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1. ⁄vod

Re·lne ohrozenie veæk˝ch skupÌn popul·cie pri st·le öir-
öom pouûÌvanÌ ùaûk˝ch kovov v priemysle a v poænohospod·r-
stve obr·tilo pozornosù na öt˙dium v˝skytu ùaûk˝ch kovov
v ûivotnom prostredÌ. Medzi tieto kovy patrÌ aj ortuù. Do
ûivotnÈho prostredia mÙûe ortuù vstupovaù vo forme p·r kovo-
vej ortuti, po transform·cii prchav˝ch organick˝ch zl˙ËenÌn
ortuti alebo dobre rozpustn˝ch anorganick˝ch zl˙ËenÌn ortuti.
Tvorba alkyl-zl˙ËenÌn z element·rnej ortuti a anorganick˝ch
zl˙ËenÌn ortuti vo vod·ch morÌ a jazier je z·kladn˝m Ël·nkom
celÈho reùazca premien ortuti v prÌrode.

V minulosti environmentalisti a toxikolÛgovia Ëasto ne-
rozliöovali rozdielne chemickÈ formy prvkov v l·tkach, hoci
maj˙ rozdielne enviroment·lne spr·vanie sa. Tieû je veæmi
rozdielny ich metabolizmus, ˙Ëinky na ûivÈ organizmy a toxi-
cita. Vzhæadom na uvedenÈ skutoËnosti je v s˙Ëasnosti nevy-
hnutnÈ a st·le aktu·lne poznaù okrem celkovÈho obsahu ortuti
vo vzorke aj jednotlivÈ formy l·tok v ktor˝ch sa ortuù nach·-
dza. Preto sa do analytickej praxe zaviedol pojem öpeci·cia.
äpeci·cia nie je presne definovan· a autori si ju vysvetæuj˙
rÙzne. Ure1,2 definuje öpeci·ciu ako (a) proces identifik·cie
a kvantifik·cie rozdielnych, definovan˝ch öpÈcii, foriem a f·z
prÌtomn˝ch v l·tke; resp. (b) popÌsanie mnoûstva a druhov
prÌtomn˝ch l·tok ñ öpÈcii, foriem alebo f·z. äpÈcie, formy
a f·zy s˙ definovanÈ (i) funkËne, (ii) operaËne, alebo (iii) ako
jednotlivÈ chemickÈ indivÌdu·. Florence3 öpeciaËn˙ anal˝-
zu definuje ako stanovenie koncentr·cie jednotliv˝ch fyzik·l-
no-chemick˝ch foriem prvku, ktor˝ch s˙Ëet tvorÌ celkov˙
koncentr·ciu prvku vo vzorke. Z analytickÈho hæadiska s˙

environment·lne zaujÌmavÈ zl˙Ëeniny ortuti a element·rna
ortuù prevaûne  definovanÈ  nasledovne4: Hg0; H , Hg2+;
CH3ñHgñX; CH3ñHgñCH3 a inÈ.

Na öpeci·ciu t˝chto l·tok sa pouûÌva viacero analytick˝ch
metÛd. Jednou z t˝chto metÛd je vysoko˙Ëinn· kvapalinov·
chromatografia (HPLC). Pre nÌzke koncentraËnÈ ˙rovne obsa-
hu ortuti vo vzork·ch ûivotnÈho prostredia (µg.l-1) je potrebn·
jej vhodn· izol·cia pred separ·ciou a spojenie chromatogra-
fickej metÛdy s citliv˝mi detekËn˝mi systÈmami.

2. Stanovenie ortuti a jej zl˙ËenÌn metÛdou HPLC

Podæa spÙsobu separ·cie mÙûeme HPLC metÛdy rozdeliù
do t˝chto skupÌn:
ñ HPLC na reverzn˝ch f·zach,
ñ chromatografick· separ·cia iÛnov˝ch p·rov,
ñ ionexov· chromatografia,
ñ micel·rna kvapalinov· chromatografia.

Kr·tke charakteristiky t˝chto metÛd s˙ uvedenÈ v tabuæ-
ke I.

Pre stanovenie ortuti a jej zl˙ËenÌn v ûivotnom prostredÌ je
obyËajne potrebn· jej izol·cia. Ortuù a jej organickÈ formy sa
silne viaûu s tio-, amino- a karboxy-skupinami. Tieto komple-
xotvornÈ skupiny sa Ëasto nach·dzaj˙ v prÌrodn˝ch matriciach
(sediment, biologickÈ tkaniv·, krv, moË a pod.). Na rozbitie
v‰zieb, ktor˝mi sa ortuù viaûe v matriciach, boli ˙speönÈ
vysk˙öanÈ halogÈnovodÌkovÈ kyseliny. Jeden z prv˝ch ötan-
dardn˝ch postupov na izol·ciu CH3Hg+ z prÌrodn˝ch matrÌc
publikoval v roku 1969 vo svojich pr·cach Westˆˆ5,6. S rÙzny-
mi obmenami4,7-14sa tento postup ˙speönÈ pouûÌva uû 30 rokov
na stanovenie CH3Hg+ (aj in˝ch organick˝ch zl˙ËenÌn ortuti)
v ûivotnom prostredÌ. SpoloËnou Ërtou vöetk˝ch postupov
odvoden˝ch od postupu Westˆˆ je vyuûÌvanie halogÈnovodÌ-
kov˝ch kyselÌn HX (HCl, HBr, HI), extrakcia CH3HgX kova-
lentnej zl˙Ëeniny do nepol·rneho rozp˙öùadla (benzÈn, toulÈn
a inÈ) a reextrakcia Ëastice CH3Hg+ do vodn˝ch roztokov
anorganick˝ch aorganick˝ch sÌru obsahuj˙cichzl˙ËenÌn.HlavnÈ
modifik·cie postupu podæa Westˆˆ v kombin·cii s HPLC
anal˝zou sa s˙streÔuj˙ na:
ñ vynechanie kroku reextrakcie do benzÈnu,
ñ nahr·dzanie klasickej extrakcie kvapalinañkvapalina in˝-

