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1. Uvod

Rtut’ se v pfirodé muze vyskytovat jako elementarni
kovova nebo ve form¢ rtutnatych a rtutnych anorganic-
kych slou€enin a organokovovych slou€enin. Do Zivotniho
prostiedi je rtut’ uvoliiovana zejména zpracovanim a spalo-
vanim fosilnich paliv, z chemickych procest a jejich pro-
duktti, zubnich vyplni (nejcastéji pii kremaci) a z rukod¢l-
né tézby zlata'. V roce 2005 bylo pfi celkové spotiebé rtuti
3798 t emitovano do atmosféry 1930t rtuti. Nejnovéjsi
studie z roku 2010 odhaduje, Ze v piipadé zachovani sou-
¢asného trendu, dojde v letech 2005-2020 k navySeni emi-
si 025 % (cit)).

Pro vyhodnoceni ekologického a toxického uéinku
nestaci obecné stanoveni celkové koncentrace polutantu.
Esencialita a toxicita jsou ovlivnény nejen koncentracni
urovni prvku, ale také formou jeho vazby, tedy obsahem
jednotlivych specii®®. Navic v zavislosti na chemickych,
fyzikalnich a biologickych podminkéch prostfedi mohou
byt jednotlivé specie navzajem konvertovany. To plati
1o rtuti, jejiz relativné méné nebezpecné anorganické for-
my (AnorgHg) mohou byt pfeménény na mnohonasobné
s vyraznymi neurotoxickymi uéinky”. Z téchto forem pie-
vladd (mono-) methylrtut’, silny neurotoxin zpusobujici
vaznad poSkozeni mozku, ktery se snadno akumuluje

zejména ve vodnich organismech®”. Je znamo, e lidsky
organismus pfijimd nejvétsi mnozstvi rtuti prave
s mofskymi rybami a korysi a také Gokoladou®. Biodostup-
nost rtuti vSak zavisi nejen na druhu a zptsobu upravy
potraviny, ale i na jejim celkovém obsahu. Bylo napf.
zjisténo, ze celkova biodostupnost rtuti obsazené v rybach
je pro lidsky organismus pomérné mald, a to 9-17 % cel-
kového obsahu, pti¢emz klesa s rostoucim celkovym obsa-

hem’.

2. Obecny postup speciacni analyzy rtuti
a vyuZivané analytické techniky

Speciacni analyza rtuti, provedend libovolnou meto-
dou, zahrnuje nékolik spole¢nych krokt. Odebrané vzorky
jsou zakonzervovany, homogenizovany a uskladnény.
Nasledné jsou pfitomné specie rtuti ze vzorku izolovany
a poté je provedena jejich separace a detekce.

V ptipadé speciacni analyzy rtuti se k separaci pouZzi-
va zejména plynova chromatografie (GC) a kapalinova
chromatografie (LC)'*"". Pouzivani GC pro specia¢ni ana-
Iyzu rtuti se datuje jiz od 60. let minulého stoleti'>. Vlastni
separaci pfedchézi derivatizace, nejcastéji alkylaci pomoci
Grignardovych &inidel nebo tetralkylboritanu'. Oproti GC
pfind8i LC fadu vyhod: postaCuje jednodus$i piiprava
vzorku, spojeni s prvkové selektivnim detektorem je jed-
nodussi a separace probihd pfi laboratorni teploté a nehrozi
tak vzajemna konverze specii. Pii separacich specii rtuti se
témeét vyhradné pouziva kapalinovd chromatografie na
obracené fazi se stacionarni fazi C-18 nebo C-8
asriznymi mobilnimi fizemi obsahujicimi organicky
modifikator (methanol, acetonitril) a latky stabilizujici
specie rtuti tvorbou merkaptidii nebo komplext se rtuti
(2-merkaptoethanol, L-cystein, pyrrolidindithiokarbamat ¢i
dithizon) nebo iontové parové Cinidlo (bromid tetrabutyla-
monia), ptipadné pufr'*'’. Aplikace jinych chromatogra-
fickych technik je vyjimecna, popsano bylo napf. pouziti
jontové vyménné chromatografie'®. Obé separaéni metody
byvaji doplnény prvkové ¢i izotopove citlivou detekcei, a to
prevazné atomovou fluorescenéni spektrometrii (AFS)'"'8,
atomovou absorpéni spektrometrii (AAS)"” & hmotnostni
spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS)** 2.
Pro snizeni detek¢nich limitd lze pfed detekéni metodu
predfadit generovani studenych par. Jednotlivé specie rtuti
jsou redukovany na elementarni rtut’ nejcastéji pomoci
tetrahydridoboritanu sodného nebo ve dvou krocich pomo-
ci chloridu cinatého®™?* & hydrazinu® a tetrahydridoborita-
nu sodného®®. V piipadé GC lze pouzit i nespecifické de-
tektory, v tom piipadé je ale nutné specie rtuti béhem pii-
pravy vzorku velice peclive izolovat od ostatnich latek.
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3. Odbér a uchovavani vzorku pro speciacni
analyzu rtuti

