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1. BEVEZETES

1.1. A MODOSULATANALITIKA LETREJOTTENEK OKAI ES FEJLODESE A KEZDETEKTOL NAPJAINKIG

Minamata-6bdl, 1956 majusa. Négy gyari munkés agykarosoddsbol fakadd panaszokkal
kérte felvételét a helyi Kunamoto Egyetemi Korhazba, ahol az orvosok tanacstalanul alltak a
tiinetek eldtt. Mivel a helyi lakosok egyre ndvekvd szdmban jelentkeztek hasonld korképpel,
eleinte fert6z0 betegségre gyanakodtak, melynek a ,,Minamata-betegség” megnevezést adtak.
Hérom ¢és fél évnek kellett eltelnie, mire a valodi ok felszinre keriilt: egy kozeli, acetaldehidet és
vinil-kloridot gyartdé cég metil-higanyt is tartalmazé szennyvizét tisztitds nélkill engedte az
Obolbe — tobb mint 40 éven keresztiil. A sekély tengervizbe keriilt, kdzel 150 tonna metil-higany
feldusult a taplaléklancban, s mivel az annak végén allo, a helyiek f6 taplalékat add halak
karosodasa nem volt észrevehetd, a halaszatbol szarmazo élelmiszerek sem keltettek gyanut az
emberekben. A metil-higany a szervetlen higannyal ellentétben sokkal nehezebben firiil ki az
emberi szervezetbdl, igy az utobbihoz képest joval kisebb mennyiségben is végzetesnek
bizonyult: a vér-agy gaton (és a méhlepényen) atlépve a felndttekben agykérosodast, a
magzatokban, a csecsemdkben és a gyermekekben fejloddési rendellenességeket és agyvérzést
valtott ki — sok szaz ember halalat okozva. A halaszatot csak 1965-ben allitottak le; és bar az
tizemnek megtiltottak, hogy a metil-higany tartalmi szennyvizét az 6bolbe engedje, szervetlen
higannyal tovabbra is szennyezte a térséget — arra ugyanis a tiltds nem vonatkozott, egészen
1968-ig. Akkor ugyanis még nem tudtdk, hogy a biometilaciés (=bioldgiai szervezetek altal
végrehajtott metilezési) folyamatok révén a szervetlen higany jelentds részébdl is metil-higany
képz6dott [GRAEME 1998].

A higany esetében mutatkozott meg el6szor, hogy ugyanazon elem eltérdé oxidacios allapota
vagy eltéré ligandummal rendelkezé formai akar végletekig kiilonb6zé moddon viselkednek az
¢l6 szervezetben. EgyidOben a higannyal, a krém élettani kutatdsainak eredményei talan még
nagyobb szenzacidt keltettek a tudomanyos berkekben, hiszen a 6 vegyértékli formajanak
kiemelkedden rakkeltd jellege miatt toxikusnak tartott elem 3 vegyértékli allapotardl 1959-ben
deritették ki, hogy fontos szerepet jatszhat a gliikozanyagcsere szabalyozasaban [SCHWARZ
1959]. A sort az arzén folytatta: 1977-ben EDMONDS ¢és FRANCESCONI kutatoparosnak
sikeriilt egy rakfélébdl izolalni az arzeno-betaint, az elsé olyan szerves arzénvegyiiletet, melynek
bizonyitottan nincs toxikus hatdsa, s amely feloldotta a tengeri eredeti ¢lelmiszerek
arzéntartalma ¢és ennek ellenére veszélytelen fogyasztasuk kozott fesziild ellentmondast. Csupan
6 évet kellett varni az Gjabb — ez esetben negativ — példéra: az elemi allapotban és szervetlen
soiban veszélytelennek szdmité on hajofestékhez kevert tributil-szarmazéka a célszervezetek
koz¢ nem tartozo ¢€l6lényeknél (pl. osztriga) genotoxikusnak bizonyult [WALDOCK 1983].
Végiil, de nem utolsésorban a szelént és a vasat kell megemliteniink, amelyek az eddig
ismertetett, koncentraciotol részben fiiggetlen, ,,toxikus-1étfontossagu”™ /krém(VI) vs. krom(II)/,
»toxikus-valosziniileg nem toxikus” /altalaban az arzén vs. arzeno-betain; szerves On-szdrmazék
vs. szervetlen on/ ill. ,kiemelten toxikus-kevésbé toxikus” /metil-higany vs. szervetlen higany/

mindségi megkozelitéseket 1) elemmel Otvozték: a koncentraciotdl kiemeltebben fiiggo,
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,biologiailag jobban elérhetd és/vagy bioldgiailag jobban hasznosuld és/vagy jarulékosan
JO/rossz hatdst mutaté/nem mutatd” tulajdonsagok megéllapitasaval.

megismerése mar nem nyujt elegendd informdacidt a vizsgalt mintarol, lett légyen sz6 akar
¢lelmiszerrdl, talajmintardl vagy ontézovizrél — barmirdl, amelyben a kérdéses elemnek egy
vagy tobb, valamilyen szempontbdl kritikus kémiai-fizikai-élettani jellemzdvel rendelkezd
formaja fordulhat eld. Kialakult egy 0j, tobb tudomanyagat érintd szakteriilet, mely az analitikai-
kornyezeti-élelmiszer-klinikai kémia, a biokémia és az ¢élettan hatdrmezsgyéjén helyezkedik el: a
modosulatanalitika (,,speciation analysis”). A sok kozos teriilet €s a részbeni atfedések miatt egy
ideig ugyanakkor nem volt egészen vilagos az 1j, kiillon tudomanyag 1étének jogosultsaga, és
helyzetének tisztdzasdhoz sziikséges nevezéktani definiciok is hidnyoztak még. Végiil a IUPAC
2000-ben végre kozzétette a pontos megnevezéseket, amelyeket konkrét példakkal latott el a
lehetd legpontosabb értelmezés végett [TEMPLETON 2000]. A definiciok szerint ,,egy elem
kémiai modosulata (,,chemical species”) az elem egy adott forméja, amelyet izotopdsszetétele,
vagy elektron- / oxidécios allapota, és/vagy komplex vagy molekularis szerkezete hataroz meg”;
a modosulatanalitika pedig ,,azon analitikai tevékenységek 0Osszessége, melyek egy adott
mintaban 1évo, egy vagy tobb egyedi kémiai moddosulat mindségi és/vagy mennyiségi
meghatarozasara iranyulnak”. Meghatarozasra keriilt a korabban kelléen meg nem kiilonboztetett
,miveleti médosulatanalitika” is, melyet a ,,frakciondlas” kifejezéssel lattak el véglegesen: ,,a
frakciondlds az a miivelet, melynek soran egy adott mintdban 1évd, meghatarozandé komponenst
vagy komponensek csoportjat fizikai (pl. méret, oldhatdésdg) vagy kémiai (pl. kotések,
reakcioképesség) jellemzok alapjan osztalyokba sorolunk”. A két szakteriilet igy egyértelmiien
sz¢étvalt, bar — mint példaul az arzén modosulatanalitikai ismertetésénél latni fogjuk — gyakorlati
okokbol néhol egyiitt alkalmazzuk 6ket.

A kezdetben egymastdl elszigetelten fejlodd, elemenként targyalt mdodosulatanalitika méra
egységes egéssz¢ valt és fontossagat mi sem igazolja jobban anndl a ténynél, hogy az Eurdpai
Ko6z0sség 1998-ban kiilon tematikus haldzatot hozott 1étre ,,Speciation 21 névvel a legkivalobb
21 nyugat-eurdpai labor részvételével [CORNELIS 2000]. A halézat abbol a célbol jott 1étre,
hogy szakmai tandcsokkal segitse az ¢élelmiszer-tudomanyi, kornyezetvédelmi és
(munka)egészségiigyi teriileten miikodd, dontéshozo szerveket a legjabb ismereteknek
megfeleld szabalyozasok ¢és hatarértékek megallapitasanal. A koradbban emlitett, Hg-Cr-As-Sn-
Se-Fe elemek mellé idokozben felzarkédztak a platinafémek (Pd, Pt), a nikkel és az 6lom is,
tovabb bdvitve a modosulatanalitika célteriiletét.

A moédosulatanalitika felbecsiilhetetlen értéki Uj ismeretanyaggal jarult hozza ahhoz, hogy
munkakoriilményeink, élelmiszereink, gydgyszereink biztonsagosabbak legyenek, hogy
kornyezetiink védelmét korszerlibb tudomanyos hattérrel biztosithassuk ¢és megérthessiink
szdmos olyan biokémiai folyamatot, melyek szervezetiink miikddésében karos vagy épp
ellenkezdleg, hasznos ¢lettani hatdst valthatnak ki. A kovetkezOkben ezen kutatasok két
jellegzetes szerepldjének, a szelénnek és az arzénnek moddosulatanalitikai mintaelOkészitési
eljarasainak ismertetésére keriil sor, valodi mintdk elemzésének tiikrében — koztiik egy olyan
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mintdnal is, amely remélhetdleg az elsd, természetes eredetli Se-moddosulatanalitikai

referenciaanyagként fog elterjedni.

1.2. CELKITUZESEIM

A Se- ¢és As-modosulatanalitika olyannyira fiatal tudomanyagnak szamit, hogy egyszerre
tobb, kiforratlansagabol eredo ,,Achilles-sarokkal” jellemezhetd; doktorandusztarsaimmal egyiitt
mindhdrmunknak jutott egy-egy: IPOLYI [2003] (modosulatanalitikai mindségbiztositas) €s
STEFANKA [2003a] (médosulatanalitikai mintabeviteli technikak) mellett én a szinte minden
mérési folyamatot megel6z6 mintaeldkészités teriiletén kutatva vittem végbe a PhD munkamhoz
illeszkedd vizsgalataimat.

1999-ben, doktoranduszi tevékenységem kezdetén — mar a modosulatanalitikai
mintaelOkészités berkein beliil — vilagossa valt, hogy mely alfejezetekben lesz érdemes
elmeriilni, és a kezdeti kutatasok az idokozben csatlakozé6 moddosulatanalitikai feladatokkal
egyiitt csiszoloédtak 0Ossze a kovetkezd harom kérdéskorbe, melyek atszotték négy éves
munkamat, és ebben az értekezésben teljesedtek ki:

e milyen modon lehet fejleszteni a Se- €s As-modosulatanalitikai mintaelokészitést az

enzimes modszerek kiterjesztésével, ill. bir-e altalanos 1étjogosultsaggal az enzimek

hasznalata ezen a teriileten?

e lehet-e altalanos, konnyen kovethetd ¢€s viszonylag egyszerli ,receptet” nyujtani a

szerves eredetll, Se- és As-tartalmi mintak modosulatanalitikai mintaelokészitéséhez?

e cl6 lehet-e Allitani természetes vagy mesterséges eredetli modosulatanalitikai

referenciaanyagot a rendelkezésre allo felszereltséggel?

1.3. NEVEZEKTANI ES FOGALMAZASTECHNIKAI MEGJEGYZESEK

Mielétt sor keriilne az értekezés érdemi részére, célszerl kitérni a nevezéktan kérdésére. A
fejlodd tudomanyteriiletek altalanos problémaja, hogy a szaknyelv csak lassan tud atsziirddni a
nemzeti szakmai szokincsbe, és meglehetdsen hosszu atmeneti idészak sziikséges a fogalmak
letisztazodasahoz. Nincs ez masképp a modosulatanalitika esetében sem. Mar maga a
»modosulat” sz6 is sokszor képezi vita targyat, mivel az eredeti angol kifejezésbdl szarmazo
»speciesz” is meglehetésen elterjedtnek szamit. A nevezéktani feladatok megoldéasaval
foglalkoz6 bizottsagok hivatalos allaspontjanak hidnydban egyéni dontések szolgalnak alapul
ahhoz, hogy ki, melyik kifejezéscsaladot részesiti eldnyben. Személy szerint, ebben a konkrét
példaban a ,,modosulat”-csalad mellett tortem landzsat, szamos okbol kifolyolag: egyrészt a
speciesz sz6 mar kordbban elfoglalta helyét a természettudoméanyok rendszertani szegmensében,
a kiilonbo6z6 él6lények és virusok azonositasanal, masrészt a modosulat sz6 magyar kifejezésnek
szamit, honositasi ,,er6szak’ nélkiil.

Azonban nem minden esetben nyilik erre méd. Az angol ,,spiking” és a ,.,to spike sg” még
nem rendelkezik magyar megfelelével. Ebbdl kifolydlag elészor célszerli megmagyarazni dket:

1. ,spiking”: az a tevékenység, amely soran a vizsgalandé minta ismert mennyiségéhez,

még a mintaeldkészités eldtt, a mennyiségi €s/vagy mindségi elemzés targyat képezo
9
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modosulatokat standard vegyiiletek formajaban, ismert mennyiségben hozzaadjuk.
Amennyiben az adott modosulatbdl standard vegyiilet nem all rendelkezésre, akkor a
»spiking” sordn a modosulat barmely mas, a mérérendszer kalibraldsara hasznalt
formdjat kell hasznalni. A ,spiking” soran adagolt moddosulatok nem feltétleniil
fordulnak el6 eredetileg is a mintdban. A miivelet soran torekedni kell arra, hogy a
hozzaadott mddosulatok lehetéleg azonos eloszlassal, azonos kotési viszonyok kozé
kertiljenek a mintaban eredetileg is eléfordulé modosulatokkal. A hozzaadas soran
biztositani kell az adagolt modosulat(ok) (a) homogén eloszlasat a mintan beliil, igy a
miivelet tobbnyire a minta és a standard vegyiiletek feloldasaval, az egyensulyi allapot
eléréséig keveréssel/razassal torténd homogenizalasaval, majd az alkalmazott oldoszer
eltavolitasaval jar egylitt; (b) atalakuldas nélkiili kezelését, tehat pl. az oxidacio
elkeriilését; igy a folyamatot célszerli inert gazok (Ar, N,) jelenlétében végezni. A
,»spiking” nem feltétleniil biztositja — olykor egyébként lehetetlen is lenne — az eredeti és
a hozzaadagolt modosulatok mintaeldkészités / mérés sordn tandsitandd azonos
viselkedését; szerepe gyakran arra korlatozodik, hogy megfigyelhetévé /
tanulmanyozhatéva tegye a mintaeldkészitési modszerek moddosulatokra gyakorolt
hatdsat a mintamatrixban. Mintael6készitést nem igényld, folyékony vagy légnemii
halmazallapotu minték esetén a ,,spiking” megegyezik a standard addicioval.

2. ,tospike sg”: a ,,spiking” miivelete soran a mintdhoz adagolni a kivalasztott, elemzend6

modosulat(ok) standard vegyiileteit.

Szamos kifejezéshonositasi kisérlet is lezajlott az utobbi iddben, amelyek pl. a ,,szilard
mintas addici6” hasznalatat részesitették elonyben. Ez utobbi azonban eredendden téves, mivel a
,»spiking” nem feltétleniil jelenti szilard minta meglétét. A masik, tanszékiink altal javasolt sz6 az
,,adalékolas”; ezzel a formaval elkeriilhetévé valik a (standard) addicidval torténd, akar vétlen
Osszekeverés, ¢és maga a sz6 is valodi magyar kifejezés. Bar nem tokéletes, hiszen az ,,adalék”
tobbnyire olyan vegyliletet / anyagot jelent, amely nem fordul el¢ abban a dologban, amelyhez
keverjiik, mig a ,,spiking” soran dltalaban a mintdban is megtalalhaté médosulatokat adagolunk;
mindenesetre a dolt betlivel szedett szavak atfedése elegendd teret nyujt ahhoz, hogy a szét ne
vessiik el. Ertekezésemben — doktorandusztarsaimhoz hasonléan — az ,,adalékolds” kifejezést
fogom hasznalni.

Végiil az igék egyes €s tobbes szdmardl kell beszélnem. A mintaeldkészités jellegzetesen
olyan tevékenység, amely d6nmagaban nem létezhet: mig pl. az elvéalasztastechnikai fejlesztéseket
akar valddi minta nélkiil, csupan standard vegyiiletekkel is el lehet végezni, addig a
mintaeldkészitést mindig valamilyen — mddosulatanalitikai vagy un. hagyomanyos (lasd késébb)
— mérés koveti. Doktoranduszi munkam soran a méréseket szinte minden esetben masok
végezték, igy az egyes szam elsé személy folytonos alkalmazasa tisztességtelen eljaras lenne.
Ebbdl kifolydlag az egyes szam elsé személy, a szenvedd szerkezet, az altalanos alany és a
tobbes szam elsé személy felvaltva, de kovetkezetesen fordul eld értekezésemben — remélem
olyan modon, hogy kell6 mértékben érezhetdvé tegyem a legutobbi mogott rejt6z6 konzulensem,
doktorandusztarsaim, kollégaim, didkjaim és segitéim pdtolhatatlan munkajat.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A SZELEN ES AZ ARZEN MODOSULATANALITIKAI TORTENELME

2.1.1. A szelénkutatas és a modosulatanalitika 6sszekapcsolodasa

Csupén a tudosokat oly gyakran segitd szerencsés véletlennek kdszonhetd, hogy a 70-es
évek végén ugyan mar létfontossagunak tartott, de a f6 kutatasi irdnyvonalaktol tavol eso,
¢lettani €s analitikai szelénvizsgalatok Ujra lendiiletet vehessenek ¢és a mai napig az élen
maradjanak. Kina Keshan nevii tartoméanyaban feliitotte a fejét egy furcsa betegség, mely
szivizomgyengiiléshez ¢és halalhoz vezetett a tartomany lakosai koézott. A helyszinre érkezd
tudésok sok egyéb vizsgalat elvégzése mellett a helyiek taplalékat is elemzés ala vették, és ugy
talaltak, hogy a betegség altal sujtott teriileten €lok taplaléka az atlagosnal joval kevesebb szelént
tartalmaz. A 1étezd legegyszeribb ¢és legolcsobb szelénvegyiilettel, natrium-szelenittel
egészitették ki a lakosok étrendjét, és a rejtélyes betegség visszavonult [CHEN 1980]. Csak
évtizedekkel késobb dertilt ki, hogy a lakosok panaszait nem kozvetleniil a szelénhidny valtotta
ki, hanem egy kiilonleges koérokozo, a Coxsackie-virus fertézése; ez a virustorzs azok kozé
tartozik, melyek sejten beliili reprodukciojat a szelén szelektiven gatolja [LEVANDER 1997]. A
virus megjelenése és Keshan tartomany szelénben szegény termofoldjei egyiittesen jarultak
hozza ahhoz, hogy az eset fordulopontot jelenthessen a tudomanytorténet €s a szelénkutatas
szamara.

Miéra a szelén egyike lett a leginkabb tanulmanyozott mikroelemeknek. 1957-ben
SCHWARZ ¢s FOLTZ kozleménye volt az els6, mely a majmiikodés teriiletén 1étfontossagiinak
kialtotta ki ezt az elemet, azota pedig szdmos ¢lettani folyamatban bizonyitottak szerepét.
Alkotoja a 21. aminosavnak, a szelenociszteinnek (SeCys), mely valéban nem valamely meglévo
aminosav utdlagos modositasaval jon létre, hanem — részben — sajat kodonnal €s tRNS-sel is bir
[STADTMAN 1996]. A SeCys szabalyozottan ¢€piil be egy sor enzimbe, amelyek katalitikus
folyamataihoz ez az aminosav elengedhetetlen: cseréje pl. a kéntartalmu ciszteinnel tobb
nagysagrendnyi aktivitdscsokkenéshez vezet. Az emberi jodotironin-dejodindz a jod
anyagcseréjében, a glutation-peroxidazok egész csaladja és a tioredoxin-reduktaz a sejtek
oxidativ stressz elleni védelmében rendelkezik rakellenes hatassal [SCHRAUZER 2000]. Ezeken
kiviil sikertilt kimutatni SeCys-t tartalmazd, tehat vélhetéen funkcionalis, de még nem tisztazott
feladattal rendelkez6 szeléntartalmu fehérjéket (az eddigiekben bemutatottakkal egyiitt 6sszesen
tobb mint 30 félét) pl. a mitokondriumokban, a prosztatdban és a herékben is [BEHNE 1998]; ez
utobbi két eldfordulasi hely Osszecseng azon megfigyeléssel, miszerint a nem kielégitd
szelénbevitel ronthatja a férfiak nemzoképességét [REILLY 1998]. Kozvetlen vagy kozvetett
modon, de a szelénhidny tObbtucatnyi betegség kialakulasdban vagy korképének
sulyosbodasaban jatszhat szerepet, mint példaul a felndttkori cukorbetegség, sziirkehalyog,
cisztas fibrozis, agyérkatasztrofa vagy vastagbél-fekélyesedés [NAVARRO-ALARCON 2000].

Azonban tévedés lenne azt vélni, hogy a korabbi, a szelént toxikus tulajdonsaggal felruhazé
kisérletek tévedésen alapultak volna. A szelén a legsziikebb toleranciatartomannyal jellemezhetd

mikroelem: az ajanlott napi bevitel (kb. 70-100 pg 6 nap™') 3-4-szeresét meghaladé fogyasztas
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esetén eldszor gyengébb, majd késébb rendkiviil erdteljes mérgezési tiinetek jelennek meg.
Kronikus mérgezési jegyek kozt a bor-, szaruhdrtya- és kdromelvaltozas, hajhullds, gyomor- és
bélmiikddés zavara, fogazat romlésa, faradtsag és szédiilés emlitheté meg; akut mérgezés esetén
a szervezetbe keriilt szelén mennyiségétdl fiiggben, 5-10 mg testsulykg™-t6] kezdédben néhany
oran beliil beall a halal [OLSON 1986].

A szelén a kovetkez6 alapvetd kémiai tulajdonsagokkal rendelkezik: rendszama 34, relativ
atomtomege 78,96 g. Hat stabilis izotopja ismert, a leggyakoribb a *’Se-izotop. Tobbféle
oxidaciés szammal fordul eld, melyek rendre: -II, 0, +IV és +VI, de vegyiiletei a +IV-es
oxidacios allapotban a legstabilabbak. A szelén megtalalhatdo a talajban, a vizekben és a
levegében is; talajokban 0,1-0,2 pg g szelénkoncentracié a gyakori, mig a levegében, véarosi
komyezetben 0,1-10 ng m™ taldlhato altaldban. A felszini vizekben 0,06-400 pg 1°
mennyiségben mutattdk ki, bar oldodasanak mértékét a viz pH-ja nagyban befolyésolja: kisebb
pH esetén a Se koncentracidja megnd. A szelénterhelés forrdsai kozott emlitheté a vulkani
tevékenység, valamint az ipar, kozlekedés, tiizelés és a mezdgazdasag.

A szelén élettani tulajdonsagait nem lehet anélkiil bemutatni, hogy ne emelnénk ki: a 6.
fécsoport tagjaként a kénnel analég moddon viselkedik és gyakorlatilag minden kéntartalmu
molekulanak 1étezik szelént hordozd, analog vegyiilete. A tomeghatas alapjan a kén és a szelén
egymassal versengve szerepelhet szamos biokémiai reakcidban, a szulfat helyébe szelenat 1éphet
és forditva. Igy nem megleps, hogy a 2. Melléklet tablazata 4ltal bemutatott
szelénmoddosulatokban szinte a teljes kénanyagcsere analdég molekularis eszkoztarat
felfedezhetjiik, a szervetlen szelenattol kezdve a szelenocisztationinig. Az emldsdk szervezete
két folyamat esetén rendelkezik szelénre specifikus, szabéalyozott anyagcseretttal: egyrészt a
SeCys ¢és az intermedier szerepet jatszo szelenofoszfat szintézisénél, mdasrészt a szelén
kivalasztasanal, amely finoman hangolt egyensulyi folyamatokkal jellemezhetd [KOBAYASHI
2002]. Ez utobbi valdsziniileg egyenes agi kovetkezménye a szervezet rendkiviil kis
szelénraktarozo képességének, mivel a ,,szelenoprotein P nevii, 10 SeCys-t hordoz6 fehérje az
egyetlen, amely ha kis mértékben is, de szelént szallitani és tarolni képes [SUZUKI 1999].
Mihelyst a bejutd szelén mennyisége meghaladja a maximalisan sziikséges
(100-200 pg &' nap™) értéket, a tulzott bevitel mértékének fliggvényében mas és mas tipust,
mas és mas szabalyozds révén kialakitott szeléntartalmi molekula segit kiiiriteni a felesleget
(1. és 2. abra), el6szor a vizelet, majd parologtatas/verejtékezés révén.

A 2. abraval kapcsolatban érdemes néhany dolgot kiemelni. Egyrészt vildgosan tetten érhetd
a szelén felhasznalasanak/beépiilésének szabalyozasi mddja: még az egyértelmiien funkcionalis
molekuldk kozott is fenndll egy fontossagi sorrend, mely némelyikiiket — igy a reprodukcidohoz
szlikséges, még pontosan nem ismert szelenoproteineket is — elényben részesiti a csupan
»altalanosan” létfontossagi Se-enzimekhez képest. Masrészt ezen vegyiiletek feltoltése utan
meglehetdsen sziik tartomanyra korlatozodik a még egészségesnek tekinthetd szelénbevitel, és
mar azon belill is funkcié nélkiili SeMet beépiilés zajlik le. Ez utébbi megitélése nem
egyértelmii: a SeMet-t tartalmazo fehérjék térszerkezete kissé eltér a genetikailag kodoltan
metionint hordozo tipusoktdl, tehat elvileg az eredeti fehérjefunkcié — nem feltétleniil j6 irdnyba
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torténd — valtozasa kovetkezhet be. Ugyanakkor jelentds szeléntarolo-kapacitas hijan a szervezet
ebben a formaban, kozvetett modon, a fehérjék korforgasi folyamatain keresztiil képessé valhat

kis mennyiségii, szelenoprotein P-tdl fiiggetlen szelén raktarozasara (1. és 2. abra).

SeMet «———> Met pool «——— Nem funkcionalis
Se-fehérjék

Se-homocisztein

Se-cisztationin

/ SZABALYOZOTT \

ANYAGCSERE
S\le/:Of' SeCys Funkcionalis Se-fehérjék
SeO,> —> H,Se
vizelet <—— MSeAcG Se-foszfat
SerSeystRNS
lehelet «<—— (CH,),Se

Qizelet% (CH,),Se* SeCysSe©stRNS /

1. Abra. Az emberi szervezet Se-anyagcsere folyamatai [LOBINSKI 2000 és KOBAYASHI 2002 alapjan].

Beépiilo/
Kivalaszt6do MSe- +
f6bb szelén- SeCys SeMet AcG TMSe DMSe
modosulat
Létfontossagu
Se-fehérjék szintézise Egyéb Szeléntartal-
(jodotironin- funkcionalis Nem Szeléntartalmu mu molekula
Jellemzo dejodinaz, Se-fehérjék funkcio-  molekulak szintézise és  szintézise és
anyagcsere- mitokondrialis és szintézise nalis Se- tiritése iritése a
folyamatok reprodukcios (glutation- fehérjék a vizeleten keresztiil verejtéken és
szervek-szovetek Se- peroxidaz szintézise légzésen
fehérjéi, csalad) keresztiil
szelenoprotein-P)
A‘}i‘i‘lgecgiere BEEPULES/ "FELHALMOZAS” KIURITES
Szelén- | @y 70-450 ®
peviteh . | =< 0-70 optimum: 100-200 kozott 450 B}
pg nap” 6! ] P ’

2. Abra. Az emberi szervezet altal szintetizalt f6bb szelénmédosulatok és szerepiik a Se-anyagcserében

[STADTMAN 1996, REILLY 1998, BEHNE 1998 és KOBAYASHI 2002 alapjan].

13



Dernovics Mihaly

Eles hatdrvonalakrél, rogzitett beviteli mennyiségekrél a kiilonbozoé szelénanyagcsere-
szelén kivalasztasa a vizeleten keresztiil, el6szor a szervezetet legkevésbé terheld szelenocukrok,
majd a kissé mérgezébb, de konnyebben szintetizalhato TMSe "™ forméjaban. A fokhagymaszagi
DMSe lehelettel és verejtékkel torténd eltavolitdsa mar sulyos, akut mérgezésre utal.

Lassan elérkeziink ahhoz a ponthoz, ahol érthetévé ¢és indokolttd valik a szelén
moédosulatanalitika 1étjogosultsaga. Itt sz6 sincs az arzén esetén késébb bemutatisra kertild,
rendkiviili moédon kiilonb6z6 LDsy, értékkel jellemzett modosulatok altal eldidézett
bizonytalansagrol, miszerint egy adott (0sszes) As-tartalmi minta modosulateloszlasa toxikus
vagy egyaltalan nem mérgez6 modosulatokat takar-e. Az ¢€l6 szervezetekben kimutatott, nem
illékony szelénmodosulatok — egyébként nagyon kicsi, 3-4 mg koriili — LDsg értékei kozotti
eltérés kisebb két nagysagrendnél, és a leggyakrabban vizsgalt Se(IV), Se(VI), SeMet és SeCys
esetén az atlagos eltérés mértéke kisebb 20%-nal [OLSON 1986]. A valdédi kiilonbség a
modosulatok bioldgiai hozzaférhetdségében, hasznosuldsdban, felhalmozddasaban, és a
szervezetben kivaltott esetleges oxidativ terhelésben 06lt testet. Ha a tulajdonsdgok ezen korét a
mar ismertetett, meglehetdsen sziik Se-tolerancia (és egyben a sziikséges szelénbeviteli
mennyiség) tikkrében tekintjiik, egyértelmiien kdrvonalazddni latszanak azok az alkalmazasi
teriiletek, melyeken a szelén mdodosulatanalitika teret nyert ill. amelyekre kiterjesztése varhato:

(a) A szelén — szelénhianyos taplalkozads esetén — minden moddosulata hasznos és adott
esetben életmentd, mivel 1étfontossagli enzimek alkotorésze. Az éppen kielégitd szintet elérd
ellatottsagtol kezdve azonban jelentds kiilonbség bontakozik ki az egyes modosulatok kozott,
melyek a szelén jarulékos jotékony hatdsait csokkenthetik ill. teljesen meg is sziintethetik. A
legfobb eltérést a szelén rakellenes hatasaval kapcsolatban mutattdk ki a kutatasok. Jelenlegi
ismereteink alapjan gy tlinik, hogy a Se-metilszelenocisztein és a y-glutamil-Se-
metilszelenocisztein szignifikansan hatékonyabb rékellenes vegyiiletnek bizonyultak barmely
mas szelénmodosulathoz képest, in vivo vizsgélatok esetében is [WHANGER 2000, BLOCK
2001]. Az egyik leggyakrabban vizsgalt szelénmodosulat, a SeMet szelénpotlasra alkalmas
ugyan, de ez az aminosav a metionin utjat analoég kovetve elészor az aminosavpoolba, majd ezen
keresztiil a fehérjék korforgasi folyamataiba jut; egyrészt tehat szoveti szeléndusulas johet létre,
melynek megitélése mai ismereteink alapjan a ,,nemkivanatos” kategoridba tartozik, masrészt
jérulékos réakellenes hatas nem érvényesiill [BESSER 1993, KOTREBAI 1999a]. Szervetlen
Se(IV) sot tartalmazé készitmények esetén szoveti felhalmozodéas nem alakul ki, azonban ennek
a szelénmoddosulatnak a felvételénél reaktiv oxigéngyokot tartalmazd molekuldk keletkezhetnek,
amely a szelenitet a tobbi modosulathoz képest toxikusabba teszi [RKOBAYASHI 2001]. A
szelendt bevitele nem valt ki a masik szervetlen modosulathoz hasonld negativ hatdsokat,
azonban bioldgiai felvehetdsége csupan 25%-os a Se(IV)-hez képest, és egy része valtozatlan
formaban azonnal kiiiriil a vizeleten keresztiill [GOMEZ 1998, KOBAYASHI 2001]. Mindezek
utan vilagossa valhat, hogy ismereteink alapjan képesek vagyunk tallépni a kordbban
kielégitonek vélt, a taplalék Osszes szeléntartalom-meghatdrozdsan valamint a csupan vélt vagy
valédi hatarértékeken alapuld gondolkodasmédunkon €s mindségi ugrast hajthatunk végre a
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valoban optimalis szelénbeviteli elvek kialakitasa felé. Természetesen mindehhez
elengedhetetlen a gyakran fogyasztott, jelentds szeléntartalmt ¢élelmiszereinkben taldlhatod
szelénmoddosulatok azonositasa ¢és az élettani kutatasok tovabbi bovitése, modosulatanalitikai
ismereteink felhasznalasaval.

(b) A standard szelénvegyiiletekkel végzett kisérleteknek koszonhetden tobbé-kevésbé
tisztaban vagyunk azzal, hogy a kiilonb6z6é moddosulatok felszivodasuk utdn milyen szerepet
toltenek be a szervezet szelénhaztartdsdban és egyéb folyamataiban. Ha azonban az adott
szelénmodosulat nem magaban, hanem valodi élelmiszer/taplalékkiegészité matrixban jut be a
szervezetbe, az emberi emésztés gyakorlatilag fekete dobozként takarja el eldliink, mi is zajlik le
az Osszességében tobb mint szdz kiillonb6zd, emésztésben szerepet jatszoé enzim ¢€s egyéb
segédvegyiilet (epesavak, sosav, stb.) kozremiikodésével, az emésztérendszer egymast koveto,
térben és idOben elvalasztott szakaszaiban. Meghatarozhatjuk és megismerhetjiik a ,,bemeneti
paramétereket”, tehat az elfogyasztandd élelmiszer médosulatanalitikai Osszetevoit — feltéve,
hogy sikeriil nagy kinyerési €s azonositdsi hatdsfokii mintael6készitési modszert fejleszteniink;
vizsgalhatjuk a ,kimeneti paramétereket” — a fdleg vizelettel eltdvozd szelén mennyiségét és
modosulatait, a vérszérum, a vordsvérsejtek szeléntartalmanak valtozasat és megmérhetjiik a
legfébb, szelénhasznosulds mennyiségi meghatarozasara szolgald értéket, a glutation-peroxidaz
aktivitasat. A teljes kép azonban annyira dsszetett, hogy a mai napig nem tudjuk megmagyarazni
a mérési eredmények altal szolgéltatott — valosziniileg csak latszolagos — ellentmondésokat.
Minden bizonnyal a vizsgdlatban részt vevd kisérleti alanyok szervezetének egyedi
tulajdonsagai, a teljes mértékben sosem azonos kisérleti koriilmények és az éppen
tanulmanyozott vagy egyiittesen fogyasztott élelmiszerek egyéb komponensei (pl. aszkorbinsav,
mint a szervetlen szelénmodosulatokat elemi — tehat nem felszivodd — formava redukald
vegyiilet) allnak az eltérések hatterében [FAIRWEATHER-TAIT 1999]. Atlagosnal nagyobb
szeléntartalmuknak koszonhetéen a tengeri halakat példaul ideélis szelénp6tld élelmiszernek
vélnénk, és erre utal HAGMAR et al. [1998] lettorszagi taplalkozas-¢élettani vizsgalata — ha nem
igazolnd ennek pontosan az ellenkezdjét is kisérletek egész sora [THORNGREN 1987,
MELTZER 1993, HUANG 1995]. Szelénnel dusitott csiperkegomba in vivo patkanykisérletben
nagyobb rékellenes hatdst biztositott a szelént nem tartalmazd gomba fogyasztasahoz képest
[SPOLAR 1999], ugyanakkor a gombak szeléntartalmanak bioldgiai hozzaférhetésége nagyon
kicsinek adodott CHANSLER et al. [1986] vizsgélatai alapjan. A felsorolt kisérletek soran nem,
vagy csak korlatozott mértékben végezték el az eldzetes moddosulatanalitikai elemzéseket,
ravildgitva arra a hidnyra, amely a valddi, hétkoznapi élelmiszerek modosulatanalitikai
elemzésénél tapasztalhato. Napjaink egyik legfobb szelén modosulatanalitikai kihivasa ezeknek
a komplex matrixszal jellemezhetd mintaknak a mintael6készitése és mérése.

(c) A szelén létfontossaghh mikroelem volta csak az 1970-es évek végére szlirddott le az atlag
fogyasztd szintjére, amikor szdmos orszag — koztik az Egyesiilt Kiralysdg, Uj-Zéland és
Finnorszag — vezetése szembesiilt a ténnyel: a lakossag atlagos szelénbevitele joval elmarad az
optimalisnak tekintett észak-amerikai szinttél és mindez stlyos egészségiigyi kockézatot rejt
magaban [REILLY 1998]. A valaszreakcid orszagonként mas ¢és mas format oOltott: mig
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Finnorszagban és Uj-Zéland szelénhidnyos vidékein bevezették a szeléntartalmi miitragyak
hasznalatat, addig az Egyesiilt Kirdlysagban sajtokozlemények utjdn biztattdk a lakossagot
taplalékkiegészitdk és a kozismerten nagy szeléntartalmt brazil did fogyasztasara. Részben
ennek koszonhetden a szelénnel dusitott ¢élesztitablettak, fokhagymakivonatok és funkcionalis
¢lelmiszerek, mint pl. a szelénes ,,szupertojas” [SURAI 2001] soha nem latott mértékben
arasztotta el a boltok pultjait. Ezen készitmények egy része tigy hirdette — és hirdeti a mai napig
— magat, miszerint ,szerves kotésben” 1évd szelént tartalmaznak, a szeleno-aminosavak
szervetlen szelénmodosulatokhoz viszonyitott, nagyobb biologiai elérhetdségére utalva. Szamos
tanulmany bizonyitotta id6kdzben, hogy a gyartok koziil j6 paran sajnos csupdn szervetlen Se-
sok bekeverésével oldottdk meg a feltiintetett szeléntartalom biztositdsat. Nem csupan a
fogyaszté megtévesztésérdl van szo: nem vilagos ugyanis, hogy a szervetlen Se-sok élettanilag
kedvezdébb vagy kedvezdtlenebb hatastiak-e a kotott szerves modosulatokhoz képest. A témaval
foglalkoz6 kozlemények szerint patkanyok esetében a szelénnel dusitott élesztd fehérjében kotott
SeMet tartalma joval kevésbé terheli a szervezetet és sokkal nagyobb hatdsfokkal szivodik fel a
szervetlen Se-sokhoz vagy maganak a tisztan adagolt SeMet-hoz képest [YOSHIDA 1999], mig
sertések esetén részben ellentétes eredményre jutottak a kisérletek soran [MAHAN 1997].
Fontos kiemelni, hogy az eldz6 vizsgalatokat emlésokon végezték, ugyanis a SeMet halak és
madarak esetében egyértelmiien toxikusabb a szervetlen Se-sokhoz képest [FAN 2002].
Mindenesetre, amig nem rendelkeziink elegendd informacioval az esetleges karos ill.
kedvezodtlen hatasokrol, legalabb a termék altal valoban hordozott moddosulatok Osszetételét
lenne érdemes tisztazni €s feltiintetni a fogyasztd tényszerl tdjékoztatdsa végett — ehhez pedig
feltétleniil sziikség van szelén modosulatanalitikai vizsgalatokra.

(d) A szeleno-aminosavak természetesen mind D-, mind pedig L-enantiomer formaban is
megtalalhatéak. Kémiai szintézis esetén racém vegyiilet jon létre, a két forma 50-50%-o0s
megoszlasaval; biologiai mintdk esetén pedig szinte kizdrélag L-szeleno-aminosavakat mutattak
ki. A ,,szinte” sz6 alkalmazdsa mogott az a megfigyelés all, hogy 100°C koriili hdmérsékleten az
¢lelmiszer-fehérjékben racemizacid indulhat meg, igy példaul a szelénnel dusitott élesztd
porlasztva szaritasa sordn elvileg D-szeleno-aminosavak képzddésére nyilik mod [MAN 1987].
PEREZ MENDEZ et al. [2000] kutatasai igazoltak, hogy mindez nem csupén elvi lehetéség: az
altaluk vizsgalt élesztdminta SeMet-tartalmanak 18%-a bizonyult D-térallasunak. A gydgyaszati
készitmények egy része kémiai szintézissel eldallitott vegyiileteket, tehat példaul racém SeMet-t
tartalmaz [MONTES-BAYON 2001]. Ugyanakkor a taplalkozastudomany jelenlegi allasa szerint
nem rendelkeziink elég informacioval arr6l, hogy a D-szeleno-aminosavak milyen szerepet
tolthetnek be az emberi taplalkozasban. Annyi mar bizonyos, hogy tiszta forméaban az L-SeCys,
szignifikansan toxikusabb D-enantiomer parjanal [MCADAM 1987]. Nagyon valoszinii, hogy a
D-(szeleno-)aminosavakkal kapcsolatos ismereteink boviilése az eddigieknél is szélesebb kdrben
vonja majd maga utan a szelén modosulatanalitika enantiomerekkel foglalkoz6 4aganak

kiboviilését.
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2.1.2. Két dolog. mely elvalaszthatatlan egymastol: az arzén és a modosulatanalitika

Taldn az egyetlen elem, amelynek neve nem csupan elvalaszthatatlanul Gsszeforrott a
mérgezés fogalmaval, hanem szinte szinonimdjava is valt. ,,Fehér arzénként” ismert arzén-trioxid
vegylilete iztelen és szagtalan megjelenése miatt a kozépkor €s az ujkor bérgyilkosainak kedvelt
eszkozéveé valt. Albertus Magnus, a természeti €s természetfeletti tudoméannyal egyarant
elkotelezett domonkosrendi szerzetes 1250 koriil fedezte fel és kiilonitette el eldszor elemi
allapotaban, ugyanakkor mar Hippokratész miivei kozott is fellelhetd a késobb arzén-szulfidként
azonositott vegyiiletet tartalmazo, fekélyek elleni kendcs leirasa [MANDAL 2002]. fme a
kettdsség, amely sokaig feloldhatatlanul 6vezte az arzén megitélését: gyogyszerek €és gyorsan 616
mérgek is tartalmazhatjak, gyogyithat és arthat egyszerre. Az ipari forradalmat kdvetden ismét
mindkét oldalra jutottak példak. A rendkiviil toxikus, belélegezve akut mérgezéshez vezetd
arzinszarmazékok megismerése elméleti hatteréiil szolgalt az 1. vilaghabora soran bevetett harci
gazok (pl. a hirhedt ,,Lewisite” /2-klorovinil-dikloroarzin/) kialakitdsdhoz. Masrészrél az Erlich
altal szintetizalt, szintén As-tartalmu ,,Salvarsan” egészen a penicillin 1943-as megjelenéséig a
szifilisz legfobb gyodgyszerének szamitott, és egyes protozoon-betegségek (trypanosomiazis)
kezelésénél a mai napig alkalmazzak a ,,Melarsoprol” készitményt [GRAEME 1998].

Az arzén a kovetkezd alapvetd kémiai tulajdonsdgokkal rendelkezik: rendszama 33,
atomtomege: 74,922; elektronhéj-szerkezete 3d' 4¢? 4p3, oxidacios allapota -III, 0, +III, +V
lehet, Pauling-féle elektronegativitasa: 2,0. A természetben el6forduld arzén a stabil 75-0s
arzénizotopbdl all, a radioaktiv 72-, 74- és 76-os arzénizotdpokat az orvosi diagnosztikaban
hasznaljak. Annak ellenére, hogy az arzén Gsszes mennyisége a foldkéregben €s a tengervizben
igen csekély (5,5%107% m/m % és 1*10 m/m %), mégis meglehetSsen elterjedt: a 41. elem a
gyakorisagi sorrendben. Koriilbeliil 200 asvanya ismert; kimutathato tenger- és édesvizekben
(ng kg nagysagrendben), talajban 0,05-50 pug g mennyiségben (feltéve, hogy nem zajlott le
mesterséges szennyezes), ¢s rétegvizekben is; valamint allati és ndvényi szovetekben: a legtobb
szarazfoldi él6lény altaldban 1 mg teststlykg™'-nal kevesebb arzént tartalmaz, mig a tengeri
szervezetekben 1-100 pg g’ kozotti értékben taldlhatdé meg. Ez utobbi érték kiilondsen
szembetlind, foként ha figyelembe vessziik, hogy a tengerekkel, tengeri halaszati kultaraval
rendelkezd orszagokban évente és személyenként akar 50-60 kg hal ¢és egyéb tengeri eredetii étel
is fogyasztasra kertilhet.

Az arzén €10 szervezetekben megismert viselkedése részben annak tulajdonithatd, hogy a
periodusos rendszer 5. fOcsoportjdnak tagja; ebbdl kifolyodlag a nitrogén és a foszfor
vegyliletekkel analog, As-tartalmi molekulakban (pl. As-betain és As-kolin) gyakran fordul eld,
és bizonyos vegyiileteinél ebbdl fakad toxicitasa is. Konkrétan az arzenat a foszfationnal
versenyez, igy annak helyébe 1épve megszakitja az oxidativ foszforilaciot €s gatolja az ATP
szintézisét. A masik gyakori szervetlen forma, az As(Ill) mérgezési hatdismechanizmusa eltérd
biokémiai hattérrel jellemezhetd: szelektiven kotddik a szulthidril-csoportot aktiv helyen
tartalmazo enzimekhez, amelyeket inaktival, és lelassitja ill. leallitja mind a sejtlégzést, mind

pedig a szénhidrat-anyagcserét.
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Az arzén ,biinlajstroma” korantsem ér véget az emlitett két szervetlen As-szarmazék nagy
mennyiségli adagolasanal fellépd, akar percek alatt haldlhoz vezetd korképben. A kis
mennyiségli, példaul ivovizzel nap mint nap elfogyasztott néhany 100 pg As hosszu tavon
gyakorlatilag a teljes szervezetet karosithatja: 1égzési- és keringési rendszer elemeit (ttido,
l1égesd, 1égholyagocskak, szivizom, érfalak stb.) sorvasztja; gyomor- és borbantalmakat valt ki,
beleértve a hirhedt, fekélyesedéssel jard ,feketelab-betegséget”; karositja a majat, a vesét; a
vérképet és az idegrendszeri paramétereket (koncentraloképesség, reflexek) rontja; fejlodési és
reprodukcios zavarhoz vezet; az immunoldgiai rendszer leépiilését valtja ki; mutagén,
karcinogén, genotoxikus, teratogén; felndttkori cukorbetegség okozoja lehet és végiil: tobb mint
200 emberi enzimet részben vagy teljesen inaktivall [MANDAL 2002]. Ha szervetlen arzén keriil
a szervezetbe, akkor beindul az eltavolitasat szolgald, detoxikécios folyamat, mely részben az
arzén sorozatos metilezésében ¢s vizelettel torténd kitiritésében, részben pedig keratinhoz (haj,
korom) torténd irreverzibilis kotésében Olthet testet.

Néhanyszor 10 mg fehér arzén gyors halalt okoz. Ha ezt a tényt annak az adatnak a tiikrében
nézziik, hogy a tengeri eredetli halak, rdkok, kagylok Osszes arzéntartalma akar egyetlen éttermi
fogasnal meghaladhatja akar a 10-20 mg-os mennyiséget is, természetszeriileg adodik a kérdés:
mi szabja meg, hogy ugyanazon As-tartalom mikor jelent élelmiszer-biztonsagi kockézati
tényezOt és halalos fenyegetést ill. mikor tekinthetd veszélytelennek. A megoldas a kordbban
mar sejtetett, hol ,,szarmazék”, hol pedig ,,formak™ megnevezéssel illetett, valojaban a kiilonb6zd
arzénmodosulatokban rejlik, melyek leggyakoribb példait a 3. Melléklet tdblazata ismerteti.

A téblazatban felsorolt tobb tucat vegyiilet azokat a moddosulatokat fedi le, melyeket
bioldgiai rendszerekben azonositottak ill. melléktermékként szabadulhatnak fel ipari folyamatok
sordn. ,Jellemzd el6fordulasi hely” alatt azon mintatipus értendd, melybdl leggyakrabban
mutattdk ki az adott modosulatot — természetesen nem kizardlagos esetekrdl van szo, hiszen pl. a
tengeri €él6lényekben oly gyakori AsB szarazfoldi gombakban is eléfordul [KRUEHNELT 1997].
A gyogyszerként vagy egyéb céllal (rovarOlészer, faanyag-tartdsitdé vegyiilet, hazidllatoknak
roboraldszer) szintetizalt vegyliletek nem keriiltek emlitésre, mivel felhasznalasuk — és igy
eléfordulasuk — célzott, tehat ismert és korlatozott mértékli. Az altalaban patkanykisérletek
alapjan meghatarozott LDs, értékek alapjan harom csoportot lehet kialakitani, amelyek egyben
valaszt is adhatnak az élelmiszer-biztonsagi kérdésekre:

(a) Kiemelten toxikus modosulatok — az arzinek, a szervetlen As(IIl) - As(V), és a harom
vegyértékli metilezett szdrmazékok tartoznak ide. Az arzinek problémaja munkaegészségiigyi
kérdés, kelld feliigyelettel és oOvintézkedéssel a mérgezés veszélyét le lehet csokkenteni. A
szervetlen mddosulatok sajnos jellegzetes dsszetevoi lehetnek mind a talaj- és ivovizeknek, mind
pedig a talajoknak, ebbdl fakadéan mennyiségi meghatarozasuk olykor létfontossagu feladat. A
harom vegyértékli, metilezett szarmazékokat csak 2000-ben mutattdk ki eldszor emberi
vizeletben [LE 2000], és jelenlétiik — ill. rendkiviili toxicitasuk (in vitro mérések szerint akar
386-szor mérgezObbek az As(Il)-nal [MASS 2001]) — fenekestiil forgatta fel azt a korabban
elfogadott magyarazatot, miszerint az arzén detoxikaciés folyamata sordn a metilezés a
szervetlen modosulathoz képest kevésbé toxikus intermediereket és végtermékeket eredményez.
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Ezen 1 ismeretek még inkabb arra a kovetkeztetésre vezetnek, hogy a szervetlen As-
modosulatok emberi szervezetbe torténd bevitelét a lehetd legkisebb mértékre kell csokkenteni.

(b) Atmeneti tartomanyt képviselnek az 6t vegyértékii metilezett szarmazékok és a négy
metilcsoportot hordozé TETRA. Ugyan az MMA(V) és DMA(V) LDs értéke joval nagyobb az
elsd csoport moédosulatainal, &m a harom vegyértékii metilezett szarmazékok felfedezése soran
szerepilk Ujra értékelésre keriilt: mivel az emberi szervezetben harom vegyértékiivé
redukalodhatnak, kdzvetve valthatnak ki mérgezési tlinetegytittest.

(c) AsB, AsC, arzenocukrok. Az elsé két mdodosulat, melyek egyiitt jelentds, olykor 100%-
at adjak a tengeri allatok As-tartalmanak, gyakorlatilag nem tekinthetdé mérgezének. Amidta
felfedezték [EDMONDS 1977], szinte minden tengeri allatban kimutattdk mar az AsB-t, és
aprolékos vizsgalatok egész sordval igazoltdk, hogy az emberi szervezet semmilyen modon sem
dolgozza fel [LARSEN 1993], igy ,kozvetlen” (pl. nyers hal) fogyasztisa egészségiigyi
kockézatot nem jelent. Az AsB-bdl tulhevitéssel, tul nagy hdmérsékleten (>180°C) végzett siités
soran kialakul6 TETRA jelenléte azonban nagyobb veszéllyel jar, igy a fogyasztok figyelmét
mindenképpen érdemes felhivni — az egyébként semmilyen szempontbdl sem ajanlott — helytelen
stitési szokasok elkeriilésére [HANAOKA 2001]. Az alacsonyabb rendii ndvényi szervezetekben
talalt arzenocukrok toxicitdsardl meglehetdsen keveset tudunk; vélhetdleg az AsB-hez hasonléan
nagy LDs jellemzi 6ket.

A modosulatok megismerése utdn az elmult években valdszinlileg hosszi tavon is
véglegesnek tekinthetd irdnyvonalak alakultak ki az arzén modosulatanalitika teriiletén, melyek
mind a mintakat, mind pedig az alkalmazhatd mintael6készitési modszereket keretbe foglaljak:

1. Tengeri eredetli élelmiszereket nagymértékben fogyasztd orszagokban meriilt fol a
kérdés, hogy a kiilonbozd tengeri allatokban (puhatestiiek, rakok, halak) az arzén milyen
formaban van jelen, ill. ezen eldforduldsi formdk hordoznak-e valamilyen veszélyforrast
¢lelmiszer-biztonsagi szempontbol. Ma mar ismert, hogy az ilyen élelmiszerek arzéntartalma
foként a nem, vagy csak kevéssé toxikus AsB formdjaban talalhatdo meg; azonban a tengervizbdl
felvett szervetlen arzén detoxikalasi folyamata iddigényes mechanizmus, igy az esetlegesen
nagyobb tengeri teriiletet érd hirtelen arzénkoncentracido-emelkedés — amely lehet mesterséges
(szennyezés) vagy geologiai (vulkéni tevékenység élénkiilése) okokra visszavezethetd —

2. Ivo-, ontdzo- és talajvizek esetében geoldgiai oka van a szervetlen arzénmoédosulatok
eléfordulasanak (mivel szerves arzéntipusokkal nem keriil kapcsolatba a viztarolo kozet, igy a
viz szinte csak As(Ill)-t vagy As(V)-t tartalmazhat). Ebben az esetben tehit a
modosulatanalitikai vizsgalatokat nem abbol a szempontbdl kell elvégezni, hogy az adott viz
mennyire mérgez0 vagy sem, hiszen élelmiszer-biztonsagi szempontbol elegendd informaciot
szolgaltat ilyenkor az Osszes As-tartalom megallapitasa. F6 cél a szervetlen arzénmodosulatok
egymashoz viszonyitott ardnydnak meghatdrozdsa, ugyanis az As(Il) ¢és As(V)

crer

szervetlen arzénvegyiilet koziil ugyanis az As(V) jo hatdsfokkal eltdvolithatd a vizbol
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membransziirés segitségével). Az OntdozOviz arzéntartalma kiilondsen a tavol-keleti
rizsiiltetvények veszélyeztetettségét befolyasolja.

3. A talajok biologiailag hozzaférhetd arzéntartalma termesztett ndvényeinkbe altalaban
szervetlen — tehat kiemelkedden toxikus — moddosulatként épiilhet be; ebbdl kifolydlag mind
maguknak a talajoknak, mind pedig a feljavitadsukra szant iszapnak ¢és liledékeknek is célszerii
elvégezni a hozzaférhetd/0sszes arzénarany és a modosulatok eloszlasanak megallapitasat.

4. Val6szintileg mindinkabb ¢élénkiild figyelem kiséri majd az arzén detoxikéacioval
kapcsolatos témakort, amely maga utdn vonja a testfolyadékok (vér, vizelet) tovabbi
modosulatanalitikai elemzésének sziikségességét.

5. Az ¢lelmiszerek elkészitése soran a modosulatokat ért behatasok (hdkezelés, oxidativ
kortilmények, folyékony-szildrd extrakcios folyamatok gyenge savakkal /ecetsav, citromsav/ és
lipofil vegyliletekkel /olajok, zsirok/ készitett Ontetek, szoszok és paclék hasznalatanal stb.)
miatti atalakuldsok és megoszlasok vizsgalata fényt derithet egyrészt a ma még feltaratlan, pl. az
arzenocukrokkal kapcsolatos bomlasi folyamatokra, masrészt az esetleg toxikusabb modosulatok

A felsorolt 6t témakort illetden hazank foként az elso kettében érintett. Magyarorszag egyike
azon kevés eurOpai orszagoknak, ahol valodi gondként jelentkezik az Alfold As-tartalmu
ivovizeinek jelenléte és kezelése [VERES 1991, VARSANYI 1991, BORZSONYI 1992,
SMEDLEY 2002], igy a modosulatanalitikai vizsgalatok minden bizonnyal az eddiginél
sz¢lesebb korben valnak ismertté és keriilnek gyakorlati felhasznalasra. A 100%-ban importbol
szdrmazo, tengeri eredetli ¢élelmiszereink forgalomba hozatali engedélyeztetésénél pedig el
kellett hagyni az egészen 2003. marcius 12-ig érvényes, Osszes As-tartalom meghatdrozasan
alapuld vizsgélati eldirdsokat és hatarértékeket, mivel ezek elavultnak bizonyultak az egyre
szélesebb korben elfogadottd valt As-modosulatanalitikai ismeretek tiikrében; varhatéan a
kozeljovoben modosulatanalitikai modszer hasznalatat irja majd eld az illetékes minisztérium
[EGESZSEGUGYT 2003].

Végiil szot kell még ejteni a magyar moddosulatanalitikai nevezéktannal kapcsolatos
kérdéskorrdl is. A teljes modosulatanalitikai témakor — elemektdl fliggetleniil — viszonylag 1j
tudomanyteriiletnek szamit, nem is beszélve a csupan néhany éve felfedezett modosulatokrol.
Jellemzd, hogy még az angol elnevezések sem egyeznek meg minden esetben (tipikus példaul
szolgaljanak erre harom, viszonylag 1) Osszefoglald kozlemény nevezéktani ellentmondasai:
[GONG 2001, 2002] és MCSHEEHY [2003a]), igy a magyarra torténd atiiltetés részben ttérd
feladatnak szamit. Legfobb gond a metilezett arzénmaddosulatok kiilonb6zd vegyértékii formainal
adodott. Ezekben az esetekben az angolban ,arsonous”, ,,arsinous”, ,,arsinic”, ,arsonic” és
»arsenic” tagok egyarant eléfordulnak, sajnos olykor ugyanazon vegyiiletre is. A 3. Melléklet
tablazatdban a GONG-féle nevezéktan mellett tettem le voksomat, igy kiilon taggal (,,arzinsav”
¢s ,,arzonsav”) lattam el a dimetil- ill. monometil-szdrmazékokat, €s ,,-es, -0s” képzok jelzik a

harom vegyértékii modosulatokat.
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2.2. MINTAELOKESZITESI ELJARASOK: HAGYOMANYOS MODSZEREK — TELJES FELTARAS

A teljes feltaras célja a minta szervesanyag-tartalmanak tokéletes elroncsolasa anélkiil, hogy
figyelmet szentelnénk az elem eredeti formajanak megorzésére. Ez a folyamat egyiitt jarhat a
minta eredeti mdodosulatanalitikai tulajdonsagainak elvesztésével, de ebben az esetben mindez
nem jelent hatranyt. A teljes feltaras ugyanis alapvetéen a modosulatanalitikai mérések keretét
adja meg, ¢és hasznalatat két f6 ok jellemzi: (1) egyrészt a minta Osszes As- és/vagy Se-
tartalménak ismeretében lehetdségiink lesz donteni arrol, hogy érdemes-e egyaltalan
modosulatanalitikai vizsgéalatokat is végrehajtanunk (figyelembe véve pl. arzén esetében az adott
orszag ¢lelmiszer-biztonsaggal kapcsolatos szabalyozasat) ill. (2) amennyiben sziikséges a
modosulatanalitikai megkozelités, ugy a teljes feltarassal meghatarozott 0sszes As €s/vagy Se
mennyiség a mérések anyagmérlegének osszeallitdsahoz nyajt alapvetd informaciot.