mi alternatÌvami extrakcie
ñ vari·cie v zloûenÌ roztoku halogÈnovodÌkov˝ch kyselÌn,
ñ vari·cie v zloûenÌ vodnej reextrakËnej f·zy.

2 . 1 . H P L C n a r e v e r z n ˝ c h f · z a c h

Stanovenie zl˙ËenÌn ortuti kvapalinovou chromatografiou
s norm·lnym usporiadanÌm f·z15, bolo postupne vytlaËenÈ
popul·rnejöou vysoko˙Ëinnou kvapalinovou chromatografiou
na reverzn˝ch f·zach (RP HPLC). Ako mobilnÈ f·zy sa beûne
pouûÌvaj˙ zmesi pol·rnych hydroogranick˝ch rozp˙öùadiel
s vodou (metanolñvoda resp. acetonitrilñvoda)16,70. ProblÈmy
pri separ·cii iÛnov˝ch a nÌzkomolekulov˝ch nepol·rnych zl˙-
ËenÌn (napr. CH3HgCl), ktorÈ slabo interaguj˙ so stacion·rnou

g2
2+
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Tabuæka I
äpeci·cia ortuti HPLC metÛdami

Stacion·rna f·za Mobiln· f·za StanovovanÈ formy Matrica a ˙prava Detekcia a medza Lit.
vzorky stanovenia

HPLC na reverzn˝ch f·zach

RP Altex Spherisorb ODS CH3OH-H2O (40:60), C2H5Hg+, CH3Hg+, morskÈ ryby, DPV 19
(250◊4,6 mm, 5 µm) 0,01 % 2-sulfanyletanol, C6H5Hg+ extrakcia 40 pg

0,06 mol.l-1 octan amÛnny
(pH 5,5)

RP C18 LiChrosorb ODS CH3OH-H2O (60:40), Hg2+, C2H5Hg+, ñ amperometrick· 21
(250◊4 mm, 5 µm) 0,01 % 2-sulfanyletanol, CH3Hg+, C6H5Hg+ (Ag-AgCl,

pH 5,5 (octan amÛnny) elektrÛda)
0,8ñ1,9 µg.l-1

RP Zorbax ODS CH3OH-0,06 mol.l-1 octan amÛnny C2H5Hg+, CH3Hg+, ryby, extrakcia AAS resp. DVP 8
(250◊4,6 mm, 5 µm) (3:2), 0,01 % 2-sulfanyletanol C6H5Hg+ 0,6 ng 9

(pH 5,7)
RP C8 Lichrosorb CH3OH-H2O (6:94), Hg2+, C2H5Hg+, ñ GF AAS 18
(10 µm) 25 mg.l-1 2-sulfanyletanol CH3Hg+, C6H5Hg+, (monitorovanie

n-C3H7Hg+ UV 254 nm)

RP C18 Waters Resolve gradient A = 0,05 % 2-sulfanyletanol, C2H5Hg+, CH3Hg+, ñ ICP-AES 25
(150◊3,9 mm, 5 µm) 0,06 mol.l-1 octan amÛnny (pH 5,7), Hg2+, (CH3)2Hg 32ñ62 µg.l-1

B = A + 75 % ACN,
od B = 20 % do B = 100 %

RP-6 Prepacked CH3OH-H2O (60:40), Hg2+, C2H5Hg+, ñ MIP 20
(250◊4,6 mm, 5 mm) 0,01 % 2-sulfanyletanol CH3Hg+, C6H5Hg+ 75 ng

RP C18 Waters PicoTag 3 % ACN, 0,05 % 2-sulfanyletanol, Hg2+, C2H5Hg+, ryby, Ëistiaci roztok ICP-MS 12
0,06 mol.l-1 octan amÛnny CH3Hg+, thimerosal kontaktn˝ch 0,6ñ1,2 ng.ml-1

(pH 5,3ñ6,8) öoöoviek, voda

RP C18 Vydac 201 TP 3 % CH3OH, 1,5 % ACN, Hg2+, C2H5Hg+, ryby, voda, Ëistiaci ICP-MS 13
(250◊4,6 mm, 10 µm) 0,05 % 2-sulfanyletanol, CH3Hg+ roztok kontaktn˝ch 70ñ160 pg