Dilezitymi kroky, které pfedchazeji samotné speciac-
ni analyze, jsou odbér a skladovani vzorku. Ty by mély
byt provadény tak, aby nedoslo ke znehodnoceni vzorku,
ke ztratdm jednotlivych specii rtuti ¢i naopak ke kontami-
naci vzorku, pfipadné ke zméné poméru obsahti jednotli-
vych specii.

Béhem skladovani kapalnych vzorkd mize dochazet
k ubytku obsahu rtuti jak adsorpci a chemisorpci na sté-
nach nadoby, tak i na povrchu tuhych c¢éstic v matrici.
K dalSim ztratdim muaze dojit transformaci specii: muze
dojit k degradaci MethylHg na dvojmocnou anorganickou
rtut’, k methylaci AnorgHg dochazi méné Casto a jen vyji-
mecné dochazi k transformaci mezi atomarni rtuti
a AnorgHg?"*,

Rozsah ztrat AnorgHg a MethylHg ve vodnych rozto-
cich zavisi na koncentraci pfitomnych specii, na povaze
rozpuSténych latek a také na pfitomnosti bakterii
a mikroorganismi. Pti studiu vlivu sterilizace na stabilitu
roztokd obsahujicich rtutnaté ionty o koncentraci 20 pg I
bylo zjisténo, ze béhem skladovani dochazi ve vzorcich
nesterilizované moiské vody sobsahem bakterii
k vyznamnym Ubytkiim, po ¢tyfech dnech byl pozorovan
ubytek 30 %, zatim co ve sterilizovanych vzorcich doslo
ke ztratam okolo 15 % (cit.*®). P¥i hledani vhodného mate-
ridlu skladovacich nadob bylo zjisténo, ze k nejvétSim
ztratam celkového obsahu rtuti, degradaci MethylHg a ke
konverzi mezi jednotlivymi speciemi dochazi v bézné¢ pou-
zivanych polyethylenovych (PE) nadobkach™ . Ke ztra-
tam obsahu AnorgHg dochézi adsorpci na sténach nado-
bek, které mohou obsahovat necistoty, jako jsou karbony-
lové skupiny ¢i uhlikové radikaly s amidovymi, thiolovy-
mi, sulfidovymi ¢i fenolickymi skupinami. Adsorpci na
sténach nadobek mutize byt ztraceno az 90 % piitomné
AnorgHg?***. Dalsi ztraty mohou byt zpiisobeny volatili-
zaci. Vysoky oxidagné redukéni potencial paru Hg”"/Hg"
umoziuje redukci dvojmocné anorganické rtuti na jedno-
mocnou anorganickou rtut’ jiz slabymi redukénimi Cini-
dly* a z jednomocné rtuti mize nasledné disproporcionaci
spontann¢ vznikat elementarni rtut, ktera se odpaiuje
z roztoku®>¢. Ztraty rtuti mohou byt také zptisobeny tvor-
bou nedetegovatelnych specii, jako jsou vysoce stabilni
komplexy ¢i stabilni amalgadmy, které jsou tvofeny po re-
dukci dvojmocné rtuti na rtut’ elementarni®.

Absorpci na sténach nadobek lze zabranit nizkym pH,
vysokou iontovou silou roztoku a piidavkem kom-
plexotvornych ¢inidel. Pro stabilizaci roztoku obsahujiciho
AnorgHg se pouzivaji bud silné mineralni kyseliny
(dusi¢na, sirova, chlorovodikova), latky plisobici jako oxi-
dacni Ccinidla v kyselém prostfedi (dichroman draselny,
manganistan draselny, zlatit¢ ionty) ¢i peroxid vodiku.
V roli komplexotvornych ¢inidel se pouzivaji halogenidy,
L-cystein a huminové kyseliny?”*.

