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Uvod

Speciacni analyza je definovédna jako stanoveni jed-
notlivych fyzikaln¢ chemickych forem prvku, pfi¢emz
soucet jejich koncentraci tvofi celkovou koncentraci prvku
ve vzorku. Pro rozliSeni jednotlivych forem prvku se vyu-
zivaji rozdily v chemickych i fyzikélnich vlastnostech
téchto forem.

Dfive se ke stanoveni chemickych forem rtuti pouZzi-
valo selektivni jednostupiiové extrakce, selektivni redukce
chemickych forem rtuti roztokem NaBH,4 o rizné koncent-
racil, nebo dvoustupnové redukce roztoky SnCl, a NaBH,4
(cit.?) ve spojeni s atomovou absorpéni (CV-AAS) nebo
atomovou fluorescenéni spektrometrii (CV-AFS).

V soucasné dobé se prvkova speciacni analyza prova-
di pfevazné kombinovanymi (tandemovymi) technikami,
které spojuji separa¢ni metody (plynovou chromatografii —
GC, vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii — HPLC
a kapilarni zonovou elektroforézu — CZE) se selektivni
detekei prvkd, v nékterych ptipadech i isotopt. Tyto tech-
niky tak umoznuji selektivné a vétSinou i velmi citlivé
stanovit vSechny pritomné fyzikalné chemické formy prv-
ku (specie)’. Nejéast&ji se k rozdéleni chemickych forem
rtuti pouziva plynové nebo kapalinové chromatografie,
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pri¢emz prozatim nedocenény zdstavaji moznosti separace
elektromigra¢nimi technikami (kapilarni zéonovou elektro-
forézou — CZE). Podrobny piehled vlastnosti, vyskytu
a biotransformaci jednotlivych forem rtuti ve vodném eko-
systému, jakoz i piehled metod jejich stanoveni je uveden
v prehledné praci’.

V této praci byly optimalizovany a validovany meto-
dy stanoveni methylrtuti (methylhydrargyrium-chloridu —
MeHgCl), ethylrtuti (ethylhydrargyrium-chloridu
EtHgCl) a fenylrtuti (fenylhydrargyrium-chloridu —
PhHgCl) vedle anorganickych forem rtuti (Hg*") kapalino-
vou chromatografii s detekci atomovou fluorescenéni
spektrometrii technikou generace studenych par (HPLC/
CV-AFS). Vysledky byly porovnany s vysledky stanoveni
methylhydrargyrium-chloridu a anorganickych forem rtuti
(Hg™") plynovou chromatografii s detektorem se zachytem
elektrond (GC/ECD) i s obsahy celkové rtuti (T-Hg)
a MeHgCl v certifikovanych referencnich materidlech
(CRM) i ve vzorcich ryb.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Ptistroje

Pro stanoveni chemickych forem rtuti byl pouZit ka-
palinovy chromatograf LC-200 (tzv. bioverze, Perkin El-
mer, Norwalk, USA) vybaveny vysokotlakou pumpou
Series 200 LC, autosamplerem Series 200 a atomovym
fluorescenénim detektorem PSA Millenium Merlin
(PS Analytical Ltd., Orpington, UK). Chromatograficky
systém byl kontrolovan chromatografickym softwarem
TurboChrom pfes 600 Series a 900 Series propojeni (PE
Nelson, Norwalk, USA). Isokratickd eluce chemickych
forem rtuti byla provaddéna na chromatografické koloné
s reverzni fazi Hypersil BDS C18 (2 x 125 mm, velikost
Castic 3 um, Hewlett Packard, Palo Alto, USA) pfi prito-
kové rychlosti mobilni faze 0,15 ml min™". Mobilni fize
obsahovala acetatovy pufr (pH 5), 0,05 % 2-sulfanyl-
ethanol a 7 % methanol s jeho skokovou zménou na 100 %
MeOH v 15. minuté separace. Pfed zacatkem a na konci
méfeni byl chromatograficky systém promyt methanolem
po dobu 10 min. Automatickym dévkovacem bylo do toku
mobilni faze davkovano 100 pl vzorku. Automaticky dav-
kovac byl pfed kazdym dal§im davkovanim vzorku auto-
maticky promyt smési H,O a methanolu (1:1 v/v).

Eluent z chromatografické kolony pfechazel po smi-
seni s oxida¢nim ¢inidlem (0,2 mol 1! KBr + 0,04 mol 1"
KBrO; v 5% HCI) pies UV reaktor (teflonova kapilarni
trubicka 0,5 mm x 10 m, vykon UV lampy 12 W, vlnova
délka 253,6 nm), ktery zajiStoval pfevedeni vSech chemic-
kych forem rtuti fotooxidaci na Hg®'. Piebyte¢ny Br, byl
nasledn€ odstraiiovan vodnym roztokem hydroxylamin-
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Obr. 1. Schématické usporadani HPLC/CV-AFS systému pro
stanoveni chemickych forem rtuti

hydrochloridu (0,004%). Rtutnaté ionty byly dale reduko-
vany 2% roztokem SnCl, v 10% HCI na elementarni rtut’.
Z roztoku byla elementarni rtut’ uvolnéna proudem argonu
(0,251 min™") a oddélena v separatoru fazi g/l. Smés byla
vysuiena v membranové jednotce PermaPure® a detegova-
na CV-AFS v kiemenné cele pfi vinové délce 253,6 nm.
Vysledna data byla zpracovana chromatografickym soft-
warem Clarity (verze 2.1, Data Apex, Praha, CR). Sché-
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(vSe Altec s.r.o., Praha). Homogenizované tuhé vzorky
(20-100 mg, + 0,1 mg) byly navazovany do pred¢iSténych
vypalenych niklovych lodic¢ek, vysuseny pii 120 °C (90 s)
a spaleny pii 550 °C (180 s) v proudu kysliku (200 ml min™").
Pary rtuti byly po fokusaci v amalgamatoru uvolnény te-
pelnym pulzem a transportovany do méficich cel pfistroje
AMA 254 (pomér 15:1). Absorpce Hg byla métena pii
253,6 nm (doba méfeni 60 s).