A teljes feltaras végrehajtasa soran olyan mddszerhez kell folyamodnunk, amely lehetdleg
az 0sszes modosulatot — szerveseket és szervetleneket egyarant — azonos allapotba hozza.
Természetesen a folyamatot ugy kell megvalasztanunk és vezetniink, hogy a végére kialakuld
modosulat leginkabb megfeleljen a feltarast koveté méréstechnika kivanalmainak. Ez a feltétel a
Se és az As esetén kiilonos hangsulyt kap — mégpedig okkal. A gyakorlatban ugyanis a
feltarassal egyiitt jar6 homérséklet-emelést és erdteljes oxidativ kornyezetet illetéen mind a Se,
mind pedig az As rendkiviil eltérd stabilitast mddosulatokkal rendelkezik, amelyek igen gyakran
egymas mellett is eléfordulnak az adott mintdban. Igy azonban eléfordulhat, hogy a nem kellé
figyelemmel vezetett feltirdas nem eredményez homogén modosulateloszlast. A
mérérendszereket altaldban arra a feltételezésre épitve hasznaljuk, hogy a mintaban a
feltarassal/mintaelokészitéssel egyféle modosulat alakul ki, és annak analitikai tisztasagu
standardként is elérhetd formajaval kalibraljuk a mérémiiszert. Ha azonban a vizsgalt elemre
nézve inhomogén elegy keriil mérésre, a kalibraciés gorbe alapjan szamolt értékek nem
feltétlentil tiikrozik majd a valddi koncentracidkat. Mindez kiemelt jelent6ségli problémat
jelenthet a mai napig széles korben elterjedtnek szamito, a két elem hidridképzési képességére
épitd HG-AAS vagy HG-AFS technikdk esetében, ugyanis a Se €s As modosulatok csak egy
része képes hidridet fejleszteni, rdadasul kiilonb6z6 hatasfokkal. Az ebbdl fakadd
hibalehetdségek €s azok kikiiszobolési mddjai a két elemnél kiilon-kiilon keriilnek bemutatasra.

Napjainkra mar elmondhatjuk, hogy a teljes feltaras teriiletén a kiilonb6z6 oxi- €s
halogenidsavakkal végzett, megnovelt hOmérsékleten és nyomdson lejatszodd nedves
roncsolasok egyeduralkodova valtak — természetesen mindig az adott mintdhoz ¢és az
alkalmazando6 analitikai mérdrendszerhez illesztve. Bar az emlitett nagy homérsékletet olyan,
hagyomanyosnak mondhaté moddszerekkel is el lehet érni, mint pl. a laboratériumi nyomastartd
edényzet, a mikrohullamu berendezések térnyerését nem lehet vitatni. Ez utobbiak esetén nem
csupan a mintaelOkészitési id6 csokkentése, hanem nagyfoki automatizaltsaguk és az akar
mintahelyenként szabdlyozhatd, dokumentalhaté ¢€s rekonstrualhaté paramétereik (nyomas,
homérseklet, reflux) igazoljak elterjedésiiket mértékét. Legaldbb ugyanilyen moédon kezd
egyeduralkoddova valni a nedves roncsolas teriiletén a teflonedények (PTFE) felhasznalasa: sav-,
lug- és hoallosaguk, konnyl tisztithatosaguk és gyakorlatilag barmilyen formdéban torténd
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gyartdsuk Onmagukért beszélnek. Kivételt csupan a kiilonleges, Un. blokkroncsolokban
alkalmazott kvarcedények jelentik, amelyek azonban nem teszik lehetdvé folysavas feltarasok
végrehajtasat.

A nedves roncsolast kovetden a mintat a varhat6 Se/As koncentracid fliggvényében —
gyakran hidridfejlesztést kovetden — AAS, ICP-OES vagy ICP-MS késziilékkel elemzik. Kiilon
figyelmet érdemelnek azok az esetek, amikor a minta Osszes Se/As tartalméanak
meghatdrozasahoz nincs sziikség mintaelokészitésre. Ilyen lehetdség allhat eld a.
roncsolasmentes mérési technikdk (pl. INAA) illetve a kozvetlen szilard mintas (,,solid
sampling”) modszerek haszndlata esetén. Az eldbbi eljardsnal a rendszerint vizmentesitett és
poritott mintat 40-60 oras neutronbesugarzasnak teszik ki, amelyet néhany napos hiités és a
vizsgalt radionuklidok gamma-spektrometrias mérése kovet [DE BRATTER 1995]. Az utébbiak
szilard minta bemérésével-elparologtatasaval (pl. egyes grafitkemencés ill. LA megoldéasok)
kozvetlen kapcsolatot teremtenek a mérérendszerrel (AAS vagy ICP-MS). Bar mindkét modszer,
az INAA ¢és a kozvetlen szilard mintds mintavétel is kétségtelen elényokkel jar, az el6bbit nagy
koltségigénye, az utobbit pedig a minta inhomogenitdsabol fakado, atlagosnal gyengébb
ismételhetdségi paraméterei gatoljak a szélesebb korti elterjedésben.

A folyékony mintdk atmenetet képeznek a mintaeldkészitést nem igénylé ¢és az
elokészitendd mintatipusok kozott. A talajvizeket altaldban csupan gyenge savanyitasnak ill.
0,45 pm-es membranon keresztiil torténd sziirésnek teszik ki [RAESSLER 2000]. A
vizeletmintdk kezelése lehet hasonldan egyszerii, szlirés higitassal kiegészitve [LINDEMANN
2000], vagy kicsit Osszetettebb (dusitas céljabol liofilizalas, amelyet kisebb térfogatban térténd
oldas kovet: CAO [2001]) ill. enyhébb (hidrogén-peroxid + UV-besugarzas: LINTSCHINGER
[1998]) vagy erdteljesebb nedves roncsolas (HNO3-H,SO4: SABE [2001]).

Miel6tt sorra keriilne a teljes feltarast célzo eljarasok konkrét, elemekre és mintatipusokra
lebontott ismertetése, nem szabad emlités nélkiil hagyni két alapvetd feltételt: a vizsgalando
minta homogenitasat és reprezentativ jellegét. Hidbavald ugyanis a barmely tokéletességgel
elvégzett roncsolas, ha az eldkészités soran nem szenteliink figyelmet az el6z6 paramétereknek.
Még a szigora kovetelményeket kielégité CRM-ek esetén is megadasra keriil, milyen modon
szlikséges az anyagot homogenizalni ill. mekkora a legkisebb, még reprezentativ tomeg. Ezen
okokbol kifolydlag a (szilard) mintat — a lehetdségekhez képest — eldzetes szemcseméret-
csOkkentésnek (apritas-daralds) és méret szerinti osztalyozasnak (szitdlas) célszeri kitenni —
mindezek elmaradasa késObb rosszabb ismételhetdségben / reprodukalhatésagban testesiilhet

meg.

2.2.1. Teljes feltaras osszes szeléntartalom meghatarozas céljabol

2.2.1.1. Altalanos ismertetdjegyek

A szelén esetében a teljes feltdras miveletének fejlddése egyiitt haladt a kiilonb6z6 Se-
moédosulatok megismerésével, felismerve azok eltérd érzékenységét a kiilonféle hdmérsékleti és

vegyi behatasokra. Altalanossagban a kovetkezd jellegzetességeket célszerii kiemelni:
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1) Barmilyen feltarést is alkalmazunk, kizarolag a zart rendszerek birnak létjogosultsaggal,
mivel a szelén-halogenidek illékonyak, igy HCI vagy HF hasznélata csak ilyen rendszerben teszi
lehetévé a veszteségmentes mintaeldkészitést [D’ULIVO 1997].

2) A kell6 figyelemmel végzett nedves roncsolds a mintdban eredetileg jelen 1évd Osszes
szelénmodosulatot Se(VI) forméba alakitja. Mivel a szelén +6 oxidacios allapotban nem képez
hidridet, a feltarast kovetden redukcios 1épést kell beiktatni a hidridképzé Se(IV) létrehozasahoz.
Mindehhez leggyakrabban sdésavas kalium-bromid vagy kalium-bromét reagenst hasznalnak
[VILANO 1998].

2.2.1.2. A jellegzetes mintacsoportok kezelése

Talaj- ¢és iiledékmintdk esetében a teljes feltarashoz elengedhetetlen a HF alkalmazésa. A
mintaelOkészités altalaban 2 f6 Iépésben zajlik: a teflonedénybe kimért anyaghoz eldszor
savkeveréket adnak a szervesanyag-tartalom roncsoldsa céljabol (leggyakrabban HNO3-H,SO4-
HCIlOy ill. kirdlyviz) amelyet a szilikatok oldasa érdekében HF adagolassal fejeznek be [ITOH
1988, ELWAER 1995, MARTENS 1997]. A feleslegben marad6 folysavat borsavval kétik meg.

Szerves eredetli (nd6vényi, allati, élelmiszer, stb.) mintaknal szinte kivétel nélkiil egyetlen
miveleti [épés elegendd a mar kozvetleniil elemezhetd allapot eléréséhez — ez az egyetlen 1épés
pedig a salétromsavval, salétromsav-perklorsav eleggyel ill. az elézdéek hidrogén-peroxiddal
torténd kombindldsaval végrehajtott nedves roncsolds. A mikrohullamu berendezéssel vagy
blokkroncsoloval, tisztan HNO;3 adagolasaval, teflonedényben végzett kezelés képes mar olyan
komplex mintdkat is feltarni, mint pl. szelén-fitoremedidcios célbol telepitett mustarnévény
[MONTES-BAYON 2002a], tengeri pérhal [MAHER 1997], kék-zold alga [CASES 2002],
tejsavbaktérium-készitmény [MICHALKE 2001] és szelénnel dusitott ¢élesztébdl késziilt
taplalékkiegészitd [B’HYMER 2000]. Bizonyos — foként nagy lipidtartalmii — mintaknal
perklérsavval egyiitt valik teljessé a feltaras; igy példaul szoja [WANG 1996], nem zsirtalanitott
brazil di6 [CHANG 1995] és tengeri rak [GOMEZ-ARIZA 2002] esetében hasznaltak ezt a
savkeveréket. A hidrogén-peroxid adagoldsa egyfajta ,,oxidativ sokk” révén ugyancsak a
tokéletes roncsolast segiti eld; alkalmazasa nem mintafliggd, és a szakirodalom alapjan nem lehet
egyértelmil okot talalni hasznalatara ill. mell6zésére. Ebbdl fakad, hogy részben a fent emlitett
mintakrdl is talalhatunk olyan kozleményeket, ahol a roncsolast HNO3;-H,O, parossal végezték
(€lesztd ¢és éleszto-taplalékkiegeészitd: ZHENG [2000], UDEN [1998]). Természetesen
talalkozhatunk tobb, filiggetlen csoport altal is mindig HNO;-H,O;-vel eleggyel feltart
mintatipussal is: ilyenek pl. a kalapos gombak, ahol valoszinlileg a nehezen roncsolhaté kitines
sejtfal igényli a hidrogén-peroxid hasznélatat [VETTER 1990, 1993; KUEHNELT 1997; RACZ
2000a,b]. UDEN et al. [1998] egy egész sor mintanal (hagymafélék, allati tragya, ndvényi €s
allati eredeti CRM-ek, lucerna, stb.) épitettek a mikrohullammal tarsitott HNO;-H,O,
hasznalatdra Osszes Se-tartalom meghatarozasa céljabol, €s kielégité eredményekre jutottak
mindegyik mintatipus ill. CRM esetén. Altaldnos szabalyként azt lehetne kijelenteni, hogy
amennyiben a H,O, adagoldsaval megndvelt roncsolési térfogat — s ezen keresztiil a mintaoldat
higuldsa — még nem rontja le a mérés pontossagat és megbizhatosagat, igy a hidrogén-peroxid
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hasznalata tobb mint célravezetd. Mindenesetre annyi bizonyos, hogy mig nagytisztasagu
salétromsavhoz viszonylag konnyli hozzajutni (leggyakrabban az analitikai tisztasagi sav
desztillalasdval), addig 0Osszevethet6 mértékben szennyezOdésmentes H,O, joval
nehezebben/koltségesebb uton allithato eld vagy szerezhetd be.

Egyetlen olyan szelénmodosulatot emlit a szakirodalom, amelynek roncsoldséhoz,
szervetlen modosulattd alakitdsdhoz a felsorolt savkombinaciok nem elegenddek: ez pedig a
vizeletbé] kimutathatdé TMSe’ [SABE 2001]. Ennél a vegyiiletnél kizarolag salétromsav-kénsav
keverék segitségével valhat teljessé a mintael6készités olyan modon, hogy a TMSe'-t eldszor
szelenatta, majd késobb redukcioval szelenitté alakitjak.

Szerves eredetli mintak esetén ritkan ugyan, de taldlkozhatunk a TMAH hasznalatara épitd
feltarassal is. 25 m/m %-os, rendkiviil lugos kémhatast oldataval végzett hidrolizis oldatba visz
minden szerves mintaalkotdé komponenst, és az esetleg kotott allapotban 1évé fémionokat is
felszabaditja. Bar létezik olyan tanulmédny, amely szerint ez a kezelés nem wvalt ki
modosulatitalakuldst [DE LA CALLE-GUNTINAS 1997], azonban ez a feltevés késdbb
tobbszor megdolt, mar 2,5 m/m % koncentracié esetén is [CASIOT 1999; B'HYMER 2000;
MARTIN 2001] és jelenleg csak mint a savas feltaras alternativajaként jatszik szerepet [CASES
2002]. A lagos pH-értéek a TMAH-hoz képest joval gyengébb bazis, az NH;-oldat alkalmazésa
esetén is mar 4 m/m %-os koncentracional bizonyitottan a szelénmddosulatok atalakulasat
eredményezi [EMTEBORG 1998], igy szelén moddosulatanalitikdban a biologiai pH-tartomany
feletti kémhatast kozegek nem jatszanak szerepet.

2.2.2. Teljes feltaras osszes arzéntartalom meghatarozas céljabol

2.2.2.1. Altalanos ismertetdjegyek

A mintaban talalhato 6sszes arzén meghatarozasa sok kozos tulajdonsagot mutat a szelénnel,
amelynek részben kémiai (ugyancsak hidridképzé ¢és viszonylag nagy ionizacios
energiasziikséglet jellemzi — ebbdl kifolyolag viszonylag nehezen gerjeszthetd), mdsrészt
gyakorlati okai vannak (hasonld eljarasok alkalmazhatéak mindkét elemre, akdr egyidejii
mintaelOkészitési célzattal). Ebbol kifolyodlag az altalanos jellegzetességek részben egyezdek:

1) A zart rendszeri feltar6 berendezések hasznalata eldnydsebb a nyitottakhoz képest, mivel
egyes tengeri eredetli ill. talajmintak illékony arzénmodosulatokat (pl. arzineket; TURPEINEN
[2002]) tartalmazhatnak, igy a veszteségmentes feltaras kialakitdsa kiilon figyelmet érdemel.

2) Minél tobbszordsebben metilezett, minél tobb arzén-szén kovalens kotést tartalmaz az
adott arzénmodosulat, annal ellenallobb az oxidativ savas feltarasnak. Emellett a kiilonb6z6
fokban metilezett szarmazékok eltéré mértékben képeznek hidridet. Ebbdl az kovetkezik, hogy
amennyiben (a) a teljes feltards nem vezet egy adott arzénmodosulat (pl. As(V)) homogén
elegyéhez, (b) az arzén csak részben alakul at hidridképzé moddosulatta és (c) a mérérendszer
elézetes kromatografids elvalasztas nélkiil, hidridképzésen alapuld detektalast végez, téves

eredményt kaphatunk az arzéntartalmat illetéen.
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Mivel az elébb bemutatott problémakor jellegzetesen mintafiiggd jelenség, a kdvetkezOkben
mintacsoportok szerint ismertetem az dsszes As meghatarozasanal alkalmazott mintael6készitési

modszereket.

2.2.2.2. A jellegzetes mintacsoportok kezelése

Uledékmintaknal a szelénhez hasonléan az arzén esetében sem lehet folysavas kezelés
nélkiil 6sszes arzénkinyerést elérni, mig talajok esetében a nagyobb szervesanyag- €s a kisebb
szilikattartalom miatt olykor elegendd a kiralyvizes oldas is. Akar ipari tevékenység, akar
természetes eredet okozza a talajokban az As jelenlétét, altaldban csak szervetlen séiban,
arzenitként vagy arzenatként talalhatdé meg, igy a bevezetében emlitett tobbszordosen metilezett
modosulatokkal — adalékolt mintaktol eltekintve — nem taldlkozunk. Ugyanigy talajvizek
esetében e két vegylileten kiviil nem szokott més arzénmoédosulat eléfordulni — ebbdl fakaddan
kiilonleges  elokészitésre az  esetleges lebegd szennyezOdések eltavolitasat  célzd
membransziirésen kiviil nincsen sziikség [RAESSLER 2000].

Szerves eredetli mintdk esetében azonban joval Osszetettebb a kép. Amennyiben a feltart
mintdt nem hidridfejlesztést alkalmaz6 modszerrel elemzik (pl. hagyomanyos porlasztasos
mintabevitel ICP-OES vagy MS késziilékbe), tigy nincs sziikség az As-mddosulatok tokéletes,
szervetlen arzenatig vezetett roncsoldsara, és megelégszenek a szelén esetében is gyakran
kielégit6 HNO;-H,O, keverék teflonedényben (,,bombéaban™) torténd alkalmazésaval.
Optimalizalt mikrohullamia kezelés esetén a salétromsav magaban is elegenddnek szokott
bizonyulni [BRANCH 1994], de az atlagnal nagyobb zsirtartalmi mintak miatt a H,O,
hasznalata mindenképpen ajanlott [MATUSIEWITZ 1989, YBANEZ 1991, EL MOLL 1996].
Kozlemények, elemzett CRM-ek és valddi mintak egész sora igazolja, hogy ez a megkdozelités
nem okoz szignifikans mérési hibat, hiaba kiilonbozhetnek egymadastol a kalibralasra szant,
rendszerint As(V) és a roncsolt mintaban fellelheté arzénmodosulatok. Konkrét példaként:
bébiételek [PARDO-MARTINEZ 2001], zoldalga [GOESSLER 1997], erdei és termesztett
gombak [VETTER 1990], kiilonb6z6 rizsfajtak [D’ILIO 2002], kagylo- és emberi hajmintadk
[BERMEJO-BARRERA 1999] ill. tengeri halak [MAICHIN 2000] esetében az elemzések az
egylitt vizsgalt CRM-ekkel kielégitd As-méréseket eredményeztek.

Hidridfejlesztéshez kapcsolt mérési dsszeallitasoknal fokozottabb figyelmet kell szentelni a
minta jellegének. A talan leggyakrabban tanulmanyozott tengeri eredetti mintak (halak, a tenger
gyiimolcsei, az ezekbdl késziilt élelmiszerek) ugyanis tobbnyire AsB-t tartalmaznak, amely
egyrészt nem hidridképz6, masrészt egyike az oxidativ savas kezeléseknek leginkabb ellenalld
As-modosulatoknak. SLEJKOVEC et al. [2001] kisérleteik alapjan arra a véleményre jutottak,
hogy az AsB 100%-o0s roncsolasat csak salétromsav, kénsav és hidrogén-peroxid egyiittes
adagolasaval lehet elérni, mivel magéban a 65 m/m %-os salétromsav 200°C fokon csupan kb.
50%-ban volt képes ezt a metilezett arzénmodosulatot arzenatta oxidalni. Erdemes megjegyezni,
hogy a kénsav oxidaloképessége ugyan gyengébb a salétromsavnal, azonban forraspontja
nagyobb, igy hozza tud jarulni az AsB konverzidjahoz idealisnak tartott 300°C fok eléréséhez.

Ugyanezen nagy homérséklet eléréséhez léteznek alternativ megoldasok is: az un. fokuszalt
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mikrohulldmmal miik6dd roncsolok akar kénsav hasznalata nélkiil, salétromsavas kozegben is
képesek biztositani a kivant konverzios hatasfokot, attdrést jelentve az arzéntartalmua tengeri
mintak mintaeldkészitésének teriiletén.

Az ETV-AAS mérdérendszerhez torténd mintaeldkészités — bar nem igényli az
arzénvegyiiletek hidridképz6 modosulatokka torténd bontasat — hataresetnek tekinthetd az elébb
bemutatott két csoport, a hidridképzésre épitd ill. azt melléz6 kozott. Ennek az az oka, hogy a
kiilonb6z6 arzénmodosulatok maés ¢és mas hémérsékleten parolognak el az ETV felftitési
szakasza kozben, s ezaltal az arzén egy része még a mérési szakasz el6tt elillanhat a
mérdcellabol, veszteséget okozva az arzénmérlegben. A pontos mérés végrehajtasahoz igy két
lehetéség marad: vagy a hidridképzésen alapuld mérésekhez szant (erdteljesen oxidativ)
mintaelOkészitést hajtjuk végre, vagy pedig un. mddositd vegyiiletekkel (Pd- és Mg-sok) vessziik
elejét az id6 elotti As-elillandsnak [DEAKER 1999].

2.3. MINTAELOKESZITESI ELIARASOK: MODOSULATANALITIKAI MODSZEREK

A teljes feltarassal ellentétben a mddosulatanalitikai mintaelokészités kifejezetten azt a célt
szolgalja, hogy a mintaban talalhaté As- és Se-moddosulatok atalakulas nélkiil keriilhessenek
meghatarozasra. Azonban nem ez az egyetlen kiilonbség a két megkozelités kozott: a teljes
feltarassal ellentétben léteznek modosulatanalitikai feladatok, amelyek nem tlizik ki célul az
0sszes modosulat kinyerését, igy azok egy része biztosan feltaratlan marad. Masrészt — sajnos —
meglehetdsen gyakori az olyan mintatipus, amelybdl nem nyerhetd ki az 6sszes mddosulat, hiaba
lenne célunk a 100%-os extrakcids hatasfok.

A modosulatanalitikai mintaeldkészités azutan indult fejlédésnek, amikor ismertté valt, hogy
ugyanazon elem kiilonb6z6 modosulatai eltérd modon viselkednek ill. eltérd tulajdonsagokkal
birnak. Arzén esetében 1973-ig [BRAMAN 1973], mig szelénnél egészen a 60-as évekig kell
visszanyulnunk az elsé modosulatanalitikai mérések megismeréséhez [tobbek kozt MARTIN
1966]. Ezt kovetden minden egyes 1j, gyakorlatban hasznalhatonak bizonyulé mintaeldkészitési
eljards nyomot hagyott a soron kovetkezd, elemzendd minta megkozelitésében, ugyanis az
egyszer mar alkalmasnak talalt, médosulatvaltozast nem okoz6 modszert egyfajta tartalékként,
referenciaként hasznaltdk az Ujabb moddszerek mellett. Ez az egymasra épiilés tokéletesen
kimutathaté mind az As, mind a Se esetében, €s altaldban a kordbban még nem vizsgalt mintak
parhuzamosan alkalmazott, eltérd mintaelokészitésében nyilvanul meg. Ebbdl kifolyodlag nehéz
lenne a modosulatanalitikai mintaelokészitési modszereket jellegzetes mintatipusok szerint
csoportositani, mivel ugyanazon mintat eltérd, de azonos kinyerési hatasfokot biztositd
modszerekkel is fel lehet tarni. Masrészt, mint korabban emlitésre keriilt, nem feltétleniil cél a
minél nagyobb kinyerés, igy nem lehet ,,idedlis” mddszert javasolni az adott mintatipusra — bar a
leggyakoribb mintak és a hozzajuk kapcsolodo feladatok mara mar kijeldltek egynéhany ,,minta
+ ajanlott eldkészitési modszer” parost, amelyekre a kovetkezdekben bemutatasra keriilo,

legnagyobb gyakorlati jelentdséggel rendelkez6 modszerek szolgaltatnak példakat.
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2.3.1. Modosulatanalitikai mintaelokészitési eljarasok szelénre

2.3.1.1. Altalanos ismertetdjegyek

Az alkalmazhat6 modszereket alapvetéen harom tényezd szorithatja korlatok kézé. Egyrészt
figyelemmel kell lenni a szervetlen szelénmodosulatok altalanos érzékenységére, igy példaul
nagyobb hémérsékleten (> 70°C) a Se(IV) moddosulat Se(VI)-ta oxidalodhat [ZHANG 1997], ill.
a pH szédmottevd valtozasa az eldbbi két szelénvegyiilet kozt fenndlld redox egyenstlyt tolhatja
el egyik vagy masik iranyba [SHARMASARKAR 1998]. Masrészt a szelén élettani szerepének
tovabbi tisztdzasat siirgetd igények és a ,,proteomics” (,fehérjetudomanyok™) térnyerésének
koszonhetéen — egyre  tobb  kutatocsoport  foglalkozik a  szelén  fehérjeszintl
modosulatanalitikajaval, amelyben természetesen csak korlatozott mértékben lehet fordulni az
olyannyira elterjedt teljes fehérjehidrolizis eszkdztardhoz. Harmadrészt még nem ismerjiik
eléggé a szeléntartalmi aminosavak és Ujonnan felfedezett szdrmazékaik tulajdonséagait, igy az
ovatos, inkabb kisebb kinyerési hatasfokot nyujtd, de modosulatvaltozast ,,biztosan” nem okozd
modszerek elétérbe helyezése mindenképpen indokolt. Mindezek figyelembevételével még

mindig meglehetdsen bo valaszték all rendelkezésiinkre a valaszthato eljarasokat illetden.

2.3.1.2. Pufferelt és nem pufferelt (,,vizes”) kdzeggel végzett extrakciok

A leginkdbb ,,gyengéd”’-nek tekintett mintaeclokészitési eljardsokkal allunk szemben. Az
alkalmazott pH-értékekre pufferelt kozeg esetén az un. bioldgiai puffer-tartomany (pH=5-9)
jellemzd, a kezelés 1-2 6ras kevertetésben-razatasban testesiil meg, mig a kezelési homérsékletek
a szobahdémérséklet és 80-90°C kozott mozognak, az utobbindl természetesen csak — vélhetden —
foleg szerves modosulatot hordoz6 mintak esetében. Ezzel a mddszerrel a nem kotott formaban
1év6 szervetlen szelénsok tobbségét, a szabad aminosavakat és szarmazékaikat illetve semleges
koriili pH esetén a fehérjek 20-30%-at lehet kinyerni a mintdbol. Mivel a varhato extrakcios
hatasfok inkabb fiigg a mintatdl, mintsem a valasztott extrahalo oldattol, célszerii mintacsoportok
szerint bemutatni a konkrét alkalmazasi példakat.

Talaj- ¢s iiledékmintdk esetében a csupan desztillalt vizzel végzett extrakcio rendkiviil kis
részét szabaditja fel a szelénnek: MARTENS ¢és SUAREZ [1997] 1,0 és 7,0% kozotti értéket
kapott. A mintatol fiiggden olykor még az extrahald vizben ioncseréld célzattal oldott KCl
adagolasa sem noveli a hatasfokot: ZHANG és MOORE [1997] még az el6zd csoport
eredményeihez képest is kisebb, 1,4-1,8%-0s hatisfokot konyvelhetett igy el. Lényegesen
nagyobb kinyerést tesz lehetdvé a tobbértékii aniont, jellemzdéen foszfatot hordoz6 oldatok
alkalmazasa: az eldbbi szerzéparos 72-100%-ra emelte meg a kinyert szelén mennyiségét
0,1 mol 1", pH=7,0 kélium-foszfat puffer segitségével. A foszfatpuffer ott nem ért el 100%
koriili kihozatalt, ahol jelentés volt a talajminta Se(0) és Se(-II) moddosulattartalma; ezen
esetekben 0,1 mol 1! K;S,0s oldat utdlagos szekvencialis hasznalata — oxidalé hatdsa révén —
tette teljessé a kinyerést. Fontos megjegyezni, hogy a talajok és tliledékek kizardlag szervetlen
szelénvegylileteket hordoznak mérhetd koncentracidoban, és ezeknek jellemzdéen Se(IV) és
Se(VI) a két legfobb Osszetevajiik.
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Novényi eredetli mintaknal a vizes oldds mind mindségileg, mind mennyiségileg teljes
mértékben eltérd szelénkinyerést eredményezhet — még azonos fajon beliil is. Ennek az az oka,
hogy amennyiben a talaj szeléntartalma kiugro, tigy bizonyos tipust novények (pl. napraforgo)
kiemelkedd mértékben veszik fel ezt az elemet (akar 900 pg g’ értékig), de a feldusitott
szervetlen szelénsokat anyagcseréjiik nem hasznositja, és beldliik ez a szelénmennyiség 100%-
ban kinyerhetd egyszerii vizes olddssal [LINTSCHINGER 2000]. Ahogy azonban kevesebb
szelént hordoz6 talajrél szarmaz6 napraforgot vizsgalunk, a metabolizalt Se aranya emelkedik, és
ezzel egyiitt csokken a konnyen kioldhaté Se mennyisége. A hagymafélék eltéré modon
viselkednek: a fokhagyma egy bizonyos szelénellatottsagig a 85-90°C fokos vizzel szinte 100%-
ban kioldhato, kiemelkedden rakellenes hatasti y-glutamil-Se-metilszelenociszteint allitja eld
[MCSHEEHY 2000, IP 2000], mig a tapoldatban/talajban rendelkezésre all6 nagyobb szelén-
koncentraci6 esetén megjelenik a Se-metilszelenocisztein €s a fehérjékbe épitett — igy vizzel nem
extrahdlhatdo — SeMet is, csokkentve a vizes oldas hatasfokat [KOTREBAI 2000]. Mas hagyma-
félek (Allium tricoccum, WHANGER [2000]; voroshagyma, KOTREBAI [2000]) valamivel
nagyobb ardnyban szintetizdljak a fehérjébe épitett SeMet-t az eldbb emlitett, kdzvetleniil
vizoldhaté modosulatokhoz képest, igy a vizes kinyerés hatdsfoka altaldban 90% ala csokken.

Az un. szelén-fitoremedidcios novények (Brassica ssp.) a hagymafélékhez képest eltérd Se-
anyagcsereutjaik kovetkeztében mas eredményt adnak vizes ill. pufferelt kozegli extrakcid
esetén: ZHANG ¢és FRANKERBERGER [2001] ill. KOTREBALI et al. [2000] vizzel 60,4-
72,6%-0s kinyerést értek el, foleg Se(VI), szabad szeleno-aminosavak és szarmazékaik
kimutatisa mellett; MONTES-BAYON et al. [2002a] TRIS-HCI puffer segitségével (pH=8,0)
46,5%-os hatasfokot tudtak felmutatni, de a kinyert modosulatok jelentds részét nem sikeriilt
azonositania.

A gyakorlati szempontbol talan legfontosabb szeléntartalmi mintat, a szelénnel dusitott
élesztét is vizsgaltik mar vizes ill. pufferelt kozegii (30 mmol I TRIS-HCI, pH=7,0) kezelést
kovetden. A vizsgalatok sordn a kutatocsoportok a kovetkezd, szinte tokéletesen azonos
eredményre jutottak: a vizes extrakcio (50-90°C, 1-2 6ra) és a pufferes kezelés is (37°C, 1 6ra)
egyarant kb. 10%-os kinyerési hatasfokot eredményezett, {6 komponensként pedig Se-adenozil-
szelenohomocisztein mellett némi szabad SeMet-t ill. a fermentacid soran felvett, de nem
metabolizalt szervetlen Se(IV)-t mutattak ki [CASIOT 1999; KOTREBAI 1999a és 2000; IP
2000; MCSHEEHY 2001a].

A vizes-pufferes extrakciot felhasznalhatjdk még egyrészt a vizoldhatdé Se-tartalmu
peptidek-polipeptidek kioldasara az adott mintamatrixb6l, amelyet legtobbszor a kinyert
molekuldk SEC vagy SDS-PAGE elvélasztasa kovet: csiperkegombanal [VAN ELTEREN
1998], tengeri halaknal [ONNING 2000] és szojanal [WANG 1996] ezzel a megkdzelitéssel
jellemezték a minta Se-tartalmt fehérjéit, azok méretét és mintan beliili eloszlasat vizsgalva.
Masrészt ez az extrakcids eljaras lehetdséget adhat arra, hogy — egyfajta eldkezelésként —
eltavolitsuk a mintdbdl azokat a konnyen extrahalhaté fémionokat, amelyek pl. enziminhibicion
keresztiil akadalyozndk vagy meggatolnak a tervezett modosulatanalitikai mintael6készités
végrehajtasat [ABOU-SHAKRA 1997].
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Erdemes par szot sz6Ini a vizes-pufferes kezelések soran felhasznalt jarulékos vegyszerekrél
is. Enzimaktivitast gatlé (katalaz) és baktericid tulajdonsdga miatt a NaNj, redukald és
antioxidans szerepe miatt a -merkaptoetanol, fehérjedenaturalod hatdsanak koszonhetden a SDS,
szelektiv protedz inhibitor jellege miatt pedig a PMSF gyakori Osszetevdje az extrahald
oldatoknak.

2.3.1.3. Szerves olddszeres extrakcid

Napjainkig még nem azonositottak egyetlen hidrofob karakteri Se-mddosulatot sem. Ennek
ellenére — féleg a korabban még nem tanulmanyozott mintak esetében — taldlkozni lehet olyan
irodalmi utaldsokkal, amelyek kloroform-metanol 1:2 vagy 2:1 aranyt elegyével végrehajtott
extrakciot emlitenek. WANG et al. szdjabab [1996], ALSING PEDERSEN és LARSEN [1997]
¢s EMTEBORG [1998] fehér 16here CRM, MAHER et al. [1997] pedig szivkagyld és pérhal
mintdk esetében hasznaltdk az emlitett keveréket. Ezek koziil kizardlag a kagyld bizonyos
alkotoibol  (kopoltyt) sikeriilt szamottevd, az Osszes Se-tartalom 30%-at kitevo
szelénmennyiséget kinyerni, a tobbi esetben 0,2-19% koriil maradt az extrakcids hatasfok. Mivel
a kagylominta esetén ennek a frakcionak nem zajlott le mddosulatanalitikai vizsgélata, nem
tudjuk, hogy valoban lipofil Se-modosulatok megléte, mintael6készitési hiba, ill. esetleg a mar
korabban azonositott szeleno-aminosavak €s szarmazékaik lipoproteinekbe valo épiilése valtotta-
e ki az egyébként szokatlanul nagy, lipidoldékony Se-frakcid megjelenését. Mindenesetre az
irodalomban azota sem szerepel kifejezetten zsiroldékony Se-modosulatra utal6 nyom [LARSEN
2002], mi tobb, a szerves oldoszeres kezelés hatastalan volta miatt eldtérbe helyezdédtek az
egyéb, pl. enzimes mintaelOkészitésre €épitdé moddszerek [ALSING PEDERSEN 1997]. Ebbdl
kifolyolag a vizzel egyaltalan nem, vagy alig elegyedd olddszereket rendszerint a minta
lipidtartalmanak eltavolitasara hasznaljdk fel a szelén modosulatanalitikai mintaeldkészitése
soran; igy példdul KANNAMKUMARATH et al. [2002] kloroform-metanol eleggyel
zsirtalanitottak brazil dié érleményt, GOMEZ-ARIZA et al. [2002] pedig diklor-metannal vontak
ki kagylomintakbdl a kromatografids elvalasztast zavaro lipid vegytileteket.

Kiilon érdemes foglalkozni a vizzel jol elegyedd metanollal és etanollal, amelyeket szamos,
egymastol eltérd célzata, bar hasonld miikddési elven alapuld mintaeldkészitési 1épés soran
vonhatnak be a szelén modosulatanalitika fegyvertaraba. A k6z0s alapelv arra a jelenségre épit,
hogy 40 V/V % koriili alkoholkoncentraciot meghaladd elegyben a fehérjék tobbsége
csapadékként kivalik, s igy azok az oldattol centrifugalassal ill. mikrosziiréssel eltavolithatoak.
Ezaltal lehetévé valik a zavard, elemzésre nem szant fehérjék — pl. mintaeldkészitésnél
alkalmazott fehérjebontd enzimek ¢és nem hidrolizalt mintafehérjék — levalasztasa
[VONDERHEIDE 2002], ill. ezzel ellentétes céllal, a szelént tartalmazd — tehat vizsgalando —
fehérjék egy vagy tobblépéses frakciondlt olddszeres csapadékképzése [WANG 1996].
40 V/V %-nal kisebb koncentracioénal az etanolt ill. metanolt altalaban 0,1 mol I'' HCI oldattal
elegyitik; ezeknek az extrahalo elegyeknek a haszndlata kis extrakcios hatasfokkal (10-14%) jar
egylitt &s a felhasznalasuk a vizoldhato modosulatok — pl. szabad Se-aminosavak — kinyerésében

meriil ki [UDEN 1998, LE 1998, CASIOT 1999]. Bar néhany csoport probalkozott azzal, hogy
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kozvetleniil — az arzén modosulatanalitikaban oly gyakori (lasd 5. Melléklet tablazata) — 1:1
vagy 9:1 metanol-viz eleggyel hajtsa végre valodi minta (fehér l6here CRM: ALBERTI [1995],
EMTEBORG [1998]; eziistsiraly tojasa: JAKUBOWSKI [2001]) szelénmodosulatainak
extrakciojat, az elért hatasfok joval kisebbnek bizonyult 50%-nal még akkor is, amikor sdsav

adagoléasaval probaltak novelni a miivelettel kinyerhetd szelén mennyiségét.

2.3.1.4. Az an. biologiai pH-tartomanynal kisebb kémhatdson végzett extrakcidk és kezelések

2.3.1.4.1. ,, Tomeény” (1 mol I'! koncentrdciéndl tomenyebb) oldatok felhasznalasa

Talan a Se-moddosulatanalitika egyetlen mas teriiletén sem lehet ennél ellentmondéasosabb
szakaszra bukkanni. A kérdés a kovetkezd: ,,tomény” savak ¢és lugok alkalmazhatoak-e
modosulatanalitikai mintaelokészitésre? Mint ahogyan a 2.2.1. szakaszok ramutattak, a
salétromsav, a kénsav, ill. a perklorsav biztosan nem; azonban a s6sav megitélése mar korantsem
ilyen egyértelmii. Az anaerob korilmények kozott, 24 ora alatt, 110-120°C hémérsékleten
6 mol 1" sosavval végrehajtott fehérjehidrolizisre épiilé aminosav-analizatorok szamitottak szinte
az els6 automatizalt szerves kémiai miiszernek és felhasznalasuk a mai napig toretlen. Miutan a
60-as években egyre nyilvanvalobba valtak a szelén bizonyos aminosavakba torténd épiilésének
bizonyitékai, ezt az akkor mar széles korben elterjedt modszert is alkalmaztak — és alkalmazzak a
mai napig is — szeléntartalmua fehérjék hidrolizisére és aminosavaik vizsgalatara. A hangsuly a
fehérjékre helyezddik, mivel az eljarasnak gatat szabhat bizonyos szelénmodosulatok, kiilondsen
a szervetlen Se(IV)-Se(VI) egyensuly instabilitdsa, igy a sdsavas hidrolizis nem teszi lehetové a
szervetlen modosulatok allapotanak meg6rzését. Igy amennyiben nem valésul meg a minta
fehérjetartalmanak elkiilonitett vizsgalata, a minta szelénmodosulatainak egy bizonyos hanyada
csupan ,,0sszes szervetlen Se-frakcid”-ként lesz jellemezhetd. Ett6l a hatranytdl eltekintve a
sosavas hidrolizis egyik legfobb elonyeként kell megemliteni, hogy a mikrohulldamt technika
bevezetése lecsokkentette a 24 6ras iddigényt kevesebb, mint fél orara [CAVALLI 1995].

Az elmult években szamos példa latott napvilagot a hagyomanyos ill. tovabbfejlesztett
(mikrohulldmmal végrehajtott) sésavas hidrolizis felhasznalasarol bioldgiai mintdk szelén
modosulatanalitikai vizsgalatara. Szelénnel dusitott tejsavbaktérium [CALOMME 1995b] és alga
[FAN 1998], delfinmaj [CAVALLI 1995], szivkagyl6 és pérhal [MAHER 1997], ill. kisérleti
allatok szervei [BEHNE 1998] esetében a modszerrel 90% feletti kinyerési hatasfokot értek el és
a szerzOk szerint sikeriilt megovni a szeleno-aminosavakat az emelt hdmérséklet altal eldidézett
esetleges bomlastol és/vagy atalakuldstol. Mindezek ellenére a sosavas hidrolizis egyediili
idvozitd volta tobb mint megkérddjelezhetd. Nem vilagos, hogy a szerzok jelentds csoportja
miért nem fektet hangsulyt a fenol alkalmazasara, amely elvileg alapvetd fontossagu az oxidacid
elkeriilése szempontjabol, kiilondsen az arra érzékeny SeCys esetében. Masok szerint sem a
fenol adagolasa, sem pedig a 1ényegesen rovidebb ideig tart6 mikrohullamu kezelés nem képes
biztositani a szeleno-aminosavak épségét [HUBER 1967, MACKEY 1982, SOCHASKI 2001,
KROLL 1998]. Mindezekbdl az kdvetkezik, hogy amig nincs kereskedelmi forgalomban szelén
modosulatanalitikai célokra szant CRM, amellyel minden kétséget kizarolag bizonyitani lehetne

egyik vagy masik fél igazat, addig kételyek kisérik majd a sosavas hidrolizis ezen a teriileten
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vald felhasznaldsanak jogosultsagat. Masrészt azokban az esetekben, ahol a fehérjéket még
részben sem valasztjadk el a matrixtol (pl. izmok elkiilonitése a tobbi szervtdl halmintanal,
MAHER [1997]), csak a nagy mennyiségben szervetlen szelénmodosulatokat hordozo (s igy a
sosavas kezelés miatt modosulatvaltozast szenvedd) mintdknal érhetd el az elvart (80-90%
feletti) extrakcios hatasfok (pl. szelénes taplalékkiegészitok: B'HYMER [2000]).

2.3.1.4.2. . Hig” (1 mol I' koncentrdciéndl higabb) oldatok felhaszndlisa
Ezen csoport legjellegzetesebb tagja a triklor-ecetsav (TCA), amely rendszerint jéghideg, 1-

12 m/m %-os oldatban keriil felhasznalasra. Alkalmazéasanak legfébb célja, hogy a pH és a
fehérjék hidratacidés potencidljanak csokkentése révén a nagy molekulatomegii fehérjéket
csapadékként levalassza az oldatbdl, s igy azok eltdvolitasa utdn lehetdvé teszi a kis
molekulatdmegli vizoldékony szelénmoddosulatok (szervetlen sok, metilezett szarmazékok,
szabad aminosavak stb.) vizsgalatat. Ebbdl kovetkezik, hogy a TCA-s kezelés egyfajta alternativ
lehetdséget nyujt a szeléntartalmu komponensek molekulatomeg szerinti, kozelitd jellemzésére,
ha sem ultrasziirési, sem pedig méretkizarason alapulé moddszerek nem allnak rendelkezésre.
Ugyanakkor a szétvalasztast illetéen a ,,kis” és ,,nagy” molekulatomeg kozotti hatarvonal nem
egyértelmii, mivel mind a fehérjék mérete, mind pedig hidrofob karakterilk meghatarozza
oldhatésagukat a TCA oldatban. Altalanos elvként az mondhato el, hogy a fehérjék koziil a hét
aminosavnal rovidebbek még biztosan nem csapddnak ki [ONNING 1999]. A TCA alkalmazasi
terlilete meglehetdsen széles: Chlorella z6ldalga [FAN 1998, LARSEN 2001], toke- és lepényhal
[ONNING 1999], brazil di6 [VONDERHEIDE 2002], tejsavbaktérium [CALOMME 1995a] és
szojabab [WANG 1996] szerepel a kozleményekben. Erdemes tovibba megemliteni, hogy a
TCA illékonysaga lehetdséget ad a mintdbdl liofilezéssel torténd eltavolitasara, amely
tulajdonsag kiilondsen eldnyos a kis szeléntartalmi minték ill. mintafrakciok kezelésénél.

Bar a molekulatomegre nézve ugyan még ilyen mértékben sem nytjt informaciot, ennek
0,1-1 mol I sésav a kis molekulatomegii szelénmodosulatok kinyerése céljabol. Mivel az utobbi
— féleg mikrohullami berendezésben végzett extrakcio esetén — mar 0,5 mol 1" koncentracioban
is képes megvaltoztatni a Se(IV)-Se(VI) ardnyat a mintaban, igy a szervetlen Se-modosulatokrol
tobbnyire csak ,0sszes szervetlen” adat gyiijthet6 [MONTES-BAYON 2002a]. Ezek utan
felmertiilhet a kérdés, miért célszerli egyaltalan hig savakkal végezni extrakciot, példaul egyszeri
vizes kezelés helyett. A valasz abban rejlik, hogy a szabad vagy gyengén kotott aminosavakat és
szarmazékaikat a gyenge savak szignifikdnsan nagyobb mértékben szabaditjadk fel a mintdbdl,
mind a biologia pH-tartomanyra pufferelt oldatokhoz, mind pedig a hagyomanyos vizes
extrakciohoz képest. Ezt a tényt kiilonb6zé mintdkon végzett Osszehasonlitdo kezelések sora
igazolja, pl. szojafehérje [YASUMOTO 1988] szelénnel dusitott éleszté [CASIOT 1999],
szelénakkumulalo fitoremediaciés novények [MONTES-BAYON 2002b], tejsavbaktérium
[MICHALKE 2002], fehér 16here [EMTEBORG 1998], ¢és brazil di6 [VONDERHEIDE 2002]

vizsgalatanal.
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Egyetlen irodalmi hivatkozads ismertet olyan vizsgalati eredményeket, amelyeknél a hig
sosavoldattal végzett extrakcio kisebb extrakcids hatasfokot eredményezett a vizes extrakciohoz
képest. LINTSCHINGER et al. [2000] buza- és lucernacsirdkat neveltek szeléntartalmu
folyadékkulturas modszerrel. Azt tapasztaltak, hogy a csiramintakbél 0,1 mol I koncentracioja
NaOH oldattal lehetett a legnagyobb mennyiségli szelént kinyerni, bar az extrahalt médosulatok
egy részét nem sikeriilt azonositani az eredeti komponensek degradacidja vagy ismeretlen
szelén mennyiségét tekintve — még a vizes kezeléshez képest is kisebb hatasfoku extrakciot
lehetett csupan elérni. Mindkét jelenség szokatlannak szamit, és ravilagit arra a tényre, hogy
szelén modosulatanalitikai mintaeldkészitésénél nem létezik egyetemes megkozelités, ugyanis

minden mintatipusra egyedi elbiralast kell vagy célszerti alkalmazni.

2.3.1.5. Enzimes hidrolizis — fehérjebont6 és nem fehérjebontd enzimek

A szeléntartalmu fehérjék vizsgalatanak teriiletén hossza évtizedeken keresztiil
egyeduralkodonak szamitd, 6 mol I sosavas hidrolizisen alapulé moédszer megitélése a 80-as
évek elején tobb tényezd egyiittes fellépése miatt kedvezotlen iranyba valtozott meg. Egyrészt
problémak mertiltek fel magaval a soésavas hidrolizissel kapcsolatban, ugyanis
megkérddjelezddott a szeleno-aminosavak épségének megdrzése az anaerob kornyezet és a fenol
jelenléte ellenére [HUBER 1967, MACKEY 1982]. Masrészt megjelent egy 01j igény, a szelén
biologiai hozzaférhetdségének megallapitasa kiilonbozd élelmiszerekben, hiszen az étkezéssel
ill. taplalékkiegészitokkel bejuttatott szelénmennyiséget még csak ,,0sszes szelén”-ként tudtak
tarsitani az addigra mar jol ismert, szlik szeléntolerancia-tartomanyhoz. Mivel az emberi
emésztést nem lehetett csupan sosavas hidrolizissel modellezni, a korabbiaktdl eltérd modszerre
volt sziikség. Ez az Uj megkozelités vezetett el lassanként a szelén modosulatanalitika
kiterjesztéséhez az élettani-biokémiai teriiletrél a taplalkozastudomany és élelmiszer-kémia
berkeibe — s ezen irdnyvonal hivta életre az enzimes mintaeldkészitést, mely az elsd, szdjababbal
foglalkozé kozlemény ota [YASUMOTO 1983], altalanosan teret nyerve valt szinte
egyeduralkodova.

Az elmult 20 év harom szakaszra oszthatdo mind a felhasznalt enzimeket, mind a konkrét
célkitlizéseket tekintve. A 90-es évek kozepéig a biologiai hozzaférhetdség megismerése mellett
tortek landzsat a kutatok és ebbdl kifolydlag az emberi emésztést probaltak modellezni, altalaban
tobblépéses enzimes kezelésekkel, csak a fehérjebontd6 vagy az 0Osszes, emberi
emésztorendszerben szerepet jatszd enzimcsoportokra helyezve a hangsulyt. A vizsgalatoknal
nem szantak elsddleges szerepet a maximalis elméleti kinyerési hatasfok elérésének, célul a
,felvehetd-e a szelén az adott €lelmiszerbdl, és ha igen, milyen mértékben” tipust kérdések
megvalaszolasat tlizték ki. Ezen tipust problémafelvetés a mai napig tetten érhetd, s bar
jelentdsége egy iddben lecsokkent, ujboli elotérbe keriilésének lehetiink szemtanui az elmult 1-2
évben.

1995-ben jelent meg az a — mondhatni uttérének szamité — kézlemény, amely a 2. szakasz

eljovetelét valtotta ki. GILON et al. [1995] az azdta tobb mint félszaz alkalommal idézett
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munkdjukban vezették be az egylépéses enzimes mintaeldkészitést a szelén modosulatanalitika
témakorében, felkinalva egy viszonylag egyszerll, — s ami a masik legfobb tjdonsagot jelentette
— nagy kinyerési hatasfokot megcélz6 modszert. Részben nekik, részben pedig a cikkiik utan
piacra keriil6 0j miiszereknek koszonhetd, hogy egész garmaddjat ismertiik meg a kiillonbozo
szerves szelénmodosulatoknak az 1995-t6] kb. 2002-ig tartd kutatdsi idészakban. Ezt kovetden
lattak napviladgot a 3. generacios szelén modosulatanalitikai kozlemények, amelyek egy szinttel
feljebb, az aminosavaktél ¢és szarmazékaiktél a szeléntartalmi fehérjék ¢és egyéb
makromolekuldk szintjére helyezve a modosulatanalitikat, ismét mas enzimeket vetnek be az 1j
cél, a szeléntartalmu fehérjék szekvencidjanak megallapitasahoz.

Mindharom szakaszban, mindezen kisérletekkel parhuzamosan az adott mintdk vizsgélata
soran felmeriild, sajatsagos mintaeldkészitési probléméak megoldasara a fehérjebontd enzimek
mellett fel-feltlintek a maés osztalyokba tartozd enzimek is. Az utdbbiak természetesen csak
kozvetve, a fehérjebontod enzimek feladatat segitve jarulnak hozza a mintaeldkészitéshez, példaul
a hidrolizaland6 fehérjékhez torténd hozzaférés javitasan keresztiil. Ugyanakkor a jelenleg futod
kutatasi teriileteket figyelve nem kizart, hogy a kdzeljovében foszereplokke is eldléphetnek egy-

egy Uj, nem fehérjeeredetii szelénmoddosulat kapcsan.

2.3.1.5.1. Az enzimes mintaeldkészités dltalanos jellemzoi

Az emberi emésztés modellezésén €s a bioldgiai hozzaférhetdség-felvehetdség becslésén
kiviil az enzimes mintael6készitések mindazon tulajdonsagokkal jellemezhetéek, amelyekkel a
modosulatanalitikai szempontok alapjan kivant kiméletes, de mégis hatékony modszernek
rendelkeznie kell. Alkalmazasuk nem jar nagy homérséklet-emeléssel: rendszerint 30-50°C
fokon, tehat joval a hatarértéknek kikialtott 70°C alatt zajlik le. A gyomormiikédést modellezd
kisérleti rendszerektdl eltekintve nem igényelnek szélsdségesen savas vagy lugos kémhatast,
mivel pH-optimumuk leggyakrabban az un. bioldgiai tartoméanyban taldlhaté. Hasznalatukhoz
nincs sziikség kiilonleges miiszerekre, altaldban a termosztalhaté razogép jelenti az egyetlen,
nem feltétleniil minden laboratéoriumban elérhetd berendezést. A mikrohullammal tarsitott,
6 mol 1" sosavas hidrolizisen alapuld modszerhez képest azonban hatranyként emlithetd az
olykor nagy iddéigény (egészen 36-64 oraig), némelyik enzim viszonylagos dragasaga, ill. a minta
szemcseméretének eloszlasara valo érzékenység, amely nem kelléen poritott-homogenizalt minta
vizsgalata esetén kis kinyerési hatasfokban és nagy mérési bizonytalansadgban oOlthet testet. A
nem altaldnosan jellemzd alkalmazasi elényok és hatranyok az adott enzimeknél kiilon-kiilon

keriilnek bemutatasra.

2.3.1.5.2. Enzimes hidrolizis — fehérjebonto enzimek alkalmazdasa az emberi szervezet emésztési

folyamatainak modellezésére

A fehérjebontd enzimek mindazon esetekben sikeresen jarulhatnak hozza a
szelénmoddosulatok mintdbdl torténd kinyeréséhez, amelyekben a minta biologiai eredetd,
feltételezhetéen jelentés mértékben tartalmaz fehérjéket és ezek a fehérjék kozvetleniil
hozzaférhetéek az enzimek szamdra. A felsorolt — és az el6z6 szakaszban emlitett altalanos —
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feltételek egyiittes teljestilése a kulcs a sikeres mintael6készitéshez; ekkor ugyanis a megfeleld
hémérséklet, pH és kevertetés beallitdsa utan az enzim — tipusatdl fiiggéen — a minta fehérjéit
aminosavakra vagy kisebb-nagyobb peptidekre hidrolizalja. A legfontosabb feladat a célnak
megfeleld enzim kivalasztésa.

Az emberi szervezet a teljes értékii fehérjéket 95-98%-ban aminosavakig képes lebontani.
Ebbdl indultak ki YASUMOTO ¢s tarsai [1983, 1988], amikor elsdként a vilagon enzimes
mintaeldkészitést terveztek meg szeléntartalmu szojafehérje-izolatum vizsgalatara. Tobblépéses
mintakezelésiiket 1 m/m %-os pepszinoldatban inditottdk, a gyomorra jellemzd pH=1 ¢é&s
hémérséklet (37°C) bedllitasaval. Ezt kovetéen a mintat a fehérjebontd aktivitassal is rendelkezd
enzimkeverékkel, a hasnydlmirigyben termelddd pankreatinnal (1 m/m %, pH=7,5), majd végiil
prondzzal (1 m/m %, pH=7,5) kezelték. A felsorolt enzimek koziil a pepszin és a pankreatin
foként peptidekre, mig a prondz (nem szubsztratspecifikus, endo- és exopeptiddzokat is
tartalmazo, fonalas baktérium altal eldallitott enzimkeverék) aminosavakig bontotta a
szojafehérjét. A mintael6készités folyamata 63 orat vett igénybe. A kezeléseket dializald csében
hajtottak végre, igy végig nyomon kovethették a hidrolizis sordn felszabadulod kis
molekulatomegii, szeléntartalmu koztes- és végtermékek mennyiségét. A kisérletek alapjan
egyértelmiivé valt, hogy a szdjafehérje szeléntartalma féleg SeMet form4jaban talalhaté meg.

CREWS et al. [1996] fott tonhalat vetettek ala in vitro emésztérendszeri bontasnak.
Kezelésiik két 1épésbél allt: elészor pepszines kdzegben (1 m/m %, pH=2,0; + 0,15 mol 1"
NaCl), majd pankreatint is tartalmazé oldat hozzaadaséaval (1,5 m/m %, pH=6,9; + 0,15 mol 1!
NaCl, 0,5 m/m % amildz és 0,15 m/m % epeso), Gsszesen 8 6rds idétartammal modellezték az
emberi szervezet miikodését. A viszonylag rovid kezelés és a kifejezetten aminosavakig bontd
enzim hianya miatt az el0készitést kovetden csak szervetlen Se(IV)-et sikeriilt azonositani a
mintaelegybdl, szeleno-aminosavakat nem.

THOMAS et al. [2001] siilt hus, észak-amerikai (tehat szelént valdsziniileg kimutathatd
mennyiségben tartalmazo) piritds ¢és kiilonbozé gyartoktdl szarmazd szeléntartalmu
taplalékkiegészitOk vizsgalatat végezték el az el6z0 két csoport modszereinek vegyitésével:
dializalé csében, kétlépéses in vitro emésztérendszeri modellezéssel becsiilték fel az
¢lelmiszermintak szeléntartalmanak bioldgiai hozzaférhetdségét. Ez utobbi mérészamaként a
dializal6 cs6bdl eltdvozd szelén mennyiségét vették alapul, és nem torekedtek tokéletes
hidrolizisre. Eredményeik alapjan a siilt és a piritds 40-50%-ban, mig a taplalékkiegészitok 70-
100%-ban tartalmaznak hozzaférhetd szelént, amely az elébbiek esetében foként SeMet, mig az
utdbbiaknal SeMet és Se(VI) formajaban volt jelen.

MARTIN et al. [2001] szelénnel dusitott ¢lesztét mesterséges gyomornedvvel (1 m/m %
pepszin, pH=1,8; 0,9 m/m % NaCl) probaltak lebontani, egyetlen 4 6rds 1€pésben. Mint varhato
volt, kizarolag a pepszin nem volt képes teljes hidrolizist végrehajtani, igy az Osszes
szelénmennyiség csupan 11%-at tudtdk azonositani SeMet és Se(IV) formdjaban.

Az eldzéekben ismertetett eredmények mindegyike ugyanazon értékeléssel jellemezhetd:
teljes hidrolizishez feltétleniil sziikség van a nem specifikus enzimek hasznalatara, mivel csak
igy biztosithato kelld mértékben a szelénmddosulatok kinyerése és azonositasa.
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2.3.1.5.3. Enzimes hidrolizis — fehérjebonto enzimek alkalmazdsa egylépéses mintaeldkészitési

modszerekhez

Olykor tobb napos mintaeldkészités, koztes beavatkozasi 1épések (pl. dializalo folyadék és
pufferek cseréje, ) enzimek hozzdadéasa, akar tobbszori liofilezés kozbeiktatdsa) sokaséaga,
sterilitds hidnydban az id6ben elnyuld kezelés sordn esetlegesen fellépd mikrobiologiai
tevékenység altal okozott moddosulatitalakulas lehetdsége — mindezen tényezOk miatt csak
valoban indokolt esetben célszeri az emberi emésztést modellezd, rendszerint dializalassal
egybekotott modszerekhez folyamodni. Masrészt az  élelmiszer-fehérjékrél nincs okunk
feltételezni, hogy lebontasuk csak részlegesen torténne meg az emberi szervezetben: altaldban az
elfogyasztott fehérjék mindossze 2-5%-a keriili el az emésztést [GANONG 1990], és kifejezetten
az emésztdenzimek hozzaférését lehetetlenné tevo térszerkezettel csak szélsdséges esetekben (pl.
a scrapie, a kergemarhakor és embereknél a Kreutzfeld-Jacobs szindroma kialakulasaért felelds
prionfehérjék élelmiszerbe vald keriilésénél) taldlkozhatunk. Amennyiben tehat sikeriilne
egyetlen 1épésben, az emberi szervezetben akar elé sem forduldé enzimmel vagy enzimekkel
lebontani a mintafehérjéket, ugy egyszerre hdrom célt is elérhetnénk: (a) valdsabb képet
kaphatnank a minta szeléntartalmdnak bioldgiai hozzaférhetdségrdl, (b) a szinte teljes bontas
kiemelkedd kinyerési €s azonositasi hatidsfokot tenne lehetové ill. (c) rovidebbé tehetnénk a
mintael6készités folyamatat.