Ze studie®® vyplyva, Ze na rozdil od PE jsou vhodny-
mi materidly pro uchovavani vzorkd borosilikatové sklo
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a polytetrafluorethylen (PTFE, teflon). Jak AnorgHg, tak
MethylHg jsou v téchto nadobkach stabilni po dobu néko-
lika mésict. Pro vzorkovani auchovavani pitné a ficni
vody pro speciacni analyzu rtuti jsou doporucovany na-
dobky z polyethylentereftalatu (PET), ktery vykazuje ob-
dobné vlastnosti jako PTFE ¢i borosilikatové sklo. Nizka
potizovaci cena PET nadobek dovoluje jejich jednorazové
pouziti, diky kterému odpada problém s jejich ¢isténim,
dalsi jejich velkou vyhodou je pomérné vysoka mechanic-
ké odolnost.

Na stabilitu specii rtuti béhem skladovani mtize mit
vliv i teplota. Na obsah MethylHg béhem skladovani vod-
nych roztoki teplota vliv neméla, nebyly sledovany ubyt-
ky obsahu methylrtuti ani pfi zahfivani roztokd na 80 °C
(cit.*®*"). Béhem skladovani vzorkt mékkyst, korysa
akrve dochazelo vsak v ptipadé opétovného rozmrazeni
a zamrazeni k Gbytkim obsahu MethylHg*®. Pro dosaZeni
stability specii rtuti ve vzorcich biologickych materialt je
nutné vzorky skladovat v temnu, avSak na stabilitu specii
ve vodnych roztocich nema svétlo vliv. Rozklad MethylHg
benim UV zafeni, pficemz mira rozkladu zavisi na intenzi-
t€ UV zafeni. Rozklad MethylHg svétlem lze potlacit pfi-
davkem kyseliny dusi¢né & hydroxidu sodného®®. B&hem
skladovani vzorkii zemin®” k degradaci organickych forem
rtuti na AnorgHg nedoslo, ale béhem skladovani extrakta
byla pozorovdna pfeména organické rtuti na AnorgHg.
Dulezitou roli v této pfeméné hraje kromé slunecniho svitu
1 pfitomnost L-cysteinu, degradace je intenzivnéjsi za pii-
tomnosti obou faktord.

4. Zpisoby izolace specii rtuti

Nevhodnou volbou extrakéniho postupu muze byt
vzorek znehodnocen. V praxi se pro izolaci specii rtuti ze
vzorkli biologickych materidld (rostlinné a télni tkané,
potraviny rostlinného a Zivoc¢isného ptivodu), na které je
tento ¢lanek prevazné zaméten, nejcastéji pouziva extrakce
do roztoku vhodného ¢inidla. Jedna se o roztoky jak kyse-
lin, tak zésad, pfitomny mohou byt i latky podporujici
pfevod specii rtuti tvorbou stabilnich slouc¢enin nebo jina
pomocna Cinidla. Piehled konkrétnich aplikaci spolu
s charakteristikou nasledné separace a detekce specii je
podan v tabulce 1. Praci zabyvajicich se speciacni analyzou
rtuti v nejriiznéjSich typech vzorkid existuje v odborné
literatufe enormni pocet, jen za rok 2011 pfibylo 38 ¢lanki
zabyvajicich se speciacni analyzou rtuti v rybach. Vybér
praci pro tento piehled byl omezen na casopisy analytické-
ho zaméfeni, ze kterych mohly byt ziskdny podrobnéjsi
udaje o zpusobu provedeni analyzy a dulezitych charakte-
ristikach stanoveni. Jiné zplisoby izolace specii rtuti nez
extrakce do kapaliny nejsou pfili§ vhodné. V piipadé pou-
ziti destilace s vodni parou byl pozorovan vyznamny na-
rist obsahu MethylHg'**’. Mira naristu souvisi s matrici
vzorku, nejvétsi nartist obsahu MethylHg byl pozorovan
v pfipadé¢ izolace ze sedimentd, v mensi mife byl pozoro-
van pfi izolaci rtuti z fas, vlast €i télnich tkani. Podobna
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Tabulka I

Prehled provedeni speciacni analyzy rtuti

Referat

Extrak¢éni ¢inidlo a postup

Vzorky

Zpusob separace Detekce

Mez detekce, kon-
centracni rozsah

Lit.

