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ABSTRAKT

Rtut, zvlasté¢ jeji organické formy alkylderivaty, jsou zavaznym nebezpedim pro zivotni
prostiedi a lidskou populaci diky jejich toxickym vlastnostem a snadné akumulaci
v potravnim fetézci. Z tohoto divodu je dilezité stanovovat tyto velmi toxické slouceniny ve
vode a v sedimentu v suchozemskych a vodnich zivocisich.

Tato prace se zabyva stanovenim alkylderivati rtuti vrybi svaloving. Pro izolaci
methylrtuti ze vzorklh byla vyuzita extrakce zalozena na vyluhovani kyselinou
chlorovodikovou s naslednou extrakei do toluenu. Na stanoveni vyse uvedenych specii byla
vyuzita technika plynové chromatografie s mikrodetektorem elektronového zachytu. Vyhoda
této metody je moznost primého stanoveni MeHg bez zarazeni derivatizacniho kroku, ale
hlavni nevyhoda je chvostovani pikl, coz je zplsobeno polaritou methylrtuti. Tento jev byl
zde viditelny. Mez detekee byla stanovena na 11 ng/g. Pro stanoveni vytéznosti byl pouzit
certifikovany referen¢ni material CRM 464 svaloviny tunaka. Hodnota byla uréena na
64,9%. Obsah methylrtuti v analyzovanych rybich tkanich byl vrozsahu od
16,31 — 268,77 ng/g. Vysledky byly porovnany s obsahem celkové rtuti a relativni obsah
MeHg byl od 14,71% do 55,53% celkové rtuti.

ABSTRACT

Mercury, especially its organic derivatives bring significant risk to the environment and
human population due to their toxic properties and easy accumulation in the food chain. For
this reason it’s important to determine these very toxic comounds in marine and terrestrial
animals, in water and sediment.

This study is focused on determination of alkyl — derivatives of mercury in fish tissues.
The extraction based on acidic digestion in hydrochloric acid and subsequent extraction with
toluene was used for isolation of methyl — mercury from samples. Gas chromatography with
electron capture microdetection was used for identification of before — mentioned species.
The main advantage of this technique is the possibility of a direct measurement of
methylmercury without using any derivatizatoin step, but the main disadvantage is a peak
tailing. This effect was outward. Detection limit of the method was established on 11 ng/g.
The CRM 464 reference material — tuna fish — was used for the recovery evaluation and on
the result is 64,9 = 2,0%. The contents of methylmercury in fish tissues were within the range
from 16,31 to 268,77 ng/g. The results were compared with amounts of total Hg and relative
methylmercury contents were in range from 14,71%to 55,53%.
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rtut’, alkylderivaty rtuti, separaéni techniky, biotické matrice
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1. UVOD

Rtut’ se nachazi ve vSech slozkach ekosystému a je povazovana za globalni polutant.
Slouceniny rtuti se nachazeji v atmosfére, ve vode, v horninach i1 v organismech. Patfi mezi
jednu z nejtoxictéjsich latek vyskytujicich se v zivotnim prostiedi a v bioté, diky svému
akumulaénimu a perzistentnimu charakteru [1]. Toxicita rtuti je zavisla na formé vyskytu. Za
rtuti nékterymi bakteriemi Zijicich v sedimentech. Ze sedimentl se rtut’ dostava do vody, poté
do vodnich organismil a postupuje dale potravnim fetézcem. Zejména organické formy rtuti
maji schopnost kumulovat se v organismech [2]. Jejich vyssi koncentrace v organismech
pusobi neurotoxicky, poskozuji centralni nervovou soustavu. Diky své lipofilit¢ methylrtut’
pronika pies biologické membrany, krev — mozek, placenta. Vzhledem k rozdilné ckologické
toxicité jednotlivych forem rtuti je dilezité stanovovat ve slozkach zivotniho prostiedi nejen
celkovou rtut’, ale také jeji jednotlivé formy [3]

Mezi nejéastéji pouzivané techniky pro stanoveni specii rtuti patii plynova a kapalinova
chromatografie ve spojeni sUV/VIS, atomovou absorpéni, emisni a hmotnostng
spektrometrickou detekci. Vtéto praci je pouzita technika plynové chromatografie
s mikrodetektorem elektronového zachytu. Pomoci této metody byl stanoven obsah
methylrtuti v biotickych matricich — rybach a posouzena kontaminace studovanych organismii
timto polutantem.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Chemické formy rtuti

Rtut’ se vyskytuje v omezeném poctu oxidacnich stavl — 0, +1, +II. Piesto vytvaii Sirokou
skalu sloucenin, které se lisi svymi fyzikalnimi, chemickymi i toxickymi vlastnostmi.
Rozlisuji se formy anorganické, kam se fadi rtut’ elementarni spolu s rtutnymi a rtutnatymi
slou¢eninami a organické formy rtuti, tzv. organokovové/organortutnaté slouceniny [3].

2.1.1. Anorganické formy rtuti

Elementarni rtut’ je jedinym prvkem, jehoz pary jsou vyhradné jednoatomové [3]. Za
normalniho tlaku rtut’ vie pii 358,53 °C, pficemz vznikaji v prohledu modré pary. Za
normalni teploty je rtut’ stribroleskla kapalina, ktera po silném ochlazeni tuhne ve
stiibrolesklé osmistény, které poté taji pii teplote -38,87 °C. Rtut’ t&ka s vodni parou, je
dobrym elektrickym vodicem, je toxicka skoro ve viech slouceninach a sléva se s riznymi
kovy za vzniku amalgamu [4].

V ptirodé se v kovové forme vyskytuje pouze sporadicky. Vyskytuje se zhruba ve dvaceti
mineralech, z ¢ehoz nejvice rozsirena je rumelka, HgS, cinabarit. Dalsimi mineraly, které
muzeme v prirodé nalézt jsou tiemannit HgSe, coloradoit HgTe, kalomel HgoCl, a coceinit
Hgglg [4]

Do prostiedi se dostava rtut’ jak z pfirodnich, tak z antropogennich zdroji. Hlavnimi
prirodnimi zdroji jsou vétrma eroze, morské aerosoly, ficni odnos, zvétravani hornin, tékani
kovové rtuti z loziskovych akumulaci a sopetna Cinnost. Stale vétsi roli v8ak hraji zdroje
antropogenni. Pfirozené i antropogenni emise &ni v soudasnosti ¥adové 107 kg Hg za rok [7].

Prirozené zdroje: ve formé sloucenin — vyvielé slouceniny, sedimentované sulfidové
mineraly, v elementarni formé vzacné

Antropogenni zdroje:

= nekteré fungicidy pouzivané pii vyrobé celulozy a papiru

= zpracovani chlorovanych uhlovodik [8]

= yyroba chloru amalgamovym zplisobem — v Evropé pfedstavuji emise z tovaren
na vyrobu chloru asi 14% celkovych antropogennich emisi rtuti

= gpalovani — fosilni paliva (uhli ropa, plyn), difevo, odpady, odpadni kaly,
krematoria [9]

= destilace olejti a uhli

= vyyroba elektrickych kontakth

= zemedélska motidla (Ceresan, Ceresol, TAG a dalsi)

= amalgamace

= regulaéni technika

= [ékaistvi — aktivni slozka riznych diuretik, antiseptik, koznich 1&¢iv a zubnich
amalgamn

= laboratorni barviva [8]

= t&zba, Uprava a zpracovani rud a kovii



= elektrochemie (elektrody, kaly z elektrolyzy solanek)

= chemické a vyrobni procesy: Hg slouceniny, barvy, baterie, teploméry, vychozi
latky a katalyzatory pro rizné chemické vyrobky [10]

= vyysokoteplotni procesy: taveni, vyroba koksu, litiny, cementu a vapna

= dalsi zdroje: fluorescencni lampy, skladky nebezpecnych a komunalnich odpadi,
skladky hlusiny, naruseni povrchu [8].

Mezi daldi anorganické formy rtuti se Fadi rtutné Hg,"™ a rtutnaté Hg®* sloudeniny. Mezi
nejvice vyskytujici se formy jednomocné rtuti jsou halogenidy. Nejznaméjdi sloucenina
obsahujici Hg,™" ion je kalomel Hg,Cly. Je pom&mé malo rozpustny ve vods (2 mg/l pii
25°C). Dvojmocna rtut’ vytvari mnohem veétsi mnozstvi chemickych sloucenin nez rtut’
jednomocna. Patfi mezi né& oxidy, sulfidy, halogenidy, soli silnych oxokyselin a tada
koordinagnich slougenin obsahujicich ptedeviim sulfidické vazby Hg"—S a dale vazby Hg"-X
& He" N [3].

Toxicita elementarni rtuti a jejich anorganickych forem se projevuje predevsim napadenim
jater, ledvin a gastrointesticinalniho traktu. Za normalnich podminek vsak neziistavaji v téle
dost dlouho, aby se¢ zde mohly akumulovat. Mezi akutni projevy otravy rtuti se fadi bolesti
biicha, prijmy a zvraceni Projevy chronické otravy byvaji Casto nespecifické - od studenych
koncetin, vypadavani vlast, pfes zazivaci poruchy, rizné psychické potize az po zavainé
stavy jako napt. chudokrevnost, 1é¢bé odporujici chronicka candiddza, revmatické choroby ¢i
onemocnéni ledvin [5]. Elementarni rtut’ se také vyznacuje svoji neurotoxicitu. Poskozeni
hematoencefalickou bariéru diky své dobré rozpustnosti vtucich. Neurotoxicita rtuti se
projevi uz pii velmi malych koncentracich, proto se¢ tento uCinek fadi mezi tzv. kritické
toxické Ucinky rtuti [6]. Kalomel je nejcastéji pficinou akutnich otrav peroralni cestou. Do
organismu se vsak miize dostat také cestou dermalni, ktera je pficinou vét§inou chronickych
otrav. Smrtelna davka je 0,2 az 1 g Priznaky otravy se nejprve projevi palenim v uastech,
slinénim, bolestmi biicha a dostavi se krvavé prijmy. Postupné zdufi slinné zlazy a zaina
zanét ustni sliznice. Chronicka expozice je doprovazena tvorbou Sedého lemu kolem zubnich
krckil a poté se zuby zacnou uvoliovat. Dostavi se typické pfiznaky otravy rtuti — poskozeni
ledvin, urémie (hromadéni dusikatych latek v organismu zplisobené nedostatecnou funkeci
ledvin). A nelze-li ledviny nahradit, nastava smrt [11]. Toxicita dvojmocnych anorganickych
forem rtuti je nizka. Konkrétné sulfid rtuthaty neni povazovan za jed. Pokud vsak budeme
uvazovat chronickou otravu sulfidem rtutnatym, mize dochazet k jeho preméné na toxicté)si
formy, nebot’ ma schopnost kumulace v organismu.

2.1.2. Organické formy rtuti

Organokovové formy rtuti jsou organické formy, ve kterych ma rtut’ oxidaéni ¢islo +II1. Je
znamo velké mnozstvi organortutnatych sloucenin, z nichz nékteré maji urcité pozitivni
fyziologické vlastnosti. Ziskavaji se reakci chloridu rtutnatého a Grignardovych ¢inidel ve
vhodnych molarnich pomérech [4]. Tyto slouceniny obsahuji jeden nebo dva uhlovodikové
zbytky navazané na atom kovu a vytvari tak slouceniny typu RHgX nebo RHgR ', kde Ra R~
jsou uhlovodikové zbytky. Nejastéji se jedna o methylové (—CHj), ethylové (—C.Hs) nebo
fenylové (—CsHs) & tolylové (—C7H7) skupiny. Symbol X pak oznacuje anionty, jako jsou



halogenidy, dusi¢nany, sulfidy ¢i sirany [3]. Podle typu navazanych skupin (alkyly nebo
aryly) se rozlisuji dva typy organokovovych sloucenin, alkylderivaty a arvlderivaty. Mezi
nejéastdji vyskytujici se alkylderivaty patii sloudeniny jako methylrtut’ MeHg', dimethylrtut’
(CH3),Hg, ethylrtut’ C;HsHg', hydroxid a chlorid methylrtuti CH;HgOH, CH3;HgCl. Mezi
casto vyskyvtujici se arylderivaty patii slouceniny jako octan fenylrtuti CsHsHgOCOCH; a
chlorid fenylrtuti CsHsHgCl [4,20]. Strukturni vzorce viech organickych sloucenin rtuti jsou
zobrazeny na obr. 2.1.

Arylderivaty jsou v porovnani salkylderivaty rtuti méné toxické. Jsou také méné
nebezpetné pro CNS. Jejich toxicita se projevuje predeviim vznikem dermatitid az tvorbou
puchyit (zejména po delsim kontaktu), hojicich se 1 nekolik tydnh. Po poziti lokalné drazdi
sliznici zazivaciho traktu. Mohou také poskozovat srdeéni sval (extrasystoly a jiné poruchy
rytmu), vzacnéji poskozuji ledviny, jatra a krvetvorbu [20]. Chlorid fenylrtuti je pro centralni
nervovou soustavu méne toxicky nez alkylderivaty rtuti. Zpisobuje viak zavazné poskozeni
jater, srdce, vznik anémie, leukopenie (snizeny pocet bilvch krvinek) a alergie. Vstiebava se
pokozkou. Octan fenylrtuti je G¢innou soucasti mofidel pro obili (Ceresan, Ceresol, TAG
a dalsi). Akutni otrava touto latkou zplisobuje progresivni slabost, slinéni, nauseu (nuceni ke
zvraceni), krvaceni dasni a v tézkych pripadech ztuhnuti svali a oslabeni zraku. Chronické
otravy maji za nasledek poruchy funkce jater, ledvin a krvetvorby [11].

Organokovové slouceniny rtuti jsou v Zivotnim prostredi pomérné cCasto vytvareny
z anorganickych forem rtuti mechanizmem neenzymatického prenosu methylové skupiny
z methylkobalaminu na Hg"" [3]. Uzivaji se pro svoje fungicidni a pesticidni vlastnosti jako
motidla obili (napf. fenylmerkuriacetat, methylrtut’. a j.), dale v medicing jako desinficiencia
(napt. fenylmerkuriborat, fenylmerkurisalicylat a j.) a jako diuretika (napt. Salyrgan, Uragan,
Mercuretin aj.) [20].

HaC—Hg" HaC—CH,—Hg' HsC—Hg—CH,
methylrtut’ ethylrtut’ dimethylrtut’
HaC—Hg—OH HyC—Hg—Cl

hydroxid methylrtuti chlorid methylrtuti

O
74
Hg—O—C Hg—cCl
N
CH5
octan fenylrtuti chlorid fenylrtuti

Obr.2.1. Vzorce organokovovych sloucenin rtuti.