Pouzité chemikalie

Ethylrtut’  (ethylhydrargyrium-chlorid — EtHgCl,
C,HsHgCl, Supelco, Némecko), methylrtut’ (methyl-
hydrargyrium-chlorid — MeHgCl, CH;HgCl) a fenylrtut’
(fenylhydrargyrium-chlorid — PhHgCl — C¢HsHgCl)
a 2-sulfanylethanol (vSe Sigma-Aldrich Chem. Comp.,
USA), octova kyselina, octan amonny, SnCl,, KBr,
KBrO;, NaCl, K,Cr,0;, HCl, HNOs, L-cystein, tetrabutyl-
amonium-chlorid, tetraecthylamonium-bromid, thiomocovi-
na, kyselina sulfosalicylova (vse Pliva-Lachema, Brno,
CR) byly &istoty p.a. Methanol (&istoty pro HPLC) byl od
firmy Merck (Darmstadt, Némecko).

Pro validaci byly pouzity standardni referencni mate-

rial DORM-2 (dogfish, Institut pro mezinarodni standardy,
Kanada) s deklarovanymi obsahy celkové rtuti (T-Hg)
4,64+0,26 mg kg ', MeHgCl (jako Hg) = 4,47+0,32 mg kg '
a standardni referen¢ni material CRM 580 (sediment, do-
davatel 2-Theta ASE, Cesky T&sin, CR) s deklarovanymi
obsahy celkové rtuti (T-Hg) 132+3 mg kg™' a MeHgCl

matické usporadani HPLC/CV-AFS systému pro stanoveni
chemickych forem rtuti je zndzornéno na obr. 1.

Pro stanoveni celkového obsahu rtuti (T-Hg) byl pou-
zit jednoucelovy atomovy absorpcéni spektrofotometr
AMA 254 s automatickym davkovacem tuhych vzorkd
ASS 254. Celé zafizeni bylo fizeno WinAMA softwarem

Tabulka I

Optimalizované experimentalni podminky HPLC, CV-AFS, CV-AAS a mikrovinné extrakce

HPLC

Kolona Hypersil BDS C18, 2 x 125 mm, 3 pm (Hewlett Packard,

Palo Alto, USA)

7% (v/v) CH30H, 0,05% (v/v) 2-sulfanylethanol v acetato-
vém pufru pH 5, 100% MeOH od 15. minuty separace

Mobilni faze

0,15 ml min™"
100 pl

Pritokova rychlost

Injektovany objem

Atomova fluorescenc¢ni spektrometrie s generaci studenych par (CV-AFS)
0,2 mol I"' KBr + 0,04 mol I"' KBrO; v 5% HCI + 0,004%
hydroxylamin-hydrochlorid, pritokové rychlost 2,5 ml min™

2% SnCl, v 10% HCI, prittokova rychlost 2,5 ml min™'

Oxidacni ¢inidlo

Reduk¢ni ¢inidlo

Mikrovlnna extrakce

Doba extrakce 10 min
Teplota 55°C
Vykon 400 W

Extrakéni ¢inidlo 10 ml roztoku 6 mol I"! HCI + 0,1 mol I"' NaCl

Atomovia absorp¢ni spektrometrie s generaci studenych par (AMA 254)

Suseni 90 s pti 120 °C
Rozklad 180 s pti 550 °C
Vinova délka 253,6 nm

496



Chem. Listy 101, 495-503 (2007)

(jako CH;Hg") = 75,5+3,7 pg kg ™.

Pro kalibraci byl pouZit zékladni standard o koncent-
raci 1,000£0,002 g 1" Hg v 2% HNO; (Cesky metrologic-
ky institut, Praha, CR). Kalibraéni roztoky pro stanoveni
celkové rtuti (T-Hg) byly pfipraveny v 0,1% K,Cr,0;
a0,6% HNOs. Standardni roztok Hg”" (¢ = 1 mg1™") pro
speciacni analyzu byl pfipraven v 2% HCI. Standardni
roztoky MeHgCl, PhHgCl a EtHgCl (¢ = 1 mg1™") byly
pripraveny v methanolu. VSechny pracovni roztoky byly
pfipraveny fedénim zasobnich roztokil deionizovanou vo-
dou (Milli-Q RG, Millipore, Bedford, USA).

Pracovni postupy

Zpracovani vzorkii

Odebrané vzorky ryb z lokality Skalka u Chebu* byly
zmrazeny na —18 °C a nasledné lyofilizovany pfi teploté —
52 °C po dobu 48 h v lyofilizatoru Christ Alfa (B. Braun
Biotech International, Svycarsko). Homogenizace vzork
probihala po dobu 30 s pii 10 000 otackach/min v mlynku
Grindomix GM 200 (Retch GmbH & Co. KG, Némecko).