Hydrolyza NaOH (6 mol/l), neutraliza-
ce HCI (3 mol/l), ptidavek smési KBr/
CuSO0y, extrakce specii toluenem, pie-
¢isténi Na25203.

Hydrolyza 25% TMAH

v mikrovinném poli, neutralizace
CH;COOH, adice Cu®" iontd, pufrace
octanovym pufrem, derivatizace tet-
raprophylboritanem draselnym, extrak-
ce n-heptanem.

Hydrolyza 25% TMAH

v mikrovinném poli, neutralizace
CH;COOH, pufrace octanovym
pufrem, derivatizace tetracthylborita-
nem sodnym, extrakce hexanem.

Extrakce 25% TMAH ¢i 10% metha-
nolickym roztokem KOH, neutralizace
CH;COOH, pufrace octanovym
pufrem, derivatizace tetraecthylborita-
nem sodnym a extrakce hexanem.

Mikrovinna extrakce roztokem
TMAH, neutralizace CH;COOH,
pufrace octanovym pufrem, derivatiza-
ce tetraethylboritanem sodnym a ex-
trakce hexanem.

Hydrolyza ethanolickym roztokem
KOH pti 100 °C, neutralizace HCI1

a extrakce tukl do #-hexanu. K vodné
fazi ptidavek EDTA a roztoku dithizo-
nu v toluenu. Zpétna extrakce kom-
plexu do roztoku Na,S ve smési NaOH
a etanolu. Neutralizace HCI a ptidavek
Walpoleho pufru a dithizonu v toluenu.
Promyti org. vrstvy NaOH, okyseleni a
oddéleni toluenové vrstvy pro analyzu.

Hydrolyza roztokem KOH, pufrace
roztokem octanu amonného a derivati-
zace tetrafenylboritanem sodnym.
Extrakce fenylderivati na pevnou fazi.
Hydrolyza KOH pti 67 °C, neutraliza-
ce HCl a ptidavek roztoku NH,Cl,
hexanu a difenylrtuti v hexanu a deri-
vatizace tetraethylboritanem sodnym.

Odstranéni tukt (aceton a toluen),
spikovani monopropylrtuti, natraveni
pankreatinem a HCI pies noc pti 37 °C.
Okyseleni HC, aprava pH na 4,1-5
(octanovy pufr, NaOH) a derivatizace
tetrafenylboritanem sodnym. Zakon-
centrovani SPME.

