlovenych pred a za COV

7 vr

Zavislost mnozstvi MeHg ve svaloviné ryb na stari ryb

150+
140+
130+
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110+
c [ng/g] 100+
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70+
60

50+

stafi ryb

Graf ¢.4: Zavislost mnozZstvi MeHg na stari ryb
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Ve vzorcich svaloviny ryb odlovenych pied COV se pohyboval obsah methylrtuti
v intervalu od 45,96 ng-g” do 271,5 ng'g”, ve vzorcich svaloviny ryb odlovenych za COV se
obsah methylrtuti pohyboval v rozmezi od 53,20 ng-g” do 138,2 ng-g”. Viechny vzorky kiiZe,
které byly analyzovany, obsahovaly mnozstvi methylrtuti pod mezi stanovitelnosti. Lze proto
konstatovat, ze methylrtut je rybami pfijimana prioritn¢ formou potravy, nikoliv formou
prestupu z vodniho prosttedi do tkani ryb. Z okolniho prostiedi je methylrtut’ ptijimana pouze
v minimalnim mnozstvi.

Z grafu ¢&. 3 je patrny niz§i primérny obsah methylrtuti v rybach odlovenych za COV, nez
v rybach odlovenych pred COV. Primérny obsah methylrtuti se viak v obou skupinach ryb
ptilis neliSil a obé hodnoty byly podstatné niz$i, nez je limit stanoveny Ministerstvem
zdravotnictvi CR, ktery ma hodnotu 0,5 mg'kg'. Ryby odlovené pied a za COV
Brno-Modfice byly rozdilného stafi, liSily se vSak také velikosti i hmotnosti, a proto rozdil
v koncentraci mize souviset stémito fyziologickymi parametry. Na podkladé zjisténych
Gdajii se lze domnivat, Ze vyGisténd odpadni voda z COV Brno-Modfice, vypousténa do
recipientu, nijak nepfispiva k znecisténi odpadni vody rtuti.

Graf ¢. 4 znazoriuje zavislost mnozstvi methylrtuti ve svaloviné ryb na stafi. Jednotlivé
naméfené hodnoty obsahu methylrtuti stejné starych ryb byly zprimérniovany. Graf potvrzuje
udaje uvadéné v literatufe, Ze obsah methylrtuti vyznamné koreluje s vékem ryb. Tato
zavislost rovnéz dokazuje proces bioakumulace methylrtuti v biotickych tkénich.

4.5.2 Stanoveni obsahu celkové rtuti analyzatorem AMA 254

Obsah celkové rtuti vrybi svalovingé byl sledovan za tGcelem posouzeni podilu MeHg
obsazené v rybach z celkového obsahu rtuti. U kazdého vzorku byly i vtomto piipadé
provedena tfi paralelni stanoveni a vysledky prezentované v tabulkach ¢. 16 a ¢. 17 jsou
primérem z té&chto tif stanoveni. MnoZstvi THg ve svaloving ryb odlovenych pted COV a za
COV a smérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulkach &. 16 a 17.

Tabulka ¢. 16: Obsah celkové rtuti ve vzorcich ryb odlovenych pied COV Brno-Modfice

s Primérny obsah THg Pramérny obsah THg
vzorek | stafiryby [ng/e] Sm. odchylka [mg/ke]
1 6+ 169,7 5,42 0,17
2 3+ 150,0 0,38 0,15
3 6+ 137,8 9,94 0,14
4 5+ 109,5 2,95 0,11
5 5+ 136,2 3,73 0,14
6 5+ 96,06 1,339 0,10
7 3+ 109,6 1,04 0,11
8 3+ 136,8 10,36 0,14
9 4+ 191,7 1,49 0,19
10 3+ 116,0 1,13 0,12
11 5+ 181,4 3,92 0,18
12 5+ 97,93 0,172 0,10
13 4+ 107,6 2,13 0,11
14 3+ 194,6 1,82 0,19
15 4+ 181,3 4,23 0,18
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Tabulka ¢. 17: Obsah celkové rtuti ve vzorcich ryb odlovenych za COV Brno-Modfice

