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ABSTRACT

The aim of this work was development of analytical method, which enables the
determination of mercury species in sediment and water samples after their
preconcentration. The high-performance liquid chromatography-cold vapour atomic
fluorescence spectrometry (HPLC/CV-AFS) was optimised and used for separation and
determination of mercury species — 2-mercaptophenol complexes. The separation of four
mercury species was achieved by an isocratic elution profile of aqueous methanol (65/35
%) on a Zorbax SB-C18 column (4,6 x 150 mm, 5 um). The limits of detection were 4,3
ng ' for methylmercury (MeHg"), 1,4 ug 1" for ethylmercury (EtHg), 0,8 pg I"' for
inorganic mercury (Hg®"), 0,8 ng I for phenylmercury (PhHg"). A preconcentration
method utilizing a "home-made” C18 solid phase extraction (SPE) microcolumns was
developed to enhance sensitivity of the mercury species determination. The
preconcentration method uses the same complexation reagent (2-mercaptophenol), which
is used also as modifier at chromatographic separation. The preconcentration factor as
much as 1000 was achieved by on-column complex formation of mercury-2-
mercaptophenol. 100% methanol was chosen for elution of preconcentrated mercury
species. The method was applied for the determination of mercury species in river water
samples. High-pressure microwave digestion unit Ethos SEL was applied for microwave
assisted extraction (MAE) of mercury species in sediment samples. A mixture containing
3M HCI and 0,2M citric acid and 50% methanol was selected as the most suitable
extraction agent. Citric acid in extraction reagent masks co-extracted Fe’*. The efficiency
of proposed extraction method was better than 95 % with RSD below 6 %.
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UVOD

Rtut’ jakozto globéalni polutant vyskytujici se ve vSech slozkach Zivotniho
prostfedi je soucasti celé fady komplexnich bio-geochemickych cykll, napf. vodné-
biologickych, atmosférickych [1]. Stanoveni chemickych forem rtuti v nékterych ze
slozek bio-geochemickych cykld napt. v sedimentech a vzorcich vod je z analytického
hlediska velmi naro¢né. Stanoveni je komplikovano nejenom velmi slozitou matrici
sedimentii a nebezpe¢im transformaci jednotlivych specii rtuti [2-4], ale také velmi
nizkymi obsahy chemickych forem rtuti v t€chto materidlech. Pro stanoveni specii rtuti
ve vzorcich vod je vyuzivdna fada prekoncentra¢nich metod nejcastéji zalozenych na
kapalina — kapalina extrakcich a extrakcich tuhou fazi (SPE) [5-8]. Pti izolaci specii rtuti
ze sedimentd nesmi dochédzet k transformacim jednotlivych specii rtuti, ale zaroven
vytézky analytl musi byt kvantitativni. Izolace specii rtuti se nejcastéji provadi kyselou a
alkalickou hydrolyzou v mikrovinném nebo ultrazvukovém extraktoru a destilaci s vodni
parou [9].

Cilem prace bylo vyvinout a optimalizovat citlivou a robustni analytickou
metodu, kterd by umoziiovala stanoveni specii rtuti jak v sedimentech, tak i ve vodach po
jejich prekoncentraci. Pivodni myslenkou bylo spojeni jednoduché, univerzalni a velmi
rychlé mikrovinné extrakce sedimentl s chromatografickou separaci specii rtuti a
prekoncentracni metodou vzorkd vod. Jako velmi vyhodné se jevi pouziti jednotného
komplexacniho Ccinidla (2-sulfanylfenolu) jako modifikatoru pfi chromatografické
separaci i pro zachyceni specii rtuti pti prekoncentracni metodé.

MATERIAL A 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 fluorescenénim detektorem PSA Millenium Merlin (P
S Analytical Ltd., Orpington, GB). Separace specii rtuti byla provadéna na koloné Zorbax
SB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 um, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Do toku
mobilni faze bylo davkovano 100 pl vzorku. Eluent z chromatografické kolony po
smiseni s okyselenym roztokem bromidu/bromi¢nanu piechéazel pres UV reaktor, ktery
zajistoval pievedeni viech specii rtuti na Hg?'. Rtutnaté sloudeniny byly dale
redukovany reakci s SnCl, na elementdrni rtut. Zroztoku byla para rtuti uvolnéna
probublanim v g-1 separatoru, vysuiena v PermaPure® membranové jednotce a
detekovana AFS pifi 253,65 nm. Vyslednd data byla zpracovdna chromatografickym
softwarem Clarity (verze 2.1, Data Apex, Praha, CR).



