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Vysok· toxicita organick˝ch slouËenin rtuti, vyskytujÌcÌch
se v p¯ÌrodnÌch materi·lech vËetnÏ nÏkter˝ch potravin, vedla
ke znaËnÈmu z·jmu o jejich stanovenÌ. Nejv˝znamnÏjöÌ orga-
nickÈ slouËeniny rtuti, s kter˝mi se setk·v· toxikolog, jsou
methylhydrargyrioderiv·ty obsahujÌcÌ skupinu CH3Hg.

Pro stanovenÌ CH3Hg skupiny v biologickÈm materi·lu
byla v pr˘bÏhu let vypracov·na cel· ¯ada analytick˝ch postu-
p˘. NejËastÏji vyuûÌvanÈ metody obvykle zahrnujÌ t¯i stupnÏ.
PrvnÌm je uvolnÏnÌ CH3Hg skupiny z vazby na proteiny,
n·sleduje p¯eËiötÏnÌ a Ëasto i zakoncentrov·nÌ analytu. Posled-
nÌm stupnÏm je obvykle chromatografick· anal˝za s vhodnou
detekcÌ.

Pro uvolnÏnÌ CH3Hg skupin z vazby na biologickÈ mate-
ri·ly, kde jsou v·z·ny zejmÈna na thiolovÈ skupiny protein˘,
se  doporuËuje extrakce  koncentrovanou kyselinou chloro-
vodÌkovou. Vznik· tak methylhydrargyriumchlorid CH3HgCl
(cit.1). Pro nÏkterÈ materi·ly (rybÌ tk·Ú, vlasy) je nÏkdy vyuûÌ-
v·na alkalick· hydrol˝za, p¯i nÌû se ötÏpÌ tuky a bÌlkoviny.
UsnadnÌ se tak uvolnÏnÌ CH3Hg skupiny2ñ4.

Pro oddÏlenÌ, zakoncentrov·nÌ a p¯eËiötÏnÌ analytu st·le
p¯evaûujÌ metody vyuûÌvajÌcÌ extrakci z kapaliny do kapaliny.
P¯i klasickÈm postupu je methylhydrargyriumchlorid nejprve
extrahov·n z vodnÈ f·ze do organickÈho nepol·rnÌho rozpou-
ötÏdla, nejËastÏji toluenu nebo chloroformu. N·sleduje dalöÌ
p¯eËiötÏnÌ reextrakcÌ do vodnÈho roztoku thiosÌranu sodnÈho.
P¯i tomto postupu ovöem doch·zÌ ke znaËn˝m ztr·t·m analytu.
Jsou uv·dÏny i vÌce neû 60% ˙bytky2,5ñ7.

PerspektivnÏjöÌ se jevÌ vyuûitÌ techniky extrakce tuhou f·zÌ
(SPE). Methylhydrargyriumchlorid je reakcÌ s vhodn˝m Ëinid-
lem p¯eveden na nepol·rnÌ slouËeninu, kterou lze na SPE
kolonk·ch s f·zÌ C18 dob¯e zachytit. BÏûnÏ se pouûÌv· APDC
(amonn· s˘l pyrrolidin-1-yl-dithiokarbam·tu)5,8.

Pro vlastnÌ stanovenÌ CH3Hg skupiny je dosud vyuûÌv·na
technika plynovÈ chromatografie, ale v poslednÌch letech je
preferov·na metoda HPLC s obr·cenou f·zÌ8. IzolovanÈ me-
thylhydrargyrioslouËeniny musÌ b˝t pro tuto techniku p¯eve-
deny na nepol·rnÌ l·tky. UûÌv· se dithiokarbam·t nebo dithi-
zon5,9 . V tÈto souvislosti je v˝hodnÈ vyuûitÌ techniky SPE pro

p¯eËiötÏnÌ a zakoncentrov·nÌ analytu, protoûe takto zÌskanÈ
vzorky lze p¯Ìmo pouûÌt pro HPLC. Vzhledem k mal˝m kon-
centracÌm CH3Hgskupiny v p¯ÌrodnÌch vzorcÌch jsou v HPLC
pouûÌv·ny detektory s vysokou citlivostÌ. V souËasnosti je
bÏûn· AAS detekce (selektivnÌ detektory na b·zi studen˝ch
par rtuti)5,10. Objevuje se i vyuûitÌ MS detektor˘, nap¯. v kom-
binaci ICP-MS (cit.11). BÏûn˝ UV/VIS detektor nenÌ bohuûel
pro popisovanÈ postupy p¯Ìliö citliv˝8.