o, Primérny obsah THg Primérny obsah
vzorek | stafiryby [ng/e] Sm. odchylka MeHg [mg/ke]
32 4+ 113,4 0,74 0,11
33 4+ 131,2 0,40 0,13
34 4+ 104,8 2,59 0,10
35 4+ 100,8 0,09 0,10
36 4+ 105,1 2,52 0,11
46 4+ 134,9 1,61 0,13
47 5+ 103,4 2,11 0,10
48 4+ 127,4 1,98 0,13
48 5+ 116,4 3,55 0,12
50 9+ 134,1 3,28 0,13
52 3+ 118,2 2,91 0,12
53 5+ 73,50 2,196 0,07
54 4+ 122,6 1,68 0,12
55 6+ 135,6 1,16 0,14
56 5+ 144,8 3,26 0,14

Ve vzorcich svaloviny ryb odlovenych pied COV, se pohyboval obsah celkové rtuti
v intervalu od 96,06 ng'g” do 194,6 ng'g”', ve vzorcich svaloviny ryb odlovenych za COV
potom v rozmezi od 73,50 ng-g”’ do 144.8 ng-g”. U viech vzorkd biotické tkané ryb bylo
mnoZstvi stanovené celkové rtuti podstatnd nizsi, neZ je limit Ministerstva zdravotnictvi CR,

ktery ma hodnotu 0,5 mg-kg™.

4.6 Porovnani obsahu methylrtuti a celkového obsahu rtuti v realnych vzorcich

Z prumérnych hodnot obsahu methylrtuti a celkové rtuti v rybi svalovin¢ byl vypocitan
procentuelni podil methylrtuti obsazeny v jednotlivych biotickych matricich. Vysledky
primérnych hodnot methylrtuti, celkové rtuti a procentuelni podil methylrtuti jsou
prezentovany v tabulkach ¢. 18 a 19. Porovnani obsahu methylrtuti a obsahu celkové rtuti v

jednotlivych vzorcich ryb je zndzornéno v grafech €. 5 a 6.
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Tabulka €. 18: Porovnani obsahu methylrtuti a celkové rtuti ve svaloviné ryb odlovenych
pted COV Brno-Modtice

vzorek Pramérny obsah THg Primérny obsah MeHg MeHg/THg [%]
[ng/g] [ng/g]
1 169,7 + 5,42 269,3 + 8,40 158,7
2 150,0 + 0,38 97,29 £ 0,181 64,85
3 137,8 £9,94 115,14 £ 18,97 83,56
4 109,5 +2,95 95,59 + 6,639 87,32
5 136,2 + 3,73 77,89 + 3,330 57,19
6 96,06 + 1,339 95,79 £ 2,105 99,71
7 109,7 + 1,04 139,5 + 9,04 127,2
8 136,9 + 10,36 79,46 + 23,822 58,07
9 191,7 + 1,49 133,6 £21,02 69,70
10 116,0 + 1,13 45,96 + 10,684 39,62
11 181,4+3,92 271,5+30,16 149,7
12 97,93 + 0,172 229,7 + 3,06 283,8
13 107,6 + 2,13 57,50 £ 3,132 53,44
14 194,6 + 1,82 175,5 +28,08 90,17
15 181,3 +4,23 141,2 +£34,10 77,91
Tabulka ¢. 19: Porovnani obsahu methylrtuti a celkové rtuti ve svaloviné ryb

