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1.BEVEZETES

A higany korforgasanak, a természetbensfaetiulé biotikus és abiotikus
folyamatoknak a tanulmanyozasa, vagy a higanyveggkilélettani hatasa, kiilonds tekintettel
a human metabolitikus folyamatokra, mind a mai gafontos és aktudlis kérdései a
biokémiai, élettani, orvosi, farmakologiai kutatiésak.

A higannyal kapcsolatos speciaciés kutatasok efgyikos tertiletét azon toxikoldgiai
vizsgéalatok képviselik, melyek a higany kulonbdormainak jelenlétét hatarozzak meg az
élelmiszerekben. Ezen kutatdsok szinte mindegyikébengeri halakban és emberi
fogyasztasra alkalmas mas tengefilédlyekben hatarozzak meg és mérik aifoetlulo
higanyspecieszek mennyiségét. Ennek egyik okal@mraetilacios folyamatsorozat, mely a
vizi 6koszisztémakra jellerizés melynek eredményeképpen a taplaléklanc tagjrezdve
a planktonoktol, a ndovényévhalakon at egészen a ragadoz6 halakig — egyrekadve
koncentraciéban tartalmazzak az e&zervezetek szamara leginkabb médgezetilezett
modosulatot. Masrészt ezen kutatasok azeért fontasak éppen az &béekbsl kovetkeden
az emberi szervezetbe bejuté higany (metil-higaB9}90%-ban taplalékeredet és a
lakossag halfogyasztasaval hozhat6 6sszefliggésbe.

A téméaban megjelent tobb szaz publikacid, mérésidmeény, valamint taplalkozasi
szokasokat elendzfelmérés ellenére a nagy nemzetkozi szervezetekleeknég az Eurdpai
Unidnak sincs egységes allasfoglalasa az embepédkdzasbol ereil higany kitettségét,
arrol a minimalisan elfogyasztott mennyiséigami mar k&ros hatasokhoz vezethet. Tovabb
bonyolitia a kérdést, hogy mas-mas ,toxicitasi wiefoval’, illetve hatarértékkel
talalkozhatunk az amerikai kontinensen és az Eurdpaban. Mindezek ellenére azonban
foleg a multbeli balesetek miatt az EurOpai Bizottdégzényileg szabalyozta az egyes
élelmiszerekben és az ivovizben megengédmetximalis higany koncentraciot.

A higany modosulatanalitika legnagyobb kihivasatmintak igen kis higany
koncentracidja jelenti. Olyan médosulatanalitikatkalmas rendszereket kell tehat épiteni,
melyek érzékenysége és szelektivitasa megfeletlaiz feladat elvarasainak. Ugyanakkor az
analitikai rendszerek és moddszerek utébbi éveklapasiztalhatd nagyléptéifejlodése a
higany modosulatanalitikdban kevésbé érvényesiinngla ugyan tomegspektrometrias
Ujitasok, a témaval foglalkozd szakemberek nagy#éda azonban — kihasznalva a higany
azon tulajdonsagat, hogyzfazisban stabilis szabad atomok forméjaban vamjel még
mindig hideg@$zos atomspektroszkopiai eljarasokkal dolgozik. &f§aisu, szabad atomok
formajaban tortéh ezaltal nagy hatasfoki mintabevitel, valamintaamfluoreszcens és
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atomabszorpcids detektélads kiemelten szelektiegellés nagy érzékenysége léhétteszi
igen kis koncentraciétartomanyok megbizhaté mérését

Léteznek ugyan kromatografia nélkuli higanyspedgaciechnikak, az alkalmazott
mobdszerek nagy részében mégis kromatografids egfiiség higanyspecifikus detektorbol
allé kapcsolt rendszerekkel dolgoznak. Fontos haggzni, hogy mivel a természetben és
féleg a biolégiai mintdkban gyakorlatilag csupan hn@resetleg négy modosulata létezik a
higanynak, elvalasztastechnikai szempontbdl egiibbehelyzetben van az analitikus, mint
mondjuk arzénmaoédosulatok mérése esetén.