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

Pro extrakce sedimentll byl pouzivan vysokotlaky mikrovinny extraktor Ethos
SEL (Milestone, Italie). pH extraktti bylo upravovano NaOH na hodnotu 3. K extraktim
sedimentll (pH = 3) byl nasledné pifidavan 2-sulfanylfenol, tak aby jeho koncentrace
v extraktu sedimentu byla 30 mmol 1.

Pro ptipravu prekoncentranich kolonek byl pouzivan Spe-ed C18 sorbent
(Applied Separations, Allentown, USA). Pfed prekoncentraci vzorku byly kolonky
promyty v nasledujicim potadi 5 ml methanolu, 5 ml deionizované vody, 20 ml 14mM 2-
sulfanylfenolu a nakonec jest¢ 2 ml deionizované vody. Na takto ptedpfipravené
kolonky byl nanaSen vzorek pomoci peristaltické pumpy (Labeco PCR 01, Villa-Labeco,
Slovakia) pritokovou rychlosti 5 ml min™.

Optimalizované parametry stanoveni jsou zaznamenany v tabulce 1.

VYSLEDKY A DISKUZE

Navrzena analytickd metoda se skladala z vyvoje a optimalizace extrakéniho
postupu, separacni metody, detekénich podminek a prekoncentra¢ni metody.

Optimalizace extrakcniho postupu

Nejvhodnéjsi extrakéni ¢inidlo bylo vybirano na zékladé extrak¢nich vytézku,
reprodukovatelnosti extrakce a stability extrahovanych specii rtuti. Extrakéni vytézky
byly vypocitany jako procentualni rozdil mezi celkovym obsahem rtuti v pevném vzorku
sedimentu a vjeho extraktu. Extrakce byly provadény v mikrovinném extraktoru.
Extrakéni vytézky vyssi nez 90 % byly ziskany pouze pti pouziti smésnych extrakénich
¢inidel na bazi 3M kyseliny chlorovodikové a pfi pouziti 6M HCl a 6M HNO;3 jako
extrakéniho Cinidla. 3M kyselina chlorovodikova poskytovala nejvyssi extrakéni ti¢innost
(vyssi nez 95 %) v kombinaci s IM CuCl,, IM KBr, 0,IM NaCl a 0,2M kyselinou
citronovou. S ohledem na nésleduji zpracovani extraktu sedimentu (uprava pH = 3 a
ptidavek 2-sulfanylfenolu) byla jako nejvhodnéjsi extrakéni cinidlo zvolena smés
obsahujici 3M HCI + 0,2M kys. citronovou + 50%ni methanol. Kyselina citronova
ptitomna v extrakénim &inidle maskuje vyextrahované Fe’", které by se jinak z roztoku
extraktu vylucovaly pfi Gpravé pH jako srazenina Fe(OH);. Methanol zlepsuje extrakéni
ucinnost o cca 5 % a také zvySuje rozpustnost pfidavaného 2-sulfanylfenolu. Vliv
jednotlivych extrakénich ¢inidel na extrakéni vytézky je zndzornén na obr. 1. Stabilita
MeHg" a Hg”" v tomto extrakénim &inidle byla ové&fena analyzou referenéniho materialu
sedimentu CRM 580. Béhem extrakéniho kroku nedochazelo k Zadnym transformacim
sledovanych specii rtuti.



Extrakéni ucinnost sedimentu je také vyrazné ovlivnéna dobou a teplotou pfi
mikrovinné extrakci. Na zékladé uvedenych vysledki (obr. 2) byl stanoven optimalni
extrakéni €as 7 min pii teploté 45 °C. Vzhledem k redlnému riziku transformaci specii
nez 95 % a nebyly pozorovany transformacni zmény specii rtuti. Vzhledem ke konstrukci
vysokotlakého mikrovinného extraktoru Ethos SEL nebylo mozné extrakci provadeét
sméné nez 10 ml extrakéniho c¢inidla. VEtSi objem extrakéniho ¢inidla neovliviioval
extrakéni vytézky rtuti. Také velikost navazky sedimentu v rozmezi 1-3 g neméla vliv na
vysi extrakénich vytézk. RSD mikrovinné extrakce byla lepsi nez 6 %.

