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1. MEGJEGYZESEK

A ’spiking’ kifejezésnek, melynek jelentése az EU speciacids gyakorlataban és irodalméban nem
egyenld a standard addicioval, pillanatnyilag nincs magyar megfelelje. A hétkdznapi
labornyelvben leginkabb a magyaritott ‘spikolas’ terjedt el, mely azzal magyarazhatd, hogy az
angol szot6 hasznalata a kifejezést egyértelmiivé teszi, s igy nem igényel magyarazatot.

Kutatdé munkdam legnagyobb részét a Szent Istvan Egyetem Alkalmazott Kémia Tanszékén
végeztem, ahol tobb, mint tiz éve folynak modosulatanalitikai kutatasok. Ezalatt az id6 alatt
szamos esetben alkalmaztuk az un. spikolast.

Doktori értekezésem keretén beliill szeretnénk az angol ‘spiking’ kifejezésre a magyar

‘adalékolas’ kifejezést javasolni.






2. BEVEZETES

A nyomelemek fogalma a huszadik szidzad elején terjedt el a tudomdanyos életben, a
természettudomanyban. A tudosok rajottek, hogy léteznek olyan elemek, amelyek nagyon kis
mennyiségben ugyan, de mindenhol jelen vannak kornyezetiinkben. Arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy ezeknek az elemeknek jelentOs szerepilik van az életfolyamatokban ¢és alapvetden
befolyasoljak az anyagok tulajdonsdgait. Az elemek azonositisiaval azonban mar nehézséget
jelentett €s a mennyiségi meghatarozasuk még hatalmas feladatnak tiint [1]. A huszadik szazad
végére azonban a modern analitikai technikak mar pikogrammnyi és még kisebb koncentraciokat
hatdroztunk meg megbizhatéan. Ma mar az elemek kémiai formdinak meghatarozasat sem
hagyhatjuk figyelmen kiviil, mert mar rendelkeziink azzal az ismerettel, hogy a kémiai forma
hatdrozza meg az elem tulajdonsagainak nagy részét. Az analitikai kémia kémiai modosulatok
meghatarozasaval foglalkozé agat nevezziik médosulatanalitikanak.

A modosulatanalitika ill. mas néven kémiai specidcio, €s a moddosulat ill. kémiai speciesz
fogalmaknak éveken 4t nem volt Aaltalanosan elfogadott definicigja. 2000 6ta azonban
egyezményesen, az IUPAC (International Union for Pure and Applied Chemistry) nevezéktana
szerint a "kémiai mddosulat’ kifejezés alatt az elemnek azt a specifikus formajat értjiik, amelyet
izotoposszetétel, oxidacios allapot és/vagy komplex- vagy molekulaszerkezet hataroz meg [2],
mig a modosulatanalitika ezen specifikus formak meghatarozasat végzi.

Az elmult évek sordn egyre nagyobb teret nyertek a specidcios analitikai kutatasok és egyre
szélesebbé valt az elért eredmények felhasznaldinak kore. Az egészségiigy, a kornyezetvédelem
€s szamos ipari agazat, melyek koziil az élelmiszeripart emlithetjiik elsé helyen, valt érdekelté
éppugy, ahogy a dontés- és torvényhozd szervek is [3]. Ennek az oka az, hogy mara a
tudomanyos kutatdsok eredményei mar teljes bizonyossaggal alatamasztottdk, hogy a kémiai
forma meghatarozza az elemek bio- és geokémiai viselkedését, esszencialitdsat és esetleges
toxicitasat. Az elemek mobilitdsat, bioelérhetOségét, visszatartasat és elraktarozodasat élo
szervezetekben, élelmiszerekben és a kornyezetben az hatdrozza meg, hogy milyen kémiai
formaban keriil az elem az adott rendszerbe, milyen atalakuldsokon megy keresztiil — pl.
metabolikus folyamatokban —, milyen végsd format vesz fel és mely forméban fejti ki hatasat.

A moédosulatanalitika intenziv fejlédése a speciacids informacid szamos elényének koszonhetd,
melyeket a kovetkezOképpen foglalhatuk Gssze. Az Gsszkoncentracié mellett az izotopeloszlas
meghatarozasa informaciot nyujthat szdmos elem, mint példaul az 6lom, geoldgiai eredetérdl [4],
mig az oxidacios allapot meghatarozasa az oldhatosagrol és reakciokészségdl [S]. Erre jo példa a
krom, melynek hat vegyértékli formaja toxikusabb, mint az Gsszes tobbi oxidacios allapotban

talalhaté formdja, koztikk a Cr(Il), mely esszencialitasarol ismert. A fémtartalmu szerves



vegyliletek esetén a kovalens kotések szdma és jellege jatszik meghatarozé szerepet az elemek
tulajdonsagainak kialakitasdban. A  tributil-on toxikusabb vegyiilet, mint a beldle
bomlastermékként keletkezd di- és monobutil-6n, igy a molekulaszerkezet meghatirozasabol
jelentés  informécidokhoz  juthatunk. A  makromolekuldkhoz valdo  kapcsolodas ill.
komplexképz6dés megszabhatja az elemek mobilitasat, stabilitasat és biologiai elérhetéségét
(bioavailability) [6], s toxicitasat is. Példaul a meglehetdsen toxikus szervetlen arzén ionok
egyszerll szerkezetiikknek koszonhetéen konnyen atjutnak a sejtmembranokon. Az arzenobetain
egy makromolekuldba épiilt forma, amely a biokémiai folyamatok szdmara kdnnyen elérhetd
szervetlen ill. egyszeribb szerves formakbol szintetizalodik, stabil és csak erélyes bontasi
folyamatok eredményeképpen valik szabadon hozzaférhetévé [7]. A speciacid tehat az
Osszkoncentraci6 meghatdrozdsa mellett az elemek kiillonb6z6 formakban vald eloszlasat
definidlja és nyQjt informacidt a vizsgalt minta esetleges toxicitasarol, egészségre artalmatlan
voltarol vagy esszencialitasarol.