A higany moédosulatanalitikai eljarasok csaknem 988a- gazkromatogréafias elvalasztast
alkalmaznak élzetes szarmazékképzési reakciot kéept A sokféle derivatizacios megoldas
kozul a vizes fazisu, ,in situ” alkalmazhato alkiési, arilezési reakciok utdbbi években
tortérd  térnyerését nem lehet vitatni. Ennek oka egyréazt reakcié egyszér
kivitelezhebsége, masrészt az, hogy alkalmazasaval minden ediiggalt higany
modosulatbol nagy hatasfokkal képedketiszonylag stabilis illéekony apolaris molekulak.

A higannyal kapcsolatos speciacios feladatok megaldoran, a legnagyobb feladatot
a komponensek kinyerése jelenti a mintakbdl. A khtix feltarasi technikdk hatasfoka,
illetve az adott feladathoz val6 alkalmazhatosaggpjaink efsen vitatott kérdése.
Sokténye#s problémaval allunk szemben, igen kis mennyiségbeten [éW
higanykomponenseket kell kinyerni minél nagyobbékftkkal az adott mintabdl, mikozben
egyes specieszek stabilitasa igen kérdéses.

A mar léted és egyre szélesebb koigényeket kieléglt speciacios technikak
minéségbiztositasa aktudlis, strg&erdés. Sok életbevagoan fontos dontés fligg ditikaia
adatok megbizhatosagatdl, igy a speciacidés eredrkémegbizhatosagatol is. A higany
modosulatanalitikdban alkalmazott metodikak tolbfielchnikat 6tvoznek. A feltarastol, az
extrakcion, a derivatizacion és az elvalasztasikéhrkeresztil az elemszelektiv detektalasig.
Ezeket a lépéseket ediegyig hibak terhelik, amik addédhatnak a kémiai dogulatok
instabilitasabol, az egyes folyamatok adott koriiyek kozti hatdsfokabol, nem kivant
mellékreakciok bekbvetkeztéh a mintamatrixbdl, vagy magabadl az analitikusbal.
Napjainkban szamos megoldas A&ll az analitikusok dedezésére méréseik
minéségbiztositasanak elvégzésére. Hitelesitett anyd@kni mérése, a moddszer
teljesitményjeldginek meghatarozasa és folyamatos monitorozasa, andasid oldatok
stabilitasanak elléirzése elengedhetetlentl fontos. Esetenként nenzdikiéelemzésekben
tortérd  részvétellel, anyagmérleg feldllitAsaval bizongbedunk meg modszeriink
helyességéi.
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2.CELKITUZESEK

Doktori munkam soran élelmiszermintdk és biolégmintak higanyspeciacios

analizisével foglalkoztam. A témaval kapcsolatbanatabbi célkiizéseket fogalmaztam

meg:

Kifejleszteni egy gyors és viszonylag olcsé moédszenellyel lehebvé valik

élelmiszermintadk metil-higany tartalmanak rutinszereghatarozasa.

— A feltards idszikségletét csokkdent hatékonysagat novel eljarasok
vizsgalata.

— Az alkalmazott szarmazékképreakcio (fenilezés) optimalis kérilményeinek
meghatarozasa, a szarmazékok illékonysaganak \ataga

— Az alkalmazott szilard fazisu mikroextrakcio kitk@janak vizsgalata.

—Valadi (kis higanytartalmi) mintdk elemzése sorfimerib nehézségek
kezelése és kikuszobolése.

A mbdszer mifségbiztositasa kapcsan elvégezni a fejlesztett ze6degészére

kiterjedd bizonytalansagbecslést, feltarni a modszer Uun.enge pontjait”,

meghatarozni azokat a lépéseket, melyek legnagyobhiékben jarulnak hozzéa
eredményeim reprodukalhatésagahoz.

A kidolgozott modszer mifségének ellefrzése és mitségbiztositasa két nemzetkdzi

korelemzeésben valo részvétellel is.

