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Uvod

Vysoka toxicita organickych sloucenin rtuti, vyskytujicich
se v pfirodnich materidlech vcetné nékterych potravin, vedla
ke zna¢nému zdajmu o jejich stanoveni. Nejvyznamnéjsi orga-
nické slouceniny rtuti, s kterymi se setkdva toxikolog, jsou
methylhydrargyrioderivdty obsahujici skupinu CH;Hg.

Pro stanoveni CH,;Hg skupiny v biologickém materidlu
byla v pribéhu let vypracovéna celd fada analytickych postu-
pu. Nejcastéji vyuzivané metody obvykle zahrnuji tfi stupné.
Prvnim je uvolnéni CH;Hg skupiny z vazby na proteiny,
ndsleduje precisténi a casto i zakoncentrovdni analytu. Posled-
nim stupném je obvykle chromatograficka analyza s vhodnou
detekci.

Pro uvolnéni CH;Hg skupin z vazby na biologické mate-
ridly, kde jsou vdzdny zejména na thiolové skupiny proteint,
se doporucuje extrakce koncentrovanou kyselinou chloro-
vodlkovou Vznikd tak methylhydrargyriumchlorid CH;HgCl
(cit."). Pro n&které materidly (ryb tkaii, vlasy) je nékdy vyuzi-
vana alkalickd hydrolyza, pii niZ se stegn tuky a bilkoviny.
Usnadni se tak uvolnéni CH;Hg skupiny

Pro oddéleni, zakoncentrovani a premstenl’ analytu stéle
prevazuji metody vyuzivajici extrakci z kapaliny do kapaliny.
Pti klasickém postupu je methylhydrargyriumchlorid nejprve
extrahovidn z vodné fdze do organického nepolarniho rozpou-
Stédla, nejcastéji toluenu nebo chloroformu. Nésleduje dalsi
precisténi reextrakei do vodného roztoku thiosiranu sodného.
Pfi tomto postupu ovsem dochdzi ke znacnym ztratdm analytu.
Jsou uvadény i vice nez 60% tbytky*>>~".

Perspektivnéjsi se jevi vyuZiti techniky extrakce tuhou fazi
(SPE). Methylhydrargyriumchlorid je reakei s vhodnym ¢inid-
lem pfeveden na nepoldrni slouceninu, kterou lze na SPE
kolonkach s fazi C18 dobfe zachytit. Bézné se g)ouzwa APDC
(amonna sil pyrrolidin-1-yl-dithiokarbamatu)™

Pro vlastni stanoveni CH;Hg skupiny je dosud vyuzivdna
technika plynové chromatografie, ale v poslednich letech je
preferovana metoda HPLC s obracenou fazi®. Izolované me-
thylhydrargyrioslou¢eniny musi byt pro tuto techniku pieve-
deng na nepoldrni ldtky. UZiv4 se dithiokarbamat nebo dithi-

.V této souvislosti je vyhodné vyuZiti techniky SPE pro
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precisténi a zakoncentrovani analytu, protoze takto ziskané
vzorky lze pfimo pouzit pro HPLC. Vzhledem k malym kon-
centracim CH;Hg skupiny v pfirodnich vzorcich jsou v HPLC
pouzivany detektory s vysokou citlivosti. V soucasnosti je
bézna AAS detekce (selektivni detektory na bdzi studenych
par rtuti)*! Ob_]CVUJe se i vyuziti MS detektort, napt. v kom-
binaci ICP-MS (cit. ”) Bézny UV/VIS detektor neni bohuzel
pro popisované postupy piilis citlivy®.

V nékterych biologickych materidlech, napt. v rybim ma-
se, Ize ovsem ocekdvat pomérné vysoké koncentrace methyl-
rtutnatych sloucenin. Pokusili jsme se proto vyvinout postup,
ktery by umoziioval stanoveni CH,Hg skupiny v uvedenych
materidlech s vyuzitim bézného ptistroje HPLC s UV/VIS
deteked.

Experimentalni ¢ast
Pouzité pristroje a chemikadlie

Meéfeni byla provadéna na pristroji HPLC SpectraSYSTEM
fy TSP (Cerpadlo P2000 s UV/VIS detektorem UV3000HR).
Pouzitd kolona byla typu C18 Res Elut-ENV 150x4,60 mm
4,5 um fy Varian. Analyt byl izolovin metodou SPE na
zafizeni VISIPREP fy Supelco s vyuZitim kolonek LiChrolut
RP18 - 500 mg fy Merck.