A modosulatanalitikat nagyon sok esetben a 21. szazad analitikajanak legnagyobb kihivasaként
emlitik [8]. Az allitdsnak szdmos oka van. A természetes matrixok jelentdés hanyaddban mar a
nyomelemek Osszkoncentracidja is nagyon kicsi, mint példaul a humén szérum vanadium
tartalma, mely ng L ' tartomanyban esik. Ha a jelenlévd kiilonbozé kémia formékat is
azonositani €s mennyiségileg meghatarozni szeretnénk, sok esetben ennek a koncentracionak
szazad, sOt ezred részével kell szamolnunk, példaul az egyes biomolekuldkban illetve
mikroorganizmusokban. A rendelkezésre 4allo analitikai technikdk ezzel az igénnyel még sok
esetben nem tudnak megbirkdzni. Az egyik cél tehat olyan moddosulatanalitikdra alkalmas
rendszerek épitése, melyek harom — hat nagysagrenddel jobb kimutatdsi hatarral birnak, mint a
mai rendszerek. Nagyon sok nehézséget okoz az is, hogy nem ismerjiik a mddosulatok in situ
biokémiai folyamatait. Nem tudjuk, hogy milyen kozti termékeken at jutnak el végsé formajukba,
hogyan épiilnek be a makromolekuldkba és milyen mértékben hasznosulnak és {iriilnek ki a
szervezetekbOl. Ha minderre lenne vélaszunk, tisztabban latnank azt is, hogy melyek azok a
kérdések, amelyekre a moédosulatanalitikdnak elsdsorban valaszt kell adni és melyek azok a
tudomanyteriiletek, melyek fejlddését az elemek specifikus forméiban valo eloszlasdnak
meghatarozasa eldrelendithetne. A sok megvalaszolatlan kérdés €s a tudomanyag jelenlegi aktiv
fejlodése szamos esetben jelenti azt, hogy egy-egy specidcios feladatra csak egy specidcios
analitikai modszer ismert. Igy nehéz az eredmények helyességének ellendrzése, a mérés
hitelesitése és megbizhaté mérési eredmények szolgaltatisa. Gondot jelent egyelére még az is,
hogy nem 4&ll rendelkezésre sok elem szamos kémiai mddosulatdnak szintetikus véltozata és a
mérések kalibralasa csak hazilag szintetizalt formaval lehetséges. Ebben az esetben kérdés az

eldallitott kémiai forma tisztasaga.



Az analitikai miiszer- és rendszerfejlesztések liteme gyors. A speciacids analitika fejlédése a
természettudomany sok mas teriiletének fejlodésével Osszefiigg €s mint minden dinamikusan
fejlodé tudoméanyagban, egy megvalaszolt kérdés harom 1jabb kérdést vet fel, amely
meghatdrozza a moédosulatanalitika fejlddésének irdnyvonalat.

A speciacios analitika fontossagat a legjobban azzal tudjuk bizonyitani, ha olyan példakat
emlitiink, melyek az érdeklddés kozéppontjaban allnak.Vegyiik sorra azokat az elemeket a
periddusos rendszerben, amelyekkel a specidcios analitika az elmult évek alatt a leginkabb
foglalkozott, s foglalkozik és azokat a kérdéseket, melyekre a specidcids analitika segitségével
kivanunk valaszt kapni. Kétségteleniil az arzént illeti az els6 hely.

Az arzén szervetlen formai, az arzenit €s arzenat rendkiviil mérgezé modosulatok [9]. Azonban
az ¢él6 szervezetek nagy hényada — koztiikk az ember is — rendelkezik egy metilezési 1épések
sorozatabol all6 méregtelenité mechanizmussal a szervetlen arzénformék hatastalanitasara,
melynek eredményeképpen emlésokben mono- és dimetilezett formak keletkeznek [10], halakban
¢s mas tengeri ¢lélényekben a metilezett formakon kiviil még arzenobetén és arzenokolin [11],
algdkban pedig elsdsorban arzenocukrok széles palettdja [12]. A felsorolt szerves
arzénvegyiiletek nem toxikusak. Az még kérdéses, hogy a detoxifikalasi folyamatok soran nem
alakulnak-e ki toxikus atmeneti termékek. A masik, eddig még megvalaszolatlan ¢és fontos
kérdés, hogy vajon az elfogyasztott veszélytelen arzenocukrok az emésztés soran nem alakulnak-
e toxikus formakka.

A szelén-speciacios kutatdsok is hagynak maguk utan kérddjeleket. Meglepden nagy azoknak a
publikécioknak a szdma, melyek a szelén rakmegel6zésben hatékony formdjanak ill. formainak
azonositasat tlizték ki célul [13]. Vajon a szeleno-aminosavak a sejtprotektiv formak, vagy a
szeleno-metionint és szeleno-ciszteint tartalmazo fehérjelancoknak van sejtvédo szerepiik?

A krom specieszek biokémiai szerepe és hatdsa is ismert. A szervetlen hat vegyértékii format erds
citosztatikumként [14], mig a harom vegyértéki format a szénhidrat-metabolizmus maig
ismeretlen Osszetételli gliikkoz tolerancia faktoraként tartjak szamon [15,16].

A higany mas jellegli problémaval szembesiti a kutatokat. A szervetlen higany a taplaléklancba
jutva erdsen toxikus metilezett formdakka alakul és felhalmozddik, jelentds veszélynek kitéve a
csucsragadozokat [17].

Az antropogén eredetlli szerves-on a széles korben elterjedt biocid hasznalata miatt hatalmas
tengeri Okoszisztémak egyensulyat boritja fel [18] és még a mai napig nem mérhetd fel, hogy
mekkora az okozott kdr és a szennyezés hosszl tdvon milyen terhet r6 az emberi taplalkozésra.
Akar évtizedekbe is telhet, mire ez kideriil. Erre is csak igy van lehetdség, ha analitikai

modszerekkel kovetjiik a szerves 6n vegyiiletek atalakulésat.