2.2. Bio - geochemicky cyklus chemickych forem rtuti

Bio — geochemicky cyklus (obr. 2.2) rtuti a jejich sloucenin je charakterizovan jako soucet
vsech vstupl a vystuptd sloucenin rtuti v daném ekosystému a je neustile opakovan. Prvnim
krokem je uvolnéni tékavych forem rtuti z pidy, skal, povrchovych vod, vulkant a také
z antropogenni Cinnosti. V atmosféfe mohou byt tyto emise transportoviany na dlouhé
vzdalenosti (napf. vétrem) a poté deponovany mokrou ¢i suchou depozici na zem nebo do
povrchovych vod. Zde dochazi k jejich sedimentaci a biologické konverzi. Tékavé formy rtuti
se uvolni vyparem zpét do atmosféry a ty formy, které maji schopnost bicakumulace (hlavng
organické formy), se bioakumuluji v potravnim fetézci [12]. Cast rtuti je také navazana do
nerozpustnych sloucenin. Pro toto navazani jsou dilezité thiolové skupiny —SH, pfitomné
v molekulach tvofici rozpustény organicky uhlik (DOC = dissolved organic carbon). Tyto
skupiny jsou obsazeny predev§im v hydrofobni frakei rozpusténé organické hmoty (DOM =
dissolved organic matter) v podobé huminovych a fulvovych kyselin [3]. Konstanty stability
(log K) komplexti rtuti s molekulami (skupinami) vyskytujicich se v DOC v porovnani
s log K rtuti a béznych komplexotvornych ¢inidel uvadi tabulka 2.1.

Fotochemoba "i‘:'::!:?z"’t?;:‘;,?
Spakovanioaiinich WEarovani  oxidae = 2 j:,'-, S
— Anorganicka 2 e

palw adopad slementarni Hy

ATMOSFERA
Ryhy ke

H.‘m" i clowéku

i, ‘r 125 ‘r

uBaZOVAN]
SEDIMENT D { rozpo uiténi

Piirodni zdroje —* Elementami Anomaniclu'lTh Organicki -
rtut’ : |
_.—-—w—\/—\ rtut Bateris riut :

Obr.2.2. Cyvklus rtuti v Zivotnim prostiedi [13].
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Tabulka 2.1. Konstanty stability (log K) komplexti rtuti s molekulami (skupinami)
vyskytujicich se v DOC v porovnani s log K rtuti a béznych komplexotvornych Cinidel [3].

Ligand Log Ky, Log K12
Glycin 10,3 19.2
Cystein 14,4 -
Thiomo¢ovina 11,4 22.1
EDTA 21,5;23,1 -
Kys. thiosalicylova 25,7 -
Glutathion - 30,7
Diethyldithiokarbamat - 33,4
Sulfid - 37,7
Kys. thioglykolova 34,5 43,8
Huminové kyseliny - 26,1 —32,2%
Hydrofobni kompl. z odpadnich vod - =30%

* typ a mnozstvi koordinujicich ligandi neni znam

2.2.1. Formy rtuti v atmosféie

V atmosféfe se rtut’ z 95 % vyskytuje ve formé elementarni rtuti (Hg®). Zastava zde od 6
dni aZz po 2 roky. Pfiblizngé 5 % atmosférické rtuti je navazano na ¢astecky, které pretrvavaji
v atmosfére kratdi dobu a ukladaji se zpét v podobé mokrého nebo suchého spadu snadnéji
nez volna rtut. Piiblizné¢ 66 % atmosférické rtuti se vraci na zemi mokrou depozici. Rtut’
piitomna v atmosféfe vétsinou cykluje na patficné zemské polokouli. Mlze se vsak také
vlivem cirkulace deponovat na zna¢né vzdalenosti od zdroje [3]. Koncentrace celkové rtuti
v atmosféfe severni polokoule je zhruba 2 ng/m’. Na jizni polokouli je hodnota asi o polovinu
niz$i. Hodnota rtuti v obydlenych oblastech je vétsinou vy$§i nez 10 ng/m’. Zastoupeni
jednotlivych forem rtuti v atmosfére: 75 % elementarni rtut, 20 % methylrtut’ a 5 %
dvojmocné anorganické slouceniny rtuti [14]. Preménu jednotlivych forem rtuti v atmosféie
znazornuje obr. 3.2.

2.2.2. Formy rtuti v terestrickém ekosystému

Vzemské kiie se rtut’ vyskytuje pomérné vzacné. Primérny obsah rtuti je asi
80 mg/1000 kg [2] Hlavni slouceninou, ktera je obsazena v zemské kufe je rumélka HgS,
ktera se vyvskytuje predeviim blizko sopecnych vulkant.

Koncentrace rtuti v ptidach zavisi na geologickém charakteru pid a také na vzdalenosti
zdroje emisi rtuti. Kdybychom neuvazovali lokalni zdroje znecisténi, tak obsah rtuti zavisi na
typu podlozi, pH pidy, pohybu vody, zvétravani a biologickych procesech [15]. Rtut’ tvofi
stabilni komplexy s organickymi substancemi pud. Z tohoto divodu je pfitomna rtut’
v neutralnich a humoéznich ptidach rychle vazana do komplext a diky tomu malo dostupna pro
rostliny [16]. Vys8i obsah rtuti vsak byl zaznamenam napi. u nékterych obilovin [17].
Primérné obsahy rtuti v riiznych typech pid se pohybuji od 0,01 ng/e do 0,3 png/g. Vseobecne
se uvadi, ze v piidach s vyv§§im obsahem humusu se vyskytuje vy$si mnozstvi rtuti [16].
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2.2.3. Formy rtuti ve vodnim ekosystému

Slouceniny rtuti jsou uvolnovany do vodnich ekosystéml pfevazné z antropogennich
zdroj. Vyskyt a transport rtuti a jejich sloucenin ve vodnich ekosystémech je ponckud
odlisny od jinych tézkych kovii v ditsledku vysoké tenze par kovové rtuti a vysoké reaktivity
tonth rtuti se slou¢eninami obsahujici koncové —SH a alkylové skupiny [14].

Rtut’ se vyskytuje ve vodnich ekosystémech ve velkém mnozstvi chemickych forem.
7 anorganickych rozpusténych forem se vyskytuje v elementarni Hg’, Hg®', [HgOHT',
[Hg(OH)(aq)]’. [Heg(OM)CI]” a v chlorokomplexech [HgCl[™ az [HgCL]*. Z organickych
forem rtuti se nejCastéji vyskytuji alkylderivaty jako chlorid methylrtuti a dimethylrtut’
V zavislosti na slozeni vody a hodnoté pH se tvoii rovnovaha mezi jednotlivymi formami
vyskytu. Probiha zde také transformace anorganickych forem rtuti na organické a naopak
biochemickou 1 chemickou cestou [18]. Premény jednotlivych forem rtuti ve vodnim
ekosystému znazornuje obr. 2.3.

Prirozeny obsah rtuti je v otevieném oceanu 0,5 — 3 ng/l, v pobfeznich vodach potom
2 — 15 ng/l. Viekach a v jezerech se rtut’ vyskytuje v koncentraci asi 1 — 3 ng/l. Speciace rtuti
ve vodach zavisi na typu vodniho ekosystému. V oceanech prevazuje Hg™ ve forms chloridu,
ve sladkovodnich ekosystémech se vyskytuje prevazné methylrtut. Zde se pohybuje jeji
mnozstvi v rozmezi 1 — 6 % [14].

Ha"(aq)
// 0: \\- Cr,oH"

+— . 0 P — - .
HgO (s] Hag" (aq) 'SBJ A aq) —* Hg(OH),;, HaCk CHzHgOH + CHa
. LY
OH-
¥ 1 HCI, O;, H:0; HCI, O3, H.Os hv
U, — g, VI —
VZDUCH Ho° —*Hgill) Hg® + 2CH,* {CH;);Hg
¥ CH:Hg-DOC  nyby
»
HgO (s) \ /
v mikroorganismy
VODA ;Ig“ +—— Hg(ll) 4—————— CH:Hg" — (CHi)Hg
p mikroorganisny - . ] A
Hg"* HQK CH:Hg" +— (CH:kHg
mikroorganismy >
SEDIMENT anorganicke HgS (CH;LS-Hg korySi
komplexy

Obr. 2.3. Kolobéh a piemeny forem riuti v jednotlivvch sloZkach Zivotniho prostiedi [3].
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2.3. Alkylderivity rtuti — organické formy rtuti

Alkylderivaty rtuti fadici se mezi organokovové slouceniny rtuti se¢ vyznacuji vysokym
bioakumula¢nim potencialem. Tyto organické formy rtuti jsou vytvafeny z anorganickych
forem rtuti procesem methylace [19]. Radi se mezi nejjedovatgjsi organické sloudeniny rtuti,
jsou 10 — 100krat toxictejsi nez anorganické formy [20]. Také jsou vice toxické nez
arylderivaty. Toto tvrzeni doklada fakt, Ze u otrav alkylderivaty rtuti byla v mozku nalezena
10x vyssi koncentrace rtuti nez napf. u otravy sublimatem (jejich toxicita je srovnavana se
sublimatem), u otrav arylderivaty byla zjisténa toxicita dokonce 1,5 — 2krat nizsi nez u otravy
sublimatem. Alkylderivaty jsou zvlasté nebezpecné také proto, Ze jsou prchavé a vyrazng
rozpustné v tucich, coz usnadiiuje jejich cestu potravnim fetézcem az k Eloveku [19].

2.3.1. Vlastnosti alkylderivatu rtuti

Obsahuji jeden nebo dva uhlovodikové zbytky, methylové a ethylové, navazané na atom
kovu a tvofi tak slouceniny typu RHgX nebo RHgR'. Symboly R, R jsou uhlovodikové
zbytky a symbol X oznacuje anionty, nejcastéji halogenidy, dusi¢nany, sulfidy & sirany [3].
Slouceniny RHgX jsou krystalické latky, jejichz vlastnosti se odvijeji od povahy X. Je-li X
atom nebo skupina schopna tvofit se rtuti kovalentni vazby (napft. Cl, Br, J,CN, SCN, OH aj.),
vznika kovalentni nepolarni latka vice rozpustna v organickych rozpoustedlech nez ve vode.
Je-li X ion siranovy nebo dusi¢nanovy, vznika latka solného charakteru a pravdépodobnég
zeela 1ontova. Dialkylové slouceniny jsou nepolami, tékavé a toxické kapaliny nebo nizko
tajici pevné latky. Tepelné jsou nestalé a citlivé na svétlo. Slouceniny RoHg vykazuji velmi
nizkou reaktivitu viici kysliku, vodg, aktivnimu vodiku a organickym funkénim skupinam [4].

2.3.2. Toxicita a ekotoxicita alkylderivata rtuti

O mife toxicity alkylderivath rozhoduje jejich koncentrace v matricich a ve slozkach
zivotniho prostiedi, na cesté intoxikace, dobé expozice a jejimu opakovani [21]. Letalni davky
LDsy pro krysy oralni cestou je 29,915 ng'kg, cestou abdominalni 11 mg'kg a svalovou
23 mg/kg. Letalni davky pro mysi LLDsg oralni cestou je 57,600 png/kg a cestou abdominalni je
10 mg/kg [52].

Methylrtut’ je velmi silny neurotoxin, ktery napada centralni nervovy systém (CNS).
Rapidné méni & nidi strukturu bunék nebo ovliviiuje biochemické reakce v bunkach. Uz pii
velmi malych davkach poskozuje funkci bunék [13]. Biochemicky spociva jeji neurotoxicita
vtom, ze napada pfimo neurony. Zpusobi tak zpomaleni motorickych a smyslovych funkci.
Dé¢je se to proto, ze methylrtut’ ovliviiuje syntézu, absorpci a uvolnéni nebo degradaci
neurotransmiterti, které jsou pro transmisi nepostradatelné (zajistuji prenos vzruchu).
Diusledkem je potom parestézie (poruseni vnimani pocitu na kiizi), ataxie (porucha koordinace
pohybt), kiece, ochabnuti svalstva, zGzeni zorného pole, zhorseni schopnosti fe¢i a sluchu
a také castecné ochrnuti. NejCasté)si cestou vstupu methylrtuti do organismu je
gastrointestinalni trakt [23]. Az 95 % methylrtuti piijaté clovékem v rybach bylo absorbovano
gastrointestinalnim traktem [15]. Pii poziti j¢ methylrtut’ télem snadno distribuovana, byla
analyzovana v mozku uz po 5 minutach nitrozilniho podani a po 4 hodinach oralniho podani
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[24]. Methylrtut’ se také muize vstfebavat pokozkou a po jejim zasazeni dochazi k pocitu
mistniho tepla, z&ervenani a tvorbé puchyil, které se §patné hoji [11]. Dobie se rozpousti
vtucich, coz vysvétluje jeji snadny prechod pres membranu krev — mozek a také diftizi do
bunéénych membran [24]. Také ptechazi pres plodovou placentu, tudiz je nebezpetna pro
te¢hotné zeny. Mize vyvolat poskozeni plodu nebo spontanni potrat [17]. Riziko poskozeni
plodu nastava pfi koncentraci rtuti ve vlasech 15 — 20 mg/kg (u dospéelych jedincth se priznaky
otravy objevi az pii koncentraci Hg vyssi nez 30 mg/kg). Tolerovatelna davka pro ¢loveka je
33 ug pii hmotnosti 70 kg [24].

Dimethylrtut’ se¢ vyznacuje vysokyvm stupném toxicity. Do té¢la Casto pronika dermalni
cestou. Jiz po kratké expozici mize zpusobit okamzitou smrt [25].

Ethylrtut’ ma podobné toxické ucinky jako methylrtut, napada centralni nervovy systém,
ledviny a imunitni systém [21]. Pii1 akutni intoxikaci ethylrtuti je jeji poloCas rozpadu v krvi
relativng kratky, 7 — 10 dni. Tedy nebezpeci hromadéni ethylrtuti v organismu je malé. Kation
ethylrtutnaty totiz nevytvaii komplexy strukturné podobné methioninu, a tudiz neni pres
hematoencefalickou membranu transportovan aktivné jako methylrtut’ [6].

Hydroxid methylrtuti se kumuluyje v mozku a je teratogenni. Chlorid methylrtuti ma
toxické ucinky na centralni nervovou soustavu a pii styku s pokozkou se projevi vznikem
puchyia [11].

Ekotoxicita je jednou ze zakladnich charakteristik chemickych latek, ptripravka a odpadu.
Predstavuje akutni ¢1 pozdni nebezpeci pro jednu nebo vice slozek zivotniho prostfedi.
Stanovuje se pomoci test akutni toxicity, které se provadeji na zastupcich ryb, zooplanktonu,
fytoplanktonu a vySgich rostlin [26]. U rostlin s¢ ekotoxicita rtuti projevuje redukcei
fotosyntézy v disledku snizené syntézy chlorofvlu, snizeného dychani a prijmu vody.
Methylrtut’ pfimo ovliviiuyje metabolismus organel v cytoplazmé [3]. Ekotoxicita
u bezobratlych organismi je krome vyvojové vyspélosti zavisla na mnoha faktorech jako je
teplota vody, koncentrace iontil, koncentrace rozpusténé organické hmoty (DOM), pratok
vody a samoziejmé koncentrace jednotlivych forem rtuti [3]. Rtut’ vkoncentraci 0,02 —
0,095 mg/1 je toxicka pro perloocky, pficemz druhové slozeni zooplanktonu povrchovych vod
vyrazn¢ ovliviyje jiz hodnota 0,002 mg/1 [8].

Byvlo prokazano, ze slouceniny rtuti poskozuji nekteré dilezité organy a tkané ryb, zejména
parenchymatozni. Rtut’ ma také negativni vliv na reprodukci ryb. Ve velmi nizkych
koncentracich zplGsobuji snizeni Zzivotnosti spermii, snizenou produkci jiker a snizenou
piezivatelnost oplozenych jiker a plidku. Akutni letalni koncentrace organickych sloucenin
rtuti u lososovitych ryb se pohybuje vrozmezi 0,025 az 0,125 mg/l a u kaprovitych ryb
vrozmezi 0,20 — 0,70 mg/1 [8].

