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Uvod

Poznatky toxikologl a fyziologii o rlizné mife toxic-
kych ucinkd a o kvalitativné rozdilnych vlivech jednotli-
vych slou€enin tézkych kovi a tedy i rtuti na zivé orga-
nismy vedly k pozadavkiim na analytické rozliSeni riz-
nych forem vazby prvkll ve vzorcich Zivotniho prostiedi
a v biologickych materialech. Cilem predkladané prace je
ovéfit moznost pouziti sekvenéni extrakce podle Stovera'
k oddéleni jednotlivych forem rtuti v kontaminovanych
pudach.

Definice speciac¢ni analyzy

Urceni celkové koncentrace stopového prvku nepo-
skytuje zadné informace o jeho biodostupnosti nebo o jeho
interakcich se sedimenty a pudami. V soucasné dob¢ je
zcela jasné, Ze speciace je nezbytna ke studiu toxicity kovi
pro organismy a k pochopeni transportu stopovych kovi v
zivotnim prostfedi. Termin speciace se zacal v analytické
chemii pouzivat na konci 70. let. VéEtSinou oznacuje po-
stup, jehoz cilem je rozliSeni a stanoveni jednotlivych fo-
rem prvku ve sledovaném materialu. Jednoznacnéjsi je
vyraz ,speciaéni analyza“, kterou Florenc® definuje jako
stanoveni koncentraci jednotlivych fyzikalné chemickych
forem prvku, jejichz soucet tvoii celkovou koncentraci
prvku ve vzorku. Dal$i vyznam slova speciace mize také
znamenat formu, ve které¢ se prvek ve vzorku vyskytuje,
tedy fyzikalné-chemicky stav prvku.

Jednotlivé rozliSované formy sledovaného prvku mo-
hou byt:
rtuzna chemicka individua (ionty v riiznych oxidacnich
stupnich, komplexni slouceniny, organokovové a or-
ganoprvkové slouceniny),
formy prvku definované vazbou na jednotlivé faze
vzorku, subsystémy, skupiny sloucenin — bilkoviny,
polysacharidy,
formy biologické struktury.

Casto se jednotlivé formy odlisuji a definuji na zékla-
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d¢ rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti (rozpus-
tnost, extrahovatelnost riznymi rozpoustédly, afinita
k chemicky modifikovanym fazim, rizna reaktivita téchto
forem se selektivnimi ¢inidly apod.).

Koplik® pouziva v n&kterych piipadech funkéni defi-
nice (podil prvku vyuZitelny rostlinami, podil prvku obsa-
zeného v potravin¢ apod.).

Speciacni analyzu sledovaného prvku je tedy mozno
definovat jako diferenciaci jednotlivych fyzikalné chemic-
kych forem prvku, jejich izolaci, detekci, kvantifikaci,
charakterizaci a ptipadné identifikaci vazebnych partnerd
prvku. Obecnéji mize jit také o urceni fazové, nadmoleku-
larni a molekularni distribuce prvku. Speciacni analyzy
prvku nadm tedy urci, v jaké formé (formach) je prvek ve
vzorku pfitomen.

Metody specia¢ni analyzy

Pomérné cCasto pouzivanym postupem, ktery nam

umozni rozdéleni jednotlivych forem tézkych kovi, je
sekvenéni extrakce podle Tessiera’. Postupna extrakce
analyzovaného vzorku rliznymi extrakénimi ¢inidly ndm
umozni rozli§it pét zdkladnich frakci:
iontové vymeénitelny podil (KNOs3),
podil vazany na uhli¢itany (KHF,),
podil vdzany na oxidy Mn a Fe (EDTA),
podil vazany na organické latky (NasP,0O5. 10 H,0),
zbytkovy podil, vazany v silikdtové matrici, sulfidy
(HNO3).
Tento postup byl mnohokrat modifikovan a byla zis-
kana cenna data o distribuci mnoha prvkd ve vzorcich
zivotniho prostfedi. Extrakce ptd, sedimentl a popilki
riznymi extrakénimi €inidly a nasledné stanoveni piislus-
nych prvkil vhodnymi instrumentalnimi metodami (AAS,
ICP-AES, ICP-MS) umoziuje ur€it rozpustny podil prvku
v pudé a podily vazané na rtzné slozky ptdy nebo sedi-
mentu.