V nÏkter˝ch biologick˝ch materi·lech, nap¯. v rybÌm ma-
se, lze ovöem oËek·vat pomÏrnÏ vysokÈ koncentrace methyl-
rtuùnat˝ch slouËenin. Pokusili jsme se proto vyvinout postup,
kter˝ by umoûÚoval stanovenÌ CH3Hg skupiny v uveden˝ch
materi·lech s vyuûitÌm bÏûnÈho p¯Ìstroje HPLC s UV/VIS
detekcÌ.

Experiment·lnÌ Ë·st

P o u û i t È p ¯ Ì s t r o j e a c h e m i k · l i e

MÏ¯enÌ byla prov·dÏna na p¯Ìstroji HPLC SpectraSYSTEM
fy TSP (Ëerpadlo P2000 s UV/VIS detektorem UV3000HR).
Pouûit· kolona byla typu C18 Res Elut-ENV 150◊4,60 mm
4,5 µm fy Varian. Analyt  byl  izolov·n  metodou SPE na
za¯ÌzenÌ VISIPREP fy Supelco s vyuûitÌm kolonek LiChrolut
RP18 ñ 500 mg fy Merck.

Pro p¯Ìpravu mobilnÌ f·ze a izolaci extrakcÌ tuhou f·zÌ
(SPE) byly pouûity acetonitril LiChrosolv (gradient grade),
voda LiChrosolv, methanol p.a. a APDC (amonn· s˘l pyrro-
lidin-1-yl-dithiokarbam·tu) fy Merck. Jako standard byl po-
uûit CH3HgCl fy Johnson Matthey. OstatnÌ pouûitÈ chemik·lie
byly bÏûnÈ Ëistoty p.a.

H P L C a n a l ˝ z a

PodmÌnky HPLC anal˝zy jsou uvedeny v tabulce I.
Pouûit· koncentrace APDC v mobilnÌ f·zi p¯edstavuje

kompromis mezi uspokojivou opakovatelnostÌ anal˝zy a z·-
kladnÌ absorbancÌ mobilnÌ f·ze. Minim·lnÌ pouûiteln· koncen-
trace byla 3.10ñ5 mol.lñ1. P¯i niûöÌch hodnot·ch jiû vymizel pÌk
analytu. Z·kladnÌ absorbance pouûitÈ mobilnÌ f·ze proti smÏsi
acetonitril/voda (optick· dr·ha 10 mm) byla 600 mAU p¯i
249 nm.

Tabulka I
HPLC podmÌnky

Parametr Hodnota

Pouûit· kolona C18 Res Elut-ENV 150◊4,60 mm
4,5 µm fy Varian

SloûenÌ mobilnÌ f·ze acetonitril/voda 47/53 (v/v), APDC
5.10ñ5 mol.lñ1

Pr˘tok mobilnÌ f·ze 1,5 ml.minñ1

Detekce 249 nma

Objem n·st¯iku 20 µl

a Lze pracovat i p¯i 254 nm bez z·sadnÌho snÌûenÌ odezvy
detektoru

CH Hg3
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I z o l a c e a n a l y t u

Vzhledem k niûöÌ citlivosti p¯i pouûitÌ UV detekce bylo
pouûito relativnÏ vÏtöÌ mnoûstvÌ vzorku. 10 g ËerstvÈ rybÌ
svaloviny bylo nejprve rozruöeno zah¯Ìv·nÌm p¯i 60 ∞C se
40 ml hydroxidu sodnÈho (c = 3 mol.lñ1) po dobu 30 min.
Analyt  byl  n·slednÏ uvolnÏn z matrice po p¯id·nÌ 50 ml
kyseliny chlorovodÌkovÈ (c = 3 mol.lñ1) (pH smÏsi menöÌ
neû 1) p˘lhodinovou extrakcÌ v ultrazvukovÈ l·zni. Proteiny
ve smÏsi byly vysr·ûeny upravenÌm pH smÏsi na 3,5 roztokem
NaOH a odfiltrov·ny. OddÏlenÌ proteinu je kritickou f·zÌ
celÈho postupu, je proto nutnÈ p¯edem zjistit nejvhodnÏjöÌ pH
pro urËitou matrici.