A feltett kérdések nagy részére megbizhatd valaszt feltehetéen csak az in situ speciacid
biztositana [8]. Ehhez azonban a nyomelem moddosulatok kinetikajanak athato ismeretére €s piko-
, sOt fentogramm kimutatési hatéarral bir6 modszerekre lenne sziikség. Addig azonban még hosszi
utat kell megtenni.

A mar létezo és egyre szélesebb kori igényeket kielégitd speciacids technikak mindségbiztositasa
aktualis, siirgetd kérdés. Sok életbevagdan fontos dontés fligg az analitikai adatok
megbizhatdsagatol, igy ma mar a specidcios eredmények megbizhatosagatol is.

A modosulatanalitikdban alkalmazott analitikai metodikdk az esetek tobbségében tobbféle
technikat o6tvoznek. Igy az extrakciotdl az elvalasztastechnikéan keresztiil az elemszelektiv
detektalasig terjedhetnek. Ezeket egytdl egyig rendszeres hibak terhelik. Rdaddsul mindegyik
1épésnél szamolni kell a kémiai mddosulatok instabilitdsaval, nemkivant reakcidba 1épésével és
atalakuldsaval, s a médszer minden 1épését jelentdsen befolyasolja a mintamatrix is [19]. Kiilon
meg kell emliteni a mintavétel és a mintatartdsitas bizonytalansagat, hiszen az itt elkdvetett hiba
késdbb mar nem korrigalhatd [20]. Ha a modosulatanalitikdt nem kelld koriiltekintéssel
alkalmazzuk, konnyen vezethet hibas eredményekhez. A hiba pedig elsdsorban nem az
eredmények ismételhetdségében, hanem azok pontatlansdgaban rejlik — a valodi értéktdl valo
eltéréstél, melynek eredményeként a kovetkeztetéseink helytelenek Ilehetnek [19]. Annak
érdekében, hogy a mddosulatanalitikara fejlesztett technikak alkalmazasanal a kémiai modosulat
eredeti forméja, illetve az azt 6rz6 informacid az analitikai eredmény megadéasaig megmaradjon,
a lehetséges hibaforrdsokat mar a tervezés stadiumaban at kell tekintenlink és ki kell
kiisz6boIniink.

mar rutinszertien kezeliink, a speciacios analizisnél is figyelemmel kell kisérni, de a listat még ki
kell egésziteni azokkal a kiilonleges figyelmet kivand probémakkal, melyek a kémiai
modosulatok jellegébdl adédnak. A speciacios technika altalanos 1épéseit a 1. dbra szemlélteti, a
Iépéseket és lehetséges hibaforrasait a speciacids irodalom alapjan az Irodalmi el6zmények

fejezet targyalja.
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3. IRODALMI ELOZMENYEK

Ebben a fejezetben a specidcids technikdk Iépéseit, az azokban felmeriild lehetséges

hibaforrasokat sorolom fel és irodalmi példakkal szemléltetem az 1. dbra logikdjat kdvetve.

3.1 Tervezés

Az analitikai mérések minden esetben, igy a specidcio teriiletén is gondos és koriiltekintd
tervezést igényelnek. A mérés célkitlizésének meghatarozéasa soran figyelembe kell venni, hogy
eredményeinknek mire és hogyan kell valaszt adniuk.

Mar az alapvetden meghatdrozza a mérés menetét, ha az eredményt szamszerisitve,
megbizhatdsagi tartomannyal egyiitt kell szolgaltatnunk vagy csak egy alkoto jelenlétét vagy
hidnyat kell igazolnunk. Ezek utan az igények, a mérendd minta és a felhasznalhato miiszerpark
ismeretében mérlegelniink kell a rendelkezésiinkre 4ll6 infrastruktura altal nytjtott lehetdségeket.
Ennek tudatidban és a szakirodalom alapos ismeretében ki kell valasztanunk a modszert, mely a
mérés céljanak legjobban megfelel. Ha volt mar a jelenlegihez hasonld feladatunk vagy
fejlesztettiink mar modszert a kérdéses alkotok meghatarozasara és képesek vagyunk a médszer
rutinszeri alkalmazasara, akkor a kidolgozott mddszert kell hasznalnunk. Ezen kiviil szdmos
speciacidos mintaeldkészités hosszadalmas és szlik hatariddk, kiilonosen sok minta esetén, nem
tennék lehetdvé az alkalmazasukat.

A minta eltarthatosdga is fontos tényez0 a tervezésénél. A speciaciés mintdk tartdsitasa a
specieszek eredeti allapotban valdé megdrzése és kiillonbozd tulajdonsagai miatt meglehetésen
bonyolult. A tobb oxidacios allapotban eléforduld elemek egymasba alakulhatnak, a szerves
vegyiiletek degradalodhatnak. A legjobb megoldas a mintavétel utan a mintak azonnali elemzése,
de legalabbis tisztaban kell lenni azzal, hogy mennyi ideig tarthatdo el a minta ugy, hogy a
modosulatok eredeti allapotukban maradjanak.

A speciacios méréseknél sokszor olyan kis koncentraciotartomanyok meghatdrozasat kell
elvégezni, hogy nem csak a miiszerezettség, hanem a nem megfeleld labortisztasdg is
megakadalyozhatja a mérés kivitelezhetdségét.

A mérések mindségbiztositasat at kell gondolni. Mennyire egyszerti a mérendé matrix €és van-e
mar hasonlé matrixokkal annyi tapasztalatunk, hogy kidolgozott protokollt alkalmazhatunk? Ha
nem, akkor rendelkezésiinkre all-e az Osszes mérendd komponensre bizonylatolt hiteles
anyagminta? Ha az sem, akkor hany Iépéses standard addicidoval lehet a mérési eredmény

megbizhatosagat biztositani?
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Természetesen az 0sszes tobbi paraméter mellett a mérés koltsége sem elhanyagolhato tényezd. A
kovetkezd alfejezetekbdl nyilvanvaléva valik majd, hogy a speciacios feladatok fokozottan
matrixfliggdek és validalt modszerek teljes Gjravalidaldsira lehet sziikség egy-egy 0j matrix
esetében. A tobblépéses standard addicid, kiilondsen tobb komponensre draga és meglehetdsen
id6igényes feladat. A speciacios CRM-ek, ha egyaltalan a kérdéses komponensre €s matrixra

rendelkezésre allnak, koltségesek.