Extrakce

Pro extrakci chemickych forem rtuti z biologickych
materiald byla pouzivana ultrazvukova lazen K5
(Kraintex, SR) nebo desetimistny vysokotlaky mikrovinny
extraktor Ethos SEL (Milestone, Italie). Kazda extrakéni
sada obsahovala 1 referencni material, 1 slepy pokus a 8
vzorkl. Navazka vzorku (200-1000 mg, + 0,1 mg) byla
zvolena podle celkového obsahu rtuti ve vzorku soubézné
stanoveného na pfistroji AMA 254. Byla optimalizovana
doba extrakce, teplota a objem extrak¢éniho Cinidla. Teplo-
ta byla kontrolovdna termoclankem umisténém v prvni
reakéni nadobé. Po extrakci byly vzorky zfiltrovany ptes
filtra¢ni papir (No. 389, primér 12,5 cm). Supernatant byl
fedén acetatovym pufrem na objem 25 nebo 50 ml podle
obsahu rtuti ve vzorku. Optimalizované experimentélni
podminky jsou shrnuty v tabulce I.

Zpracovani vysledkii

Kalibracni grafy a naméfené chromatogramy byly vy-
hodnoceny pomoci chromatografického softwaru Clarity
(verze 2.1, Data Apex, Praha, CR). Rozligeni separovanych
chemickych forem rtuti (Rs) a kapacitni faktory (k) byly
vypocitany na zaklad¢ vztahl Rs = 2(tgy — tri)/(W1 — Wo)
a k = (tr — ty)/ty, kde ty je mrtvy retencni Cas v min, fyje
retencni ¢as v min a w je Sitka piku pfi zdkladn€ v minu-
tach pro obé komponenty. Dale byla data zpracovana po-
moci programu Microsoft Excel.

Spravnost vysledkd, tj. statistickd vyznamnost rozdilu
priméru od skutecné hodnoty, byla testovana za pouziti
smérodatné odchylky praméru Studentovym testem t
(cit.”). Shodnost vysledkii ziskanych dvéma riiznymi ana-
Iytickymi metodami, tj. statistickd vyznamnost rozdilu
stfednich hodnot (u,—,), byla rovnéz testovana Studento-
vym testem t. Test shody stfednich hodnot byl provadén
s testovacim kritériem T, i T,. Byla testovana hypotéza H,
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(1 = w,) proti alternativni hypotéze Ha (u. # p,). Pii plat-
nosti hypotézy Hy m4 tato statistika Studentovo rozdéleni s v
=1, + n, — 2 stupni volnosti. Plati-li, Zze hodnota testovaciho
kritéria Ty) > ti_an(v), je hypotéza Hy o shodé¢ stfednich
hodnot na hladiné vyznamnosti p zamitnuta. Testovaci
kritérium T, neni robustni vi¢i heteroskedasticité, tj. pti-
padu, kdy data jsou ve vybérech méfena s riznou piesnos-
ti. V této situaci je spravnéjsi vyuZit testovaciho kritéria
T,, které je vaci heteroskedasticité robustnéjsi. V pripadé
stejnych rozsahd obou vybérli n; = n, > 8, lze pouzit testo-
vaci kritérium T, i kdyz hodnoty rozptyld nejsou shodné’.

-y
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Mez detekce (LOD) je definovana jako nejmensi kon-
centrace nebo mnozstvi analytu ve vzorku, které vyvolaji
signal rovny trojnasobku smérodatné odchylky signalu
pozadi (slepého pokusu, tzv. 3.S/N kriterium).

Vysledky a diskuse

Izolace chemickych forem rtuti
z biologickych materialu

Optimalizace extrak¢éniho postupu se skladala z volby
vhodného extrakéniho ¢inidla a podminek extrakce
(teplota, doba extrakce, mnozstvi extrakéniho cinidla).
Nejvhodnéjsi extrakéni Cinidlo bylo vybrdno na zakladé
extrakénich vytézki, reprodukovatelnosti extrakce a mini-
malni vzajemné transformace jednotlivych chemickych
forem rtuti. Extrakéni vytézky byly vypocitany jako pro-
centualni rozdil mezi celkovym obsahem rtuti v tuhém
vzorku a ve vzorku po extrakci. Méteni bylo provadéno na
pfistroji AMA 254.

Ultrazvukova i mikrovinna extrakce chemickych fo-
rem rtuti byla provadéna v pfitomnosti fady extrakcnich
¢inidel (kyselina thiooctova — TAA, octova, citronova,
chlorovodikova, L-cystein, 2-sulfanylethanol, HCl + NaCl
atd.). Extrak¢ni Gcinnosti jednotlivych extrakénich Cinidel
byly testovany standardnim referenénim materidlem
DORM=2. Vliv jednotlivych extrak¢nich cCinidel na ex-
trakéni vytézKy je zndzornén v obr. 2.