0,06 mol.l-1 octan amÛnny (pH 6,8) öoöoviek

RP C18 Spherisorb ODS 2 1 % ACN, 0,005 % 2-sulfanyletanol, Hg2+, C2H5Hg+ morsk· voda ICP-MS 27
(150◊3,2 mm, 5 µm) 0,06 mol.l-1octan amÛnny CH3Hg+ off-line prekoncetr·cia 16ñ17 ng.l-1

(ditiokarbam·tom)

RP C18 Shim-pack CH3OH-octan amÛnny (40:60), C2H5Hg+, CH3Hg+, prÌrodn· voda, AFS 5ñ7 ng 23
CLC-ODS (150◊6 mm) 0,02 % 2-sulfanyletanol (pH 5) C6H5Hg+ biologickÈ vzorky

RP C18 Chromsper gradient A = 30 % CH3OH, CH3Hg+, pÙda a sedimenty UV 230 nm 22
(200◊3 mm, 3 µm) 0,05 mol.l-1 octan amÛnny (pH 5), CH3OC2H4Hg+, 7ñ95,1 mg.l-1 10

0,1 mmol.l-1 2-sulfanyletanol, COOHC6H4Hg+, AFS 11
B = 50 % CH3OH, 0,1 mmol.l-1 C2H5Hg+, C6H5Hg+, 24
2-sulfanyletanol, 0,02 mmol.l-1 C2H5OC2H4Hg+,
octan amÛnny (pH 5), od A = OHCH3NO2C6H2Hg+,
100 % 5 min., line·rne zmena CH3C6H4Hg+, Hg2+,
na A = 50 % a B = 50 % mersalylic acid
v rozsahu 1 min.

RP C18 µBondapak 65ñ85 % CH3OH-H2O resp. Hg2+, C6H5Hg+ ñ UV 258 nm 45
(300◊6,4 mm resp. 55ñ85 % ACN-H2O, 0,1 mmol.l-1 ñ
300◊3,9 mm, 10 µm) EDTA

CH3OH-H2O (78:22), Hg2+, C2H5Hg+, ñ UV 254 nm 35
0,1 mmol.l-1 EDTA CH3Hg+, C6H5Hg+ 8,8ñ10,8 ng

RP C18 LiChrospher 0,5 mmol.l-1 2-sulfanyletanol, 20 % Hg2+, CH3Hg+ sediment, UV 230 nm 7
(150◊3 mm, 5 µm) CH3OH, octan amÛnny (pH 5,5) extrakcia ñ
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Tabuæka I ñ pokraËovanie

Stacion·rna f·za Mobiln· f·za StanovovanÈ formy Matrica a ˙prava Detekcia a medza Lit.
vzorky stanovenia

PLRP-S polystyrÈn- CH3OH-ACN-H2O (59:39:0,5), Hg2+, CH3Hg+ ñ UV 254 nm 14
-DVB 50 µmol.l-1 NaDDC 3ñ20 ng
(150◊4,6 mm, 5 µm)

RP C18 Spherisorb CH3OH-H2O (75:25), Hg2+, C2H5Hg+, prÌrodn· voda amperometrick· 34
(Tracer) 0,05 mol.l-1 KNO3 CH3Hg+, C6H5Hg+ resp.
(150◊4,6 mm, 5 µm) resp. 0,02 mol.l-1 KNO3 coulometrick·

0,16ñ2,8 ng

RP C18 Nova-pak CH3OH-H2O (82:12), Hg2+, C2H5Hg+, ñ UV 254 nm 37
(150◊3,9 mm, 4 µm) 50ñ100 mmol.l-1 EDTA, CH3Hg+, C6H5Hg+ 0,15ñ0,5 ng
resp. RP C18 20 mmol.l-1 DDC resp. CH3OH-
Spherisorb ODS-2 -ACN-H2O (71:8:21),
(150◊4,6 mm, 3 µm) 100 mmol.l-1 EDTA

RP C18 LiChrosper 100 ACN:H2O (58:42), Hg2+, C2H5Hg+, voda a odpadov· CV AAS 39
(250◊4 mm, 5 µm) 0,5 mmol.l-1 APDC, pH 5,5 CH3Hg+, C6H5Hg+ voda on-line pre- 0,15ñ5 ng.l-1 38

(H3COOH, NaOH) koncetr·cia
(LichroCART 100
RP-100) ryby a huby,
extrakcia
(tiomoËovinou)

RP C18 Hypersil-ODS ACN-H2O (65:35), 0,5 mmol.l-1 Hg2+, CH3Hg+ vlasy CV AAS 40
(80◊4,6 mm, 3 µm) NaPDC, pH 5ñ6,5 (octan amÛnny) (HPLC-UV-

-PCO-CVAAS)
4 ng.kg-1

RP C18 Chromosphere- Hg2+, C2H5Hg+ ñ CV AAS 80 pg 41
-ODS (30◊4 mm, 5 µm) CH3Hg+, C6H5Hg+

RP C18 Hypersil-ODS ACN-H2O (65:35), 0,5 mmol.l-1 Hg2+, C2H5OC2H4Hg+, prÌrodn· voda CV AAS 5 ng.l-1 42
(80◊4,6 mm, 3 µm) NaPDC, pH 5ñ6,5 (octan amÛnny) C6H5Hg+, C2H5Hg+, on-line