Meéné Casto je pouzivana paralelni extrakce tézkych
kovi jednotlivymi extrakénimi c¢inidly, jak ve své praci
uvadi Calvet’. U tohoto postupu jsou posuzovany koncent-
race vylouzené extrakénimi ¢inidly podobnych vlastnosti
a porovnavany vysledky naslednych extrakei.

Zajimavym provedenim speciacni analyzy je simul-
tanni analyza, kterou publikoval Seema Gupta®. Vysledky
sekvencni speciaéni analyzy podle Stovera' jsou konfron-
tovany s upravenym postupem, ktery extrahuje jednotlivé
frakce vhodnou kombinaci extrakénich cinidel pouziva-
nych soucasné. Vysledky obou metod jsou srovnatelné
a pro mens§i pocet vzorkil je simultnanni extrakce provedi-
telna v prubchu jednoho dne.

Relativné malo publikaci vSak popisuje chovani
a vyluhovani rtuti ze vzorkl zivotniho prostfedi. Slou-
Ceniny rtuti vyskytujici se v pfirodnim prostiedi mohou
byt rozpustné (HgCl,, Hg,S, Hg(SH),) nebo nerozpust-
né (Hg(OH),, HgS) a Hg, jak ve své praci uvadi Halko'.

Speciacni analyza sloucenin rtuti v ptidach, sedimen-
tech a kalech je zalozena predevS§im na sekvencnich ex-
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Tabulka I
Slozeni vzorkt pudy Py, P, , CRM a ztrata zihanim

Vzorek P; Vzorek P, CRM 7003
prvky clugg'l  prvky clugg'l  prvky clrgg]
Hg 4,80 Hg 4,96 Hg 0,096
Y 25,50 Y 23,60 As 16,70
Ni 42,10 As 24,70 Ba 495,00
Ce 46,70 Ni 35,90 Be 2,18
As 49,30 Ce 46,60 Cd 0,32
Rb 72,80 Cu 62,40 Co 11,50
Cr 80,60 Rb 65,10 Cr 79,80
v 80,60 Cr 72,80 Cu 29,10
Cl 180,80 v 76,90 Mn 600,00
Zr 201,00 Pb 100,90 Ni 31,30
Sr 211,00 Zr 166,60 Pb 33,50
Cu 223,60 Sr 197,00 \% 76,20
Pb 224,60 Zn 233,10 Zn 81,00
Zn 934,80 Cl 279,20
ztrata Zihanim 16,74 % ztrata zihanim 17,68 % ztrata Zihanim 8,60 %

trakénich postupech (Padberg®, Wilken’, Sakamoto'?).

Wilken® pouzil k detailngjsi speciaci sloudenin rtuti
v plidach, sedimentech a kalech spojeni plynové nebo ka-
palinové chromatografie s naslednym stanovenim atomo-
vou absorp¢ni spektrometrii. Velmi podrobny piehled jed-
nogliV}'/ch chromatografickych metod a postupti uvadi Hal-
ko".

Sakamoto'” extrahoval z pid organicky vazanou rtut’
chloroformem. Ze zbytku po prvni extrakci vyextrahoval
HgO pomoci H,SO, a k extrakci HgS byl pouZit roztok
NaCl v HNOs (1 mol dm™) v pfitomnosti Cu,Cl,. Extrakty
byly analyzovany metodou atomové absorbcni spektromet-
rie technikou studenych par (AAS-CV).

Bombach'' provedl specia¢ni analyzu rtuti v pidach
aficnim sedimentu pomoci tepelného vyparfovani. Ze
vzorku fi¢niho sedimentu a pudy uvolnili Hg(NO;),,
HgCl,, HgO, HgSO,, HgS a Hg(CH;COO), pti teplotach
do 400 °C, tzn. bez rozkladu organické hmoty. Dosazené
vysledky se shodovaly s certifikovanymi hodnotami refe-
renénich materiald.

