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přičem� prozatím nedoceněny zůstávají mo�nosti separace 
elektromigračními technikami (kapilární zónovou elektro-
forézou − CZE). Podrobný přehled vlastností, výskytu 
a biotransformací jednotlivých forem rtuti ve vodném eko-
systému, jako� i přehled metod jejich stanovení je uveden 
v přehledné práci4. 

V této práci byly optimalizovány a validovány meto-
dy stanovení methylrtuti (methylhydrargyrium-chloridu − 
MeHgCl), ethylrtuti (ethylhydrargyrium-chloridu − 
EtHgCl) a fenylrtuti (fenylhydrargyrium-chloridu − 
PhHgCl) vedle anorganických forem rtuti (Hg2+) kapalino-
vou chromatografií s detekcí atomovou fluorescenční 
spektrometrií technikou generace studených par (HPLC/
CV-AFS). Výsledky byly porovnány s výsledky stanovení 
methylhydrargyrium-chloridu a anorganických forem rtuti 
(Hg2+) plynovou chromatografií s detektorem se záchytem 
elektronů (GC/ECD) i s obsahy celkové rtuti (T-Hg) 
a MeHgCl v certifikovaných referenčních materiálech 
(CRM) i ve vzorcích ryb. 

 
 

Experimentální část 
 
P ř í s t r o j e   

 
Pro stanovení chemických forem rtuti byl pou�it ka-

palinový chromatograf LC-200 (tzv. bioverze, Perkin El-
mer, Norwalk, USA) vybavený vysokotlakou pumpou 
Series 200 LC, autosamplerem Series 200 a atomovým 
fluorescenčním detektorem PSA Millenium Merlin 
(PS Analytical Ltd., Orpington, UK). Chromatografický 
systém byl kontrolován chromatografickým softwarem 
TurboChrom přes 600 Series a 900 Series propojení (PE 
Nelson, Norwalk, USA). Isokratická eluce chemických 
forem rtuti byla prováděna na chromatografické koloně 
s reverzní fází Hypersil BDS C18 (2 × 125 mm, velikost 
částic 3 µm, Hewlett Packard, Palo Alto, USA) při průto-
kové rychlosti mobilní fáze 0,15 ml min−1. Mobilní fáze 
obsahovala acetátový pufr (pH 5), 0,05 % 2-sulfanyl-
ethanol a 7 % methanol s jeho skokovou změnou na 100 % 
MeOH v 15. minutě separace. Před začátkem a na konci 
měření byl chromatografický systém promyt methanolem 
po dobu 10 min. Automatickým dávkovačem bylo do toku 
mobilní fáze dávkováno 100 µl vzorku. Automatický dáv-
kovač byl před ka�dým dal�ím dávkováním vzorku auto-
maticky promyt směsí H2O a methanolu (1:1 v/v).  

Eluent z chromatografické kolony přecházel po smí-
sení s oxidačním činidlem (0,2 mol l−1 KBr + 0,04 mol l−1 
KBrO3 v 5% HCl) přes UV reaktor (teflonová kapilární 
trubička 0,5 mm × 10 m, výkon UV lampy 12 W, vlnová 
délka 253,6 nm), který zaji�ťoval převedení v�ech chemic-
kých forem rtuti fotooxidací na Hg2+. Přebytečný Br2 byl 
následně odstraňován vodným roztokem hydroxylamin-
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Úvod 

 
Speciační analýza je definována jako stanovení jed-

notlivých fyzikálně chemických forem prvku, přičem� 
součet jejich koncentrací tvoří celkovou koncentraci prvku 
ve vzorku. Pro rozli�ení jednotlivých forem prvku se vyu-
�ívají rozdíly v chemických i fyzikálních vlastnostech 
těchto forem.  

Dříve se ke stanovení chemických forem rtuti pou�í-
valo selektivní jednostupňové extrakce, selektivní redukce 
chemických forem rtuti roztokem NaBH4 o různé koncent-
raci1, nebo dvoustupňové redukce roztoky SnCl2 a NaBH4 
(cit.2) ve spojení s atomovou absorpční (CV-AAS) nebo 
atomovou fluorescenční spektrometrií (CV-AFS). 

V současné době se prvková speciační analýza prová-
dí převá�ně kombinovanými (tandemovými) technikami, 
které spojují separační metody (plynovou chromatografii − 
GC, vysoce účinnou kapalinovou chromatografii − HPLC 
a kapilární zónovou elektroforézu − CZE) se selektivní 
detekcí prvků, v některých případech i isotopů. Tyto tech-
niky tak umo�ňují selektivně a vět�inou i velmi citlivě 
stanovit v�echny přítomné fyzikálně chemické formy prv-
ku (specie)3. Nejčastěji se k rozdělení chemických forem 
rtuti pou�ívá plynové nebo kapalinové chromatografie, 
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hydrochloridu (0,004%). Rtuťnaté ionty byly dále reduko-
vány 2% roztokem SnCl2 v 10% HCl na elementární rtuť. 
Z roztoku byla elementární rtuť uvolněna proudem argonu 
(0,25 l min−1) a oddělena v separátoru fází g/l. Směs byla 
vysu�ena v membránové jednotce PermaPure® a detegová-
na CV-AFS v křemenné cele při vlnové délce 253,6 nm. 
Výsledná data byla zpracována chromatografickým soft-
warem Clarity (verze 2.1, Data Apex, Praha, ČR). Sché-
matické uspořádání HPLC/CV-AFS systému pro stanovení 
chemických forem rtuti je znázorněno na obr. 1.  