CH3OC2H4Hg+, CH3Hg+ prekoncentr·cia
(RP C18 Hypersil ODS)

RP C18 Hypersil-ODS CH3Hg+ sedimenty a rybie CV AAS 40 pg 43
(60◊4,6 mm, 3 µm) tkanivo, destil·cia

RP C18 Hypersil-ODS Hg2+, C2H5Hg+ sedimenty a biologic- ICP-MS (HPLC- 44
(80◊4,6 mm, 3 µm) CH3Hg+, C6H5Hg+ kÈ tkaniv·, destil·cia -HPF/HHPN-

mersalylic acid -ICP-MS) 10ñ20 pg

RP C18 Spherisorb THF-CH3OH (2:1), Hg2+, C2H5Hg+ odpadov· voda, UV-VIS 475 nm 47
ODS-2 50 mmol.l-1 EDTA, CH3Hg+ keËup, æudsk˝ moË 0,3ñ0,4 ng
(150◊4,6 mm, 3 µm) 0,05 mol.l-1 oct·nov˝ pufor (pH 4)

RP C18 µBondapak CH3OH-0,05 mol.l-1 NaCl (70:30) C6H5HgCl, ñ UV 254 nm 48
(300◊3,9 mm, 10 µm) resp. CH3OH-ACN-5 mmol.l-1 (C6H5)2Hg, CH3HgCl ñ
a RP C18 Nucleosil KH2PO4 (1/4/5)
(150◊4,6 mm, 5 µm)

RP C18 Brownlee Labs. CH3OH-octan amÛnny (80:20), Hg2+, C2H5Hg+, voda, Ëistiaci roztok UV 285 nm 49
(200◊4,6 mm, 5 µm) 0,1 mol.l-1 MBT (pH 6,2) CH3Hg+, C6H5Hg+ kontaktn˝ch öoöoviek 0,3ñ0,5 ng

RP C18 Hypersil ODS CH3OH-octan amÛnny (40:60), C2H5Hg+, CH3Hg+ vodn· vzorka UV 235 nm 50
100-5 (250◊4 mm, 5 µm) 2,2 mmol.l-1 metyl tioglykol·t 630ñ650 ng.l-1 51

(pH 5,8) 19ñ25 ng

RP C18 Bishoff ODS-II 40 mmol.l-1 cysteÌn, Hg2+, C2H5Hg+, peËeÚ delfÌna CV AAS 52
(125◊4,6 mm, 5 µm) 0,1 mol.l-1 kyselina octov· (pH 2,9) CH3Hg+ 200 ng.g-1
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Tabuæka I ñ pokraËovanie

Stacion·rna f·za Mobiln· f·za StanovovanÈ formy Matrica a ˙prava Detekcia a medza Lit.
vzorky stanovenia

RP C18 Separon SGX 40 % ACN, 0,4 mmol.l-1 CDTA, Hg2+, C6H5Hg+, ñ UV-VIS 500 nm 55
(150◊3 mm, 5 µm) pH 2 (H2SO4) CH3Hg+ (pok. derivatiz·cia,

ditizÛn, CTMAB
1ñ5,1 ng

20 %ACN, Hg2+, C6H5Hg+, ñ TMA (off-line 56
0,2 mmol.l-1 CDTA, pH 2 (H2SO4) CH3Hg+ spojenie s HPLC)

0,3 ng

MikrokolÛna STR-ODS-H odpadov· voda 0,1 ng 53
(125◊0,51 mm, 5 µm)

ODS LS-40 (Toyosoda) ACN-H2O-(CH3)2SO (dimetyl CH3HgSH, C2H5HgSH, ñ CV AAS 20 ng 54
(300◊16 µm) sulfoxid) (70:30:1) CH3(CH2)2HgSH,

resp. 0,2 mol.l-1 cysteÌn, CH3(CH2)3HgSH, resp.
0,02 mol.l-1 kyselina octov· (pH 2,2) Hg2+, C2H5Hg+, CH3Hg+

RP C18 Lichrospher ACN-0,1 mol.l-1 Kbr HgCl2, (C6H5)2Hg, kondenzovan˝ plyn CV AAS 71
(250◊4 mm, 5 µm) (gradient 35:65ñ100:0) C6H5HgOAc, CH3HgCl 10 ng.ml-1

Chromatografick· separ·cia iÛnov˝ch p·rov

RP C18 IBM CH3OH-H2O (60:40), Hg2+, C2H5Hg+, rieËna voda UV 254 nm 58
(250◊4 mm, 5 µm) 0,15 mol.l-1 NaCl, CH3Hg+, C6H5Hg+, resp. DCP-AES

0,01 mol.l-1 TBAB C6H5CH2Hg+ 0,2ñ8 ng resp.
175ñ255 ng

RP C18 Chemcosorb ODS 0,1 mol.l-1 HCl , Hg2+, C2H5Hg+, Ëistiace roztoky PAD 59
(100◊3 mm, 5 µm) 1 mmol.l-1 KCl, 1 % CH3CN CH3Hg+ kontaktn˝ch öoöoviek 1,2ñ1,8 mg.l-1