svalovina
moftskych ryb

ryby

svalovina ryb

rybi jatra

ryby

moftské
a sladkovodni

ryby

vzorky motské
bioty

potraviny
moiského
pivodu

drabezi
svalovina,
vejce, ryze,
obilniny

GC, kolona SE-54, nosny plyn ICP-MS

N,

GC, kolona CP-SIL 8 CB MS
lowbleed (5% fenyl —
95% dimethylpolysiloxan),

nosny plyn He

GC, kolona DB-5,
nosny plyn He

GC, kolona OV-1701,
nosny plyn He

GC, dale nespecifikovano AES

GC, naplnova kolona, EC-MS
s Hg-20A na Uniport HP

AW-DMCS, nosny plyn N,

SPME-GC,
dale nespecifikovano

GC, kolona 100% polydime-  AFS
thylsiloxan,

nosny plyn He

GC, kolona DB-5MS, ICP-MS
nosny plyn 1% Xe v He

Pyro-AFS

MIP-AFS

MeHg(I): 0,5 pg

EtHg(D): 1,0 pg)
Lin. rozsah:
1-1000 pg

MeHg: 40 ng/g

MeHg: 2 pg
AnorgHg: 1 pg

MeHg: 3 pg

MeHg: 3,0 pg/g
EthylHg: 12,5 pg/g

neuvedeno

MethylHg: 0,02 ng
AnorgHg: 0,05 ng

MethylHg: 20 ng/g

65

56

62

57

60

MethylHg: 0,3 ug/kg 46

EthylHg: 0,3 ug/kg
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Pokracovani tabulky I
Extrakéni ¢inidlo a postup Vzorky Zpusob separace Detekce  Mez detekcee, Lit.
koncentra¢ni rozsah
Extrakce methylrtuti za tepla roztokem vzorky vlasi GC, napliiova kolona 10% AFS MethylHg: 0,04 ng/g 63
TMAH, reextrakce dichlormethanem OV3 na chromosorbu W-AW
a HCI. Zpétna extrakce do deionizova- DMSC
né vody odpafenim rozpoustédla pii
50 °C pod atmosférou N».
Extrakce methylrtuti H,SO, a roztokem vzorky vlasi GC, napliova kolona 10% AFS neuvedeno 63
KBr a CuSO,. Re-extrakce do dichlor- OV3 na chromosorbu W-AW
methanu a zpétna extrakce do deioni- DMSC
zované vody pod N, atmosférou odpa-
fenim rozpoustédla pii 50 °C.
Rozklad ztedénou HCI pfi teploté ryby a vlasy RP HPLC, kolona HyPurity CVGAFS AnorglHg: 16 pg 45
100 °C, extrakce specii do toluenu C18, MF: roztok CYS, metha- MethylHg: 18 pg
s podporou ultrazvuku, k supernatantu nol x roztok PSH, methanol x EthylHg: 18 pg
po odstfedéni ptidavek L-cysteinu. GSH methanol FenylHg: 20 pg
Mikrovlnna extrakce pfi 65 °C ryby RP HPLC, kolona C18, MF: ICP-MS  AnorgHg: 0,2 ug/l 49
roztokem EDTA a 2-ME v methanolu. 0,2% 2-ME, pentasulfonat MethylHg: 0,2 ug/l
sodny v metanolu, pH 2,8 EthylHg: 0,3 ug/l
Extrakce roztokem HCl s 2-ME a KCI. ryby RP HPLC, kolona C18, ICP-MS  AnorgHg: 0,2 ug/l 48
a hovézi MF: 5% metanol, 0,1% 2-ME MethylHg: 0,2 ug/l
jatra a 0,06 mol/l octan amonny
Extrakce roztokem HCl s 2-ME ryby, musle, RP HPLC, kolona C8 ICP-MS  AnorgHg: 0,25 ng/g 50
a L-cysteinem. chobotnice ~ MF: 0,05% 2-ME, MethylHg: 0,1 ng/g
0,4% L-cystein a 0,06 mol/l EthylHg: 0,2 ng/g
octan amonny
Hydrolyza KOH v metanolu, okyseleni ryby, musle, RP HPLC, MF: 50% metanol, CV-AFS AnorgHg: 0,3 ng 61
HCI, pfidavek roztoku KBr a CuSO, mekkysi 10 mmol/l bromid tetrabuthyl MethylHg: 0,2 ng
a dichlormethanu. Po odstfedéni pfida- amonny, 0,1 mol/l NaCl EthylHg: 0,17 ng
vek roztoku NaS,0; do organické faze FenylHg: 0,14 ng
a extrakce do vodné faze.
Hydrolyza ptes noc roztokem KOH moftské ryby, RP HPLC, MF: 3% acetonitril, AFS AnorgHg: 0,085 ug/l 59
v metanolu, extrakce dichlormethanem $keble 240 mmol/l octan amonny, MethylHg: 0,033 ug/l
a HCI. Po odstfedéni ptidavek roztoku 0,01 % 2-ME EthylHg: 0,029 ug/1
NaS,0; do organické faze a nastiik FenylHg: 0,038 ug/l
vodné faze na kolonu.
Extrakce HCI s podporou ultrazvuku,  potraviny RP HPLC, MF: metha- uv AnorgHg, MethylHg, 46
neutralizace supernatantu NaOH, moiského nol:acetonitril:voda (45:33:22), EthylHg a FenylHg,:
pufrace octanovym pufrem na pH 4,3.  pivodu 0,01% dithiokarbamat 10-25 ng/g
Prekoncentrace na mikrokolonkach pyrolidium amonny
(tabakovy filtr modifikovany Cu®*
ionty v dithiokarbamatu pyridin amon-
ném), eluce rtuti na HPLC kolonu me-
thanolem.
Extrakce v mikrovinném poli roztokem zoobenthos = RP HPLC, kolona C18, MF CV-AFS MethylHg: 4,3 ug/l 47
obsahujicim HCI, citronovou kys. voda:methanol (65:35) EthylHg: 1,4 ug/l
a methanol, pfidavek NaOH pro AnorgHg: 0,8 ug/l
supernatant o pH 3 a ptidani FenylHg: 0,8 ug/l
2-merkaptoethanolu.
Extrakce roztokem HCI, 2-ME krev RP HPLC, kolona C18, MF: ICP-MS  AnorgHg: 0,25 ug/I 53

a L-cysteinu v ultrazvukové 1azni.