Vodni ptaci a savei (napf. kormoran, norek aj.) jsou nejcastéji exponovani slouceninami
methylrtuti, a to pfijimanim kontaminované potravy. Toxické ucinky rtuti zavisi na mnoha
faktorech, mezi které patii mnozstvi zkonzumované potravy, troficka uroven konzumovanych
ryb, obsah rtuti v potravé a dale télesna hmotnost zvitat prijimajicich tuto kontaminovanou
potravu [3].
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U mnoha druhti ptakli se otrava rtuti projevuje reprodukénimi problémy, dale zménou
chovani a vy§si embryvonalni umrtnosti. Dalsimi pfiznaky otravy je vyzablost, nekoordinované
pohyby a zcefené pefi ptakd. Slouceniny methylrtuti se koncentruji hlavné v bilku, kdezto
anorganické formy prevaznd ve zloutku vejce. Utinkim methylrtuti jsou odolndj§i mofsti
ptaci v porovnani s ptaky Zzijicimi a lovicimi na sousi [3]. U rybozravych ptaki muze
dosahovat koncentrace rtuti vysokych tGrovni a tim ovlivnit jejich reprodukéni schopnosti,
imunitni a nervovy systém [27].

U obratlovel byl prokazan pfiznivy vliv selenu na dekontaminaci organismu po otrave
rtuti. Presny mechanismus viak neni znam. Predpoklada se vsak, ze anorganické formy rtuti
vznikajici demethylaci methylrtuti v jatrech, jsou vazany selenem a vytvafeji tak Hg —
selenoproteiny a selenid HgSe. Pomé&r Hg: Se byl vjatrech arktickych mofskych savel
stanoven na 1:1 [3].

2.4. Methylrtut’

Methylrtut’ je obecné pouzivany termin pro viechny slouceniny kationtu monomethylruti
CHiHg", vétsinou je pod timto nadzvem uvadéna suma viech jeho sloudenin [15].

Methylrtut’ je silny neurotoxin, ktery v minulosti zpasobil mnoho tragickych otrav.
K témto udalostem doslo v 50. a 60. letech minulého stoleti v Japonsku (Minamata disease)
a poctatkem 70. let v Iraku. Zdrojem methylrtuti pfi epidemiich v Japonsku byly ryby zijici ve
vodach znecisténych odpady z chemické tovarny vyrab&jici chlor. V Iraku to pak bylo obili
morené fungicidy na bazi sloucenin methylrtuti, které bylo ptivodné urceno jako osivo, ale
z neznalosti a nouze bylo pouzito k domaci pfipravé chleba. Onemocnély desetitisice osob,
stovky jich zemrely a exponovanym matkam se narodily stovky déti s tézkym kongenitalnim
postizenim.Tyto draze zaplacené zkusenosti byly nejenom zdrojem mnohostrannych poznatka
o otravé methylrtuti, ale na jejich zakladé byla pfijata G¢inna preventivni opatfeni. Byla
zakazana vyroba pesticidl obsahujicich organické slouceniny rtuti a upustilo se 1 od pfidavani
takovych fungicidnich pripravkl do latexovych barev u¢enych k vnitfnim natériim [6].

Methylrtut’ je v podstaté nejbézn&jsi organicka forma vyskytujici se v biologickych
systémech. Je rozpustna ve vodeé a pomémé stabilni diky kovalentni vazbé mezi uhlikem
a rtuti. Snadno prostupuje pres biologické membrany a ma dlouhy polocas rozpadu, az 70 dni
(pro dravé ryby jako je §tika je polo€as rozpadu methylrtuti az 170 dni) [24]. Ze vsech
sloucenin  rtuti ma methylrtut’” nejvetsi  rozdelovaci koeficient oktanol — voda
(Kow = [Hglokt : [Hglvoda: log Kow = 1,7 — 2,5), ktera urcuje jeho vysokou afinitu k tuktim.
Ve srovnani s jinymi organochlorovanymi slou¢eninami (napf. slouceniny DDT >3,5) je jeho
hodnota relativné nizka. Ale pravé kombinace lipofility a vysoké afinity k —SH skupinam
proteinti podporuje jeji retenci v bioté [28].

15



Tabulka 2.2. Fyzikaln& — chemické vlastnosti methylrtuti CH;Hg' [28].

Vlastnost Hodnota
Molekularni hmotnost 215,63
Bod varu (CHs);Hg : 92 °C/98.,66 kPa
CAS No. 22967-92-6
hustota (CHs);Hg : 3,1874
Koc (organicky uhlik)b DOC zvysuje rozpustnost
log Keed 2,9 — 3.2 (redukovan DOC ve vod¢)
log Ksusp.c. 5,73
log Kgw 1,7-2,54
tenze par, Pa CH;HgCl1: 1,13/20 °C
rozpustnost ve vode 1 ng/l

b iy < . . C L. , )
... K se tyka rozdé&lovaciho koeficientu mezi indikovanou fazi a vodou (koncentraci rtuti

vkazdém  médiu). Napiiklad K, =  oktanol/voda  rozdélovaci  koeficient;
Ksusp.¢. = suspendované ¢astice/voda; Kieq = sediment/voda; Ko, = organicky uhlik/voda.

2.4.1. Afinita methylrtuti k —SH skupinam

Methylrtut’ se témeér vyluéné vaze na proteiny a nizkomolekularni slouceniny proteinové
povahy, které obsahujici redukované atomy siry v struktufe glutathionu, cysteinu,
homocysteinu a metalothioninu [29]. Hirayvama (1980, 1983) zjistil, Ze po intravendznim
podani chloridu methylrtuti spoleéné s cysteinem se zvysila absorpce methylrtuti v mozku.
Tato absorpce byla poté inhibovana daldi aminokyselinou, neutralnim fenylalaninem, a tim
byl podan diikaz, Ze transport pires membranu krev — mozek je spjat s nosicem aminokyselin
nebo s I — systémem.

Poté vr. 1987 Aschner a Clarkson studovali rozdily mezi distribuci methylrtuti u
gravidnich a negravidnich krys tak, Ze jim podavali infuzi L — cysteinu a L — a D — leucinu a
jako srovnavaci vzorek byla pouzita solna infuze. U L — cysteinu byl opét z pozorovan nartist
absorpce methylrtuti. U 1. — leucinu bylo pozorovano snizeni absorpce methylrtuti jen
u negravidnich krys a u D — leucinu v porovnani se solnou infuzi nebyl pozorovan zadny
efekt. Dale také zjistili, ze methylrtut’ zapticinila zvySeni absorpce MeHg v mozku jak matky,
tak plodu a také, ze infuze L — leucinu zplisobila snizeni absorpce methylrtuti také jak
u matky, tak 1 plodu. Zavérem bylo, ze methylrtut’ s cysteinem vytvari komplex, ktery je
strukturou velmi podobny methioninu. Proto je transportovan pies membranu krev — mozek
aktivnim transportem, stejné jako methionin [24]. Podobnost struktur methioninu a komplexu
rtuti s cysteinem lze srovnat na obrazku 2.4.
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Obr. 2.4. Vzorec methioninu a komplexu methylrtuti s cysteinem.

2.4.2. Methylace anorganické rtuti za vzniku methylrtuti

Proces methylace objevili Jensen a Jerlenov vroce 1969. Zjistili ze Hg™ mize byt
methylovana nékterymi mikroorganismy v uréitém prostredi na monomethylrtut’, ktera muze
byt dale transformovana na t¢kavou kapalnou dimethylrtut’ [2]. Methylace je velmi dilezity
proces, jelikoz usnadnuje preménu mezi jednotlivymi rtutnatymi slouc¢eninami. Odehrava se
jak s sedimentu, tak v motské i1 sladkovodni vode [25].

Jedna se vétsinou o mikrobialné fizeny proces, ktery probiha jak za anaerobnich, tak
acrobnich podminek. Tento proces (d¢j, transformace) je vyrazné ovliviiovan fyzikalne —
chemickymi parametry vodniho ekosystému jako jsou pH, teplota vody, pfitomnost svétla,
redoxni potencial a koncentrace kysliku ve vodé, pokud jde o aerobni methylaci. V kyselém
prostiedi je methylace vyraznée urychlena, stejné tak ji urychluje vyssi teplota [14]. Methylace
v sedimentech je hlavnim zdrojem methylrtuti ve vodnich ekosystémech. Tato nejtoxicte)si
forma rtuti se ze sedimentli dostava do vody, bentosu, vodnich rostlin a dale potravnim
fetézeem az do vodnich a vysich organismi [2].

Methylace probiha biotickym zptisobem (mikroorganismy v sedimentech, i1 v travicim
ustroji ryb) a zplisobem abiotickym.

2.4.2.1. Bioticky zpiisob methylace

Bioticky zptisob methylace rtuti v organismech mize probihat enzymaticky nebo
neenzymaticky. Neenzymaticky zpiisob je ast&j§i. Vyznaduje se mikrobialni methylaci Hg”"
iontlh  methylkobalaminovymi  slouc¢eninami  (CH3Bj2) v pfitomnosti  rGznych  typl

“u,

mikroorganismit zijicich v sedimentech a majicich schopnost redukovat sulfaty. Tuto
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schopnost maji zejména bakterie rodu  Desulfovibrio, Desulfuromonas a jiné. Reakci
methylace rtutnatych iontii popisuje rovnice 2.1.:

CH:;BH CH3B12
Hg’* — CH;Hg" — (CH;3)Hg (2.1)

Pro z0castnéné mikroorganismy predstavuje methylace detoxifikacni mechanismus
(methylaci se rtut’ mobilizuje a mize byt mnohem snadnéji vyloucena z bakterialni bunky;
pokud se vytvofi dimethylrtut, rtut’ vtéto form& milze snadno wvytekat z prostiedi
mikroorganismil). Methylrtut’ mize byt demethylovana a dale redukovana na elementarni
rtut’. Redukce oxidovanych forem rtuti pomoci cytoplazmatické reduktazy na elementarni rtut’
je  velmi béznym detoxifikatnim mechanismem zvySujicim  podstatné  odolnost
mikroorganismd v silng jedovatym Hg™". Elementarni rtut’ je tékava, tedy méze snadno
vytekat do prostiedi. Redukce rtuti probiha v aerobnich podminkach a neni spojena se ziskem
energie. Provadi ji aerobni a fakultativné anaerobni bakterie rodu Bacillus, Pseudomonas,
Micrococcus, Vibrio aj. [7].

Rychlost tvorby methylrtuti potom zavisi také na koncentraci methylkobalaminovych
sloudenin, koncentraci Hg”', piitomnosti organickych a anorganickych komplexotvornych
latek, mnozstvi a druhu mikroorganismt. Dulezitym faktorem je zde také mnozstvi
a charakter DOM a koncentrace DOC. Se vzristajici koncentraci DOC je methylace Hg™™
snizovana, protoze dochazi krychlé sorpei Hg”  na organické &astice a Hg™™ jiz nejsou
pristupné mikrobialni methylaci. Optimalni pH pro pribéh mikrobialni methylace je 4,7 [3].
Nejrychleji dochazi k methylaci na povrchu sedimentu, ktery je v kontaktu s vodou, a tato
rychlost klesa smeérem do hloubky. To odpovida poklesu mikrobidlni aktivity s hloubkou
sedimentu a je ve shod& se zjisténim, ze k methylaci dochazi pouze v mistech s vysokou
mikrobialni aktivitou. Ve vod¢ nad takovym sedimentem je vSak proces methylace rtuti nizky,
ale detekovatelny [14].

2.4.2.2. Abioticky zpisob methylace

Abioticka methylace piedstavuje asi jen 10% celkové produkce methylrtuti [24]. Probiha
zejména v pritomnosti vy§si koncentrace huminovych kyselin. Rtutnaté ionty jsou na
methylrtut’ preménovany methyl derivaty olova nebo cinu [14].

2.4.3. Biocakumulace methylrtuti ve vodnich ekosystémech a v tkanich vodnich
organismu

Bioakumulace (hromadéni v zivych organismech) je proces, beéhem kterého zivé
organismy mohou zachytavat a koncentrovat chemické latky bud’ primo z okolniho prostfedi,
ve kterém Ziji nebo nepfimo z jejich potravy [30].

Bioakumulace methylrtuti je zpiisobena jeji lipofilni povahou. Akumuluje se v potravnim
retézel mnohem jednoduseji nez anorganické formy [25]. Akumulaéni koeficient u nékterych
organismii dosahuje hodnot 10° a7z 10° Napiiklad pii otravé v Minimatd byla zjiténa
pomérne nizka koncentrace rtuti v moiské vode, a to vrozmezi 0,1 — 1 ng/l, ale v rybim masu
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byla zjisténa koncentrace az 50 mgkg. Toto odpovidi biocakumulacnimu koeficientu
5.10"—5.10° [5].

Bioakumulaci ve vodnich ekosystémech ovlivigje cela fada faktorh, jako jsou pH vody,
teplota vody, mnozstvi DOM, struktura potravniho fetézce, druh sedimentu a jeho eroze.
Vztahy mezi témito faktory nejsou dostatecné znamy a Casto jsou mistné specifické. Diky
tomu mohou mit dvé jezera, ktera maji stejné chemické, fyzikalni a biologické
charakteristiky, rozdilné koncentrace methylrtuti ve vodeé, tkanich ryb a dalSich vodnich
organismech [14].

Bioakumulace v tkanich vodnich organismt je zavisla na jejich trofické trovni potravni
pyramidy obr. 2.5. Napt. bezobratlé organismy obsahuji pouze kolem 50 % celkové rtuti ve
form& methylrtuti [3], ryby asi 60 % celkového obsahu rtuti [31], ale piscivorni ptici maji
vtkanich ve formé MeHg az 95 % z celkového obsahu rtuti [3]. Ve tkanich bezobratlych
organismi zijicich v sedimentech (zoobentos) se nachazi obvykle vyssi obsahy rtuti nez
u bezobratlych organismi Zzijicich ve vodnim sloupci. Toto pozorovani je v souladu s vyssi
koncentraci rtuti obsazené v jejich potravé. U ryb dravych jako jsou Zralok, mecoun &1 tunak
najdeme porovnani s druhy nedravymi vyssi obsah rtuti [32]. Bicakumulaci MeHg v tkanich
ryb také podporuje fakt, ze ryby prednostné vyluduji anorganickou rtut’, jelikoz ma kratsi
polo¢as rozpadu nez rtut’ organicka. Obsah methylrtuti koreluje s vékem a tedy 1 jejich
velikosti (plati ¢im veétsi ryba, tim vétsi koncentrace rtuti), jak ukazuje obr. 2.6., a v nékterych
pripadech i s jejich pohlavim [14]. Obsah methylrtuti je zavisly také na rocnim obdobi. V léte
je akumulace MeHg vyssi, jelikoz ryby v Iété piijimaji vice potravy. Dalsimi parametry
ovliviiyjicimi bioakumulaci MeHg jsou pH, obsah DOC, tvrdost vody ¢i obsah kysliku.
Bioakumulace methylrtuti vzrista s klesajici hodnotou pH a srostoucim obsahem DOC,
naopak klesa s rostouci tvrdosti vody &1 obsahem kysliku. Obsah methylrtuti se také rozdilny
v jednotlivych tkanich. Ve vétsing pripad byva mensi zastoupeni MeHg v jatrech ve srovnani
s ostatnimi organy diky v jatrech probihajici demethylaci [3].