RP C18 Spherisorb ODS-2 0,5 % L-cysteÌn (pH 5) Hg2+, C2H5Hg+, morsk· voda ICP-MS 61
(150◊4,6 mm, 5 µm) CH3Hg+ 0,03ñ0,11 ng.ml-1

RP C18 PEEK ACN-H2O (20:80), 5 mmol.l-1 Hg2+, C2H5Hg+, moË ICP-MS 7 pg 60
(50◊1,6 mm) amÛnium pent·nsulfon·t (pH 3,4) CH3Hg+, C6H5Hg+

Ionexov· chromatografia

Separon Six 0,1 mmol.l-1 NaBr, Hg2+, CH3Hg+, ñ UV-VIS, 64
(silikagÈl) CGC 5 % CH3OH, pH 2 (H2SO4) C6H5Hg+ pokolÛnov· (pok.)
(150◊3 mm, 5 mm) derivatiz·cia ditizÛn

a CTMAHS
1,1ñ6,2 ng

HPIC-CS-5 (Dionex) 1 mmol.l-1 kyselina octov·, Hg2+, C2H5Hg+, odpadov· voda CV AAS 63
1 mmol.l-1 NaClO4, CH3Hg+ on-line prekoncentr·cia 2ñ10 ng
5 mmol.l-1 cysteÌn, pH 4,4 (NaOH) (LiChroCART RP C18

a HPIC CG-5 Dionex)

Micel·rna kvapalinov· chromatografia

RP C18 Spherisorb ODS 2 5 % ACN, 0,2 mmol.l-1 DDAB, Hg2+, CH3Hg+ morsk· voda, æudsk· CV AAS 66
(250◊4,6 mm, 10 µm) 0,005 % 2-sulfanyletanol, moË, odpadov· a morsk· 0,1ñ0,2 mg.l-1

modifikovan· 10 mmol.l-1 octan amÛnny (pH 5) voda, æudsk· moË MIP-AES 67
1 mmol.l-1 DDAB prekoncentr·cia 0,15ñ0,35 ng.ml-1

(tvorba vezik˙l) (Sep-Pack RP C18,
2-sulfanyletanol)

RP C18 Separon CGC 0,05 mol.l-1 CTMABr, 1 mMñDCTA Hg2+, CH3Hg+, ñ UV-VIS 500 nm 68
(30◊3 mm, 5 mm) 4 % 2-propanol, pH 2 (H2SO4) C6H5Hg+ (pok. derivatiz·-

cia ditizÛnom)
1ñ3 ng

O4

–
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f·zou, boli rieöenÈ t˝m, ûe rÙzne chemickÈ zl˙Ëeniny ortuti
boli separovanÈ ako stabilnÈ neutr·lne komplexy (Ñcharge-
-neutralization reversed-phase chromatographyì)17.

Ako jedno z prv˝ch komplexotvorn˝ch Ëinidiel bol pouûi-
t˝ 2-sulfanyletanol18, ktor˝ bol pridan˝ do mobilnej f·zy, kde
reagoval za vzniku neutr·lnych komplexov s organick˝mi
zl˙Ëeninami ortuti poËas el˙cie19. Ako detekËn˙ metÛdu po-
uûili elektrochemick˙ detekciu ñ diferenËne pulzn˙ voltampe-
rometriu (DPV) resp. atÛmov˙ absorpËn˙  spektrometriu8,9

(AAS), detektor s mikrovlne indukovanou plazmou20 (MIP),
amperometrick˙ detekciu21, fotometrick˙ detekciu v ultrafia-
lovej oblasti (UV) pri 230 nm (cit.7,22). NÌzke medze stanove-
nia (5ñ7 ng) analytov v re·lnych vzork·ch ûivotnÈho prostre-
dia, ako prÌrodn· voda, biologickÈ vzorky23 a sedimenty10,11,24

boli dosiahnutÈ pouûitÌm atÛmovÈho fluoresceËnÈho spektro-
metrickÈho detektora (AFS) alebo spojenÌm RP HPLC s atÛ-
movou absorpËnou spektrometriou s atomiz·ciou v grafitovej
kyvete18 (GF AAS) a atÛmovou emisnou spektrometriou s in-
dukËne viazanou plazmou25 (ICP-AES).

V spojenÌ RP HPLC s hmotnostnou spektrometriou s in-
dukËne viazanou plazmou (ICP-MS) vyööÌ obsah organick˝ch
zl˙ËenÌn v mobilnej f·ze spÙsobuje problÈmy, ako klesanie
citlivosti detektora26 a preto pri izokratickej el˙cii sa v mobil-
nej f·ze pouûÌva najviac 5 aû 30%-n˝ obsah organickÈho
modifik·tora12,13. V pr·ci27 pouûili na znÌûenie medze stano-
venia analytov ICP-MS detekciu v kombin·cii s off-line pre-
koncentr·ciou zl˙ËenÌn ortuti s ditiokarbam·tom na Dionex
predkolÛne. Medza stanovenia pre CH3HgCl bola 16 ng.l-1

a pre HgCl2 17 ng.l-1, Ëo predstavovalo pribliûne 50 n·sobn˝
prekoncentraËn˝ faktor.