Separace chemickych forem rtuti HPLC

Chromatografické separace specii rtuti (MeHg', EtHg', Hg”" a PhHg") byla
provadéna na chromatografické kolon¢ Zorbax SB-C18 s reverzni fazi. Specie rtuti byly
separovany jako komplexy s 2-sulfanylfenolem, ktery slouzi jako modifikator separace.
Modifikator vytvari stabilni komplexy se speciemi rtuti a pomaha tak piekonat vyznamné
rozdily v chemickych a fyzikalnich vlastnostech jednotlivych specii rtuti a tim umoziuje
stanovit diametralné odlisné slouceniny v jednom separacnim kroku. Stabilita komplexii
specii rtuti s 2-sulfanylfenolem byla ovlivnéna hodnotou pH. Komplexy byly stabilni vice
nez 10 hodin, pokud bylo pH vzorku v rozmezi mezi 3-5. Nejlepsi separace specii rtuti
bylo dosazeno pfi izokratické eluci vodnym roztokem methanolu (65/35 %
methanol/H,0) pii pritokové rychlosti 0,8 ml min™'. Vzristajici koncentrace 2-
sulfanylfenolu ve vzorku zpiisobovala pokles rozliSeni stanovovanych specii rtuti, avSak
jeho koncentrace musela byt dostatecna pro jejich uplnou komplexaci. Protoze vzorky
sedimentfi obsahuji vysokou koncentraci Fe’" (jednotky g kg™), které také reaguji s 2-
sulfanylfenolem, bylo zapotfebi pro stanoveni specii rtuti v sedimentech zvolit vyssi
koncentraci 2-sulfanylfenolu. Pro stanoveni MeHg™ a Hg”" v sedimentech byla zvolena
30mM koncentrace 2-sulfanylfenolu, pro stanoveni specii rtuti v obohacenych vodach
byla dostate¢nd SmM koncentrace 2-sulfanylfenolu.

Vzorovy chromatogram standarda vSech ¢ty separovanych specii rtuti a realného
vzorku sedimentu Lou¢ka je uveden na obr. 3. Pro stanoveni MeHg" a Hg”"
v sedimentech byla pouzita kalibrace pomoci standardniho pfidavku. Spravnost vysledkt
byla kontrolovana analyzou certifikovaného referencniho materidlu CRM 580. Meze
detekce a RSD uvedené v zavorkach (pii 20 pg 17, n = 5) byly 4,3 pg I (2,0 %) pro
MeHg", 1,4 pg 1" (3,5 %) pro EtHg", 0,8 pg 1" (3,3 %) pro Hg* 2 0,8 pg 1" (4,5%) pro
PhHg". Navrzena metoda byla porovnana s metodou popsanou v citaci [10]. Obé metody
pii stanoveni MeHg" a Hg”" v sedimentech poskytovaly shodné vysledky (odchylka do 7
%) (tabulka 2).



Prekoncentrace vzorki vod

Protoze koncentrace specii rtuti ve vzorcich vod je velmi nizka a pohybuje se pod
mezi detekce navrzené metody, byla pouzivana prekoncentrace specii rtuti na vyrobenych
C18 kolonkéach. Prekoncentra¢ni metoda vyuzivad formovani komplexii specii rtuti s
2-sulfanylfenolem piimo na C18 kolonce. Na kolonce (100 - 300 mg C18) bylo obvykle
zakoncentrovavano 100 — 500 ml vzorku. Celkova reten¢ni kapacita kolonky (300 mg
C18) byla 155 pg rtuti. Zadrzené specie rtuti byly z kolonky uvolnény pii protiproudé
eluci 0,5 ml 100%niho methanolu. Optimalizované parametry prekoncentrace jsou
uvedeny v tabulce 1. Navrzenou prekoncentraéni metodou bylo mozné dosahnout az
1000nasobné prekoncentrace vzorku. Prekoncentratni metoda byla aplikovana na
stanoveni specii rtuti v obohacenych vzorcich fi¢nich vod (0,5 pg 1) a v realnych
(neobohacenych) vzorcich fi¢nich vod. V redlnych (neobohacenych) vzorcich fi¢nich vod
se obsahy specii rtuti i po prekoncentraci pohybovaly pod mezi detekce navrzené metody.
Analyzou obohacenych vzorkt ficnych vod byly ziskdny vysledky odpovidajici
pfidanému mnozstvi specii rtuti (vytézky 85 - 90 %). RSD prekoncentra¢ni metody byla
lepsi nez 10 %.