0,05% 2-ME, 0,4% L-cystein a
0,06 mol/l octan amonny a 5%
methanol

MethylHg: 0,1 ug/l
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Pokracovani tabulky I

Extrak¢ni ¢inidlo a postup Vzorky Zpusob separace Detekce  Mez detekcee, Lit.
koncentra¢ni rozsah

Extrakee HCI (3 mol/l) s podporou biologické GC, kapilarni kolona, AES AnorgHg: 0,86 ng/ml 64

mikrovinného pole pti 100 °C. Uprava materialy, tloustka filmu 0,25 pm MethylHg: 0,12 ng/ml

pH. Piidavek tetrafenylboritanu sodné- ryby

ho k supernatantu a nasledna SPME.

Extrakce 2-ME v methanolu s podporu ryby, mouky RP HPLC, kolona C8, MF: CV-ICP- AnorgHg: 0,004 ng/ml, 67

mikrovinného pole pti 60 °C, nafedéni 0,5% 2-ME v 5% methanolu, MS MethylHg: 0,003 ng/ml

supernatantu mobilni fazi. pH 4,7 EthylHg: 0,006 ng/ml

Extrakce roztokem octové kyseliny (17 rybi tkan GC, kapilarni kolona, tloust- AED neuvedeno 78

mol/l), tetrafenylboritanu sodného
a toluenu s podporou mikrovinného
pole pii 100 °C.

ka filmu 0,25 pm

konverze AnorgHg na MethylHg byla pozorovéana i béhem
extrakce nadkritickou tekutinou®®, napf. oxidem uhli¢itym
modifikovanym methanolem™.

Prvni prace zabyvajici se extrakci rtuti pro speciacni
analyzu pochazeji z 60.let minulého stoleti. V té dobe
nebyly k dispozici prvkové selektivni zpisoby detekce,
proto bylo nutno peclivé provést extrakci. Prvni metodika
speciacni analyzy byla popsdna vroce 1966 Gunnelem
Westd0, ktery se jako jeden z prvnich zabyval odlisenim
anorganicky a organicky védzané rtuti v moiskych rybach.
Jelikoz je tato metodika zakladem fady jinych postupt,
bude popsdna detailnéji. Vzorek tkdné se homogenizuje
a nafedi vodou, specie rtuti se ze vzorku uvolni koncentro-
vanou kyselinou chlorovodikovou a nasledné jsou do ben-
zenu extrahovany organické slouCeniny rtuti, AnorgHg
zUstava ve vodném roztoku. Z organického roztoku se
slouceniny rtuti reextrahuji do vodného roztoku sulfidu
amonného a oddéli se tak od ostatnich nepolarnich latek.
Organické specie jsou po okyseleni vodné faze znovu ex-
trahovéany do benzenu a po vysuseni je moZné extrakt ana-
lyzovat metodou GC s ECD detekci'**'. Klasicky
Westootiv postup pro specifickou extrakci MethylHg ze
vzorkl biologickych materiali shledal béhem let fadu ino-
vaci. Toxicky benzen je Casto nahrazovan mén¢ toxickym
toluenem nebo dichlormethanem a k pfevodu do vodné
faze je Casto pouzivan cystein nebo thiosiran sodny*"*.

V piipadé pouziti prvkoveé selektivni detekce (AFS,
ICP-MS) lIze postup extrakce velmi zjednodusit. Zaklad-
nim postupem je extrakce roztokem kyseliny chlorovodi-
kové®™, ktery mize byt modifikovan piidavkem dalsich
latek. K maskovani spoluextrahovanych iontd Fe*' lze
napf. piidat citronovou kyselinu®. Castéji se ale pridavaji
latky stabilizujici specie rtuti. Mezi né patfi zejména
2-merkaptoethanol (2-ME), ktery byva casto soucasné
i slozkou mobilni faze v LC. V takovém piipadé nemusi
byt pred nastfikem do chromatografické kolony upravova-
no pH extraktu a je také sniZovan pamétovy efekt celého
systému®“®. Pii extrakci pomoci 2-ME dochazi ke vzniku
stabilnich sloucenin jednotlivych specif rtuti s 2-ME vzni-
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kem merkaptidt obsahujicich vazbu Hg-S (cit.*’): v ptipadé
AnorgHg se jednd o slouCeninu (HOCH,CH,S),Hg,
v pfipadé MethylHg o slouceninu CH;HgSCH,CH,OH
apod. Anorganicky i organicky vadzana rtut’ tak muze byt
kvantitativné extrahovana z riiznych biologickych materia-
1t Zivocisného plivodu v koncentracnich rozsazich jednot-
ky aZ setiny mg kg™ jednotlivych specii rtuti.