Analyt byl v dalöÌm postupu izolov·n ze smÏsi metodou
SPE. Parametry SPE jsou uvedeny v tabulce II. K filtr·tu bylo
p¯id·no 0,1 ml roztoku APDC (c = 5.10ñ2 mol.lñ1). ZÌskan˝
extrakt byl odpa¯en do sucha p¯i 60 ∞C proudem dusÌku a roz-
puötÏn v 0,2 ml mobilnÌ f·ze. Takto zÌskan˝ vzorek byl p¯Ìmo
nast¯ikov·n do kapalinovÈho chromatografu.

Tabulka II
Parametry SPE

Parametr Hodnota

Kondicionace kolonky 3 ml H2O
SuöenÌ kolonky 15 min pros·v·nÌm vzduchu
Eluce analytu 2◊0,5 ml CH3OH

V˝sledky a diskuse

P o s t u p H P L C

Optim·lnÌ parametry HPLC anal˝zy byly urËeny s vyuûitÌm
roztok˘ CH3HgCl. Anal˝za byla ovÏ¯ov·na roztoky CH3HgCl
o koncentraci rtuti 0,125 aû 25 mg.lñ1 na osmi hladin·ch p¯i
pÏti opakov·nÌch. RelativnÌ intervaly spolehlivosti (P = 0,9)

pro jednotlivÈ hladiny koncentrace jsou uvedeny na obr. 1,
celkov˝ koeficient korelace R = 0,9987.

V˝sledky naznaËujÌ, ûe metoda je pouûiteln· pro vyööÌ
koncentrace CH3Hg skupin. Mez stanovitelnosti pro relativnÌ
interval spolehlivosti 0,1 (P = 0,9) pro uvedenÈ podmÌnky
anal˝zy je 1,3 mg.lñ1.

I z o l a c e a n a l y t u

V˝tÏûnost analytu v jednotliv˝ch stupnÌch analytickÈho
postupu byla testov·na na pÏti hladin·ch koncentrace s pÏti-
n·sobn˝m opakovanÌm na kaûdÈ hladinÏ. StupeÚ SPE byl
testov·n roztoky CH3HgCl o koncentraci Hg 0,5 aû 25 mg.lñ1,
SPE s n·sledn˝m odpa¯enÌm do sucha roztoky o koncentra-
ci rtuti 0,1 aû 5 mg.lñ1 a cel˝ postup p¯Ìdavkem CH3HgCl
v mnoûstvÌ 0,1 aû 5 µg Hg k 10 g ËerstvÈ rybÌ svaloviny.
V˝tÏûnost byla vyhodnocena regresnÌ anal˝zou ñ stanovenÈ
mnoûstvÌ Hg proti p˘vodnÌmu, resp. p¯idanÈmu mnoûstvÌ Hg.
Hodnoty regresnÌch koeficient˘ pro jednotlivÈ stupnÏ jsou
uvedeny v tabulce III.

Podle uveden˝ch v˝sledk˘ nejsou ztr·ty analytu pro uve-
den˝ postup anal˝zy na hladinÏ spolehlivosti P = 0,9 statistic-
ky v˝znamnÈ. Celkov· mez stanovitelnosti metody v p¯epoËtu
na vzorek o hmotnosti 10 g je pak 26 µg.kgñ1.

Tabulka III
V˝tÏûnost CH3Hg skupin v jednotliv˝ch stupnÌch analytickÈ-
ho postupu

StupeÚ anal˝zy RegresnÌ Mez (P = 0,9)
koeficienta dolnÌ hornÌ

SPE 0,9917 0,9641 1,0193
SPE + odpar 0,9832 0,9527 1,0137
Vzorek s p¯Ìdavkem 0,9819 0,9306 1,0332

a RegresnÌ koeficienty z·vislosti teoreticky p¯ÌtomnÈho a sta-
novenÈho mnoûstvÌ Hg

P ¯ e s n o s t a s p r · v n o s t m e t o d y

P¯esnost a spr·vnost metody byla ovÏ¯ov·na s vyuûi-
tÌm referenËnÌho materi·lu CRM 464 (tuÚ·k), produktu BCR
(Community Bureau of Reference) s deklarovan˝m obsahem
CH3Hg 5,50 mg.kgñ1 s intervalem spolehlivosti (P = 0,95)
0,17 mg.kgñ1.