Nejvyssi extrakéni vytézky byly ziskany pii pouziti
smésnych extrakénich ¢inidel na bazi kyseliny chlorovodi-
kové — 6 mol I"' HCI + 1 mol I"' NaCl nebo 5,8% HCI +
5% thiooctova kyselina. Pfitomnost kyseliny chlorovodi-
kové v extrakénim Cinidle vyrazné zlepSuje extrakéni vy-
tézky chemickych forem rtuti. Zfedéna kyselina chlorovo-
dikova pfitomnd v extrakénim cCinidle umoziiuje rychlé
a dokonalé rozbiti vazeb chemickych forem rtuti s proteiny
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Obr. 2. Vliv jednotlivych extrakénich cinidel na extrakéni
vytéZKy R; 1 —0,05% cystein + 0,05% 2-sulfanylethanol — ultra-
zvuk, 2 — 5% kyselina citronova — ultrazvuk, 3 — 15% kyselina
octova — ultrazvuk, 4 — 5% kyselina thiooctova — ultrazvuk, 5 —
15% HCI — ultrazvuk, 6 — 15% HCI — mikrovlny, 7 — 15% HCI +
1,5% cystein — ultrazvuk, 8 — 15% HCI + 1,5% cystein — mikro-
viny, 9 — 15% kyselina thiooctova + 5,8% HCI — ultrazvuk, 10 —
5% kyselina thiooctova + 5,8% HCIl — mikrovlny, 11 — 6M HCI +
IM NaCl — ultrazvuk, 12 — 6M HCl + 1M NaCl — mikroviny

a zaroven pii nizkych extrakénich teplotach nezpiisobuje
zadné transformace chemickych forem rtuti. Kyselina thio-
octovd negativné ovliviiuje analyticky signal atomové
fluorescenéniho (AFS) detektoru zdvojenim piku®. Jako
nejvhodngjsi extrakéni ¢inidlo byla zvolena smés 6 mol 1™
HCl a 0,1 mol I NaCl. Smés obsahujici 6 molI”' HCI
a 1 mol I"' NaCl sice poskytovala asi 0 2 % vy$si extrakéni
vytézky, ale pro ddvkovani do chromatografického systé-
mu byl preferovan mensi obsah chlorida.

Stabilita chemickych forem rtuti v tomto extrakénim
Cinidle byla ovéfena analyzou referencnich materiald
DORM-2 a CRM 580. Pfi ultrazvukové i mikrovinné ex-
trakci referencnich materialtt nedochazelo k zddnym trans-
formacim chemickych forem rtuti.

Pti ultrazvukové 1 mikrovinné extrakci byl optimali-
zovan extrakeni Cas, teplota a mnozstvi extrakéniho Cini-
dla. Na zaklad¢ vysledka (obr. 3a) byl stanoven optimalni
extrakéni Cas pro mikrovlnnou extrakci biologického ma-
terialu na 10 min a pro extrakci v ultrazvukové lazni na
45 min. Pfi extrakci sedimentt byl optimalni extrakéni Cas
zkracen pii mikrovinné extrakci na 7 min a pii extrakci
v ultrazvukové 1azni na 30 min. Zkraceni extrakéniho ¢asu
u sedimentii je zptuisobeno slabs§imi vazbami chemickych
forem rtuti v sedimentech. Extrakéni teplota v rozmezi 40
az 100 °C neméla vyznamny vliv na extrakéni vytézky
chemickych forem rtuti (obr. 3b). Stejny efekt byl zazna-
menan i Vazquezem'.

Laboratorni pfistroje a postupy

Vzhledem ke konstrukci vysokotlakého mikrovinného
extraktoru Ethos SEL nebylo moZné extrakci provadét
s mén¢ nez 10 ml extrakéniho Cinidla. VEtsi objem ex-
trak¢niho cinidla neovliviioval extrakéni vytézky rtuti,
proto bylo pouZzivano toto minimalni mnozstvi i v dalSich
experimentech. Relativni smérodatnd odchylka (RSD)
mikrovinné extrakce byla 3,3 %, RSD extrakce
v ultrazvuku byla 7,5 %. Extrakéni vytézky mikrovlnné
extrakce byly nejméné o 10 % vyssi nez vytézky extrakce
provadéné v ultrazvukové lazni.

Mezi hlavni vyhody mikrovinné extrakce extrakénim
ginidlem na bézi kyseliny chlorovodikové (6 mol I HCI +
0,1 mol 1" NaCl) patti kratky extrakéni as, moZnost si-
multanni extrakce az 10 vzorkl, extrakce bez pouziti orga-
nického rozpoustédla, stabilita extraktu v tmavé hnédych
sklenénych lahvich v ledni¢ce nejméné 30 dnl a ptede-
vSim vysSi pfesnost a spravnost stanoveni v porovnani
s extrakci v ultrazvukové 1azni.
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Obr. 3. Vliv doby extrakce (a) (T = 60 °C), ® extrakce v ultra-
zvuku — biologicky material, ® mikrovlnna extrakce — biologic-
ky material, A extrakce v ultrazvuku — sediment, x mikrovinna
extrakce; a extrakéni teploty (b) (fuikrovin = 10 min, Zyjazy =
45 min) na extrak¢ni vytéZek R rtuti pii mikrovinné extrakci
i extrakci v ultrazvukové lazni, @ extrakce v ultrazvuku,
B mikrovlnna extrakce (6 mol 1" HCI + 0,1 mol 1" NaCl
(10 ml), DORM-2, CRM 580)
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Stabilita vzorktu a extraktu

Odebrané vzorky ryb byly ihned po odbéru zmrazeny
(=18 °C). Vzorky byly uchovavany zatavené v poly-
ethylenové folii a hermeticky uzaviené v plastikové pie-
pravce. Behem sledované doby (6 mésicii) nedochéazelo
u testovanych biologickych materiald (svalovina, jatra,
zabry, ledviny, klize, stfeva) ke ztrat¢ rtuti ani k transfor-
maci jejich jednotlivych chemickych forem.