Természetesen ez csupan az elmélet. A gyakorlatban az élelmiszerek nem csak fehérjébdl
allnak, Osszetett, ,,viz-lipidek-szénhidratok-¢élelmi rostok-fehérjék-asvanyi anyagok- és egyéb”
matrixot alkotnak, amelyek lebontaséara a szervezet kiilonbdz6 enzimek szazait veti be — tehat az
in vitro kimutatott, esetlegesen kicsiny szelénkinyerési hatdsfok nem feltétleniil jelenti a
hozzaférhetéség hianyat. A szelén modosulatanalitika poritott alapmintai (élesztd, hagymafélék,
lisztek) — ¢élelmiszer vagy taplalékkiegészitd voltuk ellenére — komplexitdsukban még gyakran
tavol allnak a valddi élelmiszermintdktol, de ugyanakkor lehetdvé teszik egyrészt az egyszeriibb
mintael6készitési megkozelitést, masrészt az élelmiszer-alapanyagok vizsgalatara épitve a kész
¢lelmiszernek a fogyasztok szelénnel valo ellatdsaban betoltott szerepének felmérését.

Az elmondottak alapjan érthetd, hogy a GILON et al. [1995] altal bevezetett, egylépéses
enzimes mintaelokészités miért valhatott alapmodszerré a szelén modosulatanalitikaban.
Eljarasuk lényege a kovetkezd: a kellden homogenizalt és poritott mintdhoz a Streptomyces
griseus fonalas baktérium altal kivalasztott ,,pronaz E” (vagy a gyartotol fiiggden ,,aktindz E”
vagy XIV-es tipusu protedz /EC 3.4.24.4 és 3.4.24.31/ néven ismert) enzimet keverik nagy
feleslegben, az enzim pH- és homérsékleti optimumanak beallitasa (pH=7,4-8,8; 37-40°C)
mellett. A ,,nagy felesleg” azt jelenti, hogy 100 mg mintara 10 mg enzim jut; ez az ardny valoban
oridsi mind az enzim eredeti gyakorlati felhasznaldsa, a DNS-RNS kivonatok
fehérjementesitésénél felhasznalt koncentracick [DAVEY 1981], mind pedig az ¢Io
szervezetekben tapasztalhatd, akar 1:10000 enzim:szubsztrdt (mol)aranyhoz képest. Az ok
nyilvanvalo: in vitro (tehadt nem optimalis) kdrnyezetben kell elérni a lehetd legtokéletesebb
fehérjehidrolizist, emésztési szempontbdl eldkészitetlen, olykor szaritds és egyéb miiveletek
miatt koagulalodott-irreverzibilisen kicsapddott mintafehérjéken. A prondz enzim azonban a
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rendelkezésére allo 20-24 ora alatt a mintdtol fiiggden valdban elérheti a kozel 100%-os
hidrolizist (4. Melléklet tablazata). Mindennek hatterében az all, hogy nem egyetlen, hanem a
gyartotol fliggden akar 10, eltérd aktivitasu (endo- és exo-, protedz + peptidaz, valamint N- és C-
termindlis feldl is hasitd) fehérjebontd enzimrdl van sz6 [YAMSKOV 1986]; ezek ereddje egy
nem szubsztratspecifikus, nagy aktivitast keverékben (,,crude” enzim) 6lt testet, amely néhany
kiilonleges szerkezetli fehérjétdl (pl. keratin: BERMEJO-BARRERA [1999]) eltekintve valéban
szinte minden tipust fehérjét hidrolizalni képes. Némely gyartd (Sigma-Aldrich) a S. griseus
altal kivalasztott extracellularis enzimkeverékbdl a legfébb komponenst, egy szerin proteazt
izolalva, kalcium-acetat kisérévegyiilettel forgalmazza, kb. 4-5 U mg" szilard készitmény
aktivitassal. Mas cégek (pl. Merck) meghagyjak az Osszes, fehérjebonto aktivitassal rendelkezd
enzimet, és harom nagysagrenddel nagyobb Gsszesitett aktivitast érnek igy el (4000 U mg™).
Mindezek ellenére — némileg meglepé moédon — a kozlemények 95%-at a kisebb aktivitast
Sigma készitmény hasznalata jellemzi, amelyet a tdblazatban a Sigma-Aldrich katalogus
nevezéktana szerint feltlintetett ,,protedz XIV” tilstlya tdmaszt ala.

A prondz hasznalatan alapuld egylépéses mintaelokészités robbandsszerlien terjedt el az
emlitett kozlemény utdn, amelyhez nagymértékben jarult hozz4 az a szerencsés egybeesés is,
hogy 1997-1998 koriil szdmos nyugat-eurdpai és egyesiilt allamokbeli laboratérium inditott el
szeléndusitési kisérleteket hagymafélék és élesztd felhasznaldsaval. Ennek hatterében az 1996-
ban lezarult, 10 évig vezetett CLARK-tanulmény sikere allt, mely szerint a szelénnel dusitott
¢lesztd fogyasztasa szignifikansan csokkentette bizonyos raktipusok (pl. a prosztata- és tiidorak)
eléfordulasat [CLARK 1996, SCHRAUZER 2000]. Az elkészitett, kilogrammos nagysagrendben
rendelkezésre allo, kiemelkedd szeléntartalmu mintdkat szétkiildték a témaval foglalkoz6 4-5
kutatdlaboratériumnak, ahol az ezt kovetden felfutd feltarasi-azonositasi kisérletek eredményei
1999 ¢és 2001 kozott tobbtucatnyi (igényes) kdzleményben Sltottek testet (4. Melléklet tablazata).

E tablazat adataival kapcsolatban érdemes felhivni a figyelmet néhany érdekességre ill.
magyarazatra szoruld jelenségre. Egyrészt szembetlind a szelénnel dusitott, tehat étrendi
szereppel (még) csupan alig jellemezhetd mintatipusok, s legfoképpen az élesztd térnyerése. Ez
teljes mértékben érthetd: kdnnyen eldallithatd tesztmintardl van szd, szamtalan kisebb-nagyobb
cég gyartja és készit beldle tablettazott taplalkozaskiegészitdt, és a mar emlitett CLARK-
tanulméany [1996] is ennek fogyasztasara épitett. Elemzése egyszerre szolgal altalanos (pl.
modszerfejlesztési) modosulatanalitikai célokat és a bizonyitottan rakmegel6z6 tulajdonsag
hatterének kideritését. Tovabbi jellegzetesség az 1999-2000 koriil hirtelen felfutd, egyre tobb
modosulatot azonositd kozlemények szama, amely a szelén modosulatanalitika eddigi
legsikeresebb korszakat jelezte, 1évén ekkorra érett egységes egésszé a mintaelkészités, az
elvalasztastechnika (féleg a RP-HPLC) ¢és a szelektiv detektdlashoz sziikséges miiszerezettség
(ICP-MS, ESI-MS). Ugyanakkor e harom koziil az els6 kettd még jocskan bir hianyossagokkal,
hiszen a mai napig talalkozni lehet kis kinyerési hatasfokkal jellemzett mintakkal. A tablazat
utolsd oszlopa kiilon figyelmet érdemel: a felsorolt és azonositott moddosulatok kb.
haromnegyede csak kis szamu kutatdcsoport részére érhetd el, ebbdl kifolydlag nem zarhato ki,
hogy a gyakran nem kielégitd azonositasi arany hatterében a kereskedelmi forgalomba még nem
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bocsatott, standard vegyiiletek hidnya all. Masrészrdl a csupdn egyetlen elvalasztasi eljarast
hasznald6 moédszerek alkalmazasa soran szinte lehetetlen kizarni a kiilonb6zo, akar ismeretlen
igy nem véletlen, hogy pl. a szelénnel dusitott ¢élesztd elemzését bemutatd kdézlemények
meglehetésen hasonlo (tobbnyire 80% feletti) azonositasi hatasfok-tartomanyt jeleznek — akkor
is, ha 3, s akkor is, ha 8 mdédosulat adja ki ezt az értéket.

A prondz mitkddésére nézve optimalis pH-értéket altalaban a 6-9-es pH-tartomanyokban jol
hasznalhat6 szervetlen vagy szerves pufferekkel allitjdk be (4. Melléklet tablazata). Ugyanakkor
talalkozni lehet olyan kozleményekkel is, ahol vélhetéen a mintael6készitést kovetd
méréstechnika kivanalmainak megfeleléen nem nodvelik meg a mintaoldat iontartalmat a
pufferekkel bevitt sokkal, és csupan ioncserélt vizes kozeget (pH~5,5-6) hasznalnak. Személyes
tapasztalatom szerint a nagy fehérjetartalmu mintdk pronazos bontasa soran a puffereletlen kdzeg
pH-ja néhany ora alatt akar 2-3 egységgel is csokkenhet, amely a mintaoldatot kivonja az enzim
optimalis pH-tartomanyabdl, s igy csokkend kinyerési hatasfokhoz vezethet. Ebbdl fakadodan a 4.
Melléklet tablazatdban puffereletlen desztillalt vizes kozeggel végrehajtott kisérletekre utald
referencidk esetében feltiintetett, olykor az atlagnal kisebb extrakcios hatasfokok mogott ez a
jelenség is éllhat.

Idokozben a pronaz mellett egyéb fehérjebontd enzim(keverék)ek is feltlintek a szelén
modosulatanalitikai  mintaeldkészités porondjan. Kozos jellemvondsuk, hogy nem
szubsztratspecifikusak, és legtobbjiik korabbi (€s jelenlegi) felhasznélési teriilete a molekularis
biologidban DNS-RNS kivonatok fehérjementesitése ill. kiillonbdz0 szennyezd (=karos
aktivitast) vagy feladatukat elvégzett enzimek hidrolizissel torténd inaktivalasa. A baktérium
eredetli szubtilizin (mas néven VlIll-as tipust protedz; forrds: Bacillus licheniformis; EC
3.4.21.14), a penészek altal termelt proteinaz K (forras: Tritirachium album; EC 3.4.21.64), és
egy Novo enzimkeverék, a Flavourzyme (forrds: Aspergillus oryzae) kiillonbozé mértékben
bizonyult alkalmasnak a mintdk szeléntartalménak kinyerésére, és az azonositott vegyiiletek
aranya is eltérének adodott. Fontos kiemelni, hogy ez utobbi mérdszam (az un. ,,Column
Recovery”) nagyban fiigg a rendelkezésre all6 mérérendszertdl és standard vegyiiletektdl, igy a
kutatocsoportok altal kozolt értékekben valo eltérés nem feltétleniil utal a mintael6készités
sikeres/sikertelen voltara. Ugyanigy, maga a kinyerési hatasfok megallapitdsa sem tesz mindig
lehetévé Osszehasonlitdst, mivel a mintael6készités tartalmazhat olyan, nem 4altaldnosan
alkalmazott 1épéseket (pl. centrifugélast kdvetd ultraszlirés, TCA csapadékképzés), amelyek akar
10-20%-kal csokkenthetik az emlitett értéket.

A felsorolt enzimeket tobben is dsszehasonlitottak abbol a célbdl, hogy ki lehessen alakitani
egy 4altalanosan alkalmazhat6 eljarasi rendet. MORENO et al. [2001] kagylo- ¢és
osztrigamintdkon probaltak ki szubtilizin és pronaz enzimeket. A csoport altal parhuzamosan
hasznalt pufferek egyike (foszfatpuffer) a Sigma-Aldrich altal gyartott prondz készitményében
talalhato Ca®'-sokkal csapadékot képzett, igy kisérleteiket kizarolag szubtilizinnel folytattak.
Mivel az 0sszehasonlitast nem vezették végig — tehat nem probaltdk meg a pronazt mas, példaul
TRIS-pufferrel alkalmazni, vagy példaul Merck készitményre valtani —, nem lehetett végsd

37



Dernovics Mihaly

kovetkeztetést levonni a két enzim hasznalhatosagarél. GOMEZ-ARIZA et al. [2002] adalékolt
kagylomintakat kezeltek VIII-es tipusu protedz és pronaz enzimekkel; eredményeik szerint egyik
sem volt tokéletesen alkalmas a négy tanulmanyozott és mintdhoz adalékolt szelénmodosulat
(SeCys,, SeMet, Se(IV), Se(VI)) kinyerésére, amelynek az alkalmazott ,,clean-up” technika és az
enzimekhez gyarilag kevert kisérdvegyiiletek 0Osszeférhetetlensége volt a legfébb oka.
MONTES-BAYON et al. [2002] proteindz K és pronaz Gsszevetését végezték el indiai mustar
szelén-fitoremedidciés ndvénymintdkon; a kinyerési hatdsfok és az azonositott modosulatok
teriiletén a proteindz K valamivel jobbnak bizonyult a prondz enzimhez képest. Ugyanakkor
ebben a kisérletben puffereletlen kozegben zajlott le az enzimes kezelés, amelyet a

végeredmények kiértékelésénél nem vettek figyelembe.

2.3.1.5.4. Enzimes hidrolizis — egyéb, nem fehérjebonto enzimek alkalmazasa

A mintak — lett 1égyen sz6 ¢lelmiszerrdl, fitoremediacids vagy konyhakerti novényrdél — nem
csak fehérjébdl allnak: teljesen nyilvanvald tény. Tarsitsuk ehhez azt a megfigyelést, hogy a
fehérjebontd enzimekkel végzett enzimes mintaelOkészitések nem mindig vezetnek kiemelkedd
(a frakcidk Osszes szeléntartalmanak megallapitdsan alapuld) szelénkinyerési eredményekhez. A
szakirodalomban fellelhetd, legkevésbé sikeres, XIV-es tipusti protedz hasznéalatdn alapuld
modosulatanalitikai mintael6készités szelénnel dusitott tejsavbaktérium minta vizsgalatdhoz
fizédik, amelyb6l MICHALKE et al. [2002] minddssze kb. 8%-os kinyerési és 27%-os
azonositasi aranyt tudtak felmutatni. A hattérben két ok bujhat meg: egyrészt 1étezhetnek idaig
még nem azonositott, nem fehérjékhez kotddd szelénmoddosulatok, amelyeket a kordbban
felsorolt enzimek nem képesek polimereikbdl vagy bizonyos sejtalkotokrodl leszakitani, masrészt
elképzelhetd, hogy a valoban fehérjékben fellelhetd szelénmoddosulatokhoz nem tudnak az
alkalmazott enzimek hozzaférni, mivel valamely mintakomponens ennek gatat szab. Rendszerint
két olyan 0Osszetevd keriil reflektorfénybe, amely felelés lehet a kinyerési hatasfok
csokkenéséért: novényi, baktérium és gomba eredetii mintaknal a sejtfal, amely a kés6bb mintaul
szolgald alapanyag (pl. frissen szedett kalapos gomba) apritasi-szaritasi-Orlési és egyéb
kezelésétol fiiggéen tobbé-kevésbé épen maradhat, ill. ndvényi és allati eredetii mintdknal a
lipidtartalom. Igy nem sokkal a kordbban emlitett, 2. generacids mintaelokészitéseket elinditd
kozlemény [GILON 1995] utan napvilagot lattak a sejtfal- és lipidbontd enzimek haszndlatara
€pitd mintaelOkészitési modszerek.

Els6ként 1999-ben szelénnel dusitott élesztd vizsgalatanal keriilt sor a mar jol bevalt pronaz
mellett egy élesztogomba eredetli lipidbontd enzim (VIl-es tipusu lipaz, EC 3.1.1.3; forras:
Candida rugosa) alkalmazéasidra [CASIOT 1999], méghozza egyszerre, ugyanazon pufferelt
oldatban. Elvileg a mintdban 1évd lipidek bontasara két okbol lehet sziikség: egyrészt a
kromatografids oszlopra juttatott mintaeclegyben a lipidek jelenléte terhelheti leginkabb a
rendszert, masrészt a minta tartalmazhat lipoproteineket, melyek fehérjebontd enzimmel torténd
hidroliziséhez azokat eldszor hozzaférhetdvé kell tenni. A GILON et al. [1995] kézleményhez
képest legalabb ugyanolyan mértékben idézett munka azonban meglehetdsen sok kérdést hagyott
lezératlanul, mivel nem végezték el — pontosabban nem emlitették — a két enzim altal (egymastol
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fiiggetlentil) elérhetd kinyerési hatdsfokot, igy nem deriilt ki, hogy valoban sziikséges volt-e
egyaltalan a lipidbonté enzim bevetése. Rdadasul a két enzim ugyanabban az oldatban torténd
hasznalata felveti annak a lehetdségét, hogy a nem szubsztratspecifikus fehérjebontd enzim a
masik enzimet szubsztratként kezelve annak aktivitasat csokkenti. Bar moédszeriikkel még
lehetett késobbi kézleményekben is talalkozni [CASES 2002], az 1999 utan, szelénnel dusitott
¢lesztd vizsgalatardl publikalt tobb tucat cikk mar nem emliti a lipdz hasznélatat. Tehat
¢leszténél nem — azonban a néla nyilvanvaloan nagyobb mennyiségben lipidet tartalmazo tengeri
eredetii élelmiszereknél igen. GOMEZ-ARIZA et al. [2002] kagylo- és rakmintak esetében csak
lipazzal kombinalt fehérjebont6 enzimes kezeléssel tudtak kielégitd kinyerési hatasfokot elérni.

A CASIOT-kozlemény [1999] vezette be — a lipazhoz képest joval megalapozottabb mdédon
¢és kézzelfoghatobb eredményre jutva — a sejtfalbontd enzimeket is a szelén modosulatanalitika
teriiletére. Drizelazt, egy kalapos gombafélébdl (Basidiomycetes ssp.) kivont ,crude”
enzimkeveréket hasznéltak fel abbol a célbdl, hogy az eredendéen ndvényi és gomba
protoplasztok készitésére alkalmazott, tobbek kozt laminarinaz, xilandz, pektindz, amilaz,
proteaz ¢és cellulaz aktivitdssal rendelkezd készitménnyel az esetleg sejtfalhoz kotott
szeléntartalmii komponenseket vagy modosulatokat felszabaditsak. A szerzok alapossdgara
jellemz6, hogy PMSF adagolasaval biztositottdk a drizelazbdl ill. esetleg magabol az élesztobol
szarmazd fehérjebontd enzimek gatlasat, megbizhato alapot szolgaltatva a kiilonb6zd enzimek
altal elérhetd kinyerési hatdsfokok Osszehasonlitasdhoz. A sejtfalbontd enzim segitségével
szignifikansan nagyobb mennyiségli szelént szabaditottak fel az élesztdbol az ioncserélt vizes ill.
pufferelt kozeggel végzett extrakcidkhoz képest, igy indirekt mdédon bizonyitottdk a szelén
jelenlétét nem csupan fehérjékhez kapcsoldddé molekuldkban is. A rendelkezésre allo
méréstechnika azonban még nem tette lehetdvé szamukra a sejtfalbontdsbol szarmazoé frakcid
tovabbi vizsgalatat, azonositatlanul hagyva a minta szeléntartalmanak kb. 15%-at kitevo
komponenseket. WROBEL et al. [2002] baktérium (Arthrobacter luteus) eredetli, ugyancsak
PMSF adagolasaval kiegészitett lizaldo enzimkeverékkel tartak fel a mintaul szolgald, szelénnel
dusitott élesztét, hogy fehérjehidrolizis nélkiil tanulméanyozhassdk a szelénanyagcsere koztes
vegyiileteit. MICHALKE et al. [2002] szelénnel dusitott tejsavbaktérium mintaeldkészitésénél a
sejtfal szerkezetének megfelelden lizozim enzimet tarsitottak prondz enzim hasznalataval. A
kezelések soran a két enzimmel kilon-kiilon és egyiitt is végrehajtottdk az extrakcids
miveleteket, amelyek az Osszes szelénre vetitve kiemelkedd (85-105%), mig azonositott
szelénmodosulatokra nézve rendkiviil kicsi (8-12%) hatasfokra vezettek. Az elébbiben a prondz,
az utdbbiban a lizozim alkalmazésa sordn nyerték ki / azonositottdk a legnagyobb mennyiségii
szelént; a két enzim egyiittes alkalmazasa nem jelentett egyértelmii elényt. Mindezen
eredmények mogott a nem tokéletes hidrolizis, a tilzottan kis szamu, kereskedelmi forgalomban
elérhetd szelénmoddosulat-standard ill. valoszintlileg az elézetesen nem kezelt (pl. szaritds, 6rlés
elmaraddsa) minta enzimekkel szembeni részleges ellenallasa mutathato ki.

LARSEN et al. [2001, 2003] elegans és egyszerli eljaras segitségével hidaltak at azt a
problémat, amely az ugyanazon elegyben alkalmazott enzimek kapcsan meriilt fel. Szelénnel
dusitott élesztd vizsgalatanal szekvencidlis enzimes mintaeldkészitést allitottak dssze, amelyben
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elso 1épésként a Novo dan cég altal gyartott ,,Novozym 234" (B-gliikkozidaz) sejtfalbontd enzimet
adtdk a mintdhoz, amelyet 3 oOra utdn az ugyancsak Novo ,Flavourzyme 1000L” széles
szubsztratspektrummal rendelkezd fehérjebontd enzimkeverék hozzdaddsa kovetett. Bar a
szerz6k nem kozolték az egyenkénti kezeléssel elért extrakcios hatdsfok mértékét, az enzimek
alkalmazasanak egymadsra épitésével elsok kozt tették lehetdvé a két bontdsi fazis akar kiilon-
kiilon végrehajthatd optimalizalasat.

Az emberi emésztést modellezd (1. generacids) kisérletek tilnyomo része is — ugyan mas
célkitlizésbdl kiindulva, nem az el6bbi gondolatmeneteket kdvetve, de a végsé modszert tekintve
— hasonl6 végkifejletre jutott: a pepszin mellett egyéb, nem fehérjebontd enzimek is bevezetésre
keriiltek. A valamennyire ¢letszeri modell felallitasahoz ugyanis figyelembe kellett venni, hogy
az elfogyasztott élelmiszerre enzimcsalddok egész sora tamad, amelyek nem feltétleniil a
szeléntartalmii komponenseket veszik célba, de a komplex élelmiszermatrix lebontasaval
hozzaférhet6vé tehetik azokat. Erdekes kihivas mindez a méréstechnika szemszogébél is, hiszen
minél tobb monomer, vizoldhaté molekula, ion stb. szabadul fel és kerlil a vizsgalando
szelénmoddosulatokkal egy oldatba, a felvitt mintaelegy anndl jobban terheli meg a
kromatografids oszlopot vagy egyéb, elvalasztasi feladatokat ellatd berendezést és noveli meg a
detektalds soran tapasztalhatd interferencia mértékét. Leggyakrabban a keményitd-, lipid- és
fehérjebontd aktivitassal is rendelkezd, hasnyalmirigy-kivonatbdl készitett pankreatin szerepel a
kozleményekben az Osszetett enzimes kezelés tagjaként: szdjamintanal [YASUMOTO 1983,
1988], siilt husnal és észak-amerikai piritosndl [THOMAS 2001], és fott tonhalndl [CREWS
1996] éltalaban semlegeshez kozeli pH-értéken keriilt felhaszndlésra, sokszor epesavakkal egyiitt
(a lipidfazis emulgealasa céljabol). Az utoljara emlitett tonhalminta esetében a pankreatinhoz
hasonlé pH-optimummal rendelkezd és a szervezetben is a masik enzimkeverékkel egyidében
aktiv hasnyalmirigy o-amildzt is adagoltak a kutatok az emésztést végzd enzimelegyhez. A
korabban emlitett probléma, az enzimek egyiittes alkalmazdsabol fakadd esetleges
aktivitdscsokkentés az emésztést modellezd kisérleteknél nem jelent gondot, mivel mindez az
emberi szervezetben is el6fordul és a kinyerési hatasfok maximalizalasa ezeknél a kisérleteknél

nem képezi a vizsgalat céljat.

2.3.1.6. Kételyek az enzimes mintael0készités kapcsdn — 0 mddszerek keresése

A maguk elé¢ lehetdség szerint teljes kinyerést és azonositast célul tizé kutatocsoportok
1995 utan egymast kovetden, kézlemények tucatjaiban tették le voksukat a prondz — vagy mas,
nem specifikus fehérjebontdé enzim(keverék)ek — felhasznaldsa mellett, olykor 100% kozeli
kinyerési hatasfokokat €s szelénmodosulat-azonositasi értékeket bemutatva. Ennek ellenére tobb
jel is utalt arra, hogy legalabbis bizonyos mintak esetében a nem kielégité azonositasi hatasfokok
hatterében nem a hidnyzo szelénstandardok, vagy az enzimek fehérjékhez torténd
hozzaférésének gatlasa, hanem egyértelmiien a tokéletlen enzimes fehérjehidrolizis all.
MONTES-BAJON et al. [2001] szelénes élesztébol készitett taplalékkiegészitd elemzésénél a
proteinaz K-val torténd bontast utdlagosan aminopeptidaz-M segitségével tették teljessé.

MORENO et al. [2001] osztrigdk vizsgalatanal kénytelenek voltak a nagy feleslegben adagolt
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szubtilizin enzimmel kétszer egymas utan kezelni ugyanazt a mintat, hogy kielégitd extrakcios és
azonositasi hatasfokot érjenek el. Az utdbbi esetben viszonylag nagy pufferkapacitasu
(0,1 mol I'" TRIS-HCI, pH=7,5) oldatban, 4llati eredetli (=sejtfalat nem tartalmazo) mintaval
zajlott le a reakcid, tehat az esetleg atlagnal nagyobb lipidtartalomtol eltekintve semmi sem
gatolta a fehérjehidrolizist. VONDERHEIDE et al. [2002] zsirtalanitott brazil dié proteinaz K-
val torténd bontasanal a kevésbé komplex mintamatrix ellenére sem tudtak a 83%-ot kitevd
kinyerési hatasfok mellett 11%-nal nagyobb mennyiségli szelénmodosulatot azonositani. A
felsorolt kozlemények szerzdi kisérleteik soran arra utald jeleket taldltak, hogy az alkalmazott
enzimek a mintafehérjéket nem hidrolizaltak teljes egészében aminosavakig. Mindez részben
érthetd, ismerve a két emlitett enzim (a proteindz K és a szubtilizin) hasitdsi tulajdonsagait,
melyek nem feltétleniil biztositjadk a szerzdk altal elvart hidrolizisfokot. Ugyanakkor a GILON et
al. [1995] kozleményben felvezetett pronaz haszndlatakor sem mindig sikeriilt 90-100%-ban
kinyerni a szelénmddosulatokat a mintabol (lasd 4. Melléklet tdblazata), igy valoban felmertilt az
igény egy Uj, nem az enzimes kezelés (és nem a 6 mol 1" sdsavas hidrolizis) alapjain nyugvo
fehérjehidrolizis modszerre.

Végil WROBEL et al. [2003] ismertettek egy olyan megoldast, melynek lényege a
kiegészitett oldatdnak haszndlata. Szelénnel dusitott élesztdmintan és zsirtalanitott brazil dion
végzett kisérleteik szerint a legfeljebb 16 o6ras, melegitett ¢és refluxszal visszavezetett
metanszulfonsavas elegy szignifikdnsan nagyobb mennyiségli SeMet-t szabaditott fel a
mintdkbol, mint a parhuzamosan végzett, eldészor proteindz K, majd XIV-es tipusu proteazzal
végzett szekvencidlis enzimes kezelés. Ugyanakkor arra is fény deriilt, hogy a moédszer a
hémérséklet emelése és az erdteljesen redukald kozeg miatt alkalmatlan a szervetlen
szelénmodosulatok (és minden bizonnyal a SeCys) allapotdnak megorzésére, és a SeMet egy
része, kb. 2%-a biztosan kérosodik a folyamat kozben. Mindezekbdl az kovetkezik, hogy ezen 1j
modszer csak részmegoldast kinalt az esetlegesen fennalld problémaékra, és tovabbi fejlesztések
sziikségesek ahhoz, hogy valodi alternativat kinaljon a ma széles korben elfogadott és hasznalt

enzimes modszerek helyett.

2.3.1.7. .. Mintael6készités” a szelén fehérjeszintli mddosulatanalitikai vizsgalataihoz

Az eddigickben megszokottnak ¢és altalanosnak bedllitott, szelén modosulatanalitikai
mintaelOkészitési 1épésekben volt két kozos pont: egyrészt szilard mintdbol indultunk ki,
masrészt egészen az alkotdé monomerekig vagy ,,szabadon allo” vegyiiletekig, aminosavakig,
szarmazekaikig vagy szervetlen sokig hatoltunk le a molekularis szervezodés-biokémia szintjein.
Mindez nem feltétleniil sziikséges, mi tobb: vannak esetek, amelyekben egyaltalan nem célszerti
— hiszen eggyel magasabb szervezddési szinten, példaul a fehérjék kozott ott talalhatdéak a
funkcioval rendelkezd szelén-enzimek és a nem funkciondlis (véletlenszerii) szelénbeépiilésen
atesett fehérjék; az eldbbiek kivétel nélkiil SeCys-ben, az utobbiak SeMet-ként hordoznak
szelént. Ezen molekuldk megismeréséhez, jellemzéséhez hozzatartozik ép allapotban, hidrolizis

nélkiili vizsgalatuk is. Csak magéban a human élettani kutatasok — és a velilk parhuzamos
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allatkisérletek is — egész sorat szolgaltatjdk azon mintdknak, melyek szeléntartalmu, és
ismeretlen szereppel rendelkezd fehérjéket tartalmaznak. Ezekben az esetekben a fehérjék
hidrolizise csak részét képezheti az atfogd vizsgalatoknak; az ép fehérjék molekulatomeg-
meghatarozason (SDS-PAGE, 2D-IEF, SEC, MALDI-TOFMS) ¢s szerkezetvizsgalaton (NMR,
ESI-MS/MS) jutnak keresztiil abbdl a célbol, hogy miikddésiik és az €16 szervezetben betdltott
funkcidjukat megismerhessiik [BEHNE 1998, EOBINSKI 2000, CHEN 2002]. Fontos tisztazni,
hogy mindenféleképpen hatarteriiletre értlink, hiszen élelmiszeripari szempontbol Iényegtelen,
milyen funkcioval rendelkezik az adott, ételként elfogyasztott fehérje, ugyanakkor a bioanalitika
¢s ¢lelmiszer-kémia berkeiben kifejlesztett moddosulatanalitikai mintaelokészités értékes
hozzajarulasként nyilvanulhat meg a szelén élettani vizsgalatanak kapcsan.

Az elébb leirt elemzések ,,belépdszintjét” azon fehérjevizsgalatok képezik, ahol lehetdség
szerint egyetlen 1épésben, kozelité molekulatomeg meghatarozas utan kertil sor a szeléntartalom
megallapitasara, és nincs mod (vagy értelme) a mintdt szolgéltatd rendszert befolyasolni az
esetlegesen megvaltozott koriilmények altal okozott valtozasok kimutatasanak céljabol — vagyis
a mintabol kell visszafelé kovetkeztetni a kiinduldsi rendszerek kiilonbozdségére és azok okaira.
Jellegzetes példa erre az anyatej vizsgalata, ahol a szeléntartalmu fehérjéket és kisebb
molekuldkat SEC-HPLC vagy C(Z)E ill. IEF altal torténd elvalasztast kovetden a kdzvetleniil
vagy pl. ETV berendezésen keresztiil csatolt ICP-MS detektalja, azok szeléntartalma alapjan
[MICHALKE 1997, 1998]. Ezeknél a mintaknal az eldkészités tobbnyire csupan centrifugalassal

torténd zsireltavolitasban meril ki.

2.3.1.8. Zarsz6 a szelén modosulatanalitikai vizsgélataihoz

A mintaelokészitési moddszerek ismertetése utan érdemes par szoval utalni a szelén
modosulatanalitika fejlddésének azon érdekes jelenségére, hogy az azonositott mdédosulatokat
illetéen alig néhany év mar elegenddnek bizonyult a korabbi mérések eredményeinek akar teljes
korti feliilvizsgalatahoz ¢s megkérddjelezéséhez. Mint ahogy a 4. Melléklet tablazatanak
eredményei jelzik, a leginkabb tanulmanyozott mintabol, a szelénnel dusitott élesztébdl tobb
kutatdcsoport is kimutatta a SeCys; jelenlétét — ugyanakkor egy 1999-ben elkésziilt tanulmany
szerint az ¢lesztdgenom nem tartalmazza az ezen aminosav szintézisé¢hez sziikséges szakaszokat
[KRYUKOV 1999]. Erre a tényre elészor LARSEN et al. [2003] hivtak fel a modosulatanalitikai
kutatasokkal foglalkoz6 szakemberek figyelmét, utalva arra, hogy a korabbi — valdsziniileg téves
— azonositasok hatterében a SeCys, altaldban visszatartassal nem rendelkezd, kromatografias
futtatas holttérfogatdban mas, akar ismeretlen komponensekkel egyiitt elualédd viselkedése
allhat. Ez az esemény Osszhangot mutat azokkal a megfigyelésekkel, hogy a médosulatanalitikai
vizsgalatok detektalasi feladatara a csupan elemszelektiv miiszerek olykor mar nem nyujtanak
biztos megoldast, és eldtérbe keriill a molekulaszintli azonositdsra alkalmas késziilékek
hasznalata — ott, ahol az anyagi hattér vagy a nemzetkozi kapcsolatrendszer mindezt lehetévé
teszi [MCSHEEHY 2003b].
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2.3.2. Modosulatanalitikai mintaelokészitési eljarasok arzénre

2.3.2.1. Altalanos ismertetdjegyek

Instabil oxidéacios allapot — harom sz6, amely taldn legjobban jellemzi az arzén
modosulatanalitikai mintael6készités altalanos problémajat. Radadasul ezen jelenség a napjainkig
megismert, kb. 25 As-médosulat koziil sajnos pont a leginkabb mérgezdk korében tapasztalhato:
a szervetlen As(IIl) — As(V), a metilezett MMA(II) — MMA(V) ill. DMA(II) — DMA(V)
kétiranyu egyensulyi atalakulas féleg az utobbi szarmazékok korében gyors és — ami talan a
legfontosabbad teszi az egész kérdéskort — toxicitdsban rendkiviilli mértékben kiilonb6zd
modosulatok kozott jatszodik le. Mig az As(III) és As(V) kozotti atmenet gyakorlatilag az arzén
moddosulatanalitika hajnalatdl ismert, és a tanulméanyozéasa révén szerzett tapasztalatok segitenek
tobbek kozt ivovizeink As-mentesitésében (pl. az As(V) modosulat nanosziiréssel vagy forditott
ozmozissal torténo eltavolitasan keresztiil; BRANDHUBER ¢s AMY [1998], URASE [1998],
NING [2002]), addig a metilezett modosulatok instabilitdsa €s egyaltalan: a joval mérgezdbb
harom vegyértéki MMA(II) és DMA(III) jelenléte az emberi szervezetben és vizeletben
»vadonatyj)” megfigyelés [LE 2000, GONG 2002]. A haromértékli metilezett szdrmazékok
oxidacidjaval (egyben tehat vegyértékvaltozassal is) jarod reakcidi az altalanos mintael6készitési
koriilmények kozott néhany oOra alatt végbemehetnek, igy amennyiben jelenlétiikre szdmitani
lehet, kiilonleges figyelemre van sziikség [GONG 2001].

Eltekintve az utobbi harom évben felfutd, a humén arzénanyagcseréhez kapcsolddod
vizsgalatoktol és mintaktdl (vérszérum, vizelet, stb.), a legtobb arzén modosulatanalitikai mérés
harom mintacsoportra 0Osszpontosul: 0nt6z0-, ivo- ¢és szennyvizekre, talaj-, iszap- ¢s
tiledékvizsgalatokra ill. tengeri eredetli mintdkra és az azokbdl késziilt élelmiszerekre. A hdrom
célteriilet koziil az elsd kettd kozds tulajdonsidga, hogy gyakorlatilag csak a két szervetlen
arzénszarmazékot (As(Il) és (V)) hordozzak, igy mintaeldkészitésiik soran az egyik legfobb
kihivasnak a két szdrmazék kozotti redox atmenet gatlasa szamit. Ugyanakkor a talaj- iszap- és
tiledékvizsgalatok mintael6készitése kiilon agga fejlodott, mivel e két moddosulat egyiittes
kinyerése meglehetdsen bonyolult, tobblépcsds extrakcids modszereket, in. SEP(T) /sequential
extraction procedures(techniques)/ eljarasokat tesz sziikségessé. A harmadik ag kiilonleges
szerepet tolt be az arzén moddosulatanalitikdban: az ehhez a csoporthoz tartozé mintakban
fedezték ¢és fedezik fel napjainkban is az 0j arzénmodosulatok 95%-4t, és ennek a csoportnak
tulajdonithatd, hogy az arzén modosulatanalitika a higany utan talan a legnagyobb
sajtonyilvanossdgot kapd modosulatanalitikai terliletnek szamit. Mindennek oka prézaian
egyszerl: kizdrdlag a modosulatanalitika képes feloldani a latszélagos ellentmondast a tengeri
¢lelmiszerek olykor kiemelkedd arzéntartalma és az ennek ellenére ,,hidnyz6” mérgezési
problémak kozott. Az elmondottakbdl fakaddan a mintaelOkészitések és a hozzajuk kapcsolodod
vizsgalatok a legutolsd mintacsoportnal két f6 irdnyvonal mentén zajlanak: olykor elegendd a
mintabol kinyerni és meghatarozni csupan a mérgezd(bb) szervetlen arzénszarmazékokat (akar
indirekt modon, hidridfejlesztési képesség vizsgalatan keresztiil), amely megkdzelités viszonylag

kis kinyerési hatasfokkal jarhat egyiitt; maskor cél a lehetdség szerint teljes mértékii azonositas.
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Természetesen a két megkdzelités mind modszereiben, mind mintidikban at- meg atszovi

egymast, igy elkiilonitésiik az elmult évek kozleményeiben mar kevéssé érvényesiil.

2.3.2.2. . Mintael6készités nem igényld” esetek: folyékony mintdk az arzén mddosulatanalitika-

ban

A folyékony mintdkat a szilard mintdkhoz képest ,,nem sziikséges” eldkésziteni — mar
amennyiben a mintaeldkészités fogalma alatt a meghatarozanddé komponens mérhetd allapotba
torténd hozatalat értjiik, amely rendszerint oldatba vitel forméjaban testesiil meg. Ugyanakkor
néhany alapvetd miiveletet mindenképpen el kell végezni a mintaval, amelyek kozott a
legaltalanosabbnak a 0,45 pum sziird segitségével torténd tisztitasi (és elvileg sterilizalasi) 1épést
vehetjiik, ugyanis az esetlegesen jelen 1év0 szilard szemcsék, csapadékok ill. sejtek
lerakodasukkal eltomhetik mind a kromatografias oszlopot, mind pedig a porlasztérendszereket.
Ugyanakkor feltétleniil emlitést kell tenniink a minta tarolasarol is, hiszen a minta stabilitasahoz
nagymértékben hozzdjaruld sziirést nem feltétleniil koveti azonnal a mérés folyamata. A
korabban emlitett, redox egyenstlyban 1évd szervetlen és metilezett As-mddosulatok stabilitasat
alapvetéen 4 tényezd, a homérséklet, a modosulatok koncentracioja, a pH ¢és a mintamatrix
hatrozza meg. Altalanos szabalyként az mondhato el, hogy 20 pg ml'-nél nagyobb
koncentracioban, hiitében (egyben tehat a fénytdl is védve), fagyasztas nélkiil (0 és 4°C fok
kozott), ioncserélt vizben oldva a modosulatok standardjai ill. a szlrt talaj-, ivo- €s
szennyvizekben taldlhato modosulatok kielégité mértéki stabilitassal birnak tobb héten keresztiil
[JOKAI 1998, LINDEMANN 2000]. Egyediili kivételnek az oxidaciéra rendkiviili érzékeny
DMA(III) szamit, amely az el6zdekben leirt tarolasi koriilmények kozott sem stabilabb 2-3
napnal hosszabb ideig, és DMA(V) modosulattd alakul [GONG 2001]. Vizeletmintdk esetén a
harom vegyértékit DMA és MMA még hiitében tarolva sem stabilabb egyetlen napnal, mi tébb, a
DMA(III) 6rak alatt 100%-ban 6t vegyértékiivé oxidalodik. Amennyiben tehat a vizeletbdl e két
modosulat meghatdrozasa a cél, ugy a méréseket lehetdség szerint in situ kell elvégezni; egyéb
modosulatokndl az akar néhany hetes, hiitészekrényben vald tarolds sem okoz szignifikéns
valtozast. A tartésitoszerek hasznalatat célszeri elkeriilni, mivel nem javitjdk érdemben a
modosulatok stabilitasat, mig az oxidacido ellen adagolt vegylletek (pl. aszkorbinsav)
hozzajarulhatnak az o6t vegyértékli modosulatok redukcidjahoz, megvaltoztatva az eredeti
egyensulyt ¢és ismeretlen, a standardokhoz képest eltérd retencidos idejii komponensek
kialakuldsahoz vezethetnek [LARSEN 1993, EDWARDS 1998, HALL 1999].

Erdemes kiemelni, hogy az oldatok fagyasztasa rontja mind a vizeletmintik, mind pedig a
valodi mintdkbdl szarmazé extraktumok As-modosulatainak kinyerési értékeit, igy tarolasra nem
célszerti 0°C foknal kisebb homérsékletet valasztani [FELDMANN 1999].

Kiemelkedd vastartalommal rendelkezd talaj- és ivovizek mérésénél a mintat feltétlentil
savanyitani érdemes abbdl a célbdl, hogy meg lehessen eldzni a vas-oxi-hidroxidok ¢és az arzén
egylittes kivalasat. Az oldat kémhatasat altalaban sésavval, pH=1-2 allitjak be; a minta talzott
savanyitasa azonban kertilend6 az As(Ill)-As(V) egyensuly érzékenysége miatt [FELDMANN

1999, RAESSLER 2000].
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Legvégiil szolni kell a kifejezetten a mérdrendszer altal igényelt mintael6készitési
1épésekrol. Amennyiben vizeletmintakat kdzvetleniil, kromatografias elvalasztas nélkiil, [CP-MS
berendezés segitségével elemezziik, tigy elkeriilhetetlen a minta legaldbb 1:5 aranyu higitéasa,
mivel a vizelet kb. 1 m/m %-os NaCl tartalma az atlagos felbontastt MS késziilékek esetén szinte
lehetetlenné teszi az egy izotopos ~As mérését a 75-0s tomegszamon jelentkezé ArCl™
tobbatomos interferencia miatt [LINTSCHINGER 1998]. Egy¢éb, pl. ICP-OES vagy AAS
berendezések hasznalatanal ez a probléma nem 1ép fel [BECKER-ROSS 2000]. A vizeletmintak
higitasa az ArCl" zavards mérséklése mellett kdzvetett modon, a matrixban 1évé oxidald

crer

hozzajarul [LARSEN 1993].

2.3.2.3. A metanol-viz oldoszer-paros és a szerves oldoszerek szerepe szilard mintak elokészitése

soran

Ahogy a tudoméany mai allasa szerint a szelén modosulatanalitikai mintaelokészitése szinte
elképzelhetetlen enzimes modszerek nélkiil, ugy az arzén mddosulatanalitika sem emlitheté meg
a metanol ¢és viz kiilonbozo aranyu elegyével végzett extrakciok nélkiil. Az elsd, kifejezetten
arzén modosulatanalitikai mintaeldkészités céljabol alkalmazott metanolos kezelés 1988-ban
tortént bemutatasa 6ta [BEAUCHEMIN 1988] gyakorlatilag nem létezik olyan szerves eredeti,
arzéntartalmi minta, amelynek mintaelokészitése soran ne végezték volna el legalabb
Osszehasonlitasi céllal ezt az extrakciés miiveletet. A kezelés hatterében azon ismeretiink
huzédik meg, hogy az €l szervezetben az arzén detoxikacié gyakorlatilag teljes folyamata
fehérjékhez kapcsoltan zajlik le: fehérjék szallitjak, enzimek metilezik és transzportfehérjék
segitségével zajlik le a vizeleten keresztiili kivalasztas is [STYBLO 2002]. A fehérjék
térszerkezetét irreverzibilisen megvaltoztatd metanolos kezelés felszabaditja ¢és oldatba viszi a
detoxikalasi folyamat kiilonb6z0 szintjein 1d6z6 arzénmoddosulatokat, igy azok a mintabol
kinyerhet6vé valnak.

Elméletileg. A gyakorlat azonban azt mutatja, hogy a kinyerési hatasfokot mind a minta
jellege, mind pedig a benne fellelhetd modosulatok képesek befolyasolni. Ennek hatterében foleg
egy Osszetételi paraméter, a minta zsirtartalma all, Osszefiiggésben a hidrofob
molekulaszakaszokkal rendelkez6 As-modosulatokkal. A kinyerési hatasfok novelésének
érdekében tehat célszerti lehet a metanol-viz kettssel végzett extrakcidt a minta zsirtartalmanak
eltavolitasat-elkiilonitését célzd szerves olddszeres kezeléssel Gsszekapcsolni. Mindez azért is
fontos, mert a metanolos extrahdld oldoszerelegy emulziot képezhet a minta zsirtartalmaval,
amely rendkiviili mértékben megnehezitheti a mintaelokészités folytatasat, és szignifikdns
értékben csokkentheti az elérhetd kinyerési hatasfok értékét [YBANEZ 1995]. Emiatt a kezelés
legtobbszor Ugy zajlik le, hogy a mintat elészér kloroform-metanol meghatarozott aranyu
elegyével extrahaljak razogépben vagy ultrahangos késziilékkel, majd centrifugalas segitségével
kitilepitik a szuszpenziobol a mintaszemcséket és a feliiliszot metanol-viz hozzdadasa utan
valasztotdlesérben osztjak meg. Az elkiilonités utan szerves fazisban marad6 arzén mennyiségét

az oldoszer elparologtatasa utan rendszerint hagyomanyos roncsolassal, 6sszes arzénként — tehat
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modosulatanalitikai vizsgalatok nélkiil — adjdk meg; az utobbi elemzések targyat a metanol-viz
fazis arzéntartalma képezi, rendszerint a metanol vadkuumbeparldssal torténd -eltavolitasat
kovetden [lasd 5. Melléklet tablazata].

Amennyiben a minta dsszetétele — jelentds mennyiségii lipidtartalom hijan — nem indokolja
szerves oldoszerek alkalmazasat, ugy a miivelet gyakorlatilag egymas utan tobbszor — legfeljebb
OtszOor — megismételt, metanol-viz eleggyel elvégzett extrakciora és centrifugéaldsra korlatozodik.
Ezt kovetden az Osszetartozd feliiluszokat egyesitik és a fent leirt elv alapjan jarnak el vele. A
metanol-viz ardnyt illetéen nem létezik altalanos recept, ugyanis figyelembe kell venni az
elemzend6 minta viztartalmat is. Tisztdn metanolt csak akkor érdemes alkalmazni, amennyiben a
minta friss és kezeletlen, tehat sem hagyomanyos, sem pedig fagyasztva szaritison nem ment
keresztiil — ekkor ugyanis a mintatol fliggden akar 80-90%-ban jelen 1évd viz ,higitja ki”
megfeleld6 mértékben a metanolt [MCSHEEHY 2000, SZPUNAR 2000]. 100%-ban metanollal
végzett extrakciéra csak a viszonylag korai kézlemények sordban talalni példakat [YBANEZ
1995, VELEZ 1995, SHIOMI 1995]; mindez arra utal, hogy a hidratalt fehérjékt6l kdnnyebb
elvalasztani és kinyerni az arzénmodosulatokat. Altalaban az 1:1 V/V kériili (40:60, 50:50,
60:40) metanol-viz ardny bizonyul a legjobb valasztasnak, ugyanakkor nem ritka az olyan
kozlemény, ahol az 1:9 elegyitést taldltak a legjobbnak [JOKAI 1998] — ill. olyan eset is
eléfordul, hogy egyaltalan nem tapasztaltak eltérést a kiilonb6z6 aranyu oldoszerelegyeknél, a
teljes, 0-100 V/V % kozotti metanol tartomanyt figyelve [MCSHEEHY 2001b]. Ehhez hasonld
kovetkeztetésre jutottak LAGARDE et al. [1999], akik kozleményiikben a ,,BCR-CRM 627~
arzén modosulatanalitikai tonhal CRM hitelesitési korelemzése sordn tapasztalt érdekességek
kozott emlitették meg a metanollal és metanol nélkiil végzett mintaelkészitések azonos
kinyerési hatasfokat. Talan a legszokatlanabb ¢és legkevésbé a metanol hasznélatdval elérhetd
kinyerési hatasfokkal kapcsolatos indokot a HELGESEN és LARSEN szolgéltattdk [1998]:
arzéntartalmi talajon termelt répak vizsgalatdnadl az extrahdlé oldoszerelegyben csupan
antibakterialis céllal hasznaltak 10 V/V % metanolt.

Az 5. Melléklet tablazata a kiilonb6z6 (tengeri, szérazfoldi, élelmiszer stb.) mintdk
tekintetében nyujt attekintést az alkalmazott olddszeraranyokrol és az elért extrakcios
hatasfokértékekrol. Kizarolag olyan kozlemények keriiltek bemutatasra, melyeknek szerzéi a
legfébb alkotd (pl. AsB) vagy lehetdség szerint az Osszes extrahalt modosulat mennyiségi
meghatarozasara torekedtek. Mindez — sajnos — nem minden esetben jart egyiitt Osszes As-
mérleg felallitasaval, illetve a kozolt értékek alapjan néhol meglehetésen Gsszetett feladatnak
bizonyult a kinyerési vagy azonositasi arany kiszamoldsa: a szerz6k néha még a minta dsszes
As-mennyiségét sem kozoltek egyértelmti modon. A ,.felhasznalt (esetenként leghatékonyabb)
oldoszer V/V arany” oszlopban feltiintetett értékek értelmezésénél figyelembe kell venni, hogy
az adatok a mintdhoz adott oldoszerek aranyat jelzik, nem pedig a minta viztartalmaval korrigalt
értéket, igy az értékek a kozvetlen 9sszehasonlitdshoz nem minden esetben szolgaltatnak alapot.
A kozlemények jelentds részében a metanol-viz oldoszeres extrakcido mellett mas fajta (pl.
enzimes) mintaeldkészités is helyet kapott; ezekben az esetekben a feltiintetett tablazati értékek
csak az elébbi modszer segitségével elért hatasfok-értékeket tartalmazza. Amennyiben nem a
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metanol-viz modszer bizonyult a leginkabb hatékony kezelésnek, gy az azonositott
modosulatok sora a végsé modszer felhasznalasaval kimutatott tipusokat tiikrozi.

Mindenképpen magyarazatra szorul a tdblazat ,,Azonositdsi arany, a kinyert As %-aban”
oszlopa. A modosulatanalitikai kozleményekre sajnos jellemzd, hogy a szerzék gyakran
elmulasztjak megadni az un. ,,Column Recovery” értéket, amely az azonositott és mennyiségileg
meghatdrozott moddosulatok ardnyadt mutatja a minta Osszes vagy extrakcioval kinyert
arzéntartalméhoz képest. Ennek ismeretében elvileg egyszeriien eldonthetd, hogy az adott
modszer — a mintaelkészitéstol kezdve a kalibracioig, detektalasig stb. — milyen mértékben ¢és
milyen mindségben volt képes a vizsgalt minta mddosulatainak azonositasara. A gyakorlat
azonban kissé bonyolultabb képet fest ezen érték megadasardl. Egyrészt a kiilonbozo
modosulatokat a rendelkezésre allo standard vegyiiletek eltérd tisztasdga, koncentracidjuk
pontossaga, a mintaelokészités altal csatolt szorastényezd, a kromatografias elvalasztas soran
kialakult csucstisztasaguk mas és mas bizonytalansagi értékkel esik latba a végsé mennyiségi
meghatdrozas soran, nem is beszélve bizonytalansaguk fliggésérdl, amelyet az adott mintaban
kimutathaté koncentracidjuk rendkiviili mértékben befolyasol. Talajok, iiledékek és magasabb
rendi ndvényi mintdk esetében, amelyek szinte kizarolag szervetlen As-modosulatokat
hordoznak, a ,,100% koriil” bejegyzés valodi eredményt takarhat. Allatoknal és alacsonyabb
rendii ndvényeknél azonban a mai napig ,,hazilag” kénytelen a kutato szintetizalni vagy ismert
mintdbdl izolalni és tisztitani az As-mddosulatok szamos képviseldjét — feltéve, hogy egyaltalan
tudomast szerzett valamilyen uton-médon arro6l, hogy mely kiilonlegesebb modosulat varhaté az
altala vizsgalt mintdban. A régdta ismert, és standardjaikat tekintve reményteleniil elérhetetlen
arzenocukrok mellett tipikus allatorvosi lénak szdmit a macskacapa izomszovetbdl készitett,
DORM-1 CRM-et 1996-ban felvalto DORM-2 esete. Ez a CRM 1999-ig halas, ,,100% koriili”
azonositasi ardnyd mintanak szamitott [ACKLEY 1999], majd 2000-ben FRANCESCONI et al.
[2000] kimutattdk, hogy egy kordbban ismeretlen AsB szarmazék alkotja a minta
arzéntartalmanak jelent0s részét. Ettél kezdve az AsB-2-nek vagy TMAP-nek nevezett
moddosulatot DORM-2-bdl — és az iddkozben ugyancsak AsB-2-t hordozd6 CRM-ként azonositott
TORT-2-bdl — preparativ kromatografias moédszerekkel nyerték ki [MCSHEEHY 2001b, KIRBY
2002], és a ,,100% koril” érték valosaggd valhatott. Természetesen ezen eredmények is
rendelkeznek ,atfutasi idével”, tehat a mar bejaratott elvalasztasi moddszereket csak lassan
valtjak fel a mar AsB-2-t is mindségileg meghatarozhatova tévd eljarasok: példaul PARDO-
MARTINEZ et al. [2001] kozleményében a DORM-2 mint 100%-ban AsB-t hordoz6 CRM-ként
keriil mindségbiztositasi alkalmazésra. Ugyanakkor mas mintafajtaknal, igy algdknal, hindroknal
az arzenocukrok annyi uj valfaja valik ismertté napjainkban is, hogy a DORM-2 és az AsB-2
esete valosziniileg még évekig analdg, azonositasi siker nélkiili példanak szamit majd ezen
mintak korében, kérdésessé téve a 100%-0s modosulatazonositast.

Az 5. Melléklet tablazata jol tiikkr6zi, hogy a metanollal végzett oldoszeres extrakcid a
mintdk jelentds részénél kielégitd kinyerési hatasfokhoz vezet. Ugyanakkor ez a modszer két,
napjainkban egyre fontosabbnak nyilvanitott teriileten részben elmaradottnak, fejlesztésre
varonak szamit; e két teriilet a vezérelhetdség-automatizalhatdsag ill. a rovid iddigényii kezelés
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kialakitasa. A hagyomanyos metanolos kezelést razogép segitségével hajtjuk végre, majd ezt
kovetd centrifugalassal és manudlis faziselvalasztassal fejez6dik be a mintaelkészités, és
mintatol fiiggden akar 10-12 orat is igénybe vehet. Az elmult években két olyan technologia
bevezetésére is sor keriilt, amelyeknek az el6z6 modszer helyébe kellett volna Iépnie: az un. ASE
(Accelerated Solvent Extraction, gyorsitott oldoszeres extrakcid; ritkabban PLE, Pressurized
Liquid Extraction, nagynyomasu folyadék extrakcio) és a MAE (Microwave Assisted Extraction,
mikrohulldmmal tdmogatott extrakcio).

Az ASE 1999-ben bukkant fel az arzén modosulatanalitika teriiletén [MCKIERNAN 1999].
A modszer lényege abban rejlik, hogy az altalaban 3-11 ml térfogati extrahdld edényben
elhelyezett mintat a kivalasztott olddszereleggyel nagy nyomason (3-21 MPa) és hémérsékleten
(150-200°C) extrahaljak [GALLAGHER 2001]. Az ASE késziilék a kezelés Gsszes jellemzdjét
(idotartam, hémérséklet, nyomas, olddszercsere) automatikusan szabalyozza és allitja be,
kiemelked6 reprodukalhatdsagot biztositva. Mindezek ellenére az ASE technologia mégsem (ill.
talan inkabb ,még nem”) tudott elterjedni, ugyanis extrakcios hatdsfokban nem képes
tulszarnyalni ellenlabasat, a hagyomanyos metanolos extrakciot [MCKIERNAN 1999], ill. ha
mégis sikeriilne, akkor rendszerint metanol nélkiil, 100%-ban ioncserélt vizet alkalmazva, amely
viszont a duzzadasra hajlamos mintak esetében a késziilék eldugulasat valtja ki [GALLAGHER
2001, HEITKEMPER 2001]. Raadasul az ASE kielégitd kinyerési hatasfokot tobbnyire csak
100°C-nal nagyobb hémérsékletnél tud elérni, ahol viszont egyértelmii As(II)-As(V) atalakulas
kovetkezik be [SCHMIDT 2000]. A masik automatizalt technologia, a MAE sem bizonyitotta
attitd erdvel, hogy képes lenne a hagyomdnyos olddszeres extrakcid szerepét atvenni a
mintaelokészités teriiletén: HELGESEN és LARSEN [1998] ill. LARSEN et al. [1998b] csak
meglehetdsen koriilményes eljarassal, a mikrohulldmu energia tulzott elnyelédése ellen védo,
altaluk ,,ballasztviznek” nevezett — és mintanként tobbszor cserére szoruld — vizkdpennyel tudtak
elérni, hogy a csupan 75 W teljesitménnyel iizemeld mikrohullamt késziilék ne hevitse til a
mintat; ebbdl fakadéan a kezelés iddigénye Osszevethetdé mértékiivé valt a kivaltando
hagyomdnyos eljarassal. Ezen a technikai jellegli probléman ACKLEY et al. [1999] csak
mintatartohelyenként szabalyozott homérsékletii €s nyomadsu, igen koltséges berendezés
segitségével tudtak atlépni, és egy tengeri hal CRM-bdl 100% koriili extrakcidt elérni. KIRBY és
MAHER [2002] RSM statisztikai eljarassal két CRM-en optimalizaltdk a mikrohullamua
berendezés segitségével, 1:1 V/V ardnyu metanol-viz eleggyel végrehajtott arzénextrakcid
koriilményeit, melyet ezek utan tiz masik CRM mintael6készitésére alkalmaztak — valtozo
sikerrel: a mintak egy részébdl csak 66-76%-o0s kinyerést értek el.