Vysledkem bioakumulace je rozdilna hodnota koncentrace methylrtuti v tkanich ryb
a okolni vodé. Pomér mezi obsahem MeHg vtkanich a vokolni vodé je zhruba
10 000 — 100 000 [14].
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Obr.2.5. Bioakumulace methylrtuti v zavislosti na troficke urovni potraviiho pyramidy [13].
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Obr. 2.6. Zavislost koncentrace riuti na délce ryb [13].

2.4.4. Odhad expozice obyvatelstva methylrtuti v CR

Expoziéni davky methylrtuti jsou v CR ovlivnény tim, ze Ceskd Republika nemd mote.
Proto jsou vsechny mofské vyrobky importovany zruznych ¢&asti svéta. Produkce
sladkovodnich ryb dosahuje asi 21000 tun, ale velky podil je exportovan. Nékteré nase vodni
toky jsou methylrtuti kontaminovany. Pro sportovni rybare (asi 10000 osob) se pocita pridatna
spotfeba ryb okolo 10 g/osoba/den (70% rybiho masa pfedstavuje kapr). Celkova spotieba je
v populaci tradicné nizka a ¢ini okolo 11 g jedlého podilu ryb/osoba/den.
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V letech 1999 — 2003 byl provadén monitoring dietarni expozice ¢lovéka (program MZ
CR), ktery mél prozkoumat rozsah obsahu rtuti v potravinach na trhu v CR. Bylo k dispozici
1852 vysledii, z nichz 1005 bylo >LoQ, LoQ = 0,01 — 0,2 ug/kg. Byl zjistén pomérné uzky
rozsah hodnot pro jednotlivé druhy potravin, vvznam mél jen pro nasledujici skupiny: morské
ryby a sladkovodni ryby, uzené a marinované ryby, konzervované ryby a rybi salaty a dale
pro kofeni a jatra. Pomoci téchto adajli a primérné spotieby potravin pro populaci byl
proveden bodovy odhad expoziéni divky pro populaci CR. Primérnd expozice byla
odhadnuta na 0,08 ng celkové rtuti’kkg t.hm./tyden, coz predstavuje pouze okolo 35 %
revidované PTWI ( =, provisional tolerable weekly intake®, pirechodny tolerovatelny tydenni
piijem) JECFA FAO/WHO ( = Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)
pro MeHg [33].

2.5. Stanoveni celkového obsahu rtuti

Jelikoz MeHg je nejtoxictéjsi forma rtuti, musi se ve vzorcich stanovovat nejen celkovy
obsah rtuti, ale 1 obsah MeHg [34]. Stanoveni celkové rtuti je viak také velmi dilezité, nebot’
muze slouzit jako kontrola stanoveni jednotlivych specii rtuti.

Nejcasteji se ke stanoveni celkového obsahu rtuti ve vzorcich pouziva detekce atomovou
absorpéni spektrometrii (AAS), jelikoz rtut’ absorbuje zafeni o vinové délce 2537 nm. Rtut’
ve vzorku lze stanovit riznymi technikami atomové absorpéni spektrometrie. Jsou to
plamenova AAS, atomova absorpéni spektrometrie s elektrotermickou ionizaci (ET — AAS),
atomova absorpcni spektrometrie s generovanim studenych par rtuti (CV-AAS) a atomova
absorpéni spektrometrie s termooxidacnim rozkladem vzorku.

Nejvice vyuzivana je metoda AAS s termooxida¢nim rozkladem vzorku. Pro tento tcel byl
vyvinut gpecialni analvzator AMA 254 (Advanced Mercury Analyser). Umoznuje piimé
stanoveni rtuti v pevnych a kapalnych vzorcich. Princip stanoveni pomoci toho analyzatoru
spoc¢iva v termooxidacnim rozkladu vzorku s naslednym zachycenim a obohacenim rtuti
v amalgamatoru [53]. Vzorek je spalen v kysliku na lodi¢ee z niklu nebo platiny pfi teplote
850 — 900 °C. Spaliny jsou poté vedeny do katalytické pece vyhtaté na 650 °C, kde dojde
k dokonceni oxidace a na bazickych slozkach katalyzatoru se zachyti oxidy dusiku a siry.
Spaliny jsou dale transportovany proudem kysliku do amalgamatoru tvoreného kiremelinou
potazenou zlatem, kde se zachyti rtut’ a ostatni slozky projdou dale. Po nahromadéni je rtut’
vypuzena rychlym ohievem do tzv. tandemovych kyvet, kde je zméfena absorpce zafeni
parami rtuti. Prostor, ve kterém jsou umistény kyvety, je termostatovan na teplotu nad bodem
varu vody, aby se zamezilo jeji kondenzaci [54].
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2.6. Stanoveni alkylderivati rtuti

Metody stanoveni methylrtuti spadaji do oblasti tzv. speciacnich analyz. Speciacni
analyza je definovana jako stanoveni jednotlivych fvzikalné chemickych forem prvku,
pricemz souclet jejich koncentraci tvofi celkovou koncentraci prvku ve vzorku. Pro rozliseni
jednotlivych forem prvku se vyuzivaji rozdily v chemickych a fyzikalnich vlastnostech téchto
forem [35]. Speciacni analyza ve srovnani se stanovenim celkovych obsahti kovil s sebou nese
zvysené naroky na pfipravu, na samotnou analyzu a na sestavu analytické instrumentace.
Speciacni analyza zahrnuje nékolik krokt, které jsou schematicky zobrazeny na obr. 2.7.
Charakteristickym prvkem speciacnich analyz je spojeni separatni techniky (plynova,
kapalinova chromatografie) a selektivni ¢ neselektivni detekce, tzv. tandemové techniky
(,,hyphenated techniques™) [14].

Odbér vzorka

|

Predpiiprava vzorku
(homogenizace, vazeni, atd.)

Vyvazani MeHg z matrice
(kysely nebo alkalicky rozklad, odpareni, destilace, superkriticka extrakce,
mikrovinny rozklad a dalsi)

|

Extrakce/¢isténi/prekoncentrace
(extrakce kapalnou fazi, derivatizace jako ethylace, butylace, extrakce tuhou fazi,
mikrovinny rozklad a dalsi)

l

Separace pozadované formy rtuti— MeHg
(plynova chromatografie GC, kapalinova chromatografie HPL.C,
iontova chromatografie, elektroforéza a dalsi)

|

Kvantifikace (detekce)
(CV AAS, CV AFS, ECD, MS, ICP-MS, ICP-AES, ICP-OES, MIP-AES a dalsi)

Obr.2.7. Jednotlivé kroky speciacni analyzy [14].
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2.6.1. Faktory ovliviiujici stabilitu specii rtuti béhem odbéru, skladovani a piipravy
vzorku

Odbér a uchovavani vzorku pro stanoveni chemickych forem rtuti je velmi narocny
na standardizaci podminek, protoze diky spravnym podminkam nedojde ke zméné slozeni
vzorku v procesu jeho odbéru, uchovavani a analyzy.

Velmi  dilezity je odbér vzorkli. Musi se zajistit, aby odebrany material byl az
do doby analyzy reprezentativnim vzorkem analyzovaného materialu [3] Také se musi
zajistit, aby v pritbéhu odbéru a nasledné upravy nedoslo k poklesu jak celkového mnozstvi
rtuti ve vzorku, tak jednotlivych forem rtuti. Béhem skladovani mze dochazet k procesim
transformace a degradace jednotlivych forem rtuti. Potom v8ak analyticka data neposkytuji
spravné informace o obsahu jednotlivych specii v pivodnim systému.

Pokles obsahu celkové a jednotlivych forem rtuti ve vzorku miize nastat pomoci nékolika
mechanismil jako absorpce na povrch stén odbérové nadoby nebo na povrchu Castic rozpustné
organické matrice (DOM) [36]. Toto bylo hlavné prokazano na sklenénych odbérovych
lahvich, proto se na odbér pouzivaji nadoby z polytetrafluoroethylenu (PTFE) nebo PYREX
skla [2]. Dal§im zdrojem ztrat je odparovani a transformace tékavych forem rtuti a to hlavné
premény MeHg na anorganickou rtut’ Hg*". Vzhledem k tomu je tedy velmi dilleZité vzorek
zakonzervovat tak, aby se v pribéhu skladovani obsah specii rtuti nemeénil.

Stabilita sloucenin ve vzorku je ovlivhéna mnoha faktory jako je slozeni vzorku (matrice),
koncentrace jednotlivych specii a fadou regulovatelnych fyzikalnich a chemickych velicin
jako jsou skladovaci teplota, pH vzorku, iontova sila, material skladovaci nadoby, expozice
slunecnim a gama zafenim [36]. Doporucuje se skladovat vzorky ve tmé, vsuchu a pii
teploté 4 °C, jelikoz MeHg podléha okamzitému rozkladu po plisobeni UV zafeni. Proto je
dobré tyto podminky dodrzovat [2]. Tontova sila by mela byt spise nizsi, jelikoz pii vysoké
iontové sile (0,5 M NaCl) jsou ztraty methylrtuti vyssi nez v deionizované vode. Mnozstvi
ztrat methylrtuti v prvnich 4 dnech klesa v poradi: bakterialni moiska voda > mofska voda >
deionizovana voda. Bylo prokazano, ze bakterie hraji velmi dilezitou roli ve ztratach
methylrtuti. Co se tye gama zaieni, bylo zjisténo, ze je velice vhodné pro stabilitu MeHg ve
vzorcich sedimentu. Bylo také dokazano, ze gama zafeni zajiS§tuje stabilitu referencniho
materialu pres 12 mésici pii teplotach od 20—40 °C [36].

Stabilita vzorki se podpoii jejich zmrazenim a jejich uchovavanim v ledni¢ee v nadobach
z PTFE nebo borosilikatového skla. Dobré je také pouziti konzervacnich &inidel. Jako
konzervaéni ¢inidlo pro konzervaci MeHg se pouziva methanol nebo smés HCI a NaCl [3].

Biologické vzorky a sedimenty se vétsinou konzervuyi lyofilizaci nebo zmrazenim v misté
odbéru. V nekolika studiich nebyly pozorovany zadné rozdily mezi vysledky analyz vzorkt
cerstvych a lyofilizovanych. Naopak ale v nékterych pracich bylo dosazeno lepgich vysledki
pii analyze vzorki lyofilizovanych [9]. Pokud se vzorek po odbé&ru zmrazi, musi se pred jeho
pripravou k analyze dobfe rozmrazit a zhomogenizovat.

U vetSiny biologickych vzorkl je v pribéhu skladovani minimalni nebezpeci premeény
methylrtuti na anorganickou rtut’, bohuzel u sedimentfi byla tato pfeména béhem skladovani
pozorovana a to az z 50%. U vzorkl ryb, prirodnich vod a jinych biologickych materiali tento
jev neni vyznamny [2].
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Preména methylrtuti na anorganickou rtut’ byla také pozorovana pii pouziti nevhodného
izolaéniho postupu a rovnéz pii alkalickém nebo kyselém rozkladu za horka, pii pouziti
tetracthylboritanu sodného jako ethylaéniho ¢&inidla a v acetonovych & acetonitrilovych
extraktech vzorkil. Degradace MeHg na Hg”" byla zaznamendna také v cysteinovych
extraktech, pokud dochazelo soucasné k oxidaci cysteinu na cystin v dichlormethanovych
extraktech [3].

2.6.2. Metody izolace methylrtuti ze vzorku

Aby mohl byt analyt stanoven, musi byt nejdiive provedena jeho izolace ze vzorku.
Pii1 izolaci dochazi k jeho vytésnéni z matrice a zakoncentrovani na detekovatelnou hodnotu.
Musi se pfitom postupovat tak, aby nedochazelo ke ztratam a ke kontaminaci. Zaroven nesmi
dochazet k jakékoli zméné formy dané specie a extrakéni vytézky musi byt kvantitativni
a reprodukovatelné. Tudiz je tato Cast asi nejkomplikovanéjsi z celé analyzy [3].

Izolace CH3Hg skupin z biologickvch material, kde jsou vazany zejména na thiolové
skupiny proteinli, se pouziva extrakce koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou. Reakei
vznika chlorid methylrtuti CH;HgClL Pro nékteré materialy, jako je rybi tkan nebo vlasy, je
pouzivana alkalicka hydrolyza, pfi niz se §tépi tuky a bilkoviny. Usnadni se tak uvolnéni
CH;Hg skupiny [37]. Mezi dal$i pouzivané metody pro izolaci methylrtuti z matrice se radi
superkriticka fluidni extrakce, mikrovlnna extrakce MWE, zrychlena extrakce rozpoustédlem
ASE nebo extrakce rozpoustédlem za vysokych tlakii PSE aj. [38].

Pro izolaci MeHg zrybi svaloviny extrakei kyselinou chlorovodikovou byl pouzit
nasledujici postup [37]: Svalovina byla nejdiive rozrusena zahiivanim pii 60 °C hydroxidem
sodnym (¢ = 3 mol/l) po dobu 30 min. Analyt byl pak nasledn& uvolnén z matrice pridanim
HCI (¢ = 3 mol/l) (pH smési muselo byt mensi nez 1) a ptl hodiny extrahovan v ultrazvukové
lazni. Proteiny ve smési byly vysrazeny upravenim pH na hodnotu 3.5 roztokem hydroxidu
sodného a poté byly odfiltrovany (oddéleni proteint je kritickou fazi celého postupu, proto je
nutné predem zjistit nejvhodnéjsi pH pro urcitou matrici).

2.6.3. Prekoncentrace

Specie rtuti se ve vodach vyskytuji v dosti nizkvch koncentracich. Citlivost metod
stanoveni rtuti Casto neni dostatecna, a proto je nutné zaradit prekoncentracni krok. Pro tento
ucel se pouzivaji metody jako jsou derivatizace, extrakce z kapaliny do kapaliny, extrakce
tuhou fazi SPE nebo mikroextrakce tuhou fazi SPME [39].

Extrakce z kapaliny do kapaliny patii mezi dosud Casto pouzivané metody pro oddéleni,
zakoncentrovani a precisténi analytu. Pii klasickém postupu je chlorid methylrtuti (CH;HgCl)
nejprve extrahovan z vodné faze do organického nepolarniho rozpoustédla, nejcastéji toluenu
nebo chloroformu. Nasleduje dalsi precisténi reextrakei do vodného roztoku thiosiranu
sodného. Velka nevyhoda tohoto postupu je vSak to, ze dochazi ke znatnym ztratam analytu.
Jsou uvadény 1 vice nez 60% ubytky, proto se pomalu od tohoto postupu prekoncentrace
upousti [37].
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Mikroextrakce tuhou fazi SPME (Solid Phase Micro—Extraction) je sorpcéné-desorpeni
technika, kterou vyvinuli Janusz Pawliszin a jeho spolupracovnici na zacatku devadesatych let
pro jednoduchou piipravu vzorkll s naslednou analvzou plynovou chromatografii [38]. Tato
metoda byla vyvinuta, aby redukovala nevvhody (asova narocnost, toxicita organickych
rozpoustédel) jiz existujicich extrakénich metod [41]. SPME umoziuje az 12 nasobnou
prekoncentraci methylrtuti [3]. Metoda je zalozena na utvoreni rovnovahy mezi matrici
a stacionarni fazi na vlakné. Po ustaveni rovnovahy je vlakno termicky desorbovano do
nastfikové komirky plynového chromatografu [41]. Ve spojeni s kapalinovou chromatografii
je desorpce analytu slozitéjdi. Instrumentace se sklada z Sesticestného kohoutu se specialnim
desorpénim vlaknem umisténym ve vzorkovaci smycce. Analyt je desorbovan z vlakna
organickym rozpoustédlem nebo mobilni fazi, protoze termalni desorpce za vysoké teploty by
mohla zpiasobit degradaci polymeru nebo také netplnou desorpci netékavych sloucenin
z vlakna. Spojeni SPME — HPLC ma omezené pouziti pravé kviili optimalizaci desorpénich
podminek a také kviili malému poétu komeréné dostupnych vlaken [42].