Transformace chemickych forem rtuti (methylace
Hg*") byla pozorovéana ve vzorcich sedimentil. Dlouhodo-
bym skladovanim vzorka sedimentti dochazelo k mirnému
vzrustu obsahu MeHgCl, pficemz celkovy obsah rtuti zi-
staval ve vzorku zachovén. Stabilita odebiranych sedimen-
tt byla prodluzovana lyofilizaci vzorku a naslednym ucho-
vavanim pii —18 °C (obr. 4a). Stabilita referencniho mate-
rialu je zajiStovana ozafenim sedimentu y-zafenim.

Stabilita extraktt byla sledovana v rozmezi 2 mésicu.
Piefiltrovany extrakt (6 mol 1™ HCI + 0,1 mol 1™ NaCl)
referencniho materidlu DORM-2 i CRM 580 ziedény na
koncentraci 46,4 pg 1™ Hg byl uchovavan ve sklendnych
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Obr. 4. Stabilita sedimentii (a) (celkovy obsah (T-Hg) = 89 pg kg™,
MeHgCl = 10 pg kg'); ® T-Hg bez lyofilizace, m T-Hg
s lyofilizaci, A MeHgCl bez lyofilizace, x MeHgCl s lyofilizaci;
a extrakti (b), ® DORM-2 (T-Hg), ™ DORM-2 (MeHgCl),
A CRM 580 (T-Hg), x CRM 580 (MeHgCl)
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vialkach z hnédého skla v ledni¢ce. Extrakty referencnich
materiali DORM-2 i CRM 580 byly stabilni po dobu
30 dnt. Béhem této doby nebyly pozorovany zadné kvanti-
tativni ani transformaéni zmény stanovovanych chemic-
kych forem rtuti. Stabilita chemickych forem rtuti byla
prodluzovéana extrakénim cinidlem (HCI + NaCl), které
zajistovalo vznik komplexit HgCl,>~ a RHgCl, . Dostate¢-
néa kyselost extraktu a jeho vhodné skladovéani snizovaly
riziko adsorpce nebo degradace chemickych forem rtuti na
minimum. Po 30 dnech se postupné snizovala koncentrace
jak celkové rtuti, tak i MeHgCl (obr. 4b). Byla také sledo-
vana stabilita difenylrtuti (Ph,Hg). Ph,Hg se v kyselém
prostiedi ihned rozkladala na PhHgCI. Pro stanoveni R,Hg
by bylo zapotfebi provadét alkalickou hydrolyzu vzorku.
Vzhledem k tomu, Ze slou¢eniny R,Hg se ve studovanych
matricich i vét§in€ biologickych materidli nevyskytuji,
nebyla tato varianta dale ovéfovana.

Separace chemickych forem rtuti HPLC

Chromatograficka separace chemickych forem rtuti
(MeHgCl, Hg**, EtHgCl, PhHgCl) byla provadéna na
chromatografické koloné¢ Hypersil BDS C18 s reverzni
fazi. Pti optimalizaci separac¢nich podminek bylo sledova-
no slozeni mobilni faze (vliv riznych modifikatora, pH),
pritokova rychlost mobilni faze a teplota separace. Detek-
ce separovanych chemickych forem rtuti byla provadéna
atomovou fluorescencni spektrometrii metodou generovani
studenych par rtuti (CV-AFS). Optimalizace experimental-
niéch podminek detekéni metody je uvedena v drivejsi pra-
ci’.

Jako mobilni faze byla pouzita smés methanolu
a modifikatort (L-cystein, 2-sulfanylethanol, thiomocovi-
na, kyselina sulfosalicylova, diethyldithiokarbamat sodny
— DDTC) v acetatovém pufru (pH 5). Modifikatory vytva-
teji stabilni komplexy se slou¢eninami rtuti a pomahaji tak
pfekonat vyznamné rozdily v chemickych i fyzikdlnich
vlastnostech jednotlivych chemickych forem rtuti a tim
umoziuji  stanovit diametrdln€ odliSné slouceniny
v jednom separa¢nim stupni. Vliv jednotlivych modifika-
tortl na chromatografickou separaci Hg”" a MeHgCl je
znazornén v tabulce II. Dale byla také testovana separace
chemickych forem rtuti v pfitomnosti tetrabutylamonium-
chloridu nebo tetracthylamonium-bromidu v kombinaci
s NaCl.

V pfitomnosti L-cysteinu a thiomocoviny se nezadr-
7ovala vdaném chromatografickém systému Hg®* ani
MeHgCl. Velmi silna retence chemickych forem rtuti byla
zaznamenana, pokud mobilni faze obsahovala jako modifi-
kator diethyldithiokarbamat sodny nebo kyselinu sulfosa-
licylovou. Separace chemickych forem rtuti v pfitomnosti
tetrabutylamonium-chloridu  nebo tetracthylamonium-
bromidu v kombinaci s NaCl byla vyrazné¢ omezovana
nizkou citlivosti stanoveni (pétkrat niz$i nez v ptitomnosti
modifikatorti obsahujicich siru).