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy a razégépben vagy ultrahangos késziilékben
metanol-viz olddszereleggyel végzett szilard-folyadék extrakcid minden hatranya ellenére
stabilan Orzi vezetd helyét az arzén modosulatanalitikdban, és a modernebb eljarasok kizarélag
az automatizaltsag teriiletén tudjak megszoritani. Ugyanakkor vilagossa valt az a tény is, hogy a
minta jellege és eredete donté mértékben, kinyerési hatasfokra vetitve akar 20-30%-ban is képes

befolyasolni az akér végletekig optimalizalt mintaeldkészitési folyamat végeredményét.
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2.3.2.4. Enzimes mddszerek felhasznélasi teriilete az arzén modosulatanalitikaban

A szelén ¢és az arzén modosulatanalitikai enzimes kezelések kozott alapvetd kiilonbség
fedezhetd fel. Amig a szeléntartalmi mintakndl az enzimes eljaras kozvetleniill a
szelénmodosulat kinyerését célozza meg, példaul a kovalens (peptid)kotésii szeleno-aminosavak
fehérjekbol torténd le- ill. kihasitdsaval, addig az arzéntartalmti mintadk esetében ez a behatas
kozvetett: a kezelés a minta matrixat, a fobb alkotd6 komponenseket bontja le, hogy fizikailag
hozzaférhetové tegye az arzénmodosulatokat. EbbOl fakadoan nincs sziikség sem a nem
specifikus (széles szubsztratspektrumi), sem pedig a nagy tisztasagl, nagy aktivitasi (egyuttal
koltséges) enzimek hasznalatira. Mivel az arzénmoédosulatok nem monomerekként talalhatok
meg az ¢l6 szervezet valamely alkotdjdban, a nem tokéletes enzimes hidrolizis nem rejti
magaban a szelénmodosulatoknal megismert, kiilonféle oligomerek kialakuldsa miatt fellépd
azonositasi hibak lehetOségeit.

Az arzén modosulatanalitika teriiletén az enzimes kezelések csupan a 90-es évek elején
jelentek meg. BRANCH et al. [1994] hét kiilonb6z6 tengeri hal mintaeldkészitését végezték el a
hagyomanyosnak mondhat6 kloroform-metanol-viz extrakcidval és ezzel parhuzamosan — nagy
fehérjetartalmi mintarol 1évén sz6 — tripszines bontassal. Eredményeik nem tiikkrozték
egyértelmiien a tripszin alkalmazéasanak elonyeit, mivel a halak fajtajatol fiiggéen jobb vagy
rosszabb kinyerési hatasfokot sikeriilt elérni a szerves oldoszeres extrakcidohoz képest, és az
enzimes eljaras iddigénye az utdbbi tobbszordsének adddott. LAMBLE ¢és HILL [1996] az el6z6
csoporttol atvett tripszines bontassal 87% feletti extrakcids hatasfokig jutott két tengeri eredetii
CRM vizsgalatanal, és mind az 6sszes arzén mérleg, mind pedig a modosulatanalitikai értékek
egyezést mutattak a hiteles ill. korabban kozolt adatokkal. A két kozlemény feltehetdleg azért
jutott eltéré eredményre, mert az elsdé esetben valodi mintdk, mig LAMBLE ¢és HILL
munkdjaban ,,csupan” CRM vizsgalatara keriilt sor, tehat az utobbi mintak minden bizonnyal
konnyebben feltarhatd anyagot jelentettek a mintaelokészités szamara. PARDO-MARTINEZ et
al. [2001] — ugyancsak a BRANCH-alapkozleményre épitve — hekk-, nyelvhal- és 6rdéghal-
tartalmu bébiételek As-mddosulatanalitikai mintaeldkészitését végezték el tripszin €s pankreatin
enzimek segitségével. Vizsgalataik soran a tripszin tokéletesen alkalmasnak bizonyult a
meglehetésen komplex matrixii mintdk feltarasara és a — méréseik szerint — szinte kizarolag
AsB-bdl allo As-modosulatok kinyerésére, mig a pankreatin a modosulatok atalakulésat valtotta
ki, igy hasznalatat elvetették.

A fehérje mellett a keményité szamit olyan, nagy mennyiségben jelen 1év0, enzimesen
konnyen lebonthatdé matrixalkotonak, melyet arzén moddosulatanalitikai mintaelokészités
folyamatdban enzimes uton probaltak meg eltavolitani ill. megbontani. HEITKEMPER et al.
[2001] rizsfajtadkon végeztek arzén modosulatanalitikai vizsgalatokat, mely soran 4 kiilonb6z6
mintaelOkészitési eljarast hasonlitottak Ossze, koztik a-amildzzal végzett feltarast is. Ez a
technika a metanolos extrakci6 eléfutaraként alkalmazva a masodik legjobb kinyerési hatasfokot
(59%) biztositotta a TFA-val végrehajtott extrakcid mogott, szignifikdnsan megeldzve a tisztdn
metanollal végzett kezeléseket. Ugyanakkor tobb mint fél napos idéigénye miatt nem folytattak

vele a kisérleteket, igy nem lehet megallapitani, hogy az enzim alkalmazéasa vajon csak
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mennyiségileg vagy mindségileg is teljesebb képet adott-e volna a minta arzéntartalmarol.
CARUSO et al. [2001] fagyasztva szaritott, arzéntartalmi almamintdk vizsgalatanal viszont
egyértelmiien az a-amildz altal biztositott, legnagyobb elért kinyerési hatasfokrél szamolhattak
be: az enzim hasznalataval szignifikdnsan, 10-20%-kal szarnyaltdk tGl a hagyomdanyosnak
mondhatd metanolos-vizes extrakciok eredményeit — még ugy is, hogy a 6 oras kezelést nem
razogépen, hanem ultrahangos flirdében hajtottak végre, amely nem kifejezetten altalanos eljaras
az ilyen jellegli behatdsokra meglehetésen érzékeny enzimek tekintetében. Mindenesetre
érdemes megjegyezni, hogy az eldzd két mintanal — vagy eredendden, vagy liofilezés utjan — a
keményité 1épett el f6 matrixkomponenssé, igy annak bontasa sordn a kutatdk teljes joggal
varhattdk a kinyerési hatasfok javulasat. Ugyanakkor sem a rizs-, sem pedig az almaminta
esetében nem képezett az o-amildz kezelés Onallo eldkészitési 1€pést, mivel az enzimes
keményité hidrolizis csupan el6készitette az utana kovetkezd metanolos kioldast — vagyis még
inkabb bizonyitottnak latszik azon értelmezés, miszerint az o-amildz enzimes kezelések
,»csupan” az arzénkomponensek hozzaférhetéségének javitasa céljabol keriilnek alkalmazasra, és

felhasznalasuk a ,,f0” mintaeldkészités eléfutaranak szerepére korlatozodik.

2.3.2.5. Pufferelt kozegek és hig savak/lugok alkalmazdsa: szekvencidlis mintael6készités a

miuveletileg meghatirozott arzén modosulatanalitikaban

Bar a ,szekvencialis” kifejezés elvileg minden olyan mintaelOkészitési folyamatra
alkalmazhatd, amely egymas kovetd Iépésekbdl, pl. szerves oldoszerrel végrehajtott
zsirtalanitasbol €s az utana alkalmazott, metanol-viz szilard-folyadék extrakciobol all, azonban a
kifejezéssel leginkabb 0Osszekapcsolodd fogalom, a SEP (Sequential Extraction Procedure,
szekvencialis extrakcidos miiveletsor) jellegzetesen a talajok, iiledékek sajatja. Az olykor tobb
napot igénybe vevl, egymds utan mas ¢és mas extrakcios kozegekkel dolgozod miveletsor
alkalmazasa azon a felismerésen alapul, hogy a talajok/iiledékek eltérd szerkezetiikbdl,
Osszetételiikbol ¢€s eredetiikbol fakaddan kiilonb6z6 modon és erdsséggel kotik meg a
fémionokat. Ebbdl az kovetkezik, hogy pl. ndvénytermesztési teriiletrél szarmazd talajmintak
teljes — kirdlyvizzel és folysavval végzett — feltarasa soran kinyert, esetleg kiemelkedd toxikus
fémion-mennyiség nem feltétleniil jelent veszElyt a terményekre és azon keresztiil a fogyasztora,
mivel biologiai hozzaférhetdsége tobbek kozt az adott elemtdl és moddosulatatol, a termesztett
novénytdl, az aktualis idészakban hullott csapadék kémhatasatol fiiggden akar elhanyagolhat6
mértekil is lehet.

A biologiailag hozzaférheté arzén ugyanakkor az atlagosnal nagyobb figyelmet igényel,
mivel mind a termesztett novényekbe, mind pedig a gyomndvénytarsulasokba foként a
szervetlen és toxikus arzénmoédosulatok, az As(IIl) és As(V) forméjaban épiil be [HELGESEN
1998, MATTUSCH 2000] — raadasul e kettd koziil az emberre még toxikusabb As(IIl) a
gyakoribb beépiilési forma, mivel a ndvények szamara viszont a talajbol a foszfatanyagcsere €s
felvétel utjan versengéssel bejutd As(V) a mérgezobb, igy azt redukcidval, detoxikacid céljabol
arzenitt¢ alakitjdk [MATTUSCH 2000, ZHANG 2002]. Kiemelt fontossagu tehat, hogy a

termesztésre szant talajok ill. a talaj feljavitasat célzd szennyviziszapok és tavakbol, folyokbol
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kikotort iiledékek hozzaférhetd As-tartalmat a lehetd legpontosabban megéllapitsuk. Ezen
feladathoz, minden mintara érvényes, kizardlagosan kdvetendd szekvencidlis extrakcios
miveletsor nem létezik. Kiilonb6z6 ,,iskolak™, szabvanyligyi testiiletek, ideiglenesen miik6do
hivatalok (pl. a BCR) ajanlasai alapjan valaszthatja a kutatd vagy az ellenérz6 allomas az adott
mintara leginkabb illeszkedd eljarast. A kovetkezOkben kizardlag olyan példdk bemutatasara
kertil sor, ahol az elemzés részben vagy teljes egészében az arzénre irdnyult.

A magyarorszagi ,,veszprémi iskola” 1997-ben fejlesztette ki a foleg tiledékek vizsgalatara
szant, 4 1épéses ,,leaching” (kioldasi) folyamatot [BODOG 1997], amely a kovetkezd frakciokat
nyeri ki a Iépések soran: (a) a kornyezettel dinamikus egyensulyban 1év6 és karbonathoz kotott
/0,11 mol 1! ecetsavas extrakcioval/; (b) Fe- és Mn-oxidokhoz kotott /extrakeid 0,1 mol 1!
hidroxil-amménium hidrokloriddal/; (c) szerves anyaghoz és szulfidokhoz kotstt /8,8 mol 17
H,0, alkalmazésa/; (d) savban oldhato /cc. HNO; és HCIO,4 adagolasa/. Ezt a leirast kovette
POLYAK és HLAVAY [1999], amikor a balatoni iiledékbdl 15 helyen torténd mintavétellel a
tavat terheld — tobbek kozt toxikus (As, Cd) — elemek bekeriilésével kapcsolatos elemzésiiket
hajtottak végre. A teljes miveletsor kb. 60 orat vett igénybe. A frakcidk arzéntartalmat nem az
eddigiekben ismertetett oxidacidos allapot, hanem Un. miveletileg meghatarozott
modosulatanalitika (frakciondlas) szerint tudjuk értelmezni. Mindez azt jelenti, hogy az adott
kezelés altal kinyert 6sszes As-mennyiséget tekintjlik egyfajta As-frakcionak.

WENZEL et al. [2001] kifejezetten a talaj As-tartalménak frakcionalasat célzo, 5 1épéses
SEP-et mutattak be, amelyet 20, részben iparilag szennyezett talajminta vizsgalatanal hasznaltak
fel. Az éltalanos modszerektdl részben eltérd megkozelitést az arzén oxianion jellege indokolja.
A miiveletsor dsszességében kb. 30 orat igényel és a kdvetkezd terminoldgiai alapokon épiil fel:
(a) nem specifikusan adszorbedlodott As /0,05 mol I'" (NH,),SO4/; (b) specifikusan
adszorbealddott As /0,05 mol It NH4H;PO4/; (¢) amorf és nem tokéletes kristalyszerkezetli Fe-
és Al-oxihidroxidok /0,2 mol I' NH,-oxalat puffer, pH=3,25/; (d) tokéletes kristalyszerkezettel
jellemezhetd Fe- és Al-oxihidroxidok /0,2 mol 1! NHy-oxalat puffer, aszkorbinsavval, pH=3,25/;
(e) maradék frakci6 / teljes roncsolas HNO;+H,0, segitségével/.

Ahogy e két moddszer leirasabol vildgossa valhat, a miiveleti moddosulatanalitika
mintaeldkészitése iddigényes folyamat és az elemek oxidacids allapotdnak megdrzése nem
szerepel célkitlizései kozott. Novényélettani vizsgalatokhoz, az arzén talajbdl torténd felvételi
mechanizmusanak megismeréséhez azonban sziikség van a talajban 1évd, foként szervetlen As-
modosulatok /As(Ill), As (V)/ mennyiségének ¢és aranyanak megallapitasara. Tapasztalati tény,
hogy e két modosulat mar viszonylag rovid id6 (6rék) alatt is egymasba tud alakulni az adott
miveleti 1épés soran, igy hosszl, olykor 30-60 6ras mintaeldkészitésre nem lehet épiteni.
THOMAS et al. [1997] uttord kézleményiikben az elsdk kozt ismertettek egy ,,gyors modszert”,
amelynek segitségével ki tudtak valtani a hosszii mintaeldkészitést. LRM-ekbdl és CRM-ekbdl
egyetlen, mindossze 20 perces 1épésben, kis teljesitményli mikrohullamt kezeléssel (40W),
adalékolassal végzett ellendrzé méréseik szerint a mintael6készités alatt nem tortént szignifikans
mértéklt As(III)-As(V) konverzio. VERGARA GALLARDO et al. [2001] az el6z6 modszer
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atvételével valodi mintak felé fordultak, és a Tavol-Keletrdl szarmazo iiledékmintakbol 72-98%-
ban tudtdk kinyerni és azonositani a foként szervetlen As-modosulatokat — kivételt csupéan a
talajmintak képeztek, amelyek esetében szokasosnal gyengébb (60% kortili) hatdsfokot mértek.
MONTPERRUS et al. [2002] ugyanezen jelenséggel taldltdk maguk szemkozt: foszforsavas
kezelésnél a talajmintakbol elégtelen kinyerési hatdsfokot értek el. Ebbdl fakadoan egyéb
extrahdloszereket vettek gorcsé ald, és igyekezetiik sikeresnek bizonyult: a WENZEL et al.
[2001] kézleményben megismert, eredetileg egy SEP részét képez6, 0,2 mol 1" NHy-oxalat
pufterrel 18% ala csokkentették a mintdban marado, elemzésre nem keriild As aranyat.

Az utobbi harom kozlemény altalanosan igaznak bizonyuld, szinte teljesen azonos
Osszegzéssel zarta sorait, melynek lényegét két pontban lehet Gsszefoglalni: (1) a talaj- és
iiledékmintak egész sora kivétel nélkiil csak As(III) és As(V), tehat toxikus arzénmoddosulatokat
hordoz mennyiségileg meghatarozhatdo mértékben; (2) a mintdkban az As(IIl)/As(V) arany annal
kisebb, minél hosszabb ideig volt kitéve az adott talaj vagy iiledék aerob kornyezeti

paramétereknek természetes kdrnyezetében ill. a mintavételi miiveletsor alatt.

2.3.2.6. Tomény savak és bazisok szerepe az arzén modosulatanalitikai mintael0készitésben

A tengeri eredetli élelmiszerek, CRM-ek ¢és egyéb mintdk arzén moddosulatanalitikai
méréseinél meglehetésen gyakran fordul eld, hogy a kinyerési hatasfok, ha kevéssel is, de
elmarad a 100%-to6l, barmilyen moddszert is alkalmazzon a kutato, lett 1égyen sz6 akar metanol-
viz elegyes extrakciordl (lasd 5. Melléklet tablazata) vagy enzimes kezelésrél. 1997-ben fedezte
fel STYBLO és THOMAS [1997], hogy az As(IIl) moédosulat szelektiven kotddhet a
mintafehérjék szabad —SH (tiol) csoportjaihoz, S-As kovalens kotést kialakitva. Amennyiben a
mintakezelés és -el0készités nem elég drasztikus a fehérjék denaturalasat illetéen, ugy ezek a
kotések épen maradva ezt a modosulatot az extrakcios maradékban tarthatjak. Mivel a szervetlen
As mennyisége a mintdkban altalaban csupan né¢hany szazalékra raghat [BROOKE 1981], igy az
As(III) hidnya lehet, hogy fel sem tiinik az 0sszes arzénmérlegben a tobbi mintaeldkészitési 1€pés
bizonytalansagabol eredd szoras miatt. MUNOZ et al. [1999a,b] a problémara elegans athidalo
megoldassal alltak eld: kifejlesztettek egy, a szervetlen As-mddosulatokra nézve szelektiv
extrakcids technologiat, amely soran a minta sziikség szerint vizzel torténd visszanedvesitését
kovetden cc. sosavval teljes elfolyositast hajtanak végre, majd kloroform-metanol eleggyel
kirdzzak [MUNOZ 1999a], vagy mikrohullamt késziilékkel végzett desztillacidval egyiittesen,
mint szervetlen frakciot nyerik ki az As(III)-As(V) modosulatokat [MUNOZ 1999b].
Amennyiben ezt a miiveletet a hagyomanyos metanol-viz extrakcioval egészitik ki, gy teljes
arzén modosulatanalitikai képet kaphatnak a mintarol, mivel ez utdbbi modszer a legfobb,
tengeri eredeti mintdban thlnyomoérészt eldforduld AsB  moddosulatot bizonyitottan
mennyiségileg oldja ki. Ezt a gondolatmenetet kovetve kozel mastél tucat CRM, kagylo, rak ¢€s
hal vizsgalatat végezték el; eredményeik — amellett, hogy az adalékoléssal igazoltan 100% kortili
As(IIT) extrakciot értek el — 1 modszerrel €s Uj oldalrdl igazoltak az emberre nem mérgezé AsB

legalabb 85-90%-o0s jelenlétét ezekben a mintacsoportokban.
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A soésav mellett még a leggyakrabban ionparképzéként hasznalt trifluor-ecetsav alapu
extrakciot emliti a szakirodalom, mint savas kdzegii, arzén modosulatanalitikai mintael0készitést
[HEITKEMPER 2001]: a szerzék kereskedelmi forgalomban kaphaté rizsmintdk
mellyel 84-97%-o0s kinyerési hatasfokot mutattak fel. Ugyanakkor a szervetlen modosulatok
kozti ardny a minta As(V) tartalmanak részbeni redukcidja miatt megvaltozott, igy e két
médosulat (MUNOZ et al. [1999a,b] eljardsaihoz hasonléan) egyiittesen, mint szervetlen frakcio
szerepelhet a mdodosulatanalitikai anyagmérlegben.

Sok szakember szerint ez nem is feltétleniil jelent problémat. Hatarozzuk meg a szervetlen
modosulatok dsszegét, mivel oly nagy toxikoldgiai kiilonbség tigy sincs az As(IIl) és As(V)
kozott, és a figyelmet tartalékoljuk az alig ismert Osszetételti és toxicitasti arzénmodosulatok
iranyaba, amelyek tobbnyire a szokatlanul rossz kinyerési hatasfokkal jellemzett mintdkban
fordulnak el6. Ez a gondolatmenet vezette PARKS et al. [2003] csoportjat, amikor a korabban
masok altal [ACKLEY 1999] kromatografias csucseltolodast kivaltd tulajdonsaga miatt elvetett
erdsen lugos vegyiilettel, TMAH-val kifejezetten ilyen tengeri mintdkat vettek célba.
Haromlépéses, elészor TMAH-t, majd az azt kozombositd ecetsavat, végiil 80°C hokezelést
alkalmazé modszeriikkel a gyakran dominans AsB koncentraciot joval meghaladd mértéki
arzenocukor mennyiségre bukkantak a vizsgalt kagylokban. Bar extrakcios hatasfokuk olykor
csak 50% koriil mozgott, az altaldban nehezen kinyerhetd modosulatokra, az arzenocukrokra
[GALLAGHER 2001] bevethetd miiveletsoruk tokéletes ¢és konnyen kivitelezhet, a
hagyoméanyos moddszereket kiegészitd eljarasként talalhatja meg helyét az arzén

modosulatanalitika fegyvertardban.

2.4. AZ ANALITIKAI MERESEK MINOSEGBIZTOSITASI FOLYAMATANAK ELENGEDHETETLEN KELLE-

KEINEK, A REFERENCIAANYAGOKNAK BEMUTATASA: TIPUSOK, ELOALLITASI MOD ES FELHASZNA-

LAS

2.4.1. Torténelmi elozmények

Az analitikai mérések és miszerezettség fejlodése egyiitt jart azzal a felismeréssel, hogy az
els6dleges modszerek kivételével szinte minden eljards és méréstechnika a valodi minta altal
okozott, jelentds matrixhatassal terhelt: a meghatdrozandé komponens vagy tulajdonsag mérését
a kiséré komponensek, makro- és mikrodsszetevok, ill. a minta fiziko-kémiai tulajdonsagai
olykor rendkiviil nehézz¢ tehetik, példdul a miszerek kalibralasra alkalmazott standard
vegyiiletek meghatarozasahoz képest. Lassan érezhetévé valt az az (r, amely a kiillonb6zo
laboratoriumok altal szolgaltatott eredmények ,,k6z0s nevezdjének” hidnya valtott ki: bar a
kalibralasok szintjén a mérések még visszavezethetdek voltak a nemzetkdzi standardokhoz, a
konkrét alkalmazasok teriiletén semmi sem garantdlta az eredmények Osszehasonlithatdosagat,
mindségi vizsgalatat. Az utébbi szempontbol kiilondsen kritikus volt a helyzet, hiszen nem allt
rendelkezésre olyan anyag, amely segitségével az egyre Osszetettebbé vald mintaeldkészitési-
mérési eljarasok modszeres hibajat és rovid ill. hosszi tdva stabilitdsat meg lehetett volna

allapitani.
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Végiil 1920-ban, Daniaban megtort a jég: KNUDSEN [1925] tengervizbdl 2130 iiveg, altala
“normal viz’-nek nevezett, mai szemmel az LRM-ek (lasd késObb) 0Osének tekinthetd,
nemzetkozileg is sikeres referenciaanyagot készitett, melyet az oceanografiai laboratoriumok
kivanalmai szerinti kiszerelésben hozott forgalomba. Az igény valodisdgat mi sem jelzi annal
jobban, hogy 5 év alatt a készlet kdzel %i-e fogyott el és jutott el Dél-Afrikatol egészen Japanig.
Ezt kovetden néhany analitikai teriileten, igy pl. az acélipari mindségellendrzésben hamar
megjelentek az elsd szildrd, hitelesitési célt szolgdldé RM-ek; ugyanakkor az elsd, széles korben
ismertté valt, bioldgiai eredetli hiteles anyagmintira még kozel fél évszazadot kellett varni:
BOWEN [1966] 1965-ben kelkaposztalevelekbdl allitotta eld abbol a célbdl, hogy ndvényi
mintdk nyomelemvizsgalataihoz mindségbiztositasi hattérrel szolgaljon. Példajan felbuzdulva
végre nagy léptékben megindult az Gn. kdrnyezeti referenciaanyagok (talaj, iiledék, élelmiszer,
tap, mikroba-, novényi-, éallati-, emberi szdvet eredetll) gyartasa is, amelynek fontossagat
felismerve az Eurdpai K6zosség 1972-ben életre hivta a részben referenciaanyagok eldallitasara
szakosodott JRC-t (Joint Research Centre).

2.4.2. A referenciaanvagok fobb tipusai és eloallitasuk altalanos folyamata

A referenciaanyagok alapvetden két f6 csoportba sorolhatdak [ISO/IEC 1992]:

crer

értékelésére vagy anyagok meghatarozasara lehessen felhasznalni.

Az LRM legfobb szerepe az, hogy referenciapontként szolgaljon a laboratoriumi mérések
mindségbiztositasdnak teriiletén, példaul kontrollkartyas rendszer alapjat képezve. Mivel az
LRM matrixa idealis esetben kozel all a vizsgaland6é minta matrixdhoz, modszerfejlesztési céllal,
legtobbszor  mintaelokészitési miuveletsorok  optimalasanal, a kinyerési hatdsfokok
megallapitasan keresztiil fontos szerepet jatszhat.
olyan referenciaanyag, amelynek egy vagy tobb tulajdonsagat egy miiszakilag érvényes eljaras
segitségével hataroztak meg, és amely mellé¢ kozvetleniil vagy kovetheté modon egy hitelesitd
bizottsag altal kiadott tanusitvanyt vagy egyéb dokumentumot mellékelnek. A CRM hitelesitett
értékein tul azok bizonytalansagat is kozlik, meghatarozott megbizhatosagi szint mellett.

Ez utobbi tipusukkal, a CRM-ekkel lehet biztositani a kémiai mérések alapvetd
visszavezethetdségét €s bizonyitani a mérési eredmények helyességét. A CRM hasznélata
képessé teszi a laboratoriumot arra, hogy miiszereket kalibraljon, igy alkalmazasukra lehetdség
szerint torekedni kell. A megfelelden kivalasztott CRM kiemelt szerepet tolt be a
modszervalidalas teriiletén is, kiillonosen akkor, amikor matrixhatassal kell szamolni.

A hangsuly az utobbi esetben a ,,megfelelden kivalasztott” szakaszra helyezddik, ugyanis
nem minden moédszert lehet egyazon hiteles anyagmintaval validalni. Elvileg minden lényegesen
kiilonb6zé mintamatrixhoz, és a meghatarozandd komponens (vagy tulajdonsag) lényegesen

eltérd koncentraciotartomanyahoz (mértékéhez) mas és mas referenciaanyagot célszerti hasznalni
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[ABOU-SHAKRA 1997]. Ez a gyakorlatban szamos okbdl is kivitelezhetetlen. A rendelkezésre
allo, kiilonféle CRM-ek szdma nemzetkdzi szinten jelenleg az 1-2 ezer fajta koriil jarhat, melyek
létszama csak lassan nd a kifogy6 vagy visszavont készletek ill. az egyre szigorodé eldirasok (és
a technika fejlédésével egyiitt jaré nagyobb miiszerezettségi-mindségbiztositasi kovetelmények)
miatt egyre hosszabb ideig késziild j CRM-ek bevezetésébdl kifolyolag. A 6. Melléklet abraja
szemléletesen mutatja, hogy legalabb 3-4 év telik el a hiteles anyagminta gyartdsdnak elsd
fazisatol a piacra keriilésig. Fontos kiemelni, hogy a CRM-ek és LRM-ek kozti arkiilonbség nem
mindségi eltérésbol fakad: a legfobb eltérés a stabilitds vizsgalati idétartamaban €s a hitelesitési
folyamat meglétében keresendd. Az LRM-ek gyakorlati élettartama 1-2, mig a CRM-eké 10 évre
tehetd, igy természetesen az utdbbiakat hosszabb ideig kell tesztelni. Masrészt az LRM-ek nem
hitelesitési célra késziilnek, igy nincs sziikség a CRM-gyartas legkoltségesebb szakaszanak, a
gyakran nemzetkdzi 6sszefogassal végrehajtott hitelesitési folyamatnak véghezvitelére.

Eltekintve tehat a hitelesitéstdl, a referenciaanyagok készitése azonos ilitem ¢és kivanalmak
szerint zajlik (6. Melléklet abraja):

1., Igények felmérése, tervezés: bar valdban tizezer szdmra lehetne RM-jeldlteket allitani, a
legnagyobb cégek sem képesek évente 3-4 hiteles anyagmintanal tobbet piacra dobni; az eurdpai
csucsintézmény, a Bureau Communautaire de Référence (BCR) 1974 és 1999 kozott
,»mindossze” 79 CRM-et/LRM-et ¢és 145 korelemzésre alkalmas anyagot jegyzett [MUNTAU
2001]. Csak a nemzetkdzi szinten, altalanossdgban fontosnak tartott teriiletekhez késziil CRM;
ebbdl kifolyolag ennek a kevés anyagnak a lehetd legalkalmasabbnak kell lennie, és aprolékos
tervezés sziikséges a gyartds minden munkafazisdhoz.

2., Nyersanyag begyiijtése: fontos kiemelni, hogy a nemzetkozi igények kielégitésére
késziild RM-ek esetében a kiinduldsi anyag tomege akar 2-3 tonna is lehet. Két ok all a
hatalmasnak tind mennyiség mogott: egyrészt a készités sordn Ohatatlanul lemorzsolodik az
anyag egy része, akar 90%-os veszteséget eredményezve; masrészt az alapanyagnak mar
indulasnal a lehetd leghomogénebbnek kell lennie, igy a nagy indulasi tomeg részben
ellensulyozhatja az anyagon beliili esetleges egyenetlen komponens / tulajdonsag megoszlasokat.

3., Vizeltavolitas: Alapvetd fontossagu 1épés szilard halmazallapoti RM-ek gyartasanal.
Tobb célt is szolgdl: a vizaktivitds csokkentésén keresztil hozzajarul a mikrobiologiai
stabilitdsdhoz, csokkenti a nyersanyag tomegét, koncentraltabba teszi a komponenseket, a vizes
kozegben konnyen lejatszodod reakciokat (pl. oxidacid) gatolja ill. lassitja, és megkonnyiti /
lehetévé teszi a soron kovetkezd, szemcseméret-csokkentést célzd miveleti 1épéseket.
Ugyanakkor a minta jellegét altalaban irreverzibilisen valtoztatja meg, igy az RM viselkedése —
foleg a mintaeldkészités soran — csak részben tiikrozi az eredeti anyag tulajdonségait.

4., Szemcseméret-csokkentés, szitalas: Egyértelmiien az inhomogenitas csokkentését
szolgald miveletsor. Mar az alapanyag is gyakran tartalmaz kisebb-nagyobb
konglomeratumokat, Osszetapadt szemcséket, melyek a fétomeghez képest teljesen eltérd
Osszetételll, zarvanyszerli részekbdl is szarmazhatnak. Ha kordbbrol nem, a vizeltavolitas soran
biztosan képzddnek csomok és rogok, melyek mérete joval meghaladhatja a kiindulési atlagos
szemcseméretet is. Az Orlés-dardlas soran iigyelni kell arra, hogy az RM-et lehetdleg ne érje
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szennyezddés a berendezésekbdl és az esetleges segédanyagokbdl. A szitdlds soran elérendd
szemcseméret fiigg a minta jellegétdl: bioldgiai eredet esetén — féleg az atlagosnal nagyobb
lipidtartalomnal — nagy nehézséggel jarhat a 90 pum-es tartomdny elérése, igy a 125 um-es
szitatanyéron ateso frakciot mar elegendden kis méretlinek fogadja el a szakirodalom. Szervetlen
¢s / vagy konnyen porithatd alapanyagoknal (kdzet, iiledék, tejpor) kisebb, 63 um-es tartomany
elérése a cél. Ugyanakkor tigyelni kell arra, hogy bioldgiai eredetli referenciaanyagok esetén ne
keriiljon talsulyba az 50 um-nél kisebb frakcid, mert az ebbe a tartoméanyba esd szemcsék
elektrosztatikusan feltoltdédve egyrészt nehézzé tehetik a bemérést, masrészt esetleges
higroszkopos viselkedésiik dsszetapadast és szegregaciot idézhet eld. Fontos megemliteni, hogy
a szitalas részben kivalthaté az RM Un. minimalis bemérendd tomegértékének megallapitasaval,
ekkor a gyarto a csatolt bizonylatban kozli, hogy mekkora az a tdmeg, amelynek elemzése esetén
a hiteles értékeknek 95%-o0s megbizhatdsagi szinten teljesiilnitik kell.

5., Homogenizalas és ellendrzése: A referenciaanyag célparaméterének megbizhatosagat
noveld eljarads. Az anyag tomegétdl fiiggden, rendszerint forgddobos berendezéssel végzik, és
meghatarozott 1d6kozonként mintavétellel és elemzéssel hatdrozzdk meg az aktudlis
homogenitasi értéket. A folyamat akar egy hétig is eltarthat. Kritikus miiveletrél van sz6, mivel a
nem kielégitd mértékben homogén eloszlas gyakorlatilag hasznalhatatlannd teheti az eredetileg
tokéletes alapanyagbol késziild6 RM-et.

6., Elozetes analitikai vizsgalat: részben a homogenitasvizsgalat részeként azt hivatott
eldonteni, hogy a célparaméter aktudlis értéke a végrehajtott miiveleti 1épések utan az eredetileg
kitlizott tartomanyban talalhato-e, ill. a gyartasi folyamatot abba kell-e hagyni a tartomanytol
valo talzott tdvolsag miatt.

7., Tarolasi egységek, azonositasi jelek kialakitasa: célszerliség és gyakorlati megfontolasok
altal vezérelt gyartasi 1épések. Az egy egységen beliili RM tomeget altalaban ugy allitjak be,
hogy 40-50 alkalomnal tobbszor ne kelljen kinyitni a tarold edényzetet, mas szoval: ennyi 1d6
alatt fogyjon el az egység RM tartalma.

8., y-besugdrzds: a leggyakrabban hasznalt “°Co agyu 25 kGy dézisa sterilizalja és
stabilizdlja a mintat, annak szamottevl felmelegedése nélkiil; megbizhatdé és gyors eljaras,
azonban érdemes besugarzasi kontrollt is készenlétben tartani, mivel ez a nagy dozis biologiai
mintdk esetében bizonyos paraméterekben mérhetd — bar a referenciaanyag hasznalata
szempontjabol nem feltétleniil karos — valtozast okozhat.

9., Kijelolt ertéekek megallapitasa: lehetdség szerint tapasztalt laboratorium altal, elsddleges
modszerrel végzett eljards keretében keriill sor azoknak a referenciaértékeknek a
meghatarozasara, melyek a stabilitasvizsgalat és CRM-ek esetén a hitelesitési folyamat
viszonyitasi alapjat képezik.

10., Tarolasi — stabilitasi vizsgalatok: LRM-eknél rendszerint 6-18, CRM-eknél 24-36
hénap, kiilonb6z6 homérsékleteken (-18°C és +40°C kozott) végrehajtott tarolas segitségével
megfeleld bizonyossagot lehet szerezni a célparaméter(ek) id6 fiiggvényében mutatott

valtozasarol, értékének alakuldsarol. A vizsgalatnak az anyag szallitasaval egylitt jard
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behatasokat is modellezni kell, pl. kozvetlen napfénynek torténd rovid idejii kitettség ill. az
ajanlott tarolasi hdmérséklet folé vald emelkedés koriilményeinek kialakitasan keresztiil.

11., Hiteles értéek megallapitdsa, kiéertekeles, dontés: A CRM-ek készitése soran egyszeriibb
eljardsi rend esetén ugyanazon laboratérium végzi el, kiilonbozé fliggetlen modszerek
alkalmazéséaval az adott paraméter meghatarozasat; nemzeti vagy nemzetkozi egylittmiikodés
esetén a fliggetlen laboratdriumok részben vagy egészben rogzitett modszerrel hatarozzak meg a
hiteles értéket, melyet ezt kovetden értékeld bizottsdg Osszehivasaval fogadnak el vagy
modositanak. A teljes gyakorlati miiveletsor legdragabb részfolyamatarol van szo; egymagaban
akar 80%-ban jarulhat hozza az G6sszes koltségekhez. Ez okozza, hogy (L)RM-bdl joval tobb
késziil a CRM-ekhez képest; okolszabalyként azt mondhatjuk, hogy csupan minden 20., stabil és
homogén referenciaanyagbodl késziil hiteles anyagminta (6. Melléklet abraja).

Egy CRM piacra keriilése akar 4-5 évet, vagy akar még hosszabb i1d6t is igénybe vehet; igy
érthetévé valik az altalaban 50-80 Euro / egység koriili arfekvés, amely azonban nem szamit
kiemelkedden draga eszkdznek ahhoz képest, hogy szerencsés megfelelés esetében a CRM mind
a mérés helyességének megallapitdsaban, mind pedig a modszerfejlesztésben €s -validalasban is

potolhatatlan szerepet jatszhat.

2.4.3. A modosulatanalitikai mérések minoségbiztositasanak jellegzetességei a rendelkezés-

re allo referenciaanyagok tiikrében

A modosulatanalitikai mérések — bar tobb mint fél évszdzada jelen vannak az analitikai
mérések egyik valfajaként — még egyetlen szabvanyiigyi testiilet altal sem keriiltek
szabvanyositasra. Ebbdl kovetkezik, hogy a vizsgalolaboratoriumoknak kivétel nélkiil validalni
kell a kiilonb6z6 modosulatanalitikai modszereket, mint minden mads, szabvanyban vagy
gyogyszerkonyvben nem rogzitett ill. szakmai szervezetek/hatdésagok altal (még) nem elfogadott
modszert [MSZ 2001, NAR 2002]. A validalas soran meg kell hatdrozni az alkalmazandé
analitikai rendszer és modszer alkalmassagat, mely folyamatnak részét képezi tobbek kozt az
analitikai moddszer(ek) teljesitményjellemzéinek — példdul a pontossagnak és a mérési
bizonytalansagnak — megallapitasa, valamint igazolni kell az elvégzett mérések
visszavezethetéségét. Altalanossagban, nem modosulatanalitikai mérések esetén az utdbbi
jellemzok megallapitasanal fontos szerephez jutnak a CRM-ek (hiteles /mas néven bizonylatolt
vagy tanusitott/ anyagmintdk). Amennyiben a laboratérium rendelkezik az 4altala vizsgalt
mintahoz hasonld jellegli €s a meghatarozandé komponenst kozelitéleg azonos koncentracidoban
tartalmaz6 CRM-mel, ugy viszonylag egyszeriien meghatarozhatja az altala hasznalt modszer
pontossagat (tehat az eltérést a valddi €s a mért érték kozott), a modszer teljes bizonytalansagat
(amely magaban foglalja az 6sszes 1épést, kezdve a mintaelOkészitési folyamatoktol egészen a
végsO detektalasig) és biztosithatja a mérés visszavezethetdségét a nemzeti vagy nemzetkozi
standardokhoz.

A CRM hianya nem teszi lehetetlenné a mérés validalasat, azonban meglehetdésen bonyolult
miveleti agra kényszeritheti a laboratoriumot. Ebben az esetben ugyanis a kovetkezd eljarasok

koziil valaszthat [EURACHEM 2000, MSZ 2001, NAR 2002]:
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1., A mérdberendezést visszavezethetd, ismert Osszetételli, pontosan meghatdrozott
megel6zd 1épéseinek (pl. extrakcios miiveletek) visszavezethetdségét egyéb modszerekkel, pl.
adalékolassal igazolja.

2., Un. elsédleges modszerrel is elvégzi a mérést, és az eredményeket Gsszehasonlitja az
altala alkalmazott modszerrel — amennyiben elsddleges modszer egyaltalan rendelkezésre all és
alkalmazhat6 az adott mérési feladathoz.

3., A laboratorium a valasztott modszer segitségével mérést hajt végre egy olyan mintéan,
amely részben (adalékolas ill. standard addicio révén) vagy teljesen a mérendd vegyiiletet tisztan
tartalmazo referenciaanyagbdl all — amennyiben az elérhetd.

4., A laboratérium olyan modszerrel végzi el a mérést, amelynek az §sszes meghatarozhatd
miveleti paramétere pontosan megallapitdsra keriilt ¢és e paraméterek mindegyike
visszavezethetd.

Sajnos a moddosulatanalitika bizonyos éagai — kiilondsképpen pedig a szelén és arzén
modosulatanalitika — tobb szempontbdl is hatranyt szenved. Egyrészt a napjainkig megismert
modosulatok jelentds része, kb. 80%-a nem taldlhaté meg a vegyszergyartok kindlatdban; igy
példaul arzén esetében a teljes arzenocukor-sorozat, az AsB-2, az AsC és a TETRA csak
kutatolaboratoriumokbol ill. egyéni modszerekkel, pl. CRM-ekbdl torténd izolalassal szerezhetd
be [KIRBY 2002], mig a szelénnél példaul olyan fontos — éppen a legerdteljesebb rakellenes
hatéassal rendelkez6 — modosulatok hidnyoznak, mint a Se-allil-szelenocisztein és a y-glutamil-
Se-metilszelenocisztein  (2003. majusi allapot). Masrészt Oriasi hidny tapasztalhaté a
modosulatanalitikai CRM-ek teriiletén is. Arzén esetében valodi (matrix) CRM-bol minddssze
egyetlen, a BCR-CRM 627 rendelhetd, és az is csupan Osszes As, AsB és DMA(V)
modosulatokra hitelesitett; szelén moddosulatanalitikai CRM pedig ez iddig egyszerlien nem
késziilt.

A kialakult helyzet megértéséhez Osszefiiggéseiben kell vizsgalni az elméleti és gyakorlati
hatteret. Az arzénnel kapcsolatos élettani és modosulatanalitikai kutatasok €és az egyre erdsddo,
¢lelmiszer-biztonsaggal kapcsolatos lakossagi nyomas a 80-as évek végére tette nyilvanvalova,
hogy mindenképpen 1épni kell az els6 CRM kialakitdsa felé. Ekkor alig egy tucat eurdpai
laboratorium rendelkezett egyaltalan valamiféle As-modosulatanalitikai tapasztalattal, és még a
maindl is kevésbé jutottak hozza As-standard vegyiiletekhez. Végiil az Europai Kozosség
tagallamaiban tevékenykedd laboratériumok harmonizécios torekvéseit keretbe foglalo, 1973-
ban létrehozott BCR kezébe vette az irdnyitast, és egy kordbban kialakitott, 1épésrdl-1épésre
torténd modszertani megkozelitéssel inditotta el a CRM 627 kialakitasat [LAGARDE 1999,
MUNTAU 2001]. A folyamat 8 évig tartott; a kovetkezd, remélhetéleg hamarosan piacra keriild,
tobbelemes modosulatanalitikai hiteles anyagminta, a CRM 710 sem sokkal kevesebb id6 alatt
késziil(t) el. Szelén esetében eddig egyetlen probalkozast jegyez a szakirodalom: a BCR
szervetlen Se(IV) és Se(VI) vegyiiletekkel mesterséges vizmintat allitott eld, azonban a két
modosulat  stabilitdisa nem bizonyult megfelelének ¢és a CRM sosem késziilt el
[QUEVAUVILLER 1998]. Mindezekbdl latszik, hogy a CRM-mel vald ellatottsag még hosszu
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ideig problematikus részét képezi majd a moddosulatanalitikai vizsgalatoknak. Hiaba varhato
ugyanis a CRM-ek szdmanak lassi boviilése, minden matrixot, minden médosulatot és minden
koncentraciotartomanyt valdszintileg sohasem fednek majd le teljesen.

A laboratériumoknak mas mindségbiztositasi lehetdségek utan kell nézniiik, amelyekkel a
lehetdségekhez képest at tudjak hidalni a hidnyossagokat [LARSEN 1998a, MICHALKE 1999]:
e az Osszes Se- vagy As-anyagmérleg megallapitdsa alapvetd és elengedhetetlen részét kell,
hogy képezze a moddosulatanalitikai vizsgalatoknak, hiszen csak igy tarthatd kézben az olykor
miiveletileg tobb részre osztott mintdbdl szamolhat6 kinyerési hatasfok;

e a moddosulatanalitikai folyamat minden 1épését lehetdség szerint egyenként vizsgélat ald kell
vonni, hogy meg lehessen ismerni az egyes folyamatok soran fellépd veszteségeket, miiveleti
hatasfokokat, szennyezési forrdsokat, bizonytalansagi tényezok mértékét és okait, és végiil, de
nem utolsésorban meg kell bizonyosodni afeldl, hogy mddosulatatalakulés egyaltalan ne, vagy
pedig dokumentalt (jol ismert, mindségileg és mennyiségileg /egyedi hatasfokok szempontjabol/
kézben tartott) koriilmények kozott torténhessen meg;

e a mintael6készités és az esetleges hosszabb idejli taroldas megvaltoztathatja a modosulatok
hozzaférhetéségét ill. magukat a moddosulatokat is; ezt ellenérizendd, célszerli standard
vegyiiletekkel végrehajtani a teljes vizsgalati folyamatot a mintaeldkészitéstdl kezdve a tarolasi
1épéseken at a végso, pl. higitassal vagy pH-allitassal jaro miiveletekig — ugyanakkor figyelembe
kell venni, hogy a standard vegyiiletek nem feltétleniil viselkednek ugyantgy, mint a valodi
mintabdl extrahalt komponensek;

e standard addicio és belsd standard hasznalataval célszerli figyelemmel kisérni a vegyiiletek
valodi minta mérésénél gyakran tapasztalt retencids 1d0 valtozasat és a rendszer
felbontoképességének alakuldsat mind GC, mind LC elvalasztasok esetén — kiilondsen akkor, ha
nem all rendelkezésre molekuldris szintli azonositast lehetdvé tevd berendezés, pl. ESI-MS vagy
MALDI-TOFMS;

e korelemzésekben valo részvétellel, ill. az azokbdl megmarad6 — rendszerint RM mindségii —
mintdk és hazi készitésli LRM-ek hasznélatdval felvett kontrollkartydk utjdn a laboratorium
meggydzddhet személyzetének felkésziiltségérol, modszereinek alkalmassagarol és méréseinek-
eredményeinek mindségérdl;

e ugyanazon minta kiilonb6zé moddszerekkel és/vagy kiilonb6zd laboratoriumokban torténd
vizsgélata hozz4jarulhat a tapasztalatlansagbol fakado vagy az alkalmazott, gyakran rendkiviil
Osszetett mintael6készitési / méréstechnikai miiveletekben rejlé modszeres hibak felderitéséhez;
jellegzetes példaként a kromatografids rendszerek nem kielégité felbontoképességébdl adodo
cstcstisztasagi gondok azonositdsa szolgalhat. Az arzén tekintetében pl. a DORM-2 CRM-et
kutatocsoportok tucatjai elemezték mar és szamos kozlemény latott napvilagot a kiilonbozo
modszerrel elért kinyerési hatdsfokok, azonositott modosulatok ¢és miiveleti paraméterek
vizsgélatairol.

Kiilon érdemes beszélni az adalékolas lehetéségérdl. Elvileg a folyadék-szilard extrakcios
miveletek esetén a mintdhoz ismert mennyiségben adalékolt standard vegyiiletek visszanyerése
képet adhat a valédi mintabdl torténd extrakcios miiveletek hatasfokarol. Valojaban azonban ez
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csupan elméleti lehetdség: a gyakorlat azt mutatja, hogy rendkiviil nehéz ugyanolyan jellegt,
erdsségll és stabilitdsu kotéseket 1étrehozni a minta és a hozzaadott standard kozott, mint
amelyek akar évtizedek alatt jottek 1étre a minta és a benne eredetileg megtalalhatdé modosulat
kozott. A helyzetet tovabb bonyolitja, hogy gyakran még a legfébb, leginkabb vizsgalt
modosulatokrol (pl. AsB) sem tudjuk még, milyen és hany kotési mechanizmus révén ill. milyen
eloszlasban ,,raktarozza” pl. az adott tengeri €16lény — ha egyaltalan el6fordul benne [ACKLEY
1999]. A szeleno-aminosavak esetében pedig badarsdg lenne azt feltételezni, hogy a vizes
oldatban mintdhoz adalékolt médosulatok ugyantigy viselkednek majd a mintaeldkészités alatt,
mint a fehérjékben kovalensen kotott tarsaik. Az adalékolds — minden ezzel ellentétes varakozas
ellenére — csupdn egyetlen célra alkalmas: esetleg segithet eldonteni, zajlik-e valamilyen mértékii
moédosulatatalakulas a mintaeldkészités részét képezd folyamatok soran.

Fontos kiemelni, hogy a CRM megléte sem oldja meg egy csapasra az Osszes felmeriilo
problémat. Gyakori feladatként adodik példaul a kinyerési hatasfok becslése, amelyre elvileg a
CRM vizsgalata soran kapott értékek vonatkozhatnak. Azonban a CRM — jellegébdl adodoan —
mindig homogénebb, kisebb viztartalmu, és kisebb szemcseméretli, mint a valdédi minta, igy
anndl altalaban konnyebben, néha viszont nehezebben kezelhetd [QUEVAUVILLER 1996].

A jovét illetéen megallapithatd, hogy még legalabb 20 évig okoz majd gondot a megfeleld
CRM hianya [QUEVAUVILLER 1999]. Részben ennek koszonhetd, hogy egyre jobban
terjednek a mindségbiztositasi célok bizonyos teriiletein jol hasznalhato LRM-ek, akar tobb
laboratorium Osszefogasaval, akar egyetlen laboratorium altal készitve [GOESSLER 1997], ill.
megjelent az a tendencia is, hogy a nagy mennyiségben elérhetd, 6sszes As- vagy Se-tartalomra
hitelesitett CRM-eket utolagos vagy jarulékos hitelesitéssel probaljak alkalmassa tenni
moédosulatanalitikai célokra [LARSEN 1997, WOLF 2001, ZHENG 2003]. Ez utobbi eljarasnak
az a jelenség szabhat gatat, hogy az Osszes As- vagy Se-tartalomra vonatkozd homogenitas nem
jelent egyben homogén mddosulateloszlast is, kiilondsen, ha az adott mintaban tobb, jelentds
mennyiségben jelen 1évo, eltérd oldhatdsagi jellemzdkkel rendelkezé modosulat talalhaté meg.

Az As- és Se-moddosulatanalitikai mérések mindségbiztositasi jellemzdit Osszefoglalva
elmondhatjuk, hogy a CRM-ek és standardok teriiletén bemutatott hidnyossagok jelentdsen
sziikittk a moddosulatanalitikai vizsgalatok soran elérhetd mindségi ¢és mennyiségi
meghatarozasok lehetdségeit és nem elhanyagolhatd mértékben jarulnak hozza a mérések teljes

bizonytalansdganak novekedéséhez.
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3. ANYAG ES MODSZER

Ebben a fejezetben azokat a moddszereket, vegyszereket és standardokat ismertetem,
melyeket fObb valtoztatasok nélkiil, minden kutatasi teriiletemen egyarant alkalmaztam. Az
esetenkénti eltéréseket az ,,Eredmények” megfeleld alfejezetei tartalmazzak, az adott mintahoz
kapcsolodo kiegészitésekkel egyiitt. Mivel értekezésem kozpontjdban a mintaeldkészités allt,
fontos kiemelnem, hogy a modosulatanalitikai (HPLC-) mérések bemutatasat és azok
modszerfejlesztési 1épéseit — tobbek kozott — IPOLYT [2001a,b] kozleményei és STEFANKA
[2003a] PhD értekezése tartalmazza.

3.1. OsszES AS- ES SE-TARTALOM MEGHATAROZASA SORAN ALKALMAZOTT MODSZEREK,

VEGYSZEREK ES BERENDEZESEK ISMERTETESE

Minden mintandl a savas roncsolason alapul6 feltarast hasznaltuk. Ennek sordn a mintabol —
szarazanyagra szamitva — legfeljebb 0,5 grammot mértiink be analitikai mérleg (+0,1 mg)
pontossaggal az eldzetesen tisztara mosott és ioncserélt vizzel kioblitett, menetes feddvel
zarhato, laboratoriumunkban készitett teflon bombéakba. A kivant végtérfogattol fiiggden eldszor
2-3 ml cc. salétromsavat, majd 1-3 6ra mulva 2-3 ml 30 m/m %-os H,O;-oldatot (mindkettd
Merck gyartmany; Darmstadt, Németorszag) pipettaztunk a mintara. Ezekkel parhuzamosan
mintdt nem tartalmazd vakot és bizonyos esetekben CRM bemérésével kontroll mintat is
készitettiink. A bombakat lefedtiik és legalabb 8-10 6ran keresztiil allni hagytuk, hogy az
oxidacid soran keletkezd gazok jelentds része eltdvozhasson. Ezutan a teflonbombakat bezartuk
¢s laboratoriumi nyomastartd edényben 25 percig 110°C hémérsékleten tartottuk oket. Kihiilés
utan a bombak tartalmat maradék nélkiil, ioncserélt vizzel 5,0 vagy 10,0 ml-es mérélombikba
mostuk at és jelre toltottik Oket. A kész mintdk As- és Se-tartalmat ICP-OES késziilék
segitségével (ICAP-61 vagy IRIS; Thermo Jarrel Ash Corp., Franklin, MA, USA) hataroztuk
meg. A készillékek kimutatasi hatara mindkét elemre 40 pg 1"'-nak adodik; a mérés soran 1000
mg 1'-es As és Se torzsoldatok (Merck) higitasaval, kiils6 kalibracié segitségével tortént a
mennyiségi meghatarozas. Bizonyos esetekben a roncsolméanyokat a jelre toltés utan redds
szliirdpapiron (Macherey-Nagel 619 G1/4; Diiren, Németorszag) at kellett sziirni, hogy a lebegd,
rendszerint nagy celluloztartalmi mintdbol megmaradd komponensek eltdvolitasaval
megakadalyozzuk az ICP-porlasztd kapillarisanak eltomddését. Ilyenkor természetesen a vak
mintdkat is ugyanennek a kezelésnek tettiik ki.

Ioncserélt vizként minden esetben Elgacan Ultra-Pure patronnal (Elga Ltd., High Wycombe
Bucks, Anglia) R >10 MQ ellenallasig tisztitott vizet hasznéltunk.

3.2. A MODOSULATANALITIKAI MINTAELOKESZITESEK SORAN FELHASZNALT VEGYSZEREK,

STANDARDOK ES ALTALANOSAN ALKALMAZOTT BERENDEZESEK ISMERTETESE

Vizsgalataink soran analitikai tisztasdga vegyszerekkel dolgoztunk. A kiilonb6z6 pufferek
készitéséhez alkalmazott TRIS, K,HPO4 és KH,PO4 sdkat, citromsavat, a pH-allitdsara szolgald

NaOH-t és sosavat a Reanal cégtdl (Budapest) szereztiik be. A részben mintaeldkészitési,
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részben kromatografiai célokra hasznalt, HPLC-tisztasagli metanol és etanol Carlo Erba (Milano,
Olaszorszag) gyartmany volt. Az enzimek koziil a sejtfalbontd drizeladzt (Basidiomycetes ssp.;
0,81 U mg" készitmény) és tripszint (sertés hasnyalmirigybél; 1645 U mg™' készitmény) a Fluka
(Buchs, Svéjc), a pepszint (sertésgyomorbol; 452 U mg™ készitmény), a VIl-es tipust lipazt
(Candida rugosa; 875 U mg" készitmény), a XIV-es tipusu protedzt (Streptomyces griseus;
4,8 U mg' készitmény) és a ,lysing” enzimet (Trichoderma harzianum; aktivitis-megjeldlés
nélkiil) a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), mig a prondzt (Streptomyces griseus; 11400-
11417 U mg™ készitmény) a Merck cég szallitotta. A protedz inhibitorok kozill a PMSF-et a
Fluka, mig a folyékony inhibitor koktélt a Sigma-Aldrich cégtdl szereztiik be. Az emulgeélasi ill.
zsirtalanitasi célra szolgald Na-taurokolatot és ciklohexant a Reanalt6l, mig a gumiarabikumot a
Sigma-Aldrich cégtdl rendeltiik. Az NH4HCO; puffer készitéséhez Riedel-de Haén (Seelze,
Németorszag) terméket hasznaltunk. Az alkalmazott enzimek, pufferek ¢és egyéb reagensek As-
ill. Se-tartalma az ICP-OES késziilék kimutatdsi hatara alattinak (bemérésre szamitva:
<0,4 ug g készitmény) adodott.

A D,L-szelenometionint (SeMet), D,L-szelenoetionint (SeEt), D,L-szelenocisztint (SeCys;)
¢és natrium-szelenatot (Se(VI)) a Sigma-Aldrich cég szallitotta, 97-99%-os tisztasagban. Se(IV)
moédosulatként a Merck altal forgalmazott, szelénre nézve 1000 mg 1" koncentracioju SeO,-
torzsoldatot hasznaltuk.

A centrifugalasi feladatokat a Hettich Zentrifugen cég (Tuttlingen, Németorszag) ,,Micro
22R” jell, hiithetdé és cserélhetd rotorral felszerelt centrifugdjaval hajtottuk végre. A HPLC
mérésekre szant oldatokat cserélheté membranlappal ellatott, 0,45 um porusatmérdji, celluloz-
nitrat fecskenddszlirovel (Whatman; Maidstone, Anglia) tisztitottuk meg a lebegd,
centrifugaldssal nem eltavolithatd komponensektdl. Bizonyos mintdknal Ultrafree-4 tipusjeld,
10 kDa vagasi értékii ultrasziirdmembrannal ellatott centrifugacsé-szlir6ket (Millipore; Bedford,

MA, USA) hasznaltuk az oldatok sziirést kovetd tovabbi, méret szerinti frakcionalasara.

3.3. STATISZTIKAI ELJARASOK

A kisérletek kiértékelése soran részben a Microsoft Excel 97 tablazatkezelé program
(Microsoft Corporation;, Redmond, WA, USA) statisztikai fliggvényeit (varianciaanalizis, 2-
mintas t-proba nem azonos szoérasnégyzeteknél /Welch-proba/), részben pedig az STATISTICA
5.0 statisztikai programcsomagjanak (StatSoft Inc.; Tulsa, OK, USA) bizonyos alkalmazésait
(RSM /feliilet-valasz modszer/) hasznaltam fel. Minden esetben 95%-0s megbizhatdsagi szintet

vettem figyelembe.
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4. EREDMENYEK

4.1. AZ ENZIMES MINTAELOKESZITES KRITIKAI VIZSGALATA AZ ARZEN MODOSULATANALITIKA
TERULETEN

Mint ahogy a 2.3.2.4. szamu irodalmi fejezetben bemutatasra keriilt, az enzimes
mintael6készités csupan a 90-es évek kdzepén jelent meg az arzén modosulatanalitika teriiletén,
¢s alkalmazhatosaganak megitélése meglehetdsen nehéz, mivel viszonylag kis szamu kisérletrdl
szamol be a szakirodalom. A meglévé eredmények alapjan ugy tlinik, hogy a ndvényi eredetii
mintdk (rizs, alma) matrixdnak bontdsanal, s igy az arzénmodosulatok kinyerésének
elésegitésénél a keményitdbontd enzimek hasznos szerepet tdlthetnek be, mig allati eredetii
mintaknal egyértelmi elényr6l nem lehet beszélni. Annyi bizonyos, hogy az els¢ As-
modosulatanalitikai CRM, a BCR-627 hitelesitd nemzetk6zi korelemzésénél az egyik résztvevd
tripszines bontassal megfeleld, a hiteles értékek megallapitasanal is figyelembe vett
eredményeket ért el az altaldban metanolos extrakcid hasznalatdhoz forduld, tobbi
laboratoriummal egyiitt [LAGARDE 1999]. Ennél a példanal maradva ugy gondolnank, hogy a
tripszines modszer vélasztasat nem feltétleniil a modszer egyéb eljarasokhoz képest megismert,
nagyobb kinyerési hatdsfokban vagy megbizhatébb eredményekben tiikr6z6dd eldnye, hanem
esetleg egyéb indokok, mint pl. a rendelkezésre 4all6 mérdrendszer és mas adottsdgok /
hianyossadgok indokoltak; ilyen lehet példaul a szerves oldoszer eltavolitasanak nehézsége vagy
rossz tapasztalatok az emulzioképzésre hajlamos, nagy zsirtartalmua tengeri mintaknal.