odlovenych za COV Brno-Modfice

vzorek Primérny obsah THg Primérny obsah MeHg MeHg/THg [%]
[ng/g] [ng/g]
32 113,4+0,74 84,82 + 1,452 74,81
33 131,2 £0,40 108,8 £3,18 82,92
34 104,8 £2,59 117,9+£0,01 112,5
35 100,8 + 0,09 115,3 +20,82 114,5
36 105,1 £2,52 138,2 + 11,96 131,6
46 1349 £ 1,61 121,0 + 30,45 89,72
47 103,4 +2,11 70,78 £2,714 68,47
48 127,4 £ 1,98 123,8 + 44,34 97,17
48 116,5 + 3,55 93,38 + 39,783 80,19
50 134,1 £3,28 70,48 + 23,220 52,58
52 118,2+291 72,68 + 7,281 167,7
53 73,50 £ 2,196 72,80 £ 15,413 99,05
54 122,6 £ 1,68 116,0 + 3,08 94,60
55 135,6 £ 1,16 53,20 + 18,183 39,25
56 144,8 + 3,26 76,62 + 5,031 74,81
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Pomér obsahu THg a MeHg v rybi svaloviné
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Graf ¢. 5: Pomér obsahu THg a MeHg ve svaloviné ryb odlovenych pred COV
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Graf ¢. 6: Pomér obsahu THg a MeHg ve svaloviné ryb odlovenych za COV
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Primérny podil obsahu methylrtuti z celkové rtuti, obsazené ve svaloving ryb, byl stanoven
na 92,85 %. Procentuelni zastoupeni methylrtuti se shoduje s udaji udavanymi v literatute,
kde je podil methylrtuti z celkového obsahu rtuti obsazené v rybach udavan v rozmezi od 60
do 95 %. V piipadé vzorkt 1, 7, 11 a 12 odlovenych pted COV a vzorki 36 a 52 odlovenych
za COV bylo zjisténo mnozstvi methylrtuti vy$si, neZ celkovy obsah rtuti, coz mohlo byt
zptisobeno Uplnou metabolizaci anorganické rtuti na rtut’ organickou. Veskera rtut’ se v téchto
vzorcich vyskytovala ve form& methylrtuti. Tam, kde byly prokazany extrémné vysoké
hodnoty poméru MeHg/THg, Ize predpokladat, ze ryby byly kontaminovany néjakym dalSim,
dosud neidentifikovanym zdrojem Hg.
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5 ZAVER

Predlozena diplomova prace byla zamétena na problematiku alkylderivata rtuti obsazenych
v biotickych matricich. Ve svaloviné a kizi ryb druhu jelec tloust’, odlovenych z feky Svratky
na piitoku a na odtoku z COV v Brné-Modficich, byl stanoven obsah methylrtuti. Ve
svaloviné byl kromé toho stanoven obsah celkové rtuti.
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Vzorky svaloviny i klize byly odebirany z ryb druhu jelec tloust’ (Leuciscus cephalus).
Jednd se o sladkovodni vSezravou rybu, kterd se vyskytuje prakticky ve vSech pasmech
naSich tekoucich vod a je doporucovana jako vhodny bioindikator pro hodnoceni Grovné
zneCisténi vodnich ekosystému.

Pro izolaci methylrtuti ze tkani ryb byla pouzita extrakce zalozend na vyluhovani
kyselinou chlorovodikovou, s néslednou extrakci methylrtuti do toluenu. Zvolena
extrakéni metoda vykazovala vytéznost 91 %, lze proto konstatovat, ze se jedna o
vhodnou a G¢innou metodu pro izolaci methylrtuti ze tkani ryb.

Vlastni analyza methylrtuti byla uskute¢néna na GC/UECD. Pro analyzu byla pouzita
optimalizovand metoda. Ve vzorcich svaloviny ryb, odlovenych pied COV, se
pohyboval obsah methylrtuti od 45,96 ng-g” do 271,5 ng'g”, ve vzorcich svaloviny
ryb odlovenych za COV se obsah methylrtuti pohyboval v rozmezi od 53,20 ng-g” do
138,2 ng-g”. Obsah methylrtuti ve vzorcich kize byl sice detekovan ve stopovych
koncentracich, avSak ve vSech ptipadech se pohyboval pod mezi stanovitelnosti
pouzité metody.

V rybi svaloving¢ byl rovnéz zjistovan obsah celkové rtuti pomoci specidlniho
analyzatoru AMA 254. Obsah celkové rtuti se pohyboval v rozmezi od 96,06 ng-g” do
194,6 ng'g”' ve vzorcich svaloviny ryb odlovenych pied COV, ve vzorcich svaloviny
ryb odlovenych za COV v intervalu od 73,50 ng-g” do 144,8 ngg.

V Zadném vzorku obsah methylrtuti ani celkové rtuti nepiekroéil limit 0,5 mg-kg™,
stanoveny Ministerstvem zdravotnictvi CR.

Byla prokazana korelace mezi vékem ryb a mnoZzstvim methylrtuti ve svaloviné a
s tim souvisejici 1 proces bioakumulace v biologickych tkanich.

