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ABSTRACT

A method for the determination of inorganic mercury (Hg®"), methylmercury (MeHg),
ethylmercury (EtHg) and phenylmercury (PhHg) by high-performance liquid chromatography
coupled with atomic fluorescence spectrometry (HPLC-CV-AFS) was proposed. Isocratic
elution using a mobile phase containing 7% methanol and 0.05% 2-mercaptoethanole (pH =
5) at flow rate 0.15 ml min" was used for separation mercury species on a reverse phase
Hypersil BDS C18 column. The limits of detection of HPLC-AFS system were estimated to
0.2 ppb (3%) for MeHg", 0.07 ppb (5.3%) for inorganic Hg, 0.06 ppb (3.4%) for PhHg" and
0.12 ppb (4.4%) for EtHg with corresponding RSDs at 5 (g 1" (n = 10) given in parentheses.
The method was used for determination of mercury species in muscle, intestines, liver and
kidney of three bird species — cormorant (Phalacrocorax carbo), great crested grebe
(Podiceps cristatus) and europian buzzard (Buteo buteo). Relative percentual contents
of MeHg in muscle and intestines were in the range from 71.28 % to 93.74 % , in kidney from
63.33 % to 77.42 % and in liver from 17.99 % up to 62.75 % for all birds.

Keywords: total mercury, methylmercury, ethylmercury, phenylmercury, inorganic mercury,
muscle, intestines, kidney, liver, Phalacrocorax carbo, Podiceps cristatus, Buteo buteo, AAS,

HPLC-AFS

ABSTRAKT
Byla vyvinuta a optimalizovana metoda pro stanoveni anorganické rtuti (Hg"), methylrtuti
(MeHg), ethylrtuti (EtHg) a fenylrtuti (PhHg) vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii

ve spojeni s atomovou fluorescenéni spektrometrii (HPLC/CV-AFS). Pro separaci specii rtuti



byla pouzivana reverzni chromatografickd stacionarni faze Hypersil BDS C18 a isokraticka
eluce mobilni fazi obsahujici 7% methanol a 0,05% 2-mercaptoethanol (pH = 5) pfi pritokové
rychlosti 0.15 ml min™'. Meze detekce a RSD hodnoty uvedené v zavorkach (pii 5 (g 1", n=
10) byly 0,2 ppb (3%) pro MeHg", 0,07 ppb (5,3%) pro anorganickou Hg, 0,06 ppb (3,4%)
pro PhHg" and 0,12 ppb (4.4%) pro EtHg. Navrzena metoda byla pouzita pro stanoveni specif
rtuti ve svaloving, stfevech, jatrech a ledvinach u kormorana velkého (Phalacrocorax carbo),
potapky rohace (Podiceps cristatus) a kané€ lesni (Buteo buteo). Procentudlni obsahy MeHg
se u vsech sledovanych ptdk pohybovaly ve svaloving a stievech v rozmezi od 71,28 %
do 93,74 %, v ledvinach od 63,33 % do 77,42 % a v jatrech od 17,99 % do 62,75 %.

Klitova slova: celkova rtut, methylrtut, ethylrtut,, fenylrtut, Hg*", svalovina, stieva, ledviny,

jatra, Phalacrocorax carbo, Podiceps cristatus, Buteo buteo, AAS, HPLC-AFS

UVOD

Rtut’ patfi mezi nejvice toxické Skodliviny vyskytujici se v zivotnim prostiedi.
Nejcastéji se v zivotnim prostiedi vyskytuji anorganické chemické formy rtuti (pary rtuti,
rtutnaté a rtutné soli) a jeji alkylované (méné Ccastéji arylované) slouceniny [1].
Z organokovovych slouCenin rtuti se v zivotnim prostfedi nejéastéji objevuji halogenidy
methylrtuti, které jsou pfiblizn¢ 10krat toxi¢téjsi nez jeji anorganické formy, jsou
neurotoxické a maji silnou tendenci se bioakumulovat v potravnich fetézcich, zvlasté¢ ve
vodnich ekosystémech [2,3]. Kontaminace vodnich ekosystému rtuti nejvyznamnéji ovliviiuje
organismy na nejvysSich trofickych urovnich potravni pyramidy. Koncentrace rtuti
v rybozravych ptacich mohou dosahovat velmi vysokych Urovni a vyrazné tak ovlivilovat
jejich reprodukéni schopnosti, imunitni a nervovy systém. Vzhledem k velmi rozdilné
ekologické toxicité jednotlivych forem rtuti je dilezité stanovovat ve slozkach zivotniho
prostiedi nejenom celkovy obsah rtuti, ale také jeji jednotlivé formy.