Pro stanovení celkového obsahu rtuti (T-Hg) byl pou-
�it jednoúčelový atomový absorpční spektrofotometr 
AMA 254 s automatickým dávkovačem tuhých vzorků 
ASS 254. Celé zařízení bylo řízeno WinAMA softwarem 

(v�e Altec s.r.o., Praha). Homogenizované tuhé vzorky 
(20�100 mg, ± 0,1 mg) byly nava�ovány do předči�těných 
vypálených niklových lodiček, vysu�eny při 120 °C (90 s) 
a spáleny při 550 °C (180 s) v proudu kyslíku (200 ml min−1). 
Páry rtuti byly po fokusaci v amalgamátoru uvolněny te-
pelným pulzem a transportovány do měřících cel přístroje 
AMA 254 (poměr 15:1). Absorpce Hg byla měřena při 
253,6 nm (doba měření 60 s). 

 
P o u � i t é  c h e m i k á l i e  

 
Ethylrtuť (ethylhydrargyrium-chlorid � EtHgCl, 

C2H5HgCl, Supelco, Německo), methylrtuť (methyl-
hydrargyrium-chlorid � MeHgCl, CH3HgCl) a fenylrtuť 
(fenylhydrargyrium-chlorid � PhHgCl − C6H5HgCl) 
a 2-sulfanylethanol (v�e Sigma-Aldrich Chem. Comp., 
USA), octová kyselina, octan amonný, SnCl2, KBr, 
KBrO3, NaCl, K2Cr2O7, HCl, HNO3, L-cystein, tetrabutyl-
amonium-chlorid, tetraethylamonium-bromid, thiomočovi-
na, kyselina sulfosalicylová (v�e Pliva-Lachema, Brno, 
ČR) byly čistoty p.a. Methanol (čistoty pro HPLC) byl od 
firmy Merck (Darmstadt, Německo). 

Pro validaci byly pou�ity standardní referenční mate-
riál DORM-2 (dogfish, Institut pro mezinárodní standardy, 
Kanada) s deklarovanými obsahy celkové rtuti (T-Hg) 
4,64±0,26 mg kg−1, MeHgCl (jako Hg) = 4,47±0,32 mg kg−1 
a standardní referenční materiál CRM 580 (sediment, do-
davatel 2-Theta ASE, Český Tě�ín, ČR) s deklarovanými 
obsahy celkové rtuti (T-Hg) 132±3 mg kg−1 a MeHgCl 

Obr. 1. Schématické uspořádání HPLC/CV-AFS systému pro 
stanovení chemických forem rtuti 
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Tabulka I 
Optimalizované experimentální podmínky HPLC, CV-AFS, CV-AAS a mikrovlnné extrakce 

HPLC   
Kolona Hypersil BDS C18, 2 × 125 mm, 3 µm (Hewlett Packard, 

Palo Alto, USA) 
Mobilní fáze 7% (v/v) CH3OH, 0,05% (v/v) 2-sulfanylethanol v acetáto-

vém pufru pH 5, 100% MeOH od 15. minuty separace 
Průtoková rychlost 0,15 ml min−1 
Injektovaný objem 100 µl 
Atomová fluorescenční spektrometrie s generací studených par (CV-AFS)  
Oxidační činidlo 0,2 mol l−1 KBr + 0,04 mol l−1 KBrO3  v 5% HCl + 0,004% 

hydroxylamin-hydrochlorid, průtoková rychlost 2,5 ml min−1 
Redukční činidlo 2% SnCl2 v 10% HCl, průtoková rychlost 2,5 ml min−1 
Mikrovlnná extrakce   
Doba extrakce 10 min 
Teplota 55 °C 
Výkon 400 W 
Extrakční činidlo 10 ml roztoku 6 mol l−1  HCl + 0,1 mol l−1  NaCl 

Su�ení 90 s při 120 °C 
Rozklad 180 s při 550 °C 
Vlnová délka 253,6 nm 

Atomová absorpční spektrometrie s generací studených par (AMA 254)  
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(jako CH3Hg+) = 75,5±3,7 µg kg−1.  
Pro kalibraci byl pou�it základní standard o koncent-

raci 1,000±0,002 g l−1 Hg v 2% HNO3 (Český metrologic-
ký institut, Praha, ČR). Kalibrační roztoky pro stanovení 
celkové rtuti (T-Hg) byly připraveny v 0,1% K2Cr2O7 
a 0,6% HNO3. Standardní roztok Hg2+ (c = 1 mg l−1) pro 
speciační analýzu byl připraven v 2% HCl. Standardní 
roztoky MeHgCl, PhHgCl a EtHgCl (c = 1 mg l−1) byly 
připraveny v methanolu. V�echny pracovní roztoky byly 
připraveny ředěním zásobních roztoků deionizovanou vo-
dou (Milli-Q RG, Millipore, Bedford, USA). 