Ditiokarbam·ty s˙ Ëasto pouûÌvan˝mi komplexotvorn˝mi
Ëinidlami, ktorÈ vytv·raj˙ stabilnÈ neutr·lne komplexy s iÛn-
mi kovov, naviazan˝mi na ich tiolov˙ skupinu. Tvorba kom-
plexov dovoæuje separovaù, pri vhodn˝ch separaËn˝ch pod-
mienkach, od seba niektorÈ katiÛny kovov28-31 ako Co(II),
Ni(II), Cu(II), Co(II a III), Cd(II), Cr(III), Pb(II), Bi(III),
Tl(III), Pt(II), Fe(III), Pa(II) a Hg(II). ät˙die stanovenia zl˙-
ËenÌn ortuti ukazuj˙, ûe tvorba ditiokarbam·tov˝ch komple-
xov je v‰Ëöinou uskutoËnen· mimo kolÛny, tieto s˙ extra-
hovanÈ do chloroformu a rozpustenÈ v metanole resp. aceto-
nitrile a n·sledne separovanÈ RP HPLC metÛdou. Ligand
s nÌzkou koncentr·ciou musÌ byù tieû prÌtomn˝ v mobilnej
f·ze, aby sa zabr·nilo disoci·cii komplexu32,33. Mobiln· f·-
za bola vhodne zvolen· podæa typu detekËnej metÛdy. Pre
UV detekciu a elektrochemick˙ detekciu to bola zmes meta-
nolñvoda34-37 a pre atÛmovu absorpËn˙ spektrometriu stude-
n˝ch p·r (CV AAS) a ICP-MS zmes acetonitrilñvoda38-44,71.
Tvorba ditiokarbam·tov˝ch komplexov s organick˝mi zl˙-
Ëeninami ortuti (pouûivan˝mi vo farmaceutickom priemys-
le ako baktericÌdne l·tky) bola vyuûit· aj v pr·cach Par-
kina36,45,46. Separ·cie ditiokarbam·tov˝ch komplexov boli
robenÈ na oktadecylsilikagelov˝ch analytick˝ch kolÛnach
(RP C18) s eluËn˝m poradÌm podæa klesaj˙cej polarity
CH3Hg+, C2H5Hg+, C6H5Hg+ Ö atÔ. a ako posledn˝ eluoval
komplex Hg2+ (cit.34,38,39). Spojenie HPLC s pokolÛnovou fo-
tochemickou (UV) oxid·ciou a CV AAS (UV-PCO-CVAAS)
(cit.40-43,69) resp. s rozpraöovanÌm za vysokÈho tlaku a ICP-MS
(HPF/HHPN-ICP-MS) (cit44) ako vysoko citliv˝mi detekËn˝-
mi metÛdami, vyuûil Falter79 a kol. na stanovenie zl˙ËenÌn
ortuti v rÙznych vzork·ch (vlasy, prÌrodn· voda, sedimenty
a biologickÈ tkaniv·). Najniûöiu medzu stanovenia 0,05 ng.l-1

autori dosiahli ak pouûili on-line prekoncentr·ciu na RP C18
Hypersil ODS kolÛne.

Z ÔalöÌch komlexotvorn˝ch Ëinidiel vytv·raj˙cich kom-
plexy so zl˙Ëeninami ortuti a ich stanovenÌ RP HPLC metÛ-
dou, boli pouûitÈ: komplexy ditizÛnu47, 6-sulfanylpurinu48,
2-sulfanylbenztiazolu49, metyl sulfanylglykol·tu50,51, cysteÌ-
nu52,54 a CDTA (cit.55,56).

2 . 2 . C h r o m a t o g r a f i c k · s e p a r · c i a
i Û n o v ˝ c h p · r o v

Chromatografick· separ·cia iÛnov˝ch p·rov na rever-
zn˝ch f·zach, mÙûe tieû rieöiù problÈmy separ·cie iÛnov˝ch
l·tok. Separ·cia katiÛnov je dosiahnut· ich komplex·ciou
s vhodn˝m ligandom pridan˝m do mobilnej f·zy a iÛnov˝m
p·rovanÌm negatÌvne nabitÈho komplexu s iÛn-p·rovacÌm Ëi-
nidlom alebo v˝menou ich katiÛnu s protiÛnom iÛn-p·rovacie-
ho Ëinidla32.

Rovnov·hy uplatÚuj˙ce sa pri separ·cii Hg(II) halogeni-
dov a halogÈnkomplexov v prÌtomnosti protiÛnu (tetra-n-bu-
tylamÛnium halogenidu):

Hg2+ RíHg+

Hg2++4Xñ Hg RíHgX+Xñ RíHg

2R4N
++Hg (R4N)2HgX4 R4N

++RHg (R4N)RíHgX2

[2R4NX+HgX2 (R4N)2HgX4] [R4NX+RíHgX (R4N)RíHgX2]