A mddszer alkalmazéasa élelmiszermintak metil-higantalmanak meghatarozasara :
— Magyarorszagon kereskedelmi forgalombard & magyar piac 97%-at leféd
harom legnagyobb mennyiségben fogyasztott tengeiantalma élelmiszerminta
analizise.

— Kereskedelemben kaphat6 kulonbdredei tengeri halak illetve haltartalma
termékek vizsgélata.
—Hazai tenyésztett halak higanyspeciacios analizise

Az elébbiektl fliggetlen analitikai moédszer vizsgdlata, alkaldsy illetve

minéségbiztositasa teljes anyagmérleg készitésével.

A halmintakban szinte kizarolagosandferduld metil-higany médosulat és a

higanyspeciacidés analizisben IBelstandardként gyakran hasznalt etil-higany

stabilitdsanak vizsgalata két kulonBpzgymastol fiuggetlen moédszer alkalmazasa
soran.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Mintael 6készités higanyspeciacios analizishez

Lugos feltarast és SPME-t alkalmazo eljgsasan 250 mg liofilizalt mintat 5 ml 18 %

NaOH-ot tartalmazé metanol oldattal feltdrtam. Antai higany tartalmdhoz igazitott
higitasi lépések utan, a feltart oldat 1 ml-esleééz 10 ml 1 M-os, pH=5 acetat puffer
oldathoz adtam, majd az elegyhez 1 ml 1 %-0s NaBétilez reagenst adagoltam. Az
SPME kivitelezéséhez az igy 6sszemért derivatizéaliégylél intenziv kevertetés mellett
elozetesen optimalt dtartamig @zfazisi mintavételt végeztem. Ezt k&sest
gazkromatografias elvalasztast és AFS detektdléenzaztam.

Savas hidrolizissel és old6szeres extrakcidval mlégitott mintaglkészitéssoran

200 mg liofilizalt mintat acetonnal majd toluoltdirtalanitottam, majd 5 ml 6 M-os s6sav
oldat segitségével ultrahangos kezelést alkalmazietartam. A  kinyert
higanykomponenseket ezt ko§eh ebszor 2x4 ml toluolba, majd 2x2 ml vizes ciszteines
oldatba extrahaltam. A ciszteines extraktumhoz mgit@s utan 1 ml telitett CuQO
oldatot, 1 ml hexant, végul 0,2 ml 1 %-o0s NaBRfagenst adagoltam. 20-30 percig tartd

intenziv rdzatas, illetve a szerves fazis elvafssztitdn GC-MS detektalas kovetkezett.

3.2 A felhasznalt vegyszerek és standard anyagok

Munkam soran az alabbi vegyszereket és standaabakgt alkalmaztam : ioncserélt
viz, KOH, NaOH, metanol, NaBRhNa-acetat, ecetsav, hexan, toluol, aceton, @mszte
CuSQ, NaCl, so6sav, kénsav, salétromsav, MeHgClI, EtH#QICl,, és BCR-CRM-464,
TORT-2, BCR-710 valamint DORM-2 hitelesitett refecmanyagok.

3.3Az alkalmazott eszkdzok és riszerek

Kisérleteimhez fagyasztva szaritd berendezést, itézaekrényt, héztartasi
kavédaralot, dérzsmozsarat, ultrahangos vistiirchikrohulldmu roncsol6 berendezést,
pH meékt, magneses kewdtr centrifugat, 100um filmvastagsagad PDMS szorbens
réteggel ellatott mikroextrakcios szallal felszemlanualis SPME eszkozt, GC-AFS és
GC-MS csatolt rendszereket DB-1, HP-1 és HP-5 kajsl oszlopokat, tovabba AMA
254 kdzvetlen higany analizarort hasznaltam.