Dalsi prekoncentraéni technikou je extrakce tuhou fazi SPE (Solid Phase Extraction). SPE
je zalozena na rovnovazné distribuci analytu mezi matriei a tuhou fazi, pri¢emz rovnovaha je
posunuta ve prospéch tuhé faze. Pouziva se v pfipadech, kdy koncentrace polutantii ve vode je
nizsi, nez je mez stanovitelnosti pouzité analytické metody nebo, kdyz vysoka koncentrace
interferujicich latek znemoznuje piimé stanoveni [43]. Pro SPE se nejcast&i pouzivaji
mikrokolonky s hydrofobnim sorbentem (C18) modifikovanym chelatatnimi ¢inidly:

= dicthyldithiokarbamat (DDTC)

= pyrrolidvndithiokarbamat (PDC)

= 1,5-difenyl-3-thiokarbazon = dithizon
= bis(2-hydroxylethyl)dithiokarbamat

=  merkaptoethanol [44]

= 2- sulfanylethanol [3].

fS -
&

5 —Hg —CHs

Hcf

HoC

H
\
/
H
Obr. 2.8. Struktura komplexu methylrtuti s PDC. [39]

Tato chelatacni ¢inidla ve své struktuie obsahuji siru, ktera umoZzni navazani specii rtuti za
vzniku stabilniho komplexu. Eluce tohoto komplexu je pak zalozena na vymyti vzniklého
komplexu organickym rozpoustédlem (methanol, ethanol, acetonitril) nebo na tvorbe
komplexu eluéni ¢inidlo/analyt, ktery je silngjdi nez komplex komplexotvorné inidlo/analyt
[44].

Autofi [37] pouzili SPE k dalsi izolaci a prekoncentraci smeési diive ziskané izolaci
kyselinou chlorovodikovou (postup viz. vySe). Sorpéni kolonka byla 15 minut suSena
prosavanim vzduchu. Eluce analytu byla provedena dvakrat 0,5 ml methanolu. K filtratu bylo
poté¢ pridano 0,1 ml roztoku APDC ( = amonna sl pyrrolidindithiokarbamatu)
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(¢ = 5.107mol/l). Ziskany extrakt byl odpafen do sucha pii 60 °C proudem dusiku
a rozpustén v 0,2ml mobilni faze. Takto =ziskany vzorek byl pfimo nastiikovan
do kapalinového chromatografu. Vytéznost analytu v jednotlivych stupnich analvtického
postupu byla testovana na péti hladinach koncentrace s pétinasobnym opakovanim na kazdé
hladiné. Stupeni SPE byl testovan roztoky CH3HgCl o koncentraci Hg 0,5 — 25 mg/l, SPE
s naslednym odparenim do sucha roztoky o koncentraci rtuti 0.1 — 5mg/l a cely postup
s pfidavkem CH3HgCl v mnozstvi 0,1 — 5 pg Hg k 10 g Cerstvé svaloviny. Podle vysledki
autofi [37] wurcili, Ze ztraty analvtu pro uvedeny postup analyzy nejsou na hlading
spolehlivosti P = 0,9 statisticky vyznamné. Celkovou mez stanovitelnosti metody v piepoctu
na vzorek o hmotnosti 10 g pak uréili na 26 png'kg.

2.6.4. Metody separace a detekce methylrtuti

Py

Separace je nejdilezitéjsi krok speciacni analvzy. Mezi nejéastéji pouzivané metody
separace patii chromatografic a to zejména plynova chromatografie (GC) a vysoce Ucinna
kapalinova chromatografie (HPLC) [45].

Separace chemickych forem rtuti pomoci HPLC se provadi nejCastéji chromatografii
s obracenymi fazemi (= nepolarni stacionarni a polarni mobilni faze) wvyuzivajicich
chelatacnich popftipadée ion — parovych interakei mezi modifikatorem mobilni faze a analyty
na jedné strané a hydrofobnich interakci mezi modifikatorem mobilni faze a stacionarni fazi
na strané druhé. Modifikatory vytvari stabilni komplexy se slou¢eninami rtuti a pomahaji tak
piekonat vyznamné rozdily v chemickych 1 fyzikalnich vlastnostech jednotlivych forem rtuti
a tim umoziuji stanovit diametralné odlisné slouceniny v jednom separaénim kroku [3].

Jako modifikatory se pouzivaji:

= chelatacni €inidla: 2-sulfanylethanol
L-cystein
smes 2-sulfanylethanolu s L-cysteinem [3]
dithizon
2-merkaptoethanol
diethyldithiokarbamatu (DDTC)
pyrrolidindithiokarbamat (PDC) [39]

= jon-parova ¢inidla: smes tetrabutylamonium-bromidu (TBA) s NaCl [3].

Modifikace chemickych forem rtuti pomoci komplexotvornych ¢inidel (napf. sirnymi
slouc¢eninami) je popsana rovnicemi (2.2.) a (2.3.) [3]; pomoci ion-parovych &inidel pak
rovnicemi (2.4.) az (2.9.) [46].

2 R-SH + Hg"~ — R-S-Hg-S-R + 21T (2.2.)
R-SH + MeHg" — R-S-Hg-Me + H' (2.3.)
He' +4X — HgX (2.4)
2RN +HgXyw — (RyN),HgX,y (2.5)
[2 RyNX+HgX; — (RuN)HgXy] (2.6.)
RHgX+X — RHgXy (2.7.)

26



RN+ R'HgX, — (R4yN)R'HgX, (2.8)
[RaINX +R'HgX — (R4N)R'HgXs] (2.9)
R = alkyl, X = halogenid.

Hlavni vyhoda pfi pouziti kapalinové chromatografie je jednoducha priprava vzorku. Dalsi
vyhody jsou eliminace derivatizaéniho kroku, separace pfi laboratorni teploté, davkovani
vetsiho mnozstvi vzorku, snadné vyhodnoceni ¢i automatizace. Hlavni nevyhoda separace
pomoci kapalinové chromatografie jsou vyssi detekéni limity (DLs), které se pohybuji
vrozmezi 20 az 1000 pg [47, 45].

Pii separaci chemickych forem rtuti pomoci GC je dilezité prevést vSechny analyty
chemickou modifikaci (derivatizaci) na tekavé, termicky stabilni formy [40]. Pii1 derivatizaci
nesmi dochazet k poruseni pivodnich vazeb v analyzovanych chemickych formach rtuti.
Derivatizace také slouzi k vyizolovani analyt z matrice. Mezi nejvice pouzivané metody
derivatizace se fadi alkylace Grignardovymi  Cinidly v nevodném  prostiedi,
alkylace tetracthylboritany ve vodném prostiedi pfi pH 5 — 6 nebo tvorba hydridi s KBH4 ve
vodném prostiedi. Z téchto postupli je nejvice propracovana cthvlace tetraecthylboritanem
sodnym (NaBEt,). Nevyhoda ethylace NaBEts je znemoZznéni stanoveni ethylrtuti a nizka
¢istota ethylaéniho &inidla. Stanoveni ethylrtuti umoziuje derivatizace tetrapropylboritanem
sodnym [3]. Pro chromatografickou separaci se pouzivaji kapilarni kolony s nepolarnimi typy
fazi na bazi poly(dimethylsiloxanu), pripadné s 5% fenylovych skupin.

K detekei chemickych forem rtuti se nejvice pouzivaji detekce AFS (= atomova
fluorescenéni spektrometric) CV — AFS (= atomova fluorescencni spektrometrie studenou
parou), CV — AAS (= atomova absorpéni spektrometrie studenou parou), ECD (=detektor
elektronového zachytu) [3,47]. CV — AAS se vyznacuje mnoha vyhodami mezi které patii
vysoka citlivost, absence spektralnich interferenci, relativné nizké provozni naklady,
jednoduchost, rychlost a snadna akceptace kapalnych vzorkh [46]. Hlavni nevyhodou ECD je
nizka selektivita detekce, ktera se zvysuje zaclenénim &isticiho kroku. Pfi spojeni GC s AFS
jsou vsechny chemické formy rtuti po chromatografické separaci nejprve prevedeny
pyrolyzou na elementarni rtut, ktera je nasledné detekovana. Hlavni vyhoda této detekce je
nizka pofizovaci cena a jednoduché ovladani pristroje [3]. Mezi dal$i casto pouzivané
techniky detekce patii UV/VIS (= absorpéni spektrofotometre v ultrafialové a viditelné
oblasti), ICP — MS (= hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou) nebo MS po
elektronové ionizaci, ICP — OES (= opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanou
plazmou), AES (= atomova emisni spektrometrie) ICP — AES (= atomova emisni
spektrometrie s indukéné vazanou plazmou), MIP — AES (= atomova emisni spektrometrie
s mikrovlnné vazanou plazmou), elektrochemické a piezoelektrické detektory [2.3].
Nevyvhodou UV/VIS detektorii je vsak mala selektivita pii identifikaci jednotlivych
organokovovych slou¢enin [2]. Pii piezoelektrické detekci jsou chemické formy rtuti
redukovany na elementarni rtut’ chloridem cinatym. Vznikla elementarni rtut’ je poté
detekovana jako amalgam po reakci se zlatem, kterym je pokryt kiemenny krystal. Tato
metoda detekce je velmi jednoducha a rychla, miize byt tedy pouzita jako rychlé monitorovaci
a overovaci zafizeni k analyze pfirodnich pitnvch vod [20]. Hlavni vyhodou ICP — MS je
moznost multiprvkové a multiizotopické analyzy [3].
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V predchozich vyzkumech zabyvajicich se stanovenim methylrtuti kapalinovou a plynovou
chromatografii bylo dosazeno riznych detekénich limitd. Dosazené detekéni limity riznych
detekcnich technik uvadi tabulka 2.3. [47].

Tabulka 2.3. Meze detekce pro stanoveni methylrtuti jednotlivymi detekénimi technikami
spojenymi s HPLC. [47,3,25].

Metoda Mez detekee MeHg+
HPLC-UV-VIS 0,10 — 25 ng
HPLC-CV-AAS 80 x 107-1,0 ng
HPLC-CV-AAS? 20 x 107 -0,10 ng

GC-AAS 0,1ng
HPLC-CV-AFS 20 x 10” ng
HPLC-CV-AFS? 8,0 x 107 ng

GC-AFS 0.25 pg
HPLC-ICP-AES 46 x 10° ng

HPLC-CV-ICP-AES 7.4 —9.4ng

HPLC-CV-MIP-AES 35 x 107 ng
GC-ICP-MS 0.9 pg
GC-MIP-AES 0.8 pg

% ... byla pouzita prekoncentrace

2.6.5. Speciac¢ni analyza methylrtuti s pouzitim GC-ECD

GC-ECD je metoda, ktera byla pouZzivana po mnoho let spolu s metodami jako CV-AAS
pro stanoveni methylrtuti a jinych organokovovych sloucenin v morskych biologickych
vzorcich.

Hlavni vyhoda této techniky je moznost piimého stanoveni methylrtuti bez zarazeni
derivatizaéniho kroku [51]. Jejim pouzitim by totiz doslo k odstranéni halogenu. Proto se
vyextrahované halogenidy rtuti prevadéji pouze do organického rozpousdtédla jako je benzen,
toluen nebo hexan.

Hlavni nevyhodou pouziti detektoru elektronového zachytu je nizka selektivita detekce.
Selektivita se proto zvysuje zaclenénim Cisticiho kroku, ktery vSak muize vnést do analyzy
mnoho chyb [3]. Dalsi problém pouziti GC-ECD pro stanoveni monoalkylderivati rtuti je
jejich polarita. Diky této vlastnosti dochazi k absorpci na aktivni mista stacionarni faze
v malych koncentracich, coz zptisobuje napf. rozsifovani piki a zménu retencnich Cast.. Tyto
problémy pak ovlivigi reprodukovatelnost metody. K prevenci téchto problémi se proto
pouziva pasivace chromatografické kolony opakovanym injektovanim soli rtuti. Tato Giprava
ale vede k navyseni ¢asu analyzy a také k velkému opotiebeni stacionarni faze.

Pouziti kapilarnich kolon je vvhodngj$i nez pouziti kolon naplnovych kvili jejich veétsi
inertnosti, ktera minimalizuje absorpéni procesy na aktivni mista stacionarni fize. Presto vSak
se predeslych pracich vice pouzivaly kolony napliiové [51].
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2.6.6. Speciacni analyza methylrtuti s pouzitim HPLC — CV — AFS

Stanoveni specii rtuti HPLC-CV-AFS zahrnuje jak izolaci a separaci, tak detekci analytu.
Formy rtuti jsou nejprve vyextrahovany do vodného roztoku, poté jsou mobilni fazi, ve které
se misi s komplexotvornym ¢&inidlem, unaseny na kolonu HPLC. Zde se vytvofené komplexy
zachyti a 0ddsli. Odd&lené putuji systémem a podléhaji redukei na plynnou Hg” (metoda CV),
ktera je poté detekovana atomovou fluorescentni spektrometrii. Pomoci této metody lze
stanovovat MeHg', EtHg', PhHg' a Hg2+.

Jako mobilni faize mize byt pouzit roztok methanolu se sulfanylethanolem v acetatovém
pufru (pH 5). Zvyfenim koncentrace sulfanylethanolu se znaéné zvvéi citlivost MeHg"
a anorganické rtuti. Pro redukei specii na plynnou formu rtuti Hg” se mobilni fize misi
sredukénim Cinidlem, napf. s chloridem cinatym (SnCly) v zasaditém &1 kyselém roztoku
nebo s tetrahydroboritanem sodnym (NaBH4). Hlavni nedostatek pii pouZziti
tetrahydroboritanu v reduk¢nim kroku je generovani vodiku soucasné s produkci elementarni
rtuti. Vodik, kromeé toho, Ze snizuje bezpetnost prace, také potlacuje fluorescenéni signal
rtuti. Plsobi tedy jako interferent. Pokud se k redukei specii rtuti pouziva SnCl,, je potieba
pied redukei pfeménit organickou rtut’ na anorganickou formu Hg™". Pro pievedeni
organickych forem se pouZzivaji oxidactni ¢inidla jako peroxodisiran draselny, smé&s bromidu
a bromi¢nanu draselného, piip. UV zareni. Pii pouziti redukéniho ¢inidla NaBHg neni potieba
pouzit oxidacni krok, protoze tato slou¢enina rozklada anorganické a organické formy rtuti na
elementarni formu [47].

Na detekci specii rtuti mize mit vliv jiz pouzité extrakéni cCinidlo. Napf. kyselina
thiooctova obsazena v extrakénim c¢inidle ma negativni vliv na analyticky signal AFS
detektoru. Vytvaii komplexy, které se pii piisobeni UV zafeni (pouZité pro oxidaci na Hg*")
nepfeméiuji zcela kvantitativnd na Hg™™ a redukei SnCl, nevznika elementarni rtut. AFS
signal je snizen. Je tedy lepdi pouzit smes 6 M HCI v pritomnosti 0,5 & 1 M NaCl. Pfi pouziti
UV detekce jsou hlavnimi nedostatky nizka selektivita a citlivost, které vedou k absenci
signalu nekterych specii). Pfi pouziti AFS detektoru je fluorescence elementarni rtuti ruSena
organickymi rozpoustedly [2].

