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Sammendrag

Arbeidet i denne masteroppgaven har bestatt i a utvikle en metode for bestemmelse av
metylkvikksglv (MeHg) 1 sedimenter og biota (muskel, lever og rogn 1 fiskeslaget lake (Lota
lota)). Ved a ta i bruk instrumentering som var tilgjengelig ved Institutt for plante- og
miljgvitenskap var det gnskelig a utvikle en metode som var enkel og rimelig i bruk, og hadde
god ngyaktighet og presisjon. Metoden matte ogsa ha en kvantifiseringsgrense (LOQ) som

var lavere enn konsentrasjoner av MeHg som finnes i naturlige prgver av biota og sediment.

Kvikksglv (Hg) ble frigjort fra prgvematriks ved hjelp av hydrogenbromid (HBr). Separasjon
av MeHg fra andre kvikksglvspecier ble oppnadd ved ekstraksjon med toluen og
tilbakeekstraksjon med L-cysteinlgsning. Prgvene ble oppsluttet i UltraClave, som er basert
pé mikrobglgeteknikk, for oksidasjon av MeHg til Hg**. Ved hjelp av tinnklorid (SnCl,) ble
Hg2+ redusert til Hgo, for deteksjon med CV-AAS.

Metodens ngyaktighet er vurdert som god etter analyse av tre sertifiserte referansematerialer,
DORM-2 (fiskemuskel), DOLT-4 (fiskelever) og ERM-CC580 (estuar sediment). Metodens
presisjon anses ogsa som tilfredsstillende, da MeHg i rogn og sediment kunne bestemmes
med tre gjeldende siffer. Forurensning av prgver, trolig bade fra benyttede reagenser og
utstyr, har for gvrig vist seg a vere en utfordring ved metoden. Dette kunne sees ut fra
analyse av metodeblank som gav hgye og varierende maleverdier (fra 0,36 pg/1 til 0,74 pg/l).
Metodens LOQ pavirkes av verdiene i blank. Forelgpig verdi for LOQ er 0,025 ug/l (n=3),
eller 0,00020 mg/kg ved en antatt innvekt pa 1,5 g. Videre arbeid for a finne arsakene til
forurensningen og en lgsning pa problemet, er ngdvendig for en endelig LOQ for metoden
kan bestemmes. Instrumentets deteksjonsgrense (LOD) pa 0,0055 pg/l, som beskriver

yteevnen til instrumentet, viser at forbedringer med hensyn pa LOQ er mulig.

Hgy LOQ og forurensning av prgver er hovedsakelig et problem ved bestemmelse av MeHg i
sedimenter, hvor konsentrasjonen av MeHg ofte er lav. Bestemmelse av en endelig verdi for
LOQ vil vare avgjgrende for om metoden kan benyttes for analyse av sedimenter. I biota ble
det ikke malt verdier ned mot LOQ. Metoden virker derfor a vere tilfredsstillende for
bestemmelse av MeHg i fisk, som i norske innsjger er rapportert a ha verdier mellom 0,05
mg/kg og 4 mg/kg. Videre arbeid for a lgse problemene med forurensning av prgvene

anbefales da metoden er enkel og rimelig i bruk og utviser gode resultater.



Abstract

The aim of this master thesis has been to develop a method for determination of
methylmercury (MeHg) in sediment and biota (muscle, liver and roe from burbot (Lota lota)).
It was deemed important that the method should show high accuracy and precision. In
addition, the limit of quantification (LOQ) should be lower than the concentration values
found in natural samples of sediment and biota. Through using instruments available at the
Department of Plant and Environmental Sciences, it was desired that the method would be

both affordable and simple to use.

Dissolution of the mercury (Hg) from sample matrices was obtained through the use of
hydrobromic acid (HBr). MeHg was subsequently separated from other mercury species by
extraction with toluene, followed by a back-extraction with L-cysteine. The samples were
digested using UltraClave, a microwave technique. In this step MeHg is oxidized, forming
Hg”*. This is followed by the reduction of Hg** by tin chloride (SnCl,) to Hg" and detection
by cold vapour atomic absorption spectroscopy (CV-AAS).

After analysis of three certified reference materials, DORM-2 (fish muscle), DOLT-4 (fish
liver) and ERM-CC580 (estuarine sediment), the accuracy of the method is considered to be
high. The precision of the method is also deemed to be acceptable as MeHg in roe and
sediments could be determined with three significant numbers. However, contamination of
the samples, presumably stemming from both reagents and equipment, proved to be a
challenge. This could be seen by occasionally high and varying values in method blanks
(from 0.36 pg/l to 0.74 pug/l) which affects the method’s LOQ. The preliminary value for the
LOQ is 0.025 pg/l (n=3), or 0.00020 mg/kg when a sample weight of 1.5 g is assumed.
Before a final LOQ is defined, further study is necessary to determine the reason for the
contamination and to resolve the problem. The instrument’s limit of detection (LOD) of
0.0055 pg/l demonstrates the capacity of the instrument and shows that improvements

regarding the LOQ are feasible.

A high LOQ and contamination of samples are primarily a problem for the determination of
MeHg in sediments as this sample matrix often has low levels of MeHg. An evaluation of the
final LOQ will be decisive for whether the method can be used for the determination of MeHg

in sediments. No values close to LOQ were measured in the biota samples. Consequently, the



method seems to be satisfactory for determining MeHg in samples of fish given that reported
values of MeHg in fish from Norwegian lakes are between 0.05 mg/kg and 4 mg/kg.
Continuation of the work to firmly establish and solve the problems of sample contamination

is recommended as the method is affordable and user-friendly and displays promising results.
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1 Innledning

Flere hendelser opp gjennom historien har satt fokus pa kvikksglv (Hg) som et giftig
grunnstoff som kan utgjgre en stor helserisiko for mennesker. Et av de mest alvorlige
tilfellene av kvikksglvforurensning fant sted i Minamata Bay i Japan i 1953. Flere hundre
mennesker dgde og enda flere fikk varige nevrologiske skader etter a ha spist fisk forurenset
av kvikksglv som fglge av utslipp fra en kjemisk fabrikk. Et annet eksempel pa forgiftning
forekom 1 Irak 1 1972, da frg behandlet med soppmiddel inneholdende kvikksglvforbindelser
ble benyttet i brgdbaking (Yassi ef al. 2001). Fa tilfeller av kvikksglvforgiftning er sa alvorlig
som disse eksemplene. Det eksisterer for gvrig en frykt for at forurensning med kvikksglv
skal fa alvorlige fglger ogsa i dag. I Amazonas i Brasil benyttes kvikksglv til utvinning av
gull. Denne praksisen antas a sta for 80 % av kvikksglvutslippene til atmosferen i Brasil

(Uria & Sanz-Medel 1998).

Etter det nevnte tilfellet av kvikksglvforgiftning i Minamata ble det oppdaget at det alvorlige
utfallet hadde sammenheng med akkumulering av monometylkvikksglv (CH3Hg"), (heretter
kalt metylkvikksglv, MeHg), i fisk. Det ble tydelig at bestemmelse av de ulike
kvikksglvspeciene var ngdvendig for a oppna en bedre forstaelse av mobilitet,
biotilgjengelighet, bioakkumulasjon og toksisitet. Dette medfgrte at det ble viktig a utvikle
gode analytiske metoder for specieringsanalyser (Harrington 2000). Specieringsanalyser
defineres av IUPAC som den analytiske aktiviteten for identifisering og kvantifisering av én
eller flere individuelle kjemiske specier i en prgve (Templeton et al. 2000). Dette krever av
metoden at enkelte former for kvikksglv kvantifiseres mens andre former av samme

grunnstoff ma utelukkes (Gonzalvez et al. 2010).

Selv om alle former for kvikksglv er giftig, er gkologiske bekymringer og helseeffekter oftest
knyttet til metylkvikksglv. Det er blitt utviklet mange ulike metoder for bestemmelse av
denne forbindelsen, og instrumentene som benyttes har stadig blitt forbedret. Problemer ved
bestemmelse av MeHg i naturlige prgver har blant annet vart knyttet til ngyaktigheten av
malingene, da kunstig dannelse eller omdannelse av MeHg underveis i analyseprosessen kan
forekomme (Leermakers et al. 2005). En annen utfordring ved enkelte metoder har vert a
oppna lave nok deteksjonsgrenser til at de kan benyttes for naturlige prgver som kan ha sveart
lave konsentrasjoner av MeHg (Harrington 2000). Metodene som benyttes avhenger av

konsentrasjon av MeHg og av type prgve som analyseres. For faste prgver, som biota og



sediment, beskrives enkelte deler av specieringsanalysen som vanskelig. Frigjgring av
kvikksglvspeciene fra prgvematriks er et sa@rlig kritisk trinn for denne typen prgver

(Leermakers et al. 2005).

Malsetningen i denne oppgaven var a utvikle en metode for bestemmelse av MeHg i biota
(muskel, lever og rogn fra fisk) og sediment. Det ble lagt vekt pa at metoden skulle ha god
ngyaktighet og presisjon, noe som er avgjgrende i sporanalyser. Krav til ngyaktigheten var at
malte verdier i sertifiserte referansematerialer (SRM) skulle ha god overensstemmelse med
sertifiserte omrader. For presisjon var det gnskelig at MeHg skulle kunne bestemmes med
minst 2 signifikante siffer. Metoden matte kunne bestemme MeHg uten betydelig interferens,
og kvantifiseringsgrensen vere tilfredsstillende til at metoden kunne benyttes i de aktuelle
prevematriksene. Samtidig skulle metoden veare enkel og rimelig i bruk slik at den skal kunne
benyttes for rutinemessige analyser ved hjelp av instrumenter som var tilgjengelig pa vart

laboratorium, kalddamp atomabsorpsjonsspektroskopi (CV-AAS) og UltraClave.



2 Teori

2.1 Kvikksglv

Kvikksglv, som har atomnummer 80, er et naturlig forekommende, men ikke-essensielt
metall, det vil si at det ikke er funnet a ha noen biologisk relevans. Det har et smeltepunkt pa
-38,9 °C og er det eneste metalliske grunnstoffet som er flytende ved romtemperatur. Det er
det mest flyktige metallet og fordamper lett til en fargelgs og luktfri gass (Environment
Canada 2008). Kvikksglv har vert kjent i flere tusen ar og har blitt benyttet innen mange
ulike omrader gjennom historien. Allerede for 30 000 ar siden ble det brukt som fargepigment
1 hulemalerier sgr i Europa. Siden er det blant annet blitt benyttet i kosmetikk, legemidler og
til vitenskapelige formal (Environment Canada 2008; Wibetoe 2010). Kvikksglv kan vare
ngytralt (Hg"), pa enverdig (Hg") eller toverdig (Hg*") form, hvor Hg** er den mest stabile av
de ladde formene. Disse kan kombineres med flere organiske og uorganiske ligander. Hg kan
ogsa reagere med andre metaller som tinn (Sn), kobber (Cu), gull (Au) og sglv (Ag) og danne
sakalte amalgamer. Denne egenskapen gjor at kvikksglv har blitt brukt, og fortsatt brukes
enkelte steder i verden, til ekstraksjon av gull. Utvinning og bruk av kvikksglv i industrien
gkte sterkt under den industrielle revolusjonen. I dag er det velkjent at kvikksglv er et giftig
grunnstoff. Mange bruksomrader for Hg er derfor forsvunnet, men metallet tas fortsatt i bruk
bade i industri og kommersielle produkter i store deler av verden (Environment Canada
2008). Klima- og forurensningsdirektoratet (Klif 2009) beskriver kvikksglv som en av de

farligste miljggiftene og har konstatert at det utgjgr en fare for miljget og menneskers helse.

2.1.1 Kilder

Kvikksglv finnes naturlig i miljget bade i luft, vann og jord. Den viktigste naturlige kilden til
kvikksglv er mineralet sinober (HgS) som kan inneholde sa mye som 86 % Hg. I tillegg kan
Hg finnes i lave konsentrasjoner i granitt og enkelte andre bergarter i jordskorpa. Prosesser
som vulkanutbrudd og forvitring av mineraler frigjgr kvikksglv fra jordskorpa. Mesteparten
av Hg fra naturlige kilder frigis som elementar kvikksglvdamp (Hgo). Mindre mengder kan
for gvrig frigis som oksider, sulfider, halogenider, partikulart kvikksglv eller som
metylkvikksglv (Environment Canada 2008). Sma mengder Hg slippes ogsa ut ved

forbrenning av biomasse da Hg fra atmosferen kan tas opp av planter (Gustin et al. 2008).



Utslipp fra antropogene kilder bidrar til gkte nivaer av kvikksglv i naturen. Forbrenning av
fossile brensler, s@rlig kull, industrielle prosesser, sementproduksjon og produksjon av
metaller er noen av kildene som bidrar til kvikksglvforurensning (AMAP & ACAP 2005;
Dittmann & Driscoll 2009; Evans et al. 2005). Kvikksglv er blitt brukt i flere kommersielle
produkter som termometre, batterier og lysparer pa grunn av evnen til a lede elektrisitet og til
a reagere presist pa endringer i temperatur og trykk. @deleggelse eller nedbrytning av disse
produktene pa sgppelfyllinger kan frigi Hg til miljget, i form av gass eller i vaeske som lekker
fra fyllingen (Environment Canada 2008). I Norge er det innfgrt et generelt forbud mot bruk
av kvikksglv i1 produkter, gjeldende fra 2008. Metallurgisk industri og amalgam brukt i
tannfyllinger var 1 2005 de stgrste kildene til kvikksglvutslipp i Norge (figur 2.1). I tillegg var
det betydelige bidrag fra krematorier, kommunale avlgp, kloakkslam og sigevann fra
fyllinger, samt fra vei- og battrafikk. Langtransportert tilfgrsel fra andre land antas for gvrig a

vare mer enn dobbelt sa stor enn det som kommer fra norske utslipp (Klif 2009).

Kloakkslam, krematorier,
kommunale avlep m.m.
Industri 24%

33 %

Olje- og Diffuse kilder
gassvitksomhet  Lyskilder, Amalgam (veitrafikk,
30 maleinstrumenter 149% battrafikk og
7 % boliger)
20 %

Figur 2.1: Utslipp av Hg i Norge i 2005. Total mengde er omtrent 1 tonn (KIlif 2009).

Mens utslippene fra Europa og Nord-Amerika har avtatt de siste 20 arene har det vert en
gkning i utslipp fra Asia, serlig fra Kina. Arsaken til dette er gkt industriell aktivitet og
befolkningsvekst som fgrer til mer forbrenning av kull. Asia star na for sa mye som 50 % av
de globale kvikksglvutslippene, fulgt av Afrika, Europa og Nord-Amerika (AMAP 2005;
AMAP & ACAP 2005).

Hvor mye antropogene kilder har bidratt til a gke kvikksglvnivaet i naturen er usikkert, da det

er vanskelig a skille utslipp fra naturlige kilder fra remobilisering av antropogene
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kvikksglvdeponier. Ved a studere sedimenter i innsjger har en forgvrig funnet at det er
betydelig hgyere nivaer av kvikksglv i overflatesedimentene, som antas a vere avsatt de siste
tiarene, enn i referansesedimentene som er tatt fra dypere lag av sedimentene og som
representerer det naturlige bakgrunnsnivaet av kvikksglv (Fjeld et al. 1994; Krabbenhoft &
Rickert 2008). Anslagsvis er den globale atmosfariske avsetningen omtrent tredoblet fra

preindustriell tid (Dittmann & Driscoll 2009) (figur 2.2).

Global Temestrial Global Marine
Deposition Deposition

1,000 600 fio 3,000 2,000

S —— ) Mixed Layer —— 00 Mixed Layer
AR Fiuxos in 10 by'y Sastciale bamova Al Fluees in 10" hagty SRt :
Al poois in 107kg -’J‘J+ Al pocls in 107 kg d

Figur 2.2: Omtrentlige verdier for den globale kvikksglvsyklusen i dag og i preindustriell tid (Norling et
al. 2004).

Frigjort kvikksglv, fra naturlige eller antropogene kilder, kan ha lang oppholdstid i
atmosfaren, avhengig av tilstandsformen. Hg i atmosfaren finnes som gass, hovedsakelig
som Hgo, eller bundet til partikler. Partikulaert Hg vil ofte felles ut naer utslippskilden, mens
Hg’ har lang oppholdstid i atmosfaren, opptil halvannet ar. Denne kan derfor transporteres
over store avstander. Hg" kan oksideres til Hg** som sé avsettes sammen med nedbgr eller
adsorbert til sma partikler i terrestriske eller akvatiske gkosystem. Transporten av Hg i
atmosfaeren gjor utslipp av Hg til et globalt problem som pavirker omrader fjernt fra kildene
til forurensning. Blant annet er det funnet hgye konsentrasjoner av kvikksglv 1 arktiske
omrader (Environment Canada 2008; Klif 2009). Langtransportert atmosfaerisk avsetning er
den viktigste arsaken til tilfgrsel av kvikksglv i de fleste akvatiske gkosystem, med unntak av

omrader med utslippskilder i nermiljget (Krabbenhoft & Rickert 2008).
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2.1.2 Kvikksglv i det akvatiske gkosystemet

I vann finnes kvikksglv i tre ulike oksidasjonstilstander, Hg", Hg* og Hg**. Ladningen
avhenger blant annet av redoksforholdene i systemet (vanLoon & Duffy 2005). Hg" finnes i
liten grad da den kun er stabil som ng2+ og lett omdannes til Hgo eller Hg2+. Under svakt
reduserende eller oksiderende forhold er Hg” forholdsvis stabil. Elementzrt kvikksglv tapes
imidlertid lett til atmosfaren ved fordampning og spiller pa den maten en viktig rolle i den
globale kvikksglvsyklusen. Under aerobe forhold vil Hg2+ vare den dominerende formen i
vann. Denne har sterk affinitet for flere uorganiske og organiske ligander og har en tendens til
a danne forbindelser med kloridioner og hydroksylgrupper. Komplekser med lgst organisk
materiale vil ofte vaere dominerende i ferskvann, men pavirkes av redoksforhold, pH og
tilstedevarelse av sulfid som kan utkonkurrere organiske materialer (Ullrich et al. 2001;

vanLoon & Duffy 2005).

Ved lave pH-verdier og reduserende forhold kan kvikksglv felles ut som kvikksglvsulfid
(HgS). Dette utgjor en viktig del av det totale kvikksglvinnholdet i sedimenter. Kvikksglv
finnes ogsa forbundet med organisk materiale eller uorganiske partikler i sedimenter.
Sedimenter er det viktigste lageret for kvikksglv i ferskvannssystemer (Ullrich et al. 2001;
vanLoon & Duffy 2005).