Mezi nejcastéji pouzivané techniky pro stanoveni specii rtuti patii plynova
a kapalinova chromatografie ve spojeni s UV/VIS, atomovou absorpcni, emisni a hmotnostni
spektrometrickou detekci [4,5]. Za vysoce citlivou a selektivni metodu pro stanoveni specii
rtuti je povazovdna plynova nebo kapalinova chromatografie ve spojeni satomovou
fluorescencni detekci [6,7]. Separace specii rtuti kapalinovou chromatografii je vyhodna
hlavné z hlediska nenaroc¢nosti ptipravy vzorku, kdy neni zapotiebi vzorek ziskany po

extrakei jiz dale zpracovavat (derivatizovat).



Cilem prace bylo optimalizovat robustni metodu pro stanoveni specii rtuti v fadé
biologickych materidlti a pfinést nové a zpfesiiujici tidaje o akumulaci a biotransformaci

jednotlivych specii rtuti.

METODIKA

Pro stanoveni specii rtuti byl pouzit kapalinovy chromatograf LC-200 (Perkin Elmer,
Norwalk, USA) vybaveny vysokotlakou pumpou Series 200 LC, autosamplerem Series 200
a atomovym fluorescen¢nim detektorem PSA Millenium Merlin (P S Analytical Ltd.,
Orpington, GB). Eluent zchromatografické kolony po smiseni s okyselenym roztokem
bromidu/bromi¢nanu piechéazel pies UV reaktor, ktery zajistoval pirevedeni vSech specii rtuti
na Hg”". Rtutnaté sloudeniny byly dale redukovany reakci s SnCl, na elementarni rtut.
Z roztoku byla para rtuti uvolnéna probublanim v g-1 separatoru, vysusena v PermaPure®
membranové jednotce a detekovana AFS pii 253,65 nm. Vyslednd data byla zpracovana
chromatografickym softwarem Clarity (verze 2.1, Data Apex, Praha, CR). Pro extrakce byl
pouzivan ultrazvuk K5 (Kraintex, SR) a vysokotlaky mikrovinny extraktor Ethos SEL
(Milestone, Italie). Optimalizované parametry stanoveni jsou shrnuty v tabulce 1.

Pro stanoveni celkové rtuti byl pouzit automaticky atomovy absorpcni spektrometr
AMA 254 (Altec, Praha, CR).

Bioakumulace specii rtuti byla sledovdana ve vybranych tkanich (svaloving, stfeve,
jatrech a ledvinach) u kormorana velkého (Phalacrocorax carbo), potapky rohace (Podiceps
cristatus) a kan¢ lesni (Buteo buteo) z lokality stfedni Moravy (Zahlinice u Pierova). Byly
odebrany tkané€ od 10 jedinct kan¢ lesni, 16 jedinct potadpky rohace (z nichz bylo 5 samic)
a od 16 jedincii kormorana velkého (z nichz bylo 8 mlad’at ve stafi asi 1 rok). Zamérné byly
zvoleny 2 zivocisSné druhy zivici se prevazné rybami (kormoran velky, potipka rohac)
a 1 zivoCiSny druh (kéné€ lesni) byl vybran jako kontrolni skupina. Vzorky byly odebrany
v bfeznu 2003. VSechny odebrané tkan¢ byly zamrazeny, lyofilizovany a homogenizovany
mlynkem Grindomix GM 200 (Retsch GmbH & Co. KG, Némecko). Stanoveni celkové rtuti
bylo provadéno na atomovém absorpénim spektrometru AMA 254 (Altec, Ceska republika).
Relativni smérodatnd odchylka (RSD) a mez detekce (3S/N) byly 2.06 %
(pii 4,64 +0,25 mg kg, n = 10) a 0,05 ng.



VYSLEDKY A DISKUZE
Optimalizace HPLC-AFS

Optimalizace analytické metody se skladala z optimalizace extrakéniho postupu,
separa¢ni metody a detekénich podminek. Ultrazvukova i mikrovinna extrakce specii rtuti
byla provadéna v piitomnosti fady extrakénich c¢inidel (kyselina thiooctova, octova,
chlorovodikova, cystein, 2-mercaptoethanol atd.). Extrakéni ucCinnosti jednotlivych
extrakénich cinidel byly testovdny pomoci referencniho materidlu DORM-2. Vliv
jednotlivych extrakénich €inidel na extrakéni G¢innosti je znazornén v tabulce 2. Pfi pouziti
mikrovinné extrakce byly extrakéni vytéZzky pfiblizné o 10 % vyS$i. Nejvyssi extrakéni
vytézky byly ziskdny pii pouziti smésnych extrakénich cinidel na bazi kyseliny
chlorovodikové (6M HCI v pfitomnosti 0,1; 0,5 a IM NaCl nebo 5,8%ni HCI v pfitomnosti
5%ni kyseliny thiooctové). RSD mikrovinnych extrakei byla 4 %. Bylo zjisténo, ze kyselina
thiooctova negativné ovliviiuje analyticky signal AFS detektoru (obr. 1). Negativni ptisobeni
kys. thiooctové je pravdépodobné zplisobeno velmi silnymi komplexy se rtuti, které nejsou
rozruSeny UV reaktorem. Jako nejvhodnéjsi extrakéni ¢inidlo byla tedy zvolena smés 6M HCl
s 0,1M NacCl. Stabilita specii v tomto extraké¢nim ¢inidle byla ovéfena analyzou referen¢niho
materialu DORM-2.