Pro chromatografickou separaci chemickych forem
rtuti byl jako nejvhodnéjsi modifikator zvolen 2-sul-
fanylethanol. Vzristajici koncentrace 2-sulfanylethanolu
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Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Vliv modifikatorti na chromatografickou separaci Hg*" a MeHgCl

Modifikator Retencni Casy #x [min]  RozliSeni Mobilni faze
Rs

L-Cystein MeHgCl 6,1 0,0 7% MeOH + 0,05% L-cystein v acetdtovém pufru
Hg** 5,7

2-Sulfanylethanol MeHgCl 13,6 1,1 7% MeOH + 0,05% 2-sulfanylethanol
Hg* 17,0 v acetatovém pufru

Thiomocovina MeHgCl 7.0 0,0 7% MeOH + 0,05% thiomocovina v acetdtovém
Hg* 7,6 pufru

Diethyldithiokarbamat sodny MeHgCl 7,3 0,8 80% MeOH + 0,05% diethyldithiokarbamat
Hg* 15,0 sodny v acetatovém pufru

Sulfosalicylova kyselina MeHgCl 7,3 1,1 80% MeOH + 0,05%
Hg™* 24,0 sulfosalicylova kyselina v acetdtovém pufru

ovlivitovala citlivost stanoveni MeHgCl i Hg?*, ale neméla
vliv na stanoveni EtHgCl ani PhHgCIl. Citlivost stanoveni
MeHgCl vzrostla &tyfikrat a Hg** jeden a pulkrat
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0
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0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
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1,00 \\\

0,50+

0,00
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0,05 0,10 0,15 0,20

c, %
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Obr. 5. Zavislost analytického signalu (plochy piku) na kon-
centraci 2-sulfanylethanolu (a) a vliv koncentrace 2-sulfanyl-
ethanolu [%] na rozliSeni MeHgCl a Hg™*(b), ¢ anorg. Hg,
® MeHgCl (c = 10 pg I' (MeHgCl, Hg*"), pritok 0,15 ml min™,
m.f. 7% methanol + 2-sulfanylethanol v acetdtovém pufru)
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v prostiedi 0,05% 2-sulfanylethanolu v porovnani s 0,01%
2-sulfanylethanolem (obr. 5a). Vzristajici koncentrace
2-sulfanylethanolu zplsobovala také pokles rozliSeni (R;)
MeHgCl a Hg™" (obr. 5b). Pro chromatografickou separaci
byla zvolena mobilni faze obsahujici 0,05% 2-sulfanyl-
ethanol.

Koncentrace methanolu v mobilni fazi byla ménéna
v rozmezi 5-45 %. Nejlepsi G¢innosti separace MeHgCl
a Hg”" bylo dosaZeno, pokud mobilni faze obsahovala 5 az
7 % MeOH (obr. 6). Vzhledem k siln€ nepolarnimu cha-
rakteru maji EtHgCl a PhHgCl v daném chromatografic-
kém systému velmi dlouhé retencni casy (del$i nez
60 min). Stanoveni EtHgCIl a PhHgCl v rozumném retenc-
nim case je umoznéno skokovym vzriistem koncentrace
methanolu v mobilni fazi na 100 % od 15. minuty separa-
ce. Acidita mobilni faze (pH nastaveno kyselinou octovou
a octanem amonnym) neméla v rozmezi pH od 2,8 do 5,9
vliv na G¢innost separace chemickych forem rtuti.

Zmeéna pratokové rychlosti mobilni faze ovliviiovala
rozliseni (Ry) MeHgCl a Hg*". S rostouci priitokovou rych-
losti klesalo rozliSeni téchto dvou chemickych forem rtuti;
pii pritokové rychlosti 0,25 ml min™' jiz bylo nizsi nez
1,0. Rozliseni dvojic Hg*'— EtHgCl a EtHgCl — PhHgCl

40 50
c, %

10 20 30
Obr. 6. Zavislost kapacitniho faktoru MeHgCI a Hg** (30 pg I'")
na obsahu methanolu [%] v mobilni fazi (methanol + 0,05 %
2-sulfanylethanol v acetatovém pufru, priitok 0,15 ml min™")
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Obr. 7. Vliv prutokové rychlosti mobilni faze (a) a jeji teploty
(b) na rozli¥eni MeHgCl a Hg”" (30 ug I"' Hg, 7 % methanol +
0,05 % 2-sulfanylethanol v acetatovém pufru)

nebylo zménou prutokové rychlosti mobilni faze vyznam-
né&ji ovliviiovano. Pro vlastni chromatografickou separaci
byla zvolena pritokova rychlost 0,15 ml min™" (obr. 7a)
Vzristajici teplota separace ovliviiovala rozliSeni (Ry)
MeHgCl a Hg”. S rostouci teplotou dochazelo
k nevyraznému poklesu rozliSeni téchto dvou chemickych
forem rtuti (obr. 7b).

HPLC/CV-AFS systém byl pravidelné kalibrovan
standardnimi roztoky obsahujicimi 1, 5, 10, 15,30 a 60 pug I™*
jednotlivych chemickych forem rtuti. Kalibracni roztoky
byly pfipravovany denn& v prostiedi 1,2 mol 1™ HCI,
0,02 mol "' NaCl a acetitového pufru (pH 5). Kalibraéni
kiivky byly ve sledovaném koncentra¢nim rozsahu pro
vSechny stanovované chemické formy rtuti linearni (r >
0,9998). Vzorové chromatogramy standardii vSech ctyf
separovanych chemickych forem rtuti a referencniho ma-
teriallu DORM-2 jsou uvedeny na obr. 8a,b. Reten¢ni Casy
separovanych chemickych forem rtuti byly 13,6 min pro
MeHgCl, 17,0 min pro Hg*’, 32,1 min pro EtHgCl
a 40,7 min pro PhHgCl. Mrtvy reten¢ni ¢as byl 5 min.