Metylkvikksglv (MeHg) finnes i mye lavere konsentrasjon i ferskvann enn Hg2+ men utgj@r
allikevel en svert viktig form for kvikksglv i akvatiske gkosystem. MeHg dannes ved at
karbon i en metylgruppe bindes til kvikksglv, hovedsakelig ved mikrobielle prosesser, selv
om abiotisk metylering ogsa er pavist (Fjeld & Rognerud 1993). Metylering kan forega bade i
vann og sedimenter og under aerobe og anaerobe forhold (Ullrich ez al. 2001).
Metyleringshastigheten er for gvrig stgrst ved anaerobe forhold og i grensesjiktet mellom
sedimenter og vann, hvor frigjgring av metylkvikksglv fra sediment til vann favoriseres av
korte diffusjonsavstander (Fjeld & Rognerud 1993). Partikulaert materiale som slar seg til ro
pa bunnen av innsjgen er en viktig kilde til a bringe kvikksglv til grensesjiktet mellom vann
og sedimenter (Ullrich et al. 2001). Metylkvikksglv kan danne komplekser med flere ligander
som for eksempel klor, som dominerer i saltvann, og svovel. Metylkvikksglvhydroksid
(CH3HgOH) er den mest stabile formen i ferskvann. I tillegg utgjor forbindelser med lg@st
organisk materiale en viktig del (Ullrich et al. 2001; vanLoon & Duffy 2005).
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Metylkvikksglv er forholdsvis stabilt i vann, men demetylering kan forega bade i vann og
sedimenter. Dette skjer ved mikrobielle prosesser og ved nedbrytning grunnet UV-straling fra
sollys. Dette bidrar til & holde konsentrasjonen av MeHg i vann lav i forhold til andelen av
Hg”*. Totale kvikksglvkonsentrasjoner i vann er rapportert & variere mellom 0,2 til 100 ng/I,
mens innholdet av MeHg ligger pa rundt 0,05 ng/l (Uria & Sanz-Medel 1998). Grenseverdien
for total Hg 1 drikkevann er satt til 0,5 pg/l (Folkehelseinstituttet 2009). Videre metylering av
MeHg til dimetylkvikksglv (DMeHg) kan forekomme, fgrst og fremst i ngytrale eller
alkaliene miljg. DMeHg er en flyktig forbindelse som kan unnslippe til atmosfaeren. Der
brytes den ned til Hg(II) ved fotolyse og felles ut med nedbgr (Ullrich ef al. 2001; vanLoon &
Duffy 2005). Ogsa andre kvikksglvforbindelser, som blant annet etylkvikksglv (EtHg), er
pavist a kunne finnes i jord og sedimenter. EtHg forekommer imidlertid kun i sma

konsentrasjoner i miljget (Issaro et al. 2009).

2.1.3 Bioakkumulasjon og biomagnifikasjon

Ved hjelp av redoksreaksjoner, metylering- og demetyleringsreaksjoner transformeres Hg fra
en tilstandsform til en annen i miljget. Tilstandsformen er avgjgrende for toksisitet og
tilgjengelighet for opptak av Hg i organismer. I tillegg er det avgjgrende for kvikksglvets
evne til a bioakkumulere i organismer (Watras et al. 1998). Bioakkumulasjon er avhengig av
opptakshastigheten av forbindelsen i en organisme gjennom mat eller ved absorpsjon, i
forhold til hastigheten organismen skiller ut eller bryter ned forbindelsen (vanLoon & Duffy
2005). Metylkvikksglv tas lettere opp i organismer enn uorganisk kvikksglv og
bioakkumuleres i stgrre grad. Akkumulasjon av metylkvikksglv i levende organismer
forklares med at forbindelsen er fettlgselig, har proteinbindende egenskaper og hgy affinitet
for tiolgrupper (AMAP & ACAP 2005; Ullrich et al. 2001; Uria & Sanz-Medel 1998).
Kvikksglv oppkonsentreres ogsa i sedimenter, og finnes derfor ofte i hgyere konsentrasjoner i
sedimenter enn i vann. Denne oppkonsentreringen ser ut til & veere pa grunn av binding til

sulfidgrupper i sedimentene (Uria & Sanz-Medel 1998).

Kvikksglv har vist seg a gke i konsentrasjon med gkende trofisk niva, noe som beskrives som
biomagnifikasjon. Dette innebarer at organismer som befinner seg lengst opp i na@ringskjeden
ofte har de hgyeste verdiene av kvikksglv. Biomagnifikasjon oppstar ved trofisk transport nar
kvikksglv absorberes fra karbonkilder, og respirasjonen av karbon skjer raskere enn

utrensningen av kvikksglv (Evans ef al. 2005; Watras et al. 1998). Trofisk niva hos fisk kan
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bestemmes ved a studere forholdet mellom isotoper av nitrogen (le /N = 815N) (Sharma et
al. 2008). Hgye verdier av 8N indikerer hgyt trofisk niva og er forbundet med de hgyeste
verdiene av kvikksglv (Evans et al. 2005). Fisk metylerer ikke kvikksglv selv, men far det inn
hovedsakelig gjennom mat. Opptak av kvikksglv pa lave trofiske niva er derfor sveert
avgjgrende for konsentrasjonen i fisk. Metylkvikksglv tas opp fra vann av seston og fgres sa
videre 1 den akvatiske n@ringskjeden ved opptak i zooplankton og deretter fisk (Watras et al.
1998). I tillegg til trofisk niva viser kvikksglvkonsentrasjonen innad i et fiskeslag seg a gke
med gkt alder og stgrrelse av fisken (Evans et al. 2005; Fjeld & Rognerud 1993). Det er vist
at metylkvikksglv utgjor den stgrste andelen av det totale innholdet av kvikksglv i fisk. Opptil
99 % av kvikksglvet i fisk er rapportert a vaere metylkvikksglv (Dittmann & Driscoll 2009;
Fjeld & Rognerud 1993; Ullrich et al. 2001). Som tidligere nevnt er denne andelen mye
lavere i vann. Den store forskjellen mellom konsentrasjonen av MeHg i vann og fisk
understreker betydningen av de biomagnifiserende egenskapene til kvikksglv, og viser at
specieringsanalyser er ngdvendig for & oppna god forstaelse av distribusjon av kvikksglv i det

akvatiske gkosystemet. Den akvatiske kvikksglvsyklusen er vist i figur 2.3.

AQUATIC MERCURY CYCLE

DEFOSITION DEPOSITICN

VOLATILIZATION VOLATILIZATION

AND DEPOSITION AND DEROSITION

Figur 2.3: Den akvatiske kvikksglvsyklusen. Uorganisk kvikksglv metyleres i vann og sedimenter.
Metylkvikksglv tas opp i sma organismer i vannet og viderefgres sa til hgyere organismer gjennom mat.

Pa den maten biomagnifiseres metylkvikksglv oppover nzringskjeden (Krabbenhoft & Rickert 2008).
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Ulike faktorer i miljget, som mengde lgst organisk karbon (DOC) som er til stede, pH og
temperatur pavirker distribusjon og transformasjon av kvikksglv mellom ulike tilstandsformer
i det akvatiske gkosystemet (Ullrich et al. 2001). Hgyt innhold av DOC gker tilfgrselen av Hg
fra nedslagsfelt og vatmark til innsjger og elver pa grunn av at Hg bindes til det organiske
materialet og fraktes med dette ut i vannet (Fjeld & Rognerud 1993). Stgrre tilgang pa
uorganisk kvikksglv og karbon som fglge av transport fra nedslagsfelt fgrer til gkt
metyleringshastighet. I tillegg kan organisk materiale fungere som vekstsubstrat for
metylerende bakterier. Metylering av uorganisk kvikksglv er den viktigste kilden til
metylkvikksglv i1 innsjger. Ved store konsentrasjoner av DOC i vann kan for gvrig metylering
reduseres ved at Hg2+ gjgres utilgjengelig for metylering pa grunn av binding til DOC, og pa
grunn av at lysinntregning og dermed fotolytisk nedbrytning av MeHg reduseres (Dittmann &
Driscoll 2009). Metylering og frigjgring av metylkvikksglv fra sedimenter ser ut til og
fremmes av sure forhold. Ved en gkning i tilgangen pa metylkvikksglv gkes ogsa opptak i
organismer pa lave trofiske niva. Dette gjenspeiles i konsentrasjoner i organismer pa hgyere
trofisk niva og kan vere noe av arsaken til at det ofte er funnet hgyere konsentrasjoner av
kvikksglv i fisk fra innsjger med lav pH (Dittmann & Driscoll 2009; Ullrich et al. 2001;
Watras et al. 1998). Hgy temperatur har vist seg a gke metyleringshastigheten og frigjgringen
av metylkvikksglv fra sedimenter, trolig pa grunn av at det har en positiv effekt pa mikrobiell

aktivitet (Evans et al. 2005; Ullrich et al. 2001).

2.1.4 Toksisitet av kvikksglv

2.1.4.1 Effekter i miljget

Kvikksglv er giftig for alle levende organismer og kan vere skadelig selv i sma
konsentrasjoner (AMAP & ACAP 2005; Environment Canada 2008; Klif 2009). Evnen til a
bioakkumulere og biomagnifisere oppover i n@ringskjeden skaper bekymring, da dette
inneberer at det kan finnes hgye konsentrasjoner av kvikksglv i fisk selv fra vann med lave
kvikksglvkonsentrasjoner (Evans et al. 2005). Faren for kvikksglvforgiftning gker i omrader
hvor den atmosfariske avsetningen er hgy og forholdene som fremmer metylering er tilstede.
Effekter av kvikksglv 1 dyr avhenger av tid og grad av eksponering, og vil variere mellom
ulike arter da enkelte arter er mer sensitive for kvikksglveksponering enn andre
(Scheulhammer et al. 2007). Fisk som gjedde, abbor og grret i ferskvann er eksempler pa

fiskeslag som befinner seg hgyt opp i neringskjeden og har stor sannsynlighet for a
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akkumulere hgye konsentrasjoner av kvikksglv. Effektene av kvikksglv pa fisk i naturlige
gkosystem er forholdsvis lite kjent, men fisk virker & kunne tolerere noksa hgye
konsentrasjoner av kvikksglv i kroppen (Environment Canada 2008). I omrader med sveert
hgy forurensning av kvikksglv er det for gvrig observert en effekt pa vekst og overlevelse. I
laboratorieforsgk er kvikksglv vist a pavirke blant annet adferd, produksjon av
kjgnnshormoner og reproduksjon. Kvikksglv kan overfgres til fiskefoster fra moren og fgre til

gkt dgdelighet blant foster (Scheulhammer et al. 2007).

Flere fugler og pattedyr har fisk som en viktig del av kostholdet og kan derfor bli utsatt for
kvikksglvforgiftning. Utsatte fuglearter er havgrn, fiskegrn, lom og isfugl, mens for pattedyr
er mink, oter, isbjgrn og sel blant dyr i faresonen (Scheulhammer et al. 2007). I studier utfgrt
pa fugl og pattedyr er kvikksglveksponering funnet a pavirke adferd og reproduksjon, samt a
ha nevrologiske effekter (Environment Canada 2008). Ved hgye konsentrasjoner har det fgrt
til gkt dgdelighet hos fugl (Scheulhammer et al. 2007).

2.1.4.2 Helseeffekter i mennesker

Mennesker kan eksponeres for ulike former for kvikksglv via forskjellige eksponeringsveier.
Inhalert elementert kvikksglv fra lufta og amalgam i tannfyllinger er viktige kilder. I tillegg
er enkelte yrkesgrupper utsatt, som for eksempel tannleger og arbeidere i smeltverk (Yassi et
al. 2001). Metylkvikksglv fra forurenset fisk utgjor for gvrig i de fleste tilfeller den stgrste
faren for mennesker. Fisk som fgde er forbundet med mange positive helseeffekter i
mennesker, og er en verdifull naringskilde. I enkelte samfunn utgjgr fisk en stor del av
kostholdet. Mennesker fra slike samfunn er s&rlig utsatt for kvikksglvforurensning dersom
innholdet av kvikksglv i fisk og sjgmat er hgy. Overvakning over konsentrasjonen av MeHg i

fisk, samt informasjon om dette, er derfor av stor betydning for menneskers helse.

Omtrent all metylkvikksglv som kommer inn i kroppen gjennom mat, blir absorbert. Selv om
mat er ansett som den viktigste kilden til metylkvikksglv i mennesker kan noe ogsa komme
fra inhalasjon eller absorpsjon gjennom huden som vist i figur 2.4. Kvikksglvet tas opp 1
blodet og gar inn i de rgde blodcellene. Med blodomlgpet blir det transportert til ulike organer
i kroppen. Den stgrste andelen av metylkvikksglv akkumuleres i nyrene. Metylkvikksglv kan
passere gjennom blod-/hjernebarrieren og dermed gjgre skade pa sentralnervesystemet.

Hjernen (sentralnervesystemet) akkumulerer om lag 10 % av kvikksglvet i kroppen og er det
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mest kritiske organet nar det gjelder kvikksglvforgiftning. Kvikksglv vil ogsa kunne
akkumuleres i lever og enkelte andre organer i kroppen (Committee on the Toxicological
Effects of Methylmercury 2000; Environment Canada 2008; Mergler et al. 2007).
Metylkvikksglv er en nervegift som blant annet kan fgre til blokkering av bindingssteder pa
enzymer, innvirke pa proteinsyntesen og hindre binding av tymidin i DNA (Uria & Sanz-

Medel 1998).
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Figur 2.4: Opptak, distribusjon og ekskresjon av metylkvikksglv i kroppen. Sentralnervesystemet (CNS),
spesielt hjernen, og foster er szerlig utsatt ved kvikksglvforgiftning (Committee on the Toxicological

Effects of Methylmercury 2000).

Halveringstiden for kvikksglv i menneskekroppen er pa omtrent 70 dager. Kroppen har evne
til a skille ut kvikksglv, men akkumulering oppstar nar opptak skjer raskere enn utskillingen.
Kvikksglv skilles ut av kroppen hovedsakelig som Hg2+ gjennom urin og avfgring.
Metylkvikksglv inkorporeres i har hvor det er forholdsvis stabilt. Har kan derfor brukes til &
overvake eksponering for kvikksglv over tid. Ogsa blod brukes ofte i biologisk overvakning
av metylkvikksglv (Committee on the Toxicological Effects of Methylmercury 2000;
Environment Canada 2008; Krabbenhoft & Rickert 2008). Urin viser eksponering kun for
uorganisk og metallisk kvikksglv (Folkehelseinstituttet 2009).
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Symptomene pa forgiftning fra metylkvikksglv varierer med grad av eksponering. Kjente
symptomer er prikking i huden, nummenhet, nedsatt koordinasjonsevne og sjelving. Det kan
ogsa pavirke syn, hgrsel og tale, og ved hgye konsentrasjoner gi utslag i unormal oppfgrsel,
pavirke intellektet, fgre til cerebral lammelse og i verste fall koma og dgd (AMAP & ACAP
2005; Environment Canada 2008). Verdens helseorganisasjon (WHO) har estimert at 5 % av
voksne mennesker med en kvikksglvkonsentrasjon i blodet pa 200 ug/L, vil oppleve

nevrologiske effekter (Mergler et al. 2007).

Mye av bekymringen knyttet til kvikksglveksponering gjelder overfgring av kvikksglv fra
mor til foster giennom morkaka. Fosterets hjerne er mer sensitiv til kvikksglveksponering enn
en voksen hjerne, og det kan foreckomme skader pa fosteret ved konsentrasjoner som ikke
pavirker moren (AMAP & ACAP 2005; Environment Canada 2008). Ogsa spedbarn kan fa
overfort kvikksglv fra mor via morsmelk. Morsmelk inneholder en mindre andel
metylkvikksglv i forhold til det som er i morens blod, men mer av uorganisk kvikksglv. Dette,
i tillegg til at det er en forholdsvis hurtig vekst hos spedbarn som fgrer til fortynning, gjgr at
nivaet av metylkvikksglv ofte reduseres de fgrste manedene etter fgdselen (Mergler et al.
2007). Eksponering av metylkvikksglv til foster og spedbarn er forbundet med forsinket
mental og motorisk utvikling hos barnet. Blant annet pavirker det lereevne og utvikling av
sprak, hgrsel og koordinasjon. Det er ogsa knyttet til adferdsproblemer hos barn. Barn som er
utsatt for metylkvikksglv fgr fgdsel har vist seg a gjgre det darligere pa tester angaende sprak,
hukommelse, oppmerksomhet og motorikk (AMAP & ACAP 2005; Environment Canada
2008; Mergler et al. 2007).

De alvorlige effektene metylkvikksglv har pa menneskers helse har fort til at det er innfgrt
kostholdsrad for inntak av fisk. Disse radene, innfgrt av mattilsynet i Norge, sier at gravide og
ammende bgr unnga a spise gjedde og abbor som er over 25 cm, og grret og rgye pa mer enn
en kilo. Andre bgr ikke spise disse fiskeslagene mer enn en gang i maneden (Klif 2009).
Grenseverdien for kvikksglv i fisk i Norge og EU er 0,5 mg/kg, med unntak av for spesifikke
fiskeslag som blant annet gjedde, kveite, uer og hai, som har en grense pa 1 mg/kg.
Provisorisk tolerabelt ukentlig inntak (PTWTI) er satt til 1,6 ug metylkvikksglv per kg
kroppsvekt (Folkehelseinstituttet 2009).
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2.2 Generelle trinn i metoder for bestemmelse av MeHg i biota og sediment

Som tidligere nevnt har forskjellige kvikksglvspecier ulik biotilgjengelighet og toksisitet.
Dette gjgr det ngdvendig a ha gode metoder for bestemmelse av individuelle
kvikksglvspecier, og ikke kun totalt kvikksglvinnhold i ulike prgvematrikser. Mange
specieringsanalyser av kvikksglv i sedimenter og biota fokuserer pa bestemmelse av MeHg i
tillegg til total kvikksglv. Det er ogsa utviklet metoder for bestemmelse av andre
kvikksglvforbindelser som EtHg eller elementart Hg, eller definerte grupper av kvikksglv
som organisk bundet Hg. Det er for gvrig mangel pa referansematerialer for disse speciene

eller gruppene av kvikksglv (Issaro et al. 2009).

For bestemmelse av MeHg finnes det flere ulike metoder. Metodene bestar ofte av en
kombinasjon av analytiske trinn hvor MeHg farst frigjgres fra prevematriksen, deretter
separeres fra andre kvikksglvspecier fgr det detekteres med en valgt deteksjonsteknikk. Et
oppkonsentreringstrinn kan benyttes dersom konsentrasjonen i prgvematerialet er lav (Uria &
Sanz-Medel 1998). Dette kapittelet gir en kort oversikt over teknikker som tas 1 bruk i de
ulike trinnene for bestemmelse av MeHg i sedimenter og biota. En n@rmere beskrivelse av

teknikkene som benyttes i denne oppgaven blir gitt i kapittel 2.3.