Dalsi Casto pouzivanou stabilizujici latkou je L-cys-
tein, tvofici se speciemi rtuti analogické merkaptidy:
s AnorgHg Cys-S-Hg-S-Cys a s MethylHg Cys-S-Hg-CHj;
(cit.*”*). Obe tyto latky Ize pouzivat i v kombinaci, napf-.
extrakénim Cinidlem obsahujicim kyselinu chlorovodiko-
vou, 2-ME a L-cystein se podafilo kvantitativn€ extrahovat
AnorgHg a MethylHg ze vzorkli krve obsahujicich tyto
specie v jednotkach az desitkach pgl”' (cit.’’). Kromé
extrakce do kapalného roztoku lze vznik stabilnich slouce-
nin specii rtuti s L-cysteinem vyuZit i k izolaci téchto spe-
cii napf. v mikrodifuzni cele obsahujici papirovy filtr im-
pregnovany cysteinem. Zachycenda MethylHg je z filtru
extrahovéna do toluenu®'.

Pro specifickou extrakci alkylovanych forem rtuti
z biologickych matric zivocisného ptivodu s obsahem téch-
to specii v jednotkach az stovkach pg kg™ lze pouzit alka-
lickou hydrolyzu roztokem hydroxidu draselného®, u&in-
nost hydrolyzy muze byt zvySena pouzitim magnetické
michagky™ & ultrazvuku™. Ziskany alkalicky hydrolyzat
je ovSem nutné pred dal$im zpracovanim, zejména deriva-
tizaci pro GC, neutralizovat kyselinou chlorovodikovou.
Piidavek kyseliny chlorovodikové také rozrusi organické
slouceniny rtuti obsahujici sulfidické vazby a tim dojde
k jejich pfevedeni na chloridy. Pro zamezeni vzniku pény
a uvoliovani tepla je ke vzorku ptidavan bromid draselny
v roztoku siranu méd’natého. Tato smés také poméhé uvol-
nit organoslouceniny rtuti a zaroven zabranuje konverzi
mezi speciemi béhem transformace organosloucenin rtuti
na jejich chloridy. ZvySuje také ucinnost derivatizace
v piipadé aplikace GC (cit.”). Byly viak popsany i varian-
ty postupu bez piidavku tchto latek™®. Uvoln&né chloridy
organosloucenin rtuti jsou nasledné extrahovany do tolue-
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nu, odkud jsou jednotlivé specie rtuti reextrahovany do
roztoku thiosiranu sodného. Popsany extrakéni postup lze
modifikovat ndhradou toluenu dichlormethanem®™® ¢&i
roztokem dithizonu v toluenu™. Alternativou k vodnému
roztoku hydroxidu je pouZiti methanolického roztoku hyd-
roxidu draselného nebo roztok hydroxidu tertamethyla-
monného (TMAH)®.

Kromé extrakce probihajici tfepanim vzorku
s extrakénim Cinidlem za b&znych laboratornich podminek
l1ze extrakce provadét i v uzavienych systémech umisté-
nych ve vysokotlakém mikrovinném mineralizatoru pii
mirné zvysené teploté (50—100 °C). Tento postup lze apli-
kovat i v ptipad¢ extrakci roztoky kyseliny chlorovodiko-
v&*! nebo TMAH>>%%% jeho prednosti je viak to, Ze lze
pouzit i mirngjsi extrakéni ¢inidla kompatibilni se sloze-
nim mobilni faze aplikované v nasledné separaci specii
rtuti. Témi mize byt napi. roztok EDTA a 2-ME
v methanolu nebo pouze roztok 2-ME v methanolu®.

5. Upravy vzorku pro plynovou chromatografii
— derivatizace specii

V piipadé, kdy pro separaci vyextrahovanych specii
rtuti je pouzita GC, musi byt veskeré specie pfevedeny na
t€kavé termicky stabilni derivaty. Bchem derivatizace
nesmi dojit ke zméné ¢&i poruseni puvodnich vazeb
v analyzovanych chemickych formach rtuti, jejich vzijem-
né konverzi a musi byt zachovana jejich separovatelnost.