Pro pripravu mobilni fize a izolaci extrakei tuhou faz{
(SPE) byly pouzity acetonitril LiChrosolv (gradient grade),
voda LiChrosolv, methanol p.a. a APDC (amonn4 stl pyrro-
lidin-1-yl-dithiokarbamdtu) fy Merck. Jako standard byl po-
uzit CH;HgCl fy Johnson Matthey. Ostatni pouZité€ chemikalie
byly bézné Cistoty p.a.

HPLC analyza

Podminky HPLC analyzy jsou uvedeny v tabulce I.

Pouzita koncentrace APDC v mobilni fdzi pfedstavuje
kompromis mezi uspokojivou opakovatelnosti analyzy a za-
kladn{ absorbanci mobilni faze. Minimdlni pouZitelnd koncen-
trace byla 3.10> mol.I"". Pii nizsich hodnotach jiz vymizel pik
analytu. Zakladni absorbance pouzité mobilni faze proti smési
acetonitril/voda (optickd drdha 10 mm) byla 600 mAU pii
249 nm.

Tabulka I
HPLC podminky

Parametr Hodnota

C18 Res Elut-ENV 150x4,60 mm
4,5 um fy Varian
acetonitril/voda 47/53 (v/v), APDC

Pouzitd kolona

Slozeni mobilni faze

5.107 moL.I"!
Pratok mobilni faze 1,5 ml.min™!
Detekce 249 nm*
Objem ndstiiku 20 ul

* Lze pracovat i pii 254 nm bez zdsadniho snizeni odezvy
detektoru
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Izolace analytu

Vzhledem k nizsi citlivosti pfi pouziti UV detekce bylo
pouzito relativné vétsi mnozstvi vzorku. 10 g cerstvé rybi
svaloviny bylo nejprve rozruseno zahifvanim pii 60 'C se
40 ml hydroxidu sodného (¢ = 3 mol.I™") po dobu 30 min.
Analyt byl ndsledné uvolnén z matrice po pfidani 50 ml
kyseliny chlorovodikové (¢ = 3 mol.I")) (pH smési mensi
nez 1) ptlhodinovou extrakci v ultrazvukové 1dzni. Proteiny
ve smési byly vysrdZzeny upravenim pH smési na 3,5 roztokem
NaOH a odfiltrovany. Oddéleni proteinu je kritickou fazi
celého postupu, je proto nutné predem zjistit nejvhodnéjsi pH
pro ur¢itou matrici.

Analyt byl v dal$im postupu izolovdn ze smési metodou
SPE. Parametry SPE jsou uvedeny v tabulce II. K filtrdtu bylo
pfiddno 0,1 ml roztoku APDC (¢ = 5.107 mol.1™"). Ziskany
extrakt byl odpaien do sucha pfti 60 °C proudem dusiku a roz-
pustén v 0,2 ml mobilni faze. Takto ziskany vzorek byl piimo
nastfikovan do kapalinového chromatografu.

Tabulka II
Parametry SPE

Parametr Hodnota

Kondicionace kolonky 3 ml H,0O

Susenf{ kolonky 15 min prosdvanim vzduchu
Eluce analytu 2x0,5 ml CH,OH

Vysledky a diskuse
Postup HPLC

Optimdlni parametry HPLC analyzy byly urceny s vyuzitim
roztokli CH;HgCl. Analyza byla ovéfovéna roztoky CH;HgCl

o koncentraci rtuti 0,125 a7 25 mg.I"' na osmi hladindch pii
péti opakovanich. Relativn{ intervaly spolehlivosti (P = 0,9)
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Obr. 1. Relativni interval spolehlivosti r (%) stanoveni CH,Hg pri
ruzné koncentraci ¢ kalibra¢nich roztoka
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pro jednotlivé hladiny koncentrace jsou uvedeny na obr. 1,
celkovy koeficient korelace R = 0,9987.

Vysledky naznacuji, Ze metoda je pouZzitelnd pro vyssi
koncentrace CH;Hg skupin. Mez stanovitelnosti pro relativni
interval spolehlivosti 0,1 (P = 0,9) pro uvedené podminky
analyzy je 1,3 mg.1™".

Izolace analytu

Vytéznost analytu v jednotlivych stupnich analytického
postupu byla testovdna na péti hladindch koncentrace s péti-
ndsobnym opakovanim na kazdé hladiné. Stupenn SPE byl
testovdn roztoky CH;HgCI o koncentraci Hg 0,5 az 25 mg.17,
SPE s ndslednym odpafenim do sucha roztoky o koncentra-
ci rtuti 0,1 az 5 mg.I™" a cely postup piidavkem CH,;HgCl
v mnozstvi 0,1 az 5 ug Hg k 10 g Cerstvé rybi svaloviny.
VytéZnost byla vyhodnocena regresni analyzou — stanovené
mnozstvi Hg proti pivodnimu, resp. pfidanému mnozstvi Hg.
Hodnoty regresnich koeficientti pro jednotlivé stupné jsou
uvedeny v tabulce II1.