Kozvetett moédon ugyanakkor gyakran eldkeriil egy olyan mintacsoport, melynek esetében
az enzimes mintael6készités talan fontosabb, alapvetd szerepet tolthetne be: a tengeri eredeti,
alacsonyabb rendii novényekrdl, algadkrdl-hinarokrél-moszatfélékrdl van sz6. Ezen mintak az
utobbi években az As-modosulatanalitika taldn legkedveltebb céltargyai voltak, mivel (a)
egyrészt a reformtaplalkozas és a tavol-keleti étkezési szokasok megismerése révén egyre tobb
¢lelmiszer késziil veliik/bel6lik Nyugat-Eurépaban is, (b) 0Osszes arzéntartalmuk eléri-
meghaladhatja a 100 pug g értéket, amely komoly élelmiszer-biztonsagi aggalyokat vet fol ill.
(c) azonositott As-mddosulataik jelentds részét a tudoményteriilet napjaink taldn leginkabb
tanulmanyozott vegyliletcsoportja, az arzenocukrok alkotjdk. Ezen tipusti mintdknal a metanol-
viz eleggyel végzett extrakcid szinte egyeduralkodonak szdmit annak ellenére, hogy nem ritka a
csupan 26% koriili kinyerési hatasfok [GALLAGHER 2001]. Hasonléan kis hatdsfokot
tapasztaltak KOTREBAI et al. [1999b] zdldalga Se-moédosulatanalitikai vizsgalatanal is, a
legtobb — mas jellegli — mintanal kielégité eredményre vezetd prondz enzimes extrakcid ellenére.
Ez a megfigyelés vezetett arra, hogy az ebbe a csoportba tartozé mintdk modosulatanalitikai
vizsgélatdhoz a mintara legjellemzObb matrixkomponens, a sejtfal bontasara hasznalhatd
enzimes kezelést dolgozzak ki. Ez a korabban ilyen célra még nem alkalmazott eljaras kijelolheti
azt a teriiletet, ahol az arzén moddosulatanalitika valoban igénybe veheti az enzimes
mintael6készités eszkoztarat.

Mindemellett célszerlinek tlint objektiv, statisztikai médszerekkel megvizsgalni €s igazolni,
hogy vajon a szdmos alkalommal is idézett, tripszin hasznalatara épiilé mintaeldkészités valoban

»csak” esetleges modszertani okok miatt keriilt-e felhasznalasra tengeri (hal)mintdk esetén,
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avagy valodi extrakciondveld tényezdként kell vele szamolni és ajanlani a szerves oldoszerrel
végrehajtott extrakcids technikdk helyett. A vizsgélat sziikségessége annak a megfigyelésnek az
okan mertiilt fel, amelyre hitelesitési célbdl elemzett kagylominta sordn jutottunk; végil a
kovetkeztetések altalanossdgat egy masik nemzetkdzi korelemzés soran kapott LRM-jeldlt
halmintan probaltam ki.

Ez a két kisérletsorozat alkalmasnak tlint az enzimes mintael6készitésnek az As-
modosulatanalitika kiterjesztett, nem csupan keményitéalapu matrixokkal jellemzett teriiletén

elfogadott 1étjogosultsaganak eldontésére és esetleges 1j alkalmazasi példak bemutatasara.

4.1.1. Arzénnel dusitott zoldalga As-modosulatanalitikai elokészitése és vizsgalata

4.1.1.1. A minta bemutatasa és a valasztott mintael6készitési megkozelités ismertetése

A ,,BIOMA-6” jeloléssel ellatott, As-modosulatanalitikai referenciaanyag célzattal eldallitott
mintat a Cseh Koztarsasagbol, a pragai ,,ANALYTIKA spol. s.r.0.” cégtdl kaptuk. A minden
bizonnyal Chlorella fajhoz tartozd algabol arzéntartalmu tapkoézegben végzett fermentéacio
segitségével allitottdk eld azt a biomasszat, amelybdl centrifugalassal és fagyasztva szaritassal
alakitottak ki a végsd, por alakt készitményt. Ennek a s6tétzold szinii algapornak 31,0 pg g'l-ot
(RSD: 3,2%) tett ki az Osszes As-tartalma, amely nagysagrendileg egyezik a tengeri eredetd,
alacsonyabb rendli novényekben kimutatott mennyiséggel. A mintaeldkészitési eljarasok
tervezésénél figyelembe vettem az As-moddosulatanalitikdban altaldnosan javasolt, metanol-viz
oldoszerelegy hasznalatara épité modszereket is, és ezeket egészitettem ki enzimes eljarasokkal.
A HPLC-HG-AFS kromatografias elvalasztds jellemzoit IPOLYI et al. [2001a] kozleménye

tartalmazza.

4.1.1.2. A felhasznalt vegyszerek és alkalmazott mintaeldkészitési eljarasok bemutatasa

Az arzénnel dusitott algaminta modosulatanalitikai eldkészitése soran metanol-viz
kiilonb6zé aranya elegyeivel, valamint drizelaz és prondz enzimekkel hajtottam végre
kezeléseket, melyek jellemzdit a 3.2. fejezet hordozza, a pufferek készitéséhez hasznalt TRIS,
K,HPO4, KH,POs sokkal egyiitt. A mintaelokészitéseket 15 ml-es fioldkban végeztem,
amelyekbe egyenként 160-170 mg As-dusitott algaport mértem ki, majd a kovetkezdekben (A-
D) ismertetett extrakciok keriiltek sorra, 200 perc’' fordulatszamu razogép segitségével. Az
egyenként 3 parhuzamossal végrehajtott mintaelokészitd 1épések utan centrifugalassal (3700 g,
15 perc, 20°C) valasztottam szét az oldhatatlan részt az extrahalt komponensektdl; a ,,D” betiivel
jelolt modszer esetén a 1étrejovo iiledéket hasznaltam fel a soron kdvetkezo 1épéshez.

A., 3,6 ml ioncserélt viz (pH=5,7), 1 6ran keresztiil, szobahdmérsékleten;

B., 3,6 ml, 1:9 V/V ardnyu metanol:viz elegy, 1 6ran keresztiil, szobahémérsékleten;

C., 3,6 ml, 1:1 V/V aranya metanol:viz elegy, 1 o6ran keresztiil, szobahdmérsékleten;

D., 1. Iépés: 3,6 ml ioncserélt viz (pH=5,7), 1 6rén keresztiil, szobahdmérsékleten; 2. 1€pés:
3,6 ml, 0,05 mol I"" TRIS-HCI pufferben (pH=7,0) pufferben oldott 1 m/v %-os drizelaz oldat,
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4 6ran keresztiil, 37°C hémérsékleten; 3. 1épés: 3,6 ml, 0,05 mol 1! fosztatpufferben (pH=7,4)
oldott 0,5 m/v %-0s pronaz oldat, 21 6ran keresztiil, 37°C homérsékleten.

A miveletek befejezése utan a centrifugaldssal Iétrejové feliliszokat 0,45 pm
porusatmérdjii fecskenddsziirén keresztiil juttattam 5,0 ml-es mérélombikokba ¢és ioncserélt
vizzel toltottem jelre. Az igy kapott oldatok keriiltek HPLC (As-moddosulatanalitikai)
vizsgélatokra. Az tliledéket és a hozzajuk tartoz6 membransziirélapokat savas roncsolassal (3.1.

fejezet) tartam fel a maradék arzéntartalom megallapitasa végett.

4.1.1.3. A kiilonb6zd mintael6készitési mddszerek és az elért extrakcids hatasfokok bemutatasa —

az eredménvyek értékelése

Mint ahogyan az irodalmi szakaszban bemutattam, az arzén modosulatanalitikai
mintaelOkészités egyik f6 modszerének a metanol-viz olddszereleggyel torténd kezelés szamit
(2.3.2.3. szakasz). Ugyanakkor ezen eljards — a széles tartomanyban (0-100%) végbevihetd
oldoszer-elegyitési lehetdség ellenére — nem nyudjt minden mintara tokéletesen alkalmazhatd
megoldast, hiszen nem szamit ritkasagnak a még 50%-os kinyerési hatidsfokot sem elérd
extrakcids eredmény (5. Melléklet tablazata). Kifejezetten modosulatanalitikai referenciaanyag
céljabol készitett, mesterséges As-tartalmu tdpkdzegben fermentalt algamintaval GOESSLER et
al. [1997] végeztek modosulatanalitikai méréseket, melynek elokészitése soran a 4:6 V/V aranyu
metanol:viz olddszereleggyel 100% koriili extrakciot értek el. Az altaluk vizsgalt alga azonban
valoszinlileg eltérd fermentacios eljarassal késziilhetett, mivel tobb mint két nagysagrenddel
nagyobb, és 99%-ban As(V)-bdl allo arzéntartalom jellemezte — amelyrdl pedig ismert, hogy
kinyerése altalaban nem iitkozik akadalyokba a masik szervetlen As-moddosulathoz, az As(IlI)-
hoz képest (lasd 2.3.2.6. fejezet).

Ennél az algamintanal az ,,A”, ,,B” és ”C” mintaelokészitési eljarasok képezték a kiillonb6zo
aranyi metanol-viz eleggyel végzett kezeléseket, €s sorban 77%, 78% és 80% kinyerési
hatasfokra vezettek az Osszes kinyert As-tartalmat illetden. A hdrom modszer végeredményei
kozott a paronként elvégzett statisztikai vizsgalat (Welch-préba) nem tart fel szignifikdns
kiilonbséget. Ezt kovetden az ililedékben maradt, kb. 20%-ot kitevd As kinyerésére az el6z6
modszerektdl teljesen eltérdé mechanizmusu, enzimes mintael6készitést hasznaltam fel, mely két,
egymast kovetd 1€pésbdl allt: eldszor sejtfalbontd enzimmel (drizelaz) kezeltem a maradékot,
majd fehérjebontasi szakasz kovetkezett, pronaz enzimmel. A drizeldz a ndévényi alapa
protoplasztképzés gyakran hasznalt enzimkeveréke, és varhatdo volt, hogy alkalmazéasaval
szamottevd ndvekedést lehetne elérni a kinyerési hatasfok teriiletén. A fehérjebontési szakasz
sziikségességének elméleti hatteréiil pedig az szolgalt, hogy az algafélék fehérjetartalma a
vizelvonast kdvetden, szarazanyagra vetitve joval 10 m/m % fo6lé keriilhet [PIORRECK 1984],
ezaltal matrixalkoto6 szerepiik jelentdssé valhat, akadalyozva pl. az As(IlI)-modosulat kinyerését.
Az igy haromlépcsdssé alakult, ,,D” jelii kezelés els6 1épésének a metanol nélkiili, kizarolag
ioncserélt vizzel végrehajtott extrakciot valasztottam, mivel igy elkeriilhetové valt a
centrifugalassal esetleg nem teljesen eltavolitott metanol altal kivaltott enzimaktivitas-csokkenés,

masrészt a statisztikai elemzés nem igazolta a metanol hasznalatanak fontossagat.
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Az algaminta mar modosulatanalitikai informacioval is kiegészitett, haromlépéses
mintaelékészités segitségével kapott mérési eredményeit az 1. tablazat hordozza. A 31,0 pg g’
Osszes As-tartalmu algédbdl a haromlépéses extrakcid utan fennmarado tiledékben az ICP-OES
kimutatasi hatéra alatti arzén maradt (K.H.= 40 pg 1" oldatban, amely a bemérés és 6sszes As-
tartalom alapjan abszolat értékben 1,2 pg g'-ot jelent), tehat a kinyerési hatasfok biztosan
meghaladta a 96%-ot. A HPLC-HG-AFS rendszer segitségével azonositott As-modosulatok
(arzén egyenértékben szamitva) 27,3 ug g'-ot tettek ki, tehat az osszes mennyiségre vetitve az
azonositasi arany 88%-nak adodik. A két érték kozotti kiillonbség valdsziniileg a nem
hidridképzé — pl. arzenocukor jellegi — As-modosulatok jelenlétébdl fakad, melyek a
szakirodalom alapjan minden alacsonyabb rendli ndvényi szervezetbdl kimutathatéoak é&s
azonosithatéak — amennyiben a sziikséges standardok ¢és miiszerek, tehat molekulaszintii

azonositasra alkalmas MS, pl. ESI-MS rendelkezésre allnak.

1. Tablazat. Az arzénnel disitott algaminta hiromlépéses mintael6készitése révén Kinyert As-médosulatok
megoszlasanak és az elért kinyerési hatasfoknak bemutatasa. K.H. = kimutatasi hatar

‘ n HPLC-HG-AFS eredmények, ICP-OES eredmények,
Mérérendszer a1, RO
ug As g minta ug As g minta
Mmtaeloke;szﬁes/ Vizes Sejtfal- | Fehérje- > , . Nem o Mlnta Kinyerési
azonositott ., . y Osszesitve kinyerhetd 0sszes .
modosulatok extrakei6 | bontds | bontas As-tartalom | As-tartalma hatasfok
As(11T) 5,38 0,49 0,33 6,20
MMA(V) 9,45 0,41 <K.H. 9,86
DMA(V) 0,82 0,49 0,82 2,13
As(V) 8,48 0,65 <K.H. 9,13
Osszesitve 24,13 2,04 1,15 27,32 <12 31,0 >96%
Az azonositott As-
modgmulatczk 78 7 3 38
megoszlasa az Osszes
As-tartalom %-aban

Az 1. tabldzat adatai alapjan egyértelmii, hogy az ioncserélt vizzel végzett extrakcionak
felszabaditott As-modosulatok dontd 78%-a. A
sejtfalbontassal még tovabbi 7% nyerhetd ki, és valosziniileg igy valik teljess¢ az MMA(V) és

tulajdonithatd a mintabol tobbsége,
As(V) extrakcidja is, hiszen a tovabbi kezelések soran nem szabadultak fel kimutathato
mértékben. A DMA(V) ¢és As(Ill) tekintetében a 3., fehérjebontasi 1épés még mérhetd
mennyiségben vitt oldatba e két moddosulatbol; ugyanakkor nem igazolddott be az As(II)
kapcsan felmertilt kétely, miszerint fehérjebontas nélkiil jelentds kinyerési veszteség kovetkezne
be, hiszen a pronaz altal felszabaditott 0,33 ug g mennyiség csak mintegy 5%-4t tette ki a teljes,
6,20 ug g'-nak. A DMA(V) ennél a mintinal megismert, fehérjebontast is igényld extrakcios
viselkedésére nem talalni példat a szakirodalomban: a 3. 1épés nélkiil 0,82 pg g'-mal (38%-kal)
kevesebbet mutattunk volna ki ebbdl a mddosulatbol. Eziddig csupan egyetlen forrast talaltam,
mely a DMA(V) olykor nem tokéletes extrakciojara utal: csirkemell izomszdvetbdl metanolos
kezelés nélkiil, kizarolag ioncserélt vizzel nem lehetett tokéletes kinyerést elérni [SEAS 2002].

Nem kizart, hogy az enzimes kezeléssel 1étrejovd fehérjebontds és a metanol altal okozott
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fehérjedenaturalas ennél a mintandl hasonldé eredményekre vezetne az ugyanarra a
matrixalkotdra kifejtett hatds révén, azonban ehhez tovabbi vizsgalatokra lenne sziikség.
Mindezekkel egyiitt a fehérjebontasnak tulajdonithatd 3%-os extrakcidndvekedés statisztikai
vizsgélatok alapjan mar nem szamit szignifikansnak az elsé két 1épés eredményeihez képest.
Ezzel ellentétben a sejtfalbontas altal eredményezett 7% tobblet szignifikansnak bizonyult, tehat
ez a lépés valoban hasznos és sziikséges volt — nem csupan az Osszes As-kinyerés, hanem az

egyenkénti modosulatok szemsz9gébdl is, hiszen mindegyik extrakcidjahoz hozza tudott jarulni.

4.1.2. Referenciaanyag célzattal Kkészitett sima lepénvhal (Pleuronoctes platessa) As-

modosulatanalitikai elokészitése az enzimes modszerek hasznalhatosaganak tiikrében

4.1.2.1. Tapasztalati elozmények tengeri kagyldémintakon végzett kisérletek alapjan

A 2.3.2.4. alfejezetben ismertettem az As-modosulatanalitika enzimes mintaelkészitésének
elméleti hatterét, kiemelve azt a jellegzetességet, amely a legfobb kiilonbséget okozza a szelén-
ill. arzéntartalmu mintak kezelése kozott: mig szelén esetében a felhasznalt enzimek kozvetleniil
bizonyos Se-moédosulatokra (pl. a szeleno-aminosavakra) hatnak, addig a masik elemnél ez a
hatas csak kozvetett, mivel az enzimek a mintamatrix bontasan keresztiil jarulnak hozza az As-
modosulatok  felszabadulasahoz. Ebbdl kovetkezik, hogy mig szelénnél az enzimes
mintaeldkészités a ,kotelezéen” valasztanddo moédszerek egyike, addig arzénnél inkabb csak
kiegészitd jellegli, nem feltétleniil alkalmazandé eljarasrol van szo.

Az el6z6 alfejezetben sikeriilt bizonyitani, hogy — legalabbis alacsonyabb rendii névényi
szervezetek kezelésénél — a sejtfalbontds szignifikdns mértékben javitott az extrakcios
hatasfokon. Allati eredetli mintaknal természetesen ilyen enzimre nincs sziikség, és a
fehérjebontd kezelés szerepelhet a jarulékos mintaeldkészitések kozott. 1998 és 2002 kozott
tanszékiink folyamatosan szerepet vallalt az els6, akar tobb elem egyiittes mdodosulatanalitikai
mérésének hitelesitésére szant CRM-jelolt, a T34, T36, T37 és T38 jelek alatt futd
osztrigakészitmény nemzetkdzi korelemzésében (,,Mulspot project”), a 9. szamu laboratérium
megjelolés alatt [MULSPOT 1998, MCSHEEHY 2003a]. A tobbéves munka folyaman a lehetd
legegyszeriibb mintaelOkészitésre vald torekvés €s Osztonzés miatt ill. a rendelkezésre allo
mérdrendszer kivanalmaihoz igazodva egylépéses, emelt hdmérsékleten (70-80°C) végrehajtott,
ioncserélt vizzel torténd extrakcid hasznalata mellett dontottiink. Ez a minddssze egyetlen Oras
eljaras 86-90%-0s As-kinyerési hatdsfok elérését tette lehetdvé, amely — mint késébb, a
hitelesitési 0Osszejovetelek soran bizonyossdgot nyert — a metanol haszndlatara épitd
modszerekkel teljesen egyezd és nemzetkozi szinten helytdlld eredményre vezetett. Tripszin
vagy egyéb enzim alkalmazésara a részt vevo tiz laboratorium mintaeldkészitési eljarasai kozott
nem akadt példa. Korabban, az elsé As-modosulatanalitikai hiteles anyagminta, a CRM-627
eldallitasanal szerepelt egy enzimes modszer (4.1. fejezet ill. LAGARDE [1999]), mely abban az
esetben megfeleld és felhasznalhaté mintael6készitésnek adodott. A kérdés tehat adott: jar-e
egyértelmii eldnnyel, bir-e kiillondsebb okkal az enzimes technika felhasznalasa a tengeri
allatokbol szarmazo6 mintatipus modosulatanalitikai mintael6készitésénél. A vélasz megadasara a

kovetkezé nemzetkdzi korelemzésben valo szerepvallalas soran keriilt sor.
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4.1.2.2. A halminta bemutatisa és a valasztott mintaclékészitési megkozelités ismertetése

A ,SEAS Project” keretében [SEAS 2002] sima lepényhalbdl késziilt, As-

modosulatanalitikai minta elokészitését €s elemzését hajtottuk végre. A minta LRM-jeloltként,

tehat referenciaanyag mindségben ¢érkezett hozzank: por alakt, 125 pm-nél kisebb
szemcseméretli, fagyasztva szaritassal viztelenitett, kell6 mértékben stabil ¢és homogén
készitményen hajtottuk végre a vizsgalatokat. Az utobbi két méréssorozat, tehat a stabilitas- €s
homogenitasvizsgalat teljesitése soran a méréseket végzd laboratorium (mely azonos a
BRANCH [1994] kozlemény hattérintézményével) minden esetben enzimes mintaelokészitést
hajtott végre, melynek paramétereit a korelemzésben szerepet vallald laboratdériumok részére is
hozzaférhetové tették. A korabbi ,,Mulspot” mintdkhoz képest itt tehat adott volt egy
mintaelOkészitési modszer, mely ennél a halmintanal kétséget kizaroan alkalmasnak bizonyult az
As-modosulatanalitikai célokra; ebbdl kifolydlag nem volt célszerli a korelemzési célzata
méréseinket eltérd eljarassal kezelni. Ugyanakkor a rendelkezésre 4all6 minta mennyisége
lehetdvé tette, hogy modszeres, eldre tervezett megkdzelités révén megallapithassuk, sziikséges-
e enzimet felhasznalni a lepényhal As-méddosulatanalitikai mintael6készitése soran.

A vizsgalatok HPLC-UV-HG-AFS elvalasztastechnikai oldalat SZABO  [2003]
diplomadolgozata tartalmazza; értekezésemben csak a mintaelokészités optimalasara vonatkozo

szakaszokra helyezem a hangsulyt.

4.1.2.3. A felhasznalt vegyszerek és alkalmazott mintaelokészitési eljarasok bemutatasa

A vizsgalatok soran felhasznalt NHsHCO;, HNO;, H,0, és tripszin jellemzdit a 3.2.
fejezetben mutattam be. A korelemzési feladatokhoz a SEAS program keretében ismertetett
paramétersereget hasznaltam fel, mely a kdvetkez6 modon alakitotta ki a mintaeldkészités
menetét: 0,5 g mintat 15 ml-es fiolaban 6,5 ml, 0,1 mol 1! koncentracioju NH4sHCO; pufferben
(pH=8,0) oldottam fel; ezt a folyamatot ultrahangos berendezés segitségével gyorsitottam. Ezt
kovetden az elézdvel azonos puffer 1 ml-ével 75 mg tripszin enzimet juttattam az elegyhez, és
osszekeverés utdn termosztalt razofiirdében 37°C hémérsékleten, 14 oran at 200 perc’
fordulatszamon razattam. A 3 parhuzamossal végrehajtott enzimes kezelés utan centrifugalassal
(4100 g, 25 perc, 20°C) valasztottam szét az oldhatatlan részt az extrahalt komponensektdl, majd
a létrejovo tiledéket vortex berendezés segitségével még kétszer, egyenként 1-1 ml pufferoldattal
oOblitettem at, és Ujra elvégeztem a korabban ismertetett centrifugéldsi 1épéseket. A miiveletek
befejezése utan a centrifugéaldssal kapott, Osszetartozo feliiluszokat 0,45 um porusatmérdji
fecskenddsziiron keresztiil juttattam 10,0 ml-es mér6lombikokba, amelyeket ioncserélt vizzel
toltottem jelre. Az igy kapott oldatok kertiltek a HPLC (As-modosulatanalitikai) és parhuzamos
ICP-OES (0sszes As-tartalom) vizsgalatokra.

Az iiledékeket és a hozzajuk tartozd6 membransziirélapokat savas roncsolassal (3.1. fejezet)
tartam fel a maradék arzéntartalom megallapitasa végett, és a halminta Osszes As-tartalmat

ugyanilyen eljarassal hataroztam meg.
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4.1.2.4. Az enzimes mintael6készités fobb paramétereinek jarulékos optiméalasa

Az eldézéekben ismertetett enzimes modszer két olyan paraméterrel rendelkezik, melyek
modositasa jelentds mértékben befolyasolhatja a kinyerési hatasfok alakulésat: a minta / enzim
arany valtoztatasarol ¢és a kezelés id6tartamarol van szd. Elvileg a kezelési homérséklet és a
razasi fordulatszam is bemeneti valtozoként kezelhetd, azonban ezek kevésbé szamitanak
rugalmas tényezének. Az el0z6t ugyanis a tripszin optimalis homérsékletének ismeretében
(37°C) adott, ismert tényezOnek vehetjiik; kisebb héfokon a folyamat egyértelmiien lassul az
enzim alkalmazasatol fiiggd és attol fiiggetlen extrakcios folyamatok lassuldsa miatt, amely
maga utdn vonja a hosszabb eldkészitésben rejtézd, mikrobiologiai tevékenység miatt kialakuld
modosulatatalakulds veszélyét. A homérséklet emelése csokkentheti a mikrobioldgiai behatas
lehetdségét, de felvetheti a szervetlen As-moddosulatok redox atmenete altal kivaltott As(III)-
As(V) atalakulasi folyamat problémajat. A keverési fordulatszam tekintetében a rendelkezésre
allé berendezésben a 160 perc™' mar lasstnak szamit és iilepedéshez vezethet, mig a 220 perc™ a
fiolak oldalara torténd mintakirakodast eredményez.

Két valtozo maradt tehat, melyek egymastol a jelen esetben nem feltétlentil fiiggetlenek. Az
enzimek in vitro koriilmények kozott, az in vivo aktivitasuk és inaktivalodasi iddtartamuk
tekintetében kedvezdtlenebb jellemvonasokkal birhatnak, amely az id6 fiiggvényében csékkend
aktivitasban Olt testet. Adott homérsékleten az inaktivalodasi gorbe ismert lehet és meg lehet
hatdrozni, mennyi id6 mulva esik le mar nem jelentds szintre az adott enzim aktivitdsa.
Ugyanakkor ennél a mintaeldkészitésnél maga a kevertetési folyamat — enzimek hasznalata
nélkiil — is biztosan hozzajarul az As-modosulatok kinyeréséhez. Ezaltal a kezelés id6tartama
soran allandoan valtozo koriilmények jonnek létre: az enzimes reakci6 inditasdnal a mintamatrix
még ¢ép, amelyre a kevertetés még csak kisebb hatast tud kifejteni, viszont az enzim teljes
aktivitasaval miikodhet. A kezelés sordn az enzim aktivitasa valosziniileg csokken, de a mar
részben bontott matrixbol a kevertetés konnyebben szabaditja fel az As-modosulatokat. gy
egyértelmii, hogy a kezelési idétartam minden bizonnyal fontos — ¢€s egyuttal optimalhatd
bemeneti valtozonak tekinthetd. A masik valtozo természetesen a minta / enzim ardny (m/m %-
ban kifejezve); ezt az értéket ndvelni érdemes, hogy csdkkentsiik a mintaeldokészités koltségeit €s
a rendszerhez juttatott, részben matrixként jelentkezé enzim mennyiségét. Természetesen keve-
sebb enzim lassabban tarja fel a mintat, igy hatassal lesz az optimalis kezelési idGtartamra is.

Amennyiben nem lehet egyértelmiien kizarni két valtozo fiiggetlenségét a fiiggd valtozéd
(Jelen esetben a kinyerési hatasfok) tekintetében, tigy nem is célszerli egymastol fliggetlen
optimalasi folyamatot vezetni. A statisztika fegyvertaranak egyik, erre az esetre kivaldan
alkalmazhat6 eljarasa a feliilet-valasz modszer (RSM): a két bemeneti, fliggetlen valtozo (x; =
kezelési iddtartam; x, = enzimkoncentracid) tervezett 1épésekben végrehajtott modositasaval €s a
fliggd valtozd (y = kinyerési hatasfok) értékeinek mérésével lehetdség nyilik arra, hogy pl. a
legkisebb négyzetek elvét kovetve polinom fiiggvénnyel kozelitsiik az y—(x;,x;) 0sszefiiggést.
Amennyiben a fliggvény megoldésait x;-x, tengelyli koordinatarendszerben abrazoljuk, az
optimalis bemeneti paraméterekre utald y-értékek azonos feliileten helyezkednek majd el; innen

ered a ,felillet-valasz” elnevezés. Amig kiilonb6zé mérérendszerek paramétereinek
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optimalasanal az RSM ¢és mas, tobbvaltozos statisztikai modszerek haszndlata egyértelmiien
elterjedtnek tekinthetd, addig a mddosulatanalitikai mintaeldkészités teriiletén alig taldlunk ra
példat; ismereteim szerint KIRBY és MAHER [2002] arzén-, ill. MASSUMI et al. [2002] krom-
moédosulatanalitikai alkalmazasai szamitanak ritka kivételnek.

A (kinyerési hatasfok) vs. (kezelési idOtartam; minta/enzim ardny) Osszefiiggés
megallapitasahoz sziikséges bemeneti valtozok vizsgalt értékeit és az alkalmazasuk segitségével
elért kinyerési hatasfokokat a 7. Melléklet tablazata hordozza.

4.1.2.5. A halminta modosulatanalitikai elemzése és a mintaelOkészités optimalasa soran kapott

eredménvek értékelése

A lepényhal As-tartalménak megoszlasat és 6sszes ill. mddosulatokra vonatkozo értékeit a 2.
tablazat ismerteti. A halmintat szolgaltatd laboratérium altal hasznalt enzimes moddszerrel
99,5%-0s kinyerési hatasfokot lehetett elérni, amely gyakorlatilag teljes extrakcidt jelent.
Egyetlen modosulatot, az AsB-t lehetett mennyiségileg és mindségileg is meghatarozni, mely az
extrahalt As-tartalom 84,4%-at tette ki. A kinyert és azonositott érték kiilonbsége egyrészt olyan
modosulatok jelenlétébdl fakadhat, melyek az alkalmazott UV-besugarzas utan sem képeznek
hidridet, igy mintegy ,.elvesznek” az AFS detektor szdmdara, masrészt a modosulatanalitikai
mérések bizonytalansaga sokszorosa az ICP-OES meghatarozasoknak, tehat nem zarhato ki a
ténylegesen nagyobb azonositasi arany megléte. Ugyanakkor fontos kiemelni, hogy az altalunk
szolgaltatott, tablazatban bemutatott mérési eredmények a SEAS nemzetkdzi korelemzésben
megegyeztek a parhuzamosan dolgozo kiilfoldi laboratériumok eredményeivel, tehat a teljes
mérésre vonatkozoan (beleértve a mintaeldkészitést is) nem all fenn mddszeres hiba jelenléte €s
a rendszer valédi mintdk mérésére alkalmasnak tekinthetd. Egy ilyen, ténylegesen gyakorlati
¢lelmiszerminta (mélyfagyasztott tengeri rak) As-moddosulatanalitikai mintaelokészitését ¢és
mérését SZABO [2003] diplomadolgozata részletezi.

2. Tablazat. A”SEAS” jelii halmintabél savas roncsolassal ill. enzimes mintael6készités segitségével kinyert
osszes As- és AsB-tartalom.

Mérorendszer / As-megoszlas ICP-OES HPLC-UV-HG-AFS
Osszes As, pg g = RSD 43,7+1,1 —
Enzimes extrakcioval kinyert As, pg g + RSD 435+ 2,1 —
AsB-tartalom, ug As g”' + RSD — 36,7+ 7,8
Kinyerési hatasfok az 6sszes As-tartalom %-aban 99,5 —
Azonositasi hatasfok a kinyert As-tartalom %-aban 84,4 —

Az eredeti mintaelokészitési modszer alkalmazédsanak sziikségességét ill. az adott
paramétereknek az elméleti optimalis értéktdl vald tavolsagat az eldzd alfejezetben leirtak
alapjan, statisztikai elveken nyugvé megkdozelitéssel vizsgaltuk meg. A STATISTICA statisztikai
programcsomag segitségével a 7. Mellékletben szerepld adatok alapjan kozelitett polinom
fliggvény megoldasai a 3. abra lathatoak; sajnos a program magyar nyelvii valtozata nem volt

hozzaftérhetd, igy a feliratok angol nyelviiek és magyarazatukat az abrafelirat tartalmazza.
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30 Surface Plot (Dh.STA 10v22¢)
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Bl zbove

| Distance Weighted Least Squares

3. Abra. A 7. Mellékletben bemutatott fiiggetlen valtozé parositasok altal eredményezett As-kinyerési
hatasfok értékek alapjan, a legkisebb négyzetek elvét kovetve (,,Distance Weighted Least Squares”) illesztett
polinom fiiggvény megoldasait bemutaté 3 dimenzios kép (,,3 D Surface Plot”). VAR1=extrakci6 idétartama

oraban; VAR2=tripszin koncentracié m/m %-ban; VAR3=As-kinyerési hatasfok, %-ban. A fehér pontok a
mellékletben ismertetett parositasokhoz tartozé mérési eredményeket mutatjak. A zold teriiletek kisebb, mig
a voroses részek a nagyobb kinyerési hatasfokra utalnak; ,,above” jelentése: felett.

Az ébra alapjan elsOsorban az tiinik szembe, hogy a két valtozo koziil az extrakcios ido
(VAR1) joval fontosabb tényezd az enzimkoncentracional. Bar a fliggetlen valtozd parositasok
nem fedik le teljesen az Gsszes lehetséges variaciot, egyértelmiien kideriil, hogy amennyiben a
razatas legalabb 5-6 orat tesz ki, ugy enzim hasznalatara egyaltalan nincs sziikség a nagy (90%-
ot meghalado) extrakcids hatasfok eléréséhez. Rovidebb extrakcios idé esetében pedig még a
10 m/m %-ot meghaladd enzim adagolidsaval sem lehet 85-87%-0s hatisfok folé keriilni.
Osszefoglalasképpen azt lehet kijelenteni, hogy az NH4HCO; puffer — és nagy valdsziniiség
szerint mar az ioncserélt viz is — az alkalmazott homérsékleten enzim hasznalata nélkiil,
viszonylag révid 1d6 (5-6 ora) alatt is mennyisé€gileg azonos kinyerésre vezetett az eredetileg
hasznalt tripszines mintaelokészitéssel. Ezaltal egyszertiibb, kisebb koltségigényli ¢és a
mintamatrixot enzimfehérjékkel tovabb nem terheld mintaelokészitési modszert lehet valasztani.

Természetesen ezen optimalasi folyamat eredménye nem vihetd at teljes mértékben mas
tengeri eredetli (hal, rdk, kagyl6) minta mérésére; bar eddig nem talalkoztunk sem olyan
kozleménnyel, mely az ilyen jellegli mintak enzimes mintaelokészités egyértelmii elonyeire utalt
volna, és — mint ahogy az osztrigaminta esetén is bizonyossa valt — laboratériumunk sem igazolta
a tripszin hasznalatanak sziikségességét. Nagyon valdszinii, hogy a tengeri (és allati eredetii)

mintak zsirtartalma sokkal fontosabb ¢és dontobb jellegli paraméterként kell, hogy szerepeljen
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egy ismeretlen minta As-modosulatanalitikai mintaelokészitésének tervezésénél, mint a

fehérjebontd enzimes kezelés felhaszndlasanak kérdése.

4.1.3. A vizsgalt arzéntartalmu mintak enzimes mintaelokészitésének kritikai vizsgalata

soran elért aj tudomanyos eredmények

Arzénnel dusitott algaminta vizsgéalataval igazoltam, hogy sejtfalbontd (drizeldz) enzimes
kezeléssel szignifikdns mértékben novelni lehet mind az Osszes arzén, mind pedig az As-
moédosulatok kinyerését.

Tobbvaltozos statisztikai modszer (RSM) segitségével igazoltam, hogy természetes (nem
dusitott) As-tartalmi halminta modosulatanalitikai mintaelékészitése soran fehérjebonto
enzimmel (tripszinnel) végzett kezeléssel nem lehetett szignifikansan nagyobb As-kinyerési

hatasfokot elérni az enzimet nem alkalmaz6 médszerek hasznéalatdhoz képest.

4.2. SZELENNEL DUSITOTT ELESZTOMINTAK MODOSULATANALITIKAI MINTAELOKESZITESENEK

KIDOLGOZASA

A szelén modosulatanalitika kétségteleniil leggyakrabban vizsgalt mintaja a Se-dusitott
pékélesztd (Saccharomyces cerevisiae; 1d. 2.3.1.5.3. alfejezet). Kiilonosen a CLARK-féle
tanulmany [1996] kozlése oOta jelentek meg egyre nagyobb szamban az ezzel a viszonylag
konnyen eléallithato, tilnyomorészt SeMet-t tartalmazo6 €s elvileg a legtdbb, szelénpotlasi céllal
forgalomba hozott étrendi kiegészitd alapjaul szolgalo, egysejtii ¢l6lénnyel foglalkozd cikkek.
Mivel a Se-modosulatanalitika a mai napig nem rendelkezik egyetlen referenciaanyaggal sem, a
szelénes ¢€lesztd alkalmasnak tiint arra is, hogy ezt az Urt betdltve nemzetkdzi korelemzések
alapjat képezze, s igy jaruljon hozza a tudomanyteriilet fejlédéséhez. Ugyanakkor hamar
vilagossa valt, hogy az ¢élesztok fajtol és fermentacios paraméterektdl fliggden eltérd dsszetételin
biomasszat képeznek, amely megnyilvanulhat egyrészt a SeMet és a tobbi, kisebb mennyiségben
eléfordulo, koztes Se-anyagcsere vegyiilet (pl. Se-adenozil-szarmazékok) kiilonb6z6 mennyiségi
aranyaiban, masrészt az ¢lesztd fehérjéken kiviili sejtalkotoinak, példaul a lipidek és a sejtfal
Osszetételének / relativ mennyiségének valtozdsaban. Hasonl6 moédon, a fermentacid soran
felhasznalhat6 szervetlen szelénmoddosulatok (Se(VI), Se(IV)) tipusa, valamint az adagolas — és
igy a fermentacid vezetésének (rataplalasos /’fed-batch”/ vagy folytonos) — jellege is
nagymértékben befolyasolhatja mind az elérhetd dusitas mértékét, mind pedig a beépiilés fokat.
Az utdbbi jellemvonas kiilondsen fontos, hiszen rosszul vezetett fermentacid esetén jelentOs
mennyiségl szervetlen szelénsé maradhat az élesztokészitményben, amely az igy egyszerre jelen
1évo, kiilonb6zd Se-modosulatok eltérd biologiai hozzaférhetdségén, felvehetdségén ¢Es
hasznosulasan keresztiil nehézz¢ teszi a felhasznaldsi mod és a napi fogyaszthatdé mennyiség
megadasat. Mar az els6 védett szabadalom is, melyet Se-dusitott ¢lesztd eldallitasara nyujtottak
be [NAGODAWITHANA 1985], kiemelten foglalkozott a szervetlen szelén jelenlétének
kozvetett mdédon, modosulatanalitikai mérések nélkiil (metilénkék-redukcios teszt révén) torténd
kizarasaval, amelyet masok is atvettek [DEMIRCI 1999a,b].
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Az Osszetételben tapasztalt eltérések azt eredményezték, hogy egy ideig egymasnak részben
ellentmond6 kozlemények jelentek meg a pékélesztd altal hordozott Se-modosulatokrdl és az
egyébként hasonld mintaeldkészitési eljarasok altal elérhetd kinyerési hatasfok értékeirdl. Majd
1999-ben a Se-moédosulatanalitikai vizsgélatokkal foglalkozoé laboratériumok szédmara, igy
tanszékiinknek is, elérhetdvé valt a ,,Se-21” jeli élesztdminta, mely kimondottan a
mintaeldkészitési modszerek és modosulatanalitikai mérdrendszerek Gsszevetését célozta meg.
Ennek a mintanak a segitségével tobb eljarast dolgoztam ki és hasonlitottam Ossze, s ezaltal
kialakitottam egy 4ltalanos, a Se-modosulatanalitikai mintdk el6készitésére hasznalhatd
megkozelitést, egyfajta metodikat, melyet mas szelénes ¢élesztékon és a késdbbiekben
bemutatdsra keriil6 kalapos gomba ill. brazil dié6 mintdknal is felhaszndltam.

Ez az alfejezet a szelénnel dusitott élesztokon végzett, mddosulatanalitikai mintaeldkészités
fejlesztését célzd kisérleteimet mutatja be. A HPLC-mérdrendszerek kialakitasat, fejlesztési
1épéseit és mikodtetési koriilményeit a HPLC-HHPN-AFS 6sszeallitas esetében IPOLYT et al.
kozleménye [2001a] és ZUBOR [2000] diplomadolgozata ismerteti, mig a HPLC-UV-HG-AFS
csatolt rendszert IPOLYT et al. kozleménye [2001b] és CSABAI [2003] diplomadolgozata

tartalmazza.

4.2.1. A ..Se-21” jelu, szelénnel dusitott éleszto modosulatanalitikai mintaelokészitésének
kidolgozasa

4.2.1.1. A minta bemutatasa és a valasztott mintael6készitési megkozelités ismertetése

A ,,Se-217 jelti élesztominta eldallitdsarol nem rendelkeztiink adatokkal; elézetesen csupan a
készitmény koriilbeliili 0sszes Se-tartalma (1-2 mg g'1 nagysagrendben) és LRM szintl
elokezelése volt ismert — ez utdobbi mindsités szerint homogenitéasa és stabilitdsa alkalmassa tette
nemzetkozi korelemzéseken vald vizsgalatokra. A mintael6készitéssel kapcsolatban eldirdsok
nem szlkitették mozgasteremet; ebbdl kifolydlag olyan eljarasok alkalmazasat tliztem ki célul,
melyek segitségével a lehetd legtobb informaciot lehetett kinyerni a modosulatanalitikai
vizsgalatok soran. Igy mindenképpen célszeriinek tiint a kovetkezé modszerek alkalmazasa: (i)
az ioncserélt vizzel torténd extrakcid, mivel varhatoan az ezzel a 1épéssel extrahalt szervetlen Se-
moddosulat arulkodhat majd a fermentaciés folyamatban felhasznalt dusitdé vegyiiletrdl; (ii)
sejtfalbontd enzimmel végrehajtott kezelés, amely egyrészt felszabadithatja a sejtfalhoz kotédo,
Se-tartalmi komponenseket, és segitheti a fehérjebontd enzimek hozzaférését az intracellularis
fehérjékhez, masrészt a kinyerési hatdsfokban megmutatkoz6 hasznossaga/felesleges volta az
¢lesztd biomassza fermentaciot kovetd kezelési eljarasaira, pontosabban azok erdteljes/gyengéd
behatdsaira utalo jelként értelmezhetd; (iii) fehérjebontd enzimmel végzett kezelés, amely
elengedhetetlen a szerves eredetli, Se-tartalm(i mintak vizsgalatanal a feltételezhetéen fehérjékbe
(is) épiilt ill. fehérjealkotd Se-modosulatok miatt; (iv) lipidbontd enzim alkalmazasa, amely az
extrakciot és az azt kovetd elvalasztastechnikai 1épést teheti eredményesebbé és konnyebbé az
esetleg zavar6 mértékben jelen 1évd, matrixalkotd lipidek bontdsa altal. A kezeléseket mind
egyenként, mind pedig — ahol az egymasra épitéssel szinergens hatds kialakuldsara lehetett

szamitani — szekvencialis kialakitassal is végrehajtottam. Természetesen nem fordultam olyan
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modszerek egyedi hasznalatdhoz, melyek sziikségességét sem szakmailag, sem pedig irodalmi
adatokkal nem lehetett alatdmasztani — igy pl. csak lipidbont6d vagy csak sejtfalbontd enzimre

¢épitd extrakcidra nem keriilt sor.

4.2.1.2. A felhasznalt vegyszerek és alkalmazott mintaeldkészitési eljarasok bemutatisa

Az enzimes mintaelOkészités soran drizeldz, lipaz és pronaz enzimekkel hajtottam végre
kezeléseket, melyek jellemzdit a 3.2. fejezet tartalmazza, a pufferek készitéséhez hasznalt
KoHPO4 és KH,PO4 sokkal egyiitt. A mintaelokészitéseket 15 ml-es fioldkban végeztem,
amelyekbe egyenként 170-180 mg Se-dusitott élesztéport mértem ki, majd a kovetkezdekben (A-
D) ismertetett extrakciok keriiltek sorra, 180 perc’ fordulatszami, termosztalt razdgép
segitségével. Az egyenként 3 parhuzamossal végrehajtott mintaelokészitd 1épések utan
centrifugalassal (3700 g, 20 perc, 20°C) valasztottam szét az oldhatatlan részt az extrahalt
komponensektdl; tobblépéses modszer esetén a centrifugaldssal 1étrejovo tiledéket hasznaltam fel
a soron kovetkezd lépéshez. A ,B”, ,,C” ¢és ,D” eljarasokat az emlitett, teljes miveletre
vonatkoz6 parhuzamos méréseken kiviil még annyi kiegészitd parhuzamossal végeztem el, hogy
meg lehessen hatdrozni a 1€épésenkénti kinyerési hatasfok értékeit: ezekben az esetekben ugyanis
az adott mintaelokészitési miiveletet kdvetden a centrifugalassal levalasztott iiledék a soron
kovetkezd extrakcids 1épés helyett savas roncsoldsra keriilt, tehat tovabbi (pl. enzimes)
kezelésére mar nem nyilt lehetdség.

A., 3,6 ml, 0,05 mol I foszfatpufferben (pH=7,4) oldott 20 mg prondz enzimmel
végrehajtott kezelés, 21 oran keresztiil, 37°C hémérsékleten;

B., 1. 1épés: 3,6 ml ioncserélt viz (pH=5,7), 1 6ran keresztiil, 60°C homérsékleten; 2. 1€pés:
3,6 ml, 0,05 mol 1" foszfatpufferben (pH=7,4) oldott 20 mg pronazt tartalmazé oldat, 21 oran
keresztiil, 37°C homérsékleten;

C., 1. 1€pés: 3,6 ml ioncserélt viz (pH=5,7), 1 6rén keresztiil, 60°C hémérsékleten; 2. 1épés:
3,0 ml, 0,1 mol I foszfatpufferben (pH=7,4) oldott 10 mg lipazt tartalmazo oldat, 37°C
homérsékleten, 1 oran keresztiil, amelyet 0,6 ml pufferben oldva 20 mg pronaz hozzéadasa
kovet, tovabbi 20 oras kezeléssel, tartva a 37°C fokos homérsékletet;

D., 1. Iépés: 3,6 ml ioncserélt viz (pH=5,7), 1 oran keresztiil, 60°C homérsékleten; 2. 1€pés:
3,6 ml ioncserélt vizzel készitett (pH=5,7) 1 m/v %-os drizelaz oldat, 4 6ran keresztiil, 37°C
hémérsékleten; 3. 1épés: 3,0 ml, 0,1 mol 1" foszfatpufferben (pH=7.4) oldott 10 mg lipazt
tartalmazo oldat, 37°C hémérsékleten, 1 oran keresztiil, amelyet 0,6 ml pufferben oldva 20 mg
prondz hozzaadésa kovet, tovabbi 20 oras kezeléssel, tartva a 37°C fokos hdmérsékletet.

A miveletek befejezése utan a centrifugalassal kapott feliilluszokat 0,45 um porusatmérdjii
fecskendOsziirén keresztiil juttattam 5,0 ml-es mérélombikokba, amelyeket végiil ioncserélt
vizzel toltottem jelre. Az igy kapott oldatok a mintaeldkészitéstdl fiiggden keriiltek HPLC (Se-
modosulatanalitikai) és/vagy parhuzamos ICP-OES (Osszes Se-tartalom) vizsgéalatokra. Az
iiledéket és a hozzajuk tartoz6 membransziirélapokat savas roncsolassal (3.1. fejezet) tartam fel a
maradék szeléntartalom megallapitasa végett; a kezeletlen éleszté Osszes Se-tartalmat ugyanilyen

eljarassal hataroztam meg.
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4.2.1.3. A kiilonb6zd mintael6készitési mddszerek és az elért extrakcids hatasfokok bemutatasa —

az eredménvyek értékelése

A négy mintaelOkészitési eljaras (A-D) nem csupan végrehajtasukat illetéen kiilonbozott
egymastol: azokat az eltérd megkdzelitési modokat is tiikrozik, ahogyan a csak részben ismert,
szerves eredetli, Se-modosulatanalitikai vizsgalatra szant mintdkhoz fordulni érdemes. Ko6z0s
benniik az, hogy enzimes fehérjehidrolizisre épitek alkalmazasuk soran; ugyanakkor a kisérd
enzimek és tobblépéses eljarasok felhasznaldsa olyan tobbletinformaciot biztosithat, amellyel a
modosulatanalitikai eredményeken tilmutatd ismeretanyagra is szert lehet tenni, gyakran akar
nem sokkal 1d6- vagy koltségigényesebb modszerek aran. Egyértelmiien az egylépéses, széles
szubsztratspektrumti  fehérjebontd enzim alkalmazasara épitd eljards (,,A”) szamit a
legegyszeriibbnek; azonban figyelembe kell venni, hogy amennyiben az ezzel a moédszerrel
végrehajtott mintaelOkészités utan szervetlen Se-mddosulatok jelenlétét tudjuk kimutatni, agy
nincs lehetdség annak eldontésére, hogy ez a Se-frakcio eredetileg is jelen volt-e a mintaban,
vagy pedig a mintaelokészités soran jottek létre mas Se-moddosulatbol torténd atalakulassal.
Ennek eldontésének céljabol fordultam az ioncserélt vizzel torténd extrakcidhoz a tobbi harom
modszer elsé 1épéseként beillesztve, 60°C fokon, amely még bizonyosan nem valt ki
modosulatatalakuldst, de nagy valdsziniiséggel oldatba tudja vinni a rendszerint kdénnyen
extrahalhato szervetlen Se-mddosulatokat — feltéve, hogy jelen vannak a mintdban (Id. 2.3.1.2.
fejezet). A ,,B” modszer tehat a vizes extrakcio és az ,,A” modszer egymas moge épitésével jott
létre. A ,,C” eljaras kiilonallo jellegét a parhuzamos enzimes lipid hidrolizis alkalmazésa jelenti,
amely az esetleg nagyobb mértékben jelen 1évé és homogén oldat kialakulasat nehezité lipid
vegyliletek bontasaval jarulhat hozza az extrakcios hatdsfok noveléséhez. Mivel ebben az
esetben a fehérjebontd enzim valosziniileg a lipazt is szubsztratként kezeli, 1 6ran keresztiil csak
a lipdz miikodését tettem lehetdveé, €s csupan ezt kovetden adagoltam — az egyébként nagy
feleslegben felhasznalt — prondz enzimet. Gyakorlati tapasztalatok alapjan a lipidbontassal egytitt
jaro pH-csokkenés ellensulyozasara a 0,05 mol 1" foszfatpuffer koncentraciéjat 0,1 mol 1"-re
emeltem. A ,,D” moddszer abban kiilonb6zott az 0sszes tobbitdl, hogy sejtfalbontasi 1épéssel
egészitette ki a szeléntartalmu ¢€lesztd kezelését; ettdl a masodik 1épéstdl azt lehetett varni, hogy
az ¢lesztdsejtfal alkotdinak bontdsan keresztiil teheti konnyebbé a harmadik 1épésben kovetkezd
fehérjebontas menetét.

A kezeletlen eredeti ¢lesztominta savas roncsolas utan ICP-OES technikaval meghatarozott
sszes Se-tartalma 1352 pg g™'-ot tett ki (RSD: 1,1%); ezt az értéket vettem alapul akkor, amikor
a 3. tdbldzatban bemutattam a négy mintaelokészitési eljarassal elérhetd kinyerési hatasfok
relativ értékeit, melyeket a centrifugélasi Iépések utan létrejovo tliledékek (ugyancsak) savas

roncsolasa révén lehetett meghatarozni.
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3. Tablazat. A ,,Se-21” élesztomintan alkalmazott mintaelokészitési médszerek segitségével elért relativ
Kkinyerési hatasfok értékei, az éleszté osszes Se-tartalmanak (1352 pg g') szazalékaban.

. oy r ra Egyes mintael6készitési szakaszok
Mintael6készitési Vi Foviitics ipid- ¢ Osszesitve
modszer jele 1268 Sejtfalbontas gyurtes Hpic- €s Fehérjebontas
extrakcid fehérjebontas

A — — — 88,6% 88,6%
B 12,4% — — 77,7% 90,1%
C 11,7% — 79,1% — 90,8%
D 11,9% 8,1% 70,1% — 90,1%

Mint varhaté volt, nem lehetett szignifikans kiilonbséget kimutatni azon mintaeldkészitési
eljarasok els0 Iépéseinek extrakcios értékeiben, melyek ugyanazon (ioncserélt vizzel
végrehajtott) kezelést tartalmaztak (ld. masodik oszlop). Ugyanakkor a tablazat utolsé
oszlopaban feltiintetésre keriilt, 6sszesitett hatasfokok kozott sem tapasztaltam mérhetd eltérést:
sem a paronként elvégzett Welch-probak, sem pedig az egytényezOs varianciaanalizis nem talalt
szignifikans kiilonbséget a négy moddszer kozott. A ,,C” és ,,D” eljarasokban a lipidbont6é enzim
parhuzamos alkalmazasa nem vezetett nagyobb kinyerési hatdsfokhoz a csupan pronazt
tartalmazo extrahald elegyekhez képest. A sejtfalbontd enzim miikddése — kiilon, fliggetlen
Iépésként illesztve a ,,D” miiveleti sorba —, bar mérhetd szelénfelszabadulassal jart egyiitt,
Osszességében nem tekinthetd elengedhetetlen szereplonek a mintaelOkészités folyamataban.

Ezen eredmények alapjan tobb kovetkeztetést is le lehet sziirni: (a) a mind a négy
modszerben felhasznalt pronazos kezelés dontd fontossagunak bizonyult, hiszen a kisérd
kezelések meglététdl fiiggetleniil is, a kombindlt kezelésekkel statisztikailag azonos (90% koriili)
kinyerési hatasfok elérését tette lehetove; (b) a sejtfalbontd enzim — az Osszes Se-tartalomra
vetitve — statisztikailag sziikségtelen alkalmazasa arra utalhat, hogy a ,,Se-21” €leszt6 eldallitdsa
soran sem a fermentacio vezetése, sem pedig az azt kovetd — valdszintileg porlasztva szaritassal
végrehajtott — viztartalom-csokkentés nem a sejtek épségének megdrzése jegyében zajlott, az
¢lesztésejtek nagymértékben karosodhattak, igy a fehérjehidrolizis az intracellularis sejtalkotokat
is elérhette; (c) a minta lipidtartalma nem szdmottevd, nem akadadlyozza az enzimes
mintaelkészités folyamatat, igy lipidbontd enzim hasznalatdra — az 6sszes Se-tartalomra vetitett
kinyerési hatdsfok szempontjabdl — nincs sziikség.

A masodikként emlitett (b) kovetkeztetés Osszhangot mutat azokkal az eredményekkel,
melyekre ZUBOR [2000] a laboratoriumunkban eldallitott [PRUNK 2000], szelénnel dusitott
friss pékélesztd modosulatanalitikai vizsgdlata sordn jutott: az O esetében még a kombinalt
enzimes mintael6készités révén sem sikeriilt 64% f6l¢ emelni a mintabol kinyerhetd szelén
mennyiségét, tehat a sejtfal épsége valoszinlileg fontos 0sszetevonek tekinthetd az extrakcios
miiveletek hatasfokanak alakulasaban.

Bar az 0Osszes Se-tartalomra vonatkoztatott extrakcios hatdsfokokat tekintve nem
tapasztaltam szignifikans kiilonbséget, a mddosulatanalitikai vizsgalatokra célszerli volt azt a
mintaeldkészitési modszert valasztani, amely a legtobb jarulékos informécioval szolgalhat mind
a mintarol, mind pedig magar6l a mintaelOkészitési miiveletek egyenkénti hatasardl. Ebbol

kifolyolag a ,,D” jeli modszert valasztottam, €s mindhdrom kezelési szakaszat kdvetéen a
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centrifugdlds segitségével elvalasztott ¢és mikrosziiréssel tovabb tisztitott, extrahalt

komponenseket tartalmazé oldatot HPLC-HHPN-AFS mérdrendszer segitségével elemeztiik a

Se-mddosulatok mindségi és mennyiségi meghatarozasa végett.

4.2.1.4. A mbddosulatanalitikai vizsgalatok eredményeinek ismertetése és értékelése

A ,D” jelli, haromlépéses mintaelokészitési modszerrel elért modosulatanalitikai ¢€s
hatasfokokra ill. megoszlasokra vonatkozo eredményeket a 4. tdblazat és a 4. abra tartalmazza.
Az Osszesitett kinyerési hatasfok kiss¢é meghaladta a 90%-ot, és a 4. tablazat legalsé soraban
feltlintetett megoszlasi adatok szerint hasonlo képet mutatott a korabbi, még moédosulatanalitikai
mérések nélkiili kisérlet eredményével. Harom Se-modosulatot, a két szeleno-aminosavat
(SeCys; és SeMet) ¢és a szervetlen Se(VI)-ot mutattunk ki az egyes mintaeldokészitési 1épések
soran kapott mintaoldatokbdl; e harom vegyiilet eloszlasa jellegzetes képet ad a ,,D” modszer
egyes 1épéseinek mintara kifejtett hatasairdl — €s természetesen magarol a mintarol is.