Bylo provedeno  pÏt  paralelnÌch stanovenÌ p¯i nav·ûce
vzorku 0,2 g. PomÏr stanovenÈho a deklarovanÈho mnoûstvÌ
Hg byl 0,9371 s intervalem spolehlivosti (P = 0,9) 0,1183.
Vzhledem k tomu, ûe pomÏr stanovenÈho a deklarovanÈho
mnoûstvÌ Hg je v˝znamnÏ (P = 0,9) odliön˝ od 1,0, byly
u re·ln˝ch vzork˘ v˝sledky korigov·ny koeficientem 0,9371.

P r a k t i c k · a p l i k a c e

Uveden· metoda byla pouûita pro stanovenÌ CH3Hg ve
svalovinÏ ryb z nÏkolika lokalit »R. V˝sledky jsou uvedeny
v tabulce IV.

Ze 17 vzork˘ byl pouze v jednom p¯Ìpadu zjiötÏn obsah
Obr. 1. RelativnÌ interval spolehlivosti r (%) stanovenÌ CH3Hg p¯i
r˘znÈ koncentraci c kalibraËnÌch roztok˘
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Tabulka IV
Koncentrace Hg ve formÏ CH3Hg skupin ve svalovinÏ ryb z nÏkolika lokalit »R

Lokalita Druh ryby PoËet Koncentrace CH3Hg
vzork˘ [µg(Hg).kgñ1]

pr˘mÏr minimum maximum

Malöe ñ vodnÌ n·drû ÿÌmov bolen drav˝ 4 33,4 26,5 43,2
okoun ¯ÌËnÌ 1 120 ñ ñ

Vltava ñ Klecany ötika obecn· 6 131 75,2 195
okoun ¯ÌËnÌ 2 132 68,4 195

Labe ñ ätÏtÌ jelec tlouöù 4 425 334 602

Hg mÌrnÏ pod urËenou mezÌ stanovitelnosti. Lze proto konsta-
tovat, ûe metoda je pro uveden˝ typ materi·lu pouûiteln·.
PouûÌt ji lze i pro stanovenÌ CH3Hg skupin ve svalovinÏ
mo¯sk˝ch ryb, p¯ÌpadnÏ i nÏkter˝ch org·nech s nÌzk˝m obsa-
hem tuku.

S r o v n · n Ì s j i n ˝ m i p o s t u p y

Pouûit˝ postup p¯i izolaci analytu se ve srovn·nÌ s re-
extrakËnÌmi postupy2,5ñ7 vyznaËuje vysokou v˝tÏûnostÌ. Ne-
v˝hodou je niûöÌ mez stanovitelnosti p¯i UV detekci. Jako
zajÌmavÈ se v tÈto souvislosti jevÌ pouûitÌ citlivÏjöÌch detek-
tor˘5,10,11ve spojenÌ s popsan˝m izolaËnÌm postupem.

Z·vÏr

Popsan· metoda je pouûiteln· pro stanovenÌ skupin CH3Hg
v biologick˝ch vzorcÌch, kde lze p¯edpokl·dat jejich obsah
minim·lnÏ v desÌtk·ch µg.kgñ1, a to s vyuûitÌm bÏûnÈ labora-
tornÌ techniky. V˝hodou je zejmÈna vysok· v˝tÏûnost analytu.

Pr·ce byla realizov·na s podporou grantuFRVä0173/1999.
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J. äpiËka, L. Svoboda, and D. Janouökov· (Department
of Chemistry, Faculty of Agriculture, University of South
Bohemia, »eskÈ BudÏjovice): Determination of CH3Hg
Groups in Fish Muscle by HPLC with UV Detection

An analytical method was developed for the determina-
tion of the CH3Hg group content in fish muscles. CH3HgCl
was isolated by SPE and determined by HPLC with UV
detection. The method can be used for samples with high
CH3Hg contents.The detection limit was 26 µg.kgñ1 in 10 g
samples.
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