Primérny podil methylrtuti z celkového obsahu rtuti obsazené ve svaloviné ryb byl
92,85 %, coz potvrzuje teorii, ze vétSina rtuti obsazené vrybi svaloviné se
identifikovana ve form¢ methylrtuti.
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AES

AFS
AMA 254
APDC
ASV
ButMgCl
CHj5
CH;Hg"
(CHs),Hg
C¢HsHg"
CH;3;HgBr
CsHsHgBr
CH3;HgOH
CH;HgOH,"
CO,
CTMABr
DDAB
DDTC
DOC
DOM

CE

Cl

Cl’

Cu
CV-AAS

CV-AFS

cov
CR
EHK
EtHg
Fe
FID
FPD
GLC
GC
GC-ECD
GSC
HCI
Hg
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

atomova emisni spektrometrie

atomova fluorescencni spektrometrie

Advanced Mercury Analyse

amonna sul pyrrolidin-1-yl-dithiokarbamatu
nedestruktivni metody stanoveni rtut’
butylmagnesium chlorid

karboaniont

kationt monomethylrtuti

dimethylrtut

kationt fenylrtuti

bromid methylrtuti

bromid fenylrtuti

chlorid methylrtuti

hydroxid methylrtuti

aquakomplex kationtu monomethylrtuti

sulfid methylrtuti

oxid uhli¢ity

cetyltrimethylamonium bromid
didodecyldimethylamonium bromid

sodna st dithiokarbamatu

rozpustény organicky uhlik (Disolved organic carbon)
rozpusténd organicka hmota (Disolved organic matter)
kapilarni elektroforéza

chlor

chloridovy radikal

meéd’

atomova absorp¢ni spektrometrie s metodou generovani studenych par
rtuti

atomova fluorescencni spektrometrie s metodou generovani studenych
par rtuti

Cistirna odpadnich vod

Ceska republika

Evropska hospodarska komise

ethylrtut’

zelezo

plamenovy ioniza¢ni detektor

plamenovy fotometricky detektor

plynovou rozdélovaci chromatografii

plynové chromatografie

plynové chromatografie s detektorem elektronového zachytu
plynovou adsorp¢ni chromatografii

kyselina chlorovodikova

rtut’



Hg0

Hg '

H g2+
Hng
HgF2
HgO
Hg(OH),
HgS
HNO;
H,0,
HPLC
H,SO,
ICP-AES
ICP-MS
ICP-OES
Kow

KBr
KBI'O3
KQCI'207
KMHO4
K5S,054
MeHg
MIP-AES
MLC

Mn

MS
NAA
NaBEt,

NaBH4/ KBH4

NaBPhy
NaBPr4
NaCl
NaOH
NOs*

@)

OH*
OSN
PCBs
pH
PhHg
RP HPLC
SFE
SPME
TCD
Uuv

elementarni rtut’
rtutné ionty (anorganicka rtut’)

rtut’naté ionty (anorganicka rtut’)

chlorid rtutnaty

fluorid rtutnaty

oxid rtutnaty

hydroxid rtutnaty

sulfid rtutnaty

kyselina dusi¢na

peroxid vodiku

vysoce u¢inna kapalinova chromatografie

kyselina sirova

atomova emisni spektrometrie s indukovan¢ vazanym plazmatem
hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
opticka emisni spektrometrie s indukéné vdzanym plazmatem
rozdélovaci koeficient oktanol — voda

bromid draselny

bromi¢nan draselny

dichroman draselny

manganistan draselny

peroxodisiran draselny

methylrtut’

atomova emisni spektrometrie s mikroviné indukovanym plazmatem
micelarni kapalinova chromatografie

mangan

hmotnostni spektrometrie

neutronova aktiva¢ni analyza

tetraethylboritan sodny

tetrahydridoboritan sodny/draselny

tetrafenylboritan sodny

tetrapropylboritan sodny

chlorid sodny

hydroxid sodny

dusi¢nanovy radikal

atom kysliku

hydroxylovy radikal

Organizace spojenych narodii

polychlorované bifenyly

kyselost

fenylrtut

vysoceuc¢inna kapalinova chromatografie na reverznich fazich
superkriticka fluidni extrakce

mikroextrakce na tuhé fazi

tepelné vodivostni detektor

ultrafialovy

63



UV/VIS ultrafialova-viditelnd oblast spektra
Xe xenon
Zn zinek
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