4. Tablazat. ,,Se-21” szelénnel dusitott élesztominta haromlépéses enzimes mintaelgkészités révén kinyert Se-
modosulatainak megoszlasanak és az elért kinyerési hatasfoknak bemutatasa. K.H. = kimutatasi hatar

Mérérendszer HPLC-HHPN-AFS eredmények, ICP-OES eredmények,
ug Se g minta ug Se g minta
Mintaeldkészités / . . . Osszesitve Nem Minta . .
. Vizes | Sejtfal- | Fehérje-és . . B R Kinyerési
a%onosnott extrakcio | bontas | lipidbontas (zarcp e,l ber,l %- | kinyerhetd 0887e8 hatasfok
modosulatok os értékként) | Se-tartalom | Se-tartalma
SeCys, 54 51 92 197 (17)
SeMet <K.H. 80 749 829 (74)
Se(VI) <K.H. 21 82 103 (9)
Osszesitve 54 152 923 1129 (100) 131 1352 90,3%

Extrakcios 1épésenként kinyert szelén megoszlasa

Az azonositott Se-
modosulatok

) .. 4% 11% 68% 83%
megoszlasa az dsszes
Se-tartalom %-aban
Lépésenként
felszabaditott Se 11,5% 8,0% 70.8% 90.3%

megoszlasa az dsszes
Se-tartalom %-aban

Az elsO, csupan ioncserélt vizzel végrehajtott extrakcido sordn szervetlen Se-modosulatot
nem azonositottunk a feliilluszoban, amely ekkor még arra engedett kovetkeztetni, hogy az
¢lesztd fermentacids folyamata soran minden bizonnyal nem kovettek el technikai hibat és a
dusitashoz hasznalt szelénso teljes mértékben felvételre és az anyagcesere-folyamatokon keresztiil
beépitésre keriilt. A retencios 1d6 alapjan végrehajtott modosulatazonositas SeCys, jelenlétét
igazolta ebben a frakcioban; nagyon valdszinii, hogy ez a komponens a szelénnel dusitott élesztd
legnagyobb mennyiségben szintetizalt Se-modosulatdnak, a SeMet-nak oxidalt formaja, a
szeleno-oxo-metionin (SeOMet; 1d. 2.3.1.8. szakirodalmi alfejezet). Ha ez a feltevés igaz, akkor
részben — a kiilonbozé Se-moddosulatok eltéré meredekségli kalibracios egyenesei miatt —
magyardzatul szolgalhat a tablazat utolsd két soranak ioncserélt vizzel végrehajtott kezelésre

vonatkoz6, megoszlasi aranyokban tapasztalt eltérésnek: lehetséges, hogy a SeCys;-ként
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azonositott és mennyiségileg meghatarozott komponens valéjaban SeOMet ¢s ez a modosulat
adja a kinyert 11,5%-nyi szelén jelentds részét. Természetesen mds, ugyanezen retencids idd

kornyékén elualodd modosulat jelenléte is okozhatta az eldbb emlitett kiilonbséget.
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Vizes extr., Sejtfalbontas, Fehérje- és Osszesitve,  Telies Se-tart.,
HPLC HPLC lipidbontas, HPLC ICP-OES
HPLC

4. Abra. ,,Se-21” szelénnel dusitott élesztominta haromlépéses enzimes mintaelkészités révén kinyert
Se-moddosulatainak megoszlasanak bemutatasa.

A sejtfalbontési 1€pés soran tovabbi két modosulat, a SeMet és a Se(VI) jelent meg az
extraktumban, 8%-kal jarulva hozzd — a frakcid Osszes Se-tartalmat tekintve — az Osszesitett
kinyerési hatasfokhoz. A tény, hogy SeMet fordul el6 a sejtfalbontd enzimkeverékkel végzett
feltarasnak koszonhetOen, arra utal, hogy a drizeldz szamottevd fehérjebonto aktivitassal is
rendelkezik — ez a lehetdség ill. aktivitas a gyartd cég (Fluka) kataloguséban is emlitésre keriilt.
Ebbdl az kovetkezik, hogy amennyiben szét szeretnénk valasztani a kiilonb6z6 kezelések soran
eléforduld enzimaktivitasokat, és a fehérjebontést a tisztan fehérjebontasi célzattal adagolt enzim
alkalmazasi 1€pésénél szeretnénk teljessé tenni, gy célszerl szelektiven gatolni a keverék ilyen
iranyt aktivitasat. A Se(VI) megjelenése nem vart fejleménynek tekinthetd: a szelénes élesztot
gyarto cégek tobbnyire a kisebb koltséggel beszerezhetd Na-szelenit (Se(IV)) sot hasznaljak fel a
Se(VI) vegyiiletek helyett, és igy rosszul vezetett fermentacié vagy ,,hamisitas” (=fermentacio
leallitasat kovetden Se(IV)-tartalmu sooldat €lesztd biomasszahoz torténd keverése) esetén ennek
a modosulatnak a kimutatasa szolgal altalaban figyelmeztetd jelként, enzimes extrakcid nélkiili,
pl. ioncserélt vizzel vagy pufferrel végrehajtott extrakcio utjan [B’THYMER 2000]. Raadasul a
Se(VI) szerepel a harmadik extrakcios 1épés, a fehérjebontds soran nyert feliiluszoban is, és
Se(IV) jelenléte egyik alkalommal sem kiséri. Mivel az ¢€leszté az anyagcseréjébe bekertiild
szelenatokat szelenitt¢ redukalja a szulfat-szulfit anyagcseréhez hasonléan [ONO 1996;
DEMIRCI 1999a,b], a Se(VI) valdszinileg az ¢élesztd altal fel nem vett, ennél a mintanal
dusitasra hasznélt szelenatbol szarmazhat. Ugy tiinik, hogy ez a modosulat a Se(IV)-nél
er6sebben kotddik a mintamatrixhoz, és felszabaditasdhoz a matrix (itt enzimes uton torténd)
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bontdsa és/vagy az alkalmazott foszfatpuffer ioncseréld hatasa (foszfatok<>szelenatok) is
sziikségesnek bizonyult. Fontos rogziteni, hogy az itt alkalmazott mintaeldkészitési 1épések
bizonyitottan nem alakitjak at a kinyerhetd Se-mddosulatokat [ZUBOR 2000], tehat pl. a Se(VI)
nem egy esetleges, mintaelokészités kozben végbemend Se(IV) oxidacio eredménye.

Az els6 1épés megoszlasi paraméterekben tapasztalt eltéréseihez képest a masodik 1épésnél
kinyert 0sszes Se-tartalommal (8%) kapcsolatban javuld tendencia figyelhetd meg az azonositott
Se-modosulatokhoz (11%) torténd viszonyitds terén: az itt is SeCys,-ként kezelt mddosulat
aranya csokkent a két masik, nagyobb biztonsdggal azonositott modosulatokhoz (SeMet és
Se(VI)) képest, igy a két, szazalékban kifejezett érték kozeledett egymashoz. Ugyanigy a
harmadik, prondzzal végzett fehérjehidrolizisnél a két megoszlasi paraméter szinte teljesen
megegyezik (68% ¢és 70,8%), amely arra utal, hogy ardnyaiban még tovabb nétt a ,biztos”
moddosulatok mennyisége. A pronazos kezelés révén a fehérjék bontasaval nagy mennyiségben
szabadult fel SeMet, és az eldbb emlitett okokbol kifolydlag a kezelés tovabbi Se(VI)
kioldodasahoz is vezetett.

Osszességében az élesztémintdbol kinyert és azonositott Se-moédosulatok koziil a SeMet
dominans jellege nyilvanvalova valt, és kisebb mennyiségben még szervetlen modosulat
(Se(VI)) is meghatarozasra keriilt, a bizonytalan azonositasi SeCys,-nel egyiitt. Ugyanakkor
érdemes megemliteni, hogy a kordbban jelzett (2.3.1.8. alfejezet), az utobbi moddosulat
¢lesztében gyanitott hianydra utald cikk 6ta még mindig jelennek meg olyan kozlemények,
melyek tovéabbra is SeCys, azonositasardl szamolnak be élesztomintdk vizsgalatanal [ZHENG
2003]; ebbdl kovetkezik, hogy ezen a teriileten is tovabbi vizsgalatokra van sziikség. A pronazos
extrakcio utolsé (harmadik) kezelési lépésben mutatott sikeres volta kozvetett bizonyitékul
szolgél arra, hogy a megel6zd 1épések soran alkalmazott eljarasok ellenére az élesztd fehérjéi
tovabbra is centrifugalassal lilepithetdek maradtak, tehat rendelkezésre éalltak a soron kovetkezd
mintael6készitési 1épések szamdra. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy az élesztd esetében —
amennyiben nem feltétleniil sziikséges — nem kell ragaszkodni az egylépéses mintael6készitési
eljarasokhoz, és szekvencialis modszerek fejlesztésével valoban lehetdség nyilhat jarulékos
ismeretek szerzésére; ennél a mintdnal minderre jo példaként szolgalhat a sejtfalbontd
enzimkeverék hatdsanak (SeMet extrakcio) €s Se(VI) viselkedésének (Se(IV)-hez képest

megfigyelt, valosziniileg er6sebb matrix-kotddés) megfigyelése.

4.2.2. LRM céljabol készitett Se-dusitott éleszto modosulatanalitikai vizsgalata

4.2.2.1. A minta bemutatasa és a valasztott mintael6készitési megkozelités ismertetése

A 4.1.2.2. fejezetben emlitésre keriilt a SEAS program, melynek keretében As- és Se-
modosulatanalitikai célokhoz készitett LRM-jeldlt mintdk elemzését hajtottuk végre [SEAS
2002]. A természetes As-tartalmi sima lepényhal mellett Se-dusitott élesztd vizsgalataval is
foglalkoztunk. Ez utdbbi minta nem eseti gyartmanyként, hanem tobb év 6ta futd termelésbol
szarmazo készitményként keriilt a jeloltek kozé: a ,,Pharma Nord” dan gydgyszeripari és
biotechnologiai cég ,,Bioselenium” néven forgalomba hozott, szelénp6tlo ¢élelmi kiegészitdjének

alapjat képezi a hagyomanyos pékélesztd fermentdciojanak modositasaval eldallitott,
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szeléntartalma biomassza. A valédi tizemi méretben (100 m’-es fermentorban), teljes mértékben
szabalyozott paraméterek mellett, pontosan meghatarozott, a szénforrds kivételével kizarolag
szervetlen alapanyagokkal (koztiikk Na-szelenittel) gyartott ¢lesztd érthetden konnyen teljesitette
az olyan alapvetd, LRM-ekkel szemben tamasztott kovetelményeket, mint pl. a homogenitas. A
modosulatanalitikai célokra szant készitmény csupan abban kiilonbozott a gyartésorrdl lekeriilt
termékektdl, hogy a szelénnel dusitott, pasztdrizalt és porlasztva széritott élesztobdl kozvetleniil,
a tablettagyartashoz sziikséges kiegészité miiveletek nélkiil képeztek csomagolasi egységet, kb.
20 grammos kiszereléseket hozva létre a kozelitbleg 96 m/m % szdrazanyag-tartalma
biomasszabol.

Feladatom a lepényhal eseté¢hez hasonléoan abbol allt, hogy kidolgozzam a minta
modosulatanalitikai mintaeldkészitését, igy téve lehetévé az éleszté altal hordozott Se-
modosulatok mindségi és mennyiségi meghatarozasat. A mintaeldkészitési modszer korabbi
tapasztalatokon (,,Se-217) alapulé kivalasztasdt nagyban segitette a gyartd6 cég azon — az
altalanos eldallitdsi modszer bemutatasa mellett tudomasunkra hozott — vizsgalati eredménye,
hogy a dusitasi célbol adagolt szervetlen szelénsot (Se(IV)) nem tudtdk kimutatni a
rendelkezésre bocsatott élesztdmintabol. Ebbdl nyilvanvalova valt, hogy nincs sziikség kiilon
elvégzett ioncserélt vizes (vagy pufferelt kozegll) extrakciora, mivel ez a 1€pés varhatéan nem
vezetett volna érdemi Se-kinyeréshez. Masrészt a konnyen végrehajthatd, viszonylag egyszerii
eljarasra valo torekvés és a ,,Se-217-nél lesziirt kovetkeztetések maguk utan vontdk, hogy a
,természetesen” enzimes fehérjebontasra épitd mintaeldkészitési eljarasban nem keriilt sor sem
sejtfalbontd, sem pedig lipidbontd enzimek alkalmazéaséara; egylépéses, pronazzal végrehajtott
kezelést véalasztottam.

Ahogy a halmintanal is, Gigy a szelénes éleszté — pontosabban: annak egy korabbi gyartasi
ciklusbol szarmaz6 mintaja — is atesett egy eldzetes modosulatanalitikai vizsgalaton, amelyet a
gyartd cégtdl fiiggetlen laboratorium végzett el, és a kapott mérési eredményekhez is
hozzajuthattunk [SEAS 2002]. Ezekbdl arra deriilt fény, hogy a mintael6készités soran a
leginkabb kritikus pontnak a SeOMet képzddése szamit, amelyet tobbek kozott a sejtfalbontd
kezelés elkeriilésével lehet elkeriilni — igy tehét egy kovetkezd érv is az egylépéses fehérjebontd
modszer mellett szolt. Vizsgalataik soran a szoban forgd laboratérium a Sigma cég altal gyartott
XIV-es tipusu proteazt hasznalta. Mivel ez az enzim nagysagrendekkel kisebb aktivitast a Merck
cég pronaz (mas megnevezésben ugyancsak XIV-es tipust proteaz) készitményével szemben, jO
alkalom adddott arra is, hogy a nemzetkdzi korelemzésben rejlé elényoket kihasznalva mindkét
enzimmel elvégezzem a feltarast, igy probalva megvalaszolni a két gyartmany

hasznossaga/alkalmazhatdsaga kozt fenndllo kérdéseket.

4.2.2.2. A felhasznalt vegyszerek és az alkalmazott mintael0készités bemutatasa

Az enzimes mintaelokészités soran XIV-es tipusu proteaz (Sigma) és pronaz (Merck)
enzimekkel hajtottam végre kezeléseket, melyek jellemzoit a 3.2. fejezet tartalmazza, a pufferek
készités¢hez hasznalt K,HPO, és KH,PO, sokkal egyiitt. A mintaelokészités menetét a

kovetkezOképpen alakitottam ki: 0,15 g mintat 15 ml-es fioldban 6,5 ml, 0,04 mol 1!
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segitségével gyorsitottam. Ezt kovetden az el6zdvel azonos puffer 1 ml-ével 15 mg pronaz vagy
XIV-es tipusu protedz enzimet juttattam az elegyhez, és Osszekeverés utin termosztalt
razéfiirddben 37°C hémérsékleten, 24 6ran at 180 perc’ fordulatszamon razattam. A 6-6
parhuzamossal végrehajtott enzimes kezelések utan centrifugéalassal (4100 g, 25 perc, 20°C)
valasztottam szét az oldhatatlan részt az extrahalt komponensektdl, majd a 1étrejovo iiledéket
vortex berendezés segitségével még kétszer, egyenként 1-1 ml pufferoldattal oblitettem at, és
ujra elvégeztem a koradbban ismertetett centrifugalédsi 1épéseket. A miiveletek befejezése utan a
centrifugéldssal kapott, Osszetartozo feliilluszokat 0,45 pm porusatmérdjii fecskenddsziirén
keresztiil juttattam 10,0 ml-es mérélombikokba, amelyeket ioncserélt vizzel toltdttem jelre. Az
igy kapott oldatok keriiltek a HPLC (Se-modosulatanalitikai) és parhuzamos ICP-OES (6sszes
Se-tartalom) vizsgéalatokra.

Az iiledéket és a hozzajuk tartoz6 membransziirdlapokat savas roncsolassal (3.1. fejezet)
tartam fel a maradék szeléntartalom megallapitdsa végett, és az élesztdé Osszes Se-tartalmat

ugyanilyen eljarassal hataroztam meg.

4.2.2.3. A két Streptomyces griseus fehériebontd enzimkeverékkel elért kinyerési hatasfokok és a

modosulatanalitikai vizsgalatok eredménvyeinek ismertetése és értékelése

A modosulatanalitikai szakirodalomban — vélhetéleg a GILON et al. kézlemény [1995]
hatdsara — a Sigma cég altal forgalmazott XIV-es proteaz domindns jellege
megkérdojelezhetetlen, annak ellenére, hogy a Merck-féle készitmény mind a fajlagos aktivitas /
koltség aranyt tekintve, mind pedig a kiséréanyagok teriiletén (lasd Ca’'-csapadék
kialakulasanak veszélye, 2.3.1.5.3. fejezet) kedvezObb mutatdkkal bir. Ezen hattér szolgalt alapul
ahhoz, hogy — kihasznalva a nemzetkozi korelemzés altal biztositott ellendrzési lehetéséget — a
SEAS ¢lesztominta modosulatanalitikai vizsgéalatahoz kapcsoloddan elvégezzem a két enzim
Osszehasonlitasat is.

Az 5. tdblazat tartalmazza mind az Gsszes Se-tartalom meghatarozas, mind pedig az enzimes
mintaelékészités eredményeit. Bar az 1374 pg g -ot kitev szelén mennyiségének kdzel azonos,
83-85%-4t szabaditotta fel a két enzim, a statisztikai elemzéssel azt lehetett megallapitani, hogy a
Merck-féle készitmény haszndlata szignifikdnsan nagyobb kinyerési hatasfokot eredményezett.
Ugyanakkor a két érték kozelsége azt is jelzi, hogy a fajlagos aktivitasban fennalld, tobb mint
harom nagysagrendnyi kiilonbség (4,8 ill. 11470 U mg' készitmény) alig jelentkezik a
gyakorlati felhasznélas soran; ennek hatterében az allhat, hogy ez a Se-dusitott élesztopor nem
tartozik a komplex, nehezen feltarhatd mintak ko6zé, hiszen mind szemcseméretét, mind
homogenitasat, mind pedig a kiséré matrixkomponenseket illetben nem teszi nehézzé a
mintaelOkészités oroszlanrészét végrehajtdé enzimes fehérjehidrolizis folyamatat. Erre utalt a
korabbi, ,,Se-21” minta vizsgalata is, jelezve, hogy sem a lipidek, sem a sejtfaleredetii
makromolekuldk parhuzamos vagy eldézetes bontasa nem sziikséges a megfeleld extrakcios
hatasfok eléréséhez. A prondz altal biztositott 85,9%-o0s kinyerés élesztOmintdk esetében

megfelelonek szamit (1asd 4. Melléklet tablazatat).
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5. Tablazat. A ,,SEAS” Se-dusitott élesztominta savas roncsolasa és a Kiilonb6zo enzimes modosulatanalitikai
vizsgalatai soran kinyert 6sszes Se- ill. SeMet-tartalma.

Azonositasi arany

HPLC-UV-HG-AFS . .
a kinyert szelén

ICP-OES eredmények eredmények - eoének
Mérérendszer / ug Se ¢! minta fr‘nenn’ylsélg)eneo
Mintael6készités . : _ liggvényében, %
Kinyert szelén | Kinyerési
ug Se g minta | hatasfok
+ RSD % + RSD
Savas’ Osszes Se- 1374+ 0,7 .
roncsolés tartalom

XIV-es tipusu

proteaz (Sigma) 1062 + 5,4 83,2+1,2

Enzimes
extrakcio | Pronaz (Merck) 1198 + 3,0 859+1,2
SeMet-tartalom 934+ 4,3 78,0

A modosulatanalitikai vizsgalatokhoz a Merck enzimet hasznaltam fel. A HPLC-UV-HG-
AFS csatolt rendszer segitségével harom Se-modosulatot, SeMet-t, SeCys,-t és Se(IV)-et
mindségileg tudtunk azonositani. Az utdbbi két modosulat koziil a szelenocisztin jelenlétét meg
kellett kérddjelezniink a kordbban mar emlitett, SeOMet lehetséges kialakulasabol fakadd
bizonytalansag miatt, mig a Se(IV) mérések kis megbizhatdsaga nem tette lehetdvé ez utobbi
modosulat mennyiségi meghatarozasat, melyet végiil csak a SeMet-ra végeztiink el. Az enzimes
mintaelOkészités soran kinyert szelén 78%-at alkotta ez az aminosav, amely az Osszes Se-
tartalomra vetitve 68%-ot jelent. Bar a 4. Melléklet tablazatdnak adataihoz képest ez az érték
inkdbb csak elfogadhatonak szamitana, figyelembe kell venni, hogy a 100%-hoz kozeli
azonositasi értékre utalé kozlemények jo része még akkor latott napvildgot, amikor egyrészt a
SeCys, ¢€lesztére vonatkoztatott hianyarél még nem rendelkeztiink ismeretekkel, masrészt egy
sor, azOta mar ¢€lesztOben is azonositott — bar standard vegyiiletként forgalomba még nem hozott
— Se-modosulat vizsgalatdra még nem keriilhetett sor. Az altalunk meghatarozott 68%-o0s SeMet-
tartalom tokéletes 0sszhangban van mind a SEAS nemzetk6zi kdrelemzésben részt vevo kiilfoldi
intézetek ugyanezen a mintan végzett méréseivel [SEAS 2003], mind pedig egyes vezetd eurdpai
laboratoriumok ujabban k6zolt, azonos forrasbol (Pharma Nord) szdrmaz6 mintédkra vonatkozo
eredményeivel [LARSEN 2003].

4.2.3. A szelénnel dusitott élesztomintak vizsgalata soran elért uj tudomanvos eredmények

Megallapitottam, hogy az lizemi fermentacidval eldallitott, tobbek kozott szaritassal
stabilizalt és a szemcseméretet tekintve az altaldnos LRM kovetelményeknek megfeleld Se-
dusitott €lesztdé nem szubsztratspecifikus fehérjebontdé enzimmel végrehajtott médosulatanalitikai
mintaelkészitésénél a sejtfal- ill. lipidbontd enzimek hasznalata szignifikinsan nem novelte a
Se-kinyerési hatasfokot.

Se-dusitott ¢€lesztén végzett, egylépéses enzimes moddosulatanalitikai mintaelOkészités
segitségével Osszehasonlitottam a szakirodalomban legtobbszor jegyzett fehérjebontd
enzimkeveréket (XIV-es tipust protedz; Sigma) az ugyanazon fonalas baktérium altal eléallitott,
eltérd tulajdonsagokkal biré pronaz enzimmel (Merck). Az elvégzett statisztikai elemzés alapjan
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megallapitottam, hogy a két enzimmel elérhetd kinyerési hatasfok szignifikdns mértékben

kiilonbozik: a Merck-féle enzim hasznalataval nagyobb mennyiségli szelén extrahéalhato.

4.3. SZELENNEL DUSITOTT GOMBA MODOSULATANALITIKAI MINTAELOKESZITESENEK KIDOLGO-

ZASA

Az chetd gombak taplalkozas-élettani szemszdgbdl meglehetdsen ellentmondasos, vagy
legalabbis nem egyértelmli megitélés ald esnek. Egyrészt kiemelkedd élelmi fehérje-, asvanyi
anyag ¢s nyomelemtartalommal birnak, amelyhez csak kis mennyiségli szénhidrat tarsul, igy
elvileg megfelelnek a modern taplalkozas altal tdmasztott kovetelményeknek. Ugyanakkor a
leggyakrabban fogyasztott gombak, igy az Agaricus nemzettség is a kornyezetében (erdei talaj
ill. komposzt) megtalalhaté fémionokat akar 100-szoros dusitasi faktorral veszi fel [RACZ
2000b], s igy a szennyezett teriiletekrdl szedett gomba toxikus fémtartalma élelmiszer-biztonsagi
aggalyokat vet fel. Az 1986-os csernobili katasztrofa kovetkezményeként a légkorbe, majd
kimosédassal talajba keriilt, radioaktiv "*’Cs izotop olyan mértékben jelent meg a kelet-eurdpai
gombaexportban, hogy az EU kiilon jogszaballyal rendelkezett az ellendrzés modjardl és a
sugarzasi hatarértékekrél [RACZ 2000a]. A helyzet dsszetettségét jelzi, hogy a nyugat-eurépai
eredet sem feltétleniil garantdlja a kis toxikus fémtartalmat, hiszen tobb orszadgban (Id.
Németorszag) nincs eldiras a komposzt mindsitésére, emiatt az azon termesztett gomba —
vélhetden nem radioaktiv, de — mérgezo fémionokat ugyancsak tartalmazhat.

Ha eltekintlink a fémtartalomtol, egyetlen taplalkozas-¢élettani kérdés marad nyitva: a gomba
OsszetevOinek, beltartalmi értékeinek bioldgiai hozzaférhetdsége. Az emberi szervezet csak
attételesen, a bélfléra bizonyos baktériumai altal képes emészteni a részben kitinbdl ¢€s
(hemi)cellulozbol all6 gombasejtfalat, igy eleve gatolt a tobbi komponens, pl. a fehérjék
emésztése. Részben ez a jelenség allhat azon megfigyelés mogott is, hogy a szelén gombabol
szivodik fel legkevésbé (< 5% mértékben), hiszen — ha feltételezziik a szelén fehérjékben valod
kotottségét — a fehérjékhez torténd hozzaférés gatlasa kozvetve akadalyozhatja a szelénfelvételt
is [CHANSLER 1986]. Azonban — ahogy a szelén €s a modosulatanalitika kapcsolatat bemutatd
2.1.1. alfejezetben mar jeleztem — a szelénnel dusitott gomba patkanykisérletekben
tumorszupressziv hatast mutatott, amelynek mértéke dsszevethetd volt a parhuzamos vizsgalatok
soran szervetlen szelénso (Se(IV)) altal elért hatdshoz [SPOLAR 1999].

Az utobbi eredmények raviladgitanak arra a problémara, amely a szelén méddosulatanalitika
gyakorlati felhasznalasaban 6lt(6tt) testet: hianyos ismeretekkel rendelkeziink szamos ¢lelmiszer
— igy pl. a gombak — szelénmddosulatairdl. A korabban emlitett, a gombéak céziumfelvételével
kapcsolatos vizsgalatok szerencsére hozzéjarultak ahhoz, hogy meginduljanak az altalanos, tobb
elemre is kiterjed6 akkumulaciés vizsgalatok, és sor kertilt a szelénre is. VAN ELTEREN et al.
[1998] radioaktiv szelén- és céziumsok segitségével tanulményoztak e két elem felszivodasat
csiperkegombdban (Agaricus bisporus), ¢és pufferelt kozegli extrakcioval eldkészitett
méretkizarasos kromatografiai eljarassal igazoltdk, hogy a szelén felvételét annak
metabolizmusa, tehat molekulakba torténd beépiilése koveti. A tonkbdl 4, mig a kalapbol 5,

kiilonb6zé molekulatomegli, szeléntartalmu sejtalkotot mutattak ki, és felhivtdk a figyelmet a
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tovabbi modosulatanalitikai vizsgalatok fontossdgara. Hazankban VETTER [1990, 1993] és
RACZ et al. [2000a,b] mikologiai-analitikai kutatésai érdemelnek figyelmet: mig VETTER a
vadon termd gombafajtdk mikroelem-tartalmat — koztik a szelént is — hatarozta meg és
hasonlitotta Gssze, addig RACZ et al. kifejezetten a komposztalapt termesztéssel késziilt
csiperke toxikus fémion- és szelénfelvételi mechanizmusat tanulmanyozzak. Ez utébbi csoportot
nem is titkoltan az a cél vezérli, hogy funkciondlis élelmiszerként szamitasba jovo terméket
allitson eld; mivel mind a magyarorszagi csiperkegomba termesztés (a vilag termesztésének 1%-
a), mind pedig a fogyasztas a régioban kiemelkeddnek szamit, valds esélye lehet egy szelénnel
dusitott gomba piaci bevezetésének. Mindehhez csak a mesterséges, szelénnel kiegészitett
komposzton termesztett csiperke lehet alkalmas, mivel az Agaricaceae csalad vadon termd
egyedei a szelénben szegény magyarorszagi erdStalajokon csupan 4,6-7,6 pg g szarazanyag
mennyiségben tartalmazzak ezt a mikroelemet [VETTER 1990, 1993].

Kutatécsoportunk ebben a helyzetben vette fel veliik a kapcsolatot, és mintdkat kértiink a
kisérleti stadiumban 1év0 termesztésbol. Két fajta csiperkegombét vizsgaltunk: az elsd tipus
termesztésénél a szelénnel torténd dusitds céljabol a komposztba szervetlen szelénsot (Se(IV))
kevertek, mig a masik esetben szelénnel dusitott élesztOport. Feladatunk uttord jelleglinek
szamitott: Se-moddosulatanalitikai mintaeldkészités és méréstechnika kidolgozasa szelénnel
dusitott csiperkegomba vizsgélatahoz; szakirodalmi el6zményeket nem talaltunk, igy teljesen az
alapoktol kellett indulni.

Ertekezésemben a hangsillyt a mintael6készitési eljarasokra és a hozzajuk kapcsolodo,
adalékolassal ~ végrehajtott mindségbiztositdsi modszerre helyeztem; a mérés- és
elvalasztastechnika kialakitasat és fejlesztését STEFANKA et al. kozleménye [2001] és PhD

értekezése [2003a] tartalmazza.

4.3.1. A szelénsoval Kkiegészitett Kkomposzton termesztett, Se-dusitott gomba

modosulatanalitikai mintaelokészitésének kidolgozasa

4.3.1.1. A minta bemutatasa és a valasztott mintael6készitési megkozelités ismertetése

Két fajta, szelénnel dusitott ill. hagyoméanyos komposzton termesztett (kontroll) gombat
hasznaltuk fel kisérleteink soran; a szeléntartalmt mintdval hajtottuk végre a modosulatanalitikai
méréseket, mig a kontroll gombaminta a mintaelokészitési 1épések és a kromatografids
vizsgalatok mindségbiztositasanal jatszott szerepet. A gombamintdk nem frissen, hanem
elokezelés utan érkeztek, amely a kovetkezd 1épésekbdl allt: (a) a frissen sziiretelt gombakat
kalapra ¢és tonkre valasztottak szét, tovabbi kezelésre és vizsgalatra csak az el6bbiek kertiltek; (b)
a kalapokat 105°C fokon sulyallandésagig szaritottdk, majd kalapacsos malomban meg6rolték és
szitasor segitségével szemcseméret szerint frakcionaltdk; (c) a 90 um-nél kisebb frakciot kaptuk
meg ¢s hasznalhattuk fel vizsgalatainkhoz, melynek az sszes szeléntartalma a dusitott mintanal
110,2 pg g'-nak, mig a kontrollnal 4,3 pg g'-nak adodott. A vizsgalatok folyamén a bioldgiai
hozzaférhetdség szerinti megkozelités alapjan jartam el, igy kiindulési-6sszehasonlitdsi célzattal
az erre az elvre jellemz6 (1d. 2.3.1.5.2. fejezet), gyakran alkalmazott pepszines kezelés képezte

az egyik mintael6készitési modszert. Természetesen figyelembe vettem a teriilet fejlédési irdnyat
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is, igy mind a szekvencidlis enzimes eljarasokra, mind pedig az egylépéses modszerekre is

¢épitettem.

4.3.1.2. A felhaszndlt vegyszerek és alkalmazott mintacldkészitési eljarasok bemutatasa

Az enzimes mintaelOkészités soran pepszin, tripszin és prondz enzimekkel hajtottam végre
kezeléseket, melyek jellemzdit a 3.2. fejezet tartalmazza, a pufferek készitésé¢hez hasznalt TRIS,
K,HPO,, KH;PO4 sokkal, valamint a s6savval ¢s NaOH-val egyiitt. A mintaelokészitéseket
15 ml-es fiolakban végeztem, amelyekbe egyenként 200 mg Se-dusitott gombaport mértem ki,
majd a kovetkezekben (A-E) ismertetett extrakciok keriiltek sorra, 200 perc’ fordulatszamu
termosztalt razogép segitségével. Az egyenként 3 parhuzamossal végrehajtott mintaeldkészitd
1épések utan centrifugéalassal (3700 g, 15 perc, 20°C) valasztottam szét az oldhatatlan részt az
extrahalt komponensektdl; tobblépéses modszer esetén a Iétrejovo liledéket hasznaltam fel a
soron kovetkezd 1épéshez. Az extrakcios eljarasok (A-E) folyamatabrdba rendezett,
egyszerusitett leirasat a 8. Melléklet tartalmazza.

A., 3,6 ml ioncser¢lt viz (pH=5,7), 1 oran keresztiil;

B., 3,6 ml, 0,05 mol 1! fosztatpufferben (pH=7,4) oldott 16 mg prondz enzimes kezelés,
20 oran keresztiil;

C., 1. Iépés: 3,6 ml, 0,05 mol I'! TRIS-HCI puffer (pH=2,1) 3 6ran keresztiil; 2. 1épés: az
el6z6 1épésben hasznalttal egyezd tipusti pufferben oldott 45 mg pepszin enzimes kezelé€s,
20 oran keresztiil;

D., 1. Iépés: 3,6 ml, 0,05 mol 1! foszfatpufterrel (pH=7,6), 3 6ran keresztiil; 2. 1épés: az
el6z6 lépésben hasznalttal egyezd tipusti pufferben oldott 45 mg tripszin enzimes kezel€s,
20 oran keresztiil;

E., 1. Iépés: 3,6 ml ioncserélt viz (pH=5,7), 3 oran keresztiil; 2. 1épés: 3,6 ml, 0,05 mol 1!
TRIS-HCI pufferben (pH=2,1) pufferben oldott 45 mg pepszin enzimes kezelés, 20 oOran
keresztiil; 3. 1épés: 3,6 ml, 0,05 mol "' foszfatpufferben (pH=7,6) oldott 45 mg tripszin enzimes
kezelés, 20 6ran keresztiil.

A miiveletek befejezése utan a centrifugéalassal kapott feliilluszokat 0,45 pm porusatmérdji
fecskenddsziirén keresztiil juttattam 5,0 ml-es mér6élombikokba, majd a pH-t 5,5-re allitottam
1 mol I'! NaOH ill. HCI oldatokkal; a mérélombikokat végiil ioncserélt vizzel toltttem jelre. Az
igy kapott oldatok keriiltek a HPLC (Se-mddosulatanalitikai) €s parhuzamos ICP-OES (0sszes
Se-tartalom) vizsgéalatokra. Az iiledéket ¢és a hozzdjuk tartoz6 membransziir6lapokat savas

roncsolassal (3.1. fejezet) tartam fel a maradék szeléntartalom megéllapitasa végett.
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4.3.1.3. Adalékolas a mintael6készités mindségbiztositasanak céljabol

Az adalékolds miiveletét a ,,Mulspot” nemzetkézi korelemzés [MULSPOT 1998]
ajanlasainak modositasaval hajtottam végre. 1 g Se-dusitott gombaport mértem ki 50 ml-es
csiszolt dugos Erlenmeyer-lombikba, majd 3 ml ioncserélt vizzel eldnedvesitettem, és 30 percig,
25°C hémérsékleten, 180 perc™' fordulatszamon razattam. Ezt kdvetSen a kevertetett mintahoz
cseppenként, Osszesen 3 ml adalékold folyadékot juttattam, amelyben a vizsgalt négy Se-
modosulat (Se(VI), Se(IV), SeCys, és SeEt) szelénre szamitva 75-75 pg mennyiségben volt
jelen, ioncserélt vizben oldva. A lombikot lezartam, és még 20 oOraig folytattam a razatast a
varhat6 egyensuly eléréséig. A kezelést mindkét (Se-dusitott és kontroll) gombara elvégeztem.

A mivelet végén a mintakat kiméletes szaritasnak tettem ki: a csiszolt dugdkat gazmosd
feltétekre cseréltem, és 100 ml perc’ Ar-dram segitségével, 50°C hémérsékleten, a
fordulatszdmot valtozatlanul hagyva 30 6ras folyamattal tavolitottam el az eldnedvesités és az
adalékolds soran hozzijuttatott vizmennyiséget. Ezutan a beszaradt mintat eltavolitottam a
lombikokbol, folyékony nitrogénben lefagyasztottam, porcelan dérzsmozsarban porrd Oroltem és
szitasorral méret szerint frakcionaltam. Tovabbi kisérletekhez a 125 pum alatti tartomanyt
hasznaltam fel. A gombamintdk nedvességtartalmat az adalékolds folyamata eldtt és utan is
meghataroztam, hogy korrekcios faktort képezhessek a modosulatanalitikai ill. Gsszes Se-

tartalom mennyiségi meghatarozasahoz.

4.3.1.4. A kiilonb6z6 mintael6készitési mddszerek és az elért extrakcids hatasfokok bemutatasa —

az eredménvek értékelése

Az alkalmazott mintael6készitési modszerek harom olyan irdnyvonalat 6lelnek fel, melyekre
célszerli épiteni ismeretlen minta moédosulatanalitikai elemzésénél ill. amelyek a korabban
emlitett (2.3.1.5. alfejezet), kiillonbozd generdcioba tartozd megkozelitéseket jellemzik: a
leginkabb kiméletes, pufferelt kozeggel (és ioncserélt vizzel) elvégzett extrakcidt, a biologiai
hozzaférhetéség megallapitasat célzd6 pepszines kezelést ¢és az egylépéses, nem
szubsztratspecifikus fehérjebontd enzimes hidrolizist. Mindezek kiegészitésre keriiltek a
tripszines kezeléssel is, amely hozzajarult a méasodikként emlitett irdnyvonal bdvitéséhez, mind
magaban, mind pedig szekvencidlis eljaras keretében. Ez utdbbi kordbban még nem keriilt
emlitésre a szakirodalomban; az emberi emésztésben is egymas utan kovetkezd két enzim, a
pepszin és a tripszin kapcsolt haszndlata a mi munkénkban képezte eldszor részét Se-
modosulatanalitikai mintaeldkészitésnek.

A 6. tablazat tartalmazza az 6t modszerrel elérhetd kinyerési hatdsfokok értékeit. Az ,,A” ill.
a,,C”, ,,D” és ,,E” els6 1épései jelentik a pufferelt kdzeggel ill. ioncserélt vizzel, még enzimes
hidrolizis nélkiili kezeléseket. A sorban 36-34-40-37%-nak adddé kinyerési értékek a
szakirodalmi utaldsok alapjan viszonylag nagy szervetlen Se-moddosulatardnyra utalnak,
amelynek legfébb oka az lehet, hogy a felvett szelént a gomba nem teljes mértékben vonta be
anyagcsere-folyamataiba. Mindez azt is jelenti, hogy a ,B” jel, tehat a prondz enzim
hasznalatan alapuld el6készités altal felmutatott 64%-os extrakcids hatdsfok mogdtt minden

bizonnyal nem fehérjehidrolizis jatszotta a 0 szerepet; bar a pronaz nagyobb mennyiségii szelént
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szabaditott fel, mint egymagaban a pepszin (55%) vagy a tripszin (60%), az elért hatasfok tavol
all attol, amelyet pl. Se-dusitott élesztomintanal tapasztalhatunk. A teljes kinyerési hatasfokot
tekintve a 3 1épéses, ioncserélt vizzel + pepszines bontassal + legvégiil tripszines kezeléssel zart
modszerrel sikertilt elérni a legnagyobb értéket, 75%-ot.

6. Tablazat. Se-dusitott gombamintin végrehajtott mintael6készitési moédszerek osszehasonlitisa az
extrakciés médszerek altal felszabaditott és ICP-OES segitségével meghatarozott Osszes szeléntartalom
alapjan. K.H.= kimutatasi hatar = 0,25 pg Se mlI"' oldat.

MintaelGkészitési Kinyert Membransziirén Uledék Kinyert
modszer Se—tari]alom RSD maradt Se-tartalom RSD Se-tartalma RSD Se—tar}c,alorn
A 36% 7% <K.H. - 65% 1% 101%
B 64% 1% 1% 2% 35% 2% 100%
C-1.1épés 34% 4% <K.H. -
C-2. 1épés 21% 8% <K.H. -
C - Teljes folyamat 55% 6% 47% 3% 102%
D - 1. Iépés 40% 10% <K.H. -
D - 2. Iépés 20% 7% <K.H. -
D - Teljes folyamat 60% 2% 37% 1% 97%
E - 1. 1épés 37% 7% 1% 1%
E - 2. 1épés 24% 11% <K.H. -
E - 3. 1épés 14% 4% <K.H. -
E - Teljes folyamat 75% 3% 26% 1% 102%

Ha figyelembe vessziik a szakirodalmi adatok alapjan ismert, gombdakra vonatkoztatott, 5%
koriili szelén biologiai hozzaférhetéséget [CHANSLER 1986], akkor kijelenthetjiik, hogy nagy
valoszinliséggel talzott mértékben altalanositott eredményrdl lehet szd: ennél a termesztett
gombamintandl mar a legrovidebb, minddssze ioncserélt vizet alkalmazo kezelés is joval ennél
nagyobb értéket jelzett, nem is beszélve a hagyomanyos elvek alapjan elvégzett, bioldgiai
hozzaférhetdséget megallapitd, tobblépéses moddszerekrdl. Természetesen a mesterséges Se-
dusitassal egyiitt jaro, eddigi eredmények alapjan valoszintisithetden tokéletlen Se-metabolizmus
¢€s a minta szaritasban + Orlésben megnyilvanulo eldkezelése nagymértékben hozzajarulhatott az
5% tulszarnyalasaban; azonban figyelembe kell venni, hogy az élelmiszeripar nem csak frissen,
hanem szaritott gombaporként is felhasznalja ezt az alapanyagot, tehat az esetleg Se-dusitott
gombabol késziilt por, mint funkciondlis ¢élelmiszer-kiegészitd6 minden bizonnyal nagyobb
mennyiségl szelén felvételét teszi majd lehetdve.

Természetesen az eldbbi  megéllapitasokat modosulatanalitikai  mérésekkel  kell
aldtdmasztani, igy — a leghatékonyabbnak bizonyult, haromlépéses mintaeldkészitést kovetve —

végrehajtottuk a kinyerheté Se-mddosulatok mindségi és mennyiségi meghatarozasat is.

4.3.1.5. A modosulatanalitikai vizsgalatok és az adalékolds eredményeinek ismertetése és

értékelése
A 7. tablazatban taldlhatjuk meg a HPLC-HHPN-AFS rendszer segitségével azonositott és

mennyiségileg meghatarozott Se-moddosulatok bemutatdsat, amely részben nem vart

eredményekre vezetett. Szelénnel dusitott bioldgiai mintdk esetében a SeMet mindig a
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legnagyobb mennyiségben kimutatott szelénmodosulatnak szamitott, néhany, SeMet szintézisére
bizonyitottan képtelen baktérium kivételével [MULLER 1997]. Mi t&bb, altaldban mar a
pufferelt kozeggel végzett extrakciok is felszabaditottdk a SeMet egy részét, mintegy
megeldlegezve a fehérjebontd enzimmel végzett, valdban SeMet-tulstlyt igazold méréseket
[KOTREBAI 1999a,b]. Ennél a gombamintandl azonban a kordbban emlitett, tokéletlen Se-
beépiilésre utald, az Osszes extrahalt szelén mintegy 2/3-at kitevé Se(IV) mellett csak SeCys,-t
(ill. esetleg vele egyiitt elualodo, altalunk nem azonosithatd komponenst) mutattunk ki, SeMet-t
még nyomokban sem. Mindez arra utal, hogy a csiperkegombak Se-anyagcseréje bizonyosan
eltér az eddig megismert modozatoktdl, és nem feltétleniil kdveti analdég modon a kénanyagesere
utjait. A teljes hatasfokot tekintve 75%-os kinyerést hozéd mintaeldkészités leghatasosabb
1épésének az elsé bizonyult, mivel mind a HPLC, mind pedig a parhuzamos ICP-OES mérések
alapjan az extrahalt szelén kozel felét juttatta oldatba, melynek 45%-at a szervetlen, valosziniileg
a komposztbol atalakitas nélkiil dusitott Se(IV) tette ki. A két, szekvencialis fehérjebontd 1€pés
szerepének fontossaga is bizonyitast nyert, mivel a Se(IV) extrakcidjanak teljessé tételén tul a
kinyert szelén 29%-4t kitevd SeCys,-t szabaditottak fel, amely az 0sszes SeCys, tobb mint Ya-ét
jelenti.

Az egyes mintaeldkészitési 1épések soran kapott oldatokbol HPLC mérésekkel
mennyiségileg is azonositott ill. ICP-OES révén megallapitott Gsszes Se-tartalom kb. 10%-o0s
eltérést mutat az utobbi javara. E jelenség mogott szamos jelenség allhat. Az oldatok
tartalmazhatnak olyan Se-modosulatokat vagy hidrolizalatlan molekuldkat, melyek erdsen
kotédtek az (eldtét)oszlophoz és elucidjuk késleltetett vagy akar lehetetlen, pl. irreverzibilis
kotddés miatt; masrészrol nem lehet kizarni az egyiittes elcid jelenségét, f6leg a holttérfogat
kozelében elualodo SeCys; esetében, amely a HPLC mérések bizonytalansagat noveli meg. Ezen
okok miatt a kinyerési hatdsfokot nem a HPLC eredmények, hanem az ICP mérések altal

szolgaltatott eredmények alapjan szdmoltuk ki.

7. Tablazat. A 110,2 pug g szeléntartalmu Se-dusitott gomba ,,E” jelii, hAromlépéses médszerrel végrehajtott
mintael6készitése soran felszabadulé Osszes Se és Se-médosulatok mennyisége. K.H.= kimutatasi hatar =
0,25 pg Se ml" oldat. (a)=az bsszesitett parhuzamos ICP-OES eredmények és a minta dsszes Se-tartalmanak
hanyadosa alapjan.

Mintael6- Modosulatanalitikai mérés ICP-OES mérések
készitési HPLC-HHPN-AFS rendszerrel,
1épés ug Se g (zardjelben %-os értékként)

Parhuzamos Osszes Se | Kinyerési
mérések; g Se g’ ugSe g’ hatasfok®

SeCys, Se(IV) Osszesen
T 1épés | 63(9) | 339 (45) | 402 (54) 425
2 1épés | 6,709 | 12,5(17) | 19.2(26) 25,5
3 1épés | 147 (20) | <KH. | 14,7 (20) 15.0
Osszesen | 27,7 (38) | 46,4 (62) | 74,1 (100) 83,0 110,2 75%

Kiilon figyelmet érdemel a 25%-ban iiledékben marad6 szelénfrakcio. Kordbban még nem
tanulméanyozott mintatipusrodl 1évén szd, igy alapvetden két tényezd indokolhatja a nem tokéletes
extrakciot. Nem kizart, hogy eddig ismeretlen, példaul sejtfalhoz kapcsolédd Se-moddosulat
maradt feltaratlanul, hiszen a fehérjebontas valdszinlileg nem hidrolizalta ezen sejtalkotot.
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Ugyanakkor lehetséges, hogy a részben mar kinyert médosulatok alkotjak a fennmarad6 részt is,
¢€s csupan hosszabb vagy erételjesebb extrakciora lett volna sziikség kinyerésiikhoz. Az eldbbi
lehetdséget nehezebb igazolni vagy elvetni, mivel ha sikeriilne is pl. sejtfalbontd6 enzimmel
kinyerni az emlitett jellegi komponenseket, az altalunk is tanulmanyozott, a kisérletek idején
kereskedelmi forgalomban elérhetd Se-modosulatokon (Se(IV), Se(VI), SeMet, SeEt, SeCys,)
kiviil nem allt rendelkezésiinkre egyéb standard, igy — bar a HHPN-AFS kapcsolds nem zarja ki
pl. a nem hidridképzé modosulatok detektdldsdt — semmi sem garantdlnd, hogy nem torténik
egyiittes elucid ill. nem tudtuk volna sem mindségileg, sem pedig mennyiségileg azonositani az
ismeretlen modosulatot.

Ami a mésodik lehetdséget — tehat az azonosithaté modosulatok nem tokéletes extrakciojat —
illeti, az adalékolas miivelete lehetdséget ad, hogy képet kaphassunk a vélekedés valodisagarol.
Nagyon fontos kiemelni és kihangstlyozni, hogy — kiilondsen Se-modosulatanalitika esetén — az
adalékolas tavol all attol, hogy bizonyito erejiinek tekinthessiik, és barmilyen, a kinyerést illetéen
kielégitonek mutatkoz6 eredményt azonnal atvezethessiink a valddi, nem adalékolt minta
elokészitésének értékelésére. A szelén modosulatanalitikdban az adalékolds egyetlen
kovetkeztetést enged meg levonni: amennyiben a miivelet sordn hozzdadott médosulatokat nem
tudjuk visszanyerni, ugy nagy valdszinliséggel a valodi minta extrakcidja sem lesz tokéletes,
tehat célszerli mas eljardson alapuld mintael6készités utdn nézni. Forditott esetben (kielégitd
mértékben visszanyert modosulatokndl) csak azt lehet kijelenteni, hogy amennyiben a valodi
minta moédosulatai az adalékolas sordn 1étrejovo modosulat-mintamatrix egyensulyi viszonyhoz
hasonlé6 modon taldlhatok a mintdban, akkor lehet, hogy ugyantigy fognak viselkedni. A
mintabol eredetileg kimutatott Se(IV) és SeCys, mellett egy-egy, jellegiikben hozzajuk hasonld
modosulattal (Se(VI) és SeEt) is adalékoltuk a mintat, hogy eldonthessiik, fennall-e altalanositasi
lehetdség kiilon a szervetlen és a szerves Se-modosulatokra.

Az adalékolas miveletét a kordbbiakban leirtaknak megfeleléen mind a Se-dusitott, mind
pedig a kontroll gombamintéra is elvégeztem ¢€s ezt kdvetéen a haromlépéses mintaeldkészités
segitségével tartam fel dket; az eredményeket a 8. tablazat hordozza. A Se-dusitott gombanal az
els6 extrakcidos Iépés az Osszes kinyert szelénmennyiség 72%-at vitte oldatba, mely
természetesen tartalmazta az adalékolas folyamata soran hozzéjuttatott és az eredetileg is jelen
1évé modosulatok egy részét is. A masodik 1épés tovabbi 19%-ot, mig az utolsé a maradék 9%
extrakcidjat eredményezte. Az Osszesitett extrakciés hatasfok (az ICP-OES adataira
tdmaszkodva) 91%-nak adodik, amely azt jelzi, hogy a hozzdjuttatott mddosulatok 97%-a
visszanyerésre keriilt. Ehhez azt kell feltételezniink, hogy az eredeti mddosulatok a korabbi,
adalékolas nélkiili mintael6készités soran tanusitott viselkedésiiket kovetik — lasd a ,,nem
adalékolt” oszlop eredményeit, amelybé] kiindulva a 372,6 ug g"'-bél 83,0 szarmazhat az eredeti
moédosulatokbol, mig 372,6-83,0=289,6 pg g pedig az adalékolasbol, amely 97%-a az adalékolt
300 pg g'l-nak. Ezen feltételezés nem minden alap nélkiili, hiszen a Se(IV) szinte a korabbihoz
teljesen hasonld megoszlassal extrahalédik a mintdbdl; ugyanakkor a SeCys, kioldddasa-
hidrolizise mas mintdzatot mutat: azt varnank, hogy az ioncserélt vizben oldott és adalékolt része
azonnal eltavozik az elsé 1épés soran, de nem igy tortént. Valdszinlileg ez az oxidaciora
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meglehetésen érzékeny modosulat nem egységes modon kotddott a mintaszemesékhez, és
kioldddasa emiatt tolodott a késébbi, fehérjehidrolizissel egyiitt jaré mintaeldkészitési szakaszra.

A mintdban eredetileg nem taldlhaté moddosulatokat sem jellemzi egységes extrakcids
viselkedés: mig a Se(VI) szinte alig k6tddott meg és mar az ioncserélt viz is 90%-ban (64,7 a
69,9 ng g'-bol) kioldotta, addig a SeEt 2/3 — 1/3-os megoszlassal (43,3 és 27,7 pg g
részletekben) tdvozott az adalékolt gombaporbol.

A Se-modosulatok anyagmérlege két csoportra, az eredetileg is jelen 1évo ill. a csak
adalékolads soran bekeriilt tipusra osztotta a vizsgalt vegyiileteket. Figyelembe véve a
moédosulatonkénti, szelénre szamitott 75 pg-os adalékolast, a SeEt és Se(VI) kb. 91-93%-ban
kertiltek visszanyerésre, mig a kettds forrassal rendelkezé SeCys, és Se(IV) 113-124%-ban
oldodtak ki, amely értékek a 75 pg-os adalékolasbol és a korabbi, nem adalékolt mintdnal
tapasztalt kinyerési értékek figyelembevételével alakulnak ki. Az utobbi jelenség nem feltétleniil
utal kalibralasi vagy egyéb mérési hibara; figyelembe kell venni, hogy az adalékoléas — kiillondsen
a 20 oOrés razas ioncserélt vizben — hozzaférhetébbé tehette ezen modosulatokat az adalékolason
at nem esett mintdhoz képest, s ez a kiilonbség Olthet testet az eredeti minta adataibdl szamitott
nagyobb, 100% feletti kinyerésben.

A kontroll gombamintaval végzett adalékolas jellegében hasonlé eredményre vezetett (8.
tablazat). Az elsé két mintael6készitési 1épés soran a két szervetlen moddosulat és a SeEt
gyakorlatilag teljes mértékben extrahdlodott a mintabol, mig a SeCys; kinyerése csak a harmadik
Iépéssel fejezddott be ugy, hogy a hozzdadott modosulat mennyiségének kozel 85%-a a két
fehérjebonto 1épés hatasara (33,6 6s 32,6 pg g a 78,3 g g'-bol) szabadult fel.

Mindez annak a tiikrében szamit érdekes, tovabbi vizsgéalatokat igényld adatnak, hogy az
enzimek valdsziniileg a matrix bontdsan keresztiil jarultak hozz4 a teljes kinyeréshez — hasonld
jelenséggel lehet taldlkozni az arzén modosulatanalitikai mintaelokészitések enzimes
modszereinél is (2.3.2.4. fejezet). A 96%-os 0Osszesitett kinyerési hatasfok kielégitonek
mondhato; ugyanakkor nem zéarhat6 ki annak a lehetésége, hogy a hianyzo 4% féleg a gomba
eredeti szeléntartalmat jelenti, amely viszont a szelén gombakbdl kimutatott kis biologiai
hozzaférhetdségére utalhat vissza.

Osszességében az adalékolas miivelete azt igazolta, hogy a haromlépéses mintaeldkészitési
moddszer megfeleld mértékben tette lehetévé a mesterségesen mintahoz adalékolt Se-
moddosulatok extrakcigjat, ill. a gombamintaban eredetileg megtaldlhatd szervetlen szelénsok
(Se(VI), Se(IV)) valosziniileg teljesen kinyerésre keriiltek, igy a Se(IV) mennyisége (46,4 ng g™
minta) minden bizonnyal valodi értéket takar. A SeCys,-re vonatkoz6 eredmény megbizhatdsaga
kérdéses, mivel nem zarhatd ki az egyiittes eliicio lehetdsége, és az adalékolds csak az esetleg
szabad (=nem fehérjében kotott) aminosav viselkedését modellezi. Mivel a gombapor tobb olyan
kezelésen (pl. szaritas) is atesett, amely irreverzibilis fehérjecsapadék-levalast okozhatott, nem
lehet megallapitani, hogy még a nem szubsztratspecifikus fehérjebontd enzim altal sem kinyert

szelénfrakcio fehérjékben vagy mas fajta sejtalkotoban rogziilt.
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4.3.1.6. Uj tudoményos eredmények a szelénsdval kiegészitett komposzton termesztett, Se-

dusitott gomba modosulatanalitikai vizsgdlatahoz kapcsoloddan

Elséként alakitottam ki egy olyan szekvencidlis enzimes moddosulatanalitikai
mintaelOkészitési eljarast, amelynek segitségével a szelénsoval kiegészitett komposzton
termesztett gomba szeléntartalma 75%-ban kinyerhetdve valt.

Adalékolassal és az azt kovetd szekvencialis enzimes modosulatanalitikai
mintaelOkészitéssel igazoltam, hogy a Se-moddosulatok egy része nem az elméletileg varhatd
modon (jelen esetben vizes extrakcioval) nyerhetd vissza a mintdbol: a fehérjematrix bontasa
sziikséges az adalékolt mennyiség oldatba viteléhez. Adalékolési eljaras segitségével kozvetett
modon bizonyitottam, hogy a modosulatanalitikai mérések soran azonositott Se-mddosulatok

koziil legalabb az egyik, a Se(IV) mennyiségi meghatarozasa valodi értékre vezetett.
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8. Tablazat. Az adalékolt Se-dusitott és adalékolt kontroll gombamintik ,, E” jelii, haromlépéses modszerrel
végrehajtott mintael6készitése soran felszabadul6 6sszes Se és Se-mdédosulatok mennyisége. K.H.= kimutatasi
hatiar=0,25 pg Se ml" oldat.(a)=az adalékolas sorian hozziadott Se-médosulatok (4 médosulat, egyenként
75 ng Se g minta) és az eredeti Se-tartalom (110,2 pg g /Se-dusitott/ ill. 4,3 pg g /kontroll/) dsszege.
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4.3.2. A szelénnel dusitott élesztokészitménnvel Kiegészitett komposzton termesztett, Se-

dusitott somba modosulatanalitikai mintaelokészitésének kidolgozasa

4.3.2.1. A minta bemutatasa és a valasztott mintael6készitési megkozelités ismertetése

Az elézéekben bemutatott, szelénsdval kiegészitett komposzton termesztett Se-dusitott
gomba sok fontos tanulsidggal jart mind a mintaeldkészitést, mind a modosulatanalitikai
méréstechnikat illetden. A matrix altal kivaltott, a kiértékelést nehezitd strukturalt hattér
megsziintetése céljabol a HHPN-AFS csatolast HG-AFS valtotta fel [IPOLYI 2001a,b;
STEFANKA 2003a,b] ill. a biol6giai hozzaférhetéség megallapitasa utan eldtérbe helyezédott a
lehetd legnagyobb kinyerési hatdsfok elérésére torekvé mintaeldkészitési megkozelités.
Tapasztalatainkat a kovetkez6 minta, a szelénsd helyett Se-dusitott élesztével kiegészitett
komposzton termelt csiperkegomba vizsgalataban 6sszegeztiik. Ez a minta az el6z6h6z hasonld
el6kezelés utan érkezett hozzank, és kissé nagyobb, 160 pg g sszes szeléntartalom jellemezte.
A kinyerési hatasfok novelése céljabol két kiilonbozd sejtfalbontd enzimkeverék is hasznalatra
kertilt, hogy meg lehessen allapitani, valoban a sejtfal gatolja-e az extrakci6 folyamatat ill. ki
tudunk-e mutatni kifejezetten a sejtfallal kapcsolatos, ahhoz kotédé Se-modosulatot. Célul
tliztem ki a szekvencidlis és az egylépéses extrakcidos miiveletek Osszehasonlitasat, a korabbi
kisérletek soran legnagyobb kinyerési hatdsfokot elért modszerek erre a mintara torténd
alkalmazésat, valamint kisérletet tettem arra, hogy lehetdség szerint a legnagyobb mértékben
elkiilonithessem egymastol a kiilonbozé kezeléseket, nem csupan centrifugédlds révén, hanem

biokémiai — protedz inhibitor vegytiletekre épitd — modszerekkel is.

