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Forsok med dialys av metylkvicksilver i fisk

Per Anis

A, Sammanfattning

Vid forsdken dialyserades homogenat frén tvd olika gdddor. Den ena hade
en hdg naturlig halt av kvicksilver ("biogent" kvicksilver), och den
andra forsdgs vid homogeniseringen med metylkvicksilver ("syntetiskt"
kvicksilver). Férstken visar att det "syntetiska" metylkvicksilvret &r
nagot ldttare att dialysera bort dn det "biogena". Skillnaden &r dock
ganska liten (6-14 % av den totala metylkvicksilvermingden, och den
fysiologiska relevansen av detta dr osdker. Optimala dialysbetingelser
med avseende pd dialysmedelkoncentration och pH under Svriga ri3dande
férsdksbetingelser har varit den hdgsta anvinda (= 60 mM merkaptoetanol)

resp. "naturligt" pH (d.v.s. utan syra—-, bas— eller bufferttillsats).

B. Inledning

Forscken utfordes under tvd mdnader april-maj 1969 som fortsidttning pd en

forsdksserie utford av Ann-Louise Martin.

C.‘Méféfial’och matoder

De olika fiskarna filéades, homogeniserades med knivhomogenisator och
homogenatet fylldes pd 10 ml plastburkar. Burkarna foérvarades i frys-
skdp tills homogenatet skulle anvindas. D3 homogeniserades det en ging
till, nu med teflonhomogenisator. Vatten tillsattes dirvid sd att
proteinhalten blev ca 4 % (spiddning ca 4 ggr). Det syntetiska metyl-
kvicksilvret sattes till den kvicksilverfria fisken via detta vatten.
Bdda fiskarna hade direfter en kvicksilverhalt pa ca 7 ppm (berdknat

pd "vatfisk").

Homogenaten silades genom en tesil och 10 ml togs ut med pipett och fyll-
des pd dialysslang. Dialyscn skedde sedan med 100 ml merkaptoetanolldsning
i en 100-ml E-kolv pd skakbord. I samtliga forsck dialyserades bide giddan
red "syntetiskt" och den med "biogent'" metylkvicksilver parallellt. Efter
dialysen togs vid vissa fdrsdk 0,5 ml av slanginneh8llet ut for protein-

analys enligt Lowry.



Det bortdialyserade metylkvicksilvret antas jidmnt férdelat Sver bade
slanginnehdll och dialysvitska. Frén slanginnehdllets Me-Hg-méngd
subtraheras dirfor den mingd metyl-kvicksilverhydroxid som 10 ml av
dialysvitskans innehdll. Rterstoden av metylkvicksilvret i slangen at
antas vara "ej dialyserat". Slutligen berdknades halten "ej dialyserat"

i % av den totala mingden metylkvicksilver, crhdllen ur analyserna, Ana-
lyserna gjordes enl. standardmetoder pa gaskromatograf och resultaten
erholls som nanogram kvicksilver per gram homogenat resp. nanogram kvick-

silver per ml vatska.

D. Resultat

Den forsta forsoksserien gidllde framst inverkan av olika merkaptoetanol-

koncentrationer. Resultaten har samlats i tabell 1.

Tabell 1.

Konc. av mer— Protein- Total Metyl-Hg- % ej
Hg kaptoetanol halt halt i mg/10 ml dia-
mM mg/ml homogenat (enl. lyserat Anmidrkning

homogenat analys) fére dialys

Synt 60 32,7 22,2 5,9

Bio 60 21,6 29

Synt 6 27,9 13,2 45

Bio 6 44,9 22,5 46

Synt 0,6 30,7 20,5 54

Bio 0,6 27,0 80

Synt 0 28,1 26,2 98,5

Bio 0 26,4 99,2

Synt 60 29,6 8, 9% (31)  Rumstemp.
Bio 60 i g% 16 "

*/ Btt uppseendevickande 1&gt virde

Dér ej annat anges, skedde dialysen under 18 timmar i kylrum, temperatur

ca 5 oC. Inga tillsatser fér pH-reglering giordes, vilket ger pH ca 6,5.