Zakladnim zptisobem derivatizace specii rtuti je jejich
alkylace Grignardovymi Cinidly v nevodném prostredi.
Nejb&znéji je pouzivan butylmagnesium chlorid® ®, ktery
AnorgHg prevede na dibutylrtut, MethylHg na methyl-
buthyl rtut’ apod. Dalsi variantou derivatizace, jejiz vyuZi-
ti v soucasné dob¢ prevlada, je alkylace specii rtuti tetraal-
kylboritany. Vyhodou této metody je, Ze reakce probiha ve
vodném, mirné kyselém prostiedi. Bézn¢ je provadéna
derivatizace tetraethylboritanem sodnym®**7¢%6%70,
které vznikaji ethylderivaty specii (diethylrtut z ptivodni
AnorgHg, methylethylrtut’ z plivodni MethylHg apod.),
dale tetrapropylboritanem sodnym®>’'", ktera vede ke
vzniku propylderivati, ¢i tetrafenylboritanem sodnym,
u niz vznikaji fenylderivaty specii****”°. Nevyhodou deri-

if
vatizace pomoci tetraethylboritanu sodného je nemoznost
piipadného stanoveni ethylrtuti, ktera se stava neodlisitel-
nou od AnorgHg. Jestlize ma byt stanoven i obsah
ethylrtuti, je potfeba provést derivatizaci s tetrapropyl-
boritanem sodnym ¢i tetrafenylboritanem sodnym. Pii
derivatizaci tetraalkylboritany sodnymi se nejprve upravi pH
extraktu na hodnotu 4-6, nasledné se ptida roztok tetraalkyl-
boritanu sodné¢ho a po promichani jsou derivatizované
specie extrahovany do organického rozpoustédla, nejcasté-
ji n-heptanu®, hexanu®~"%*"! nebo jsou zakoncentrovany
na SPME vlaknu***. Krom& t&chto dvou zakladnich pi-
stupll 1ze vyuZit i jiné zplsoby alkylace, napf. pomoci tet-
raethylboromagnesiumbromidu (BrMgEt;B)’*. Zajimavou
aplikaci je 1 simultdnni extrakce a derivatizace
v uzavieném systému mikrovinného mineralizatoru pomo-
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ci smési zifedéné octové kyseliny, tetrafenylboritanu sod-
ného a toluenu”.

6. Zavér

Optimalni postup piipravy biologickych vzorki pro
speciacni analyzu rtuti plynovou ¢i kapalinovou chromato-
grafii by mél byt nasledujici: vzorky by mély byt odebira-
ny do borosilikatového skla ¢i do vzorkovnic z PET ¢i
teflonu. Po odbéru by mél byt biologicky material zakon-
zervovan vhodnym konzervaénim c¢inidlem (kyselina chlo-
rovodikovd, L-cystein) pfipadné lyofilizovan ¢i zamrazen.
Extrakce prfitomnych specii rtuti by méla byt provadéna
sohledem na zvolenou separatni metodu. V praxi se
osvédcCila extrakce zfedénou kyselinou chlorovodikovou,
okyselenym roztokem ethanolu, kyselinou octovou ¢i ace-
tatovym pufrem. Pro zlepSeni extrakéni ucinnosti
a stabilizaci specii rtuti extrakci lze pfidavat latky, jako
jsou L-cystein ¢i 2-ME. Pro extrakci lze rovnéz Uspésné
aplikovat alkalickou hydrolyzu 35% roztokem hydroxidu
draselného ¢i ethanolickym roztokem hydroxidu draselné-
ho ¢i tetraethylamonia. Pokud je separacni technikou ply-
nova chromatografie, musi byt vyextrahované specie deri-
vatizovany vhodnym derivatiza¢nim c¢inidlem, napf. Grig-
nardovymi Cinidly ¢i tetraalkylboritany. Pro detekci lze
pouzit jak prvkove selektivni metody detekce, jako jsou
AAS, AFS, ICP-MS, tak prvkové neselektivni metody.

Tato prace vznikla za podpory badatelského grantu
1GA Al_FCHI 2011_006.
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K. MaliSova and O. Mestek (Department of Analyti-
cal Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague):
Preparation of Biological Samples for Speciation Ana-
lysis of Mercury by Gas and Liquid Chromatography

Mercury is one of the most dangerous environmental
pollutants. Its toxicity depends on the mercury species
present. Sample storage, methods of extraction of Hg spe-
cies and their derivatization for GC are described and dis-
cussed.