Podle uvedenych vysledkil nejsou ztrity analytu pro uve-
deny postup analyzy na hladiné spolehlivosti P = 0,9 statistic-
ky vyznamné. Celkovd mez stanovitelnosti metody v pfepoctu
na vzorek o hmotnosti 10 g je pak 26 pug.kg™".

Tabulka IIT
Vytéznost CH;Hg skupin v jednotlivych stupnich analytické-
ho postupu

Stupeni analyzy Regresni Mez (P =0,9)
koeficient® dolni horn{
SPE 0,9917 0,9641 1,0193
SPE + odpar 0,9832 0,9527 11,0137
Vzorek s pridavkem 0,9819 0,9306 1,0332

# Regresni koeficienty zdvislosti teoreticky piitomného a sta-
noveného mnozstvi Hg

Pfesnost a sprdvnost metody

Pfesnost a sprdvnost metody byla ovéfovdna s vyuZi-
tim referencniho materidlu CRM 464 (tuiidk), produktu BCR
(Community Bureau of Reference) s deklarovanym obsahem
CH,Hg 5,50 mgkg™' s intervalem spolehlivosti (P = 0,95)
0,17 mg.kg ™.

Bylo provedeno pét paralelnich stanoveni pfi navazce
vzorku 0,2 g. Pomér stanoveného a deklarovaného mnozstvi
Hg byl 0,9371 s intervalem spolehlivosti (P = 0,9) 0,1183.
Vzhledem k tomu, Ze pomér stanoveného a deklarovaného
mnozstvi Hg je vyznamné (P = 0,9) odliSny od 1,0, byly
u redlnych vzorki vysledky korigovany koeficientem 0,9371.

Praktickd aplikace

Uvedend metoda byla pouzita pro stanoveni CH;Hg ve
svaloviné ryb z nékolika lokalit CR. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce IV.

Ze 17 vzorkt byl pouze v jednom piipadu zjistén obsah
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Tabulka IV
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Koncentrace Hg ve formé CH;Hg skupin ve svaloviné ryb z nékolika lokalit CR

Lokalita Druh ryby Pocet Koncentrace CH;Hg
vzorki (ng(Hg).kg ]
prumér minimum maximum
Mal3e — vodni nddrz Rimov bolen dravy 4 33,4 26,5 43,2
okoun Fi¢ni 1 120 - -

Vltava — Klecany Stika obecna 6 131 75,2 195

5 okoun Fi¢ni 2 132 68,4 195
Labe — Stéti jelec tloust 4 425 334 602

Hg mirné pod uréenou mezi stanovitelnosti. L.ze proto konsta- 3. Caricchia A. M., Minervini G., Soldati P., Chiavarini

tovat, Ze metoda je pro uvedeny typ materidlu pouZzitelnd.
Pouzit ji Ize i pro stanoveni CH;Hg skupin ve svaloviné
moftskych ryb, pfipadné i nékterych orgdnech s nizkym obsa-
hem tuku.

Srovndni s jinymi postupy

Pouzity postup prfi izolaci analytu se ve srovndni s re-
extrakénimi postupyz’s‘7 vyznacuje vysokou vytéznosti. Ne-
vyhodou je nizsi mez stanovitelnosti pti UV detekci. Jako
zajimavé se v této souvislosti jevi pouziti citlivéjsich detek-
torid™>!%!ye spojeni s popsanym izolacnim postupem.

Zavér

Popsand metoda je pouZitelnd pro stanoveni skupin CH;Hg
v biologickych vzorcich, kde 1ze predpoklddat jejich obsah
minimalné v desitkdch pg.kg™', a to s vyuzitim b&zné labora-
torni techniky. Vyhodou je zejména vysokd vytéznost analytu.
Prdce byla realizovdna s podporou grantu FRVS 0173/1999.
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J. Spiéka, L. Svoboda, and D. Janouskova (Department
of Chemistry, Faculty of Agriculture, University of South
Bohemia, Ceské Budéjovice): Determination of CH,;Hg
Groups in Fish Muscle by HPLC with UV Detection

An analytical method was developed for the determina-
tion of the CH;Hg group content in fish muscles. CH;HgCl
was isolated by SPE and determined by HPLC with UV
detection. The method can be used for samples with high
CH,;Hg contents.The detection limit was 26 ugke'in 10 g
samples.