2.2.1 Utvinning av MeHg fra prgvematriks

Utvinning av MeHg fra prgvematriksen blir ofte sett pa som det vanskeligste trinnet i
specieringsanalyser av kvikksglv 1 faste prgvematrikser som biota og sediment. Utfordringene
i dette trinnet ligger i a oppna en fullstendig frigjgring av MeHg og samtidig unnga endring i
specieringen ved at MeHg omdannes til andre kvikksglvforbindelser, eller at det dannes
kunstig MeHg (Leermakers et al. 2005; Margetinova et al. 2008). Bindingene mellom
kvikksglv og provematriks, som for eksempel bindinger til leirmineraler, humusforbindelser
og sulfider, ma brytes, samtidig som bindingen til metylgruppen opprettholdes. Den fgrste
metoden for frigjgring av kvikksglv fra matriks som fokuserte pa bestemmelse av individuelle
kvikksglvspecier i stedet for totalt innhold, ble utviklet av West60 i 1966. Denne metoden tok
1 bruk konsentrert HCI for frigjoring av kvikksglvspeciene for ekstraksjon av
kvikksglvkloridet i benzen. Kvikksglvspeciene ble sa overfgrt til vandig fase ved omdannelse
til hydroksider ved hjelp av ammoniumhydroksid mettet med natriumsulfat (Harrington
2000). Siden den gang har flere modifikasjoner av denne metoden blitt utviklet. Benzen har til

stor grad blitt erstattet med forbindelser som toluen (C¢HsCH3) eller diklormetan (CH,Cl,) pa
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grunn av de skadelige egenskapene til benzen (Issaro et al. 2009), mens cystein (C3H;NO,S),
tiosulfat (S,05°") eller andre forbindelser med tiolgrupper, ni er mer vanlig for
tilbakeekstraksjon til vandig fase (Harrington 2000). Tilsetning av ulike forbindelser i
syretrinnet har blitt benyttet for a gke effektiviteten av utvinningen. Margetinova et al. (2008)
undersgkte effektiviteten for frigjgring av kvikksglv 1 zoobenthos og sedimenter ved tilsetning
av forbindelser som kobberklorid (CuCl,), kaliumbromid (KBr), natriumklorid (NaCl),
sitronsyre (C¢HgO-) eller metanol (CH3OH) til 3 M HCI. De fant at blandinger av HCI med
flere av disse forbindelsene gav gkt effektivitet i forhold til kun bruk av 3 M HCI. @kning av
konsentrasjonen fra 3 M til 6 M HCI gav for @vrig god effektivitet uten tilsetning av andre
forbindelser. I tillegg viste de at gkt tid for behandling av prgven med syre, og til en viss grad

gkt temperatur, hadde en positiv effekt pa utvinningsgraden.

De fleste teknikkene for utvinning av MeHg er basert pa metoden utviklet av West66 og
modifikasjoner av denne. Det finnes for gvrig andre teknikker som ogsa er i bruk. Alkalin
utvinning av kvikksglv med bruk av sterke eller svake baser har blant annet vist seg a vere
effektiv for fiskeprgver (Harrington 2000). Behandling med baser som
tetrametylammoniumhydroksid (TMAH) og kaliumhydroksid (KOH) sammen med metanol
har gitt god effektivitet for biologiske prgver, men har ikke vert vellykket for sedimenter
(Leermakers et al. 2005). Alkaliene Igsninger er vanskeligere a fa pa ren form sammenlignet
med sure lgsninger. I tillegg har tilstedevarelse av store mengder organisk materiale, sulfider
og jernioner ved bruk av denne metoden medfgrt problemer ved senere trinn i
analyseprosessen (Uria & Sanz-Medel 1998). En annen alternativ teknikk som har blitt
benyttet for sediment- og jordprgver er destillasjon (Harrington 2000). Her dannes det
flyktige forbindelser av kvikksglvspeciene som samles opp pa lukkede beholdere. Teknikken
har vist seg a vare effektiv, og bruk av organiske lgsemidler unngas, men den er funnet a
vare den metoden som genererer kunstig MeHg i stgrst grad (Uria & Sanz-Medel 1998).
Mikrobglgeteknikk har blitt benyttet for a gke hastigheten og effektiviteten av utvinningen
(Harrington 2000).

2.2.2 Oppkonsentrering

Da MeHg finnes i lave konsentrasjoner i naturlige prgver, serlig i sedimenter og i vann, kan
det kreves et oppkonsentreringstrinn fgr deteksjon. Vaskevaske-ekstraksjon etter

syrebehandling av bade biota, sediment og vann har blitt benyttet for oppkonsentrering. I fast
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fase ekstraksjon (SPE) eller fast fase mikroekstraksjon (SPME), kan kompleksagenter som
sulthydril bomullsfibre (SCF), ditiokarbamater (C4HgN,;Na,S4) eller 2-mecaptoetanol
(C,HgOS) benyttes for a holde tilbake kvikksglvspeciene pa kolonner for oppkonsentrering.
Disse frigjgres deretter med syre (Margetinova et al. 2008; Uria & Sanz-Medel 1998). En av
de mest vellykkede metodene for oppkonsentrering er dannelse av derivater av
kvikksglvspeciene ved bruk av natriumborhydrid (NaBHy) eller natriumboretyl NaB(C,Hs),.
Derivatene samles opp pa kolonner ved lav temperatur og frigjgres sa ved oppvarming av

kolonnene (Uria & Sanz-Medel 1998).

2.2.3 Separasjon

Kromatografi blir ofte sett pa som den mest effektive metoden for separasjon av ulike
kvikksglvspecier, og kromatografiske separasjoner koblet til sensitive atomdetektorer har vart
de mest populere tilneermingene i specieringsanalyser nar det gjelder kvikksglv (Uria &
Sanz-Medel 1998). Gasskromatografi (GC) var tidligere den mest brukte
separasjonsteknikken for bestemmelse av ulike kvikksglvspecier (Harrington 2000). Det er en
god teknikk for separasjon av flyktige specier eller nar det enkelt kan dannes flyktige
derivater. Prgveinnfgring til detektoren er enkel og effektiv da prgver pa gassform ofte
foretrekkes 1 atomdetektorer, noe som gir god sensitivitet (Uria & Sanz-Medel 1998). At GC
kun kan benyttes for flyktige specier begrenser for gvrig bruk av denne teknikken (Gonzalvez
et al. 2010). Det har ogsa vert et problem med lav reproduserbarhet ved bruk av GC som
separasjonsteknikk (Harrington 2000). Interaksjoner mellom kvikksglvspeciene og
pakningsmaterialene i kolonnen har fgrt til problemer som endret retensjonstid, forminsket
topphgyde eller areal og minneeffekter. Passivisering av pakningsmaterialet med HgCl, har
blitt benyttet for & unnga disse effektene. En annen metode for a forsgke a lgse disse
problemene har vart derivatisering av kvikksglvforbindelsene fgr separasjon i kolonna, slik at
et upolart pakningsmiddel kan benyttes for separasjon av de upolare derivatene (Leermakers

et al. 2005).

En alternativ separasjonsteknikk til GC er vaeskekromatografi, fortrinnsvis ’high performance
liquid chromatography” (HPLC). Den stgrste utfordringen ved denne teknikken har vert lav
sensitivitet som fglge av darlig effektivitet for preveinnfgringen til detektorene av de flytende
prgvene ved bruk av forstgvere (Uria & Sanz-Medel 1998). I takt med utviklingen av mer
sensitive detektorer har imidlertid bruken av HPLC gkt mye. De fleste metodene med HPLC
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benytter omvendtfase-separasjon med en silikabundet stasjon@rfase og mobilfase
inneholdende en organisk forbindelse, en kelaterende eller ionepardannende forbindelse og en
pH-buffer. Den viktigste fordelen med veskekromatografi over andre teknikker er muligheten

til a separere mange ulike organisk kvikksglvforbindelser (Leermakers et al. 2005).

Dersom det kun skal separeres ut en eller to kvikksglvspecier, kan ikke-kromatografiske
teknikker vare et godt alternativ, da disse kan ha god sensitivitet samtidig som de ofte er
raskere og rimeligere i bruk enn kromatografiske teknikker. Mens ikke-kromatografiske
teknikker var lite brukt tidligere, har dette i dag blitt en akseptert teknikk i specieringsanalyser
for bestemmelse av flere grunnstoffer. Den gkte interessen for denne type separasjoner kan
sees pa antall publiserte artikler som har gkt fra under 20 publikasjoner i 1977, til rundt 400
publiserte artikler i dag (Gonzalvez et al. 2010). Ikke-kromatografiske separasjoner kan
utfgres ved bruk av utvalgte kjemiske reagenser. Ved enkel ekstraksjon benyttes en reagens,
mens det i sekvensiell ekstraksjon benyttes flere reagenser som velges ut i fra prgvematriksen
som skal analyseres, og hvilke kvikksglvspecier som er av interesse. Enkle ekstraksjoner
benyttes for bestemmelse av kun en kvikksglvspecie. Det antas at hver kvikksglvspecie har en
egen reaktivitet og at den gnskede specien derfor kan ekstraheres selektivt ved hjelp av
kjemiske specieringsanalyser. Mangel pa selektive reagenser medfgrer for gvrig en usikkerhet
som ma tas hensyn til ved tolking av resultatet. Ved bruk av sekvensielle ekstraksjoner
separeres definerte grupper av kvikksglvspecier, for eksempel vannlgselig Hg, syrelgselig Hg
eller organisk bundet Hg, basert pa deres lgselighet i et lgsemiddel. Ogsa her er ikke-
selektivitet hos reagensene et problem, samt at kvikksglv kan reabsorberes og redistribueres
under ekstraksjonene. Bade enkle og sekvensielle ekstraksjoner har for gvrig vist seg a vaere
sensitive nok til 4 kunne benyttes i naturlige prgver (Issaro et al. 2009). En mye benyttet
metode er selektiv vaskevaske-ekstraksjon hvor den gnskede specien ekstraheres i et
organisk lgsemiddel og dermed separeres fra de andre kvikksglvspeciene. Dette etterfglges
ofte av et tilbakeekstraksjonstrinn (Gonzalvez et al. 2010). En annen framgangsmate er a
benytte kvikksglvspecienes ulike evne til og reduseres av reduksjonsmidler. Et eksempel er
bruk av tinnklorid (SnCl,) som reduserer Hg”* til Hg’. Hg* kan dermed detekteres med CV-
AAS mens MeHg, som ikke lar seg redusere av SnCl,, ikke blir detektert. Etter bestemmelse
av uvorganisk Hg har blant annet foto-oksidasjon blitt benyttet for oksidasjon av organiske
kvikksglvspecier til Hg** slik at total kvikksglv kan detekteres. Dette gjgr det mulig &
bestemme MeHg indirekte ved subtraksjon av den organiske delen. Bruk av mikroorganismer

for a separere MeHg fra uorganisk kvikksglv har ogsa blitt undersgkt. MeHg har vist seg a
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bindes til en type gjersoppceller (Saccharomyces cerevisiae) etter inkubasjon ved 37 °C i 30

min, mens Hg2+ ikke viste noen affinitet for disse cellene (Uria & Sanz-Medel 1998).

2.2.4 Deteksjon

Hybridteknikker hvor kromatografiske metoder kobles til en detektor, er som tidligere nevnt
ofte ansett for a veere de beste teknikkene for specieringsanalyser. Uria & Sanz-Medel (1998)
har listet opp egenskaper for den ideelle detektoren brukt til denne typen teknikker.
Detektoren bgr vaere sensitiv og spesifikk for kvikksglv, ha evne til a handtere gasser og
vasker ettersom GC eller HPLC benyttes, ha on-line kobling til separasjonskolonnen og et
bredt linezert maleomrade. Det bgr ogsa vere en multigrunnstoff og multiisotopisk teknikk.
De stgrste utfordringene har vert at detektorene ikke er spesifikke for kvikksglv og at
sensitiviteten ikke er god nok for a detektere kvikksglv i naturlige prgver. Den vanligste
metoden benyttet i specieringsanalyser for bestemmelse av kvikksglv var tidligere
gasskromatografi elektroninnfangningsdeteksjon (GC-ECD). Denne detektoren er ikke
selektiv for kvikksglv, noe som krever rensing av ekstraktet for deteksjon. Gasskromatografi
mikrobglgeindusert atomemisjonsspektroskopi (GC-MIP-AES) erstattet derfor til dels GC-
ECD pa grunn av detektorens spesifisitet for kvikksglv (Uria & Sanz-Medel 1998). I senere
tid har induktivt koblet plasma massespektrometri (ICP-MS) koblet til kromatografiske
separasjonsteknikker blitt en stadig mer utbredt metode ettersom tilgjengeligheten av dette
instrumentet har gkt (Shade & Hudson 2005). ICP-MS er den detektoren som kommer
naermest de ideelle egenskapene satt opp av Uria & Sanz-Medel ved at den er sensitiv,
selektiv og kan male ulike isotoper. I tillegg oppnas god ngyaktighet og presisjon
(Leermakers et al. 2005). Ulempen med ICP-MS er at instrumentet er dyrt samt at det
forbrukes store mengder av plasmagass, sarlig nar det er koblet til kromatografiske teknikker.
Dette gjor metoden lite egnet for rutinemessige analyser. AAS er kjent for & vare en robust og
enkel analytisk teknikk som er lite fglsom for matriksinterferenser, og som er tilgjengelig i
mange laboratorier. Flamme-AAS er en av de eldste detektorene som er blitt benyttet i
specieringsanalyser. Den kan enkelt kobles til flow-injection systemer (FI) og er billig i drift.
Ulempen er imidlertid at sensitiviteten ofte ikke er god nok. Elektrotermisk fordampning (ET-
AAS) har bedre sensitivitet, men er igjen vanskelig a benytte i kontinuerlige analyser
(Gonzalvez et al. 2010). Ved bruk av kalddamp (CV-AAS) kan det oppnas god sensitivitet.
Dette gjgr at AAS har vert, og fortsatt er, blant de mest populare deteksjonsteknikkene for
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kvikksglv. Kalddamp kan ogsa benyttes sammen med atomfluorescensspektroskopi (AFS), en

annen sensitiv og mye brukt metode (Morita ef al. 1998; Uria & Sanz-Medel 1998).

2.2.5 Prgvetakning, konservering og lagring

I tillegg til de nevnte analytiske trinnene er prgvetakning, konservering og lagring av prgven
for analyseprosessen viktige trinn i specieringsanalyser. Bevaring av MeHg i prgver kan vare
vanskelig da forbindelsen kan brytes ned pa flere ulike mater, som ved mikrobiell aktivitet,
oksidasjon eller ved UV-straling (Uria & Sanz-Medel 1998). Effekten av lagring pa
stabiliteten av MeHg i bade biota og sedimenter er noe omdiskutert. Biologiske prgver blir
ofte frosset eller frysetgrket dersom de ikke analyseres umiddelbart etter prgvetakning.
Gjentatt tining og frysing kan imidlertid fgre til nedbrytning av MeHg. Sedimenter analyseres
ofte ferske. Dersom lagring er ngdvendig bgr de oppbevares mgrkt ved lave temperaturer eller
de bgr frysetgrkes. Anbefalt materiale i beholdere som benyttes under analysen er glass eller
teflon (Leermakers et al. 2005). Alt utstyr som benyttes bgr syrevaskes fgr bruk for a unnga

kontaminering.

2.3 Utviklet metode

I denne oppgaven frigjgres MeHg fra provematriks ved hjelp av hydrogenbromid (HBr).
Separasjon av MeHg fra uorganisk Hg oppnas gjennom ekstraksjon med toluen og
tilbakeekstraksjon med L-cystein. Prgven oppsluttes i UltraClave for oksidasjon av MeHg til
Hg™*, for deteksjon med CV-AAS.

2.3.1 Utvinning fra prgvematriks og ekstraksjon av MeHg

Ved tilsats av en halogenert syre til prgven blir kvikksglv frigjort fra prgvematriksen gjennom
dannelsen av halogener (som for eksempel HgCl, eller CH;HgCl). De dannede organiske
kvikksglvhalogenene ekstraheres sa med et organisk lgsemiddel, i dette tilfellet toluen (figur
2.5a). HCI er en mye benyttet syre til dette formalet. Det er for gvrig vist at ekstraksjonen fra
vandig fase til toluen forenkles nar HBr benyttes i stedet for HCI (Stevens & Robertson
1974). Simpson (1961) bestemte fordelingskoeffisientene for MeHg-halogener mellom vann
og toluen. Dette viste at metylkvikksglv ble ekstrahert over i toluen i stgrre grad som

CH;3HgBr enn CH3HgCI. Ved ekstraksjon med toluen separeres MeHg fra uorganisk
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kvikksglv. Uorganiske forbindelser av kvikksglv kan ikke ekstraheres ut med et organisk
lgsemiddel og vil derfor bli verende i syrefasen. MeHg tilbakeekstraheres sa med L-cystein
(figur 2.5b). MeHg bindes til tiolgruppen i L-cystein og danner et ngytralt 1:1 vannlgselig
kompleks (Harry et al. 2004; Shade & Hudson 2005; Stevens & Robertson 1974). Med
tilbakeekstraksjonen blir MeHg fgrt tilbake til vandig lgsning som kan oppsluttes i UltraClave
samtidig som prgven oppkonsentreres. Tilbakeekstraksjon vil ogsa rense ekstraktet. EtHg
danner ikke komplekser med L-cystein og vil derfor bli separert ut fgr prgven oppsluttes
(Harry et al. 2004). Det er imidlertid ikke funnet i litteraturen om eventuelle andre organiske

kvikksglvformer ekstrahert med toluen kan danne komplekser med denne forbindelsen.

H O
[ H
HaoN . J\
" "oH
H H -
CH; SH
a b

Figur 2.5: a) Toluen bestar av en benzenring og en metylgruppe (Wikipedia 2009). b) L-cystein.
Metylkvikksglv bindes til tiolgruppen og det dannes ngytrale 1:1 kompleks (Wikipedia 2010).

2.3.2 Oppslutning i UltraClave

Informasjonen i dette avsnittet er hentet fra Gjengedal (2009b) og Jensen (2009) dersom annet

ikke er oppgitt.

Oppslutning, eller dekomponering av prgver, kan benyttes for & fa prgver pa vaeskeform
dersom det ikke kan analyseres pa fast materiale, og for & oppna homogene prgver. I dette
tilfellet ble det brukt for a oksidere MeHg til Hg2+ som kan detekteres ved bruk av CV-AAS.
Oppslutning av prgvene ble utfgrt med UltraClave som baseres pa mikrobglgeteknikk.
Prgvene plasseres i beholdere og settes i “load” bestaende av vann og syre. En antenne sender
ut mikrobglger som beveger seg gjennom et elektromagnetisk felt. Ettersom bglgene beveger
seg vil polare molekyler stadig vippe rundt, noe som kalles dipolrotasjon, mens positivt og
negativt ladde ioner vil fa en bevegelse fram og tilbake, kalt ionisk migrasjon. Dette skaper
friksjon og dermed varme som varmer opp load og prgver. Fordeler ved bruk av UltraClave er
at det kan brukes pa store prgvemasser, opp til 25 g organisk materiale og 250 g uorganisk

prgve. Innveiing av stgrre masse gjgr at en far et mer homogent uttak av heterogene prgver og

25



at det kan analyseres pa lavere deteksjons- og kvantifiseringsgrenser dersom konsentrasjonen
av analytten i prgven er lav. Det oppnas god presisjon da trykk og temperatur er likt i alle

beholderne.

For a dekomponere prgven tas det i bruk en syre som er passende for materialet i prgven.
Dersom det er organisk materiale i prgven vil en oksiderende syre benyttes. Ved valg av syre
ma det tas hensyn til eventuelle interferenser som kan dannes, og det ma passes pa at prgven
ikke blir flyktig eller felles ut med den aktuelle syra. Salpetersyre (HNO3) anbefales ofte til
dette bruket. Den kan Igse de fleste grunnstoffer, med unntak av edelmetaller, er sterkt
oksiderende og gir fa interferenser. Ved bruk av HNO; og hgy temperatur vil det vere en
sveert liten rest av organisk materiale i prgven, noe som gir god ngyaktighet. Andre brukte
syrer kan vere saltsyre (HCI), flussyre (HF), svovelsyre (H,SOy), perklorsyre (HC1O,),
“kongevann” og hydrogenperoksid (H>O»).