Pii optimalizaci detekéni metody bylo zjisténo, ze nékterd organickd rozpoustédla
(acetonitril) zhasi fluorescenci rtuti. VIiv koncentrace acetonitrilu a methanolu na signal AFS
detektoru je znazornén na obr. 2.

Pro chromatografickou separaci specii rtuti byla pouzita modifikovand metoda
popsana [6]. Jako mobilni fidze byla pouzita smés methanolu (5-45 % v/v ) a 2-
mercaptoethanolu (0,01 — 0,2 % v/v) v acetatovém pufru (pH = 5). Nejlepsi separaéni
Géinnost chloridu methylrtuti (MeHg) a Hg”" byla ziskana pokud mobilni fize obsahoval
7%ni methanol ~ (obr. 3). Vzristajici koncentrace 2-mercaptoethanolu ovliviiovala citlivost
stanoveni MeHg i Hg”". Citlivost stanoveni MeHg vzrostla 4krat a Hg®" 1,5krét v prostiedi
0,05 %niho 2-mercaptoethanolu v porovnani s 0,01%nim 2-mercaptoethanolem
(obr.4).Vzristajici koncentrace 2-mercaptoethanolu zpiisobovala také pokles rozliSeni (R)
téchto dvou specii (obr. 5). Navrzend metoda nevyzaduje slozitou ptfipravu vzorku a
umoziuje stanoveni ethylrtuti (EtHg) 1 fenylrtuti (PhHg), pokud je koncentrace methanolu
v mobilni fazi od 15 minuty separace zvednuta na 100%. Mrtvy reten¢ni ¢as byl 5 min.
Vysledny chromatogram je znazornén na obr.6.

Meze detekce a RSD (uvedené v zavorkach pro konc. 5 pg 1™ a n =10) byly 0,2 ppb (3
%) pro MeHg, 0,07 ppb (5,3 %) pro Hg*", 0,06 ppb (3,4 %) pro PhHg a 0,12 ppb (4,4 %) pro



EtHg. Spravnost vysledkti byla kontrolovana analyzou certifikovaného referenéniho materialu
DORM-2 (Institute for National Measurement Standard, National Research Council, Canada)
s obsahem MeHg 4,47 40,32 mg kg a obsahem celkové Hg 4,64 + 0,26 mg kg'. Vysledky
byly v dobré shodé s certifikovanymi hodnotami (4,45+0,11 a 4,60+0,13 mg kg™).

Analyza realnych vzorkii

Navrzena metoda byla pouzita pro stanoveni specii rtuti ve svaloving, stievech, jatrech
a ledvinach u kormorana velkého, potapky rohace a kan¢ lesni (obr. 8). Obsahy EtHg a PhHg
byly u vSech vzorki pod mezi detekce metody.

Nejvyssi obsahy celkové rtuti byly nalezeny ve vSech testovanych tkanich kormordna
potravy zkoumanych druhti ptakti a bylo predpokladano. Z uvedenych vysledkiim (obr.8)
vyplyva, ze ve svalovin¢ a ve stievech je u vSech tii sledovanych druht ptaki rtut’ pritomna
pfevazné ve své methylované formé (71,28 — 93,74 %).

Procentualni obsahy MeHg v jatrech sledovanych ptaka byly v rozmezi od 15,3 % az
do 62,1 %. Nizké obsahy organickych forem rtuti v jatrech jsou zplsobeny
biotransformacnimi procesy rtuti v jatrech. Pfi statistickém porovnani procentualnich obsaht
MeHg v jatrech byly pozorovany statisticky vyznamné rozdily mezi dospélou populaci
kormordna velkého a potapky rohdce (p<0,0001, ANOVA) i mezi dospélou populaci
kormorana velkého a kéné lesni (p < 0,001, ANOVA).

Byly také nalezeny statisticky vyznamné rozdily (p<0,001, ANOVA) mezi obsahem
MeHg v jatrech u dospélé populace kormorana velkého a u jeho mlad’at. Je ptredpokladano, ze
mlad’ata kormordna velkého pravdépodobné postradaji schopnost plné metabolizovat
organické formy rtuti a tato schopnost se u nich vytvafi az v pokrocilejSim veéku. Obsah
celkové rtuti v jatrech byl u mlad’at kormorana velkého 6krat niz§i nez v jatrech dospélé
populace.