3.2 Mintavétel, a minta tartositasa és tarolasa

Az analizis folyamatiban a mintavétel a legelsd és legtobb hibaval terhelt 1€pés, ezért a
mintavételt koriiltekintéen meg kell tervezni. A mintavétel hibdit nem lehet standardokkal és
etalonokkal megbecsiilni, ezért megbizhatoan csak ismételt mintavétellel lehet korrigalni. Erre
legtobb esetben nincs lehetdség. Ez elsOsorban a kiilonleges bioldgiai mintak esetén igaz, ahol
nem 4ll elegendé minta rendelkezésre a mintavétel megismétlésére, mint példaul orvos-analitikai
biopszias mintak, de sok esetben az ismételt mintavétel koltsége is akadalyozé tényezo.
A tapasztalat azt mutatja, hogy a mintavétel mindenkor egy jelentds hibaforras [20]:
. ha a mintarészlet nem reprezentativ az eredmény nem vonatkozik az egész anyagra;
. az eredmény fligghet az analitikai modszertdl, de mindig fiigg a mintavétel modjatol;
« az analitikai mddszerek egyre kisebb mintarészletet igényelnek, igy a mintavétel hibai
egyre nagyobb jelentdségliek;
. ha nincs egyéb elbirds, az analitikus tapasztalatara kell hagyatkozni és a korabbi
tapasztalatokon alapul6 hasonlo6 alkalmazasokat kovetni;
« ha a minta allapotdnak megitélésénél kétség meriil fel, a mintat heterogénnek kell
tekinteni;
« képzett személy végezze a mintavételt.
A fent emlitett hibaforrasok a speciacidés analitikdhoz végzett mintavételre fokozottan
érvényesek, amelyeket azonban még ki kell egésziteni:

A speciacios mintavételnél elengedhetelen szempont a mérendd elemek kémiai forméinak eredeti

allapotban vald megdrzése. Felmeriil a kérdés, hogy mar az eredeti kozegbdl valo kiemeléssel

nem valtoztatjuk-e meg - és ha igen, akkor mennyire - az eredeti egyensulyi vagy kvazi
egyensulyi viszonyokat, melyek kovetkeztében a mdodosulatok szerkezete megvaltozhat. Példaul
az elemek fehérjékhez, huminsavakhoz ¢és iiledékmintak részecskéihez nem kovalensen

kapcsolodo kémiai formainak egyensulya konnyen felborul akar kisebb pH, redoxipotencial vagy

crcr
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atmoszféra alkalmazasa elegendd-e az eredeti allapot megorzéséhez vagy mast is alkalmaznunk
kell?

A koriiltekinté mintavétel utan a specieszek eredeti allapotdnak megdrzését kell biztositani az
analizisig, illetve ismételt analizisek sorozataig, melyekhez pontosan meg kell hatarozni a tarolasi
paramétereket. Gondosan meg kell valasztani az edényzetet, melyet a mdodosulatok stabilitasuk
megodrzéséhez igényelnek — mindenképp szamolva azzal, hogy ugyanazon elem kiilonb6z6
modosulatai is esetleg mas edényzetben stabilabbak. A szerves modosulatok stabilitdsa legtobb
esetben kisebb, mint a szervetlen forméaké [22]. Példakat lehet taldlni erre az irodalomban a
szelénre [23]és a higanyra [24]. Az arzénre az ellenkezdje igaz. Mig az arzenit és arzenat ionos
formak szabadon dinamikusan egymasba alakulnak természetes kornyezetiikben is — az atalakulas
iranyat a kornyezeti (pl.: pH) viszonyok hatarozzak meg —, a metilezett formak még az erds savas
roncsolast is kibirjak [25].

Az edényzet anyagéan kiviil a tarolasi paraméterek a tarolasi atmoszférat és a hdmérsékletet is
magukban foglaljak. Ezek meghatarozasat neheziti, hogy a stabilitds erdsen matrixfiiggd és
modosulatonként eltérd, tehat semmiképp sem A4ltalanosithatd. A szerves oOnvegyiiletek
stabilitdsat a mintaban, eredeti kornyezetiikben nehezebb biztositani, -20 °C-on vald tarolast
igényelnek [26], mig mérésre elokészitett derivatizalt formaban +4 °C-on is hoénapokig
eltarthatok. Ezzel szemben a metil-higany barmely alkilezett derivatizalt formajat elokészités
utan rogton meg kell elemezni [27].

Mara éltaldnos gyakorlatta valt, hogy a biologiai és kornyezeti mintdkat mélyhiitve -20 °C-on,
egyes specialis esetekben akar -70 °C-on, taroljak [28]. Az eltarthatésag novelése érdekében a
mintdkat tobbnyire nem frissen, hanem kiilonbozd tartositasi eljarasokkal valo kezelés utan
taroljak. A leggyakrabban alkalmazott a fagyasztva szaritas, sterilizaldssal kombindlva, mely a
nem kivant mikrobioldgiai aktivitds és a biokémiai bomlas kikiiszobolését szolgalja.

Viztartalmi mintdk tarolasara + 4 °C alkalmazdsa az altalanos javaslat. Ez természetesen
csokkenti az eltarthatosagot, de a mélyhiités bizonyos mddosulatok esetében irreverzibilis fiziko-
kémiai véltozdsokat okozhat. Példaul az arzénformak mélyhiités sordn csapadékot képeznek és a
kiolvasztds nem mindig eredményezi a csapadék feloldodésat is [28].