4.3.2.2. A felhaszndlt vegyszerek és alkalmazott mintacldkészitési eljarasok bemutatasa

Az enzimes mintaelokészités soran drizelaz, ,lysing” enzim, pepszin, tripszin és pronaz
enzimekkel hajtottam végre kezeléseket, melyek jellemzdit a 3.2. fejezet tartalmazza, a pufferek
készitéséhez hasznalt TRIS, K,HPO4, KH,PO4 sokkal, a két protedz inhibitorral (protedz
inhibitor koktél és PMSF) valamint a citromsavval, sésavval és NaOH-val egyiitt. A
mintaelOkészitéseket 15 ml-es fioldkban végeztem, amelyekbe egyenként kb. 150 mg Se-dusitott
gombaport mértem ki, majd a 9. tdbldzatban ismertetett extrakciok (A-I) keriiltek sorra,
200 perc” fordulatszamu, termosztalt razogép segitségével. Az oldatok végtérfogatat 3,6 ml-re
allitottam be. Az egyenként legalabb 3 parhuzamossal végrehajtott mintaeldkészito 1épések utan
centrifugalassal (4100 g, 25 perc, 15°C; 1. szdmu centrifugalas) valasztottam szét az oldhatatlan
részt az extrahalt komponensektdl. Ezt kovetdéen a feliiluszokat fecskenddsziird (0,45 um)
segitségével tisztitottam, és a sziirleteket 10 kDa vagési értékli centrifugacsd-sziirébe ontdttem.
4100 g terhelésnél 25°C hémérsékleten kb. 50 perces centrifugalasra volt sziikség ahhoz, hogy az
oldatok térfogata kb. 250 pl-re csokkenjen, tehat 93-95%-ban atsziirédjon a membranon. Ekkorra
a minta 10 kDa feletti részét is tartalmazd frakcid olyan toménnyé valik, hogy a tovabbi
centrifugalds mar nem hoz lathatd6 eredményt. Ezutan a sziirletet (<10 kDa) ioncserélt vizzel
5,0 ml-es mérélombikban jelre toltottem; ezt az oldatot HPLC-vel végzett mdodosulatanalitikai

meghatarozasra ill. parhuzamos ICP-OES (6sszes Se-tartalom) mérésekre is felhasznaltuk. A
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10 kDa-nal nagyobb molekuldkat tartalmazdé oldatfrakciét pipettaval eltavolitottam a
fecskenddsziird membranrekeszébdl, ioncserélt vizzel 5,0 ml-es mérélombikban jelre toltottem
¢s ICP-OES méréssel 0sszes Se-tartalom meghatarozast végeztiink. A teljes folyamatot olyan
parhuzamos eldkészitésekkel is elvégeztem, amelyek esetében a 0,45 um-es mikrosziirést nem
kovette ultrasziirés; ilyenkor az 5,0 ml-re feltoltott oldatot csak ICP-OES méréseknél hasznaltuk
fel.

Az egymast kovetd mintaeldkészitési 1épések altal kinyert szelén (és szelénmoddosulatok)
lehetd legjobb elkiilonitése érdekében az 1. szamu centrifugalast kovetden 1étrejovo iiledéket
még kétszer, egyenként 2,0 ml, az adott 1épés soran alkalmazott pufferben (vagy ioncserélt
vizben) szuszpendaltam, és centrifugalassal feliiluszora + iiledékre vélasztottam (2. és 3.
centrifugalasi 1épés). Az igy kapott, 6sszesen 4 ml feliiliszoval az el6z6 bekezdésben ismertetett
eljarasokat hajtottam végre (mikrosziirés, ultrasziirés, jelre toltés), mig a 3. centrifugalas utan
kialakulo iiledék képezte targyat — szekvencidlis extrakcid esetén — a kovetkezd
mintaelOkészitési 1épésnek.

A mintael6készitési miiveletsorok végén az utoljara marado iiledéket a hozzd tartozd
membransziirdlapokkal egylitt savas roncsolassal tartam fel (3.1. fejezet), az 6sszes maradék Se-

tartalom ICP-OES segitségével torténd meghatarozasa céljabol.
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4.3.2.3. A sejtfalbontasi lépés optimalizalasat célul tiizd kisérletek értékelése

A sejtfalbontasra alkalmas enzimek Se-modosulatanalitikai felhasznaldsa egészen 1999-ig
nyulik vissza, amikor CASIOT et al. [1999] tobbek kozt drizelazt vetettek be Se-dusitott élesztd
Se-modosulatainak kinyerésére. A magdban alkalmazott enzim(keverék) csupan 27%-os
extrakciot eredményezett; bar a szerzok kisérletet tettek a szekvencidlis elrendezés 1étrehozasara
ioncserélt viz-drizelaz-SDS Gsszeallitassal, modszerilk nem jart szamottevd eredménnyel.
Tapasztalataikat hasznositva a vizsgalat targyat képezd csiperkemintdndl a szekvencialis
extrakciot ugy terveztem meg, hogy a sejtfalbontd 1€pést fehérjebontd 1épés kovesse, s igy
kiaknazhatoak legyenek a sejtfalbontds soran felszabadulo ill. hozzaférhetévé valo, fehérjékben
kotott Se-modosulatok is. A drizeldz mellett a protoplasztképzés szakirodalma alapjan talan
leggyakrabban hasznalt sejtfalbont6 ,,crude” keveréket, a ,lysing” enzimet illesztettem be a
mintaelOkészitési 1épésekbe, hogy az alapvetéen eltérd karakterrel és eredettel rendelkezd
készitmények kozott fennalld kiilonbségeket ezen az wjnak mondhatd alkalmazasi teriileten
feltérképezhessem.

Mindehhez alapvetden két dolog vizsgélatara volt sziikség. Egyrészt meg kellett hatdrozni a
felhasznalt sejtfalbontd enzim optimalis mennyiségét; ehhez alland6 értéken tartottam a
megel6zo (ioncserélt vizzel végrehajtott) extrakcidt és a sorban harmadikként kévetkezd, pronaz
hasznalatdn alapuld fehérjebontas paramétereit. gy a végsd kinyerési hatasfok értékekben
mutatkozo eltérések — a minta esetleges inhomogenitdsatdl eltekintve — a kozbiilsé 1épés
alkalmassagat tiikrozik. Masrészt figyelembe kellett vennem, hogy mindkét keverék rendelkezik
fehérjebontd aktivitassal is, tehat a sejtfalbontd mintaeldkészitési szakaszrél csupan a kinyerési
hatasfok alapjan kapott kép hamis lehet, ha nem kiilonitem el egymastdl a kiilonb6z6
enzimaktivitasoknak kdszonhetden felszabadulo szelénmennyiséget. (Erre a jelenségre utalnak a
4.2.1.4. fejezetben bemutatott, Se-dusitott €élesztdvel végzett kisérleteim is.) Ebbdl a célbol két
proteaz inhibitort, a féleg szerin proteazokat gatlo PMSF-et €s az altalanos, folyadék kiszerelésti,
¢lesztd- és gombakivonatokhoz (s ezaltal a megfeleld enzimekhez is) Osszeallitott inhibitor
koktélt hasznaltam fel. Elvileg ezen vegyiiletek adagoldsa jo szolgalatot tehet akkor is, ha
magabol a mintabol szarmazo6 fehérjebontd enzimeket kell gatolni; a mi esetiinkben azonban a
105°C fokon sulyallandésagig vezetett szaritds minden bizonnyal irreverzibilisen inaktivalta a
csiperke sajat enzimeit.

A 9. téblazat jeloléseire tadmaszkodva a ,,D” és ,,E” jeli méréssorozat tartalmazza a
sejtfalbontd enzim optimalis mennyiségének meghatarozasat célzo vizsgalatokat, eldszér még
inhibitor adagolds nélkiil. A 6 kiilonb6z6 koncentracié alkalmazasaval elért, 1épésenként
Osszegzett kinyerési hatasfok értékeket az 5. abra ismerteti. Kontrollként — az abran ,,0” felirattal
jelzett — mérések szolgaltak, ahol sejtfalbontd enzimmel nem, csupan a pufferrel kezeltem a
mintakat, a tobbi, enzimet is tartalmaz6 mintaval azonos ideig. Az eredmények kiértékeléséhez
Welch-probat hasznaltam fel, mely a kovetkezd megallapitasokra vezetett:

1., A sejtfalbontd enzimmel kezelt mintdkbol — mindkét (drizelaz és ,,lysing”) enzim és
mindegyik (10-50 mg kezelési egység') koncentracidban — szignifikdnsan nagyobb (teljes)
kinyerési hatasfokot lehetett elérni, mint a csak pufferrel extrahalt parhuzamosokbol.
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2., Egyik sejtfalbontd enzim esetében sem tapasztaltam szignifikans kiilonbséget a
kiilonb6z6 koncentraciok (10-50 mg kezelési egység'l) altal eredményezett teljes kinyerési
hatasfokok kozott.

3., A két sejtfalbonto enzim teljes kinyerési hatdsfokra vetitett eredményessége kozott nincs
szignifikans kiilonbség, egyik alkalmazott koncentracidban sem.

100
90
80
. 70
ES
3
A AL
b
©
< 50 -
n
e
Y 40
E
X
30 -
20 -
10 |
DRO |DR10 | DR20 | DR 30 | DR 40 | DR 50 LYO | LY10 | LY20 | LY30 | LY 40 | LY50
DExtr. ics. vizzel | 40,7 | 42,2 | 412 | 431 | 423 | 422 449 | 435 | 446 | 435 | 439 | 445
[ Sejtfalbontas | 458 | 626 | 61,2 | 615 | 59,8 | 57,6 498 | 57,5 | 59,1 | 594 | 574 | 57,9
DFehérjebontas | 81,2 | 87,8 | 87,5 | 88,3 | 87,5 | 86,1 82,0 | 89,3 | 89,0 | 893 | 881 | 87,3

5. Abra. A haromlépéses, sejtfalbontoé enzim hasznalatara is épité ,,D” és ,,E” jelii mintaelokészitési
eljarasok sejtfalbonté (masodik) 1épésének optimalasa az elérhetd, osszes Se-tartalomra vonatkoztatott
kinyerési hatasfok tekintetében, amelynek szamitasiahoz a 160 pg g kiindulasi értéket vettem figyelembe.

A ,,DR” jelzés a drizelaz, a ,,LY” a ,,lysing” enzim hasznalatara, mig a ,,0-50” értékek az adott enzimbél
felhasznalt mg mennyiségre utalnak; a ,,0” jelzi a kontroll méréseket, ahol enzim nélkiil, csak pufferrel
tortént extrakcié a mintael6készités masodik 1épésében. A hibasavok az adott 1épésig dsszesitett kinyerési
hatasfokok értékeihez tartozo * 1 szorast mutatjak.

Mindezekbdl egyértelmiivé valt, hogy sejtfalbontasra épitd 1€pés hasznos és fontos eleme a
szekvencialis mintael6készitési eljarasnak. Bar szignifikdns kiilonbséget nem taldltam a 10-
50 mg koncentraciotartomanyban, tovabbi kisérleteinkhez a 30 mg-os mennyiséget valasztottam,
mivel ennek haszndlata sordn tapasztaltam mindkét enzimnél a legnagyobb 0sszesitett kinyerési
hatasfokot és a sejtfalbontasi 1épéseknél mért legkisebb szorasértékeket. Ugyanakkor tovabbra is
vizsgélatra szorult még az a kérdés, hogy a felhaszndlt ,.crude” készitmények (ismeretlen
mértékil) fehérjebontd aktivitdsa 1ényeges szerepet jatszik-e a kinyerési hatasfok novelésében.
Ezt eldontendd, a 9. tadblazatban ,,F”’-,G”-,,H”-,I” betiikkel jelzett mérési sorozatot hajtottam
végre, melyekben az optimalis mennyiségl sejtfalbontd enzimek hasznalatat protedz inhibitorok
jelenlétével tarsitottam; ez utobbiak koncentracigjat a szakirodalmi ill. a vegyszerkataldgusokban
fellelhet6 ajanlasok alapjan hatdroztam meg.
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10. Tablazat. A sejtfalbontasi 1épés kozben lezajlo fehérjebontas gatlasanak hatisa a mintabél kinyerheto
szelén mennyiségére, a kinyerési hatasfok %-os értékének fiiggvényében. A ,,kontroll” azokra a parhuzamos
mérésekre vonatkozik, amelyekben inhibitor vegyiilet hasznalatira nem Keriilt sor. A Kinyerési hatasfok

értékeinek megadasihoz a gombaminta 160 pg g’ sszes Se-tartalmat vettem figyelembe.

Mintaelékészitési Sejtfalbontas drlzeIa.ZZha.L.t Sejtfalbontas ,,lysing enzlﬁgn.fl
1épések i inhibitor i inhibitor
P kontroll | PMSF-fel Koktéllal kontroll PMSF-fel Koktéllal
_ Extrakei6 432 438 42,9 44.8 44.8 43,1
ioncserélt vizzel
Sejtfalbontas 63,1 60,4 59,7 59,2 58,7 55,9
Proteolizis 88.4 88,1 87.4 89,2 88,2 89,2

Eredményeimet — melyek kiértékeléséhez ugyancsak a Welch-probahoz fordultam — a 10.
tablazat hordozza. A masodik, tehat a sejtfalbontasnak teret ado 1épéseknél kizardlag az inhibitor
koktél alkalmazasa csokkentette szignifikdns mértékben az addig Osszesitett kinyerési
hatasfokot;

kiegyenlitddtek a harmadik, fehérjebontassal jar6 1épés soran. Mindez azt jelenti, hogy bar

azonban ez a csokkenés nem dallandosult és a végsd extrakcios értékek

valoban lejatszodott fehérjebontas a sejtfalbontd enzimek miikodése kdzben, ez az aktivitas teljes
mértékben pdtolhatd volt az eldokészités utolsd 1épésében alkalmazott pronaz enzimmel. Ennek
ellenére a sejtfalbontési 1€pés elengedhetetlen részét képezte a mintaelokészitésnek, mivel még
az inhibitor koktéllal gatolt fehérjebontassal is szignifikansan nagyobb kinyerést lehetett elérni,

mint sejtfalbonté enzimek nélkiil.

4.3.2.4. A kiilonb6z6 mintael6készitési mddszerek és az elért extrakcids hatasfokok bemutatasa —

az eredménvek értékelése

A sejtfalbontd enzim optimalis mennyiségének megallapitasa utdn a kiilonb6zd
mintaeldkészitési modszerek altal biztositott extrakcios hatdsfokok vizsgalata és 6sszehasonlitasa
keriilt sorra: a sejtfalbontdssal is kiegészitett hadromlépéses moddszer mellett az altalanosan
elterjedt, egylépéses eljarasokat (ioncserélt vizzel végzett vagy pronaz hasznalatan alapulo) ill.
az el6z0 alfejezetekben tanulményozott gombaminta esetén legnagyobb kinyerési hatasfokot
eredményez0, pepszint és tripszint felhasznalo eljarast is végrehajtottam. Az ,,A”-,,B”-,,C”-,,D”-
,E” betiikkel jelolt mintaelokészitési modszerek altal elért, Osszesitett extrakcios értékeket a 11.
tablazat tartalmazza, az elméletileg vart viszonyok és sorrend gyakorlati megvalosuldsat
tikrozve: a fehérjebontdssal jard kezelések a vizes extrakcidhoz képest kozel kétszer annyi
szelént szabaditottak fel a mintdbol. A statisztikai vizsgalatok alapjan a sejtfalbontast is
tartalmazo ,,D” és ,,E” eljarasok az 6sszes tobbi kezelésnél nagyobb kinyerésre vezettek, hasonlo
(88-89%-0s) 0Osszesitéssel, maguk kozt nem szignifikdns kiilonbséggel; az ugyancsak
tobblépéses, két fehérjebontasi miivelettel jellemzett ,,C” eljaras az egylépéses fehérjebontashoz
(pronaz) képest kicsivel nagyobb kinyerést ért el. Ugyanakkor a szdzalékos értékekrél még nem
lehetett tudni, hogy az altaluk képviselt, kinyert szelénmennyiség mekkora hanyadat lehet majd
modosulatanalitikai mérésekkel azonositani

¢s mennyiségileg meghatarozni; gyakorlati
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szempontbol ugyanis az a mintael6készitési eljarast tekinthetjiik hasznosabbnak, amely abszolut
értékben tobb modosulat méréséhez jarul hozza.

11. Tablazat. Néhany jellegzetes mintaelokészitési eljarassal (ultrasziirés nélkiil) elért, dsszesitett Se-Kinyerési
hatasfok értékek bemutatisa. (a) A Kinyerési hatasfok értékeinek megadasihoz a gombaminta 160 pg g'l
osszes Se-tartalmat vettem figyelembe.

Mintael6készitési |  Kinyerési RSD, %
1épések szama | hatasfok, % * | (n=5)
A — Extrakci6 ioncserélt vizzel 1 42 1,6

Mintael6készitési miveletek

B — Proteolizis pronazzal 1 78 2,6
C — Proteolizis pepszinnel és tripszinnel 3 83 2,7
D — 3-1épéses kezelés drizelazzal (30 mg) 3 88 2,0
E — 3-1épéses kezelés “lysing” enzimmel (30 mg) 3 89 2,9

4.3.2.5. A mbédosulatanalitikai vizsgalatok eredményeinek ismertetése és értékelése

A mintael6készitési modszerek eddigi, teljes kinyerési hatasfokok Osszehasonlitasaval
kapott megfeleldségi ill. alkalmassagi sorrendje a 12. tdblazatban bemutatott modosulatanalitikai
(bal oldalon) és a hozzajuk lépésenként csatlakozd Osszes Se-tartalom (jobb oldalon) mérési
eredményekkel valt teljessé. A HPLC-HG-AFS vizsgalatok fliggetlen ICP-OES
meghatarozasokkal torténd kiegészitésére azért volt sziikség, mert a modosulatanalitikai
mérésekkel meghatarozott szelén Osszesitett mennyisége sosem egyezett a mintabol kinyert
mennyiséggel, szdmos okbol kifolyodlag: (a) HPLC mérésre csak ultrasziirésen atesett mintaoldat
kertilt, amely természetesen a szliretlen oldathoz képest kevesebb szelént tartalmazott — ezt
erdsiti meg a tabladzat jobb oldalan a 10 kDa alatti és feletti frakciok szeléntartalméanak
bemutatasa is; (b) a rendelkezésre 4ll6 standardok és maga a mérdrendszer sajnos kozel sem
tudott 100%-o0s modosulatanalitikai azonositasi aranyt biztositani: ezen érték a mintael6készitési
1épéstdl fiiggden 1 és 41% kozott mozgott. Ez utdbbi viszonylag kis ardnyt az is okozhatta, hogy
nem zarhat6 ki a mintaelékészitések soran kinyert, de hidridet nem képz6 mddosulatok jelenléte
sem, melyeket csak mas elven miikodd, a mintamatrix altal lehetdleg kevéssé befolydsolt
detektalasi technikaval, pl. csatolt ICP-MS vagy — mivel a koncentracié elvileg lehet6vé teszi —
ICP-OES segitségével lehetett volna kimutatni a HPLC elvalasztas soran. Fontos kiemelni, hogy
e két utdobbi moddszer nem csak a monomer vagy eredetileg is kiilonallo Se-modosulatokat
detektalna, hanem a részben hidrolizalatlan, pl. oligopeptid jellegi molekuldkat is. Ennél a
csiperkemintdndl ez a jelenség — a csak részben hidrolizalt Se-tartalmu vegyiiletek jelenléte — is
biztosan hozzajarulhatott a viszonylag kis azonositasi aranyok kialakulaséhoz.

Ellendrzési célbdl az el6z6 gombamintandl alkalmazott HHPN-AFS detektaldsi rendszert is
Osszedllitottuk, hogy megbizonyosodjunk afeldl, esetleg nem a kozvetlen hidridképzésre
képtelen Se(VI) modosulat képezi-e a nem azonositott szelénfrakcid jelentds részét. Mint
kideriilt, Se(VI) egyetlen mintaoldatban sem volt jelen kimutathaté mennyiségben.

Az azonositott modosulatokat illetéen kiemelt figyelmet érdemel a SeMet jelenléte. E16z6
gombamintank vizsgalata sordn ugyanis ezt az egyébként nagyon gyakori Se-mddosulatot nem,
csak Se(IV)-et és valdsziniileg SeCys,-t mutattunk ki, mig ennél a csiperkénél (melyet Se-

dusitott élesztével kiegészitett komposzton termesztettek) szinte mindegyik mintael6készitési
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1épés egyiitt jart SeMet- (€s joval kisebb mennyiségben Se(IV)) extrakcioval is. Mivel egyrészt
nem allt rendelkezésiinkre minta a komposzthoz adagolt ¢élesztébdl, masrészt a szelénes élesztd
legfébb Se-moddosulata a SeMet, nem lehetett eldonteni, hogy a kinyert SeMet Osszes
mennyisége az ¢lesztObodl szarmazott-e vagy legalabb részben a gomba szintetizalta — mindehhez
radioaktivan jelolt Se-izotopos vizsgalatokra lenne sziikség.

A kinyerési hatasfokok alapjan a két, sejtfalbontasi 1épést is tartalmazé modszert
tekinthetnénk a leghatékonyabb mddszereknek — azonban az azonositasi aranyokat figyelve mind
relativ, mind abszolut értékben az egylépéses, pronaz hasznalatara épitd eljaras all az élen. Bar a
prondzos kezelés az dsszes Se-extrakcio alapjan csak az utolsé eldtti helyet foglalta el, a 10 kDa
alatti mérettartomanyban az elsé helyen végzett, és — eltekintve a tripszines kezelés (,,C-3.)
Osszesitve viszonylag kis extrakcidos eredményétdl — ennél a kezelésnél volt a legnagyobb a
10 kDa alatti / 10 kDa feletti tartomdny aranya is, amely erdteljes hidrolitikus folyamatok
lejatszodasara utal. A pepszin-tripszin kettds alkalmazasa (,,C” kezelés) ugyan a teljes kinyerés
€s az azonositasi ardny teriiletén kissé lemaradt a sejtfalbontdsos ,,.D” és ,,E” mddszerek
eredményeitdl, &m a 10 kDa mérettartomany ardnyat tekintve mindkettét megelézte. Ez az
Osszetett ,,helyezés” foleg a pepszin tevékenységének kdszonhetd, mivel a tripszin csak a kinyert
szelén mennyiségét novelte meg, ¢és alig jarult hozzd azonosithato-mennyiségileg
meghatarozhaté modosulattal a kezelés hatékonysagahoz.

12. Tablazat. A szelénes élesztével kiegészitett komposzton termesztett, Se-dusitott gomba (160 pg g dsszes
Se) modosulatanalitikai vizsgalata 6t kiillonb6zé mintaelokészitési eljaras végrehajtiasa utian. A tabliazat 1 g
mintiara vetitve, mint ,,ug Se” ismerteti a Kinyert dsszes Se- és Se-médosulatok mennyiségét. A ,,D” és ,,E”
médszerek masodik, sejtfalbontasi 1épésében a korabban optimalis értékként elfogadott 30 mg mennyiségii
enzim Keriilt felhasznalasra. K.H.=kimutatasi hatar. (a) A szazalékos azonositasi arany szamitasanal a HPLC
oszlopra juttatott, 10 kDa alatti mérettartomanybdl szirmazo szelén mennyiségét vettem alapul.

HPLC-HG-AFS ICP-OES
Miiveletek ultrasziiréssel — ultrasziiréssel ultrasziirés
SeCys, | SeMet | Se(IV) | Osszesitett aZrainy 0 <10kDa |>10kDa | Osszesitett nélkiil
, /0

A <K.H. | 5,7 1,5 7,2 15 49,5 19,2 68,7 68,8

B |<KH.|378 ] 51 | 429 | 4 | 1040 | 129 | 117 | 125
C—-1.Iépés | <K.H. | 5,3 1,3 6,6 16 41,3 17,8 59,1 61,0
C—-2Iépés | <K.H. | 9,1 | <K.H. 9,1 24 37,5 16,1 53,6 55,8
C—-3.1épés | <K.H. | <K.H. | 0,2 0,2 1 18,6 2,1 20,7 20,8
Osszesitett | <K .H. | 14,4 1,5 15,9 16 97,4 36,0 133 138
D-1.1épés | <K.H. | 54 1,7 7,1 15 47,3 19,3 66,6 67,8
D-21épés | <K H. | 1.8 0,4 2,2 19 11,6 13,3 24,9 26,4
D-3.1épés | <K.H. | 54 0,4 5,8 30 19,3 27,2 46,5 46,6
Osszesitett | <K.H. | 12,6 2,5 15,1 19 78,2 59,8 138 141
E-1.1Iépés | <K.H. | 5,3 1,4 6,7 14 46,2 18,0 64,2 65,1
E-2.Iépés | <K.H. | 2,9 0,2 3,1 15 21,2 6,7 27,9 28,9
E-3.1épés | 2,6 6,9 | <K.H. 9,5 33 29,3 17,1 46,4 48,4
Osszesitett | 2.6 15,1 1,6 19,3 20 96,7 41,8 139 142
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fgy elérkeztiink a kisérletsorozat legfontosabb eredményéhez is: a sejtfalbontast is képvisel6
eljarasok annak ellenére bizonyultak kevésbé hatékonynak az azonositdsi arany tekintetében az
egylépéses prondzos technikdhoz képest, hogy utolsd, harmadik lépésként gyakorlatilag
magukban 6tvozték azt. Ezen jelenség mogott tobb ok huzodhat meg. Egyrészt a tobblépéses
modszerek soran minden 1épés egyiitt jart centrifugélasi 1épésekkel, melyek eltavolithattdk a
reakciotérbdl a késdbbi enzimes reakciok lehetséges szubsztratjainak egy részét is — egyébként
ezzel szinte teljesen ellentétes folyamatot figyelhettiink meg a Se-dusitott élesztdgomba
esetében, ahol a centrifugalasi Iépések soran a szelén joval kisebb mértékben tavozott el
azonositatlan mennyiségként. Masrészt az eltdvolitott komponensek tilnyomorészt fehérjék
lehettek, hiszen ellenkezd esetben a ,.D” és ,,E” utolsd lépéseiben sorra keriil6 prondzos
bontéassal sokkal hatékonyabb hidrolizist kellett volna elérni, mely joval nagyobb 10 kDa alatti /
10 kDa feletti aranyban testesiilt volna meg. Ez a magyarazat valosziniinek tlinik — akkor
azonban mindez kozvetett bizonyitékul szolgalhat arra nézve is, hogy gombaporbol a szelénnek
sokkal nagyobb biologiai hozzaférhetdséget kell mutatnia, ha mas nem, akkor a konnyen
kioldodd/extrahdlhaté gombafehérjéken keresztiil.

A sejtfalbontd enzimes kezelések mindezek ellenére nem tekinthetéek eredménytelennek,
kiilonosen ami a ,lysing” enzim hasznélatat illeti: amikor ezt az enzimet haszndltam a
szekvencialis mintael6készités sordn, a fehérjebontasi 1épés 1), mas mintaeldkészitési 1épésekkel
fel nem tarhaté Se-moddosulat megjelenését eredményezte (12. tablazat, ,E”-3.), amelyet
retencios ideje alapjan SeCys,-ként azonositottunk (bar a holttérfogat kozelsége miatt mas
Osszehasonlitasi paraméter tekintetében gyengébbnek bizonyult, és foleg a 10 kDa alatti / 10 kDa

feletti aranyt tekintve maradt alul.

43.2.6. Uj tudomanyos eredmények a Se-tartalmi élesztével kiegészitett komposzton

termesztett, Se-dusitott gomba modosulatanalitikai vizsgalatdhoz kapcsoldéddan

Megallapitottam, hogy a tobblépéses, sejtfalbontd enzimes kezelést is tartalmazo
mintaelOkészitési mdodszerrel szignifikdnsan nagyobb kinyerési hatasfokot lehet elérni a csupan
fehérjebontd enzimre épitd vagy pufferelt kozegii extrakciokhoz képest, még abban az esetben is,
amikor a sejtfalbontd enzimkeverék fehérjebont6 aktivitasat szelektiven gatoltam. Két kiilonbozo
inhibitor vegyiilet alkalmazaséaval, statisztikai kiértékelés segitségével igazoltam, a sejtfalbontas
soran valoban lejatszodott fehérjebontas; mindez azt jelenti, hogy a fehérjebontas gatlasaval
megkiilonboztethetové tettem a sejtfalbontas szelénkinyerésre gyakorolt hatasat.

A ,lysing” enzim hasznalatdval mas moédszerekkel nem kinyerhetd Se-modosulatot tettem
hozzaférhetové a fehérjebontd kezelés szdmara. Ez a modosulat a HPLC-vizsgalatok

segitségével (retencids 1d6 alapjan) végrehajtott azonositas soran SeCys,-nek bizonyult.
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4.3.3. A szelénnel dusitott sombamintakkal végzett modosulatanalitikai vizsgalatainak

lezarasa és utoszo

Szelénnel dusitott gombakkal végzett kisérleteinkbdl két kozlemény is sziiletett
[STEFANKA 2001, DERNOVICS 2002]. A szekvencialis, sejtfalbontast is tartalmazo enzimes
mintaelOkészitési modszer kifejlesztésével idoben egyiitt haladtunk LARSEN et al.
kutatdécsoportjaval, akik nem sokkal eldttiink kozolték ¢€leszton és zoldalgan végrehajtott
kisérleteik eredményeit [LARSEN 2001]. A szelénnel dusitott gomba az eddigi vizsgalatok
kritikai értékelése és tovabbfejlesztése utdn valdsziniileg alkalmas lehet funkcionalis €élelmiszer
készitésének céljara, foleg szaritott (por) alakban, pl. instant készitmények kiegészitése révén,

igy garantalva a szelén kielégité mértékii biologiai hozzaférhetdségét.

4.4. AZ ELSO LRM KIDOLGOZASA A SZELEN MODOSULATANALITIKA TORTENETEBEN

Az élelmiszerekben kimutathatd arzénmodosulatok LDsq értékei k6zott fennalld, akar harom
nagysagrendnyi kiilonbség megtamadhatatlan indokként huzddott meg a majdnem 10 éves
Osszefogas eredményét megtestesitd, CRM-627 (és —626) arzén modosulatanalitikai hiteles
anyagmintak elkészitésében. Ugyanakkor a szelén esetében az elem létfontossagl volta és az
egyes — gyakran el6forduldé — médosulatok egymashoz kozelebbi toxicitdsa miatt arnyaltabb és a
kevésbé célratord magatartds volt megfigyelheté mind a hiteles anyagmintakat eldallito
intézeteknél, mind pedig a szakmai kozleményekben. Sem a ,célmodosulat”, sem a
,célkoncentracio”, sem az alkalmas minta kivéalasztdsa nem szamitott egyszerti feladatnak. Elsé
megkozelitésben a BCR a lehetd legegyszeriibben jart el: a két szervetlen Se-modosulattal
addicios eljaras keretében mesterséges ivovizmintat allitott eld, két kiilonbozd (Osszes Se-
tartalmat tekintve 14 és 80 pg 1) koncentracioban [QUEVAUVILLER 1998]. Az europai
ivovizek atlagos szeléntartalma ng I nagysagrendii vagy még kisebb [D’ULIVO 1997],
fogyasztasuk tehat nem valt ki élelmiszer-biztonsagi aggodalmat; ebbdl lathatd, hogy a valasztas
oka nem gyakorlati sziikséglet, hanem kezdeti ,tapogatddzas” és a meglehetdsen instabil
(konnyen egymasba alakuld) modosulatok vizsgalata volt. A tervezett hiteles anyagminta végiil a
gyakorlati felhasznalas céljaira alkalmatlannak bizonyult, mivel a taroloedényzet elsd nyitasat
kovetden — valdsziniileg a beold6dd oxigén hatasara — szignifikdns modosulatvaltozas allt be.

A mesterséges minta utdn a figyelem a természetes szeléntartalommal rendelkezd, valdban
gyakorlati minték felé fordult. Tobbelemes (As, Hg, Se) modosulatanalitikai hiteles anyagminta
eléallitasanak céljabél a BCR osztrigamintat készitett, melyet 1,2 ug g koriili Se-koncentracid
jellemzett. A ,Mulspot” terv keretében, nemzetkdzi korelemzés segitségével végrehajtott
hitelesitési folyamat a szelénre nézve kudarcot vallott, mivel ilyen kis koncentraciét a minta
kiemelkedd vas- és zsirtartalma miatt a laborok jelentés hanyada sajnos még Osszes Se-
tartalomra sem tudott pontosan meghatdrozni, nem is beszélve a médosulatanalitikai mérésekrdl
[MULSPOT 1998]. Masrészrol jogosan meriilhetett fel a kétely, sziikséges-e egyaltalan ebben a
koncentraciotartomanyban szelén modosulatanalitikai méréseket végezni, hiszen — figyelembe
véve az eredeti minta szarazanyag-tartalmat ¢és a szelén tengeri eredetii ¢lelmiszerekbdl mutatott,

korabban mar emlitett kis biologiai hozzaférhetdségét — a szelént illetden ismét nem a valodi
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szlikséglet altal sugallt mintardl volt sz6: 50%-os (a valddi értéket tobbszorosen meghalado)
szelénfelszivodas esetén is csak a legalabb napi 5-6 kg osztriga fogyasztisa jelentene
egészségiigyi kockazatot.

Nem tudni, milyen okbdl kifolyolag, de a talan leginkabb kézenfekvd, a hétkdznapokban
valoban gyakorlati jelentdséggel rendelkezd, olcsoén, nagy mennyiségben, szabalyozhatd
szeléntartalommal eldallithato, a szakirodalmat tekintve rendkiviil széles korben tanulméanyozott
¢és feltérképezett, szelénnel dusitott élesztébdl sem késziilt hiteles anyagminta — még Osszes
szeléntartalomra sem. Igény lenne ra, hiszen a kdzlemények alapjan legalabb 3-4 tucat, kisebb-
nagyobb cég gyart por vagy tablettazott formaja, kifejezetten szelénpotlasi céllal forgalomba
hozott élesztOkészitményt — hazankban is legkevesebb 3 (ebbdl 2 magyar) cég gyartmanyait
talalhatjuk meg a gyogyszertarak és a gyogyhatasu termékeket forgalmazé boltok polcain. Mint
ahogy B'HYMER ¢és CARUSO [2000] megallapitottak, oridsi kiilonbség tapasztalhat6 a szelén
modosulatanalitikai eloszlasat illetéen a szinte 100% SeMet és a szinte 100% Se(IV) tartalmu,
onmagukat ,,a szelént szerves kotésben hordozd” tulajdonsdggal jellemzett kiilonb6zé markak
kozott — hatarértékek, ajanlott modosulatardnyok azonban még sehol sem keriiltek
meghatarozasra.

Pedig mindenképpen nagy sziikség van moddosulatanalitikai referenciaanyagra, ugyanis a
legegyszeriibb, mintaeldkészitést gyakorlatilag alig igényld vizmintdktdl és a fehérjeszintii
moddosulatanalitikai elemzésektdl eltekintve jelenleg megoldatlan a szelén moddosulatanalitikai
mérések legtobb szakaszanak mindségbiztositasa. Mar egy LRM megléte is nagymértékben
javitana a helyzeten, hiszen bar CRM hidnydban a mérés pontossagat csak koriilményesen lehet
megallapitani, de az LRM lehetdvé tenné a mérés ismételhetdségének, reprodukalhatdosdganak és
a mintaeldkészitési folyamatot jellemzdé kinyerési hatadsfoknak meghatarozasat, valamint
kontrollkartyas modszerrel feliigyelhetové, ellendrizhetévé tenné a teljes vizsgalati folyamatot. A
modosulatanalitika élelmiszer-biztonsdgi szempontbdl indokolttad valik. A korabban emlitett
okokbol kifolyolag az adalékolas alkalmatlan LRM készitési célokra, igy a mesterséges
szeléndusitds vagy valamely konnyen hozzéférhetd, eredendden nagy szeléntartalmi minta
hasznalata tiinik célravezetonek. Személyes tapasztalataim alapjan az egysejtiiek (éleszto,
tejsavbaktérium) dusitasa kis (=laboratoriumi) 1éptékben a torzsszelekcios és inhomogenitasi
problémak miatt nehezen kdvethetd utat képvisel; a csiperkegomba ugyan kdnnyen eldallithato
nagy tomegben, de az altala szintetizalt Se-modosulatoknak jelenleg csupan kb. 40%-at tudjuk
azonositani (I1d. 4.3. alfejezetek) — ez a tény pedig egyértelmi gatat jelent a csiperkegomba alapu
modosulatanalitikai RM eldallitasanal.

A masik csoportot meglehetdsen sziik kor képviseli. Az éllati szervezet nem képes szelént
nagy mennyiségben tarolni; szarazanyagra szamitva 1 pg g™ koriili értékben csupan az atlagnal
nagyobb mennyiségli szelént tartalmaz6 tapon nevelt haziallatok belsdsége (maj, vese)
tartalmazza, ill. a tengeri halak, rdkok izma ¢és ikraja érheti el ritka megnyilvanulasként a
4-5 ng g'1 szelénkoncentraciot [REILLY 1998]. Novények esetében tobbek kozt néhany Eszak-
Amerikdban honos, fitoremediacids célra is hasznalt gyomféle, a vadmustar (Brassica juncea) €s
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a nehéz szagl baktovis (Astragalus praelongus) képes dusitani a talaj szeléntartalmat akéar
né¢hany szaz ug g'1 értekig [UDEN 1998]. Szamunkra ezek a novények tobb okbol kifolydlag
sem alkalmasak LRM készitésére: (a) csak korlatozottan lehet 6ket beszerezni (Eurazsiaban nem
honosak); (b) sem ¢élelmiszerben, sem allati tdpokban nem hasznaljak fel dket, igy vizsgalatuk
¢lelmiszer-biztonsdgi szempontbél nem indokolt; végiil (c) a benniikk kimutatott
szelénmoddosulatok azonositdsa — standardok hidnyaban — kizarolag ESI-MS segitségével
torténhet.

Létezik azonban egy ndvény, a brazil did (Bertholletia excelsa), melynek csonthéjas termése
minden szempontbdl megfeleld alanynak latszott szelén modosulatanalitikai referenciaanyag
kialakitasara. A hazankban altalaban héjatlanitva, paradié megnevezéssel polcokra keriilé termék
hazdja Brazilia, ahol két, egymastol a talaj szeléntartalmaban rendkiviili modon eltérd,
esOerddvel boritott régidban terem. A kozép-braziliai régiobdl szarmazd, héjastul és kisebb
kiszerelésekben (0,25-0,75 kg) csomagolt did szeléntartalma az 500 pg g értéket is
meghaladhatja, mig a szelénben szegényebb talajjal jellemezhetd, nyugat-brazil teriilet termése
omlesztve, héjjal vagy héj nélkiil jut el a fogyasztohoz, atlagosan 3, de legfeljebb is csak
30 pg Se g koncentracioval [SECOR 1989, CHANG 1995]. A leginkabb desszertként
felhasznalt brazil dié azota népszeri Nyugat-Eurdpaban, amiota a 70-es évek végén a brit
kormény kiilon felhivta a lakossag figyelmét arra, hogy az észak-amerikai buzaimport eurdpai
buzaval torténd kivaltasa miatt lecsokkend, élelmiszer-eredetii szelénbevitel brazil dio
fogyasztasaval is helyreallithatd [REILLY 1998]. E termés napjainkban szinte minden
jelentdsebb nyugat-eurdpai bolt polcain megtaldlhatd, a hagyoméanyos didhoz képest joval
alacsonyabb arfekvéssel; hazankban a rendszervaltast kovetden jelent meg €s még viszonylag
draga, ,luxus” élelmiszerként kaphatd, 150-250 g-os tasakokban. A brazil di6 tovabbi
jellegzetességei koziil fontos megemliteni, hogy 70 m/m % koriili zsirtartalommal rendelkezik,
¢és szarazanyag-tartalma meghaladja a 99 m/m %-ot.

Annak ellenére, hogy a vilag jelenleg ismert legnagyobb természetes szeléntartalmu
¢lelmiszerér6l van sz6, meglehetdsen késdn kezdték el taplalkozéas-élettani  és
modosulatanalitikai vizsgalatit. CHANSLER et al. [1986] eredményei azt mutattak, hogy a
brazil di6 szeléntartalméanak tobb mint 95%-a biologiailag hozzaférhetd formaban van jelen; ez
az értek az eddig ismert legnagyobb a nem allati eredetii élelmiszerek kozott. Ez a tény,
kiegészitve azokkal az ismeretekkel, hogy a brazil di6 fehérjefrakcioja kiemelkedd
metionintartalommal rendelkezik (19 n/n %) a novényi élelmiszer-fehérjékhez képest [TU 1998],
¢s hogy a brazil didval etetett patkdnyok testszoveteiben a SeMet-t tartalmazo tapot fogyasztd
tarsaikhoz hasonlé mértékli szeléndtisulast figyeltek meg [IP 1994], arra utal, hogy ebben a
mintdban nagy valoszinliség szerint SeMet lehet a f6 szelénmodosulat — tehdt minden
szempontbol idedlis valasztasnak tiinik a szelén modosulatanalitikai referenciaanyag céljara:
varhatéan (a) nagy Se-koncentracio, (b) mindségileg és mennyiségileg meghatarozhaté Se-
modosulat(ok) és (c) valddi élelmiszer-biztonsagi kérdés jellemzi, hiszen akéar néhany szem did
elfogyasztasa a Se-modosulattdl fiiggden mar talzott Se-bevitelhez vezethet. Ezek alapjan
hataroztuk el, hogy egyrészt végrehajtjuk a brazil di6 mdodosulatanalitikai vizsgalatat, masrészt —
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amennyiben a mérések sikerrel zarulnak — LRM el6allitasat kiséreljiilk meg, a hozza tartozd

Osszetételi, homogenitasi és stabilitasi mérésekkel egyiitt.

4.4.1. Felhasznalt anyagok és vegyszerek

A kisérletekhez felhasznalt két, egyenként 500 grammos, dsszesen kb. 80 db héjas brazil
diot tartalmazd csomag egy romai bevasarlokdzpontbdl szarmazott. Az egyik csomag tartalmat a
mintael6készitési és eldzetes modosulatanalitikai elemzésekhez haszndltuk fel, mig a masik
csomagot teljes egészében a referenciaanyag elkészitésére forditottuk.

A zsirtalanitdsi modszer kialakitdsa soran felhaszndlt gumiarabikum, lipdz enzim, Na-
taurokolat, ciklohexan ¢és a foszfatpuffer készitésé¢hez alkalmazott K,HPO4 és KH,PO4 sok
jellemzdit a 3.1. fejezetben ismertettem, a mintaeldkészités egyéb 1épéseinél alkalmazott pronaz
(nem szubsztratspecifikus fehérjebontod enzimkeverék), cc. HNOs ill. a 30 m/m % H,O,; oldattal
egyiitt. Az Osszes szeléntartalom meghatarozasanak analitikai mindségbiztositdsdhoz TORT-2
(labasfejii hepatopankreaszbol késziilt) CRM-et hasznéltunk, melyet a National Research
Council of Canada (Halifax, Kanada) allit el6 és forgalmaz.

A kromatografids — anioncseréld ill. ionparképzéssel végrehajtott forditott fazisi HPLC —
elvalasztas ¢és a hidridfejlesztés segitségével, atomfluoreszcens detektalassal torténd mindségi és
mennyiségi Se-modosulat meghatdrozas részletes leirasat, igy az ott alkalmazott standardok és
vegyszerek bemutatasat is STEFANKA et al. kézleménye [2003b] és STEFANKA PhD

értekezése [2003a] tartalmazza.

4.4.2. A brazil dio zsirtalanitasa

A di6 enzimes zsirtalanitasat MATRAI [1997] altal leirt modszer atalakitisaval végeztem. A
kiilsd ¢és belsé héjatol megtisztitott diot konyhai kavédardld segitségével krémes allagiva
Ordltem, majd 0,50 g-nyi mennyiséget 20 ml-es fé6z6poharba mértem, amelyhez — emulgealasi
célbol — 1 ml, 20 mg ml" Na-taurokolat-oldatot, 5 ml 100 mg ml" gumiarabikum-oldatot, ill.
5 ml, 0,25 mol I'' (pH=8,0) foszfatpuffert adagoltam. Ezt kévetden az elegyet magneses keverd
segitségével homogenizaltam, homérsékletét kiilsé fiitd folyadékkozeg segitségével 37-38°C-ra
hozzaadasaval elinditottam a zsirbontasi reakcidt. Az oldat kémhatasat elézetesen kalibralt pH-
mérd segitségével folyamatosan nyomon kovettem. A reakcio eldrehaladtaval az elegy
kémhatasa semleges, majd savas tartomanyba csuszott at, ekkor 0,05 mol 1" NaOH-oldat
automata pipettaval torténd adagolésaval a kémhatast tobblépésben visszaallitottam az enzim
pH-optimumahoz koézeli 7,5-6s értékre. Kb. 1000 pl NaOH adagoldsa utin a kémbhatés
csokkenése lelassult €s tovabbi lug adagolasara nem volt sziikkség. Ekkor a 20 ml-es f6zépoharat
tartalmaval egyiitt a keverd eltavolitasa utdn razoasztallal ellatott termosztatba helyeztem at,
parafilmmel lefedtem és 37°C fokon még 12 o6ran keresztiil, 160 perc’ fordulatszamon
kevertettem. A teljes zsirbontési reakcid kb. 26 6rat tett ki. Ezt kdvetden az elegyet maradék

nélkiil 15 ml-es centrifugacsébe mostam at és 5°C homérsékleten, 25 percig, 4100 g terhelés
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mellett centrifugalassal 3 frakciora (lipidréteg, pufferoldat, diotdrmelék) osztottam, melyeknek
savas roncsolds segitségével hataroztam meg az 0sszes szeléntartalmukat.

A di6 szerves oldoszerrel torténd zsirtalanitidsdhoz a megtisztitott terméseket konyhai
reszelével 2-3  mm-es forgacsokkd apritottam, amelyeket 10,00 grammonként
extrahdlohiivelyekbe mértem ki. Soxhlet-berendezés segitségével, 1:10 didreszelék:ciklohexan
tomegarany beallitdsa utan 10 atbukdson keresztiil zsirtalanitottam a mintat. A kb. 3 oras
folyamat végén az extrahalohiivelyeket kiiiritettem, az eltavolitott di6forgacsokat sulyallandosag
eléréséig szobahdmérsékleten tartottam a rajtuk maradt ciklohexan eltavolitasa céljabol, majd
visszamértem a mintakat a tdmegcsokkenés meghatdrozasa végett. Az extrahalt zsirt tartalmazo
ciklohexant ioncserélt vizzel valasztotolcsérben raztam ki; a vizes és interfazist elvalasztottam,
¢s addig ismételtem a vizes kirdzast, amig a szerves fazis zavaroddsa meg nem szlint. Az
egymast kovetd folyadék-folyadék extrakciokbol szarmazd vizes é€s interfazisokat egyesitettem,
infralampa ala helyezett PTFE edényekben 1-2 ml-es térfogatra paroltam és savas roncsolassal
meghataroztam Osszes szeléntartalmukat. Az extrahdlt ciklohexdnbol vakuumbeparlassal
nyertem vissza a tiszta olddszert, a beparlasi maradékot pedig az elébb leirtakhoz hasonléan

savas roncsolasnak vetettem ala.

4.4.3. A brazil dio modosulatanalitikai mintaelokészitése soran végrehajtott miiveletek

bemutatasa

A szerves oldoszerrel zsirtalanitott didreszeléket porcelan dorzsmozsar segitségével finom
porra Ordltem, majd 125 pm-es szitatdnyéron atszitaltam; az enzimes modosulatanalitikai
mintaelOkészités céljaira az athullod frakcidt hasznaltam fel. Ebbdl a lisztszerti mintabol 150 mg-
ot polietilén fioldba mértem ki, 3 ml 0,06 mol 1" (pH=7,4) foszfatpuffert adtam hozza és a mintat
razogatassal-kevergetéssel feloldottam; ezutan 0,6 ml pufferben oldott 15 mg prondz enzimet
mértem az oldathoz. A fiolat lezartam, és 37°C fokon, 24 o6ran keresztiil, 180 perc'1
fordulatszdmon kevertettem. A kezelés végén a fiola tartalméat maradék nélkiil centrifugacsébe
mostam at, és 15°C homérsékleten, 25 percig, 4100 g terhelés mellett centrifugélassal
kitilepitettem a minta oldhatatlan részeit. A feliiliszot elvalasztottam, 0,45 pm-es
fecskenddsziirén keresztiil 5,0 ml-es mérélombikba juttattam, majd a lombikot ugyancsak a
sziiron keresztiil ioncserélt vizzel jelre toltdttem. Ezt az oldatot hasznaltuk fel mind a HPLC-vel
végzett modosulatanalitikai mérésekhez, mind pedig a parhuzamosan futo, ICP-OES
segitségével torténd Osszes Se-meghatarozashoz.

A centrifugaldssal kapott iiledéket a hozza tartozo 0,45 um-es sziirével egyiitt savas
roncsolassal (3.1. fejezet) tartam fel és meghataroztuk az dsszes Se-tartalmat a kinyerési hatasfok
értékeinek (méas megfogalmazasban a szelénmérleg) megallapitdsahoz; ez utobbi teljessé
tételéhez a kiinduldsi diopor Osszes szeléntartalmat is meg kellett mérni. Az 0Osszes Se-
meghatarozas mindségbiztositasit TORT-2 CRM parhuzamos elemzésével (150-200 mg

beméréssel) oldottuk meg.
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4.4.4. A brazil diobol késziilo, Se-modosulatanalitikai LRM Kialakitasa soran alkalmazott

miiveleti Iépések ismertetése

4.4.4.1. A referenciaanyag elOallitdsa a nyersanyag feldolgozasatdl a tarolasi kisérletek
kialakitdsaig
A referenciaanyag készitéséhez 500 g brazil diot hasznaltunk fel. A terméseket feltortiik, a

hibas darabokat ¢s a kiils6 héjat eltavolitottuk, majd a termésekrdl lekapartuk a belsé barna héjat
is. A valogatast kovetéen 210 g tiszta didhoz jutottunk, melyet aprora reszeltiink és a 4.4.2.
pontban leirtak szerint Soxhlet-extrakcio segitségével ciklohexdnnal zsirtalanitottuk. A
zsirmentes didreszelék tomege 61,0 g-nak adddott, amely 71 m/m %-os tomegcsdkkenést jelent.
A di6 egy kis részébdl dsszes Se-meghatarozast végeztiink el; a maradék tovabbi kezelését (a
125 pm-es mérettartomany eléréséhez sziikséges finomra Orlést, szitaladst és homogenizalast) a
minta viszonylag nagy mennyisége miatt felkérésiinkre az Orszdgos Mezdgazdasagi
Mindségiigyi Intézet (OMMI) laboratoriuma végezte el. Ezt kdvetden a didport 1,5 grammos
kiszerelésekben azonosité jelekkel ellatott, polietilén fioldkba osztottuk szét, amelyek egy
részEébdl homogenitasvizsgalatot végeztiink el (4.4.4.2. pont). Mivel ez utobbi sikerrel zarult,
tehat a minta homogenitdsa megfelelének bizonyult, a fioldkat lezartuk és egy (az tUn.
besugarzasi kontroll) kivételével a Kozponti Elelmiszertudomanyi Kutatéintézet (KEKI)
Mikrobiologia Osztalyan “Co 4gyu segitségével 25 kGy y-besugarzasnak tettik ki; ugyanitt
zajlott le a vizaktivitas (ay; késziilék: Novasina; Novasina A.G., Ziirich, Svijc) ill. a sugarkezelés
eredményességét vizsgald baktérium, penész és élesztd Osszcsiraszdm meghatdrozas is. A
mikrobiologiai vizsgalatok utdn az immar steril didport a 6. dbran bemutatott elosztas szerint 3
kiilonb6z6 (-18°C, +4°C ¢és +24°C) hémérsékletli helyen taroltuk és a jelolt idokozonként a
hagyomaényos ill. izokron stabilitasvizsgalati elv [LAMBERTY 1998] szerint végeztiik el a
modosulatanalitikai vizsgalatokat. A besugarzasi kontroll elemzésére 1 hodnapos taroldst

kovetden kerilt sor.

4.4.4.2. A homogenitasvizsgalat menete

A szelén és a SeMet un. ,taroldsi egységen beliili” homogenitasat két, a toltést kovetden
véletlenszertien kivalasztott fiolabol végzett vizsgalatokkal hatdroztuk meg; az egyik fiola az
Osszes szelén, mig a masik a SeMet eloszlasanak ellendrzésére szolgalt. Fiolanként 9-9
parhuzamos mérést hajtottunk végre, melyek sordn a mintaeldkészitést 150 mg didpor
bemérésével végeztiik el. Az un. ,.tarolasi egységek kozotti” homogenitas megallapitasdhoz 9 db
fiolabol egyenként 300 mg mintat vettiink, melybdl 150 mg-t az 6sszes szelén, mig 150 mg-ot a
SeMet moédosulatanalitikai meghatarozasara hasznaltunk fel. A mintavétel el6tt a fioldkat néhany
percig kézzel 0sszeraztuk, hogy az esetleg Osszetapadt szemcséket szétvalasszuk egymastol és

igy biztositsuk a homogén mintavétel lehetdségét.
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6. Abra. A brazil di6bél referenciaanyag célzattal létrehozott készitmény stabilitasvizsgalatanak tarolasi
elrendezése és mérési iitemterve. A ,,pipa” szimbolum a y-besugarzason atesett anyagot mutatja. A ,,®” jelzés
a modosulatanalitikai mintaelokészités és mérések végrehajtasanak idépontjat jelolik. A ,,Jel” fejlécii
oszlopban talalhat6 azonosit6 betiik fels6 indexei a tarolasi idétartam hosszara utalnak.

4.4.5. A minta zsirtalanitasara iranyulo Kisérletek kiértékelése

A brazil di6 szeléntartalmanak megoszlasat illetden ismeretlen Osszetételll és jellegzetesen
nagy (70 m/m % koriili) zsirtartalma elvileg magdban hordozta annak a lehetéségét, hogy esetleg
lipofil karakter(i vegytiletek is hordoznak szelént — ugyanakkor a szdmunkra rendelkezésre allo
HPLC rendszerekkel kivitelezhetetlen lett volna egy ekkora zsirtartalmi minta kozvetlen
elemzése. Igy elsd megkozelitésben célszeriinek tiint a ,,gyengéd” mintaelékészitési modszerek
kozott szamon tartott enzimes kezeléssel megbontani a minta egységét, hogy képet kaphassak a
szelén mintaalkotokon beliili eloszlasarol; bar a szelén altaldban a minta fehérjetartalmahoz
kapcsolodik, errdl a brazil did esetében is bizonysagot kellett szerezni. Ehhez természetesen
egyrészt emulgedldszerekre (gumiardbikumra és Na-taurokolatra) volt sziikkség a minta vizes
oldatba torténd viteléhez, mésrészt a zsirbontassal egyiitt jar6 pH-csokkenés fékezésére és
ellensulyozéasara pufferoldatot kellett adagolni. El6zetes méréseim alapjan a kb. 350 mg zsirt
tartalmazo, 500 mg diéminta lipdz enzimmel valo kezelésénél még a 0,25 mol 1" (pH=8,0)
foszfatpuffer sem bizonyult elegendd kapacitasinak a pH legalabb semleges (tehat a felhasznalt
enzim optimuma koriili) értéken tartdsdhoz. Ebbdl kifolyolag a reakcié inditasat kovetden hig
NaOH-oldat adagolasaval allitottam vissza a kémhatdst egészen addig, amig a foszfatpuffer és a
vélhetden az enzim altal felszabaditott zsirsavak Na-soi altal biztositott pufferhatés stabilizalta az
elegy pH-jat. A 24 6ras kezelést kovetd, 5°C fokon végzett centrifugdlds harom, egymadstol

tisztan elkiiloniild fazist eredményezett: vastag hofehér zsirréteget kissé diffuz (interfazis jellegii)
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also hatarfeliilettel a cs6 tetején, egy koztes szintelen pufferes-vizes fazist és az oldhatatlan
didtormeléket. A rétegek Osszes szeléntartalma volt hivatott eldonteni, hogy a modszer alkalmas-
e a zsirtartalom eltavolitasara ill. hogy valdjaban hol helyezkedik el a szelént tartalmazo
diofrakceio.

A savas roncsolas a kdvetkezd eredményre vezetett: (a) a tormelék szeléntartalma kimutatési
hatar alattinak adodott, (b) a pufferes-vizes fazis és a zsirréteg kb. fele-fele aranyban hordozott
szelént. Mindez azt jelentette, hogy felemas helyzet alakult ki: bar a lipaz enzimes kezelés a
minta 0sszes szeléntartalmat oldatba vitte, annak fele tovabbra is modosulatanalitikai elemzésre
nem bocsathatd frakcioban helyezkedett el. Tovabbra is nyitva maradt a kérdés: vajon a szelén
jelentds része valodban lipofil vegyliletek forméjaban talalhato-e meg a mintaban, vagy esetleg a
feltards nem bizonyult tokéletesnek és a zsiros mintamatrix nem bomlott meg teljesen, magaba
zarva pl. a minta fehérjetartalmanak egy részét.

Fontos megjegyezni, hogy a kisérletet kontroll mintaval is elvégeztem, amely enzimet nem,
csupan emulgedloszereket és puffert tartalmazott; ennek centrifugalasakor két réteg, a
diotormelék és egy zavaros, fehér, tejszerli emulzio alakult ki, tehat a zsirréteg enzimes kezelés
nélkiil nem kiiloniilt el a vizes fazistol.

A zsirtalanitas masik modjaul a kordbban szelén modosulatanalitikai szakirodalomban még
nem jegyzett modszert, a Soxhlet-extrakcidval végzett, vizzel nem elegyedd szerves oldoszeres
(tehat alkoholokat nem alkalmaz6) kezelést valasztottam. Ez az eljards nem jar szdmottevo
hémérséklet-emeléssel, mivel a mintaval a mar lecsapodott, 50°C fok koriili hémérsékleti
oldoszer érintkezik, tehat a szervetlen Se-mddosulatok kozti redox atmenet veszélye még nem all
fenn. Szerves oldoszerként ciklohexant valasztottam, mivel ez a — klort nem tartalmazd —
vegyiilet vélhetdleg inert kozegként viselkedik és a lipofil vegyiiletek kiolddsén kiviil nem 1ép
mas reakcioba a minta alkotoival.

A kisérlet teljes mértékben bevaltotta a hozza flizott reményeket. Mint ahogy a
késébbiekben bemutatasra keriilé szelénmérleg adatai igazoljak, a ciklohexdn gyakorlatilag a
szeléntartalom csokkentése nélkiil zsirmentesitette a didmintat, és a kezelés azzal a jarulékos
elénnyel is jart, hogy a kialakulo didreszeléket a tovabbiakban konnyen, 0sszetapadas veszélye
nélkiil lehetett Ordlni és szitdlni. Mindez azt is igazolta, hogy a brazil di6 szamottevd
mennyiségben nem tartalmaz lipofil Se-modosulatokat.

A brazil didval folytatott, minden tovabbi vizsgélatot ciklohexannal zsirtalanitott forméaban

hajtottunk végre.