Zvyöovanie pH hodnoty mobilnej f·zy zniûuje retenËnÈ
faktory komplexov kovov. To naznaËuje, ûe elektrostatick˝
efekt medzi stacion·rnou a mobilnou f·zou m· dÙleûit˝ vplyv
na retenciu komplexov kovov57. Ho a Uden58, sa zaoberali
vplyvom koncentr·cie konkureËnÈho aniÛnu Clñ, koncentr·cie
organickÈho modifik·tora (metanol) a koncentr·cie iÛn-p·ro-
vacieho Ëinidla tetrabutylamÛnium bromidu (TBABr) v mo-
bilnej f·ze na stanovenie ortuti a jej zl˙ËenÌn. TypickÈ pre
chromatografick˙ separ·ciu iÛnov˝ch p·rov bolo zvyöovanie
retenËn˝ch faktorov analytov so zvyöovanÌm koncetr·cie iÛn-
-p·rovacieho Ëinidla TBABr. PrÌdavok organickÈho modifi-
k·tora do mobilnej f·zy, tieû zlepöuje tvar pÌkov a zvyöuje
˙Ëinnosù, Ëo bolo vyuûitÈ v pr·ci59 prÌdavkom 1% acetonitrilu
do mobilnej f·zy. V pr·ci60 autori ˙speöne stanovili zl˙Ëeniny
ortuti ako ötandardnÈho prÌdavku do vzorky moËa ICP-MS
detekciou. Autori v pr·ci61 vyuûili pre separ·ciu 0,5 % roztok
cysteÌnu (pH 5,0) ako iÛn-p·rovacieho Ëinidla. Vynechanie
organickÈho rozp˙öùadla v mobilnej f·ze malo pozitÌvny vplyv
na ICP-MS detekciu.

2 . 3 . I o n e x o v · c h r o m a t o g r a f i a

V ionexovej chromatografii naöla uplatnenie pri öpeci·cii
ortuti63 hlavne anexov· chromatografia cysteÌnov˝ch komple-
xov, pravdepodobne kvÙli vysok˝m hodnot·m distribuËn˝ch
konöt·nt Hg (II) na katexoch pri obvykl˝ch zloûeniach mobil-
n˝ch f·z, Ëo si vyûiadalo pouûÌvanie agresÌvnych mobiln˝ch
f·z62. PorovnanÌm rÙznych typov stacion·rnych f·z na simul-
t·nne stanovenie zl˙ËenÌn ortuti s pokolÛnovou derivatiz·ciou
ditizÛnom v micel·rnom prostredÌ a n·slednou UV-VIS detek-
ciou, sa zaoberali autori v pr·ci64. Z testovan˝ch sorbentov

→← X4

2– →← X2

–

X4

2– →← X2

– →←

→← →←
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Separon SIX, Separon SGX-NH2 a Separon HEMA-S, bol naj-
vhodnejöÌ na separ·ciu Hg2+, CH3Hg+ a C6H5Hg+ Separon SIX.

2 . 4 . M i c e l · r n a k v a p a l i n o v ·
c h r o m a t o g r a f i a

Hlavn˝ rozdiel micel·rnej kvapalinovej chromatografie
(MLC) a klasickej RP HPLC je dan˝ homogenitou hydroor-
ganickÈho roztoku a mikroheterogenitou micel·rnych rozto-
kov nad kritickou micel·rnou koncentr·ciou, ako aj z toho
vypl˝vaj˙cim uplatnenÌm sekund·rnej rovnov·hy v micel·r-
nych mobiln˝ch f·zach65.

Vlastnosti micel·rnych systÈmov boli vyuûitÈ v pr·cach66,67

kde autori modifikovali povrch stacion·rnej f·zy pred separ·-
ciou roztokom didodecyldimetylamÛnium bromidu (DDAB).
PrÌdavok DDAB do mobilnej f·zy (acetonitril, 2-sulfanyleta-
nol) s 0,2 mmol.l-1 koncentr·ciou spÙsoboval tvorbu vezik˙l,
ktor˝ch prÌtomnosù umoûÚovala pri separ·cii realizovaù nielen
hydrofÛbne interakcie, ale tieû elektrostatickÈ interakcie s io-
nizovan˝mi analytmi. Pouûitie surfaktantu tieû zlepöilo detek-
ciu ortuti CV AAS a CV-MIP-AES.

Interakcie  medzi analytom, stacion·rnou a micel·rnou
f·zou charakteristickÈ pre MLC boli vyuûitÈ v pr·ci68 pri
öpeci·cii ortuti ako bromokomplexov na kr·tkej RP C18 ko-
lÛne (30◊3 mm). Ako micel·rna mobiln· f·za bol pouûit˝ ka-
tionick˝ surfaktant cetyltrimetylamÛnium bromid (CTMABr)
s prÌdavkom kyseliny 1,2-cyklohex·ndiaminotetraoctovej
(CDTA), 2-propanolu a pH upraven˝m na hodnotu 2,0 kyse-
linou sÌrovou (H2SO4). EluËnÈ poradie bolo CH3Hg+, C6H5Hg+

a Hg2+. Komplex [HgBr4]
2- sa separoval iÛnov˝menn˝m, za-

tiaæ Ëo CH3HgBr a C6H5HgBr hydrofÛbnym mechanizmom.
Na detekciu bol vyuûit˝ systÈm s pokolÛnovou derivatiz·ciou
ditizÛnom a n·slednou spektrofotometrickou detekciou kom-
plexov ditizÛnu pri 500 nm.