Prgven, tilsatt syre, plasseres i posisjonskarusell i et vannbad tilsatt H,SO4 og H,0O, (load)
(figur 2.6). Tilsats av H,SOy har til hensikt a sgrge for a beholde polariteten i lgsningen, da
vann blir upolart ved hgye temperaturer. Systemet trykksettes ved hjelp av nitrogengass til 40-
50 bar. Under prosessen kan det dannes store mengder nitrgse gasser (NOy). H,O, oksiderer
disse gassene til nitrat og forhindrer dermed ukontrollert trykkgkning. Det hgye trykket inne i
UltraClaven gjgr at det kan oppnas svert hgy temperatur uten at prgver og vann koker. Dette
forhindrer bade kontaminering forarsaket av sprut fra andre prgver og tap av prgve. Dersom
trykket blir for hgyt reguleres dette ved hjelp av et bevegelig lokk som lgftes nar trykket gker.
I prgven inne i UltraClaven vil det forega en eksoterm reaksjon. I prgver med hgyt organisk
innhold legges det inn “hviletrinn” hvor temperaturen holdes konstant noen minutter. Dette
gjores ved 50 °C som en sikkerhet dersom det skulle forkomme svert eksoterme reaksjoner i
prgven, og ved 110 °C da det er ved denne temperaturen at de fleste eksoterme reaksjoner

skjer.

Etter dekomponering er det viktig & beholde kvikksglv p4 ioneform (Hg*") for & hindre
fordampning av Hg og dermed tap av analytt. Stabilisering av prgven kan utfgres ved &
tilsette et sterkt oksidasjonsmiddel som K,Cr,O7 eller KMnO,. Kaliumpermanganat, som ble
benyttet i denne oppgaven, virker pa kvikksglv etter fglgende likning (Lohne 2009):

2MnO,,

4(aq)

+5Hg ., +8H,,, <> 2Mn_;

(aq) (aq)

+5Hg!" +4H,0,, )

(aq)
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Figur 2.6: Oppslutning i UltraClave. Teflonrgrene inneholdende prgvene er plassert i posisjonskarusell.
Denne senkes sa ned i load, et vannbad bestaende av 320 ml vann, 2-3 ml H,SO, og 20-30 ml H,0,, som

varmes opp ved hjelp av mikrobglger.

2.3.3 Deteksjon med CV-AAS

Spektroskopiske teknikker baseres pa reaksjoner mellom straling og materiale. Deler av
préven eksiteres ved hjelp av en energikilde. Informasjon om prgven oppnas ved a male
emittert straling nar den aktuelle analytten gar tilbake til grunntilstand, eller ved a male

absorbert straling som fglge av eksitasjonen (Holler et al. 2007).

Atomer absorberer straling med en bestemt bglgelengde, avhengig av energidifferansen
mellom grunntilstand og eksitert tilstand av atomet. Bglgelengden er karakteristisk for hvert
enkelt atom, noe som gjgr det mulig & identifisere atomene i en prgve (Holler et al. 2007). 1
atomabsorpsjonsspektroskopi sendes en lysstrale med gnsket bglgelengde inn mot prgven, og
intensiteten av lysstralen som slipper gjennom prgven males. Nedgangen i intensitet vil vere

proporsjonal med mengde analytt i préoven (Lohne 2009).

Atomspektroskopi krever atomisering av prgven. Dette kan utfgres ved hjelp av ulike
atomiseringsteknikker, hvor flamme, elektrotermisk og induktivt koblet plasma er de mest
brukte. Kalddamp er en form for atomisering som kun benyttes for kvikksglv, da dette er det
eneste metalliske grunnstoffet som finnes pa gassform i betydelig grad ved romtemperatur
(Holler et al. 2007). Bestemmelse av MeHg med CV-AAS forutsetter at prgven
dekomponeres for at MeHg skal omdannes til Hg**. Dette er ngdvendig da SnCl, kun
reduserer Hg** og ikke MeHg (Shade & Hudson 2005). Fgr analyse reduseres det toverdige
kvikksglvet til flyktig, elementart kvikksglv. Dette fgres inn i et rgr ved hjelp av en baregass,
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hvor absorpsjon ved bglgelengde 253,7 nm males. For a unnga at reduksjonsmiddelet (SnCl,)
blir brukt opp under analyse kan overskuddet av oksidasjonsmiddel fjernes rett for analyse
ved tilsats av oksalsyre eller hydroksylamin. Eventuelt kan det benyttes hgy konsentrasjon (10
% (v/V)) av reduksjonsmiddelet for a vaere sikker pa at alt kvikksglv reduseres. Likning (II)
viser reduksjon av kvikksglv med tinnklorid (Lohne 2009).

2+
(aq)

& Hg ) + S0 (ID)

(aq)

Hgf;;) +Sn

Kvikksglvbestemmelse ved CV-AAS kan automatiseres ved hjelp av Flow Injection Analysis
(FIA). Fordeler ved bruk av automatiserte metoder er at kostnader for operatgrer reduseres,
det blir mindre avfall, de er hurtige og presisjonen kan bedres ved at menneskelige feil
unngas. [ denne oppgaven ble det benyttet Flow Injection Mercury System (FIMS). Her
injiseres prgvene i en kontinuerlig strgm. To peristaltiske pumper suger prgve, baerelgsning og
reduksjonsmiddel inn i systemet og fgrer avfall ut. Prgven suges inn i injektoren og gjennom
en loop. Injektoren snur pa seg slik at baerelgsning suges inn og ferer prgven med seg til
blandkammeret. Reduksjonslgsningen suges rett inn i blandkammeret hvor Hg** blir redusert
til elementert kvikksglv. Volumet av prgven, det som befinner seg i loopen, vil vaere ngyaktig
det samme hver gang, i dette tilfellet 500 pl. Argongass (baregass) fgres inn i systemet og
blandes med kvikksglvgassen, som skilles fra vaeska i en vaske-gass-separator. Gassen fgres
inn i et rgr, og en lyskilde sender ut lys med den bestemte bglgelengden (253,7 nm) mot
préven. En detektor pa den andre siden av rgret maler intensiteten av lys som slipper
igjennom. Absorbert lys vil vaere proporsjonal med konsentrasjonen av kvikksglv i prgven

(Gjengedal 2009a; Lohne 2009). Et system for kalddampgenerering er vist i figur 2.8.

T To Instrument

Mixing / Reaction o

Coil

Sample

o Gas - Liqui

Reductant Separator

Reagents

Carrier Gas

Waste

Figur 2.8: Skjematisk tegning for kalddampgenerering. Prgven blandes med reduksjonsmiddel i et
blandkammer. Baeregass forer med seg flyktig Hg' inn i en vaeske-gass-separator og videre inn i

instrumentet for deteksjon (Lohne 2009).
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3 Eksperimentelt

3.1 Materiell

En oversikt over instrumenter, utstyr og reagenser og gasser som ble benyttet er vist i

tabellene 3.1 til 3.3.

Tabell 3.1: Utstyr og instrumenter benyttet ved oppslutning og analyse

Instrument Produsent

UltraClave 3 Milestone

Posisjonskarusell 40 posisjoner | Milestone

Prgveveksler AS 90 Perkin Elmer

FIMS 400 Perkin Elmer

Tabell 3.2: Utstyr benyttet ved forbehandling av prgver og annet laboratoriearbeid.

Utstyr Produsent
Analysevekt (4-desimalers) Sartorius
Toppvekt (3-desimalers) Sartorius

Elektroniske pipetter. 10-300 ul, 50-1000 | Biohit
ul og 100-5000 pul

Finnpipetter. 2-10 ml Thermo Scientific

Malekolber i glass. 50, 100 og 1000 ml Kebo lab as

Polypropylenrgr. 15 og 50 ml Greiner bio-one
Teflonrgr. 18 ml Milestone
Vertikalt ristebrett SM-30 Edmund Biihler
Sentrifuge Labfuge M Heraeus
Stavmikser MR430HC Braun

B-pure renseanlegg for vann Barnstead

(motstand minst 18 uS)
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Tabell 3.3: Reagenser og gasser

Reagenser og gasser Kjemisk Konsentrasjon | Kvalitet Produsent
Formel
Toluen CgHsCHj; 92,14 M Pro analysi | Merck
L-cysteinhydroklorid- C;H3CINO,S For Merck
monohydrat' H,O ) biokjemi
L-cysteinhydroklorid- C;H3CINO,S >99.0 % Sigma-Aldrich
monohydrat' ‘H,0 ) renhet
Natriumsulfat' Na,SO, - Pro analysi | Merck
Natriumacetat' CH;COONa - Pro analysi | Merck
Hydrogenbromid HBr 47 % (VIV) Pro analysi | Merck
Salpetersyre HNO; Minst 65 % Ultrapure | UMB?
(VIV)
Saltsyre HCl Minst 37 % Ultrapure | UMB?
(VIV)
Svovelsyre H,SOq4 96 % (VIV) Pro analysi | Merck
Hydrogenperoksid H,0, 30 % (V/IV) Pro analysi | Merck
Kaliumpermanganat KMnOy4 5 % (vIV) Pro analysi | Merck
Tinn(IDklorid-dihydrat' | SnCl, For Merck
) analyse
Argongass (til FIMS) Ar Komprimert 5.0 Yara
Nitrogengass N, Komprimert 2.6 Yara
(til UltraClave)
Etanol C,H;OH 96 % Teknisk Vinmonopolet
Metylkvikksglvklorid' CH;HgCl Analytisk | Sigma-Aldrich
) kvalitet
Kvikksglv Hg (metall) Igst | 1000 £ 3 pg/ml | 99,9999 % | Spectrapure
12,5 % HNO; renhet Standards
'Fast stoff

*Ultrapure HNO; og HCl ble destillert ved UMB fra syrer produsert av Merck.

Alt vann benyttet til fortynning av prgver og tillaging av standarder var Milli-Q vann fra

renseanlegget fra Barnstead. For tillaging av reduksjonsmiddel og berelgsning benyttet i

FIMS ble det benyttet destillert vann.
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Metylkvikksglvstandard ble laget ved a veie inn 108,680 mg CH3HgCl, tilsvarende 86,825
mg Hg. Dette ble lgst 1 85,86 g vann tilsatt 0,8 ml HCI (37 %). Dette gav en endelig
konsentrasjon pa 1000 mg/l. Av standarden ble det laget en mellomstandard pa 10 mg/1 tilsatt
0,1 M HCL. Det ble ogsa laget en mellomstandard pa 10 mg/1 fra Hg**-standard p& 1000 mg/1.
Denne ble tilsatt 0,2 M HNO;. Mellomstandardene ble oppbevart i 100 ml glasskolber. Bade
standardene og mellomstandardene ble oppbevart mgrkt og ved 4 °C.

MeHg er beskrevet som “meget giftig ved innanding, hudkontakt og svelging” (Sigma-
Aldrich 2009), og kan akkumuleres i kroppen. Det ble benyttet nitrilhansker N-DEX Plus fra
Best ved handtering av MeHg, samt standard verneutstyr som vernebriller og
laboratoriefrakk. Avfall fra bade MeHg og Hg”* ble behandlet som spesialavfall ved hgye
konsentrasjoner. Det ble utvist stor forsiktighet ved handtering av kvikksglv da det, i tillegg til
og tas opp gjennom mat, bade kan tas opp i kroppen ved inhalasjon og ved absorpsjon

gjennom huden (Committee on the Toxicological Effects of Methylmercury 2000).

Benyttede sertifiserte referansematerialer (SRM) med oppgitte sertifiserte omrader er vist i

tabell 3.4.

Tabell 3.4: Sertifiserte referansematerialer med sertifiserte omrader

Sertifisert referansemateriale Sertifisert omrade Produsent
CH;Hg" (mg/kg)

DORM-2 (Dogfish muscle) 4,47 +0,32 NRC'

DOLT-4 (Dogfish liver) 1,33+ 0,12 NRC'

ERM-CC580 (Estuarine sediment) | 0,075 £+ 0,004 ERM?*

1) NRC: National Research Council of Canada (NRC 1993; NRC 2008).
2) ERM: European Reference Materials (ERM 2004).

3.2 Metode

Det ble tatt utgangspunkt i en metode beskrevet av Maggi et al. (2009). I denne opprinnelige
metoden ble homogenisert prgvemateriale behandlet med HBr fgr dobbel ekstraksjon med
toluen og dobbel tilbakeekstraksjon med L-cysteinlgsning. Metylkvikksglv ble detektert med
Direct Mercury Analyser (DMA-80). Et oppsett for denne metoden er vist i figur 3.1a. For
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bestemmelse av metylkvikksglv i denne oppgaven, ble det foretatt noen endringer i den
opprinnelige metoden. For det fgrste ble DM A-80 erstattet med CV-AAS som
deteksjonsteknikk (avsnitt 2.3.3). | DMA-80 dekomponeres prgvene i instrumentet. De tgrkes
ved oppvarming og dekomponeres videre ved hjelp av en katalysator slik at det dannes Hg".
Kvikksglvdampen fanges opp pa en gullfelle, frigjgres termisk og detekteres med AAS ved
254 nm (Milestone 2003). Ved bruk av CV-AAS matte det innfgres et eget oppslutningstrinn
for oksidasjon av MeHg til Hg**, da denne teknikken er basert pa reduksjon av Hg** til Hg"
med SnCl, som beskrevet i avsnitt 2.3.3. Oppslutning ble derfor utfgrt ved hjelp av
UltraClave (avsnitt 2.3.2). En mulig forenkling av metoden, med reduksjon fra dobbel til
enkel ekstraksjon med toluen, ble sa undersgkt. Metoden med disse endringene er vist i figur
3.1b. Prosedyren for dobbel og enkel ekstraksjon er beskrevet i henholdsvis avsnittene 3.2.1
og 3.2.2, og oppslutning og deteksjon i henholdsvis 3.2.3 og 3.2.4. Vurdering av metodens

yteevne ble utfgrt som beskrevet i avsnitt 3.2.5.

Biological Biological
tissue tissue
/1

T I ¥ 7
)
. HBr Hal HBr
Hydrolysis Shaker Shaker Dissolution Shaker
Centrifugation Centrifugation Centrifugation
—
Double Toluene Simple Toluene
extraction Shaker extraction? Sl-laker .
Centrifugation Centrifugation
L-Cysteine L-Cysteine
Double back- Shaker Double back- Shaker
extraction Centrifugation extraction Centrifugation

—————
!
4
Digestion UltraClave
Detection Detection L
DMA-80 CV-AAS
(FIMS 400)

a) b)
Figur 3.1: a) Metode for bestemmelse av MeHg som beskrevet av Maggi ef al. (2009). Det ble utfert dobbel
ekstraksjon og DM A-80 ble benyttet for deteksjon. b) CV-AAS ble valgt som teknikk for deteksjon. Dette

medfgrte at et oppslutningstrinn var ngdvendig. Ekstraksjonen ble forenklet til enkel ekstraksjon.
Spgrsmalstegnet bak “’simple extraction” viser at dette var problemstillingen da utviklingen av metoden

ble pabegynt (Glomstad et al. 2010) (vedlegg 8).
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3.2.1 Dobbel ekstraksjon

Alle syrene som er beskrevet i metoden er benyttet med konsentrasjonene oppgitt i tabell 3.3.

Homogenisert prgvemateriale ble veid inn 1 50 ml polypropylenrgr og tilsatt 10 ml HBr.
Prgvene ble ristet i 5 min og sentrifugert i 10 min. Det ble sa tilsatt 20 ml toluen fgr risting i
20 min, etterfulgt av 20 min sentrifugering. Toluen ble tatt ut og overfgrt til nye 50 ml
polypropylenrgr. Ekstraksjonen ble deretter gjentatt med 15 ml toluen. Lgsningene fra de to
ekstraksjonene ble slatt sammen og 6 ml L-cysteinlgsning (1 % v/w) ble tilsatt for
tilbakeekstraksjon. Prgvene ble ristet i 20 min og sentrifugert i 5 min dersom dette var
ngdvendig for a skille fasene. L-cysteinen ble tatt ut og overfgrt til 15 ml polypropylenrgr.
Dette ble gjentatt med nye 6 ml L-cysteinlgsning. Ekstraktene av L-cystein ble slatt sammen
og blandet godt. 2,5 ml av L-cysteinlgsningen ble tatt ut for oppslutning i UltraClave.

L-cysteinlgsning ble laget ved a Igse 1 % L-cysteinhydroklorid-monohydrat, 12,5 %
natriumsulfat og 0,775 % natriumacetat i vann. Lgsningen ble oppbevart i en mélekolbe av
glass. Det ble laget ny Igsning for hver analyse. Risting av prgvene ble utfgrt pA Edmund
Biihler SM-30 vertikalt ristebrett ved hastigheten 300 mot min™'. Sentrifugering ble utfgrt pa
Heraeus Labfuge M ved 2400 rpm.

3.2.2 Enkel ekstraksjon

For a spare tid og bruk av reagenser, samt forbedre metodens ngyaktighet, var det gnskelig a
undersgke effektiviteten av en enkel ekstraksjon med toluen i stedet for dobbel ekstraksjon.
Prgvene ble tilsatt HBr og ristet og sentrifugert som beskrevet i avsnitt 3.2.1. Det ble deretter
tilsatt 25 ml toluen. To ulike ristetider med toluen, 20 min og 40 min, ble undersgkt. 20 min
viste seg a gi like god effektivitet som 40 min og ble derfor benyttet for videre bruk. Prgvene
ble sentrifugert i 20 min. 20 ml toluen ble sa tatt ut for tilbakeekstraksjon med L-

cysteinlgsning pa samme mate som for dobbel ekstraksjon.

3.2.3 Oppslutning av prgver i UltraClave

Etter dobbel tilbakeekstraksjon med L-cystein ble 2,5 ml av prgven pipettert ut og overfert til
teflonrgr for oppslutning. Teflonrgrene ble satt til oppslutning i en load bestaende av 20-30 ml

H,0; og 2-3 ml H,SO4 1 320 ml vann. Maksimum temperatur under oppslutningen var 250 °C.
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En n@&rmere beskrivelse av programmet som ble benyttet er vist i vedlegg 1. Prgvene ble
tilsatt HNOs for oppslutning. Det ble tilsatt fra 1 ml til 1,5 ml HNO3, avhengig av hvor mange
ganger prgven skulle fortynnes for videre analyse. Fortynning av prgvene er ngdvendig for a
komme innenfor det validerte maleomradet for den instrumentelle metoden, og for a oppna
passende syrekonsentrasjon i prgvene. De oppsluttede prgvene ble overfgrt til 15 ml
polypropylenrgr og fortynnet til gnsket volum. De ble tilsatt en drape KMnO, som er et sterkt
oksidasjonsmiddel for 4 beholde kvikksglvet pa ioneform (Hg”"). Dette forhindrer

fordampning og dermed tap av analytt.