A stabilitdsi probémak a kalibralo oldatok taroldsa esetén is ugyanugy felléphetnek, mint a
mintaknal. A tobb oxidacids allapotban eléforduld elemek, mint példaul a Cr(IIl)/Cr(VI) és az
As(III)/As(V), a tarolasi koriilményektdl — homérséklet, fényviszonyok stb. — fiiggden a
tapasztalat szerint egymasba alakulhatnak ill. az edények faldn adszorbedlodhatnak [28]. A
szerves modosulatok a szubszitiicid mértékétdl fiiggd sebességgel degradalodnak még szerves
oldoszerekben is [29]. A speciacids kalibracids standard oldatokat tehat az Osszkoncentraciot

hitelesitd oldatoknal gyakrabban kell frissen elkésziteni. Ervényes ugyan az Okorszabaly: a
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toményebb standard oldatok tovabb tarthatok el [30]. Mivel a speciaciés mérések altalaban
nagyon kis koncentraciok tartomdnyaban torténnek, a kalibracios oldatok készitésénél arra is oda
kell figyelni, hogy a lehetd legnagyobb bemérési térfogatokkal dolgozzunk, ezzel csokkentve a
bemérési hibat. Gondosan kell eljarni az egy elem tobb mddosulatat, illetve tobb elem tobb
modosulatat tartalmazo standard oldatok esetében is. Egy elem tobb specieszének jelenlétekor az
egyik modosulat bomlasa konnyen jelentheti a masik képzddését, mig tobb elem tobb

modosulatanak jelenléte keresztreakciokat, példaul transzalkilaciot is eredményezhet.

3.3 Részminta vétele

A vizsgalati mintarészlet a mintabol kivalasztds vagy osztds Utjan nyert mintatarészlet; a minta
egy részleteként valasztott egység, egy tobblépcsds mintavétel utolsd egysége, melyet elemzés
céljara valasztanak ki [20].

A speciacios analitikai mérések kimutatdsi hatdra ma mar lehetévé teszi a kis mintamennyiség
alkalmazésat. Ez tobb szempontbdl is elényds. A kisebb mintamennyiségnek kisebb a vegyszer-,
igy koltségigénye, mely a speciacios el6készitéseknél a specialis mintaeldkészitések kiillonleges
vegyszerigénye miatt sokszor nagy is lehet. A kisebb minta:extraktum arany redukalja a
mintaelOkészitéshez  sziikséges 1dot — kiilonésen a tobb 1épésbdl  allo  szerves
mintaeldkészitéseknél. Példdul ha egy 1 g minta — 10 mL oldészerre optimalt modszer 4 x 10
perc razast és a minden razast kovetden 10 perc centrifugalast alkalmaz a maximalis extrakcids
hatasfok eléréséhez, 0.2 g minta — 10 mL oldészer ardnyhoz valdszinlileg a 2 vagy 3 1épés is
elegendd, mely jelentdsen csokkenti az elokészités idejét. A kisebb mintamennyiséggel az
analitikai rendszerbe juttatott matrix zavardsok mértékét is csokkenthetjiik. Ez kiilonosen fontos
az analitikai rendszer beszennyezése, a memoria-effektusok, a kromatografias kolonnak
tulterhelése elkertilése érdekében is.

A mintamennyis€g csokkentésekor azonban azzal is szamolni kell, hogy minél kisebb a minta
mennyisége, annal nagyobb az esélye annak, hogy a minta szennyezése torzitja a teljes mintarol
adott képet. A kémiai modosulatok jellegébdl adodik, hogy nagyobb mintamennyiség esetén a
moddosulatok eloszldsa ugyan homogénnek tekinthetd, de nagyon kis mintamennyiség esetén mar
nem. Kiilonb6z6é moédosulatok feldasulnak ill. konnyen adszorbedlodnak a mintdk specifikus
részeiben. A szelénmoédosulatok tobbsége, kiillondsen a szelenoaminosavak az organizmusok
fehérjedus részeiben halmozodnak fel €s zsirban nem oldddnak [31], mig az arzénmodosulatok

nagy része vizoldhato. Nagyon kis mintamennyiség alkalmazéasakor nagyobb az esélye annak,
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hogy éppen egy ilyen részminta alapjan jellemeznénk a mintank egészét, amely torzitott
kovetkeztetésekhez vezethet. A mintdk homogenitdsa parhuzamos mérésekkel ellendrizendo.

A speciacids analitika teriiletén a (bizonylatolt) referencia mintdkat kezelhetjiilk homogénnek. A
hitelesitési folyamatnak szerves része a szigor szabalyoknak megfelel6 homogenitas vizsgélat,
mely azt szolgalja, hogy a minta alkalmazhat6 legyen a rendszeres hiba becslésére
mindségbiztositasi eszkdzként [32,33]. A rutin sorozatelemzéseknél azonban nincs méd €s nem is
varhato el a CRM-hez hasonldé homogenitds elérésére. A speciacidos méréseknél a moddszer

precizitasat parhuzamos mérésekkel hatarozzuk meg.

3.4 Mintaelokészités

3.4.1 Extrakcio és roncsolas

A speciacids analitikdban a kémiai modosulatok extrakcidja Osszetett feladat. E16szor is azért,
mert elsé pillantasra két egymasnak ellentétesnek tiind, de a specidcidhoz elengedhetetlen
kovetelményt kell kielégitenie: (1) megfeleld kinyerési szazalékot kell biztositania, (2) de a
modosulatok eredeti formaban vald megtartasaval, tehat informacioveszteség nélkiil [34]. A
mérendé modosulatokat a lehetd legnagyobb szazalékban kell szerkezetvaltozas nélkiil
elvalasztani a zavard hatdsokat okozd matrixtol. Mivel a fém specieszek, kiillondsen a szerves
formaik, igen erdsen kotodhetnek a matrixhoz — kovalensen, adszorpcidval ill. van der Waals
kotéssel — az extrakcid sordn jelentds energiat igényel. Ez az energia lehet termikus, kémiai,
elektromagneses vagy akar mas tipust, de semmiképp sem lehet akkora, amely a mérendd
modosulatok szerkezetét megvaltoztatja ill. az elroncsoldsdhoz vezet. Ez a legtobb modosulat
esetében nagyon sziik munkatartomanyt tesz lehetové. Ha tobb modosulat egyidejii extrakcidja a
cél, és a speciacios feladatokban altaldban egyidejiileg legalabb egy elem tobb modosulatanak
extrakcidja a cél, akkor a tobb szlik munkatartomany ko6zos pontjait kell megtalalni és
kompromisszumos megoldast kell alkalmazni. A moddosulatok eredeti forméjdnak megérzése
mellett, ez legtobbszor a kinyerési hatasfok romlasat eredményezi.