 
P r a c o v n í  p o s t u p y   

 
Zpracování vzorků 

Odebrané vzorky ryb z lokality Skalka u Chebu4 byly 
zmra�eny na �18 °C a následně lyofilizovány při teplotě −
52 °C po dobu 48 h v lyofilizátoru Christ Alfa (B. Braun 
Biotech International, �výcarsko). Homogenizace vzorků 
probíhala po dobu 30 s při 10 000 otáčkách/min v mlýnku 
Grindomix GM 200 (Retch GmbH & Co. KG, Německo).  

 
Extrakce 

Pro extrakci chemických forem rtuti z biologických 
materiálů byla pou�ívána ultrazvuková lázeň K5 
(Kraintex, SR) nebo desetimístný vysokotlaký mikrovlnný 
extraktor Ethos SEL (Milestone, Itálie). Ka�dá extrakční 
sada obsahovala 1 referenční materiál, 1 slepý pokus a 8 
vzorků. Navá�ka vzorku (200�1000 mg, ± 0,1 mg) byla 
zvolena podle celkového obsahu rtuti ve vzorku soubě�ně 
stanoveného na přístroji AMA 254. Byla optimalizována 
doba extrakce, teplota a objem extrakčního činidla. Teplo-
ta byla kontrolována termočlánkem umístěném v první 
reakční nádobě. Po extrakci byly vzorky zfiltrovány přes 
filtrační papír (No. 389, průměr 12,5 cm). Supernatant byl 
ředěn acetátovým pufrem na objem 25 nebo 50 ml podle 
obsahu rtuti ve vzorku. Optimalizované experimentální 
podmínky jsou shrnuty v tabulce I. 

 
Zpracování výsledků  

Kalibrační grafy a naměřené chromatogramy byly vy-
hodnoceny pomocí chromatografického softwaru Clarity 
(verze 2.1, Data Apex, Praha, ČR). Rozli�ení separovaných 
chemických forem rtuti (RS) a kapacitní faktory (k) byly 
vypočítány na základě vztahů RS = 2(tR2 � tR1)/(w1 � w2) 
a k = (tR � t0)/t0, kde t0 je mrtvý retenční čas v min, tR je 
retenční čas v min a w je �ířka píku při základně v minu-
tách pro obě komponenty. Dále byla data zpracována po-
mocí programu Microsoft Excel.       

Správnost výsledků, tj. statistická významnost rozdílu 
průměru od skutečné hodnoty, byla testována za pou�ití 
směrodatné odchylky průměru Studentovým testem t 
(cit.5). Shodnost výsledků získaných dvěma různými ana-
lytickými metodami, tj. statistická významnost rozdílu 
středních hodnot (µx −µy), byla rovně� testována Studento-
vým testem t. Test shody středních hodnot byl prováděn 
s testovacím kritériem T1 i T2. Byla testována hypotéza H0 

(µx = µy) proti alternativní hypotéze HA (µx ≠ µy). Při plat-
nosti hypotézy H0 má tato statistika Studentovo rozdělení s v 
= n1 + n2 � 2 stupni volnosti. Platí-li, �e hodnota testovacího 
kritéria T1(2) > t1−α/2 (v), je hypotéza H0 o shodě středních 
hodnot na hladině významnosti µ zamítnuta. Testovací 
kritérium T1 není robustní vůči heteroskedasticitě, tj. pří-
padu, kdy data jsou ve výběrech měřena s různou přesnos-
tí. V této situaci je správněj�í vyu�ít testovacího kritéria 
T2, které je vůči heteroskedasticitě robustněj�í. V případě 
stejných rozsahů obou výběrů n1 = n2 ≥ 8, lze pou�ít testo-
vací kritérium T1, i kdy� hodnoty rozptylů nejsou shodné5.  

                
 
 
 
 

Mez detekce (LOD) je definována jako nejmen�í kon-
centrace nebo mno�ství analytu ve vzorku, které vyvolají 
signál rovný trojnásobku směrodatné odchylky signálu 
pozadí (slepého pokusu, tzv. 3.S/N kriterium). 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
I z o l a c e  c h e m i c k ý c h  f o r e m  r t u t i  
z  b i o l o g i c k ý c h  m a t e r i á l ů  

 
Optimalizace extrakčního postupu se skládala z volby 

vhodného extrakčního činidla a podmínek extrakce 
(teplota, doba extrakce, mno�ství extrakčního činidla). 
Nejvhodněj�í extrakční činidlo bylo vybráno na základě 
extrakčních výtě�ků, reprodukovatelnosti extrakce a mini-
mální vzájemné transformace jednotlivých chemických 
forem rtuti. Extrakční výtě�ky byly vypočítány jako pro-
centuální rozdíl mezi celkovým obsahem rtuti v tuhém 
vzorku a ve vzorku po extrakci. Měření bylo prováděno na 
přístroji AMA 254.  