3.4 A vizsgalt mintak
Kutatbmunkam soran Magyarorszagon kereskedelgafomban € tengeri halakat

és hal termékeket, valamint hazai tenyészésesvizi halfajokat vizsgaltam.
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4. EREDMENYEK

4.1Lugos feltaras—SPME—GC—pirolizis—AFS modszerfejlesés

Doktori munkam soran lagos-feltarason, fenilezésearmazékképzésen, szilard
fazisi mikroextrakcion és GC-AFS detektalason dfaphiganyspeciacios analitikai
mabdszert dolgoztam ki mintak metil-higany tartalmémeghatarozésara.

Optimaltam a lagos feltdras kordlményeit, meghatiam a fenilezéses
szarmazékképzeési reakciohoz szukséges pH-t, az SKMikajat, megvizsgaltam a
minta metanol tartalmanak hatasat az extrakcicafoptara. Kikiiszoboltem a ,kis higany
tartalmd” mintak mérése soradn felmériihehézségeket, optimaltam a GG@toft
injektoraban végbemén deszorpcié folyamatat és a kromatogréfias elvédasz
kordlmeényeit.

A validalas soran 3 kulénbéhigany tartalmd és matrixi CRM mintat elemeztem.

4.2 A modszer bizonytalansagbecslése

Manapsag a miisségbiztositas kapcsan egyre gyakoribb elvaraskainszott méresi
modszerek bizonytalansagbecslésének elvégzése.aEzelvarast figyelembe véve
elvégeztem az altalam fejlesztett eljards teljes lyafoatara  Kkiterjed
bizonytalansagbecslést az ISO/GUM Utmutatasai atagjélom az volt, hogy definialjam
a modszer ugynevezett ,kritikus pontjait”, azoka€péseket, részfolyamatokat, melyek
leginkabb befolyasoljak a mérések reprodukalhatitsag

A kisérletek alapjan megallapitottam, hogy mindké jhigany tartalmd”, mind a
»nagy higany tartalmd” mintdk esetébendsigrban a feltaras, masodsorban a kalibracio
folyamata a kritikus Iépések. A derivatizacié- SRME-, a deszorpcié folyamata, illetve a
mintaebkészités soran alkalmazott térfogatmérések és toes bizonytalansaga b
a szempontbdl kevésbé lényeges paraméterek.

4.3 A mbdszer minbségbiztositdsa nemzetkozi korelemzésekben valé réstellel

A fejlesztett modszer méségének ellefrzése és mifségbiztositdsa végett két
nemzetkdzi, az Eurdpai Bizottsag Anyagminta és Blélétézete altal szervezett,
korelemzésben vettem részt. Az eredmények igazoitédszerem nemzetkozi szinten
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vald elismerését, és mind szennyezett, mind kevestidényezett mintak metil-higany

tartalmanak mérésére vald alkalmassagat.

4.4 Elelmiszermintak metil-higany tartalmanak meghatarozasa

Doktori munkam soran a fejlesztett modszer seg@tegl elemeztem a
Magyarorszagon kereskedelmi forgalombansléengeri halakat és tengeri hal tartalmu
termékeket, valamint hazai tenyés#téfogyasztasra szant édesvizi halfajokat. Harom
mintacsoportot vizsgaltam : (1) hazankban a 3 lggobb mennyiségben fogyasztott
tengeri hal tartalma terméket, (2) egy aruhazlanairekényesen kivalasztott fagyasztott
tengeri halakat, valamint (3) hazankban tenyéspteityokat és afrikai harcsakat.

Az eredmények alapjan megéallapitottam, hogy agéttsmintak metil-higany és
0sszes higany tartalma joval kisebb az EuroOpai tBiag altal térvényileg megszabott
hatarértéknél. Amennyiben figyelembe vesszik, hagyagyar lakossag évi atlagos
halfogyasztasa alig haladja meg a 3 kg-ot, kijdletif hogy a Magyarorszagon
forgalomban |é¢ tengeri halak és hal tartalmd élelmiszerek fogiesbol eredl

egeészségugyi kockazat elhanyagolhaté.