3.2.4 Deteksjon

Oppsluttet prgvelgsning ble tatt opp ved hjelp av prgveveksler AS 90 og analysert med Perkin
Elmer FIMS 400 ved maling av absorbans pa 253,7 nm. Det ble gjort tre replikate malinger av
hver prgve. Berelgsning som ble benyttet i FIMS bestod av 8,5 % HCI (V/V).
Reduksjonslgsningen for reduksjon av Hg** til Hg” inneholdt 10 % SnCl, (v/V) lgst i 8,5 %
HCI (V/V). Instrumentet ble kalibrert med en kalibreringsrekke av Hg2+—standarder. Det ble
benyttet to ulike kalibreringsrekker, en for prgvematrikser med hgyt innhold av kvikksglv og
en for prgver med lavere kvikksglvinnhold. Disse er vist i tabell 3.5. "Hgy” kalibreringsrekke
ble brukt for muskel og lever fra fisk mens den lave” ble benyttet for sedimenter og rogn
som hadde lave konsentrasjoner av kvikksglv. Kalibreringsstandardene ble laget ut fra Hg**-
standard pa 10 mg/1 via en mellomstandard pa 200 ug/l. Standardene med konsentrasjoner pa
0,5 ug/l og lavere ble laget fra standarden pa 10 ug/l for a unnga for mange ganger

fortynning. Alle standardene ble tilsatt samme mengde KMnO, som prgvene.

Tabell 3.5: Benyttede kalibreringsrekker. Hgy kalibreringsrekke ble benyttet for muskel og lever fra fisk,

mens lav kalibreringsrekke ble benyttet for sedimenter og rogn som har lavere kvikksglvinnhold.

Prgvemateriale Hg™ (ug/)

Hgy kalibreringsrekke Fiskemuskel,lever | O [ 05| 1 5 10

Lav kalibreringsrekke Sedimenter, rogn 0 (0205 1 5
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3.2.5 Vurdering av metodens yteevne

Alle de omtalte prgvene ble oppsluttet i UltraClave og analysert med CV-AAS som beskrevet
1 avsnittene 3.2.3 og 3.2.4.

3.2.5.1 Ngyaktighet i metoden

Metodens ngyaktighet ble undersgkt ved hjelp av sertifiserte referansematerialer. For
biologiske prgver ble SRM DORM-2 og DOLT-4 benyttet. Bestemmelse av MeHg i DORM-
2 ble gjort ved bade dobbel og enkel ekstraksjon som beskrevet i avsnittene 3.2.1 og 3.2.2.
For DOLT-4 ble det kun utfgrt enkel ekstraksjon basert pa erfaringene gjort ved
sammenligning av enkel og dobbel ekstraksjon med DORM-2. I DOLT-4 ble det dannet
emulsjon i prgven etter tilsats av toluen. Dette ble fjernet ved tilsats av 3-4 ml etanol (95 %).
Pa grunn av dannelse av et lag mellom de to fasene som gjorde det vanskelig a ta ut 20 ml

toluen for tilbakeekstraksjon, ble det tatt ut kun 15 ml, og 1 ett tilfelle, 10 ml toluen.

Metodens ngyaktighet for sedimenter ble undersgkt ved hjelp av SRM ERM-CC580. Samme

prosedyre som for biologiske prgver, med enkel ekstraksjon, ble benyttet.

MeHg-standard ble ogsa brukt for a se pa metodens ngyaktighet. Blankprgver ble spiket med
0,3 ml av MeHg-standard pa 10 mg/l, mens DORM-2 og ERM-CC580 ble spiket med 0,2 ml
av samme standard. Da de spikede blankprgvene gav lav gjenfinning, ble det undersgkt om
ristetiden med HBr hadde innvirkning pa tapet. Gjenfinningen ble undersgkt ved ulike
ristetider, 5 min, 1 min og uten risting fgr tilsats av toluen. Blankprgver ble ikke sentrifugert
da det ikke var noe bunnfall i disse. For a undersgke i hvilke trinn i metoden tapet av MeHg
forekom, ble det tilsatt MeHg i hvert av de tre ulike ekstraksjonstrinnene som vist i figur 3.2.
Like mengder med MeHg ble tilsatt til noen prgver i syretrinnet, til andre prgver i
ekstraksjonstrinnet med toluen, og i en tredje gruppe med prgver ble MeHg tilsatt direkte i L-
cysteinlgsningen fgr oppslutning. Det ble ogsa tilsatt HBr til en gruppe prgver som var spiket
med MeHg i toluentrinnet. Prgvene fulgte vanlig prosedyre fra det trinnet hvor MeHg ble
tilsatt.

35



MeHg

I

—> H H Ultra{:laﬁe — C‘- AAS

Toluen L-cystein
MMeHg

— H —» | UltraClave | > | CV-AAS
Toluen L-eystein

E.-__
L'ltra{'_llaﬁ e | —» | CV-AAS

L-cystein

Figur 3.2: Tilsetning av MeHg ved ulike trinn i ekstraksjonen. MeHg ble tilsatt i HBr i enkelte blank, i

toluen i andre og i L-cystein i en tredje gruppe av blankprgver.

3.2.5.2 Pavirkning fra Hg**

Det ble undersgkt om tilstedevzarelse av Hg** pavirker malingen av MeHg. Blankprgver og
DORM-2 ble spiket med 0,3 ml av Hg**-standard p& 10 mg/l. Blankprgvene ble ekstrahert
med enkel ekstraksjon, mens det ble utfgrt bade dobbel og enkel ekstraksjon av spiket
DORM-2.

3.2.5.3 Presisjon i metoden ved bestemmelse av MeHg i prgver av fisk og sediment

Innholdet av MeHg ble bestemt i fiskeslaget lake (Lota lota). Det ble tatt prgver fra lever,
rogn og muskel tre steder pa fisken som vist i figur 3.3. Muskelprgvene ble tilsatt vann
(omtrent 3:1) og homogenisert ved hjelp av stavmikser. Rogn og lever ble homogenisert pa
samme mate men uten tilsats av vann. Det ble veid ut seks paralleller av rogn for bestemmelse
av metodens presisjon, og tre paralleller av de gvrige prgvene, alle pa omtrent 1,5 g
(ngyaktige innvekter er gitt i vedlegg 5). Det ble utfgrt enkel ekstraksjon fgr oppslutning og
deteksjon.

Sedimenter ble gitt fra Norsk institutt for vannforskning (NIVA). Prgvene, fra Bjgrvika i
Oslofjorden, ble forbehandlet ved NIVA. De ble tgrket ved 60 °C, siktet gjennom en 100 pm
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sikt og homogenisert (Dahl 2010). Det ble veid inn seks paralleller pa omtrent 2 g (ngyaktige

innvekter er gitt 1 vedlegg 5). Provene ble analysert etter enkel ekstraksjon.

Figur 3.3: I tillegg til prgver fra lever og rogn, ble det tatt prgver fra muskel av fisken pa tre ulike steder,

markert med rgd ring og nummer for de ulike prgvene.

3.2.5.4 Effektivitet av oppslutning og stabilitet av MeHg standard

40 pl av MeHg-standard (10 mg/1) tilsatt 1,5 ml HNOj3 ble oppsluttet i UltraClave og analysert
for a undersgke effektiviteten av oppslutningen. Stabiliteten til MeHg-standard oppbevart
mgrkt og kjglig (4 °C) ble undersgkt ved a male konsentrasjonen i en standard som var lagret
én dag, en som var lagret én uke og en som var lagret én maned. Samme mengde av
standardene ble ogsa analysert uten oppslutning pa UltraClave for a undersgke om MeHg var

blitt omdannet til Hg>* under lagringen.

3.2.6 Bestemmelse av total kvikksglv i prgver av fisk og sediment

Totalt Hg ble bestemt i fiskeprgvene ved a oppslutte omtrent 1,5 g prgver tilsatt 5 ml HNO;
for deteksjon med CV-AAS. Av sedimentene ble det veid inn omtrent 0,5 g og tilsatt 5 ml
HNO:; for oppslutning (ngyaktige innvekter er vist i vedlegg 6).
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4 Resultat

4.1 Enkel og dobbel ekstraksjon og ngyaktighet i metoden

Enkel og dobbel ekstraksjon i den nye metoden for bestemmelse av MeHg ble sammenlignet
ved analyse av referansematerialet DORM-2 (fiskemuskel). Resultatet er vist 1 figur 4.1.
Enkel ekstraksjon gav verdier som var innenfor det sertifiserte omradet, mens malt verdi ved
dobbel ekstraksjon var noe lavere enn det sertifiserte omradet. Enkel ekstraksjon ble derfor

valgt for videre bruk.

DORM-2

5,00 +

4,00

3,00 -

2,00 -

MeHg (mg/kg)

1,00 A

0,00

Dobbel ekstraksjon Enkel ekstraksjon Sertifisert omrade
(n=3) (n=8)

Figur 4.1: Malte verdier ved dobbel og enkel ekstraksjon med tilhgrende usikkerheter og sertifisert

omrade av referansematerialet DORM-2 (fiskemuskel). n tilsvarer antall paralleller som ble analysert.

Resultatet for analyse av DORM-2 med enkel ekstraksjon er oppgitt i tallverdier i tabell 4.1.
Resultatene fra analyse av ytterligere to referansematerialer, et biologisk referansemateriale,
DOLT-4, og et estuar sediment, ERM-CCS580, er ogsa gitt i tabellen. | DOLT-4 ble emulsjon i
preven lgst med tilsats av etanol. For ERM-CC580 ble blankverdier trukket fra da disse var
hgyere enn LOQ. Av tabellen kan det sees at de malte verdiene med usikkerhet var innenfor

det sertifiserte omradet for alle de tre referansematerialene. Maleverdier er vist i vedlegg 2 og
3.
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Tabell 4.1: Oversikt over malte verdier og sertifiserte omrader av de benyttede referansematerialene. n

tilsvarer antall paralleller som ble analysert.

SRM Malte verdier Sertifisert omrade
(mg/kg) (mg/kg)

DORM-2, fiskemuskel (n=8) 42+0,12 4,47 + 0,32

DOLT-4, fiskelever (n=6) 1,19 £ 0,017 1,33+ 0,12

ERM-CC580, estuar sediment (n=6) 0,0722 + 0,00092 0,075 £ 0,004

4.2 Gjenfinning av MeHg-standard

Spiking av blankprgver med MeHg-standard gav lav gjenfinning. Dette ble ikke opplevd ved
spiking av referansematerialene DORM-2 og ERM-CC580, som i begge tilfeller gav god
gjenfinning av standarden. Da det viste seg at MeHg ikke ble tapt dersom prgvene ble spiket i
toluentrinnet eller i L-cystein, ble det antatt at tapet forekom i syretrinnet nar prgven ristes
med HBr. Effekten av ulike ristetider med HBr ble derfor undersgkt. Gjenfinningen av MeHg
viste seg a minke med gkt ristetid, som vist i figur 4.2. Selv uten noe risting med HBr var
gjenfinningen lavere ved spiking i dette trinnet enn ved spiking i de to pafglgende trinnene
som vist i figur 4.3. Tilsats av HBr etter spiking i toluentrinnet gav omtrent samme

gjenfinning som nar spiking ble utfgrt i HBr. Resultatene fra mélingene er vist i vedlegg 4.

Gjenfinning av MeHg-standard ved ulike

653 ristetider
90 - :

77,1

Gjenfinning (%)

0 min 1 min 5 min
Ristetid

Figur 4.2: Gjenfinning av MeHg-standard i spikede blankprgver ved ulike ristetider med HBr. Tapet gkte
med gkt ristetid.
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Gjenfinning av MeHg-standard ved spiking i ulike ekstraksjonstrinn

100,0 - 96,9 96,5

86,2

75,0 -

50,0 -

Gjenfinning (%)

25,0 -

0,0 -

HBr Toluen L-Cystein HBr tilsatt etter
spiking i toluen

Trinn for tilsats av MeHg

Figur 4.3: Gjenfinning av MeHg-standard i blankprgver nar prgvene ble spiket i ulike trinn i

ekstraksjonen. Blank spiket med MeHg i syretrinnet ble ikke ristet.

4.3 Pavirkning fra Hg?"

Det ble undersgkt om tilstedevaerelse av hgye konsentrasjoner av Hg** ville pavirke malingen.
DORM-2 ble spiket med 250 pg/l Hg2+. Det ble utfgrt bade enkel og dobbel ekstraksjon.
Spikede prgver gav ingen betydelige endringer i resultatet i forhold til ikke-spikede prgver,
som vist i figur 4.4. Det ble ikke detektert kvikksglv i blank som var spiket med Hg**.

Effekt av spiking med Hg2+

4,0 -
3 3,0 -
Es)
£
o 2,0 4
T
(0]
=

1,0

0,0 -

Ingen tilsats 250 pg/l Hg2+ Ingen tilsats 250 pg/l Hg2+
(n=8) (n=4) (n=3) (n=3)
Enkel ekstraksjon Dobbel ekstraksjon

Figur 4.4: Malte verdier av DORM-2 med og uten spiking med Hg**. Spiking gav ingen gkning i malte

verdier.
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4.4 Effektivitet av oppslutning i UltraClave og stabilitet av MeHg-standard

Oppslutning av MeHg-standarden pa 10 mg/1 i UltraClave gav en gjenfinning pa nar 100 %.
Bestemmelse av MeHg i standarder med samme konsentrasjon som var lagret i glass i
kjgleskap viste ingen endring i konsentrasjon over en periode pa 1 maned som vist i figur 4.5.

De samme standardene ble analysert uten oppslutning. Det ble ikke detektert kvikksglv i1 disse

prgvene.
Stabilitet av MeHg-standard
98 99 100
100
80
S
> 601
=
c
£
= 40
0,
G}
20
0 : :
1 dag 1 uke 1 maned

Figur 4.5: Malte konsentrasjoner i MeHg-standarder som var lagret 1 dag, 1 uke og 1 maned. Bla sgyler
viser gjenfinning av oppsluttede standarder mens rgd sgyler viser gjenfinning av de samme standardene

uten oppslutning. Det ble ikke detektert kvikksglv i prgver som ikke var oppsluttet.

4.5 Deteksjons- og kvantifiseringsgrense

Metodens deteksjonsgrense (LOD) og kvantifiseringsgrense (LOQ) er beregnet som
henholdsvis 3 - SD og 10 - SD for metodeblank, det vil si blankprgver som har fulgt hele
prosedyren for metoden. Metodens LOD og LOQ er vist i tabell 4.2. LOD og LOQ ble
beregnet ut fra blank som var fortynnet 4 ganger etter oppslutning i UltraClave. Analyse av de
tre benyttede referansematerialene krevde imidlertid ulike fortynninger for a oppna
konsentrasjoner som var innenfor det validerte maleomradet. Referansematerialet for
sedimenter, ERM-CC580, ble fortynnet 4 ganger, mens fiskelever (DOLT-4) og fiskemuskel
(DORM-2) ble fortynnet henholdsvis 18 og 30 ganger. Nar det ble beregnet LOD og LOQ
med blankprgver som fulgte samme prosedyre som disse referansematerialene virket
grenseverdiene a gke med antall ganger blank ble fortynnet etter oppslutning. Disse

beregnede verdiene for LOD og LOQ kan ogsa sees i tabell 4.2. De nevnte fortynningene i
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tabellen viser antall fortynninger som ble gjort med blank etter oppslutning 1 UltraClave.
Sedimenter og rogn som ble analysert i denne oppgaven ble fortynnet 4 ganger etter
oppslutning, mens lever og muskel ble fortynnet 6 ganger. Ved omtale av LOD og LOQ i
denne oppgaven er det verdiene som er beregnet for prgver med lavt innhold av MeHg

(uthevet i tabell 4.2) som er benyttet dersom annet ikke er omtalt.

Tabell 4.2: Metodens LOD og LOQ. Prgver med ulike konsentrasjoner av MeHg ma fortynnes ulikt etter
oppslutning for 4 komme innenfor validert maleomrade. Fortynningene vist i tabellen tilsvarer antall
ganger prgven ble fortynnet etter oppslutning. LOD og LOQ pavirkes av dette og ble derfor beregnet for
prover med hgyt, middels og lavt innhold av MeHg. Prgver som ble analysert i denne oppgaven hadde lavt
innhold av MeHg og ble fortynnet 4 eller 6 ganger (uthevet).

Innhold av MeHg i prove | Fortynning LOD LOQ

pg/l mg/kg* ug/l mg/kg*
Lavt (ERM-CC580) 4 0,0074 | 0,000059 | 0,025 | 0,00020
Middels (DOLT-4) 18 0,103 0,00083 | 0,344 | 0,00275
Hgyt (DORM-2) 30 0,285 0,00228 | 0,950 | 0,00760

* Antatt innvekt pa 1,5 g

Instrumentets LOD, bestemt ved hjelp av syntetiske blankprgver, var 0,0055 pg/l. Disse
blankprgvene var kun tilsatt HNOj3 i deionisert vann for & oppna samme syrekonsentrasjon

som kalibreringsstandardene for instrumentet.

4.6 Presisjon i metoden ved bestemmelse av MeHg i rogn og sediment

Metodens presisjon skulle beregnes ut i fra seks paralleller av rognprgvene. En av parallellene
viste seg ved hjelp av Q-testen a vere en uteligger (vedlegg 7), og ble derfor utelatt i
beregningen av presisjonen. Standardavviket for prgvene var pa 0,00017 mg/kg og RSD pa
0,45 %.

Presisjonen ble ogsa beregnet ut fra seks paralleller av sedimentprgvene som ligger lavere i

maleomradet enn rogn. SD for disse var pa 0,00019 mg/kg mens RSD var pa 6,9 %.

Resultatet for begge malingene kan sees i tabell 4.3.
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Tabell 4.3: Malte verdier av MeHg i rogn og sediment, samt beregnet gjennomsnitt, SD og RSD.

Rogn Sediment

Parallell MeHg (mg/kg)* | MeHg (mg/kg)*
1 0,0378 0,0028
2 0,0381 0,0028
3 0,0379 0,0026
4 0,0379 0,0030
5 0,0382 0,0026
6 - 0,0030
Gjennomsnitt 0,0380 0,0028
SD 0,00017 0,00019
RSD 0,45 % 6.9 %

* RSD i siste rad er ikke oppgitt i mg/kg men i %.

4.7 Bestemmelse av MeHg og total Hg i prgver av fisk og sediment

Metylkvikksglv og totalt kvikksg@lv ble bestemt 1 muskelprgver, lever og rogn fra
ferskvannsfisken lake. Fisken ble fanget i Glomma i Eidsberg/Skiptvet kommuner i februar
2010, var 74 cm lang og veide omtrent 4,5 kg. MeHg og totalt Hg ble ogsa bestemt i
sedimenter fra Bjgrvika i Oslofjorden. Prgvene var tatt fra omtrentlig de gverste 25 cm av
sedimentene. Malte verdier samt beregnet andel MeHg av total Hg ut fra middelverdiene, er

vist 1 tabell 4.4.

Tabell 4.4: Innhold av MeHg og totalt Hg i fiskeslaget lake og i sediment fra Bjgrvika. Tallene pa

muskelprgvene viser til omradet pa fisken prgvene ble tatt fra som vist i figur 3.3.