Ultrazvuková i mikrovlnná extrakce chemických fo-
rem rtuti byla prováděna v přítomnosti řady extrakčních 
činidel (kyselina thiooctová − TAA, octová, citronová, 
chlorovodíková, L-cystein, 2-sulfanylethanol, HCl + NaCl 
atd.). Extrakční účinnosti jednotlivých extrakčních činidel 
byly testovány standardním referenčním materiálem 
DORM�2. Vliv jednotlivých extrakčních činidel na ex-
trakční výtě�ky je znázorněn v obr. 2.  

Nejvy��í extrakční výtě�ky byly získány při pou�ití 
směsných extrakčních činidel na bázi kyseliny chlorovodí-
kové � 6 mol l−1 HCl + 1 mol l−1 NaCl nebo 5,8% HCl + 
5% thiooctová kyselina. Přítomnost kyseliny chlorovodí-
kové v extrakčním činidle výrazně zlep�uje extrakční vý-
tě�ky chemických forem rtuti. Zředěná kyselina chlorovo-
díková přítomná v extrakčním činidle umo�ňuje rychlé 
a dokonalé rozbití vazeb chemických forem rtuti s proteiny 
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a zároveň při nízkých extrakčních teplotách nezpůsobuje 
�ádné transformace chemických forem rtuti. Kyselina thio-
octová negativně ovlivňuje analytický signál atomově 
fluorescenčního (AFS) detektoru zdvojením píku6. Jako 
nejvhodněj�í extrakční činidlo byla zvolena směs 6 mol l−1 

HCl a 0,1 mol l−1 NaCl. Směs obsahující 6 mol l−1 HCl 
a 1 mol l−1 NaCl sice poskytovala asi o 2 % vy��í extrakční 
výtě�ky, ale pro dávkování do chromatografického systé-
mu byl preferován men�í obsah chloridů.  

Stabilita chemických forem rtuti v tomto extrakčním 
činidle byla ověřena analýzou referenčních materiálů 
DORM-2 a CRM 580. Při ultrazvukové i mikrovlnné ex-
trakci referenčních materiálů nedocházelo k �ádným trans-
formacím chemických forem rtuti.  

Při ultrazvukové i mikrovlnné extrakci byl optimali-
zován extrakční čas, teplota a mno�ství extrakčního čini-
dla. Na základě výsledků (obr. 3a) byl stanoven optimální 
extrakční čas pro mikrovlnnou extrakci biologického ma-
teriálu na 10 min a pro extrakci v ultrazvukové lázni na 
45 min. Při extrakci sedimentů byl optimální extrakční čas 
zkrácen při mikrovlnné extrakci na 7 min a při extrakci 
v ultrazvukové lázni na 30 min. Zkrácení extrakčního času 
u sedimentů je způsobeno slab�ími vazbami chemických 
forem rtuti v sedimentech. Extrakční teplota v rozmezí 40 
a� 100 °C neměla významný vliv na extrakční výtě�ky 
chemických forem rtuti (obr. 3b). Stejný efekt byl zazna-
menán i Vázquezem7. 

Vzhledem ke konstrukci vysokotlakého mikrovlnného 
extraktoru Ethos SEL nebylo mo�né extrakci provádět 
s méně ne� 10 ml extrakčního činidla. Vět�í objem ex-
trakčního činidla neovlivňoval extrakční výtě�ky rtuti, 
proto bylo pou�íváno toto minimální mno�ství i v dal�ích 
experimentech. Relativní směrodatná odchylka (RSD) 
mikrovlnné extrakce byla 3,3 %, RSD extrakce 
v ultrazvuku byla 7,5 %. Extrakční výtě�ky mikrovlnné 
extrakce byly nejméně o 10 % vy��í ne� výtě�ky extrakce 
prováděné v ultrazvukové lázni.  

Mezi hlavní výhody mikrovlnné extrakce extrakčním 
činidlem na bázi kyseliny chlorovodíkové (6 mol l−1 HCl + 
0,1 mol l−1 NaCl) patří krátký extrakční čas, mo�nost si-
multánní extrakce a� 10 vzorků, extrakce bez pou�ití orga-
nického rozpou�tědla, stabilita extraktu v tmavě hnědých 
skleněných lahvích v ledničce nejméně 30 dnů a přede-
v�ím vy��í přesnost a správnost stanovení v porovnání 
s extrakcí v ultrazvukové lázni.  
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Obr. 2. Vliv jednotlivých extrakčních činidel na extrakční 
výtě�ky R; 1 − 0,05% cystein + 0,05% 2-sulfanylethanol − ultra-
zvuk, 2 − 5% kyselina citronová − ultrazvuk, 3 − 15% kyselina 
octová − ultrazvuk, 4 − 5% kyselina thiooctová − ultrazvuk, 5 − 
15% HCl − ultrazvuk, 6 − 15% HCl − mikrovlny, 7 − 15% HCl + 
1,5% cystein − ultrazvuk, 8 − 15% HCl + 1,5% cystein − mikro-
vlny, 9 − 15% kyselina thiooctová + 5,8% HCl − ultrazvuk, 10 − 
5% kyselina thiooctová + 5,8% HCl − mikrovlny, 11 − 6M HCl + 
1M NaCl − ultrazvuk, 12 − 6M HCl + 1M NaCl − mikrovlny 