2.6.7. Speciac¢ni analyza methylrtuti s pouzitim HPLC — CV — AAS

Spojeni CV — AAS se pouziva jako vhodny detektor pro kapalinovou chromatografii. Eluat
z kapalinového chromatografu je on-line smichavan sredukénim c&inidlem NaBH; za
vytvareni tékavych sloucenin rtuti. Inertni plyn Ar je davkovan primo do separatoru plynné
a kapalné faze. S jeho pomoci se plynné specie rtuti zbavuji kapalné faze. Poté je plynna rtut’
detekovana atomovou absorpéni spektrometrii pi1 254 nebo 185 nm. Vytvafeni plynnych
specii rtuti a separace plynné a kapalné faze jsou nekritictéj$imi kroky celé analyzy. Maze zde
dochazet az k 80% ztratam rtuti. S vétsim pritokem argonu je tékava rtut’ snadnéji
dopravovana do absorpéniho spektrometru. Tim se vSak snizi citlivost, protoze se zvysi tok
plynu pres absorpéni kolonku. Problém je také vodni para, ktera se mize dostat do AAS.
Absorbuje totiz zafeni a tim ovlivni vysledky. Proto se¢ mezi separator plvnné a kapalné faze
a AAS zafazuje komponenta nazyvajici se susici trubicka Nafion, ktera ma plyn zbavit par
kapalné faze. Pary se absorbuji na kyselinou sulfonovou uvnitf trubicky a poté jsou
transportovany pies teflonovou vrstvu trubicky. Problém je zde ale s MeHg', protoze
methylrtut’ zde s vodou mtize vytvaret hydrid methylrtuti. Proto je nutné, aby se zafizeni
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zahtivalo na teplotu az 800 °C v pritomnosti MgO. Tim je docileno to, ze vSechny specie rtuti
jsou redukovany na Hg uz predtim nez dorazi do sugici trubicky.

Spojeni HPLC-CV-AAS ma levné provozni naklady, ale vyzaduje uréité manipulacni
schopnosti, protoze neexistuje dost dostupnych automatickych systémii [S0].

2.7. Statistické vyhodnoceni analytickych dat

Pii hodnoceni analytickych metod a vysledkli se vyuzivaji matematicko — statistické
metody. Jsou vhodnym nastrojem zkoumani systému v pfipadech, kdy je nutno ucinit
objektivni zavér o celku slozeném z velkého mnozstvi jednotek, pricemz z n&jakych davodi
je mozno prozkoumat jen malou, vybranou ¢ast tohoto celku [49].

Zakladni charakteristiky analytickych vysiedkii:

Presnost metody: vlastnost souboru vysledki, ziskanych paralelné analyzou dokonale
homogenniho vzorku je statisticky ovlivnéna mirou nahodilych chyb. Kvantitativni
charakteristikou je relativni smérodatna odchylka jednoho stanoveni a interval spolehlivosti
aritmetického priméru vysledku.

Sx = Sy/a (2.1)
a je smeérnice kalibracni kiivky.

Sxirel) [%6] = 25 100 (2.2.)

x

- t
L,=xts -—& (2.3)

’ 7
Primarni veli¢inou je sy naméieného signilu
1 —\2

s, = ——>lx —x 2.4
=R @4)

Opakovatelnost metody: je vlastnost souboru vysledki, ziskanych v dané laboratofi
jednim pracovnikem podle urcitého definovaného postupu z rGznych podilid dokonale
homogenniho vzorku v riznych ¢asovych obdobich.

Reprodukovatelnost metody: j¢ vlastnosti souborti vysledki, ziskanych po dle téhoz
postupu pro stejny vzorek v jinych laboratofich. Kvantitativna charakteristikou jsou stejné
parametry jako u presnosti.

Spravnost metody: je mira shody vysledku analyzy se skute¢nym obsahem analyzované
komponenty ve vzorku na urcité hlading vyznamnosti.

Spolehlivost analytické metody: vysledky analyzy vykazuji maximalni presnost
a spravnost soucasné. Celkova chyba je vyjadiena vztahem:

is
IOO(d + J
D= \/; (2.5)
7
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kde d=d,—ts/ N d, = x— g, sje smérodatna odchylka jednoho stanoveni; t (n-1,

o =0,039).
Je-lidy < IS/\/;,_]IG d — 0 a vysledny vyraz je
D= 100ts (2.6.)
wn
a vysledky nezavisina d, = x— AL ajsou zatizeny jen nahodnymi chybami.
Je-lidy > IS/\/;,_]-G d=d, —ts/\na vysledny vyraz je
d
D=100—2 (2.7)
7

Vysledna chyba nezavisi na smeérodatné odchylce jednoho stanoveni, rozhodujici je
predevsim soustavna chyba a tedy spravnost analytického postupu.

Mez detekee: je mnozstvi nebo koncentrace analytu, které poskytuje analyticky signal
rovny trojndsobku smérodatné odchylky signalu pozadi sy (slepého pokusu, pozadi) délenému
smérnici kalibraéni kiivky a.

S. =S, +3s, resp. (Slim —S_D)= 33, (2.8.)
Clim — 3S11m ) (2.9.)

Mez stanovitelnosti: je mnozstvi nebo koncentrace analytu, odpovidajici desetinasobku
hodnoty smérodatné odchylky signalu slepého pokusu, déleného smérnici kalibracni kiivky.

Sim= S, + 10s (2.10)

Clim — IOSnm ) (2.11.)

kde S_0 je aritmeticky primeér signalu slepého pokusu (pozadi), a je smérnice kalibracni

kiivky. Neuvazuje se pii tom soustavna chyba.

Citlivost analytické metody: je u relativni metody charakterizovana smeérnici linearni
kalibracni zavislosti. Pokud zavislost neni linearni, pak odpovida smeérnici kiivky v bodé,
ktery prislusi obsahu stanovované slozky nebo miize byt smérnice extrapolovanak ¢ — 0.

Vytéinost j¢ definovana jako pomér zméien¢ho vysledku k referencni hodnoté. Nejcastéji
se uvadi v procentech. Celkova vytéznost metody se stanovuje pro vice koncentracnich Grovni
analytu ve vzorku.

o I

Z Z Rif ZRJ
.Em _ =l = _

nl {
kde R je celkova primérna vytéznost metody, 1 je pocet koncentraénich urovni analytu, n je
podet paralelnich stanoveni pro jednu koncentradni Groven analytu, R je vytéZnost jednoho

(2.12.)

stanoveni a R, je primernd vytéZnost stanoveni pro jednu koncentra¢ni Groven analytu.

2R
R = (2.13.)
71
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JCU

R, =100 (2.14.)

J
kde x;; je stanovené mnozstvi analytu a X} je znamé referenéni mnozstvi analytu.

Smérodatna odchylka s (pro n<7) vypoétena z rozpéti (dle Dean-Dixona):
s=k xR (2.15.)
kde ky je tabelovany koeficient pro jednotliva n (pro n = 3 k; = 0,5908) a R je rozpéti
vysledkl (rozdil extrémnich hodnot):
R = Xmax — Xmin (2.16.)

Relativni smérodatna odchylka praméru je mirou piesnosti stanoveni:

RSD =2 x100% (2.17.)
X

ol TR . ot A -_1
kde x je aritmeticky primér paralelnich méfeni dan vztahem x = —2Xx, .
7
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Chemikalie

=  Standard MeHgCl PESTANAL, 100 mg, Sigma — Aldrich, USA

= Aceton, distota p.a. LACHEMA s.r.0. CR

=  Toluen PESTANAL Sigma — Aldrich Laborchemikalien, Némecko
=  HCI, &stota p.a. LACHEMA s.r.o. CR

= Na;SO4 bezvody, Cistota p.a. LACHEMA s.r.o. CR

3.2. Pristroje

3.2.1. Odstiredivka
Pro oddgleni toluenové a vodné faze byla pouzita stolni centrifuga Hettich EBA 8S.

3.2.2. Analyzator rtuti AMA 2354

Pro stanoveni celkové rtuti v biotickych matricich byl pouzit analyzator AMA 254
(Advanced Mercury Analyser) Altec, Praha, Ceska republika. Vysledky zaznamenal
a zpracoval software WinAMA software.

Obr. 3.1. AMA 254

3.2.2.1. Zpracovani viorku AMA 254

Homogenizované vzorky ryb byly navazeny do vypalenych lodicek (navazka cca 100 mg),
umistény do spalovaci lodicky a zavedeny do spalovaci trubice. Ohfevem spalovaci pece byly
vzorky po dobu 90 sec. vysuseny a poté termicky rozkladany po dobu 190 sec v proudu
kysliku. Rozkladné produkty byly dale vedeny pifes amalgamator, kde byla selektivné
zachycena rtut’. ProtoZze rozkladné produkty obvykle obsahuji vodni paru, vyhiiva se cela
plynova cesta az po vystup zbloku na 120 °C, aby se zabranilo kondenzaci vody. Po
dokonceni rozkladu vzorku a stabilizaci teploty se zméfilo zachycené mnozstvi rtuti. Poté
byla rtut’ z amalgamatoru uvolnéna kratkodobym ohfevem. Oblak rtutovych par byl nosnym
plynem unasen pies mefici kyvetu (pik 1). Prakticky veskera rtut’ se shromazdila ve
zpozdovaci nadobece (minimum mezi piky) a z ni pak vstoupila do druhé méfici kyvety (pik
2). To samé mnozstvi rtuti je tedy mérilo 2krat jen s odlisnou citlivosti (pomér citlivosti prvni
a druhé kyvety je 15:1). Po 45 sec byl vysledek zaznamenam na PC, ktery jej zpracoval
a prepocital podle navazeného mnozstvi vzorku.
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Tabulka 3.1. Podminky méfeni AMA 254,

Parametry
Zdroj zareni Nizkotlaka Hg vybojka
Vinova délka 253,65 nm
. s 254 nm
Interferenéni filtr Poloitka 9 mm
Detektor Kiemikova UV dioda
Nosny plyn, pritok 07, 200 ml/min

3.2.3. Plynovy chromatograf s detelci elektronového zachytu GC/uECD

Na analyzu methylrtuti v biotickych matricich byl pouzit plynovy chromatograf Agilent
6890 Series, G1530 — 90310 s mikrodetektorem elektronového zachytu (U-ECD) a kapilarni
kolonou DB — 608 J&W Scientific o rozmérech 30m x 0,530 mm a tloustkou filmu
stacionarni faze 0,50 um. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci softwaru HP Chemstation
verze A 6.0.

Obr. 3.2. Plynovy chromatograf Hewlett Packard 6890 Series.

3.2.3.1. Zpracovani vzorkit v systému GC/ubECD

. Vzorky ve vialkach byly automaticky nastiikovany do plynového chromatografu pomoci
automatického davkovace. Bylo zkouSeno rlizné nastaveni pfistroje — teplotni program
kolony, pritok make — up plynu aj. a vybrano to nejlepsi. Jako nejlepsi se jevilo nasledujici
nastaveni. Do pristroje byl injektovan 1ul vzorku bezdélicoveé s teplotou injektoru 250°C.
Teplotni program termostatu byl nastaven na 100°C po dobu jedné minuty, poté se teplota
zvy$ovala 10°C/min do 200°C, kde setrvala 2 min. Jako nosny plyn bylo pouzito helium o
pritoku 3 ml/min. Teplota mikrodetektoru byla nastavena na 250°C. Jako make — up plyn byl
pouzit dusik a jeho pritok ¢inil 20 ml/min.
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Tabulka 3.2.

Podminky méreni GC/UECD

Parametry

DB - 608, 30 m x 0,530 mm x
Kolona

0,50 um
Davkovani Bezdélicové
Teplota injektoru 250°C
Nosny plyn, pritok He, 3 ml/min

Imin pfi 100°C, narist
Teplotni program kolony 10°C/min do 200°C, 2 min pfi

200°C
Teplota detektoru 250°C

Make — up plyn, pritok

N2, 20 ml/min

3.3. Reilné vzorky ryb

Vzorky 1

—6:

Misto odlovu: Brnénska prehrada - Baziny
Datum odlovu: 7.listopadu 2007

Zplsob skladovani: hluboké zmrazeni (- 25°C)
Datum zpracovani: 7. dubna 2008

Informace o rybach:

. Druh ryvb Celkova Hmotnost
Vzorek || Druh ryby (Cesky) (latinsf;y)y hmotnost (g) || svaloviny (g)
1 Plotice obecna Rutilus rutilus 299 4% 80,65
2 Cejn velky Abramis brama 199,90 74,41
3 Cejn velky Abramis brama 194,94 58,04
4 Cejn velky Abramis brama 201,16 80,42
5 Cejn velky Abramis brama 320,49 101,83
[§) Lin obecny Tinca tinca 653,31 141,07
Vzorky 7 —12:

Misto odlovu: Brnénska prehrada - Baziny
Datum odlovu: 8.srpna 2007

Zplsob skladovani: hluboké zmrazeni (- 25°C)
Datum zpracovani: 7.dubna 2008

Informace o rybach:
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. Druh ryb Celkova Hmotnost
Vzorek | Druhryby (Cesky) (latinsl);y)y hmotnost (g) || svaloviny (g)
7 Kapr obecny Cyprinus carpio 209,45 69,32
8 Kapr obecny Cyprinus carpio 234,98 78,65
9 Kapr obecny Cyprinus carpio 241,76 82,89
10 Plotice obecna Rutilus rutilus 123,56 39.65
11 Cejn velky Abramis brama 215,80 72,81
12 Lin obecny Tinca tinca 265,84 90,54

3.3.1. Zpracovaniryb

Ryby byly odloveny pracovniky Povodi Moravy, ktefi jsou pro tuto Cinnost akreditovani.
Pro odlov m&li zpracovan plan pokusu v souladu s novelizovanym zakonem &. 77/2004 Sb. na
ochranu zvifat proti tyrani. Po rozmrazeni byly ryby zvazeny, vykuchany a byla oddélena
svalova tkan od kuUZe. Po do&isténi a homogenizaci byly vnitfnosti, klize a svalovina
samostatné zvazeny. Pro dalsi postupy analyzy byla brana pouze svalovina.

3.3.2. Extrakce

Na vyizolovani methylrtuti ze vzorkd ryb byla pouzita metoda extrakce publikovana
v [55], ktera je zaloZena na vyluhovani kyselinou chlorovodikovou a extrakei do toluenu. Do
centrifugacni zkumavky se navazi 0,2 g zhomogenizovaného vzorku. K nému se pfida 5 ml
acetonu a micha se po dobu 30 sec. Vzorek se necha 5 min. odstiedit pii 3500 ot./min. Po
skoneni odstred’ovani se odpipetuje 4 ml acetonu bez rozrudeni suspenze. Tento postup se
opakuje 3krat, 2krat se 4 ml acetonu a lkrat se 4 ml toluenu. Po odebrani toluenu se do
zkumavky pfida 0.7 ml HCI (1:1) a 4 ml toluenu. Nejprve se micha jen vodna faze do
vytvofeni pastové konzistence, poté se micha spolu stoluenovou fazi po dobu 1 min.
Nasleduje pétiminutové odstired’ovani pii 3500 ot./min. Toluenovy extrakt ¢. 1 se odpipetuje
do zkumavky, do které se pfedem navazi 2 g bezvodého siranu sodného. Extrakce se opakuje
stejnym zplsobem jesté jednou pridanim 4 ml toluenu. Po odstiedéni se toluenovy extrakt .2
piida k extraktu &.1, uzavie se zatkou a necha se stat 1 hod. pfi 4 °C. Takto pripraveny
kombinovany extrakt se prevede do vialky a je pfipraven k analyze. Kazdy vzorek byl takto
extrahovan 3krat a kazdy extrakt byl se 3krat nastfiknut do plynového chromatografu.