Spravnost stanoveni MeHgCl byla kontrolovana ana-
Iyzou standardniho referenéniho materialu svaloviny mac-
ky skvrnit¢ DORM-2 s obsahem MeHgCl (jako Hg) =
4,47+0,32 mg kg™' a analyzou standardniho referenéniho
materialu sedimentu CRM 580 s obsahem MeHgCl (jako
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CH;Hg" 75,5437 ug kg™ V referenénim materialu
DORM-2 bylo stanoveno 4,38+0,16 mgkg' MeHgCl
(jako Hg) a v referen¢nim materialu CRM 580 bylo stano-
veno 75,1+1,9 pg kg™' MeHgCl (jako CH;Hg"). Na zakla-
de¢ testu spravnosti s pouzitim vysoce spolehlivého refe-
ren¢niho materilu bylo zjiSténo, Ze stanovend hodnota je
shodna s hodnotou certifikovanou a metoda tedy poskytuje
spravné vysledky (DORM-2: ¢ = 1,39; #.i = 2,26, CRM
580: t = 0,49; tir = 2,26). Spravnost stanoveni ostatnich
chemickych forem rtuti nemohla byt urcena z diivodu ne-
dostupnosti referenc¢nich materiald.

Meze detekce (pfi navazce 1000 mg = 0,1 mg a dese-
tinasobném ftedéni, 3.S/N kritérium) a RSD uvedené
v zavorkach (pfi 5 pg 1", n = 10) pro jednotlivé chemické
formy rtuti dosahovaly 0,20 ug kg™ (3,0 %) pro MeHgCl,
0,07 pg kg™ (5,3 %) pro Hg*", 0,06 ugkg™" (3,4 %) pro
PhHgCl a 0,12 pg kg™' (4,4 %) pro EtHgCl.

a
PhHgCl

140 anorg. Hg tr = 40,7 min
mV tr=17,0 min

100

MeHgCl EtHgCl
tr=13,6 min tr = 32,1 min
60
0 10 20 30 40
t, min
b
MeHgCl

170

mV
anorg. Hg

155

140

125 il

4 8 12 16 20 24 28
t, min

Obr. 8. Chromatogram standardi — MeHgCl, Hg**, EtHgCl,
PhHgCl (a) a referenéniho materiadlu DORM-2 (b) (30 pg 1™
v prostiedi 1,2 mol I"' HCI, 0,02 mol 1! NaCl a acetatového puf-
ru) pfi stanoveni HPLC-CV-AFS
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Porovnani HPLC-CV-AFS a GC-ECD
pfi stanoveni MeHgCl

K porovnani HPLC-CV-AFS s GC-ECD (cit.*) byly
vybrany vzorky rybi svaloviny (tabulka III). Stanoveni
chemickych forem rtuti HPLC/CV-AFS bylo provadéno
pfi optimalizovanych parametrech stanoveni zaznamena-
nych v tabulce I. Obsah celkové rtuti (T-Hg) byl stanoven
jako soucet vSech chemickych forem rtuti a ovéfen analy-
zou na AMA 254. Kazdy vzorek byl méten Ctytikrat.

Test shody stfednich hodnot byl provadén
s testovacim kritériem T; i T,. Na zaklad¢ testovani hypo-
tézy o rozdilu mezi sttednimi hodnotami dvou souborti dat
bylo zjisténo, Ze ob¢ testované metody poskytuji shodné
vysledky pfi stanoveni celkové rtuti i MeHgCl.

Prestoze ob&é metody poskytovaly shodné vysledky,
jako vyhodnéjsi se jevilo stanoveni chemickych forem rtuti
HPLC/CV-AFS, ktera poskytovala vétsi presnost stanove-
ni (GC-ECD: 10 %, HPLC/CV-AFS: 6 %), lepsi mez de-
tekce (GC-ECD: 10 ug kg™, HPLC/CV-AFS: 0,2 ug kg™")
a mnohem vétsi selektivitu stanoveni chemickych forem
rtuti.

Analyza redlnych vzorku

Navrzend a optimalizovana metoda stanoveni byla
pouzita pro analyzu jednotlivych forem rtuti (MeHgCl,
Hg®', EtHgCl, PhHgCl) ve svalovind ryb odlovenych
v lokalité Skalka u Chebu. Obsah celkové rtuti (T-Hg) byl
stanoven jako soucet vSech chemickych forem rtuti a ove-
fen analyzou na AMA 254. Kazdy vzorek byl méfen Ctyfi-
krat. V analyzovanych vzorcich rybi svaloviny se obsahy
celkové rtuti (T-Hg) pohybovaly v rozmezi 2,5-9,7 mg kg™
v susiné a procentudlni obsahy MeHgCl mezi 90-99 %
(tabulka IIT).