Obr. 3. Vliv doby extrakce (a) (T = 60 °C), ! extrakce v ultra-
zvuku − biologický materiál, " mikrovlnná extrakce − biologic-
ký materiál,  ! extrakce v ultrazvuku − sediment,  × mikrovlnná 
extrakce; a extrakční teploty (b) (tmikrovln =   10 min, tultrazv = 
45 min) na extrakční výtě�ek R rtuti při mikrovlnné extrakci 
i   extrakci  v  ultrazvukové lázni,   ! extrakce  v ultrazvuku,     
" mikrovlnná extrakce (6 mol l−1 HCl + 0,1 mol l−1 NaCl 
(10 ml), DORM-2, CRM 580)  
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S t a b i l i t a  v z o r k ů  a  e x t r a k t ů  
 
Odebrané vzorky ryb byly ihned po odběru zmra�eny 

(−18 °C). Vzorky byly uchovávány zatavené v poly-
ethylenové folii a hermeticky uzavřené v plastikové pře-
pravce. Během sledované doby (6 měsíců) nedocházelo 
u testovaných biologických materiálů (svalovina, játra, 
�ábry, ledviny, ků�e, střeva) ke ztrátě rtuti ani k transfor-
maci jejich jednotlivých chemických forem.  

Transformace chemických forem rtuti (methylace 
Hg2+) byla pozorována ve vzorcích sedimentů. Dlouhodo-
bým skladováním vzorků sedimentů docházelo k mírnému 
vzrůstu obsahu MeHgCl, přičem� celkový obsah rtuti zů-
stával ve vzorku zachován. Stabilita odebíraných sedimen-
tů byla prodlu�ována lyofilizací vzorku a následným ucho-
váváním při −18 °C (obr. 4a). Stabilita referenčního mate-
riálu je zaji�ťována ozářením sedimentu γ-zářením.  

Stabilita extraktů byla sledována v rozmezí 2 měsíců. 
Přefiltrovaný extrakt (6 mol l−1 HCl + 0,1 mol l−1 NaCl) 
referenčního materiálu DORM-2 i CRM 580 zředěný na 
koncentraci 46,4 µg l−1 Hg byl uchováván ve skleněných 

vialkách z hnědého skla v ledničce. Extrakty referenčních 
materiálů DORM-2 i CRM 580 byly stabilní po dobu 
30 dnů. Během této doby nebyly pozorovány �ádné kvanti-
tativní ani transformační změny stanovovaných chemic-
kých forem rtuti. Stabilita chemických forem rtuti byla 
prodlu�ována extrakčním činidlem (HCl + NaCl), které 
zaji�ťovalo vznik komplexů HgCl4

2− a RHgCl2
−. Dostateč-

ná kyselost extraktu a jeho vhodné skladování sni�ovaly 
riziko adsorpce nebo degradace chemických forem rtuti na 
minimum. Po 30 dnech se postupně sni�ovala koncentrace 
jak celkové rtuti, tak i MeHgCl (obr. 4b). Byla také sledo-
vána stabilita difenylrtuti (Ph2Hg). Ph2Hg se v kyselém 
prostředí ihned rozkládala na PhHgCl. Pro stanovení R2Hg 
by bylo zapotřebí provádět alkalickou hydrolýzu vzorku. 
Vzhledem k tomu, �e sloučeniny R2Hg se ve studovaných 
matricích i vět�ině biologických materiálů nevyskytují, 
nebyla tato varianta dále ověřována. 

 
S e p a r a c e  c h e m i c k ý c h  f o r e m  r t u t i  H P L C   

 
Chromatografická separace chemických forem rtuti 

(MeHgCl, Hg2+, EtHgCl, PhHgCl) byla prováděna na 
chromatografické koloně Hypersil BDS C18 s reverzní 
fází. Při optimalizaci separačních podmínek bylo sledová-
no slo�ení mobilní fáze (vliv různých modifikátorů, pH), 
průtoková rychlost mobilní fáze a teplota separace. Detek-
ce separovaných chemických forem rtuti byla prováděna 
atomovou fluorescenční spektrometrií metodou generování 
studených par rtuti (CV-AFS). Optimalizace experimentál-
ních podmínek detekční metody je uvedena v dřívěj�í prá-
ci6. 

Jako mobilní fáze byla pou�ita směs methanolu 
a modifikátorů (L-cystein,  2-sulfanylethanol, thiomočovi-
na, kyselina sulfosalicylová, diethyldithiokarbamát sodný 
− DDTC) v acetátovém pufru (pH 5). Modifikátory vytvá-
řejí stabilní komplexy se sloučeninami rtuti a pomáhají tak 
překonat významné rozdíly v chemických i fyzikálních 
vlastnostech jednotlivých chemických forem rtuti a tím 
umo�ňují stanovit diametrálně odli�né sloučeniny 
v jednom separačním stupni. Vliv jednotlivých modifiká-
torů na chromatografickou separaci Hg2+ a MeHgCl je 
znázorněn v tabulce II. Dále byla také testována separace 
chemických forem rtuti v přítomnosti tetrabutylamonium-
chloridu nebo tetraethylamonium-bromidu v kombinaci 
s NaCl.  