V ledvinach se procentualni obsahy MeHg pohybovaly v rozmezi mezi 63,3 — 77,4 %.

ZAVER

Byla optimalizovana metoda pro vysoce citlivé, selektivni, spravné a piesné stanoveni
specii rtuti. Metoda je vhodna pro stanoveni specii rtuti v biologickych materidlech i v jinych
vzorcich zivotniho prostfedi. NavrZzend metoda je pouzitelnd pro stanoveni specii rtuti

v jednotlivych organech u ptakl a sladkovodnich ryb, v sedimentech a vodnich rostlinach.



Metoda neni vhodna pro stanoveni specii rtuti ve vodach, které obsahuji velmi nizké obsahy
rtuti pohybujici se pod mezi detekce pfistroje.

Cilem vysledki této studie bylo také pfinést nové a zptesiujici idaje o akumulaci a
biotransformaci jednotlivych specii rtuti ve vybranych organech zkoumanych ptaka a ptispét
tak k lepSimu porozuméni vlivu rtuti na vodni faunu. Zaznamenané vysledky ukazuji
statisticky vyznamné rozdily mezi obsahem MeHg v jednotlivych orgénech testovanych ptakt
a vyrazné odliSné obsahy celkové Hg v testovanych tkanich kormorana velkého hnizdiciho
blizko Zahlinic (CR) v porovnani s kormorany hnizdicimi v Japonsku (Tokyo, Lake Biwa) [8]

a podél Carson River v Nevad¢ [9].
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Tabulka 2: Extrakcni ucinnosti jednotlivych extrakcnich cinidel

Extrakéni €inidlo Vytézek | Extrakéni ¢inidlo Vytézek
[%] [%]

0,05% cystein +0,05% ME, ultrazv. | 16 5% TAA+5,8% HCI, MWAE 91

5% kys. octova, ultrazv. 35 6M HCl, MWAE 75

14% HCI, ultrazv. 67 6M HCI + 0,1M NaCl, MWAE |97

1,5% cysteint+5,8%HCI, ultrazv. 73 6M HCI + 0,5M NaCl, MWAE |97

5% TAA+5,8% HCI, ultrazv. 80 6M HCI + 1,0M NaCl, MWAE |99

ME-2-mercaptoethanol, TAA-thiooctova kyselina, ultrazv.-ultrazvukova extrakce, MWAE-
mikrovinnd extrakce




Tabulka 1: Experimentadlni podminky HPLC, AFS, AMA, MWE (mikrovinné extrakce)

HPLC
Kolona

Mobilni faze

Pritokova rychlost
Injektovany objem

Hypersil BDS C18, 2*125 mm, 3um ( Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA)
7% (v/v) CH;0H, 0,05% (v/v) 2-mercaptoethanol v acetatovém pufru pH =5,
100%ni MeOH od 15 min separace

0,15 ml min™
100ul

AFS

Oxida¢ni ¢inidlo

Reduk¢ni ¢inidlo

0,002 M KBr/KBrO; v 5% HCI, (0,004% hydroxylamin hydrochlorid)
pritokova rychlost 2,5 ml min™

2% (m/v) SnCl, v 10% HCI, pritokova rychlost 2,5 ml min™

MWE
IDoba extrakce

Teplota
'Vykon
Extrakcni ¢inidlo

10 min

55°C

400 W

10 ml roztoku 6M HCI + 0,1M NaCl

IAMA
Suseni

Rozklad
'VInova délka

90 s pii 120°C
180 s pti 550 °C
253,65 nm

Obr. 1: Vliv kyseliny thiooctové na analyticky signal AF'S
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Obr. 2: Zavislost analytického signalu Hg (10 ppb) na obsahu org. rozpoustédla (acetonitril,
methanol v %) pri FIA-AFS
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Obr. 3: Zavislost kapacitnich faktorii MeHg a Hg”" (30 ppb) Obr. 4: Zavislost analyt. signalu (30 ppb)
na obsahu MeOH [%] v mob. fazi na konc. 2-mercaptoethanolu [%]
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Obr. 5: Vliv koncentrace 2-mercaptoethanolu [%] na rozliseni MeHg a Hg”"
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Obr. 6: Chromatogram MeHg, Hg’', EtHg, PhHg (30ppb v 1,2M HCI a 0,02M NaCl) pFi
stanoveni HPLC-AFS
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Obr. 7: Zavislost obsahu celkové Hg [mg kg''] na thanich ptdikii
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Obr. 8: Zavislost poméru MeHg/T-Hg [%] na tkanich ptaku
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