Tabulka III
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Zavér

Byla vypracovana metoda pro vysoce citlivé, selektiv-
ni, spravné a presné stanoveni jednotlivych chemickych
forem (specii) rtuti (anorganické rtuti — Hg®*, methylhyd-
rargyrium-chloridu  (MeHgCl), ethylhydrargyrium-
chloridu (EtHgCl) a fenylhydrargyrium-chloridu -
(PhHgCl)) vysoce u¢innou kapalinovou chromatografii ve
spojeni s atomovou fluorescen¢ni spektrometrii (HPLC/
CV-AFS). Pro separaci chemickych forem rtuti byla pou-
zivana reverzni chromatograficka stacionarni faze Hypersil
BDS C18 a isokraticka eluce mobilni fazi obsahujici 7 %
methanolu a 0,05 % 2-sulfanylethanolu v acetatovém puf-
ru (pH 5) pii pritokové rychlosti 0,15 ml min™'. Extrakce
chemickych forem rtuti byla provddéna extrakénim cini-
dlem obsahujicim 6 mol 1""HCI + 0,1 mol I"" NaCl
v mikrovinném extraktoru (10 ml extrakéniho cinidla,
10 min, 55 °C, 400 W). Kalibra¢ni kiivky vykazovaly
vysokou linearitu ( > 0,9998) v koncentracnim rozmezi
1-60 pg 1", Meze detekce (3 S/N, pii navazce 1000
mg + 0,1 mg a desetindsobném fedéni) a RSD hodnoty
uvedené v zavorkach (pii 5 ug I, n = 10) byly 0,20 ug kg™
(3,0 %) pro MeHgCl, 0,07 pg kg™ (5,3 %) pro Hg™",
0,06 ug kg™' (3,4 %) pro PhHgCl a 0,12 pg kg™ (4,4 %)
pro EtHgCl. Stabilita odebiranych vzorki byla prodlouze-
na na 2 meésice lyofilizaci vzorku a naslednym uchovanim
pfi —18 °C. Extrakty vzorki byly stabilni po dobu 30 dni.

Oproti metodé navrzené Ramalhosem’, umoZituje
nami navrzena metoda stanovit ve vzorku soucasné také
slouceniny EtHgCl a PhHgCl, snizuje retencni casy
MeHgCl a Hg*" a velmi zjednodusuje a urychluje extraké-
ni postup.

Srovnani koncentraci celkové rtuti (T-Hg) a methylhydrargyrium-chloridu (MeHgCl) ve vybranych druzich ryb (mg kg™
v susing, v zavorkach jsou uvedeny RSD pro n=5-8) stanovenych HPLC/CV-AFS a GC-ECD technikami

Vzorek Koncentrace * [mg kg ']
HPLC/CV-AFS GC-ECD Rozdily
T-Hg MeHgCl T-Hg MeHgCl T-Hg MeHgCl

Cejn velky 2,55 (2,0) 2,49 (4,5) 2,53 2,47 0,02 0,02
(Abramis brama)

Bolen dravy 9,65 (1,6) 9,55 (3,8) 9,68 9,52 -0,03 0,03
(Aspius aspius) ®

Bolen dravy 9,56 (1,6) 9,50 (4,0) 9,51 10,09 0,05 -0,59
(Aspius aspius) °

Bolen dravy 9,62 (1,6) 8,70 (4,2) 9,70 8,82 -0,08 -0,12
(Aspius aspius) °

Sumec velky 4,68 (1,8) 4,58 (4,6) 4,61 4,94 0,07 -0,36

(Silurus glanis)

Testy shody stfednich hodnot (,,testy shodnosti®) HPLC/CV-AFS vs. GC-ECD pro celkovou rtut’ — T-Hg (77 — 7> = 0,003,
tiit = 2,31) a MeHgCl (77 — T = 0,11 e = 2,31) — stfedni hodnoty se shoduji; b vzorky odebrany ve tfech lokalitach
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P. Houserova’, D. Matéjicek’, V. Kubaii®,
J. Pavlitkova®, and J. Komarek” (“ Department of Chem-
istry and Biochemistry, Mendel University of Agriculture
and Forestry, Brno, " Department of Analytical Chemis-
try, Masaryk University, Brno, Czech Republic): Determi-
nation of Chemical Forms of Mercury Using High Per-
formance Liquid Chromatography with Cold Vapour
Atomic Fluorescence Spectrometric Detection (HPLC/
CV-AFS)

Sonication and microwave-assisted extractions with
thioacetic acid, citric acid, cysteine, 2-sulfanylethanol,
aqueous HCI, and aqueous HCI — NaCl were tested for
isolation of mercury species. A mixture of 6M HCIl and
0.1M NaCl was selected as the most suitable extraction
agent. The extraction efficiency was about 10 % higher
and RSDs were below 3.3 % when microwave-assisted
extraction was used instead of sonication. The HPLC/CV-
AFS method was optimized and used for separation and
determination of inorganic mercury and methyl-, ethyl-
and phenylmercury chloride. Isocratic elution with a mix-
ture containing 0.05 % of 2-sulfanylethanol, acetate buffer
(pH 5) and 7 % of methanol, with methanol content in-
creasing up to 100 % MeOH, was used for separation of
mercury species on a reverse phase Hypersil BDS C18
column. The limits of detection of the HPLC/CV-AFS
system were estimated (in pgkg™'): 0.20 (MeHgCl),
0.07 (Hg*"), 0.06 (PhHgCI) and 0.12 (EtHgCl). The con-
centrations (2.5-9.7 mg kg™ in dry matter) of total mer-
cury and methylmercury chloride in selected fish obtained
by HPLC/CV-AFS were in good agreement (but more accu-
rate) with GC-ECD. The RSDs 3.1-8.2 % and 4.1-9.0 % of
the analytical procedures for the determination of total
mercury (cold vapour AAS) and methylmercury chloride
(HPLC/CV-AFS) were determined, respectively.