V přítomnosti L-cysteinu a thiomočoviny se nezadr-
�ovala v daném chromatografickém systému Hg2+ ani 
MeHgCl. Velmi silná retence chemických forem rtuti byla 
zaznamenána, pokud mobilní fáze obsahovala jako modifi-
kátor diethyldithiokarbamát sodný nebo kyselinu sulfosa-
licylovou. Separace chemických forem rtuti v přítomnosti 
tetrabutylamonium-chloridu nebo tetraethylamonium-
bromidu v kombinaci s NaCl byla výrazně omezována 
nízkou citlivostí stanovení (pětkrát ni��í ne� v přítomnosti 
modifikátorů obsahujících síru). 

Pro chromatografickou separaci chemických forem 
rtuti byl jako nejvhodněj�í modifikátor zvolen 2-sul-
fanylethanol. Vzrůstající koncentrace 2-sulfanylethanolu 
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ovlivňovala citlivost stanovení MeHgCl i Hg2+, ale neměla 
vliv na stanovení EtHgCl ani PhHgCl. Citlivost stanovení 
MeHgCl vzrostla čtyřikrát a Hg2+ jeden a půlkrát 

v prostředí 0,05% 2-sulfanylethanolu v porovnání s 0,01% 
2-sulfanylethanolem  (obr. 5a).  Vzrůstající  koncentrace 
2-sulfanylethanolu způsobovala také pokles rozli�ení (Rs) 
MeHgCl a Hg2+ (obr. 5b). Pro chromatografickou separaci 
byla zvolena mobilní fáze obsahující 0,05% 2-sulfanyl-
ethanol. 

Koncentrace methanolu v mobilní fázi byla měněna 
v rozmezí 5−45 %. Nejlep�í účinnosti separace MeHgCl 
a Hg2+ bylo dosa�eno, pokud mobilní fáze obsahovala 5 a� 
7 % MeOH (obr. 6). Vzhledem k silně nepolárnímu cha-
rakteru mají EtHgCl a PhHgCl v daném chromatografic-
kém systému velmi dlouhé retenční časy (del�í ne� 
60 min). Stanovení EtHgCl a PhHgCl v rozumném retenč-
ním čase je umo�něno skokovým vzrůstem koncentrace 
methanolu v mobilní fázi na 100 % od 15. minuty separa-
ce. Acidita mobilní fáze (pH nastaveno kyselinou octovou 
a octanem amonným) neměla v rozmezí pH od 2,8 do 5,9 
vliv na účinnost separace chemických forem rtuti. 

Změna průtokové rychlosti mobilní fáze ovlivňovala 
rozli�ení (Rs) MeHgCl a Hg2+. S rostoucí průtokovou rych-
lostí klesalo rozli�ení těchto dvou chemických forem rtuti; 
při průtokové rychlosti 0,25 ml min−1 ji� bylo ni��í ne� 
1,0. Rozli�ení dvojic Hg2+ − EtHgCl a EtHgCl − PhHgCl 

Tabulka II 
Vliv modifikátorů na chromatografickou separaci Hg2+ a MeHgCl 

Modifikátor Retenční časy tR [min] Rozli�ení 
RS 

Mobilní fáze 

L-Cystein MeHgCl   6,1 
Hg2+

              5,7 
0,0 7% MeOH + 0,05% L-cystein v acetátovém pufru 

2-Sulfanylethanol MeHgCl   13,6 
Hg2+

              17,0 
1,1 7% MeOH + 0,05% 2-sulfanylethanol 

v acetátovém pufru 
Thiomočovina MeHgCl   7,0 

Hg2+
              7,6 

0,0 7% MeOH + 0,05% thiomočovina v acetátovém 
pufru 

Diethyldithiokarbamát sodný MeHgCl   7,3 
Hg2+

              15,0 
0,8 80% MeOH + 0,05% diethyldithiokarbamát  

sodný v acetátovém pufru 
Sulfosalicylová kyselina MeHgCl   7,3 

Hg2+
              24,0 

1,1 80% MeOH + 0,05% 
sulfosalicylová kyselina v acetátovém pufru 

Obr. 5. Závislost analytického signálu (plochy píku) na kon-
centraci 2-sulfanylethanolu (a) a vliv koncentrace 2-sulfanyl-
ethanolu [%] na rozli�ení MeHgCl a Hg2+ (b),    ! anorg. Hg,      
" MeHgCl (c = 10 µg l−1 (MeHgCl, Hg2+), průtok 0,15 ml min−1, 
m.f. 7% methanol + 2-sulfanylethanol v acetátovém pufru) 
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nebylo změnou průtokové rychlosti mobilní fáze význam-
něji ovlivňováno. Pro vlastní chromatografickou separaci 
byla zvolena průtoková rychlost 0,15 ml min−1 (obr. 7a) 
Vzrůstající teplota separace ovlivňovala rozli�ení (Rs) 
MeHgCl a Hg2+. S rostoucí teplotou docházelo 
k nevýraznému poklesu rozli�ení těchto dvou chemických 
forem rtuti (obr. 7b). 