3.

Vid den andra forsdksserien varierades pH och konc.

Dialystid = 16 timmar, kylrumstemp.

Tabell 2.

Konc. av merkapto- ~ Proteinhalt Hg-halt % ej

Hg etanol, pH mg/ml homo- mg/lO ml dialyserat
mM genat

Synt 60 6,5 29,8 2452 4,6

Bio 60 6,7 48,1 16,6 16

Synt 60 254 30,4 24,1 22

Bio 60 2,1 28,5 - (60 )*

Synt 60 1,2 28,9 2542 17

Bio 60 1 g X 36,4 14,2 30

Synt 6 6,5 29,1 21,5 29

Bio 6 6,7 40,7 15,7 33

Synt 6 2,4 27,9 - %

Bio 6 25,1, 3444 12,9 67

Synt 6 1y2 28,9 28,5 59

Bio 6 i,1 3449 16,8 69
Parallellt kdrdes dven dialyser av det dldre homogenat, som
stdtt i frysskdp en vecka. Resultatet blev:

Synt 60 6,4 20,9 2053 6,0

Bio 60 6,6 40,1 19,9 15

*/ Slangen gick sdnder, varvid en del homogenat rann ut i dialysvitskan.
Siffran ger dock ett minimivirde

**/ Kolven gick sonder medan dialysen pagick

I detta forstk stdlldes pH in med H2SO4 béddc pd homogenatet och dialysvitskan.
Véardena anger hir homogenatens pH-virden fdre dialysen. Under dialysen

andrades pH aldrig mer #n 0,1 pH-cnhet.

Vid dessa tvd forsta serier gjordes vatten— och MeHgOH-tillsatserna delvis
"pd midfd", Darfdér varierar protein- och Hg-halt starkt mellan de olika

fiskarna. Tillsatserna riknades om och korrigerades vid de senare serierna.



Dialystiden varierade vid den tredje forstksserien. (Kylrum, 60 mM merkap-

toetanol, pH = ca 6,5)

Tabell 3.
Hg Dialystid, tim Proteinhalt Hg-halt % ej dia-
mg/ml mg/lO ml lyserat
Synt 1/2 32,0 2,3 85,2
Bio 1/2 43,3 28,5 88,4
Synt 1 42,8 22,5 75,6
Bio 1 53,2 25,2 79,0
Synt 2 40,5 19,0 68,4
Bio 2 42,7 26,5 68,5
Synt 4 42,5 13,7% (76,6)
Bio 4 42,7 ae,l 63,3

*/ Halten fOrefaller uppseendevickande lag

I detta forsdk kyldes bdde dialysvitska och homogenat till kylrums—

temperatur fore dialysen.

Sista serien var ett stdrre upplagt férssk pa pH-variation (kylrum, 19

timmar, proteinprov togs ej)

Tabell 4.

Hg pH Buffert Hg-halt Tj di@lyserat Anm&rkning

tot %
Synt 1,1 Ingen 19,3 26 Surgjord med HC1
Bio 1,0 " 23,2 34 L g B
Synt 155 i 23,7 21 " L
Bio 1,6 " 2543 26 u Ly
Synt 45 Acetat 22,5 12
Bio 4,6 A 2553 26
Synt D53 " 2245 12
Bio 594 i 25,3 26
Synt 6,8 Ingen 20,6 9,3
Bio 6,6 " 27,6 16
Synt 9,8 Karbonat 20,0 12
Bio 9,8 " 14,1* (28)

*/ Ett uppsecndevickande 14gt virde



Endast dialysvétskan pH-justerades. Efter dialysen midttes pH hos dialys-
vatskan igen med glaselektrod, precis som forut. Skillnaden i pH fore

och efter dialys var aldrig stdrre d&n 0,2 pH-enheter.