Prove MeHg (mg/kg) Totalt Hg (mg/kg) | Andel MeHg (%)
Muskel 1 0,39 + 0,028 0,42 + 0,015 94
Muskel 2 0,46 £ 0,020 0,516 + 0,0045 88
Muskel 3 0,50 £0,015 0,54 £0,013 91

Lever 0,202 +0,0019 0,228 + 0,0050 89

Rogn 0,0380 + 0,00017 | 0,0419 +0,00039 91
Sediment | 0,0028 £ 0,00019 7,2 +£0,51 0,04
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5 Diskusjon
5.1 Nayaktighet i metoden

5.1.1 Sertifiserte referansematerialer

Med hensyn pa a forenkle metoden var det gnskelig a erstatte dobbel ekstraksjon med enkel
ekstraksjon. For a oppna god ngyaktighet i metoden er det avgjgrende at ekstraksjonen er
effektiv, slik at all MeHg overfgres fra vaeskefasen til den organiske fasen. Det matte derfor
undersgkes at effektiviteten ikke ble redusert ved bruk av enkel ekstraksjon. Ved enkel
ekstraksjon samsvarte de malte verdiene med det sertifiserte omradet, mens med dobbel
ekstraksjon ble resultatet noe lavere. Effektiviteten ved enkel ekstraksjonen ser derfor ikke ut
til a reduseres i forhold til dobbel ekstraksjon. Forbedret ngyaktighet i metoden ved enkel
ekstraksjon kan ha sammenheng med at det ved bruk av dobbel ekstraksjon kreves et
fullstendig uttak av toluen uten at det fglger med forurensning fra syrefasen. Dette er fordi
tilstedevarelse av HBr nar MeHg skal tilbakeekstraheres med L-cystein, kan pavirke
likevekten mot fritt L-cystein og molekylert CH;HgBr, og dermed hindre fullstendig
overfgring fra toluen til L-cystein (Stevens & Robertson 1974). Uttak av all toluen kan
vanskelig la seg gjgre uten at noe av den organiske fasen gar tapt. Det ble antatt at MeHg var
homogent fordelt i toluen etter ekstraksjon. Ved enkel ekstraksjon kunne det derfor tas ut et
mindre, men eksakt volum av den organiske fasen for tilbakeekstraksjon. Det totale innholdet
av MeHg kunne sa beregnes da benyttet volum var kjent. Pa denne maten unngas det at
organisk fase gar tapt, samtidig som faren for tilstedevarelse av HBr i toluen reduseres. Enkel
ekstraksjon ble valgt for videre bruk i metoden da dette sa ut til a forbedre metodens
ngyaktighet samtidig som det forenklet metoden. En annen fordel er at forbruket av toluen

reduseres med 10 ml per prgve ved bruk av enkel ekstraksjon.

Med det andre biologiske referansematerialet som ble benyttet for & undersgke metodens
ngyaktighet, DOLT-4, ble det som tidligere nevnt dannet emulsjon i ekstraksjonstrinnet (figur
5.1). Emulsjon er fordeling av én vaske som sma draper i en annen vaske, hvor de to
vaskene ikke er blandbare (Brekke 2010). Det antas at emulsjonen ble dannet pa grunn av
hgyt fettinnhold i referansematerialet (Maggi et al. 2009). Det var viktig & finne en god
metode for a lgse emulsjon da dette problemet kan oppsta ogsa ved analyse av andre typer
prgver. Bruk av etanol lgste emulsjonen, men det ble liggende et lag mellom syrefasen og den

organiske fasen som gjorde det vanskelig a ta ut 20 ml toluen slik det ble gjort med DORM-2.
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- Dette gjorde at det ble tatt ut et noe mindre volum av toluen
\ (10-15 ml) for tilbakeekstraksjon med L-cystein. Da MeHg
er antatt a veere homogent fordelt i toluen, ble ikke dette
forventet a ha noen innvirkning pa resultatet. Malte verdier
av DOLT-4 var innenfor det sertifiserte omradet. Bruk av

etanol virker derfor a vare en tilfredsstillende metode for a

lgse emulsjon i prgver.

Bestemmelse av MeHg i sedimenter blir ofte beskrevet som

vanskelig sammenlignet med biologiske prgver (Liang et al.
Figur 5.1: Emsjon 2004). Ogsa i denne oppgaven ble det opplevd stgrre
dannet ved ekstraksjon av vansker med bestemmelse av MeHg i ERM-CCS580 enn i
MeHg med toluen i SRM DORM-2 og DOLT-4. Problemene kom hovedsakelig av
DOLT-4 (fiskelever). hgye blankverdier. Sedimenter som ikke kommer fra svert
forurensede omrader har lavt innhold av MeHg. Forhgyde
bakgrunnsverdier, som ikke ngdvendigvis medfgrer problemer ved analyse av prgver med
hgyt innhold av MeHg, kan ha stor innvirkning pa resultatet ved bestemmelse av MeHg i
sedimenter. Malt verdi av MeHg i ERM-CC580 gav fgrst et resultat som var hgyere enn det
sertifiserte omradet. Blankverdiene viste seg imidlertid & overstige LOQ og ble derfor trukket
fra den malte verdien. De hgye verdiene i blank var ikke like tydelige ved analyse av DORM-
2 og DOLT-4. Dette var pa grunn av det hgye innholdet av MeHg i disse prgvene og pa grunn
av at DORM-2 og DOLT-4 ble fortynnet henholdsvis 30 og 18 ganger etter oppslutning, mot

4 ganger for ERM-CC580. Dette fgrte til at forurensning i blank ble fortynnet bort.

Blankprgver kan avdekke eventuelle systematiske feil i metoden, som for eksempel
forurensning fra reagenser eller utstyr. En mulig arsak til hgye blankverdier er forurensninger
1 L-cysteinlgsningen. L-cystein fra to ulike leverandgrer, Merck og Sigma-Aldrich, ble prgvd
ut. Med L-cystein fra Sigma-Aldrich ble det malt blankverdier som var omtrent dobbelt sa
hgy som med den fra Merck. Det ble ikke funnet L-cystein hvor renhet med hensyn pa Hg var
oppgitt. Dersom L-cystein er kilden til forurensningen kan en mulig lgsning pa problemet
veare a benytte en annen kompleksbinder for tilbakeekstraksjon. Natriumtiosulfat, 2-
mercaptoethanol eller natriumsulfid er blitt foreslatt for ekstraksjon av MeHg fra organisk
fase (Leermakers et al. 2005; Westoo 1967). Alternativt kan L-cystein forsgkes a renses fgr
bruk.
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En annen arsak til hgye blankverdier som ble undersgkt var forurensning fra teflonrgrene
brukt til oppslutning. Mohanathas (2010) detekterte kvikksg@lv i enkelte teflonrgr som ble
benyttet for oppslutningen. Dersom kvikksglv fra prgvene fester seg i veggene pa teflonrgrene
vil dette, i tillegg til a vaere et problem med hensyn pa forurensning, ogsa kunne vere en kilde
til tap av analytt. Dette kan vere en medvirkende arsak til hgye verdier i blank. Deteksjon av
kvikksglv i enkelte av rgrene viser at grundig vask av teflonrgrene etter oppslutning er viktig.
Dette gjgres vanligvis ved a legge rgrene i syrebad inneholdende 1:1 HNO3 og vann. Dersom
det er hgye konsentrasjoner i prgvene bgr ekstra vasking utfgres ved at det gjennomfgres en

oppslutning med ren HNOs.

Et annet problem ved bestemmelse av MeHg i sedimenter er kunstig dannelse av MeHg, noe
som er beskrevet av flere forfattere (Bloom et al. 1997; Hintelmann 1999; Leermakers et al.
2005; Uria & Sanz-Medel 1998). Dette skjer ved ekstraksjon av MeHg fra prgvematriksen
som fglge av tilstedevarelse av naturlige organiske forbindelser som kan avgi metylgrupper.
Kunstig metylering virker a forekomme i stgrre eller mindre grad avhengig av teknikken som
benyttes for ekstraksjon. Bade bruk av syrer, baser og destillasjon for frigjgring av MeHg har
vist seg a kunne forarsake kunstig metylering. Flere forfattere har funnet at destillasjon gir
hgyest grad av kunstig metylering, mens en blanding av KBr, H,SO4 og CuSOs fgr
ekstraksjon med diklormetan, er den teknikken hvor det dannes minst kunstig MeHg. Kunstig
metylering forekommer ikke bare i sedimenter, men i flere andre prgvematrikser som vann,
barnaler, alger og referansematerialer for fisk (Bloom et al. 1997; Hintelmann 1999).
Problemet virker for gvrig & veere mest utbredt ved analyse av sedimenter da andelen av
MeHg vanligvis er svert lav. I sedimenter fra norske innsjger som ikke er direkte forurenset
fra punktkilder er verdiene av kvikksglv funnet a kunne variere mellom omtrent 0,05 mg/kg
til 1 mg/kg (Rognerud & Fjeld 2001). MeHg utgjgr omtrent 0,1 til 1,5 % av denne totale
verdien (Harrington 2000). Da forholdet mellom uorganisk kvikksglv og MeHg er svart hgyt,
vil bestemmelsen av MeHg kunne pavirkes i betydelig grad selv om kun en liten andel av
uorganisk kvikksglv omdannes. Innhold av organisk materiale i prgvene virker a vaere en
avgjgrende faktor. Bloom et al. (1997) fant at det ble dannet minst kunstig MeHg i sedimenter
med lavt innhold av organisk materiale. I vann virker kunstig metylering ogsa a gke med
innhold av organisk materiale, samt med konsentrasjonen av Hg2+ 1 vannet. Dette kan derfor
vere et problem ogsa i vann med mye organisk materiale. I fisk er andelen av MeHg sa hgy at

eventuell dannelse av kunstig MeHg ikke vil innvirke pa resultatet.
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I ERM-CC580 som ble benyttet i denne oppgaven er andelen av MeHg kun 0,057 % av total
Hg. Dannelse av kunstig MeHg vil derfor kunne vare av betydning for bestemmelse av
MeHg i dette referansematerialet. Hintelmann (1999) fant at 0,006-0,05 % av tilsatt uorganisk
kvikksglv ble omdannet til MeHg, avhengig av benyttet teknikk. Dersom dette gjelder for
naturlig organisk kvikksglv, ville det i ERM-CC580 medfgrt en overestimering pa 10-88 %.
God overensstemmelse mellom malte verdier og sertifiserte omrader i SRM tyder for gvrig pa
at dette ikke er et problem ved denne metoden. Det er imidlertid viktig & veere oppmerksom

pa muligheten for at dette kan foreckomme og at det kan pavirke metodens ngyaktighet.

Ved bestemmelse av MeHg i sedimenter, var det i metoden utformet av Maggi et al. (2009)
benyttet HCI i syretrinnet i stedet for HBr. Frigjgring av MeHg som bromid har for gvrig vist
seg a vaere enklere enn frigjgring som klorid i biologiske prgver, og HBr har ogsa vist seg a
effektivt frigi MeHg fra sedimenter (Stevens & Robertson 1974). I tillegg er det vist at
ekstraksjon fra vaskefase til toluen er mer effektiv for CH;HgBr enn CH3HgCl som beskrevet
i avsnitt 2.3.1. I denne oppgaven ble det utfgrt et forsgk hvor HCI ble benyttet i stedet for HBr
for frigivning av MeHg i SRM DORM-2. Malte verdier av MeHg ble da lavere enn ved bruk
av HBr, noe som stgtter tidligere funn om forenkling av frigjering av MeHg som bromid eller
mer effektiv ekstraksjon. Da data i litteraturen indikerer at HBr kan gi bedre resultater enn
HCI, samt at det var gnskelig a ha en felles metode som kunne benyttes bade for biota og
sediment, ble HBr benyttet for sedimenter i denne oppgaven. Dette gav gode resultater som
samsvarte med SRM. Hydrogenbromid antas derfor & vere velegnet for frigjgring av MeHg,

ogsa fra sedimenter.

Ngyaktighet er samsvar mellom malt verdi og sann verdi (Skoog et al. 2004). For alle de tre
benyttede referansematerialene, DORM-2, DOLT-4 og ERM-CC580, var det god
overensstemmelse mellom malte verdier og sertifiserte omrader. Dette tyder pa at metodens
ngyaktighet er god. God ngyaktighet i metoden indikerer at alle leddene 1 metoden fungerer
etter sin hensikt. Det vil si at MeHg frigjgres i stor grad fra prgvematriksen ved bruk av HBr
og at ekstraksjon med toluen og tilbakeekstraksjon med L-cystein er effektiv. Oppslutningen i

UltraClave virker a vaere fullstendig og deteksjonen kvantitativ.

Maggi et al. (2009) analyserte referansematerialene DORM-2, DOLT-3 (tidligere batch av
DOLT-4) og BCR-580 (opprinnelig navn pa ERM-CC580). Verdiene for DORM-2 og

DOLT-3 var noe lavere enn det sertifiserte omradet, mens BCR-580 var innenfor oppgitte
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verdier. Noe bedre resultater ble dermed oppnadd for DORM-2 og DOLT-3 med metoden
benyttet i denne oppgaven. Arsaken kan vere de nevnte forbedringene ved bruk av enkel
ekstraksjon. Valg av instrument kan ogsa ha hatt betydning for resultatet. Det er ikke
beskrevet hvordan emulsjon i DOLT-3 ble 1gst, noe som kan ha medvirket til forholdsvis lave

maleverdier i dette referansematerialet.

5.1.2 Gjenfinning av standard

Gjenfinning av MeHg i spiket blank var lav nar MeHg ble tilsatt i HBr og vanlig prosedyre
for enkel ekstraksjon ble fulgt. Omtrent all MeHg ble imidlertid funnet igjen nar spikingen ble
utfgrt direkte i toluen eller i L-cystein. Dette tydet pa at noe MeHg tapes i syretrinnet. Det ble
derfor undersgkt om ristetiden med HBr hadde innvirkning pa resultatet. Figur 4.2 viser
tydelig at tapet av MeHg ble mindre nar ristetiden ble redusert. En mulig forklaring kan vare
at MeHg fester seg i veggene pa beholderne i dette trinnet. Dette virker for gvrig ikke a veere
et problem etter at toluen og L-cystein er tilsatt. SRM DORM-2 og ERM-CC580 ble ogsa
spiket med MeHg. I disse tilfellene ble det ikke observert store tap av spiket MeHg nar vanlig
prosedyre ble fulgt. En arsak til dette kan vare at nar det er prgvemateriale til stede vil det
vere mange ioner i Igsning som kan okkupere bindingsplassene pa beholderveggene, og
dermed hindre MeHg i a binde seg i like stor grad. Bruk av beholdere med andre materialer,

som glass eller teflon, kan muligens redusere dette tapet.

Nar risting med HBr ble unngatt, slik at toluen ble tilsatt umiddelbart etter spiking med
MeHg, ble gjenfinningen betraktelig bedre. Den var allikevel lavere enn ved spiking direkte i
toluen eller 1 L-cystein som vist i figur 4.3. Dersom binding til beholderveggene skjer svart
raskt, kan dette vere arsaken til tap, selv nar toluen tilsettes rett etter spiking. En annen mulig
forklaring er at ekstraksjonen fra vaskefase til organisk fase er ufullstendig. Det er vist at ved
bruk av HCI kan noe MeHg kan bli vaerende i vannfasen etter ekstraksjon med organisk
lgsemiddel (Westoo 1966). Dette kan vere tilfellet ogsa ved bruk av HBr selv om
ekstraksjonen forbedres ved bruk av HBr i stedet for HCI som beskrevet i avsnitt 2.3.1. HBr
ble tilsatt til noen paralleller som var spiket med MeHg i toluentrinnet. Dette gav omtrent
samme gjenfinning som nar spikingen ble utfgrt i HBr (figur 4.3). Dette kan tyde pa at

tilstedeveerelse av HBr pavirker likevekten av fordeling mellom syrefasen og toluen.
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Problemene som oppstod ved analyse av blank spiket med MeHg virket ikke a gjgre seg
gjeldende ved analyse av SRM. Tap av analytt ved behandling av HBr som beskrevet i dette
avsnittet vil derfor trolig ikke vaere et problem ved bestemmelse av MeHg i biota og sediment.
Dersom spiket MeHg oppfarer seg likt som MeHg i virkelige prgver kan for gvrig dette vere
et problem dersom metoden skal benyttes til bestemmelse av MeHg 1 andre prgvematrikser,
som for eksempel vann. Forsgket viser at syretrinnet, eller overgangen fra syre til toluen trolig

er det mest kritiske trinnet, noe som en bgr vaere oppmerksom pa ved bruk av metoden.

5.2 Spesifisitet i metoden

Den benyttede metoden er en indirekte bestemmelse av MeHg da det er Hg2+ som reduseres
til Hg0 og dermed detekteres i instrumentet. Det er viktig at ekstraktet som oppsluttes i
UltraClave kun inneholder MeHg, da eventuelle andre former for Hg vil oksideres til Hg**
sammen med MeHg. Hg** er den viktigste formen for kvikksglv i miljget i tillegg til MeHg,
og vil 1 enkelte prgvematrikser utgjgre en stor andel av det totale kvikksglvinnholdet.
Resultatene fra bestemmelsen av MeHg i DORM-2 som var spiket med Hg** og ikke-spiket
DORM-2 var omtrent like, bide ved enkel og dobbel ekstraksjon. Dette tyder pa at Hg”*

separeres effektivt ut i ekstraksjonen og ikke pavirker analysen pa noen mate.

Med unntak av EtHg, er det som nevnt under teorikapittelet ikke funnet noe i litteraturen om
eventuelle andre organiske former for kvikksglv kan ekstraheres ut med toluen og
tilbakeekstraheres med L-cystein. Konsentrasjonen av andre organiske kvikksglvforbindelser
i naturlige prgver vil for gvrig trolig ikke vare hgy nok til a kunne pavirke resultatet i
betydelig grad. Denne usikkerheten angaende tilstedevarelse av eventuelle andre
kvikksglvforbindelser er en av ulempene ved bruk av ikke-kromatografisk separasjon i
kombinasjon en deteksjonsteknikk som ikke er spesifikk for MeHg. Overensstemmelse med
SRM er imidlertid en god indikasjon pa at det er MeHg som males. Utelukking av interferens
fra andre specier, i dette tilfellet Hg2+ som antas a vare den specien som utgjgr stgrst fare for
interferens, bidrar til a styrke antakelsen om at det er MeHg som detekteres. Spiking kan ogsa
gjsres med andre kvikksglvforbindelser dersom det er mistanke om pavirkning fra disse. Det
eksisterer for gvrig en viss usikkerhet til om spikede forbindelser oppfarer seg likt som

tilsvarende forbindelser i1 naturlige prgver.
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Deteksjonsteknikken, CV-AAS, er en teknikk med forholdsvis fa interferenser. De fleste
spektrale interferenser unngas ved at kvikksglvet fjernes fra matriks (Nunes et al. 2005).
Ionisasjonsinterferenser, det vil si dannelse av ioner som absorberer pa andre bglgelengder
enn ngytrale atom, kan vare et problem i teknikker hvor atomiseringen forgar ved hgy
temperatur, som flamme-AAS og ICP-MS (Skoog et al. 2007). Dette er ikke et problem i CV-
AAS, da det ikke benyttes hgye temperaturer i atomiseringstrinnet. Kjemiske interferenser
kan imidlertid forekomme ved bruk av CV-AAS. For eksempel vil tilstedevearelse av jodid
fore til redusert signal da det kan dannes Hg,I, eller Hgl, som ikke reduseres av SnCl, (Lohne
2009). Andre grunnstoffer som er funnet a kunne interferere med malingen er Se, Ag, Au, Te

og Pt (Gjengedal 2009a).