HPLC/CV-AFS systém byl pravidelně kalibrován 
standardními roztoky obsahujícími 1, 5, 10, 15, 30 a 60 µg l−1 
jednotlivých chemických forem rtuti. Kalibrační roztoky 
byly připravovány denně v prostředí 1,2 mol l−1 HCl, 
0,02 mol l−1 NaCl a acetátového pufru (pH 5). Kalibrační 
křivky byly ve sledovaném koncentračním rozsahu pro 
v�echny stanovované chemické formy rtuti lineární (r > 
0,9998). Vzorové chromatogramy standardů v�ech čtyř 
separovaných chemických forem  rtuti a referenčního ma-
teriálu DORM-2 jsou uvedeny na obr. 8a,b. Retenční časy 
separovaných chemických forem rtuti byly 13,6 min pro 
MeHgCl, 17,0 min pro Hg2+, 32,1 min pro EtHgCl 
a 40,7 min pro PhHgCl. Mrtvý retenční čas byl 5 min. 

Správnost stanovení MeHgCl byla kontrolována ana-
lýzou standardního referenčního materiálu svaloviny máč-
ky skvrnité DORM-2 s obsahem MeHgCl (jako Hg) = 
4,47±0,32 mg kg−1 a analýzou standardního referenčního 
materiálu sedimentu CRM 580 s obsahem MeHgCl (jako 

CH3Hg+) = 75,5±3,7 µg kg−1. V referenčním materiálu 
DORM-2 bylo stanoveno 4,38±0,16 mg kg−1 MeHgCl 
(jako Hg) a v referenčním materiálu CRM 580 bylo stano-
veno 75,1±1,9 µg kg−1 MeHgCl (jako CH3Hg+). Na zákla-
dě testu správnosti s pou�itím vysoce spolehlivého refe-
renčního materiálu bylo zji�těno, �e stanovená hodnota je 
shodná s hodnotou certifikovanou a metoda tedy poskytuje 
správné výsledky (DORM-2: t = 1,39; tkrit = 2,26, CRM 
580: t = 0,49; tkrit = 2,26). Správnost stanovení ostatních 
chemických forem rtuti nemohla být určena z důvodu ne-
dostupnosti referenčních materiálů.  

Meze detekce (při navá�ce 1000 mg ± 0,1 mg a dese-
tinásobném ředění, 3.S/N kritérium) a RSD uvedené 
v závorkách (při 5 µg l−1, n = 10) pro jednotlivé chemické 
formy rtuti dosahovaly 0,20 µg kg−1 (3,0 %) pro MeHgCl, 
0,07 µg kg−1 (5,3 %) pro Hg2+, 0,06 µg kg−1 (3,4 %) pro 
PhHgCl a 0,12 µg kg−1 (4,4 %) pro EtHgCl. 
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P o r o v n á n í  H P L C - C V - A F S  a  G C - E C D  
p ř i  s t a n o v e n í  M e H g C l   

 
K porovnání HPLC-CV-AFS s GC-ECD (cit.8) byly 

vybrány vzorky rybí svaloviny (tabulka III). Stanovení 
chemických forem rtuti HPLC/CV-AFS bylo prováděno 
při optimalizovaných parametrech stanovení zaznamena-
ných v tabulce I. Obsah celkové rtuti (T-Hg) byl stanoven 
jako součet v�ech chemických forem rtuti a ověřen analý-
zou na AMA 254. Ka�dý vzorek byl měřen čtyřikrát.  

Test shody středních hodnot byl prováděn 
s testovacím kritériem T1 i T2. Na základě testování hypo-
tézy o rozdílu mezi středními hodnotami dvou souborů dat 
bylo zji�těno, �e obě testované metody poskytují shodné 
výsledky při stanovení celkové rtuti i MeHgCl.  

Přesto�e obě metody poskytovaly shodné výsledky, 
jako výhodněj�í se jevilo stanovení chemických forem rtuti 
HPLC/CV-AFS, která poskytovala vět�í přesnost stanove-
ní (GC-ECD: 10 %, HPLC/CV-AFS: 6 %), lep�í mez de-
tekce (GC-ECD: 10 µg kg−1, HPLC/CV-AFS: 0,2 µg kg−1) 
a mnohem vět�í selektivitu stanovení chemických forem 
rtuti.  