4.5S6savas feltdras—olddszeres etrakcio—GC-MS modszelr kapcsolatos

vizsgalatok

Doktori munkam soran, ezt a mar koradbban kidolgoZs validalt modszert
hibakutatas céljabdl kezdtem el vizsgalni. A proidé az jelentette, hogy a kordbban etil-
higany bel§ standard hasznalataval helyesnek itélt modszéss Iseandard hasznélata
nélkdl mintegy csupan 50-60 %-o0s hatasfokinak lyiathin

Kisérleteimben két kérdésre kerestem a valaszt E£&n bonyolult és sok lépékb
allo modszer mely 1épései tefleffelebssé a veszteségekért?, illet2e Mibsl adddik a
belss standarddal és anélkil végzett kisérletek eredmkagti kilonbség?

Az elsy kérdés megvélaszolasat az eljaras teljes folyamatiéerjed anyagmérleg
felvételétl reméltem. Az anyagmeérleg felvétele soran a mikaszités minden egyes
lépésében meghataroztam a visszamarado, illetvévatkes |épésre tovabbvitt fazis
0sszes higany tartalmét is. Az eredmények alapjégéitapitottam, hogy a sdésavas
feltdras folyamata nem elég hatasos, a minta migi@ny tartalmanak csak mintegy 50-

60%-a szabadithat6 fel a matrixbadl.
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Az etil-higany bel§ standarddal végzett kisérletek eredményei aztttaktehogy az
etil-higany nem stabilis a mintd@#észités soran, a sOsavas feltaras kodzben gslent
veszteséget tapasztaltam a ®elstandardbdl. A két Kkisérletsorozat soran tett
megallapitasok alapjan kijelentiethogy a bel§ standard hasznélataval kapott helyes
eredmények, két ,szerencsétlen” folyamat — a mirgen elég hatékony feltarasa és a
bely standard feltards alatti bomlasa — ,szerencségjaiékanak” kdszonhéen

szllettek.

4.6 A metil-higany és az etil-higany mddosulatok stabitasanak vizsgalata

Egy adott elem kulonb&éz mddosulatai kulonbdz meértékben toleralhatjdk a
mintaebkészités soran alkalmazott reagens és energiabekata A higanyspeciacios
mérések esetében a mintd@szitéshez koth&ét hibas eredményeket éforban
véletlenszaien bekovetkez metilaciés folyamatok eredményeképp  kixliz
.mesterséges termékek”, vagy éppen demetilacioyafohtok hatasara keletkez
bomlastermékek okozhatjak.

Mintegy az ebz6 pontban ismertetett eredmények folytatasaként,ebben a
fejezetben bemutatasra keériizsgalataim arra a kérdésre kerestek valaszl hagetil-
higany és a mérések soran gyakrandstandardnak alkalmazott etil-higany stabilitasa
hogyan jellemezhétmikrohullamu kezeléssel kiegészitett l0gos-metamditaras soran.

Megallapitast nyert, hogy a metil-higany, Hg-C dsiinek disebb jellege miatt,
sokkal jobban ellendll a kezelésnek, mint az egifenddosulat. Az etil-higanybdl mar a
mintak hatékony feltarasdhoz szikséges kezelésinpderek alkalmazasa soran is
jelentbss mérték veszteséget tapasztaltam, bomlastermékként skarvetiganyt
detektaltam.

Mindezek, illetve az ék6 fejezetben tapasztalt jelenségek alapjan kijetsfitthogy
az etil-higany bel$ standardnak nem alkalmas, akar lagos ktzegmikrohullamu
feltarast, akar ultrahangos kezeléssel kiegész#éHavas feltarast alkalmazunk a

mintaebkészités soran.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Kidolgoztam egy gyors, viszonylag olcso, rutinsieer alkalmazhatd modszert
élelmiszermintdk metil-higany tartalmanak meghatasara. Az altalam fejlesztett, —
két nemzetkozi korelemzésben val6 részvétel eregenétapjan nemzetkozi szinten
is elismert és helyesnek bizonyult — lugos feltar&ME—GC—pirolizis—AFS
modszer  segitségével néhany tiz ppt koncentramétanyban lehet
higanykomponenseket mérni.