Pudy kontaminované rtuti byly charakterizovany veli-
kosti ¢astic, obsahem tézkych kovil v zavislosti na velikos-
ti Castic, sekvencni analyzou, morfologii a chemickym
slozenim. Vysledky ukazuji, Ze jednotlivé sedimenty maji
zcela odlisné slozeni a nemaji ani podobnou distribuci jed-
notlivych kovi. Speciace tedy musi byt provedena individual-
né pro kazdy material, aby bylo mozno predpokladat jeho vliv
na biologickou vyluhovatelnost, jak uvadi ve své praci Ra-
vishankar'?.

Yong"® hodnotil zachyceni tézkych kovi v jednotli-
vych fazich (slozkach) pady v zavislosti na pH pudniho
roztoku, na slozeni pidy a na typu tézkého kovu. Pfi vys-
Sich hodnotach pH pidniho roztoku ptevlada zachyceni

907

kovil srazecim mechanismem, zatimco pfi niz§im pH pad-
niho roztoku je dominantni iontové vyménny mechanis-
mus. Vysledky selektivni extrakéni analyzy zduraziuji
vyznam pudni pufraéni kapacity vzhledem k zachyceni
tézkych kovil. Schopnost pudy vazat vysokd mnoZzstvi
tézkych kovu zavisi pfimo na hodnoté pH pidy a na jeji
pufracni kapacite.

Experimentalni ¢ast
Popis vzorkd a pivodni slozeni pad

K ovéteni sekvenéni speciatni analyzy podle Stovera'
byly vybrany dva vzorky pud ze silné znecisténé oblasti
Ostravského regionu s vysokym obsahem rtuti.

Vzorek pudy P, — hlinity s obsahem malych kamink
a ulomku cihel, intenzivni dehtovity zapach, (ptvodni
obsah rtuti 4,80 pg g ).

Vzorek pidy P, — hlinity s obsahem malych kaminkt
a ulomkd cihel, intenzivni dehtovity zapach (pivodni ob-
sah rtuti 4,96 ug g ™).

Jako srovnavaci materidl byl pouzit vzorek pudy
CRM No. 7003 (obsah rtuti 0,096 pg g™'). Referenéni ma-
terial s vy$$im obsahem rtuti nebyl k dispozici.

Uprava a zpracovani vzorku

Suché vzorky pud (pfiblizné 5 kg vzorku) byly
kvartaci rozdéleny na velikost asi 1 kg, tyto podily byly
dale pomlety na velikost < 0,2 mm. Bylo zjiSténo jak kva-
litativni, tak kvantitativni slozeni pivodnich vzorkld. Vy-
sledky jsou uvedeny v tabulce I. Obsahy nekterych dalsich
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majoritnich prvki ve sledovanych ptdach byly nasledujici:
Si (26-38 %), Fe, Al, Ca 3-5 %), S, K (0,7-1,5 %)
a obsahy P a Mg byly mensi nez 0,5 % (v hm.%).

Chemikalie a ptistroje

K provedeni sekvencnich extrakei byly pouzity nasle-
dujici chemikalie a pfistroje.

Kyselina dusi¢na, HNO;, p.p., kyselina chlorovodi-
kova, HCI, p.a., kyselina sirova, H,SO,, p.a., dusi¢nan
draselny, KNO;, p.a., kyselina ethylendiamintetraoctova,
EDTA, p.a., (ve Lachema, Neratovice, CR.), chlorid va-
penaty, CaCl,, p.a., (PARK, Northampton, UK), certifiko-
vany referencni materidl dusi¢nanu rtutnatého, HgNO;
(1g1™), Merck 64271, Darmstadt, SNR, Bg = 1000 + 2
mg "), certifikovany referenéni material pady No 7003,
obsah rtuti 0,096 pg g™, (Analytica, Praha, CR), destilova-
na voda.

K ovéfteni kalibrace atomového absorpcniho spektro-
metru AMA 254 byly pouzity pracovni standardni roztoky
pfipravené podle manualu k tomuto pristroji postupnym
fedénim ze standardniho referen¢niho materialu  (Hg(NOs),,
koncentrace ¢ = 1,000 g dm™).

Analyza slozeni vzorkl pad byla provedena energio-
v¢ disperznim rentgenové fluorescenénim spektrometrem
(EDS) SPECTRO X-LAB, (Spectro Al, SRN). Pii analyze
byla pouzivana metoda ,,PELLETS®. Vzorky byly mlety
v planetovém achatovém mlynku firmy Fritch na zrnitost
mensi nez 50 um. Pro pfipravu tablety byly 4 g rozemleté-
ho vzorku smichany a zhomogenizovany s 0,9 g mletého
vosku Hoechst Wachs (Merck). Tablety o priméru 32 mm
byly lisovany hydraulickym lisem silou 10 t.

Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Vyluhy byly pfipravovany na rotacni tfepacce Hei-
dolph REAX 20.

Koncentrace rtuti ve vyluzich byly méfeny atomovym
absorpénim spektrometrem AMA 254, Altec, CR. Pfistroj
AMA 254 je jednoucelovy atomovy absorpéni spektrofo-
tometr pro stanoveni rtuti. Je ur€en pro piimé stanoveni
obsahu rtuti v pevnych a kapalnych vzorcich bez jejich
pfedchozi Upravy (mineralizace apod.). AMA 254 vyuziva
techniku generovani par kovové rtuti s naslednym zachy-
cenim a nabohacenim na zlatém amalgamatoru.

Ke stanoveni rtuti bylo davkovano 200 pl kapalného
vzorku nebo pfiblizné 70 pg pevného vzorku ptimo do
davkovaci lodi¢ky. Pro kapalny vzorek byla pouzita doba
suSeni 145 s, doba rozkladu 145 s a doba ¢ekani 45 s, pro
pevny vzorek byla snizena doba suseni na 45 s.

Sekvenéni speciac¢ni extrakce pudy

K 10,00 g vzorku ptidy (< 0,2 mm) bylo pfidano 500
cm® KNO; o koncentraci ¢ = 1,0 mol dm™ a extrahovéno
na rotaéni tfepacce po dobu 16 h. Po odfiltrovani pevného
podilu byla ziskana frakce I (vymeénitelnd). Dalsi frakce II
— (karbonatova) byla ziskana vylouzenim 6,00 g suchého
pevného podilu z predchazejici frakce piidanim 480 cm®
0,5 mol dm™ KHF,. Dali postup byl jako u predchazejici
frakce. Frakce III (organicky vazand) byla ziskana vylou-
zenim 4,00 g suchého pevného podilu z predchazejici frakce
pfidanim 320 cm® 0,1 mol dm™ Na,P,0;. 10 H,O. Frakce
IV (oxidicka) byla ziskana vylouzenim 2,00 g suchého
pevného podilu z predchazejici frakce pridanim 160 cm®
0,1 mol dm™ chelatonu III. Dalsi frakce V — (sulfidicka)
byla ziskana vylouzenim 1,00 g suchého pevného podilu

Koncentrace rtuti v jednotlivych frakcich sekven¢ni extrakce vzorkti P; P, a CRM

Frakce (Extrakéni ¢inidlo)

Obsah rtuti [ug g ']

P; P, CRM
Frakce I <0,05 <0,05 <0,05
(1,0 mol dm™ KNO3)
Frakce I1 <0,05 <0,05 <0,05
(0,5 mol dm™ KHF,)
Frakce II1 0,08 0,08 <0,05
(0,1 mol dm™ Na,P,0;. 10 H,0)
Frakce IV 0,08 0,34 <0,05
(0,1 mol dm™> chelaton IIT)
Frakce V <0,05 <0,05 <0,05
(1,0 mol dm™ HNO;)
Pavodni obsah rtuti 4,80 4,96 0,10
Pridany obsah rtuti 0,00 0,00 0,00
Celkovy obsah rtuti 4,80 4,96 0,10
Koncentrace rtuti zméfena ve vyluzich 0,16 0,42 <0,05
Obsabh rtuti ve zbytkové tuhé fazi 4,64 4,54 0,10
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Tabulka III
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Koncentrace rtuti v jednotlivych frakcich sekvencni extrakce obohacenych vzorkt Py, P, a CRM

Frakce (Extraké¢ni ¢inidlo)

Obsah rtuti [ug g ']