Az extrahéloszer kivalasztdsa soran az oldoszer két feladatot 1at el: a kotések felbontasaval vagy
az aktiv helyekrdl vald elvalasztdssal felszabaditja a mérendd alkotét a matrixbol; és
megakadalyozza, hogy a mérendd és a matrix ujbol kolesonhatasba 1épjen, readszorbedlodjon
vagy esetleg irreverzibilisen komplexet képezzen. Az extrahaloszer ezen két kritériumnak vald
megfelelését egy bizonyos matrix egy bizonyos komponensére extrakcids hatasfoknak nevezziik

[28].
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Az extrahéloszer a relativ dusitas szerepét is ellathatja az el6készités technikdjaban. Annyira kell
a mérendo alkotot az extraktumba koncentralnia, hogy ezzel a 1€péssel annak koncentracioja az
alkalmazott modszer kimutatisi hatdrandl nagyobb koncentrdcioban legyen [35]. Példdul, ha
metil-higany biologiai mintdkbol valé meghatarozdsdhoz sbdsavas roncsolast ¢és toluolos
extrakciot alkalmazunk, akkor 0.5 g mintdhoz 5 mL so6savat adunk, 10 mL natrium-kloridot, és
ezt a térfogatot 2x4 mL toluolba vissziik at. Ezutan a vizes cisztein fazisban valo
komplexképzddés és derivatizalas utdn a meghatdrozdshoz 1 mL hexénban oldjuk a metil-higanyt
[36]. Lathatjuk, hogy ebben az esetben 0.5 g minta metil-higany tartalmat 1 mL hexanba
dusitottuk. Mig az Osszkoncentracié meghatarozasokhoz alkalmazott teljes roncsolasok soran
altalaban 20-50-szeres higitast érhetiink el, a fent leirt extrakcios technika csak 2-szeres higitast
eredményez. A modszerrel a teljes roncsoldshoz képest 10-25-sz6r nagyobb koncentraciot
mérhetilink.

Az kozleményekben szamos, szerves oOn vegylletek meghatdrozasara alkalmas eljarasrol
olvashatunk. Ennek oka az, hogy a kiilonb6z0 on-modosulatok polaritdsa €s fiziko-kémiai
tulajdonsagai jelentdsen eltérnek. Mig a monobutil-6n (MBT) erdsen polaris és elsdsorban ionos
kolcsonhatassal kotddik a matrixban, a trifenilezett forma (TPT) lipofil tulajdonsagu és a
matrixban jelentés van der Waals erék tartjdk [37]. Igy olyan extrakcios modszert kell
kidolgozni, ami a 6nmodosulatok tobbségére jo extrakcids hatasfokot biztosit és matrixok
viszonylag széles korére is alkalmazhat6. Ezért a butilezett és fenilezett formak extrakcidjara
tobbnyire mas extrakciot alkalmaznak.

Az arzén extrakcidjaval foglalkozé publikaciok szama is jelentds. Mivel az As monoizotop, ezért
MS detektalasanal nincs mod izotdparany mérésén alapuld technikakkal kontrolalni az extrakciot.
A legtobb arzén forma vizoldhato, 85° C-on 30-60 perces inkubalassal a szervetlen ionos —
As(IIT) és As(V) — és a metilezett — MMAs és DMAs — alkotok 93 — 100 % -os hatasfokkal
extrahdlhatok [38, 39]. A talnyomorészt tengeri ¢élélényekben eléfordulé arzenobetain,
arzenokolin és az arzenocukrok sokasdga pedig metanol-viz kiilonb6z6 aranyt keverékében
extrahalhat6 tobb, mint 80 %-o0s hatasfokkal és viszonylag jo ismételhetdséggel (RSD < 5%) [40,
41].

Az vizes és szerves extrakcidos mintaeldkészitési technikdkon kiviil még meg kell emliteni a
biologiai mintaknal alkalmazott hidroliziseket, melyek enzimeket ill. enzim keverékeket
alkalmaznak vagy elfolyositjak a szdvetet [42-47].

Az enzimatikus eljarasok lehetnek egy Iépésesek, egy enzimet vagy tobb enzim keverékét
alkalmazva, ill. szekvencialisak, amikor az enzimeket kiilon-kiilon alkalmazzak. A szekvencialis
technikdknak hosszadalmassaguk ellenére nagy eldnyiik az enzimkeverékek alkalmazéasédhoz

képest - ahol az egyes enzimek miikodési optimumat figyelembe véve kompromisszumos
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optimumot kell alkalmazni -, hogy minden enzimet a sajat optimuman tudunk felhasznalni.
Altalanossagban az enzimes technikaknak az a nagy elénye, hogy specifikus és pontosan definialt
bontast katalizdlnak. Tehat ha az elemezni kivant moddosulatok kozegét jol ismerjik és a
megfeleld enzimeket jol alkalmazzuk, a nemkivanatos modosulat-roncsolodas esélye kicsi [48].
A speciacios analitikdban leginkabb a szelén modosulatok meghatarozasara alkalmaznak enzimes
bontasokat. Els6ként Gilon és munkatarsai probalkoztak egy nem-specifikus proteolitikus enzim,
a pronaz haszndlataval élesztominta szelén formdinak meghatirozasara [49]. Mivel az ¢élo
szervezetekben a szelén fehérjékbe épiil szeleno-aminosavak formajaban, a kisérlet
reprodukalhat6é kinyerési hatasfokot biztositott. Az uttér0 probalkozas ota szamos kutatast
végeztek, de a mai napig nem taldltak olyan megoldast, még a szekvencialis, tobb enzimet
alkalmaz6 modszereknél sem, mely 100 % -os kinyerést biztositana. Ennek oka ill. okai még nem
ismertek, de az alabbi feltételezéseket jelenleg vizsgaljak. Eléfordulhat, hogy vannak nem
aminosav szerves szeleno-modosulatok a mintakban, amiket a mai modern szerkezetazonositd
analitikai technikakkal majd definidlni lehet. Az is lehet, hogy az enzimes kezelés elotti 1épések,
mint példaul a szaritds, liofilizalds vagy fagyasztds és kiolvasztds, olyan fehérjeszerkezetet
eredményeznek, melyet a proteolitikus enzimek nem tudnak lebontani. Végiil arrél sem szabad
elfeledkezni, hogy a sejtalkotok, mint példaul a sejtfal, melynek a sejtre nézve protektiv szerepiik
is van, nem feltétleniil engednek szabad utat az enzimnek a sejt belseje felé [S0].