3. Z·ver

Na öpeci·ciu ortuti HPLC metÛdami sa zl˙Ëeniny ortuti
najËastejöie komplexuj˙ pred alebo poËas separ·cie 2-sulfa-
nyletanolom resp. ditiokarbam·tmi ako komplexotvorn˝mi Ëi-
nidlami. Uplatnenie tieû naöli sekund·rne rovnov·hy pri sepa-
r·cii zl˙ËenÌn ortuti iÛnov˝m p·rovanÌm a MLC, pridanÌm
vhodnÈho iÛn ñ p·rovacieho Ëinidla resp. surfaktantu. NajËastej-
öie pouûÌvan˝mi detekËn˝mi technikami s˙ techniky moleku-
lovej spektrometrie a atÛmovej spektrometrie. V˝razn˝ posuv
je vidieù v uplatÚovanÌ ICP-MS a elektrochemick˝ch metÛd.

Hlavn˝mi problÈmami spojen˝mi s uplatÚovanÌm HPLC
öpeci·cie pri anal˝ze komplexn˝ch vzoriek (environment·lne,
biologickÈ) ovplyvÚuj˙cimi jednak separaËn˝ proces a tieû
detekËnÈ parametre s˙:
ñ relatÌvne vysokÈ pozaÔovÈ koncentr·cie ortuti v chemik·-

liach pouûÌvan˝ch pre prÌpravu mobiln˝ch f·z, ako aj
roztokov pre izol·ciu ortuti a organoortuùnat˝ch zl˙ËenÌn
z komplexn˝ch matrÌc72,

ñ öpeci·cia ortuti viazanej v labiln˝ch komplexoch,
ñ nekontrolovan· sorpcia v zloûit˝ch analytick˝ch zariade-

niach (HPLC ñ ICP-MS),
ñ izol·cia analytov bez poruöenia rovnov·ch vo vzorke ale-

bo s akceptovateæn˝m poruöenÌm.
Problematika anal˝zy ùaûk˝ch kovov v komplexn˝ch mat-

riciach  (napr.73,74), ako aj operaËne definovanej  öpeci·cie,
vyuûitÌm mnohokrokov˝ch extrakËn˝ch postupov (napr.75)
a jej kombin·cie s identifik·ciou a kvantifik·ciou individu·l-
nych öpÈcii  rÙznymi kombinovan˝mi  technikami, je  st·le
aktu·lnou a prÌùaûlivou pre rÙzne orientovanÈ skupiny analy-
tick˝ch chemikov76-78.

Z o z n a m p o u û i t ˝ c h s k r a t i e k a s y m b o l o v

CTMAHS cetyltrimetylamÛniumhydrogensulf·t
DC ditiokarbam·tov˝ komplex
DCP plazma buden· jednosmern˝m pr˙dom
DDC dietylÈnditiokarbam·tov˝ komplex
EDTA kyselina etylÈndiaminotetraoctov·
MBT sulfanylbenztiazol
MIP-AES atÛmov· emisn· spektrometria s mikrovlne indu-

kovanou plazmou
PAD pulzn· amperometrick· detekcia
PDC pyrolidinditiokarbam·tov˝ komplex
TMA jedno˙Ëelov˝ prÌstroj na stanovenie ortuti

N·zvy organick˝ch zl˙ËenÌn ortuti prebrat˝ch z anglicky
pÌsan˝ch liter·rnych zdrojov nie s˙ eöte jasne definovanÈ.
V slovenskej n·zvoslovnej praxi organokovov˝ch zl˙ËenÌn sa
odpor˙Ëa pouûÌvaù namiesto ortuùñhydrargyrium79, napr. me-
thylmercury = metylhydragyrium. Vzhæadom na ojedielnosù
pouûÌvania spomenutÈho n·zvoslovia v analytickej chÈmii
a tieû vyhnutiu sa zauûÌvanÈho n·zvoslovia (metylortuù, fenyl-
ortuù a pod.), boli v nasleduj˙cej pr·ci pouûÌvanÈ sum·rne
alebo pÙvodnÈ n·zvy prebratÈ z literat˙ry.

T·to pr·ca vznikla za finanËnej podpory VEGA Mä a SAV
v r·mci projektov Ë. 1/4198/97, Ë. 1/6222/99 a USA ñ Slovak
Science and Technology Program Award No: 007ñ95.
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R. Halko and M. Hutta (Department of Analytical Che-
mistry, Faculty of Science, Comenius University, Bratislava,
Slovak Republic): Speciation and Determination of Mercu-
rials by High-Performance Liquid Chromatography Me-
thods

Applications of HPLC to speciation and determination of
mercury compounds in biological, clinical and environmental
matrices are reviewed. Almost all modes of HPLC (reverse-
-phase, ion-pair, ion exchange, micellar)  used  so far  for
separation of mercury compounds of interest (Hg2+, CH3Hg+,
(CH3)2Hg, C2H5Hg+, n-C3H7Hg+, C6H5Hg+, etc.) are discus-
sed. Merits of various detection techniques used for mercury
and/or organomercurials determination in combination with
HPLC and brief description of isolation techniques are presen-
ted.
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