Megallapitottam, hogy az SPME-t headspace modorehié@gva, a modszer szelektiv
metil-higanyra nézve, hiszen a mintakban még jéiénlszervetlen higanybol

képxdott fenilezett szarmazék nem elég illékordytgri SPME megvalositasara.

2. Elsdként megallapitottam, hogy ,kis higany tartalmd” ntdk IGgos-metanolos
feltardsa és NaBRhreagenssel valo fenilezése alkalmazhaté egyuttarde
oldészerként azonban metanolban oldott KOH helyetgtanolban oldott NaOH-ot
kell alkalmazni, amennyiben ragaszkodunk a viszagyblcsénak szamité NaBPh

fenilez6 reagens hasznalatahoz.

3. Elvégeztem a fejlesztett mddszer bizonytalansadfsogzsgalatat. Meghataroztam a
feltaras, a kalibracio, a derivatizacio, az SPMEaesiébmiszer, illetve az eljaras
soran alkalmazott térfogatmérések és tomegmérémyiemlansaganak eredmeényre
gyakorolt hatasat. Megallapitottam, hogy az eredmién reprodukalhatésaga
szempontjabol etsorban a feltards, masodsorban a kalibracié folyama
legkritikusabb |épések. A derivatizaci6 és a sdilafazisd mikroextrakcid

bizonytalansaganak eredményre gyakorolt hatas sebb mérték.

4. Felmértem a hazai kereskedelmi forgalombarb léangeri hal tartalmd termékek
metil-higany, illetve 6sszes higany tartalmat. Mgatottam, hogy higany tartalmuk
joval kisebb, mint a tengeri halakra térvényileggseabott érték. A hazai tdplalkozasi
szokasokat figyelembe véve elvégeztem a hazanlkdaredztett pontyok és afrikai
harcsak higanyspeciacios analizisét is. A pontydkivein a tengeri halakhoz képest
harmadakkora, azaz minimalis, az afrikai harcsakdaengeri halakhoz képest 3-4-
szeres koncentracidkat mértem. Az utdbbiak taplEkzolgald haltap elemzésével
megallapitast nyert, hogy a jelenség oka valddegna pontyok és a harcsak edtér
taplalasa.
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Végul a magyarorszagi éves atlagos halfogyasziiésyei a mért adatok tikrében
megallapitottam, hogy hazankban a halfogyasztakbittet) egészségugyi kockazat

elhanyagolhato.

. Az altalam fejlesztett mdédszérifiiggetlen, s6savas feltarason, olddszeres ex@makc
GC-MS detektalason alapulo technika anyagmeérlegdealeiételével bizonyitottam,
hogy a korabban bdisstandard hasznalataval végrehajtott, helyesndéknit@dszer
bel$ standard nélkil nem alkalmas mintak metil-higaastaimanak mérésére. Az
adott paraméterek mellett ugyanis a feltaras haitastsupan kb. 50 %.
Megéallapitottam, hogy a bélsstandardként alkalmazott etil-higanybdl jetent
mértéki veszteség keletkezik a sGsavas feltaras soramzigyobbi jelenség, illetve a
nem elég hatasos feltaras véletlen egybeeséseaokolkel§ standarddal produkalt

helyes eredményeket.

Végul az 5. pontban vazolt gondolatok és erexyeié folytatdsaként megvizsgéltam a
két szerves modosulat, lugos kozegikrohullammal végzett feltaras soran mutatott
stabilitasat. Megallapitottam, hogy az etil-higangval kevésbé toleralja az
energiabehatast mint a metilezett modosulat. Miaelj6 hatasfoku feltarashoz
szikséges besugarzasi paraméterek mellett is ilitsistb mutat az etil-higany,
kijelenthet, hogy metil-higany mérésekben Hhelstandardként valé alkalmazésa
meglehetisen kétséges, de mindenképfretes stabilitasvizsgalatot igényel.
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