P, P, CRM
Frakce I <0,05 0,06 0,55
(1,0 mol dm™ KNO3)
Frakce I1 <0,05 <0,05 2,24
(0,5 mol dm™ KHF,)
Frakce II1 0,77 0,36 4,00
(0,1 mol dm™ Na,P,0;. 10 H,0)
Frakce IV 54,46 55,39 12,99
(0,1 mol dm™> chelaton IIT)
Frakce V — — 4,05
(1,0 mol dm™ HNO;)
Pavodni obsah rtuti ve vzorku 4,80 4,96 0,10
Pfidany obsah rtuti 80,00 80,00 80,00
Celkovy obsah rtuti 84,80 84,96 80,10
Koncentrace rtuti zméfena ve vyluzich 55,23 55,81 23,83
Obsabh rtuti ve zbytkové tuhé fazi 29,57 29,15 56,27
z predchazejici frakce ptidanim 50 cm® 1,0 mol dm™ Vysledky a diskuse

HNO:s;. V nékterych piipadech nebyla z technickych divo-
di frakce V méfena. Proméfenim vyluhd na atomovém
absorp¢nim spektrometru AMA 254 byla zjiSténa koncent-
race rtuti jednotlivych frakei.

Po 1,0000 g vzorku ptdy bylo obohaceno postupnym
pfidavanim 0,25; 0,50; 2,50; 5,00; 10,00; 25,00; 35,00;
45,00; 75,00 pg rtuti (tj. 0,25-18,75 cm® pracovniho rozto-
ku dusinanu rtutnatého o koncentraci ¢ = 5,0 mg dm™)
a extrahovanim 50 cm® extrakéniho &inidla KNO; o kon-
centraci ¢ = 1,0 mol dm™. Proméfenim vyluhu na atomo-
vém absorpénim spektrometru AMA 254 byla zjiSténa
koncentrace rtuti. Z namétenych vysledkll bylo patrné,
ze koncentrace rtuti ve vyluzich pfipravenych z obohace-
né pudy byla az do pfidavku 35,00 pug rtuti na 1 g pady
mendi nez 0,001 mgdm™. Vys§ich koncentraci rtuti ve
vyluhu bylo dosazeno az po ptidavku 75,00 pg rtuti.
Z tohoto diivodu bylo v dal§im pracovnim postupu pou-
zito ptidavku 80,00 pg rtuti na 1 g pady.

Kalibrace pristroje byla ovéfena proméfenim tady
standardnich roztokd pfipravenych naslednym fedénim
standardniho referen¢niho materialu (Hg(NO;),, koncent-
race ¢=1,00 gdm™). Mez stanoveni je 0,0005 ng Hg.
Slepé pokusy byly provadény vzdy s prislusnym extraké-
nim ¢inidlem. Uvedené vysledky jsou primérnou hodno-
tou ze dvou paralelnich stanoveni, kazdé paralelni stanove-
ni je vysledkem ze dvou méfeni. Sekvencni speciaéni ana-
lyza obohaceného vzorku byla provedena stejnym zpiso-
bem. Ziskané vysledky koncentraci rtuti v jednotlivych
frakcich jsou uvedeny v tabulce II a III.
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Sekvencéni speciac¢ni analyza pud P, P,
a CRM

Pivodni koncentrace rtuti ve vzorcich pud P, a P, je
tém&f shodna (4,80 ugg™', 4,95ugg’). Obsah rtuti
v CRM vzhledem k obsahtim rtuti v pudach je velmi nizky
(0,096 pg g ™). Rozdéleni forem rtuti do jednotlivych frak-
ci bylo u obou vzorkt nasledujici: vymeénitelna (adsorpéni)
= karbonatova = sulfidicka < organickd < oxidicka.

Vzhledem k nizkému obsahu rtuti v CRM jsou jeji
obsahy v jednotlivych frakcich < 0,05 ug g~

Z vyse uvedenych koncentraci jednotlivych forem
rtuti je zfejmé, Ze témet veskera rtut’ zlstala pevné vazana
v matrici pid a CRM (P, — 96,66 %, P, — 91,53 %, CRM —
100 %).