3.4. Certifikovany referen¢ni material

Pro ureni vytéznosti metody byl pouzit certifikovany referencni material CRM 464 tunaka
s obsahem celkové rtuti THg = 5,24 ug/g a methylrtuti MeHg = 5,5 ug/g (Institute for
Reference Materials and Measurements, Belgie). Methylrtut’ z n&j byla izolovana stejnou
metodou extrakce jaka byla pouzita u realnych vzorkid. Navazka ale ¢inila pouze 0,1 g
Paralelné bylo vyextrahovano 5 vzorka, kazdy vzorek byl zméfen 3x.
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3.5. Vzorky s ptridavkem standardu methylrtuti

Do 1 g rybiho masa bylo pridano 8 a 4 ul standardu o koncentraci 100 pg/ml, aby vysledna
nalezena koncentrace v 0,2 g vyextrahovaného vzorku ¢inila 10 a 20 ng/ml (4 pl pro 10 ng/ml
a 8 ul pro 20 ng/ml). Standard byl pfidan do vzorku, ktery byl fadné zhomogenizovan
a nechal se stat do druhého dne v lednici. Druhy den se provedla extrakce stejnym postupem
jako u realnych vzorku.

3.6. Zpracovani vysledki

Vysledky experimentalni ¢asti byly zpracovavany v programu Microsoft Office Excel
2003. Pi1 analyze paralelnich méfeni jsou vysledky vyvhodnoceny jako primérna hodnota
+ smérodatna odchylka méreni.

Obsahy methylrtuti jsou uvedeny v ng/g a pak jsou srovnany s obsahem celkové rtuti jako
vytézek v procentech, odvozeny od celkového mnozstvi rtuti THg zjisténém na pristroji AMA
254.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Kalibrace pristroje AMA

Pristroj AMA 254 byl nakalibrovan na standard 10 ng/ml servisnim pracovnikem pfi
posledni kontrole. Kalibrace se tedy neprovadéla, jen byla zkontrolovana a ovéfena jeji
spravnost.

4.2. Kalibrace pristroje GC/uECD

Plynovy chromatograf byl kalibrovan vzdy pred méfenim analyzovanych vzorkd pouzitim
roztokli s rozsahem koncentraci 5; 10; 20; 80; 200; 500 ng/ml. Roztoky byly pfipraveny
fedénim standardu MeHgCl toluenem na pozadované koncentrace. Chromatogramy kalibracni
fady jsou zobrazeny na obr. 4.1. Vysledna kalibra¢ni kiivka pro stanoveni methylrtuti je
znazornéna na obr. 4.2. Retenéni ¢as methylrtuti byl 6,527 min.

Mez detekee byla spocitana jako podil vysky pika signalu nejméné koncentrovaného bodu
kalibracni fady (H;) a signalu sumu (Hy):
signal _ H, 654

=——=>545
Sum H, 1,2
Tato hodnota se pfepocita na hodnotu 3:
Sng/ml......... 54,5
Xoeeiiaiiieiennns, 3

x=0,275 ng/ml
Mez detekce byla stanovena na 0,275 ng/ml, coz odpovida hodnoté 11 ng/g.

Mez stanovitelnosti byla spocditina jako podil vysky pikG signalu nejméng
koncentrované¢ho bodu kalibracni fady (H;) a signalu sumu (Hg):
signal  H, 654

— = 54,5
Sum  H, L2
Tato hodnota se pfepocita na hodnotu 10:
Sng/ml......... 54,5
Xoooiiieiieinene, 10

x=0,917 ng/ml
Mez stanovitelnosti byla uréena 0,917 ng/ml coz odpovida hodnot¢ 36,68 ng/g.
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Obr.4.1. Chromatogramy jednotlivych bodii kalibracni krivky.

1: 5 ng/ml, 2: 10 ng/ml, 3: 20 ng/ml, 4: 80 ng/ml, 5: 200 ng/ml, 6: 500 ng/ml

X D

e ]

= o

o

oo
| ]

y = 153,92x
R® =0,9992

60000

Plocha piku
B
=)
=
=3
=
|

0 1 T T
0 100 200 300 400 500 600

Koncentrace (ng/ml)

Obr. 4.2. Kalibracni krivka pro stanoveni methyirtuti pomoci GC/uECD
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4.3. Extrakce, vytéZnost metody

4.3.1. Certifikovany referen¢ni material

Pro stanoveni vytéznosti metody byl pouzit certifikovany referencni material CRM 464.
Vytéznost extrakce byla stanovena primeérne na 64,9% =+ 2,0%. Nebylo tedy dosazeno
takovych vysledki jako v publikaci [55], kde ¢Cinila vytéznost 90%. Mohlo to byt zplisobeno
pouzitym certifikovanym referencnim materialem, ktery mél kratce po expiracni dobé. Obsah
rtuti, tedy 1 methylrtuti, mohl byt nepatrné jiny nez byl uveden. V tabulce 4.1. jsou zobrazeny
vysledky vytéznosti jednotlivych paralelnich stanoveni obsahu methylrtuti v CRM (oznaceni
1 — 5), na obr. 43. je znazornén vybrany chromatogram vybraného certifikovaného
referencniho materialu.

Tabulka 4.1. Vytéznosti 5 paralelné mefenych certifikovanych referenénich materiali.

Primérna Zjistény Deklarovany
CRM . . || c(mg/ml) [|obsah MeHg | obsah MeHg (| VytéZnost (%)
plocha piku
(ng/g) (ng/g)
1 6163.81 40,05 3559,60 5500,00 64,72 0,51
2 7030,21 45,67 3653,96 5500,00 66,44 = 3,80
3 6938.18 45,08 3606,12 5500,00 65,57+1,71
4 6884.60 44,73 3578,27 5500,00 65,06 0,61
5 662599 43,05 3443,86 5500,00 62,62 = 3,59
Hz
3000
2500
MeHg
2000
1500
1000
500 —L
DS 5 . 7 8 s 10 " min

Obr. 4.3. Chromatogram vybraného certifikovaného referencniho materialu.

4.3.2. Vzorky s pridavkem standardu methylrtuti

Vvtéznost metody byla posouzena také podle ze vzorki se standardnim pridavkem 10
a 20 ng/ml (kazdy vzorek byl 3krat extrahovan — oznaceni A, B, C). Vysledky jsou
zobrazeny v tabulce 4.2. Je patrné, ze vyvtéznost metody opét nedosahla takové hodnoty jako
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v publikaci [55]. VytéZnost byla stanovena na 53,4% =+ 6,8%. Divod muiZe spocivat v
nedostateéném uleZzeni vzorkli s naspikovanym standardem a tim nedostatecnym
prostoupenim methylrtuti do tkané. Na obr. 4.4 jsou zobrazeny chromatogramy vzorkl se
standardnim pfidavkem 10 a 20 ng/ml.

Tabulka 4.2. Vysledky vzorki se standardnim pridavkem 10 a 20 ng/ml.

Prumérna ¢ (ng/ml) ¢ (ng/ml) L ox o
Vzorky plocha piku nalezeno pridano Viteznost (%)
10A 765,81 4,62 10,00 46,16 £ 6,38
108 802,40 4,84 10,00 48,37+ 9,26
10C 909,20 5,48 10,00 54,81 + 8,41
20A 2155.59 12,99 20,00 64,97 + 7,12
20B 1913,93 11,54 20,00 57,68 + 4,29
20C 1594.47 9,61 20,00 48,06 + 5,15
700 H
MeHg 20 ng/ml
600
500
400 -
heHg 10 ng/ml
b @‘z/\km““
200
£ 55 3 65 7 75 8 min

Obr. 4.4. Chromatogramy vybranyvch vzorkit se standardnim pridavkem 10 a 20 ng/ml.

4.3.3. Srovnani vytéznosti pouzitim CRM a vzorku se standardnim p¥idavkem

7 obrazku 4.5. je patrné, ze vytéznost stanovena u vzorkd se standardnim ptidavkem je
Certifikovany referencni material je ve forme prasku, upraveny tak, aby po dobu své expiracni
doby obsahoval konstantni obsah rtuti/methylrtuti a neobsahuje tolik neéistot, které by mohly
rusit stanoveni. Pfestoze je v extrakénim postupu zafazen Cistici krok, zfeymé neni uplné
dostatecny. Lze to vypozorovat z chromatogramt obou typt vzorka, u vzorki se standardnim
piidavkem lze vidét vice piki necistot nez v chromatogramu vzorku certifikovaného
referenéniho materialu.
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Obr. 4.5. Srovnani vyteéZnosii metody podle certifikovaného referencniho materidlu a vzorkil
se standardnim pridavkem.

1 — 5. certifikovany referen¢ni material; 10 A, B, C: vzorek se standardnim pfidavkem
10 ng/ml; 20 A, B, C: vzorek se standardnim pfidavkem 20 ng/ml.

4.4. Piesnost stanoveni methylrtuti GC/uECD

Bvlo provedeno 5 paralelnich méfeni certifikovaného referenéniho materialu. Ten byl
Zzpracovan stejnym extrakénim postupem jako redlné vzorky. Vvsledky jsou znazornény
v tabulee 4.3.

Tabulka 4.3. Presnost stanoveni obsahu methylrtuti GC/pECD.

Priumérny obsah (ng/g) RSD (%)
MeHg 3568.36 1,79

4.5. Realné vzorky

4.5.1. Stanoveni methylrtuti

V kazdém vzorku byl méfen obsah methylrtuti MeHg metodou GC/UECD. Kazdy vzorek
byl 3krat extrahovan (oznaCeni A, B, C) a 3krat analyzovan. Vysledky jsou uvedeny
vtabulkach 4.4 — 4.15. jako hodnota + relativni smérodatna odchylka. Chromatogramy
jednotlivych vzorkt jsou zobrazeny na obr. 4.6. — 4.17.
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Tabulka 4.4. Vysledky obsahu MeHg pro vzorek 1.

Vzorek 1
Prumérna
plocha pikii ¢ (ng/ml) Obsah (ng/g)
A 103,73 0,66 23,85+ 1,50
B 79,91 0,51 20,21 £ 3,47
C 80.46 0,51 20,35 +2,12

Hz

550 4

500 +

400
o b\/\ﬂf\J UU
300 ] MeHg M

2560 4

Obr. 4.6. Chromatogram vzorku 1.

Tabulka 4.5. Vysledky obsahu MeHg pro vzorek 2.

Vzorek 2
Primérna
plocha pikii ¢ (ng/ml) Obsah (ng/g)
A 450,49 2,85 113,99+ 11,96
B 450,55 2,85 119,96 + 5,67
C 408,28 2.58 108,70 + 9,12
Hz 4
1IZIIZIIZI—:
SIZIIZI—:
EEIEI—:
400_: e L/\M-J\_:J'\J M
a0 s T e T T T T T T T g g 10 iln

Obr. 4.7. Chromatogram vzorku 2.
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Tabulka 4.6. Vysledky obsahu MeHg pro vzorek 3.

Vzorek 3
Prumérna
plocha pikii ¢ (ng/ml) Obsah (ng/g)
A 127.34 0,81 30,68 +7.32
B 66,39 0,42 16,79 £ 4,55
C 87,01 0,55 22.01+6,71
Hz ]
200 -
700
G600
S00
400
300 - M=o w
a 5 8 7 8 0 i

Obr. 4.8. Chromatogram vzorku 3.

Tabulka 4.7. Vysledky obsahu MeHg pro vzorek 4.

Vzorek 4
Prumérna
plocha pikii ¢ (ng/ml) Obsah (ng/g)
A 98,79 0,63 24,99 + 3,68
B 72,72 0,46 18.39 + 5,08
C 84,25 0,53 21,31 +4,42

Hz 7
1200 —:
1000 —

200 —

600 4

200

3 4 5 =] 7 8 9 min

Obr. 4.9. Chromatogram vzorku 4.
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Tabulka 4.8. Vysledky obsahu MeHg pro vzorek 5.

Vzorek 5
Prumérna
plocha pikii ¢ (ng/ml) Obsah (ng/g)
A 400,35 2,53 96,44 + 2,81
B 327,77 2,07 82,90 + 6,65
C 356,35 2,25 90,13 £ 10,47
Hz
00
700
g00
500
400 MeH
300 LKWK.J : L\,\,_/\»J"\-J
200
a 5 6 7 8
Obr. 4.10. Chromatogram vzorku 5.
Tabulka 4.9. Vysledky obsahu MeHg pro vzorek 6.
Vzorek 6
Prumérna
plocha pikii ¢ (ng/ml) Obsah (ng/g)
A 1168.11 7,39 268,60 + 6,26
B 1124,85 7,11 270,97 + 0,64
C 1001,84 6,34 266,74 + 7,54
Hz
1000 A
800
600
MeHg
= WM LWAJVJ M\’_&—A
200 4
3 a 5 é 7 8 a 10 min

Obr. 4.11. Chromatogram vzorku 6.
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Tabulka 4.10. Vysledky obsahu MeHg pro vzorek 7.

Hz

700

G600

500 o

Obr. 4.12. Chromatogram vzorku 7.

Tabulka 4.11. Vysledky obsahu MeHg pro vzorek 8.

Hz
900 o

800

700

600

500

300

Vzorek 7
Primérna
plocha pikii ¢ (ng/ml) Obsah (ng/g)
A 80,10 0,51 19,51 + 5,36
B 84,16 0,53 21,28+ 6,39
C 48,20 0,31 12,19 + 8,79
A é é } é min

Obr. 4.13. Chromatogram vzorku 8.
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Vzorek 8

Primérna

plocha pikii ¢ (ng/ml) Obsah (ng/g)
A 84.61 0,54 19,45 + 3,58
B 83,45 0,53 20,10 + 4,54
C 49,40 0,31 13,15+ 8,46

MeHa
IL\V__F-J\ T T M T T

4 ] -] i 2 10 min



Tabulka 4.12. Vysledky obsahu MeHg pro vzorek 9.

Vzorek 9
Primérna
plocha pikii ¢ (ng/ml) Obsah (ng/g)
A 73,28 0,46 17,65+ 7.35
B 84,58 0,54 21,39 £ 5,55
C 56,01 0,35 14,17 + 8,14
Hzg
1000 ?
QDDE
SDDE
?DD%
BDD%
500% k}\khl\
400;
300 —w il M
G 3 : : 7 : ;

Obr. 4.14. Chromatogram vzorku 9.

Tabulka 4.13. Vysledky obsahu MeHg pro vzorek 10.

Vzorek 10
Prumérna
plocha pikii ¢ (ng/ml) Obsah (ng/g)
A 76,75 0,49 17,65 £ 11,26
B 84,05 0,53 20,25+ 4,53
C 68,00 0,43 18,10 £ 1,10

Hz

1000
200
800
700
600

500

300

200

MeHg

Obr. 4.15. Chromatogram vzorku 10.
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Tabulka 4.14. Vysledky obsahu MeHg pro vzorek 11.