Tilstedevearelse av flyktige nitrogenoksider kan interferere med malingen. Forbindelser som
NO,, NO og N,O4 kan dannes i prgvene under oppslutning med HNOj3. Dette problemet er
mest utbredt ved oppslutning i apne beholdere hvor oppslutningen ikke er fullstendig og det
blir verende igjen en rest av organisk materiale sammen nitrogenoksidene (Nunes et al.
2005). I denne oppgaven benyttes lukkede beholdere ved oppslutning av prgven i UltraClave
og det blir vaerende igjen lite organisk materiale ved bruk av HNO; og hgy temperatur. Ved
fare for dannelse av nitrgse gasser bgr det imidlertid tilsettes et oksidasjonsmiddel som H,O; 1
prgvene som oksiderer disse gassene. Effektiviteten av oppslutningen ble undersgkt ved
oppslutning av MeHg-standard. Dette gav en gjenfinning pa nar 100 %, noe som viser at
oppslutning av denne var fullstendig og at MeHg ble effektivt brutt ned til Hg2+. Det samme
antas a gjelde for SRM pa grunn av god overensstemmelse med sertifiserte verdier.
Oppslutning av DORM-2 med 1 ml, 1,5 ml og 2,5 ml gav alle gode maleresultater. Dersom
det ikke er tilsatt tilstrekkelig mengde syre vil dette ogsa kunne sees ved at lgsningen blir
farget. For oppslutning av prgvene av fisk og sedimenter i denne oppgaven ble det benyttet

1,5 ml HNOj;, Det ble ikke pavist noen form for interferens i metoden i dette arbeidet.

5.3 Deteksjonsgrense og kvantifiseringsgrense

Metodens LOD og LOQ var pa henholdsvis 0,0074 ug/l og 0,025 ug/l, eller 0,000059 mg/kg
og 0,00020 mg/kg dersom innvekt pa 1,5 g ble antatt. Disse verdiene ble beregnet ut fra tre
paralleller av blank som ble analysert forholdsvis tidlig i prosessen med metodeutviklingen.
Som omtalt i avsnitt 5.1.1 var blankverdiene hgye, trolig pa grunn av forurensning fra

reagenser og utstyr. Underveis i metodeutviklingen ble det imidlertid ogsa opplevd problemer

50



med ujevne maleverdier i blank. Laveste og hgyeste verdi malt i blank i lgpet av prosessen
var henholdsvis 0,36 pg/l og 0,74 ug/l. Ujevne malinger gir et hgyt standardavvik og dermed
hgy LOD og LOQ. Oppgitt LOD og LOQ er den optimale verdien som ble oppnadd. Dette er
for gvrig et trinn i metodeutviklingen som ma anses som uferdig, da grunnlaget for
bestemmelse av disse grenseverdiene ikke er godt nok. Problemet med hgye blankverdier og
arsaken til variasjonene i malingene ma undersgkes n@rmere for LOD og LOQ kan fastslas
med stgrre sikkerhet. Som tidligere nevnt er det antatt at L-cystein er en kilde til forurensning.
Dette gir forhgyde verdier, men kan ikke forklare variasjonene i blank, da forurensningen fra
reagensen vil vare lik i alle tilfellene. Forurensning fra teflonrgrene benyttet i oppslutningen
vil imidlertid kunne gi utslag i ujevne malinger, da bidraget fra denne kilden til forurensning
ikke vil vaere likt i alle prgvene. Arbeidet utfgrt av Mohanathas (2010), hvor forurensning fra
teflonrgrene ble undersgkt, viste at innholdet av MeHg i rgrene varierte. Av 5 undersgkte rgr
hadde 2 verdier pa over 0,4 ug/l mens de 3 resterende malte lavere enn 0,04 pg/l. Dette viser

at bidragene fra teflonrgrene kan fore til betydelige forskjeller ved analyse av blank.

En annen faktor som kan bidra til gkt SD er at malingene kan vere ustabile lavt i
maleomradet. Pkt antall ganger fortynning i blank gir lavere maleverdier da forurensningene
blir fortynnet ut. Dersom malingene blir mer ustabile jo lavere konsentrasjoner som males,
kan dette bidra til at LOD og LOQ ble hgyere nar disse ble beregnet ut fra blank som var
fortynnet flere ganger, som vist i tabell 4.2. Disse verdiene for LOD og LOQ var ikke
relevante for analyse av prgver i denne oppgaven da prgvene hadde lavt innhold av MeHg og
ikke krevde mye fortynning etter oppslutning. De ble imidlertid brukt for & undersgke om

blankverdiene oversteg LOQ ved de aktuelle fortynningene og dermed matte tas hensyn til.

I Igpet av det tidsrommet hvor arbeidet med oppgaven pagikk ble det ikke funnet en Igsning
pa problemet med hgye og varierende verdier i blank. Dersom dette ikke 1gses vil ikke de
oppgitte verdiene for LOD og LOQ vare gjeldende for metoden. Disse verdiene ble beregnet
forholdsvis tidlig i metoden. Teflonrgrene var da nylig innkj@gpt og dermed lite brukt.
Forurensning fra teflonrgr kan vere et gkende problem etter hvert som rgrene blir benyttet.
Dersom dette er tilfellet vil LOD og LOQ kun vare gjeldende for rene teflonrgr. Det ma da
undersgkes om det er mulig a vaske rgrene slik at en unngar forurensning, for eksempel ved
oppslutning med syre fgr hver analyse. Alternativt kan det undersgkes om det samme
problemet oppstar dersom kvartsrgr benyttes for oppslutning. For at de oppgitte verdiene for

LOD og LOQ skal kunne benyttes, eller om mulig forbedres, er det avgjgrende at arsaken til
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variasjonen i blankprgver utarbeides. Dersom det ikke blir funnet en lgsning pa problemene
ma LOD og LOQ revurderes. Det ma da ogsa undersgkes om LOQ er tilfredsstillende for
bruk av metoden til bestemmelse av MeHg i prgvematrikser med lavt innhold av MeHg, som i
sedimenter. Alternative reagenser for tilbakeekstraksjon, eventuelt rensing av L-cystein,
videre undersgkelse av mulig forurensning fra teflonrgr samt optimalisering av instrumentet
med hensyn pa a gi stabile malinger lavt i maleomradet er tiltak som bgr gjgres far
bestemmelse av endelige verdier for LOD og LOQ. Instrumentets LOD pa 0,0055 pg/l viser
verdien for deteksjonsgrensen som potensielt kan oppnas med dette instrumentet, dersom

denne ikke begrenses av forurensninger giennom prgveopparbeidelsen.

Uria & Sanz-Medel (1998) mente at en metode for bestemmelse av individuelle
kvikksglvspecier som skal benyttes for virkelige prgver bgr ha en deteksjonsgrense lavere enn
1 pg/l. Den forelgpige deteksjonsgrensen ved denne metoden er betydelig lavere enn dette.
For at LOD og LOQ skal vare tilfredsstillende bgr verdiene for gvrig vere lavere enn
innholdet i prgvematerialene det er gnskelig a analysere. Grenseverdiene ble omregnet fra
ug/l til mg/kg med antatt innvekt pa 1,5 g for a kunne sammenligne disse med kjente verdier i
fisk og sedimenter. Rognerud & Fjeld (2002) bestemte kvikksglvinnholdet i de viktigste
fiskeartene i 20 innsjger i Hedmark. De rapporterte om verdier fra 0,05 mg/kg og opp til 4
mg/kg. Metylkvikksglv utgjgr den stgrste andelen av det totale kvikksglvinnholdet i fisk og
vil derfor vaere omtrent i det samme intervallet (Rognerud & Fjeld 2002). Disse verdiene er
godt over LOQ som er pa 0,00020 mg/kg. I sedimenter er innholdet av MeHg som tidligere
nevnt betydelig lavere. Etter en undersgkelse av 210 innsjger 1 Norge ble gjennomsnittlig
verdi for totalt kvikksglv funnet a vaere 0,26 mg/kg i overflatesedimentene (Rognerud & Fjeld
2001). Ved a anta at MeHg utgjgr 0,1 % av denne verdien vil konsentrasjonen av MeHg vere
0,00026 mg/kg. Denne verdien er over LOQ. Med tanke pa at bade konsentrasjonen av totalt
innhold i sedimenter og andelen av MeHg kan variere, 1 tillegg til de omtalte usikkerhetene
med LOQ, kan det vanskelig fastslas med sikkerhet at metoden kan benyttes for bestemmelse
av MeHg i alle sedimenter. Ved lave konsentrasjoner i prgvene kan imidlertid enkelte grep
gjgres for a overkomme LOQ. Det kan benyttes en hgyere innvekt eller faerre fortynninger. En
mulighet kan ogsa vare a forsgke a benytte et mindre volum av L-cystein for
tilbakeekstraksjon, noe som vil oppkonsentrere prgven. Dersom dette reduserer effektiviteten
av tilbakeekstraksjonen kan det forsgkes med gkt konsentrasjon av L-cysteinlgsningen.

Westoo (1968) fant at en gkning i konsentrasjonen fra 1 % til 10 % gav forbedret ekstraksjon.
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5.4 Presisjon i metoden ved bestemmelse av MeHg i rogn og sediment

Gjentatte paralleller tatt fra rogn og sediment ble brukt til & vurdere presisjonen til metoden.
SD og RSD for parallellene av rogn var pa henholdsvis 0,00017 mg/kg og 0,45 %. For
sedimentene var de tilsvarende verdiene pa 0,00019 mg/kg og 6,9 %. Hgyere RSD for
sediment kommer av at innholdet av MeHg er lavere enn i rogn (0,0028 mg/kg mot 0,0380
mg/kg i rogn). Det var gnskelig a kunne bestemme MeHg med minst to signifikante siffer.
Med de oppnadde SD kan MeHg bestemmes med 3 signifikante siffer. Metodens presisjon er

derfor godkjent med hensyn pa det som var det opprinnelige malet.

Rogn ble valgt blant fiskeprgvene for bestemmelse av presisjon da denne prgvematriksen var
lett a homogenisere. RSD ble ogsa beregnet for parallellene til muskelprgvene og fra lever.
RSD for lever, som ogsa enkelt kunne homogeniseres med stavmikseren, var pa 0,93 %. RSD
for fiskemuskel var noe hgyere, fra 3 til 7 %. Hgyere RSD for disse prgvene antas & komme
av vanskeligheter med a homogenisere prgvene. Tilsats av mer vann fgr homogenisering med
stavmikseren kunne muligens ha forenklet dette. Homogenisering av prgvematriks er et viktig
ledd for a oppna god presisjon i metoden. Det ble imidlertid ikke lagt stor vekt pa teknikken
for homogenisering i denne oppgaven. Det ble derfor valgt en matriks som var godt

homogenisert for a undersgke hvor god presisjon som kunne oppnas i metoden.

Presisjon i malingene av sedimentene var interessant da disse befant seg lavt i maleomradet.
Malte verdier for sedimentene var pa omtrent 0,2 ug/l. I avsnitt 5.3 ble det kommentert at
malingene var lite presise for blank. Analysen av sedimentene viste at konsentrasjoner ned til

0,2 pg/l kan bestemmes ved denne metoden med god presisjon.

5.5 Linearitet og maleomrade

Korrelasjonskoeffisienten for kalibreringskurva beskriver lineariteten til metoden.
Kalibreringskurva ble godkjent med en korrelasjonskoeffisient som var hgyere enn 0,9998.
Lavere verdier enn denne forekom ikke under arbeidet med metoden. Metoden er derfor
linezer i omradet fra LOQ til 10 ug/l. Linearitet ved hgyere konsentrasjoner ble ikke undersgkt

da det ikke var ngdvendig for bruk av metoden.
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Ved bruk av CV-AAS beregnes konsentrasjonen av kvikksglv 1 prgven ved hjelp av nedgang i
intensitet i lysstralen som sendes gjennom prgven basert pa Beer-Lambert’s lov (Skoog et al.
2007). Malte verdier av prgvene ma vere innenfor det lineere omradet. Det validerte omrade
for metoden er derfor fra LOQ til 10 pug/l. Det ble for gvrig benyttet to ulike maleomrader, en
for prgver med hgyt innhold av MeHg som var fra O til 10 ug/l, og en for prgver med lavere
konsentrasjoner fra O til 5 ug/l. Grunnen til at det ble benyttet et "lavt” maleomrade var for a

bedre ngyaktigheten ved analyse av prgver med lavt kvikksglvinnhold.

5.6 Bestemmelse av MeHg og total Hg i prgver av fisk og sediment

Bestemmelse av total kvikksglv i fisk og sediment ved oppslutning i UltraClave og deteksjon
med CV-AAS er en velutviklet og mye benyttet metode internt pa UMB. Enkel bestemmelse
av total Hg ved bruk av samme instrument er en fordel da det ofte er aktuelt a bestemme dette
i tillegg til MeHg. Bestemmelse av MeHg og total Hg i lake viste at mesteparten av
kvikksglvet i fisken, bade i muskel, lever og rogn, forela som MeHg. Fra 86 % til 91 % ble
funnet & vere MeHg. Dette stemmer godt med tidligere funn om at kvikksglv i fisk
hovedsakelig foreligger som MeHg. Bestemmelse av total kvikksglv ble utfgrt fire dager etter
MeHg. Vatvekten kan vare noe forandret pa grunn av fordampning. Dette ville i sa fall gitt en
noe hgyere andel av MeHg enn de oppgitte verdiene. Innholdet av MeHg var hgyest i
muskelprgvene hvor det varierte fra 0,4 til 0,5 mg/kg i1 de tre ulike prgvene. I to av
muskelprgvene var innholdet av total Hg over 0,5 mg/kg som er grensa for omsetning av fisk
i Norge. Innholdet av kvikksglv i rogn (0,0380 mg/kg) var lavt i forhold til i muskelprgvene.
Dette ble pa forhand antatt a kunne vaere hgyt pa grunn av mekanismen for overfgring av

kvikksglv fra mor til foster.

Det totale kvikksglvinnholdet i sedimentene fra Bjgrvika var 7,2 mg/kg. Dette er svart hgyt i
forhold til verdiene som er funnet 1 norske innsjgsedimenter av Rognerud & Fjeld (2001),
som var mellom 0,05 mg/kg og 1 mg/kg. Disse innsjgene var imidlertid ikke i umiddelbar
nearhet til noen utslippskilder. Bjgrvika er derimot et forurenset omrade, slik at noe hgyere
verdier av total kvikksglv var forventet. Analyse av sedimentene viste at andelen MeHg av
total Hg var lav, kun 0,04 %. Sedimentene var tatt fra de gverste 25 cm (Dahl 2010).
Metyleringshastigheten er stgrst 1 grensesjiktet mellom vann og sedimenter (avsnitt 2.1.2).
Andelen av MeHg kan derfor antagelig vere hgyere i gvre del av sjiktet som prgvene ble tatt

fra.
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5.7 Stabilitet av MeHg standard

Under metodeutviklingen ble det benyttet MeHg standard. Det var ngdvendig & undersgke
stabiliteten av denne for a pavise at konsentrasjonen av MeHg ikke endret seg i lgpet av
prosessen, som fglge av endring i specieringen. Standarden pa 10 mg/1 viste seg a vere stabil
ved lagring i glass i kjgleskap opp til 1 maned. Stabiliteten ble ikke undersgkt utover dette
tidsrommet. Da det ikke ble detektert kvikksglv ved analyse av standard uten oppslutning
viste dette at kvikksglvet forela som MeHg og ikke var omdannet til Hg2+. Dette er samtidig
et bevis pa at MeHg ikke reduseres av SnCl, og dermed ikke detekteres med CV-AAS.

Lagring av MeHg-standard vil ikke vare relevant for bruk av denne metoden, da MeHg ikke
benyttes i den instrumentelle analysen. Forbindelsen har imidlertid vert benyttet under
metodeutviklingen. Ved bruk av MeHg for videre utvikling av metoden er det nyttig a vite at
denne kan oppbevares under de gitte forholdende. Dette kan begrense avfall fra denne sveart

giftige forbindelsen, da samme standard kan benyttes i minst 1 maned.

5.8 Andre hensyn ved metoden

Som tidligere nevnt er MeHg en sveart giftig forbindelse. En fordel ved denne metoden er at
bruk av denne forbindelsen unngs, da instrumentet kalibreres ved hjelp av Hg**. Bruk av
MeHg bgr begrenses, bade av hensyn til helse for de som arbeider med metoden og med tanke
pé miljg. Selv om Hg** ogsa er en giftig forbindelse er det mindre risiko knyttet til denne enn

MeHg.

Toluen som benyttes i denne metoden er ogsa en helseskadelig forbindelse som bgr handteres
med varsomhet. Langvarig eksponering gjennom innanding kan gi alvorlige helseskader. Det
er fare for lungeskader dersom forbindelsen svelges, og det er en mulighet for at det kan gi
fosterskade dersom gravide blir eksponert for forbindelsen. Alt arbeid med toluen ble utfgrt i
avtrekkskap. Toluen er biologisk nedbrytbar, og ved utslipp i miljget vil det meste dunste av.
Det antas derfor ikke a gi langvarige skadelige effekter. Ved eksponering av vannlevende
organismer er det for gvrig vist at det kan fgre til stor dgdelighet selv i sma konsentrasjoner
(VWR 2008). Bruk av alle skadelige forbindelser bgr begrenses til et minimum. Ved denne
metoden benyttes det et forholdsvis stort volum av toluen (25 ml) til hver prgve. De 20 ml

toluen som tas ut for tilbakeekstraksjon “renses” ved hjelp av L-cystein og bgr derfor vaere
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ren med hensyn pa kvikksglv. Gjenbruk av toluen kan derfor vaere mulig for a redusere
forbruket av toluen. Selv om dette ville vere hensiktsmessig med tanke pa forbruket av
toluen, vil eksponering for de som arbeider med metoden vere den samme. Det ble foretatt
litteratursgk for a finne alternative forbindelser for toluen, men det ble ikke funnet gode
erstatninger. Andre organiske lgsemidler som har blitt tatt i bruk, som benzen og diklormetan,

gir ingen fordeler med hensyn pa miljg og sikkerhet.

De gvrige reagensene som benyttes i metoden bgr behandles med forsiktighet som alle
kjemikalier. Ved bruk av verneutstyr og korrekt handtering av disse forbindelsene bgr de ikke
utgjgre en fare for verken helse eller miljg. Alle de benyttede reagensene er forholdsvis
rimelig a anskaffe og kostnadene for bruk av CV-AAS og UltraClave er ogsa lave. UltraClave
er et instrument som forelgpig ikke er vanlig pa mange laboratorier, og som er forholdsvis
dyrt a anskaffe. Oppslutningstrinnet er ogsa noe tidkrevende, omtrent 1,5 til 2 timer. Det kan
imidlertid oppsluttes 40 prgver samtidig i dette instrumentet. Da ekstraksjonen ogsa er noe
arbeidsom ble ekstraksjon og oppslutning ofte utfgrt en dag, mens analysen ble gjort den
pafglgende dagen. Dette krever arbeidskraft som vil gke utgiftene for metoden noe. Metoden
kan allikevel beskrives som en forholdsvis enkel og rimelig metode som er egnet for

rutinemessige analyser.

56



6 Konklusjon og videre arbeid

Bestemmelse av metylkvikksglv i tre sertifiserte referansematerialer, DORM-2 (fiskemuskel),
DOLT-4 (fiskelever) og ERM-CC580 (estuar sediment), viste at det var god
overensstemmelse mellom malte verdier og sertifiserte omrader. Metodens ngyaktighet anses
derfor som god for de undersgkte prgvetypene. Presisjonen i metoden viste seg ogsa a vare

tilfredsstillende, da MeHg i rogn og sediment kunne bestemmes med tre gjeldende siffer.