Sekvencéni speciac¢ni analyza
obohacenych pid P, P, a CRM

Celkova koncentrace rtuti ve vzorcich pid Py, P, po
obohaceni dusi¢nanem rtutnatym byla 84,80 pug g’
a 84,95 ugg'. Vobohaceném vzorku CRM byl obsah
rtuti 80,10 pg g™

Z vysledki ziskanych pomoci sekvencni speciacni
analyzy obohacenych pud P, a P, vyplyva nasledujici roz-
déleni do jednotlivych frakci: vyménitelna (adsorbéni) =
karbonatova < organicka < oxidicka. U vzorkd pud P, a P,
nebyla stanovena sulfidickd forma rtuti, protoZe extrakt
nebylo mozno prefiltrovat. Vzhledem k vysokému obsahu
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rtuti v oxidické formé zlstalo v matrici pid vazano pouze
34,87 % (P1) a 34,31 % (P,) rtuti z ptivodniho obsahu.

Rozd€leni rtuti z obohaceného CRM do jednotlivych
frakci bylo nésledujici: vyménitelna (adsorpcni) < karbo-
natova < organicka < oxidicka < sulfidicka. Ptrestoze byl
pfidan rozpustny dusi¢nan rtut'naty, nejvetsi podil rtuti byl
vylouZen v oxidické frakci. V matrici CRM zustalo pevné
vazano 70,25 % rtuti. Pfi obohaceni vzorkli pid a CRM
doslo ke zméné speciace rtuti.

Zaveér

Ukolem predlozené prace bylo piispst k feseni pro-
blematiky tykajici se vyluhovatelnosti rtuti z kontami-
novanych pud. Na dvou vzorcich ptid s vysSimi obsahy
rtuti (4,80 mg g™, 4,95 mgg™") a jednom CRM s nizkym
obsahem rtuti (0,096 mg g™') byla provedena sekvenéni
speciaéni analyza podle Stovera'. Z provedenych experi-
mentld vyplyvd, Ze u vzork pid byl obsah rtuti
v jednotlivych frakcich nésledujici: vymeénitelnd (adsor-
pcni) = karbonatova = sulfidicka < organicka < oxidicka.
Obsahy rtuti v jednotlivych frakcich ziskanych z CRM
byly < 0,05ugg. Piestoze byla kvyluhovani rtuti
z kontaminovanych pid pouzita rizna extrakéni Cinidla,
nejveétsi podil rtuti zdstal pevné véazan v tuhé matrici:
96,66 % (P1), 91,53 % (P,) a 100 % (CRM).

Z vysledki extrakci obohacenych pid vyplynulo na-
sledujici rozdéleni do jednotlivych frakci: vymeénitelna
(adsorb¢ni) = karbonatova < organicka < oxidicka. V mat-
rici pud zastalo 34,87 % (P1) a 34,31 % (P,) rtuti z ptivod-
niho obsahu.

U obohaceného CRM bylo rozdéleni rtuti do jednot-
livych frakei nasledujici: vyménitelna (adsorpcni) < kar-
bonatova < organickd < oxidickd < sulfidickd. V matrici
CRM ztstalo pevné vazano 70,25 % rtuti.

I ptes vysoké koncentrace rtuti v ptivodnich vzorcich
pud nedoslo k vylouzeni vyssich koncentraci jednotlivych
forem rtuti a mizeme ptedpokladat, ze t€mito reakénimi
mechanismy nedochazi ke znecistovani zivotniho prostie-
di. Po obohaceni vzorkil piid rozpustnym dusi¢nanem rtut’-
natym sloucéenin, doslo ke zmén¢ speciace vznikem neroz-
pustnych sloucenin a i podstatna ¢ast ,,pfidané rtuti* ztsta-
la pevné vazana v nerozpustnych slouc¢eninach.
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V. Stefanidesova and T. Trefilova (Institute of Ma-
terials Chemistry, Technical University, Ostrava): The
Leachability of Mercury by Sequential Extraction

From sequential speciation analysis of mercury in
contaminated soils and reference materials, using extrac-
tion with KNO;, KHF, NasP,0;, EDTA and HNO; solu-
tions, follows that almost all Hg remained firmly bonded
to soil and reference matrices. The analysis was then per-
formed with soil samples enriched in Hg(NO;), (80 mg g™").
The Hg distribution in soil samples was: exchangeable
(carbonate) Hg < organic Hg < oxidic Hg; ca 34.5 % of the
original Hg remained in soil matrix. The Hg distribution in
the enriched reference material was: exchangeable
(carbonate) Hg < organic Hg < oxidic Hg < sulfidic Hg.
70.25 % of the original Hg remained in the material.