A szovet-elfolyositdsos modszerekben leginkabb tetrametil-ammonium hidroxidot (TMAH)
alkalmazzak [44-46, 51]. A TMAH a szovetek teljes feloldasat eredményezi és elénye, hogy az
extraktumot tisztitas nélkiil lehet a gdzkromatografias oszlopokra injektalni, szemben a jelentésen
erésebb alkali lugokkal — natrium-, kalium-hidroxid —, melyek a médosulatokat is roncsoljak, és
az extraktumban jelentds az alkalifémek koncentracioja terhelik. Sajnos a folyadékkromatografias
elvalasztasoknal a TMAH jelentds retencids idé valtozasokat okoz, melyet csak megfeleléen
nagy higitas alkalmazéséaval lehet kikiiszobolni [52].

A Osszkoncentraci6 meghatarozadsokhoz alkalmazott klasszikus roncsoldsi technikdk a
specidcioban nem alkalmazhatok, mert a modosulatok eredeti allapotat a legtobb esetben
megvaltoztatjak. A arzén metilezett formai és a tengeri él6lényekben legnagyobb mennyiségben
eléforduld modosulat, az arzenobetén, kirdlyvizes roncsolasnak is ellendll, alkalmazasa mégsem
ajanlhato, mert az arzenitet 100%-ban arzenatta alakitja. A mintaeldkészitési technika egy
1épcsdjeként szerves eldkészitések is gyakran alkalmaznak savas ill. lagos roncsolast. A
metilhigany meghatirozashoz alkalmazott mintael6készitések elsd 1épése altalaban egy lugos -
pl.: KOH-dal — vagy savas — pl.: 6 mol L' HCl-val — roncsolas. A 1épés azonban kritikus,
mindenképp gondos optimalast igényel, hogy a maximalis matrixbontast érjik el, de a

modosulatok eredeti formédjat érintetlentil tartsuk.
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3.4.2 Az extrakcios hatdasfok meghatdrozdsa

A speciacios analitikaban hasznalt extrakcios technikdkkal nem ériink el 100%-os extrakcios
hatasfokot. Ezért barmi legyen is az extrakcid elve, az extrakcidés hatdsfok meghatarozasa
elengedhetetlen. Az 0Osszkoncentracidé meghatdrozdsdnal az anyagmérleg meghatirozasa
nélkiilozhetetlen. Az Osszkoncentraciéra vonatkozd extrakcids hatasfok meghatarozasanak
menete a speciacios méréseknél semmiben sem kiilonbozik az extrakcids hatasfok altalanos
egyszerli osztassal kiszdmithaté az extrakcid hatdsfoka. Majd az oldhatatlan maradék
koncentraciojat is meghatarozzuk és ellendrizziik, hogy az extraktum ¢és a maradék
Az egyes modosulatok extraktumban mért koncentracigja nem korrigdlhaté az
Osszkoncentraciondl szamolt extrakcids hatdsfokkal, hiszen nem feltételezhetjiik a modosulatok
egyenletes eloszlasat és egyforma extrahalhatosagat sem. Az extrakcids maradék (‘residue’)
Minél nagyobb a hatasfok, annal teljesebb képet kapunk a minta dsszetételérdl és annak esetleges
toxicitasarol. Példaul szelén specidcid esetén a kérdéses minta radkmegelézésben és
gyogyaszatban potencidlisan betoltott szerepérdl. Arrdl nem is beszélve, hogyha példaul kagylok
tartalom 30%-ar6l nem tudjuk, hogy az nagyobb szazalékban a meglehetdsen toxikus As(III)
vagy pedig a nem toxikus arzenobetain. Ha As(Ill), akkor a kagylo fogyasztasa egészségiligyi
problémadkat okozhat, mig ha arzenobetain, akkor nyugodtan fogyaszthato.
A specieszek egyenkénti extrakcios hatdsfokdnak meghatarozasara mind analitikai szempontbol,
mind az élettani hatasok definidldsanak céljabol sziikség van. Erre jelenleg harom elfogadott és a
specidcios analitikdban alkalmazhat6 megoldas van [28, 53, 54]:

« azun. ‘spiking’ — spikolés (adalékolés’),

. aminta ismételt extrakcioja és

. abizonylatolt referencia mintak (CRM) hasznalata.
Ha a mérend6 modosulatok standardjei rendelkezésiinkre allnak, a spikolds a legegyszeriibben
kivitelezhetd megoldas, még ha meglehetdsen iddigényes és munkaigényes is. A standard addicio
minden egyes 1épése — legtobbszor 3 vagy 4 - egy ujabb elemzendd mintat jelent, ha parhuzamos
mintakat is alkalmazunk, akkor akar 12 — 16 meghatarozandé mintaval is kell szdmolnunk. A
legnagyobb hatranya azonban a munkaigény mellett az, hogy a mintahoz mesterségesen
hozzédadott speciesz nem ugy kotddik a mintdhoz, mint az eredetileg benne 1évd speciesz. A

szeleno-aminosavak az €16 szervezetekben fehérjeszerkezetek szerves részei. A mar nem €10,
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szaritott, homogenizalt és mélyhiitdtt mintdhoz mesterségesen hozzaadott szeleno-aminosavak
nem ¢épiilnek be a fehérjeszerkezetekbe. Megfeleléen hosszu — éltalaban 24 o6ra [55] — kontakt
1d6t hagyva a addiciondlt mennyiség €s a matrix egyensulyanak kialakuldsdhoz erds adszorpcio
ugyan kialakulhat, de integracié nem. Ennek pedig az a kovetkezménye, hogy az addicionalt
mennyiség kdnnyebben extrahalodik és nagyobb extrakcids hatasfokot eredményez.