ZAVER

Byla navrzena vysoce citliva metoda umoznujici stanoveni specii rtuti jak
v sedimentech, tak i vzorcich vod po jejich prekoncentraci. Ve vzorcich vod bylo po
prekoncentraci mozné stanovit obsahy rtuti pohybujici se ve stovkach ng 1. Navrzena
extrakéni metoda je obecné pouzitelnd pro extrakce sedimentli a lze ji ndsledné
kombinovat i s jinou nez popsanou separacni metodou. Kyselina citronova pfitomna
v extrakénim ¢inidle maskuje vyextrahované Fe’', které by se jinak pii tpravé pH
z roztoku extraktu vylucovaly. Prekoncentracni metoda vyuziva pro zachyceni specii rtuti
stejné komplexacni Cinidlo (2-sulfanylfenol), které je pouzivano i jako modifikator pfi
chromatografické separaci a zakoncentrovany vzorek se tedy nemusi jiz nasledné
upravovat.
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Tabulka 1: Experimentéalni podminky

HPLC
Kolona
Mobilni faze

Pritokova rychlost
Injektovany objem

AFS

Oxida¢ni ¢inidlo

Reduk¢ni Cinidlo

MWE
Doba extrakce

Teplota
Vykon
Extrakéni ¢inidlo

Prekoncentrace
Predptiprava kolonky

Objem a prutokova rychlost vzorku

Elucni ¢inidlo a jeho pritok. rychlost
Elu¢ni objem

Zorbax SB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 um, Agilent Technologies, USA)
65/35 % methanol/H,O

0,8 ml min”!
100 pl

0,2 mol I KBr + 0,04 mol ! KBrO; v 5% HCI + 0,004 % hydroxylamin hydrochlorid,
pritokova rychlost 2,5 ml min”
2 % (m/v) SnCl, v 10 % HCI, pratokova rychlost 2,5 ml min”

7 min

45°C

400 W

3M HCI + 0,2M kyselina citronova + 50% methanol (10 ml)

viz experimentalni ¢ast
100-500 ml, 5 ml min™

100 % methanol, 0,1 ml min”
0,5 ml
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Obr. 1: Vliv extrakcnich Cinidel na extrakéni vytézky
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Obr. 1a: Vliv extrakcnich cinidel na extrakéni vytézky
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Obr. 2: Vliv doby extrakce a extrakcni teploty na vytéZek rtuti
(extr. ¢inidlo 3M HCI + 0,2M kys. citronova + 50% MeOH, sediment Loucka)
102 120 -
100 100
§' 98 A c\'?
; 96 7 ; 80 |
T 94 =
g 2 00
g 907 ;ﬂz 40
> 88 >
86 20 A
84 ; ; ; ; ‘ o
20 30 40 50 60 70 ‘ ‘ ‘ ‘
0 6 8 10 12
Teptota [°C] Doba extrakce [min]
Tabulka 2: Porovnani metod pfi stanoveni MeHg* a Hg** v sedimentech
Odbérové misto rok 2006 Komplexy s 2-sulfanylfenolem Komplexy s 2-sulfanylethanolem
MeHg' [mg kg'l] v susiné Hg2+ [mg kg"] v susing [MeHg" [mg kg"l] v susiné Hg2+ [mg kg"] v susiné
Jihlava-Hrubsice 0,046 0,098 0,044 0,092
Loucka-Strazek 0,022 0,097 0,021 0,091
Becva-Choryné 0,031 0,110 0,029 0,104




Obr. 3: Chromatogram standardi véech &tyF separovanych specii rtuti (100 ug I kazdé)
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Obr. 4: Chromatogram realneho vzorku sedimentu Loucka
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