4.4.6. A szelénmérleg alakulasa a referenciaanvag készitése soran

Az elbzetes kisérletek sordn nyilvanvalova valt, hogy a nem zsirtalanitott di6 savas
roncsolasa — a kiemelkedd, 70 m/m % koriili lipidtartalom, annak valdszinilileg egyenetlen
eloszlasa és az egyes didk kozti eltérések miatt — csak kis megbizhatdsaggal teszi lehetdvé az
0sszes szeléntartalom megallapitasat. Ebbdl kifolyodlag a tisztitas és valogatas utdn rendelkezésre
allo 210 g diobol nem végeztiink el 6sszes Se-meghatarozast, hanem végrehajtottuk a reszelést €s

a zsirtalanitdst, majd a létrejové 2 frakcionak (zsirmentes didpor + szerves olddszerrel
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eltavolitott lipid és lipofil didalkotok) kiilon-kiilon hataroztuk meg savas roncsolassal a Se-
tartalmat, amely a diopornal 81,3 pg Se g' (RSD: 5,9%, n=5), mig a Soxhlet-extrakcioval
kialakul6 lipidfrakcional 6sszesen 9,9 pg Se értékiinek adodott. Mindez azt jelenti, hogy a 61,0 g
zsirtalanitott di6 hozzéavetdlegesen 4960 ng szelént tartalmaz, és a szerves olddszeres kezelés az
Osszes szeléntartalom kb. 0,2%-at tavolitotta el. Mivel a didpor ezt kovetden még atesett a
szemcseméret-csokkentést célzo tovabbi apritdson és szitalason, célszerlinek tlint még egyszer
meghatarozni az Osszes szeléntartalmat, hiszen a szemcseméret-eloszlas valtozasa minden
bizonnyal befolyasolja a teljes mérési bizonytalansdgnak a minta inhomogenitdsabol fakado
Osszetevdjét. Ezen feltételezés igaznak bizonyult: a végiil stabilitdsvizsgdlatokhoz is kijeldlt
érték 82,9 pg Se g'-nak adodott (RSD: 4,7%, n=5). Bar két mintds t-proba szerint a két
atlagérték kozott szignifikans eltérés nincs, azonban az utdbbi érték hasznalata célszerii, mivel a
kisebb szemcseméretii diopor képezte az dsszes késobbi vizsgalat targyat.

Az Osszes szeléntartalom meghatarozasanak mindségbiztositdsaira TORT-2 CRM
parhuzamos elemzése szolgalt. A mért értékek (5,85 + 1,09 pug Se g, n=3) eltérése a hiteles
értéktél (5,63 + 0,67 pg Se g') nem volt szignifikans, igy az sszes Se-tartalom eredmények
elfogadhatonak és megfelelének tekinthetdek.

4.4.7. A brazil dio Se-modosulatanalitikai méréseinek Kiértékelése

A didminta modosulatanalitikai mérései két csoportba oszthatok. A vizsgélatok els6
szakaszaban a mintaeldkészités ¢s a HPLC mérés paramétereinek optimalizalasanal mindségi
azonositast hajtottunk végre, hogy megallapithassuk, mely Se-moddosulatokat Iehet a
késobbiekben megbizhatdéan, mennyiségi kiértékeléssel is meghatarozni. Ezen szakasz lezarasa
utdn a mar kifejezetten referenciaanyag célzattal kezelt, y-besugarzassal sterilizalt diobol a
modosulatanalitikai mérések célja a kivalasztott modosulat mennyiségi meghatarozasat foglalta
magaba.

Mivel — ESI-MS vagy MALDI-TOFMS hidnyaban — a mintaban taldlhaté Se-modosulatokat
kizarélag a meglévo standard vegyiiletekkel mutatott egyiittes elucioval (masképpen fogalmazva:
azonos retencids id6 alapjan) tudjuk azonositani, igy mindenképpen célszeriinek tlint legalabb
két, egymastol alapjaiban kiilonb6zé kromatografias elvalasztasi rendszert alkalmazni. Ez a
megkozelités — ha nem is zarja ki, de — nagymértékben lecsokkenti a kiilonb6zé moddosulatok
azonos retencids 1d0 miatti téves azonositasanak lehetdségét. A didminta anioncseréld oszlop
segitségével végrehajtott ill. a forditott fazist oszlopon ionparképzd vegylilet alkalmazaséaval
kialakitott HPLC-elvalasztasa segitségével két modosulatot, SeCys,-t és SeMet-t lehetett
kimutatni; e kettdbdl mennyiségileg csak az utdbbit tudtuk mennyiségileg is meghatarozni, mivel
a SeCys; a holttérfogat kozelében elualédott mindkét kromatografias rendszer esetében,
amelynek kozelsége nem teszi lehetévé az egyértelmii azonositast. Ebbdl kovetkezik, hogy a
késObbiekben csak a SeMet modosulat meghatarozasara torekedtiink.

A referenciaanyagnak szant mintarészlet esetében a SeMet mennyiségi elemzését mindkét
kromatografiai rendszer segitségével végrehajtottuk. Az anioncseréld oszlop hasznalatan alapuld

elvalasztas szerint a minta — szelénre szamitva — 79,9 pug g (RSD: 6,2%), mig a forditott fazisa
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oszlopon, ionparképzével tarsitott elvalasztis alapjan 80,4 pg g’ (RSD: 18,9%) SeMet-t
tartalmaz. A stabilitasvizsgalatok szdmara kijelolt értéknek az eldbbi, nyilvanvaléan
robosztusabb és megbizhatobb modszer altal szolgaltatott adatot fogadtuk el, amely egyben azt is
jelenti, hogy méréseink szerint a minta szeléntartalmanak to6bb mint 96%-at alkotja ez a szeleno-
aminosav. Erdemes megemliteni, hogy a legujabb irodalmi adatok alapjan [LARSEN 2003] az
altalunk SeCys,-nek vélt, a holttérfogat utdn eluadloddé modosulat esetleg a SeMet oxidalt
formaja, a szeleno-oxo-metionin (SeOMet) is lehet, amely a mintaeldkészités soran johet 1étre a
fehérjekbol felszabaditott SeMet-bol; igy elvileg nem zéarhato ki, hogy a brazil did Osszes Se-
tartalma az utébbi moédosulat formajaban van jelen.

A modosulatanalitikai mérések értékelését feltétleniil sziikséges kiegésziteni az alkalmazott
mintaelokészités soran tapasztalt kinyerési hatdsfok ismertetésével, hiszen egy esetleg kis
hatasfokti vagy kis megbizhatdsdgu feltards magéban rejtheti annak a veszélyét, hogy pl. a
kiilonb6zé id6pontokban végrehajtott mintaelokészitések mas, kordbban nem tapasztalt
modosulatot eredményeznek ill. ugyanazon médosulat kisebb vagy nagyobb mennyiségben vald
azonositasa téves stabilitdsi paraméterek megallapitasara vezethet. A didminta azonban ilyen
veszElyt nem rejtett magdban: az enzimes mintaeldkészités 98%-os atlagos kinyerési hatasfokot
ért el 94,7-105,2%-0s tartomany mellett, amely a minta kiemelkedden jo6 ¢és konnyll
feltarhatosagara utal. Természetesen ehhez nagymértékben hozzdjarult a szerves oldodszeres
kezelés, hiszen az apoldris ciklohexdn a zsirtartalom eltavolitdsan tal a lipidmembranok

feloldasaval is megkonnyitette az enzimek hozzaférését a dio fehérjetartalmahoz.

4.4.8. A homogenitasvizsgalat eredménveinek bemutatasa és értékelése

A homogenitas ellendrzése alapvetd feladat a referenciaanyagnak szant minta mindsitésénél,
mivel az inhomogén anyag — megnodvelt mintabemérés esetén — ugyan még lehetové teheti a
pontos méréseket, de mindez mar csak kis megbizhatosaggal tarsulhat. Mindemellett a
modosulatanalitikai referenciaanyag homogenitasat a vizsgalt elemre ¢és a kivalasztott
modosulatra kiilon-kiilon ellendrizni sziikséges, hiszen a kiilonbozo, esetleg elemzésre nem
keriild, eltérd eloszlastt modosulatok az Gsszes elemtartalom kizarolagos homogenitasvizsgalata
esetén elfedhetik az egyes modosulatok kiilonb6zo eloszlasat.

A brazil di6 esetében tehat mind az Gsszes Se, mind pedig a SeMet vizsgalatara sziikség
volt; az eldbbit savas roncsoldssal, mig a szeleno-aminosavat anioncseréld oszlop segitségével
végzett mddosulatanalitikai elemzéssel hataroztuk meg, a 6. dbran ismertetett {itemterv szerint. A
9. Melléklet 1. tablazata tartalmazza a tarolasi egységen belilli (B) ¢és kozotti (K)
homogenitasvizsgalat eredményeit mindkét meghatarozand6 komponensre. A kiértékelést
statisztikai modszerrel lehet végrehajtani: amennyiben a vonatkozd szorasnégyzetek, CVg €s
CVk = 1 bizonytalansagi értékkel (Ucy; definicio szerint Ucy » CV/\/Zn, ahol n = ismétlések
szama) bdvitett értéktartomanyai atfedik egymast, gy a homogenitas kielégitének tekinthetd
[KRAMER 2003]. Ezen szabaly szerint a brazil di6 referenciaanyag megfelel6 homogenitast
mutat, bar érdemes megjegyezni, hogy az 6sszes Se értékeket tekintve az atfedés meglehetdsen

sziik; ebbdl kovetkezden egy esetleges kovetkezd gyartasi folyamat soran célszerli lesz a
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szemcseméretet egy tovabbi szitalasi fokozattal 90 um ala csokkenteni, ill. a 150 mg-os bemérést
a novényi eredetli referenciaanyagoknal javasolt elv szerint 250 mg-ra emelni [KORHAMMER
20001].

CRM-ek esetében a gyartok egy része a hitelesitési paramétereken til megadja a minimalis
bemérendd mintamennyiséget is, azt a tomeget, amelynek elemzése esetén a bizonylatolt értékek
az adott megbizhatosagi (leggyakrabban 95%-0s) szinten még teljesiilnek. Ehhez olyan
mérdrendszerrel kell elvégezni a CRM mérését, amely egyrészt lehetévé teszi nagyon kis
(< 1 mg) mintamennyiségek mintaeldkészités nélkiili elemzését, masrészt a magaban a mérési
folyamatban rejld bizonytalansag elég kicsi ahhoz, hogy a mérés teljes bizonytalansagat foleg a
minta inhomogenitadsabdl fakadd tényezd hatdrozza meg [PAUWELS 1993]. Erre a célra a
kozvetlen szilard mintds AAS vagy INAA modszerek felelnek meg — azonban mindkét eljaras
csupan az 0sszes elemtartalom meghatarozasara alkalmas, médosulatanalitikai mérésekre nem. A
2003 majusaig ismertetett modosulatanalitikai szakirodalom nem is emlit 100 mg-nal kisebb
beméréseket, mivel a ma ismert mérési Osszeallitdsok kizarolag oldatba vitellel (és az azzal
minden esetben egyiitt jard higulds miatt igényelt, legalabb néhany szaz mg mintabol) képesek
mennyiségileg is meghatdrozni a vizsgalt modosulatokat. [gy ~modosulatanalitikai
referenciaanyagoknal csak attételesen, az Osszes elemtartalom alapjan lehet kovetkeztetést
levonni a minimdlis bemérend6 mennyiségrél — és mindezt kizarélag akkor, ha egyetlen
moédosulat képezi az adott minta teljes modosulatspektrumat, hiszen az Osszes elemtartalomra
megallapitott homogenitas szarmazhat a modosulatokra nézve lokalisan inhomogén eloszlasbol
is. Mérési eredményeink alapjan nem zarhato ki, hogy a brazil dié Se-tartalma csak SeMet-bol
all, igy elvileg megallapithatd lenne a minimalisan bemérendé mintamennyiség — azonban az
emlitett, szilard mintas modszerek nem alltak rendelkezéstinkre.

A homogenitasvizsgalat adatait érdemes még egy tovabbi elemzésnek is alavetni, amely
soran a tarolasi egységek kozotti (in)homogenitdsi érték vizsgalata nyujthat értékes tobblet-
informéciot. A 9. Melléklet 1. tablazataban feltiintetett, 9 tarolasi egységbdl szarmazo atlagok
szérasnégyzete (uqx)) 2 részbdl, a tarolasi egységek kozotti inhomogenitds (sg) és a mérési
eljaras szoras-négyzete (su¢es) altal okozott bizonytalansagi tényezokbdl all 6ssze; az utdbbi
pedig az analitikai (masképpen: a modszerben rejld valtozékonysag altal okozott)
szorasnégyzetet és a tarolasi egységen beliili inhomogenitéast foglalja magaba [PAUWELS 2000,

VAN DER VEEN 2001]:

2 _, 2 2
N mérés_(s mo’dszer/ l’l)"‘ S B

ahol n az egy téarolasi egységbdl elvégzett mérések szdma a tarolasi egységek kozotti
inhomogenitas megallapitasanal, s pedig a tarolasi egységen beliili inhomogenitas.

Mivel a tarolasi egységen beliili inhomogenitas nem képezi részét a referenciaanyagok
Ssszesitett bizonytalansaganak, s”3=0 értékiinek vehetjiik akkor, ha a homogenitasvizsgalat soran
mind a tdrolasi egységek kozotti, mind pedig a tarolasi egységen beliili elemzéseket azonos
mintabeméréssel hajtottuk végre, hiszen igy a referenciaanyag belsd inhomogenitdsa azonos
mértékben jarul hozza mindkét érték mérési bizonytalansdgdhoz. A did vizsgalatanal minden
esetben ugyanazt a moddszert, ugyanakkora mintabeméréssel alkalmaztuk akkor, amikor 9
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fiolabol egy méréssel u.)-t becsiiltiik, ill. amikor egy fiolabol 9 parhuzamos mérést hajtottunk
végre; igy n=1 és si értékét a kovetkezoképpen kozelithetjiik [PAUWELS 1998]:

52K= Mzc(K) - Szmérész Mzc(K) - Szmo'dszer

A tarolasi egységek kozotti mérések szorasabol u.x)-t, mig az egy tarolasi egységen
beliiliekbOl s,,545z¢-t szamolhatjuk ki; igy az dsszes szeléntartalomnal az sk atlagra vetitve 3,40%-
nak, SeMet esetében pedig 3,34%-nak addodik (Id. 9. Melléklet 2. tablazata). Ezekbdl tobb,
részben egymasra épiild kovetkeztetést vonhatunk le:

1., Mivel a két vizsgalt dsszetételi paramétert, tehat a diominta Gsszes szeléntartalmat és a
SeMet mennyiségét eltéré6 modszeres/véletlen hibakkal terhelt, egymastol szinte fliggetlen
mérési eljarasok (ICP-OES és AC-HPLC-UV-HG-AFS) segitségével allapitottuk meg, a kozel
azonos inhomogenitasi értékek szerint a két meghatarozandé komponens inhomogenitasa azonos
mértékben jarul hozza a referenciaanyag teljes bizonytalansagdhoz. Mas megfogalmazasban ezt
azt jelenti, hogy a két komponens azonos eloszlasu a referenciaanyagban.

2., Az 0Osszes Se-tartalom és a SeMet hasonld eloszlasa — bar csak sziikséges, de nem
elégséges modon — kozvetetten hozzajarul ahhoz, hogy a minta modosulatanalitikai méréseinél
két fliggetlen elvalasztdsi moddszerrel biztositott, SeMet-ra vonatkoz6é kromatografis
cslcstisztasagot igazolni lassuk, hiszen az esetleg jelentdsen eltérd inhomogenitasi értékek
mogott egy vagy tobb, a SeMet-nal egylittesen elualodd Se-modosulat jelenléte is allhatott volna.
Nagy biztonsaggal azt jelenthetjik ki, hogy a SeMet modosulatanalitikai kalibracids
egyenesének meredekségétdl jelentdsen eltérd meredekségli kalibracios egyenessel rendelkezd,
SeMet-nal egyiitt eludlodd Se-moddosulat nem volt jelen az enzimes mintaeldkészitéssel kapott
mintaoldatokban. Az utobbi esetben ugyanis az Osszes Se-tartalom inhomogenitasahoz (vagy
masképp fogalmazva: a nagy megbizhatosaghh Osszes Se-tartalom értékekhez) képest
valésziniileg joval nagyobb SeMet-inhomogenitast (masképpen: mindkét kromatografias
rendszer esetén kis megbizhatdsdgu SeMet-értékeket) rogzithettiink volna.

3., A modosulatanalitikai mérések teljes bizonytalansdgahoz a modszer altal okozott szoras
(5,20%) nagyobb mértékben jarul hozzd, mint a minta inhomogenitdsa, mig az Osszes
szeléntartalom esetén forditott a helyzet. Ebbdl kovetkezik, hogy bar a korabban emlitett tovabbi
szemcseméret-csokkentés valdszintileg javitana a mérések megbizhatosagat, elsddlegesen magat
a HPLC méréstechnikat érdemes megvizsgalni a modszerben rejld, mintatdl fiiggetlen szoras

mérséklése céljabol.

4.4.9. A stabilitasvizsgalat eredményeinek bemutatasa és értékelése

A modosulatanalitikai referenciaanyag stabilitdsa nyilvanvaléan magasabb szintli mindségi
kovetelményeket tdmaszt (a készités soran) és sugall is (a felhasznéalas kozben) a ,,csupan”
Osszes elemtartalomra megadott-hitelesitett referenciaanyagokhoz képest, hiszen az utobbi
anyagban tarolas kozben kialakuld esetleges mdodosulatvaltozas csak ritkan (rendszerint illékony
modosulatok 1étrejottekor) jarhat egyiitt a vizsgalt — s igy kimutathaté — paraméter, pl. 6sszes
elemtartalom csokkenésével. Hasonld elvek alapjan a tobb modosulatot egyenként is jelentOs

mennyiségben hordozo referenciaanyag stabilitasat nem célszeri csak a modosulatok egy részére
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vizsgalni, hiszen az egyik, éppen tanulméanyozott mdodosulat allandonak vélt értéke szdrmazhat
egy nem vizsgalt modosulat atalakulasabol is — gyakori példaként a Se(VI) - Se(IV) kozti redox
egyensulyt lehet emliteni — illetve az Gn. miitermék jelenség is felléphet, amely a detektor nem
kielégité mértéki szelektivitasa miatt kovetkezhet be.

A brazil di6 esetében az egyetlen valoban mennyiségileg meghatdrozhaté modosulat, a
SeMet egyértelmii talsilya miatt nem meriilt fel az utobb felvetett lehetéség, amelyet a
rendelkezésre 4llo, eltérd elvalasztasi elveket hasznald kromatografidas modszerek még inkébb
valosziniitlenné tettek. Ugyanakkor a HPLC mérések sajnélatos jellegzetességei kozé tartozik,
hogy az oszlopok és reagensek viszonylag slirlin mennek keresztiil elhasznalédasbol-
eltomodésbol ill. uj széllitasi tételek felhasznalasdbol adodd cseréken és finom Osszetételi
valtozasokon. Az olykor végletekig optimalizalt elvéalasztasi koriilmények ilyenkor ujboli
Osszehangolason esnek 4t, amely folyamat a korabbi koriilmények nem teljesen azonos
egyiittes¢hez vezethet. Ebbdl fakaddan a stabilitasi vizsgalatok sordn célszerli olyan vizsgalati
elvet kialakitani, amely figyelembe tudja venni ezen valtozasokat is, és képes elkiiloniteni
egymastol a mérdrendszer eltérésébdl €és a tényleges mddosulatatalakulasbol szarmazo, esetleg
instabilitasi értékben testet 61td folyamatokat. A mi esetiinkben a két fo stabilitasvizsgalati elv, a
hagyomanyos (honaprol honapra elemzd) és az izokron (egy iddpontban elemzd) 6tvozése
garantalta a helyes értékek megallapitasat (7. abra): mindkét elv alapjan meghataroztuk a sorra
keriild fiolak SeMet-tartalmat, és a mért értékeket az abran vizszintes vonallal jelolt, az
anioncseréld oszlopon végzett méréssorozat elfogadott atlagaval egyiitt tiintettiik fel.

Az ¢értékelés sordn tobbféle statisztikai eljards egyiittes felhasznaldsara van sziikség,
amelyeket — biologiai mintdkrol 1évén szd — 95%-0s megbizhatdsagi szint mellett érdemes
elvégezni. Grafikai kiértékelést alkalmazva az atlagértékek + 1 szoérdssal kiegészitett
tartomanyanak legaldbb érintenie kell az elfogadott értéket — bar ez minden atlag esetén
érvényesiil, lathatd, hogy nem egy esetben (féként a szobahOmérsékleten tarolt mintdknal) a
mérés viszonylag nagy szorasa teszi lehetdvé a megfeleloséget. Az eredmények egytényezds
varianciaanalizise nem mutat szignifikans eltérést az atlagok kozott. A paronként elvégzett t- és
Welch-probak szerint azonban a szobahdmérsékleten tarolt mintak atlagai kiilonboznek a tobbi
atlag jelentds részétdl, mig a mélyhiitdben (-18°C) és a hagyoményos hiitében (+4°C) tarolt
mintdk sem egymadstol, sem sajat csoportjukon beliil, sem pedig az izokron elv alapjan téarolt-
mért tarsaiktol sem mutatnak szignifikans eltérést. Mindez azt jelenti, hogy a harom hoénapi
tarolas soran a végig +24°C fokon 1évé mintdkban a SeMet stabilitasa megkérddjelezhetd, bar
bizonyos kiértékelési szabalyok alapjan még nem 1épi tGl az instabilitasi hatarértéket;
ugyanakkor az §sszes tobbi minta kielégitd stabilitassal rendelkezik.

A referenciaanyagok taroloedényzete a valodi gyakorlati felhasznalas soran szamos, akar
tobb tucat nyitasi-zarasi folyamaton esik at, mivel a rendszerint 15-20 grammos edényenkénti
tomegbdl mintatipustol fiiggden 200-500 mg anyag keriil kimérésre. Minden egyes nyitasnal a
referenciaanyag érintkezik a kiilsé levegdvel, amelybdl oxigént és nedvességet vehet fel.
Amennyiben a készitmény vizaktivitasa tul kicsi (ay, < 0,15), Gigy egyrészt autooxidacié indulhat
meg, masrészt a kinyitdst kovetd gyors vizfelvétel és a higroszkopos anyagokra jellemzd
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Osszetapadas jelensége kovetkezhet be [LINSINGER 2001]. Az atlagos szemcseméret-
novekedés magaban még nem tesz feltétleniil kart a referenciaanyag mindségében, azonban az
esetleg 0,4-0,5 koriili szintre emelkedd vizaktivitds mar teret biztosithat bizonyos enzimes és
nem enzimes degradacios folyamatoknak ill. ha a,, > 0,42, akkor — széls6séges esetben — mar
xerofil baktériumok szaporodhatnak el, a,,=0,61-nél pedig penészek jelenhetnek meg. Mindez azt
jelenti, hogy a stabilitasi méréseken tul — melyek fiolanként olykor még tiz nyitasi-zarasi
egylittes miiveletet sem igényelnek — a minta vizaktivitdsanak mérése (beallitasa) Iényeges részét
képezi a referenciaanyag stabilitdsanak és gyakorlati felhasznalhatésdganak megallapitasanal.

A brazil diobol készitett referenciaanyag 23°C hémérsékleten megallapitott vizaktivitdsa
aw=0,36-nak adodott, amely a fenti adatok tiikrében idedlisnak tekinthetd, igy a korabban
ismertetett stabilitadsvizsgalatok eredményein tal egy tovabbi, fontos gyakorlati paraméter

megfeleld értéke is igazolja a készitmény hasznalhatdsagat.
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7. Abra. A brazil diébol készitett, Se-médosulatanalitikai referenciaanyag-jelolt készitmény
stabilitasvizsgalatanak eredménye. Az abran az anioncserélé kromatografias rendszerrel meghatarozott
SeMet-koncentracié (mint pg Se g”) keriilt feltiintetésre. A jelolé betiik magyarazata (a 6. abraval
osszhangban): (a) —18°C, (b) +4°C, (c) +24°C, (d) izokroén vizsgalatok, (e) besugarzasi kontroll minta; a betiik
felso indexei a tarolasi idotartam hosszara (1-2-3 héonap) utalnak. A hibajel6lé savok
+1 szorasra utalnak. A vizszintes vonalak a SeMet kijelolt kozépértékére (79,9 pg g'l, mint Se) utalnak.

4.4.10. A brazil dié alapu, Se-modosulatanalitikai referenciaanvag készitése soran elért uj

tudomanvos eredménvek

Megallapitottam, hogy a kiemelkedd (71 m/m %-os) zsirtartalma brazil diot szerves
olddszerrel végrehajtott, folyadék-szilard extrakcid segitségével zsirtalanitani lehet ugy, hogy a
minta szeléntartalma szdmottevé mértékben nem csdkken.

Elkészitettem a Se-modosulatanalitika els laboratoriumi referenciaanyagat, amelyhez a

zsirtalanitott brazil dié készitmény megfeleld alapul szolgalt, mivel (a) mindségi €s mennyiségi
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meghatarozasra egyarant alkalmas mértékben tartalmaz SeMet-t, amely napjaink egyik
leginkabb tanulmanyozott szelénmodosulata, tehat a referenciaanyag készitése valos igényre
épiil; (b) konnyen, kell6 finomsagura 6rolhetd €s jol homogenizalhatd, amelyet az dsszes Se és
SeMet homogenitasvizsgalata igazol; (c) a SeMet-tartalom kielégitd mértékben stabil maradt
mind a 7y-besugarzds, mind pedig a kiillonb6zé hoémérsékletli tarolds soran; (d) a Se-
modosulatanalitikdban legtobbszor alkalmazott, egylépéses enzimes kezeléssel az elkészitett
referenciaanyag kozel 100%-os hatasfokkal tarhato fel, nagy megbizhatosagli mintael6készitést

téve lehet6vé.

4.4.11. A brazil dioval végzett kisérletek lezarasa és utoszo

A bemutatott eredmények alapjan a brazil didbol késziilt referenciaanyag alkalmasnak
bizonyult arra, hogy nagyobb Iéptékben, meghosszabbitott taroldsi-stabilitasi vizsgalatok utan
SeMet modosulatanalitikai LRM, vagy akar CRM késziilhessen beldle. A di6 korabbrol ismert
biokémiai ¢és taplalkozas-¢élettani tulajdonsdgai hatterében sejtett nagy SeMet-tartalom a
kozvetleniil, HPLC segitségével végzett modosulatazonositast kdzvetett bizonyitékokkal egésziti
ki, igy a téves azonositas lehetdsége gyakorlatilag kizart.

A brazil diobol készitett referenciaanyag — amellett, hogy a szakirodalom alapjan valo-
szinlileg a vilag elsd szelén-mddosulatanalitikai LRM-je — még szamos jarulékos elénnyel is bir:

1., A benne mindségileg és mennyiségileg meghatarozott Se-modosulat standard vegytilete
barki szdmara konnyen elérhetd a vegyszergyartok kinalataban, és azonositasa a hagyomanyos
kromatografiai elvek hasznalataval, viszonylag olcsé miiszerezettséggel megoldhatd; nincs tehat
sziikség ESI-MS vagy MALDI-TOFMS késziil¢kekre.

2., Bar hazankban a brazil didé csonthéjas allapotban még nem kaphat6, valdsziniileg
hamarosan megjelenik ilyen forméban is a boltok polcain. Mindez azért 1ényeges, mert a
kiilonbozo eredetli didk keverésével a kialakuld referenciaanyag 0sszes Se- és SeMet-tartalma
bizonyos korlatok kozt, de szabadon beallithatd lesz, az 1-2 pg g értéktsl a 100-120 pg g
gyakorlati fels6 hatarig. Ezéltal ez lehet az els6 olyan, nem mesterséges koriilmények kozott
eldallitott, moddosulatanalitikai referenciaanyag, melynek egyszerlien, az alapanyagok
keverésével, akar harom nagysagrenden keresztiil elére lehet szabdlyozni a vizsgalandd
modosulat kivant koncentraciojat gy, hogy kézben a matrix osszetétele valtozatlan marad.

Erdemes néhany szot ejteni munkank nemzetkozi helyzetérdl és visszhangjarol is. A 2001
telén indult kisérletek néhany honap eltéréssel ugyan, de egymastol fiiggetleniil, szinte fej-fej
mellett haladtak Caruso professzor (Cincinnati, USA) csoportjanak munkajaval. A részben eltérd
miatt az amerikai csoport a hangsulyt az ESI-MS azonositasra és a kinyerési-azonositasi hatasfok
novelésére helyezte, ¢és kozleményeikben is ezeket a teriileteket emelték ki
[KANNAMKUMARATH 2002, VONDERHEIDE 2002, WROBEL 2003]. A mi esetiinkben a
referenciaanyag kialakitasa szerepelt az elsé helyen, €s munkakat a 2003. évi European Winter
Conference on Plasma Spectrochemistry konferenciadijas posztere [BODO 2003a] és két

kozlemény [STEFANKA 2003b, BODO 2003b] dicséri.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

PhD értekezésem 1j tudomanyos eredményeit négy 6 csoportba sorolom, melyek egyuttal a

négy vizsgalt témakor Osszefoglaldsaként is értelmezhetdek.

1., Az arzéntartalmu alga- és halmintdk enzimes mintaelOkészitésének kritikai vizsgalata soran

elért (] tudomanyos eredmények

Arzénnel dusitott algaminta vizsgéalataval igazoltam, hogy sejtfalbontd (drizeldz) enzimes
kezeléssel szignifikdns mértékben novelni lehet mind az Osszes arzén, mind pedig az As-
modosulatok kinyerését.

Tobbvaltozos statisztikai modszer (RSM) segitségével igazoltam, hogy természetes (nem
dusitott) As-tartalmti halminta modosulatanalitikai mintaelokészitése soran fehérjebonto
enzimmel (tripszinnel) végzett kezeléssel nem lehetett szignifikdnsan nagyobb As-kinyerési

hatasfokot elérni az enzimet nem alkalmaz6 modszerek hasznalatdhoz képest.

2.. A szelénnel dusitott élesztdmintak vizsgalata soran elért (1j tudomanyos eredmények

Megallapitottam, hogy az ilizemi fermentdcidval eldallitott, tobbek kozott szaritassal
stabilizalt és a szemcseméretet tekintve az altalanos LRM kovetelményeknek megfeleld Se-
dusitott élesztd nem szubsztratspecifikus fehérjebontd enzimmel végrehajtott modosulatanalitikai
mintaeldkészitésénél a sejtfal- ill. lipidbontd enzimek hasznélata szignifikdnsan nem ndvelte a
Se-kinyerési hatasfokot.

Se-dusitott ¢élesztdn végzett, egylépéses enzimes modosulatanalitikai mintael6készités
segitségével Osszehasonlitottam a szakirodalomban legtobbszor jegyzett fehérjebontd
enzimkeveréket (XIV-es tipust protedz; Sigma) az ugyanazon fonalas baktérium altal eldallitott,
eltérd tulajdonsagokkal bird prondz enzimmel (Merck). Az elvégzett statisztikai elemzés alapjan
megallapitottam, hogy a két enzimmel elérhetd kinyerési hatasfok szignifikdns mértékben

kiilonbozik: a Merck-féle enzim hasznalataval nagyobb mennyiségli szelén extrahéalhato.

3/a., Uj tudomanyos eredménvyek a szelénsoval kiegészitett komposzton termesztett, Se-dusitott

gomba modosulatanalitikai vizsgalatahoz kapcsoloddan

Els6ként alakitottam ki egy olyan szekvencidlis enzimes modosulatanalitikai
mintaelokészitési eljarast, amelynek segitségével a szelénsoval kiegészitett komposzton
termesztett gomba szeléntartalma 75%-ban kinyerhetévé valt.

Adalékolassal ¢és az azt kovetd szekvencidlis enzimes modosulatanalitikai
mintael6készitéssel igazoltam, hogy a Se-moddosulatok egy része nem az elméletileg varhatd
moddon (jelen esetben vizes extrakcioval) nyerhetd vissza a mintdbodl: a fehérjematrix bontasa
sziikséges az adalékolt mennyiség oldatba viteléhez. Adalékolasi eljards segitségével kozvetett
moddon bizonyitottam, hogy a mddosulatanalitikai mérések soran azonositott Se-modosulatok

kozil legalabb az egyik, a Se(IV) mennyiségi meghatarozasa valddi értékre vezetett.
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3/b.. Uj tudomanyos eredmények a Se-tartalmu élesztével kiegészitett komposzton termesztett,

Se-dusitott gomba mddosulatanalitikai vizsgalatdhoz kapcsolédoan

Megallapitottam, hogy a tobblépéses, sejtfalbontd enzimes kezelést is tartalmazé
mintaeldkészitési modszerrel szignifikansan nagyobb kinyerési hatasfokot lehet elérni a csupan
fehérjebontd enzimre épitd vagy pufferelt kdzegli extrakciokhoz képest, még abban az esetben is,
amikor a sejtfalbont6 enzimkeverék fehérjebont6 aktivitasat szelektiven gatoltam. Két kiilonb6zd
inhibitor vegylilet alkalmazasaval, statisztikai kiértékelés segitségével igazoltam, a sejtfalbontas
sordn valdban lejatszodott fehérjebontds; mindez azt jelenti, hogy a fehérjebontas gatlasaval
megkiilonboztethetdve tettem a sejtfalbontas szelénkinyerésre gyakorolt hatasat.

A L lysing” enzim hasznalataval méas modszerekkel nem kinyerhetd Se-modosulatot tettem
hozzaférhetévé a fehérjebontd kezelés szdméara. Ez a modosulat a HPLC-vizsgalatok

segitségével (retencids id6 alapjan) végrehajtott azonositds soran SeCys;-nek bizonyult.

4., A brazil dié alapi, Se-modosulatanalitikai referenciaanvag készitése soran elért 1j

tudomanvos eredmények

Megallapitottam, hogy a kiemelkedé (71 m/m %-o0s) zsirtartalm brazil diot szerves
oldoszerrel végrehajtott, folyadék-szilard extrakcio segitségével zsirtalanitani lehet ugy, hogy a
minta szeléntartalma szamottevé mértékben nem csokken.

Elkészitettem a Se-moddosulatanalitika elsd laboratériumi referenciaanyagat, amelyhez a
zsirtalanitott brazil di6 készitmény megfeleld alapul szolgalt, mivel (a) mindségi és mennyiségi
meghatarozasra egyarant alkalmas mértékben tartalmaz SeMet-t, amely napjaink egyik
leginkabb tanulmanyozott szelénmodosulata, tehat a referenciaanyag készitése valos igényre
épiil; (b) konnyen, kell6 finomsagura 6rolhetd €s jol homogenizalhatd, amelyet az dsszes Se és
SeMet homogenitasvizsgalata igazol; (c) a SeMet-tartalom kielégitd mértékben stabil maradt
mind a vy-besugarzds, mind pedig a kiillonb6zé hoémérsékletli tarolds soran; (d) a Se-
modosulatanalitikdban legtobbszor alkalmazott, egylépéses enzimes kezeléssel az elkészitett
referenciaanyag kozel 100%-os hatasfokkal tarhato fel, nagy megbizhatosagli mintael6készitést

téve lehet6vé.
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OSSZEFOGLALAS

Célkitiizéseimben megfogalmazott tevékenységi teriiletem alapvetéen két vizsgalati
iranyvonalban  Oltott  testet: egyrészt a Se- ¢és  As-moédosulatanalitika  enzimes
mintaelOkészitésének kiterjeszthetoségét, fejleszthetdségét helyeztem a kozéppontba, valddi
mintakkal torténd kisérletek révén; masrészt megvizsgaltam annak a lehetdségét, hogy a
rendelkezésre 4allo6 laboratoriumi koriilmények kozott létrehozhatd-e Se-modosulatanalitikai
referenciaanyag (LRM).

Az els6é témakor szamos, kiilonbozd tipusut — mesterségesen ill. természetes mddon —
szelénnel vagy arzénnel duasitott minta elemzésén vezetett keresztiil. Alga és tengeri hal (arzén)
ill. ¢élesztd ¢€s csiperkegomba (szelén) vizsgéalata sordn enzimes mintaelokészitési modszerek
alkalmassagat vetettem 0ssze, €s egyedi ill. szekvencidlis eljarasokat dolgoztam ki, hogy részben
statisztikai, masrészt moddosulatanalitikai mérések alapjain nyugvo kiértékelés segitségével
eldonthessem, jar-e valamilyen eldnnyel ezen eljarasok hasznalata az adott teriileten elterjedtnek
szamitd alapmodszerekhez képest. Eredményeim azt mutattdk, hogy novényi eredetii mintak
esetén az As-modosulatanalitikai mintaelokészités kialakitasa sordn érdemes figyelembe venni a
sejtfalbontd enzimek hasznalatdt, mivel szignifikans mértékben javithatjdk a kinyerési
hatasfokot. Ezzel ellentétben az arzéntartalmt tengeri halminta elemzése annak a ténynek a
megallapitdsdhoz vezetett, hogy az enzimes mintaeldokészités alkalmazasa nem jar elénnyel a
joval egyszerlibb, csupan pufferes kdzeget igénylé hagyomanyos modszerhez képest.

A szeléntartalmu mintdk vizsgalata soran tapasztaltak tagabb teret nyujtanak az enzimes
mintaelOkészités szamara. Az altalam kidolgozott szekvencidlis eljaras, mely sejtfalbontd és /
vagy fehérjebontd enzimek egymast kovetd hasznélatara épit, bizonyos mintatipusoknal a
mintaelOkészités kinyerési hatdsfokat novelte meg, mig mas esetekben a hagyomanyos
(egylépéses enzimes) modszerekhez képest 1) modosulatanalitikai informaciokhoz vezetett.

A célkitlizés kérdéseire a kovetkezoképpen lehet felelni: (a) az enzimes mintaelOkészités az
As-modosulatanalitikaban korlatozott mértékben, csupan bizonyos /bar nem elhanyagolhat6/
mintacsoportok esetében mutat fel egyértelmli elonyoket; (b) Se-modosulatanalitika teriiletén
azonban ¢letképes ¢és fejlesztésre érdemes modszernek tekinthetd — egy ilyen fejlesztési
iranyvonalat jelent az altalam kidolgozott, tobbféle enzim szekvencialis alkalmazaséara épitd
eljaras is; (c) bar egyre tobb ,,minta + mintaelokészités” dsszerendelést tudunk kialakitani eddigi
ismereteink alapjan, Se-moddosulatanalitikdban a kordbban még nem vizsgalt mintak
elemzéséhez még mindig célszeri altaldnos, széleskori mintaeldkészitési megkozelitést
alkalmazni a hagyomanyos eljarasok helyett — ugyanakkor As-mddosulatanalitika esetén ezzel
ellentétben, az egyszeri €s elterjedtebb (nem enzimes) mintael6készitési modszerek haszndlatara
érdemes hangsulyt fektetni.

A célkitiizés masodik témakorének kérdésére joval egyértelmiibb vélasz adhatd: igen — az
altalanos laboratériumi felszereltséggel eld lehet allitani mdédosulatanalitikai referenciaanyagot.
Természetes szeléntartalmu (brazil did) alapanyagbdl az altalanos LRM eldirasoknak megfeleld,
stabil, konnyen kezelhetd és elemezhetd referenciaanyagot allitottam eld, amely az altaldnos

mindségbiztositasi célokon til alapul szolgalhat egy késdbbi CRM kialakitasdhoz is.
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SUMMARY

My scientific activity carried out in the frame of PhD formation was focused on two
directions: on one hand, I studied the extensibility and development of enzymatic sample
preparation in the fields of As- and Se-speciation by analysing real samples; on the other hand, I
evaluated the possibility of preparing LRMs under usual laboratory circumstances for Se-
speciation analyses.

The first subject led through the analysis of several — artificial or natural Se- and As-
enriched — samples of different origin. I compared and developed single and sequential
enzymatic sample preparation methods through the study of algae and marine fish samples (for
As) & yeast and agaric samples (for Se) on the basis of statistical and speciation evaluation in
order to assess if any of these methods possess significant advantages over the usually applied
basic techniques. According to the results of the study, when designing the speciation sample
preparation of samples of plant origin it is worth taking into consideration the use of cell wall
degrading enzymes capable to significantly increase extraction efficiency. In contradistinction to
plant samples, the analysis of marine fish arrived at a conclusion that there was no point in
replacing simple (usually buffered only) methods with the application of enzymatic ones.

My experiences on the field of selenised samples reveal greater possibilities for the use of
enzymatic sample preparation. I developed a sequential method addressing the succeeding use of
cell wall degrading and/or proteolytic enzymes, which proved to be capable either to increase
extraction efficiency or to provide additional speciation information over usual (one-step)
methods, depending on the given samples to analyse.

The questions of the relevant parts of my scientific targets presented at the beginning of this
thesis can be answered as follows: (a) the enzymatic sample preparation applied in the field of
As-speciation shows obvious advantages only in the case of special, however not neglectable,
group of samples; (b) the enzymatic sample preparation applied in the field of Se-speciation
proved to be a really viable technique worth developing, hopefully according to the method I set
up by sequentially applying several different enzymes; (c) however more and more combination
of adequate “sample & sample preparation” twins can be set up according to our knowledge, Se-
speciation still requires an open-minded and large sample preparation approach instead of
applying usual techniques, especially when facing samples never analysed before; on the other
hand, it seems there is no universal need to change the well-established sample preparation
techniques of As-speciation for enzymatic methods — possibly except for plant samples.

It is much easier to answer the question set in the second part of the introduction: yes, it is —
usual labware is just enough to produce LRMs for speciation analytical purposes. Natural Se-
enriched raw material (from Brazil nuts) can serve as a base for the production of a reference
material easy to handle and to analyse along with fulfilling the common requirements of RMs.
This candidate LRM may become a future CRM and may be integrated into the regular quality

control routine procedures of Se-speciation analyses.
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3. MELLEKLET (ARZENMODOSULATOK)

M3. Tablazat. A bioldgiai rendszerekben vizsgalt legfontosabb arzénmédosulatok [CORR 1996, LE 1998,
MUNOZ 1999a, GALLAGHER 2001 és GONG 2002 alapjan].

Megnevezés Képlet Révidités LD, ert_elk, Jellemzd el6fordulasi
mg kg hely
Arzénessav (arzenit) OH-As(OH), As(I1I) 14-34,5 talaj, talajviz, tiledckek,
magasabb rendii
Arzénsav (arzenat) 0=As(OH); As(V) 20-41 ndvények
o 5 = ,, 3
Monometil CH;As(OH), MMA(ITI) ? (Valos’zmul?g emlds As anyagesere
arzonossav igen mérgezd) metabolit
Monometil-arzonsav CH;ASO(OH), MMA(V) 700-1800 | ©MIOS As-anyagesere
metabolit
? bszind 5 N
Dimetil-arzinessav (CH;),AsOH DMA(III) ? (valosziniileg |- emlds As-anyagesere
igen mérgezd) metabolit
Altaldnos As-
Dimetil-arzinsav (CH;),AsO(OH) DMA(V) 700-2600 »detoxikacio”
végtermék
Dimetil-arzinoil DMAE
9
(oxarzil) etanol (CH3), AsOCH,CH,0H (DMASEY) L
Dimetil-arzinil DMAA (Valosz’muleyg Arzrenocukror
ecetsay (CH;),AsOCH,CH,COOH (DMAsAC) nem mérgezd) bomlastermékek
Trimetilarzin-oxid (CH3);As0O TMAO >10000
Tetrametil- N TMAs" 3 .
arzonium-ion (CH;)4As (TETRA) 890 AsB bomlastermék
Arzeno-betain (CH;);As"CH,COO ™ AsB >10000
_betai ?
Arzeno-betain 2, S As-, detoxikacio”
trimetilarzonio- AsB-2 (valoszintileg véoterméke
propionat, trimetil- (CH;);As"'CH,CH,COO (TMAP) nem mérgezo, Vizi%élla tokban
(2-karboxi-etil)- AsB-hez
arzonium hasonl6an)
As-,,detoxikacio”
Arzeno-kolin (CH;);As'CH,CH,0H AsC 6500-6900 intermedier tengeri
allatokban
Trlmet.llarzm (CH3);As TMA(II) Mesterséges eredetiick
Arzinek (CH3)xAsH;.x, ahol x =0-3 MexAsH; x, ’ vagy mikrobiologiai
(4ltalanos képlet) X X ahol x =0-3 (kiemelten %zs—anyagcsereg
Etil-metil-arzinek (CH, CHZ)XA_S(CHz)s'X’ EtxASNie}X’ mérgez6) termékei
ahol x =0-3 ahol x =0-3
R—GHy O O —CHp— CH—CHp —Y
X
HO OH
R= (CH;),As0O-, X=-OH, Arzenocukor
Y=-OH A, X, 392,11
2 2 bl r) r”r
Arzéntartalmn R= (CH;),As0O-, X=-OH, Arzenocukor (Valéézinﬁ- Iﬁ')ljgs;in Z;:rl:/;zrel?el;(
ribozidok Y= -OPO;HCH,CH(OH)CH,OH | B, XI, 328, 13 leg nem (moszatok, hinarok
R= (CH;),As0-, X= -OH, Arzenocukor mé% oz8) al ék) ’
Y=-SO;H C, XII, 408, 10 & 8
R=(CH;),As0-, X=-OH, Arzenocukor
Y=-0OSO;H D, XII1, 482, 12
R=(CH;),As0-, X=-NH,, Arzenocukor
Y=-SO;H E, X1V, 390
R= (CH;);As -, X=-OH, Arzenocukor
Y=-0OSO;H F, XV, 407
R=(CH;);As -, X=-NH,, Arzenocukor
Y=-0OSO;H G, XVI, 406
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6. MELLEKLET (RM-ELOALLITAS)

Id&iaén Relativ Medfeleltek
_qu koltség relativ aranya

Igények és lehetdségek E A A
felmérése + tervezés ©
[ - Yy
Nyersanyag begydijtése
[
Vizeltavolitas szaritassal vagy
liofilezéssel
[

Szemcseméret-csokkentés
(daralas, 6rlés)
[
A kivant szemcseméret
elérésére szitalassal
l A
Homogenizalas
I
El6zetes analitikai vizsgalatok
[

Homogenitas ellendrzése

Tarolasi egységek kialakitasa,
azonosito jelzések megadasa
[
Sterilizalas+stabilizalas
y-besugarzassal

Analitikai mérések a kijelolt
érték(ek) megallapitasara

10-15%

LRM

4-6 ho

100%

10-20%

Tarolas + stabilitasi
vizsgalatok

Hitelesitési
(kor)elemzés

CRM
25%

Kiértékelés, dontés a hiteles
értékekrol és a stabilitasrol

Teljes megfelel6ség esetén
forgalomba hozatal

12-40 ho

70-80%

5%

A\ 4 A\ 4 A\ 4
OSSZESITES: ~17-52hé

M6. Abra. A referenciaanyagok eldallitasanak altalinos folyamatabraja.
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Mintaeldkészitési modszerek kidolgozdsa
és referenciaanyagok eldallitasa modosulatanalitikai célokra

7. MELLEKLET (RSM-TABLAZAT)

M7. Tablazat. Arzéntartalmi halminta (,,SEAS”) enzimes mintael6készitésének tobbvaltozés optimalasi
megkozelitése. A legkisebb négyzetek elve alapjan végrehajtott, polinom fiiggvény illesztéshez az x;, x, és y
valtozékat hasznaltam fel; az utobbi adatok szAmitasanal a 43,7 ug As g”' osszes As-tartalom értékét vettem
figyelembe.

Fiiggetlen valtozok Fiigg6 valtozok
X X, --- --- --- Y
Extrakcio Tripszin . .. . . As-kinyerési
id6tartama, konceIr)ltréci(), Minta tmege, | Kinyert As, Km}_/le 1t .AS’ hatés?ok,
ora m/m % & HE pge minta %
1 10 0,256 9,8 38,3 87,6
2,35 10 0,253 8,8 34,8 79,6
4 10 0,253 9,3 36,0 82,4
4 5 0,253 9,7 38,3 87,6
4 15 0,253 9,6 37,8 86,5
6 10 0,250 10,0 39,8 91,1
8 10 0,257 10,0 39,1 89,5
8 2,93 0,253 10,2 40,4 92,3
8 17 0,257 10,1 39,1 89,6
10 1 0,252 9,8 38,7 88,6
10 3 0,253 9,9 39,0 89,2
10 8 0,260 10,3 39,6 90,6
10 10 0,255 10,4 40,9 93,6
10 12 0,251 9,8 38,9 89,0
10 10 0,255 10,4 40,9 93,6
10 17 0,259 10,4 40,3 92,2
12 10 0,251 10,3 40,9 93,6
12 5 0,256 9,9 38,6 88,3
12 15 0,256 10,1 39,3 90,0
13,6 10 0,255 10,4 40,7 93,1
16 10 0,258 9,9 38,5 88,1
20 10 0,250 9,9 39,8 91,0
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8. MELLEKLET (FOLYAMATABRA)

Vizes
extrakcio

pepszinnel

Fehérjebontas
Fehérjebontas
tripszinnel

Pufferes
extrakcio

Fehérjebontas
tripszinnel

Pufferes
extrakcid
pepszinnel

Fehérjebontas

Fehérjebontas
pronazza

Vizes
extrakcio

Extrakcio
jele
e
e
e

MS. Abra. A szelénséval kiegészitett komposzton termesztett, Se-dusitott csiperkegomba médosulatanalitikai
mintael6készitése soran alkalmazott extrakcids eljarasok vazlatos ismertetése.
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Mintaeldkészitési modszerek kidolgozdsa
és referenciaanyagok eldallitasa modosulatanalitikai célokra

9. MELLEKLET (HOMOGENITASVIZSGALAT)

MO9/1. Tablazat. A referenciaanyag céljabol készitett brazil dié tarolasi egységen beliili és a tarolasi egységek
kozotti homogenitasanak megallapitasara végrehajtott modosulatanalitikai mérések eredményei, mind az
osszes Se-, mind pedig a SeMet-tartalmat illetéen.

HOMOGENITASVIZSGALAT
Osszes Se-tartalom SeMet-tartalom (szelénben szamitva)
Mintak 9 parhuzamos | 9 fiolabol szarmaz6 | 9 parhuzamos | 9 fiolabol szarmazo
mérés egy egyenkénti mérés egy egyenkénti
fiolabol, pg g mérések, pg g’ fiolabol, pg ¢! mérések, pg g’

1. 82,11 87,50 77,50 87,32

2. 82,32 82,39 83,35 77,70

3. 85,14 76,31 78,81 70,71

4. 83,56 81,54 75,34 79,12

5. 84,63 80,01 71,28 73,03

6. 81,81 80,79 77,76 79,28

7. 77,87 83,85 78,46 79,39

8. 85,68 86,67 85,24 82,42

9. 85,02 87,01 78,04 77,50
Atlag 83,13 82,90 78,42 78,50
Szoras 2,44 3,73 4,07 4,84
s CVg CVk CVsg CVk

Relativ szorés 2,94% 4,50% 5,20% 6,16%

Relativ szoras +
bizonytalansag | 2,94+0,69% 4,50+1,06% 5,20+1,23% 6,16+1,45%
_ (Ucy)
Atfedésben? IGEN IGEN

M9/2. Tablazat. Az osszes Se- és SeMet-tartalom tarolasi egységek kozotti inhomogenitas értékeinek (sg)
megallapitasa. A tidblazatban kozolt szérasi paraméterek mértékegysége — a relativ értékek Kkivételével —
ng Se g brazil dié minta.

Bizonytalansagi
tényezdk

Uck) --= 3,73 4,07 -
Smodszer 2344 . " 4984

Osszes Se-tartalomra SeMet-tartalomra (szelénben szamitva)

KT sg=(3,737— 2,449 =282 sg= (4,844,071 = 2,62

(uzc(K) - Szmo'dszer)o ’
Relativ sg

(a vonatkozd (2,82 /82,90)*100% = 3,40 % (2,62 /78,50)*100% = 3,34 %

atlag %-aban)
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KOSZONETNYILVANITAS

Nos, bér teljes mértékben tudatdban vagyok annak, hogy nem tudom felidézni az 0sszes jo szandéku embert, akik a
négy év soran hozzajarultak ezen értekezés valamely szakaszahoz, mégis kisérletet teszek arra, hogy dsszegyiijtsem oket —
egyuttal elnézést kérve azoktol, akik megérdemelnék, de feledékenységem révén kimaradtak...:

e clsoként feleségemnek, Szaraz Leonoranak szeretnék kdszonetet mondani — aki tiirelmével €s segitségével vezetett at a
négyévi munka olykor mélypontokat sem nélkiiloz6 id6szakdn — és sziileimnek, akik lehetévé tették, hogy idaig
eljuthassak;

e témavezetdmnek, Dr. Fodor Péter professzornak, aki tanszékére meghivott és biztositotta azt az anyagi és szakismereti
hatteret, melyre munkdm épiilhetett, lehetévé téve a nemzetkdzi megmérettetést; aki valdban 24 oras rendelkezésre
allasaval, szabadidejét is rank forditva lenditette elére a PhD-képzés szekerét — és aki elviselte olykor onfejli
viselkedésemet is...

e a nagybetiis TANSZEK kollégéinak, akik elképzelhetetleniil sok teriileten segitették kisebb vagy nagyobb mértékben
munkamat: (1) Dr. Fodor Mariettdnak, aki annak idején (1995-ben) a kémia tanszékhez ,,lancolt”; (2) Dr. Pais Istvan
professzornak, aki mar a diploma elkészitésénél mellettem ,,babaskodott” €s segitséget nyujtott az egyetemi évek
lezarasanal; (3) A ,,Zsuzsi-triumviratusnak™: Bertényiné Divinyi Zsuzsanak, Fekete Zsuzsannanak ¢€s Firisz Zsuzsannanak,
akik a ,,sok aprosag” mellett tobb mint 2000 (!) ICP-mérést végeztek el szamomra az évek soran, sziintelen és megbizhato
referenciat jelentve kisérleteimhez; (4) Dr. Téth Arpadnak, aki rendithetetlen nyugalméaval és oriasi altaldnos kémiai
szaktudasaval a legelképzelhetetlenebb helyzetekben is kiutat mutatott; (5) Dr. Kosary Judit professzorasszonynak,
Stefanovitsné Dr. Banyai Eva tanarn6nek és Dr. Kiss Martanak, akik a biokémia felé hajlo kisérleteim hatterét
biztositottak; (6) Szurduk Sandorné Zsofinak, Balogh Janosnénak és Erds Juditnak, akik egyiitt dolgoztak velem a
legunalmasabb mintael6készitési 1épések soran is;

e doktorandusztarsaimnak: els6sorban Stefanka Zsoltnak, és a tobbieknek: Ipolyi Ildikonak, Bodd Erzsébet Tiindének,
Soros Csillanak és Abrankd Laszlonak, akik nélkiil — modosulatanalitikai mérések hidnyaban — ez az értekezés egyszeriien
Iétre sem johetett volna;

e a diplomazo hallgatoknak, név szerint Prunk Anikonak, Zubor Zsuzsannanak, Csabai Zsuzsannanak, Szab6 Csillanak
és Matyas Andrasnak, akik olykor engem, PhD-hallgatot is megszégyenitd szorgalommal végezték azokat a méréseket és
kisérleteket, melyek ehhez az értekezéshez is sziikségesek voltak;

e Tomory Istvannak, aki a szamitastechnika ,,szlinetmentes” sziirke eminenciasaként minden elképzelhetd informatikai
gondot és problémat elhdritva jarult hozzd ahhoz, hogy a szadmitogép valoban segit6ként alljon rendelkezésre és ne
rémalomként jelenjen meg;

e Dr. Woller Agnesnek, aki PhD-tanulmanyaim elején a kiindulopontként szolgélo kérdések tisztazasiban jatszott
poétolhatatlan szerepet;

e Dr. Mester Zoltannak, aki szakmai tandcsokkal és kozleményekkel tette konnyebbé munkémat;

e a Matematika és Informatika Tanszéken Dr. Ittzés Andrasnak és Dr. Ferenczy Antalnak, akik a statisztika
utvesztdjében Ariadné-fonalat adtak kezembe;

e a Sor- és Szeszipari Tanszéken Dr. Hoschke Agostonnak, Rezessyné Dr. Szabé Juditnak, Hegyesné Vecseri Beatanak,
Dr. Nguyen Duc Quangnak, Bujna Erikanak, Farkas Gabriellanak és Mayer Agnesnek, akik révén — sok egyéb mellett —
még egy centrifugit is kolcsonkérhettem a mintael6készitési kisérleteim végrehajtdsdhoz, nem beszélve az anaerob
fermentacios modszerekhez sziikséges segédeszkdzokrol és autoklavozasi lehetségrol;

e a Mikrobioldgia és Biotechnologia Tanszéken Juhaszné Dr. Roman Mariannak és Perkatai Katalinnak torzsizolalasi
kisérleteimben nyujtott segitségiikért;

e a Hiitd és Allatitermék Technoldgia Tanszéken Dr. Balla Csabanak, Csukané Nemes Martanak és Pasztorné Huszar
Kléranak, akik mintdim liofilezésében, szakirodalom gylijtésében és szakforditasban segitettek;

e a Novényélettani Tanszéken Dr. Mészaros Annamdridnak, aki a folyékony N, kezeléséhez sziikséges segédeszkozoket
bocsatottak rendelkezésemre;

e a Nyelvi Lektordtuson Bihariné Dr. Partos Maéridnak és Uray Katalin tandrnének, akik szakforditoi segitséget
nyujtottak palydzataim elkészitéséhez;

e Szakacs Gabriellanak, aki kiilfoldi utazasaim szervezésében (€s elszamolasaban) sietett segitségemre;

e a KEKI Mikrobiologiai Osztilyan Andrassy Evanak és Csanyi Jiliannénak, a y-besugarzassal és mikrobiologiai
vizsgélatokkal kapcsolatos kisérletekért;

e az OMMI munkatarsainak a brazil di¢ eldkészitése sordn nyujtott segitségiikért,

e Dr. Racz Laszlo tanar Grnak, aki a csiperkemintakat biztositotta szamunkra;

e koszondm Dr. R. Lobinski, Dr. J. Szpunar (CNRS, Pau, Franciaorszag) ¢s Dr. B. Michalke (GSF, Miinchen,
Németorszag) fogadokészségét, mellyel kiilfoldi 6sztondijaim alapjat szolgaltattak;

e Dr. Hlavay Jozsefnek, Dr. Prokisch Jozsefnek és Dr. Nyeste Laszlonak az el6- és fobiralat vallalasaban és
elkészitésében nyujtott segitségiiket;

e a Széchenyi Istvan Osztondij Alapitvanynak, a hirom honapos miincheni 8szténdij odaitéléséért;

e a Magyar Osztondij Bizottsagnak és Philippe Carlevan trnak, a Francia Nagykdvetség kulturalis attaséjanak, akiknek a
két honapos franciaorszagi 6sztondijamat koszonhetem;

e végiil, de nem utolsosorban a Magyar Allami Doktori Osztdndijat emlitem meg, mint a PhD-képzésem anyagi hatterét
biztositd intézményt.
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