Vzorek 11
Prumérna
plocha pikii ¢ (ng/ml) Obsah (ng/g)
A 69.84 0,44 16,82 + 1,94
B 98,20 0,62 24,84 + 6,40
C 48,91 0,31 12,37 + 6,80

Hz ]

700

600

500 o

400

e _m

4

Obr. 4.16. Chromatogram vzorku 11.

Tabulka 4.15. Vysledky obsahu MeHg pro vzorek 12.

Vzorek 12

le)(:::]]]:;elI)';ll?ﬁ ¢ (ng/ml) Obsah (ng/g)

A 78,99 0,50 18,16 = 4,94

B 77.22 0,49 18,60 + 7,77

C 45,65 0,29 12,16 £ 7,11
Hz 7]
800
700 4
600
500
400

300 4 MeHg M

200

Obr. 4.17. Chromatogram vzorku 12.
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Shrnuti:

Vzorky ryb 1 — 12 obsahovaly mnozstvi methylrtuti v rozmezi 16,31 — 268,77 ng/g.
Tabulka 4.16. shrnuje veskeré vysledky od obsahu MeHg v jednotkach ng/g az po prepoditané
mnozstvi methylrtuti v celé rybé. Podle vysledki je patrné, ze mimo vzorkli 2, 5 a 6 byl
stanoven obsah methylrtuti niz8i nez byla mez stanovitelnosti metody (38,68 ng/g), pod mezi
detekce (11 ng/g) nebyl zadny analyzovany vzorek. Nejvice methylrtuti obsahoval vzorek 6 —
lin obecny, nicménd ani ten nepiesahl limit stanoveny Ministerstvem zdravotnictvi CR, ktery

ma hodnotu 0,5 mg'kg pro svalovinu ryb a 1 mg/kg pro stiku obecnou.

Jak dokazuje obr. 4.18. obsah methylrtuti jasné koreluje s hmotnosti ryb (&im vEétsi rvba,
tim v&tsi mnozstvi MeHg). To potvrzuje bioakumulaci methylrtuti v rybach.

Tabulka 4.16. Shrnuti obsahii methylrtuti v realnych vzoreich ryb.

Prumérny Hmotnost [|Obsah MeHg(| Celkova MnoiZstvi
Vzorek | Druh ryby (| obsah MeHg ||svaloviny ryb|[ ve svaloviné hmotnost MeHg
(ng/g) (2 ryb (ug) ryby (g) ||v rybich (pg)|
1 Plotice obecna || 21,47 + 2,37 80,65 1,73 299,48 6,41
2 Cejn velky || 114,20 + 8,92 74,41 8,50 199,90 22,83
3 Cejn velky 23,16 £ 6,19 58,04 1,34 194,94 4,51
4 Cejn velky 21,56 + 4,39 80,42 1,73 201,16 4,34
5 Cejn velky 89,83 + 6,64 101,83 9,15 320,49 28,79
6 Lin obecny || 268,77 + 4,82 141,07 3791 653,31 175,59
7 Kapr obeeny || 17,66 + 6,85 69,32 1,22 209,45 4,13
8 Kapr obecny || 17,57 £ 5,53 78,65 1,38 234,98 4,29
9 Kapr obeeny || 17,74+ 7,02 82,89 1,47 241,76 2,31
10 Plotice obecna || 18,67 + 5,63 39,65 0,74 123,56 3,89
11 Cejn velky 18,01 + 5,05 72,81 1,31 215,80 4,33
12 Lin obecny || 16,31 £6,61 90,54 1,48 265,84 4,13
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Obr. 4.18. Korelace mezi koncentraci MeHg a hmotnosti svaloviny riiznych druhit ryb.
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4.5.2. Srovnani obsahi methylrtuti Melg a celkové rtuti THg

Vzorky ryb byly také méreny na celkovy obsah rtuti pomoci analyzatoru AMA 254. Kazdy
vzorek byl zméren 3krat. Tabulka 4.17. uvadi vysledky obsahu celkové rtuti £ smérodatna
odchylka, zaroven tabulka znazornuje k porovnani obsahy methylrtuti + smérodatna
odchylka. Obsah celkové rtuti byl vrozmezi hodnot 38,67 — 578,10 ng/g. Nejvice THg
obsahoval vzorek 6 — lin obecny. V tabulce je také vyjadren pomér obsahu MeHg stanoveni
GC/PECD k celkovému obsahu rtuti THg stanoveném na AMA 254. Obsah methylrtuti
vzhledem k celkovému obsahu rtuti byl vrozmezi od 14,71% do 55,53%. Vysledek tedy
nepotvrzuje studie, ze vétsina rtuti vrybach je obsazena ve formé methylrtuti. Toto tvrzeni
viak musi byt zohlednéno vzhledem k vytéznosti extrakéniho postupu, ktera byla maximalné
65%. Z tohoto diivodu musi byt tedy feceno, ze nizky obsah MeHg neni zptisoben faktem, ze
by vzorky ryb neobsahovaly vétSinu rtuti ve formeé methylrtuti, ale tim, ze doslo k jejimu
nevyizolovani z matrice pomoci pouzité extrakéni metody. Na obr. 4.19 — 4.30. jsou pak
schématicky znazornény pomery obsahtt MeHg a THg.

Tabulka 4.17. Obsahy celkové rtuti THg, methylrtuti MeHg a pomér obsahtit MeHg stanovené
GC/nECD k THg stanovené na AMA 254.

Vaorek | Celkovi THe Obsah MeHg Iﬁ;‘ﬁ;‘;";ﬂg“
(ng/g) (ng/g) (%)
1 38,67 = 15,34 21,47 + 2,36 55,53
2 343,30 £ 8,51 114,20 = 8,92 33,27
3 67,10 + 135 23,16 + 6,19 34,51
4 54,76 + 6,10 21,56 + 4,39 39,38
5 325,46 + 12,65 89,82 = 6,64 27,60
6 578,10 + 8,42 268,77 = 4,81 46,49
7 100,59 + 11,18 17,66 = 6,84 17,56
8 116,22 + 5,27 17,57 = 5,52 15,12
9 102,84 + 5,62 17,74 7,02 17,25
10 73,14 + 4,85 18,67 = 5.63 25,52
11 122,40 + 3.67 18,01 = 5,05 14,71
12 08,24 + 9,94 16,31 = 6,61 16,60
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Vzorek 1
pomér obsahu MeHg a THg 55,5%

MeHg
55,5%

Obr. 4.19. Zastoupeni MeHg ve vzorku ryby ¢. 1.

THg
44.5%

Vzorek 2
pomér obsahu MeHg a THg 33,3%

MeHg
33,3%

Obr. 4.20. Zastoupeni MeHg ve vzorku ryby ¢.2.

Vzorek 3
pomér obsahu MeHg a THg 34,5%

MeHg

Obr. 4.21. Zastoupeni MeHg ve vzorku ryby ¢.3.
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Vzorek 4
pomér obsahu MeHg a THg 39,4%

MeHg
39.4%
THg
60,6%
Obr. 4.22. Zastoupeni MeHg ve vzorku ryby ¢ 4.
Vzorek 5
pomér obsahu MeHg a THg 27,6%
MeHg
27.6%

THg
72.4%

Obr. 4.23. Zastoupeni MeHg ve vzorku ryby ¢.5.

Vzorek 6
pomér obsahu MeHg a THg 46,5%

MeHg
46,5%
THg
33,5%

Obr. 4.24. Zastoupeni MeHg ve vzorku ryby ¢.6.
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Vzorek 7

pomér obsahu MeHg a THg 17,6%
MeHg

17.6%

THg
82.4%

Obr. 4.25. Zastoupeni MeHg ve vzorku ryby ¢.7.

Vzorek 8
pomér obsahu MeHg a THg 15,1%
MeHg
15.1%

THg
84.9%

Obr. 4.26. Zastoupeni MeHg ve vzorku ryby ¢.8.

Vzorek 9
pomér obsahu MeHg a THg 17,2%
MeHg
17,2%

THg
82,8%

Obr: 4.27. Zastoupeni MeHg ve vzorku ryby ¢.9.
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Vzorek 10
pomér obsahu MeHg a THg 25,5%

MeHg
25,5%

THg
74,5%

Obr. 4.28. Zastoupeni MeHg ve vzorku ryvby ¢.10.

Vzorek 11
pomér obsahu MeHg a THg 14,7%
MeHg
14.7%

TTg
85,3%

Obr. 4.29. Zastoupeni MeHg ve vzorku ryby ¢.11.

Vzorek 12
pomér obsahu MeHg a THg 16,6%

MeHg
16,6%

THg
83,4%

Obr. 4.30. Zastoupeni MeHg ve vzorku ryby ¢.12.
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5. ZAVER

V diplomové praci byl stanoven obsah hlavniho zastupce alkylderivath rtuti — methylrtuti
MeHg a také obsah celkové rtuti THg v realnych vzorcich ryb. Ty byly odloveny na Brnénské
pichrade — Baziny a zahrnovaly riizné druhy ryb: lin obecny, plotice obecna, cejn velky a kapr
obecny. Ke zjisténi obsahu methylrtuti byl pouzit plynovy chromatograf s mikrodetektorem
elektronového zachytu GC/UECD a ke stanoveni celkového obsahu rtuti byl pouzit atomovy
absorpéni spektrometr AMA 254. K vyhodnoceni vysledkt byly vyuzity kalibraéni zavislosti,
které byly u obou metod linearni. Mez detekce metody GC/UECD byla stanovena na hodnotu
11 ng/g a mez stanovitelnosti na 36,69 ng/g.

K izolaci methylrtuti z matrice ryb byla pouZzita metoda zalozena na vyluhovani kyselinou
chlorovodikovou a naslednou extrakci do rozpoustédla toluenu. Pro stanoveni vytézku
extrakce byl pouzit certifikovany referen¢ni material CRM 464 tunaka s obsahem celkové
rtuti THg = 5,24 ug/e a methylrtuti MeHg = 5.5 ng/g a vzorky s pfidavkem standardu
methylrtuti o koncentraci 10 a 20 ng/ml. VytéZznost extrakce byla stanovena na hodnotu
64,9% + 2% podle CRM a na 53,4% + 6,8% podle vzorkh se standardnim pridavkem MeHg.
Byla dosazena niz$i vytéznost nez v publikaci, ze které byla pouZzita metoda extrakce.

Analyza methylrtuti byla uskuteénéna na GC/UECD. Tento systém byl nejdiive
optimalizovan a poté pouzivan k analvze. V realnych vzorcich ryb bylo nalezeno rGzné
mnoZstvi methylrtuti, to se pohybovalo vrozmezi 1631 — 268,77 ng/g. 7Zadny vzorek
neptesahl limit pro obsah methylrtuti stanoveny Ministerstvem zdravotnictvi CR, ktery je
stanoven na 0,5 mg/kg pro svalovinu ryb a 1 mg/kg pro stiku obecnou. Bylo také dokazano,
ze mnozstvi methylrtuti jasné koreluje s velikosti ryb (Sim vEétsi ryba, tim vys$&i mnozstvi
MeHg). Toto dokazuje jev bioakumulace methylrtuti v biotickych tkanich.

Mnozstvi methylrtuti bylo také srovnano s celkovym mnozstvim rtuti, pohybovalo se
vrozmezi 14,71% do 55,53% THg. Vysledek tedy nepotvrdil teorii, Ze vétSina rtuti obsazené
vrybach je obsazena ve form& methylrtuti. Ale podle nizkého vytézku extrakéniho postupu
muzeme soudit, Ze to bylo zplisobeno praveé timto faktorem.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

UV/VIS
HgS
HgSe
HgTe
HggClg

WHO
GC
HPLC
CV AAS

CV AFS
ECD
MS
ICP-MS

ICP-OES

ultrafialova — viditelna oblast spektra (ultraviolet — visible)

rumélka, cinabarit

tiemannit

coloradoit

kalomel

coccinit

rtutné ionty (anorganicka rtut’)

rtuthaté ionty (anorganicka rtut’)

rozpustény organicky uhlik (dissolved organic carbon)

rozpusténa organicka hmota (dissolved organic matter)

logaritmus

konstanta stability

ethylendiaminotetraoctova kyselina

elementarni (atomarni) rtut’

centralni nervova soustava

kation monomethylruti

rozdélovaci koeficient oktanol — voda

dichlordifenyltrichlorethan

Cislo podle databaze chemickych slouc¢enin (Chemical Abstracts Services
numbers)

rozdélovaci koeficient organicky uhlik — voda

rozdélovaci koeficient sediment — voda

rozdélovaci koeficient suspendované astice — voda

methylkobalamin

Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky

mez stanovitelnosti (limit of quantitation)

prechodny tolerovatelny tydenni pfijem (provisional tolerable weekly intake)
Spole¢ny vybor experti pro potravinarska aditiva (Joint Expert Committee on
Food Additives)

Potravinarska a Zemeédelska Organizace Spojenych Narodt (Food and
Agriculture Organization of the United Nations)

Svétova Zdravotni Organizace (World Health Organization)

plynova chromatografie (gass chromatography)

kapalinova chromatografie (high performance liquid chromatography)
atomova absorpéni spektrometrie s metodou generovani studenych par rtuti
(Cold Vapour Atomic Absorption Spektrometry)

atomova fluorescencni spektrometrie s metodou generovani studenych par rtuti
(Cold Vapour Atomic Fluorescence Spektrometry)

detektor elektronového zachytu (elektron capture detector)

hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry)

hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou (inductively coupled
plasma mass spektrometry)

opticka emisni spektrometrie indukéné vazanou plazmou (inductively coupled
plasma optical emission spectrometry)
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ICP-AES

MIP-AES

PTFE
uv
MWE
ASE
PSE
SPE
SPME

atomova emisni spektrometrie indukéné vazanou plazmou (inductively coupled
plasma atomic emission spectrometry)

atomova emisni spektrometrie s mikrovinné vazanou plazmou (microwave
induced plasma atomic emission spectrometry)

polvtetrafluorethylen (teflon)

ultrafialovy (ultraviolet)

mikrovinna extrakce (microwave extraction)

zrychlena extrakce rozpoustédlem (accelerated solvent extraction)
extrakce rozpoustédlem za vysokych tlakt (pressurized solvent extraction)
extrakce tuhou fazi (solid phase extraction)

mikroextrakce tuhou fazi (solid phase microextraction)

SPME-HPLC spojeni kapalinové chromatografie s mikroextrakei tuhou fazi

DDTC
PDC
APDC
CH3HgCl
TBA

DL

DIN
USN

PN
HPLC-AFS
MeHg"
THg
EtHg"
PhHg'
SHC]Z
NaBH4
HCl
NaCl
MgO
CRM

diethyldithiokarbamat

pyrrolidvndithiokarbamat

amonna stl pyrrolidindithiokarbamatu

chlorid methylrtuti

tetrabutylamonium

detekénd limit

pfimo vstiikujici rozpragovaé (direct injection nebulizer)
ultrazvukovy rozprasovac (ultrasonic nebulizer)

pneumaticky (plnény vzduchem) rozpragovac (pneumatic nebulizer)
spojeni kapalinové chromatografie s atomovou fluorescencni spektrometrii
kation methylrtuti

celkova rtut’

kation ethylrtuti

kation fenylrtuti

chlorid cinaty

tetrahydroboritan sodny

kyselina chlorovodikova

chlorid sodny

oxid hotfenaty

certifikovany referencni material
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