Metodens ngyaktighet ble forbedret ved bruk av enkel ekstraksjon med toluen fremfor dobbel
ekstraksjon. Dette reduserte ogsa tiden for gjennomfgring av analysen. Metoden er allikevel
noe tidkrevende. Tiltak som kan vurderes for a korte ned arbeidstiden er a redusere tider for
risting og sentrifugering av prgvene, samt a undersgke effekten ved erstatning av dobbel
tilbakeekstraksjon med L-cystein, med enkel tilbakeekstraksjon. Metoden er imidlertid enkel
og rimelig i bruk, og uten paviste interferenser. Da MeHg bestemmes indirekte ved den
benyttede metoden, var det gnskelig a utfgre en sammenlignende laboratorieprgvning (SLP)
for vurdering av metoden mot teknikker som benytter andre analyseprinsipper. Dette var ikke
mulig i det gitte tidsrommet arbeidet pagikk, men bgr gjgres for en fullstendig validering av

metoden.

Metodens kvantifiseringsgrense er beregnet til 0,025 pg/l, eller 0,00020 mg/kg nar en innvekt
pé 1,5 g er antatt. Dette er imidlertid en forelgpig verdi av LOQ. Arsakene til hgye og
varierende maleverdier i blank ma utarbeides fgr en endelig verdi av LOQ kan bestemmes. L-
cysteinlgsningen antas a vere en kilde til forurensning. Alternative reagenser som kan erstatte
L-cystein, eventuelt metoder for rensing av lgsningen, bgr undersgkes. Videre arbeid bgr ogsa
utfgres for a bestemme om teflonrgrene benyttet ved oppslutning kan bidra til hgye
maleverdier. Det bgr undersgkes hvordan disse kan vaskes for 4 unnga problemet, eller om de
eventuelt bgr erstattes av kvartsrgr. Instrumentet yteevne virker ikke a vere en begrensning

for metodens LOQ, da dette har en LOD pa 0,0055 pg/l.

Metodens anvendelighet ble undersgkt pa ulike prgver av fisk og sediment. Det ble ikke malt
verdier av MeHg ned mot LOQ i fiskeprgvene. Metoden virker a vere tilfredsstillende for
bruk til denne prgvematriksen. Videre undersgkelser av flere biologiske prgvetyper bgr
imidlertid gjgres for & kunne hevde at metoden kan benyttes for biota generelt. Bekreftelse av

at metoden fungerer for blant annet seston og zooplankton kan vare interessant for
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overvakning av MeHg i akvatiske gkosystem. Emulsjon, som kan vare et problem ved

analyse av biologiske prgver, ser ut til a kunne Igses ved tilsats av etanol.

MeHg kunne bestemmes ogsa i sedimentprgver med den forelgpige verdien av LOQ. Nivaet i
sedimenter er for gvrig lavt og ner LOQ. Bruk av metoden for analyse av sedimenter er
derfor noe mer kritisk. Metodens anvendelighet for denne prgvetypen bgr vurderes pa nytt
etter at en endelig verdi for LOQ er bestemt. Lav LOQ vil ogsa vare avgjgrende dersom
metoden skal benyttes for andre prgvematrikser med lavt innhold av MeHg. Blant annet var
det gnskelig a benytte metoden for bestemmelse av MeHg i vann. Det lave innholdet av
MeHg 1 vann tilsier imidlertid at et oppkonsentreringstrinn f@gr deteksjon er ngdvendig. Dette

var tenkt utfgrt ved bruk av gullfelle som kobles til CV-AAS.

En ulempe ved metoden er det forholdsvis hgye forbruket av toluen. Erstatning av denne
forbindelsen med en mindre skadelig forbindelse ville veert hensiktsmessig, bade med tanke

pa helse og miljg.
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Vedlegg 1: Program benyttet for oppslutning i UltraClave
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Figur I: Programmet som ble benyttet for oppslutning. Det ble lagt inn "hviletrinn” ved 50 °C og 110 °C i

tillfellet eksoterme reaksjoner i prgvene. Maksimum temperatur var 250 °C.
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Vedlegg 2: Innvekter og maledata for SRM DORM-2

Tabell I: Innvekter, mélte verdier av MeHg i pg/l og resultat beregnet i mg/kg for DORM-2, og i DORM-2
spiket med 0,3 ml Hg**-standard pa 10 mg/l. Spiking fgrte ikke til betydelig endring i malt konsentrasjon.
Prgvene ble fortynnet 30 ganger etter oppslutning. Ved enkel ekstraksjon ble all toluen tatt ut i de fire fgrste

parallellene, mens det i de fire siste ble tatt ut 20 av 25 ml toluen for tilbakeekstraksjon.

Enkel MeHg | Innvekt | MeHg

ekstraksjon (ug/h (g) | (mg/kg)
1 6,1 0,5006 4.4
2 6,0 0,5065 4,2
3 6,0 0,5012 4,3
4 5,7 0,5016 4,1
5 4,5 0,4969 4,1
6 4,7 0,5041 4,2
7 4,6 0,5056 4,1
8 4,6 0,5016 4,1

Dobbel

ekstraksjon
1 1,1 0,0987 4,1
2 7,6 0,7042 3.9
3 5,2 0,4995 3,8

Enkel ekstraksjon,

spiket
1 4,6 0,4983 4,1
2 4,6 0,5019 4,1
3 4,6 0,5008 4,1
4 4,6 0,5007 4,1

Dobbel ekstraksjon,

spiket
1 8,0 0,7046 4,1

7,8 0,7002 4,0

3 7,7 0,7009 4,0

Eksempel pa beregning av innhold av MeHg oppgitt i mg/kg (parallell 8, enkel ekstraksjon):
A6ugll 12mi-30  25ml

MeHg (mg / kg) = Olgg(l”gl; [1_20ml _ 4
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Vedlegg 3: Innvekter og maledata for SRM DOLT-4 og ERM-CC580

Tabell II: Innvekter, malte verdier av MeHg i ug/l og resultat beregnet i mg/kg for DOLT-4 og ERM-CC580.
DOLT-4 ble fortynnet 18 ganger etter oppslutning, mens ERM-CCS580 ble fortynnet 4 ganger. For DOLT-4 ble
det tatt ut 15 av 25 ml toluen for tilbakeekstraksjon med unntak av parallell 3 hvor det ble tatt ut 10 ml. Etanol er
blandbar med toluen og tilsatt mengde ma derfor legges til det totale volumet av toluen. I parallell 1 til 3 ble det
tilsatt 3 ml etanol, mens i parallell 4 til 6 ble det tilsatt 4 ml. For ERM-CCS580 ble det tatt ut 20 ml toluen. For
ERM-CC580 er blankverdi pa 0,239 ug/l trukket fra.

DOLT-4 MeHg Innvekt | MeHg
(ug/h) (g (mg/kg)

1 1,70 0,5041 1,36
2 1,65 0,5013 1,33
3 1,15 0,5295 1,32
4 1,64 0,5087 1,35
5 1,62 0,4929 1,38
6 1,65 0,4978 1,38

ERM-CC580
1 0,8510 | 0,5010 0,073
2 0,8440 | 0,5038 0,072
3 0,8654 | 0,5133 0,073
4 0,8475 | 0,5064 0,072
5 0,8376 | 0,5035 0,071
6 0,8466 | 0,5127 0,071
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Vedlegg 4: Gjenfinning MeHg-standard

Tabell III: Gjenfinning ved spiking av blank med 0,3 ml av MeHg-standard pa 10 mg/l. Hg beregnet er beregnet
total verdi nar det er tatt hensyn til 30 gangers fortynning og uttakk av 20 av 25 ml toluen for tilbakeekstraksjon.

Beregnet verdi av MeHg skal teoretisk vare 250 ug/l.

Hg malt | Hg beregnet | Gjenfinning | Merknad
(ng/h (ngh (%)
5,631 211,2 84,5 Spiking 1 HBr, ingen risting
5,653 212,0 84,8 Spiking 1 HBr, ingen risting
5,772 216,5 86,6 Spiking i HBr, ingen risting
5,335 200,1 80,0 Spiking i HBr, 1 min risting
4,943 185,4 74,1 Spiking 1 HBr, 1 min risting
1,365 51,17 20,5 Spiking 1 HBr, 5 min risting
1,363 51,12 20,4 Spiking i HBr, 5 min risting
8,161 244.,8 97,9 Spiking i toluen
7,997 239,9 96,0 Spiking i toluen
8,075 2422 96,9 Spiking i toluen
8,025 240,7 96,3 Spiking i L-cystein
8,035 241,1 96,4 Spiking i L-cystein
8,053 241,6 96,6 Spiking 1 L-cystein
5,737 215,1 86,0 Spiking i toluen, deretter tilsatt HBr
5,751 215,7 86,3 Spiking i toluen, deretter tilsatt HBr

Tabell IV: Gjenfinning av MeHg-standard lagret ulike tider, oppsluttet og ikke oppsluttet. 40 ul av MeHg-
standard pa 10 mg/l ble fortynnet til 75 ml. Teoretisk verdi er derfor 5.33 pg/l.

Hg (ug/l) | Gjenfinning (%) | Merknad
5,217 97,8 Lagret 1 dag, oppsluttet
5,261 98,7 Lagret 1 uke, oppsluttet
5,311 99,6 Lagret 1 maned, oppsluttet
0,094 1,8 Lagret 1 dag, ikke oppsluttet
-0,006 -0,1 Lagret 1 uke, ikke oppsluttet
0,020 0,4 Lagret 1 maned, ikke oppsluttet
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Vedlegg 5: Innvekter og maledata, MeHg i fisk og sediment

Tabell V: Maledata for bestemmelse av MeHg i prgver av fisk og sediment. Det ble utfgrt enkel ekstraksjon med
uttak av 15 ml toluen for tilbakeekstraksjon for fiskemuskel 1 og 3 og 20 ml toluen for de gvrige prgvene.
Blankverdi pa 0,11 pg/l er trukket fra. Andelen vann som ble tilsatt fgr homogenisering er tatt hensyn til i

beregning av MeHg i muskelprgvene. Muskel og lever ble fortynnet 6 ganger mens rogn ble fortynnet 4 ganger.

Fiskemuskel 1 | MeHg (ug/l) | Innvekt (g) | Andel vann MeHg (mg/kg)
1 3,47 1,6159 0,33 0,37
2 3,04 1,4824 0,33 0,35
3 3,56 1,5081 0,33 0,41
Fiskemuskel 2
1 5,48 1,6791 0,33 0,43
2 5,71 1,6044 0,33 0,47
3 5,49 1,6407 0,33 0,44
Fiskemuskel 3
1 4,89 1,8326 0,34 0,47
2 4,31 1,5445 0,34 0,49
Lever
1 3,375 1,5166 - 0,194
2 3,486 1,5514 - 0,196
3 3,507 1,5469 - 0,198
Rogn
1 2,4798 1,5788 - 0,0901
2 1,1226 1,6070 - 0,0378
3 1,1969 1,7109 - 0,0381
4 1,1606 1,6651 - 0,0379
5 1,1204 1,6011 - 0,0379
6 1,1067 1,5663 - 0,0382
Sediment
1 0,1934 1,9647 - 0,0059
2 0,1936 2,0061 - 0,0058
3 0,1877 2,0111 - 0,0056
4 0,2036 2,0126 - 0,0061
5 0,1924 2,0621 - 0,0056
6 0,2042 2,0361 - 0,0060

Eksempel pa beregning av innhold av MeHg oppgitt i mg/kg (parallell 1, fiskemuskel 1):

12ml-6  25ml

1,6159g —(1,6159-0,33) ’

(3,47-0,11ug/1-

MeHg (mglkg) =
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Vedlegg 6: Innvekter og maledata, total Hg i fisk og sediment

Tabell VI: Resultater for bestemmelse av total Hg i fisk og sediment. Andelen vann som ble tilsatt fgr

homogenisering er tatt hensyn til i beregning av MeHg i muskelprgvene. Prgvene ble fortynnet til 50 ml etter

oppslutning.
Fiskemuskel 1 | MeHg (ug/l) | Innvekt (g) | Andel vann MeHg (mg/kg)
1 8,07 1,4985 0,33 0,40
2 8,03 1,4229 0,33 0,42
3 8,83 1,5210 0,33 0,43
Fiskemuskel 2
1 9,693 1,4126 0,33 0,512
2 9,603 1,3918 0,33 0,515
3 9,923 1,4218 0,33 0,521
Fiskemuskel 3
1 10,07 1,4358 0,34 0,53
2 9,90 1,3475 0,34 0,56
3 10,01 1,3943 0,34 0,54
Lever
1 6,526 1,3983 - 0,233
6,700 1,4651 - 0,229
3 6,888 1,5414 - 0,223
Rogn
1 1,2905 1,5573 - 0,0414
1,2814 1,5215 - 0,0421
3 1,2823 1,5220 - 0,0421
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Vedlegg 7: Q-test

Q-testen ble benyttet for a undersgke om en av de malte verdiene av MeHg i rogn fra lake var
en sakalt "uteligger” (uthevet verdi). Malte verdier oppgitt i mg/kg, satt opp i stigende
rekkefglge:

0,0378 — 0,0379 — 0,0379 — 0,0381 — 0,0382 — 0,0901

Yo =X _ 0,0901-0,0382 — 0.99235
w 0,0901-0,0378

0=

hvor x4 er verdien som skal undersgkes, X, er n&ermeste verdi til x4 og w er spredningen i
feltet. Verdier kan utelukkes dersom Q overstiger Q. gitt i tabell VII ved det aktuelle
konfidensintervallet. Fra tabellen kan det sees at verdien 0,0901 mg/kg kan utelukkes med 99

% konfidensintervall.

Tabell VII: Verdier for Q. ved gitte konfidensintervall. I dette tilfellet er det 6 observasjoner (uthevet).

Antall 90 % konfidens- 95 % konfidens- 99 % konfidens-
observasjoner intervall intervall intervall

3 0,941 0,970 0,994

4 0,765 0,829 0,926

5 0,642 0,710 0,821

6 0,560 0,625 0,740

7 0,507 0,568 0,680

8 0,468 0,526 0,634

9 0,437 0,493 0,598

10 0,412 0,466 0,598
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Vedlegg 8: Poster for NECC 2010:”Simple determination of methylmercury in sediment
and biota”

Oppgitt LOQ pa poster er forskjellig fra verdien i oppgaven grunnet feil i beregninger.
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SIMPLE DETERMINATION OF METHYLMERCURY

IN SEDIMENT AND BIOTA

Berit Glomstad, Lojana Mohanathas, Karl Andreas Jensen, Solfrid Lohne, and Elin Gjengedal

Norwegian University of Life Sciences, Dept. of Plant and Environmental Sciences, N-1432 Aas, Norway

Introduction

The need for an analytical method to differentiate naturally occurring species of
mercury is important, i.e. to understand the distribution and pathways of the
highly toxic methylmercury (MeHg, CH;Hg") into the food web. The two most
common chemical forms of mercury present in environmental samples are
MeHg, and ionic mercury (Hg?"), where MeHg is up to 100 times more toxic
than inorganic ionic mercury.

Method

MeHg was initially separated from sample matrices in order to avoid
interferences during the subsequent extraction with organic solvent. After back-
extraction of MeHg into an aqueous medium, a complete digestion in the high-
pressure microwave autoclave UltraClave was conducted. A strong oxidizing
agent (KMnO,) was added to digested samples in order to stabilize mercury on
its ionic form. Finally, Hg(II) was reduced to Hg(0) with tin(II) chloride (SnCl,)
and quantified using cold vapour atomic absorption. Thus MeHg was actually
determined by implication, since CVAAS is no speciation technique.

ialzrsr Sediment el | Sediment
tissue tissue

I [l |\ Vi
v v W 74
HBr HCI HBr
Hydrolysis Shaker Shaker Dissolution Shaker
Centrifugation Centrifugation Centrifugation
p’ /] 4
Toluene Toluene
Double Shaker Simple Shaker
extraction Centrifugation extraction? Centrifugation
4
L-Cysteine L-Cysteine
Double back- Shaker Double back- Shaker
extraction Centrifugation extraction Centrifugation
| 4
Digestion % UltraClave >
y 4
Detection { DMA-80 Detection CV-AAS
(FIMS 400)

Figure 1. Scheme of the proposed method for MeHg analysis in sediment and biological
tissues (right). The first part of the method, the dissolution, organic extraction, and back-
extraction followed the main features in a scheme suggested by Maggi et al. (2009) (left).
Samples were dissolved from the matrix with HBr. MeHg was extracted with toluene, and
then back-extracted with L-Cysteine.

Results and Discussion

MeHg recovery Yield and stability
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Figure 2. Dissolution of sample with HBr is the most critical step with respect to loss of
analyte; left figure. Right figure show no loss of MeHg in a standard solution stored for
one month. No Hg2* was detected in undigested solution; i.e. the measured mercury in
digested solution was MeHg.

Sample treatment was optimized with respect to the singularities in our
proposed method. In addition to avoid loss in the different initial steps, a
complete yield in the digestion step is critical (Fig. 2). Result show that work
time can be reduced by conducting only simple extraction instead of double in
step 2 (Fig. 1 and Fig. 3b). Dissolution of samples turned out to be the most
critical step with respect to loss of MeHg (Fig. 2, left). We suspect that the loss
of MeHg in step 1 is related to its characteristic adhering surfaces.

Addition of Hg?* to biota (dogfish muscle) had no influence on final
measurement, i.e. only MeHg was extracted by toluene (Fig. 3b). The analytical
performance of the suggested method was evaluated by analysis of certified
reference materials. Dissolution of both biological tissues and sediment may be
conducted with HBr, i.e. we see no need for using HCI for sediment like Maggi
et al. (2009) (Fig. 1 and Fig. 3a & 3b).

Estuarine sediment

ERM-CC580 Figure 3a & 3b.

Analytical performance of suggested

method was evaluated by analysis of

CRM:

a) MeHg in estuarine sediment was
slightly overestimated;

b) Only MeHg was extracted by toluene,
and accuracy was satisfactory with
simple extraction.

MeHg (mg/kg)

Double extraction Certified value
Dogfishmuscle NRC DORM-2

MeHg (mg/kg)
N

+250 pg/l Hg2+; + 250 pg/l Hg2+;

No add; No add; No add;
Double extraction Simple extraction Certified value Double extraction Simple extraction

Tablel. Assessed method qualities in terms of limit of quantification
(10x SD (method blank)).

Limit of quantification

. * H * %k
(1.5 g sample weight) Biota Sediment
LOQ (pg/L) 0.06 0.006
LOQ (mg/kg) 0.02 0.0002

* Simple extraction, 30 x dilution ~ ** Double extraction, 4 x dilution

Conclusion and Continuation

Method improvement will continue, but with no use of the MeHg reagent; the
CVAAS technique use Hg(II) standard for calibration. No use of MeHg is of
great importance when attempting to reduce consumption of this highly toxic
reagent. Obtained results show that only MeHg was extracted by toluene and the
digestion of MeHg in L-Cysteine was complete. Simple extraction with toluene
was sufficient. Compared with biota, sediments need less dilution and further
improvements may be achieved with use of cleaner reagents (L-Cysteine). For
comparison, undigested samples will also be analysed using ICP-OES after
hydride generation.
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