 
A n a l ý z a  r e á l n ý c h  v z o r k ů  

 
Navr�ená a optimalizovaná metoda stanovení byla 

pou�ita pro analýzu jednotlivých forem rtuti (MeHgCl, 
Hg2+, EtHgCl, PhHgCl) ve svalovině ryb odlovených 
v lokalitě Skalka u Chebu. Obsah celkové rtuti (T-Hg) byl 
stanoven jako součet v�ech chemických forem rtuti a ově-
řen analýzou na AMA 254. Ka�dý vzorek byl měřen čtyři-
krát. V analyzovaných vzorcích rybí svaloviny se obsahy 
celkové rtuti (T-Hg) pohybovaly v rozmezí 2,5�9,7 mg kg−1 
v su�ině a procentuální obsahy MeHgCl mezi 90−99 % 
(tabulka III).  

Závěr 
 
Byla vypracována metoda pro vysoce citlivé, selektiv-

ní, správné a přesné stanovení jednotlivých chemických 
forem (specií) rtuti (anorganické rtuti − Hg2+, methylhyd-
rargyrium-chloridu (MeHgCl), ethylhydrargyrium-
chloridu (EtHgCl) a fenylhydrargyrium-chloridu � 
(PhHgCl)) vysoce účinnou kapalinovou chromatografií ve 
spojení s atomovou fluorescenční spektrometrií (HPLC/
CV-AFS). Pro separaci chemických forem rtuti byla pou-
�ívána reverzní chromatografická stacionární fáze Hypersil 
BDS C18 a isokratická eluce mobilní fází obsahující 7 % 
methanolu a 0,05 % 2-sulfanylethanolu v acetátovém puf-
ru (pH 5) při průtokové rychlosti 0,15 ml min−1.  Extrakce 
chemických forem rtuti byla prováděna extrakčním čini-
dlem obsahujícím 6 mol l−1 HCl + 0,1 mol l−1 NaCl 
v mikrovlnném extraktoru (10 ml extrakčního činidla, 
10 min, 55 °C, 400 W). Kalibrační křivky vykazovaly 
vysokou linearitu (r > 0,9998) v koncentračním rozmezí 
1−60 µg l−1. Meze detekce (3 S/N, při navá�ce 1000 
mg ± 0,1 mg a desetinásobném ředění) a RSD hodnoty 
uvedené v závorkách (při 5 µg l−1, n = 10) byly 0,20 µg kg−1 
(3,0 %) pro MeHgCl, 0,07 µg kg−1 (5,3 %) pro Hg2+, 
0,06 µg kg−1 (3,4 %) pro PhHgCl a 0,12 µg kg−1 (4,4 %) 
pro EtHgCl. Stabilita odebíraných vzorků byla prodlou�e-
na na 2 měsíce lyofilizací vzorku a následným uchováním 
při −18 °C. Extrakty vzorků byly stabilní po dobu 30 dnů. 

Oproti metodě navr�ené Ramalhosem9, umo�ňuje 
námi navr�ená metoda stanovit ve vzorku současně také 
sloučeniny EtHgCl a PhHgCl, sni�uje retenční časy 
MeHgCl a Hg2+ a velmi zjednodu�uje a urychluje extrakč-
ní postup.  

 

Tabulka III 
Srovnání koncentrací celkové rtuti (T-Hg) a methylhydrargyrium-chloridu (MeHgCl) ve vybraných druzích ryb (mg kg−1 

v su�ině, v závorkách jsou uvedeny RSD pro n=5−8) stanovených HPLC/CV-AFS a GC-ECD  technikami 

Vzorek  Koncentrace a [mg kg−1]  
HPLC/CV-AFS   GC-ECD   Rozdíly   

T-Hg MeHgCl T-Hg MeHgCl T-Hg MeHgCl 
Cejn velký 
(Abramis brama) 

2,55 (2,0) 2,49 (4,5) 2,53 2,47 0,02 0,02 

Bolen dravý 
(Aspius aspius) b 

9,65 (1,6) 9,55 (3,8) 9,68 9,52 −0,03 0,03 

Bolen dravý 
(Aspius aspius) b 

9,56 (1,6) 9,50 (4,0) 9,51 10,09 0,05 −0,59 

Bolen dravý 
(Aspius aspius) b 

9,62 (1,6) 8,70 (4,2) 9,70 8,82 −0,08 −0,12 

Sumec velký 
(Silurus glanis) 

4,68 (1,8) 4,58 (4,6) 4,61 4,94 0,07 −0,36 

a Testy shody středních hodnot (�testy shodnosti�) HPLC/CV-AFS vs. GC-ECD pro celkovou rtuť − T-Hg (T1 � T2 = 0,003, 
tkrit = 2,31) a MeHgCl (T1 � T2 = 0,11 tkrit = 2,31) � střední hodnoty se shodují; b vzorky odebrány ve třech lokalitách  
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P. Houserováa, D. Matějíčeka, V. Kubáňa, 
J. Pavlíčkováa, and J. Komárekb (a Department of Chem-
istry and Biochemistry, Mendel University of Agriculture 
and Forestry, Brno,  b 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 HCl, and aqueous HCl − NaCl were tested for 
isolation of mercury species. A mixture of 6M HCl 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 µg kg−1): 0.20 (MeHgCl), 
0.07 (Hg2+), 0.06 (PhHgCl) and 0.12 (EtHgCl). The con-
centrations (2.5�9.7 mg kg−1 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. 

 

 