E. Diskussion

Néstan alla prover med biogent metylkvicksilver har en légre dialys-
grad dn motsvarande prover med syntetiskt si2dant. Undantagen ar cndast
tvd (ett i tabell 3, ett i tabell 1) och dessa virden Ar foga ti11for-
litliga, eftersom deras totala kvicksilverhalt 4r s3 uppseendeviackande
18g. (Jfr. med provet "Bio 9,8" i tabell 4, vilket har 1lig Hg-halt

och missténkt 18g dialysgrad. )

I tabcll 5 har samlats de olika "refecrensfdrsdken" ur tabell 15 2 och
4, d.v.s. de dialyser som kérts ca 18 tim i 60 mM merkaptoetanol, i kyl-

rum och utan syra-, bas- eller bufferttillsats.

Tabell 5.
Dialystid Proteinhalt  Hg-halt % ej dia—- Ur tab.

Hg tim mg/ml mg/lO ml lyserat nr
Synt 19 - 20,6 9,3 4
Bio 19 - 27,6 16 4
Synt 16 29,8 24,2 4,6 2
Bio 16 48,1 16,6 16 2
Synt 16 20,9 20,3 6,0 2
Bio 16 40,1 19,9 13 2
Synt 18 32,57 22,2 549 il
Bio 18 - 21,6 29 1

Som synes &Ar spridningen mellan de olika dialyserna ganska stor. Det fSre-
ligger dock i dessa forsdk en klar skillnad mellan de olika sorterna av

metylkvicksilver,

Aven i de dvriga dialyserna som kérts i ca 18 tim &r skillnaden i dialys-

grad ca 6-14 %. Det gir ej ur forsdken att avgdra om skillnaden &r beroende



av pH. Skillnaden dr s& liten i férhdllandc till den bortdialyscrade
kvicksilvermdngden att det ir osikert om den kan ha nagon praktisk

fysiologisk betydelse.

Vid dialys under kort tid &r skillnaden liten, och den skillnad som
tabell 3 uppvisar skulle dven kunna forklaras som spridning i analys-
vardena. Surgdring himmar dialyscn ndgot, bade for syntetiskt och bio-
gent metylkvicksilver och det forcfaller som om pH-hG jning har samma
effekt. (Hir giller att tabellerns 2 och 4 ¢j &r direkt jamférbara,

eftersom surgdringen gjorts pd olika satt. )

Eftersom protein- och kvicksilverhaltsvirdena viser cn si dalig korre-
lation relateras Hg-halten i homogenatet ej till protcinhalten. I stil-
let har berdknats den ej dialyserade kvicksilver-mingden i % av den to-
tala,

Dialysen &r en jamviktsreaktion. Diarfér gjordes aldrig ndgra forsdk
med ett "mildare" dialysmedel. Koncentrationecn av merkaptoctanolen vari-

erades 1 stidllet,

En del kontrollprov gjordes. Dc sa visade foljande:
1) Dialys med rent vatten gar cj (se tabell 1). Detta visar ocksi att

inget homogenat lickte ut fran slangen.

2) Vid ett fdrsdk "dialyserades" ev vattenlSsning =v metylkvicksilver
i kylrum, 20 timmar. Analysen visade att full jamvikt mellan slang-

innehdll och dialysvitska da uppnatts.

3) Den "kvicksilverfria" fisken hade en naturlig Hg-halt pd ca 2-3 % av

den kvicksilverhaltiga fiskens. Detta inverkar ej pd resultaten.

4) Efter varje dialys mittes dialysvdtskans volym. Det visade sig genom—

gdende att denna ej dndrades vid dialysen.

Tvd reservationer kan goras till resultaten:

l) Det kan tinkas att det "syntetiska" metylkvicksilvret d& det sitts

till homogenatet fastnar ps ett stille i proteinet, dir det sitter




s

ganska 18st, och sedan av jimnviktssk#dl vandrar till andra platser, sd

att det efterhand binds fastare., I s& fall skulle tiden mellan kvicksilver-
tillsatsen och dialysens p&bdrjande och temperaturen under denna tid ha
betydelse for dialysgraden. I de beskrivma férséken har dessa variabler

varit ganska konstanta, men de mittes aldrig.

2) De tvd fiskarna var ej 1 samma tillsténd vid den férsta homogeniseringen.
Den kvicksilverfria var helt farsk, medan den kvicksilverhaltiga var

ndgot dldre.
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