A technika masik hatranya az, hogy mind a szerves, mind a szervetlen mddosulatok tobbsége
instabil, igy a kontakt idé alatt - melyet altalaban szobahdmérsékleten biztositanak - és az
oldoszer elparologtatasakor az mintdhoz adagolt mérendé méodosulhat.

Az extrakcioés hatdsfok meghatarozasara alternativ standard addiciés megoldds a mérendd
modosulattal kémiailag azonos, izotoppal jelolt modosulat alkalmazasa és az izotdphigitasos
technika, melyeket egyre gyakrabban alkalmaznak [56]. Jelenleg a megfeleld izotopok hianya és
a nagy hatékonysagl tomegspektrometriads modszerek koltsége még hatraltatja a szélesebb kdrben
valé elterjedésiiket. Azt is meg kell emliteni, hogy az izotophigitasnal alkalmazott standard
oldatok ugyanugy nem épiilnek be a matrixokba, mint barmely més addicionalt komponens.

Annak ellenére, hogy a minta ismételt extrakcidjakor nem kell a standard addicié hatranyaival

szamolni, a technika jelentds nehézségekkel jar. El6fordulhat, hogy az elsd extrakcids 1épés olyan
irreverzibilis valtozasokat eredményez a matrixban, hogy a kovetkezd 1épésekre megvaltozik a
minta extrahalhatosaga. Ezen kiviil szdmolni kell azzal is, hogyha a masodik extrakcios 1épésban
a célkomponens koncentracioja az alkalmazott analitikai mddszer kimutatdsi hatara ala esik,
akkor hibédsan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy mar az elsé 1épés 100 %-os hatasfokot
eredményezett. Konnyen eléfordulhat az is, hogy az elsd extrakcids 1épéssel egy lazdn kotott
frakciot 100%-ban extrahaltunk, ezért a masodik extrakcidos 1épés nem ad mennyiségileg
meghatarozhat6 eredményt, de a maradék még tartalmaz a modosulatbol, de ennek kinyeréséhez
példaul erdsebb extrahaldszerre lenne sziikség [28].

A mar emlitett két megoldas ismertetése utan tehat megalapozottan allithatjuk, hogy a kinyerési

hatasfok meghatarozasara felsorolt harom moddszer koziil a CRM-ek hasznalatdt ajanlatos

valasztani. Természetesen ennek a megoldasnak is vannak hatarai. Az alkalmazott CRM
matrixdnak a lehetd legjobban meg kell egyeznie a mérendd minta matrixdval, annak
feldolgozottsagi fokaval és mindségével, a meghatirozandd6 moddosulatokat pedig a mérendd
mintaval azonos nagysagrendben kell tartalmaznia nem addicionalt, hanem természetes forméaban
[57,58]. Mindezt egyszerre teljesiteni nagyon nehéz. Minél jobban sikeriil megkozeliteni, annal

realisabb a CRM-re szamolt extrakcios hatasfok alkalmazasa a valédi mintara nézve.
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3.4.3 A szekvencialis extrakcio

Kiilon kell emlitést tenni a szekvencialis, mas néven miiveleti extrakcios, eljarasokrol, melyeket a
legijabb ITUPAC nevezéktan szerint mar frakcionalasnak hivunk [2]. A frakcionalds definicioja:
mérenddé vagy mérenddk egy csoportjanak osztalyokba soroldsa fizikai (pl.: méret, oldhatosag)
vagy kémiai (k6tési mod, reakcioképesség) tulajdonsagok alapjan.

A nyomelemek mobilitasa, bioelérhetdsége és az ennek megfelelden toxicitdsa nem csak a kémiai
formajuktél, hanem lokalizaciojuktol is fiigg. Az iiledékekben, iszapokban ¢és talajokban
felhalmozodott fémek és fémvegyiiletek potencidlis kornyezeti veszélyforrasok azzal, hogy a
vizbazisba és onnan a taplaléklancba juthatnak. Ahhoz, hogy felmérjiik a fémek beoldodasanak
veszElyét és potencidlis toxicitdsat, meg kell hatarozni a kiilonb6z6 kémiai formakat és/vagy a
fémek és a hordozo kozotti kotési mechanizmust [59]. Az elmult 25 év soran szamos miiveleti
extrakciés modszert fejlesztettek ki erre a célra, melyek kiilonb6z6 extrahaldszereket
alkalmaznak szekvencialis eljarast kovetve a fémformék kinyerésére [60-63]. Szdmos paraméter
befolyasolja ezeknek a modszereknek a hatékonysagat. Ilyen maga az extrahaloszer kivalasztasa,
annak koncentréacidja ¢s pH-ja, az extrakcios 1épések szdma, az extrahéaldszer €s az extrahalando
anyag aranya, az extrakcid mechanikdja és ideje. A kiilonbségekbdl adoddan a kiilonbozd
szekvencialis extrakcios modszerekkel kapott eredmények nem Osszehasonlithatoak. Ezenkiviil
sokdig gyenge pontja volt ennek az analitikai teriiletnek, hogy nem volt bizonylatolt referencia
anyag az analitikai munka mindségbiztositasara [64-67].

E kettés probléma megoldodott. Egy, az EU altal tamogatott projekt keretében, melynek célja a
szekvencialis extrakcids eljaras harmonizalasa volt, 18 laboratérium kifejlesztette a BCR harom
1épéses szekvencialis extrakcidt és a procedura alkalmazaséaval egy t6 iiledék referencia anyagot
hitelesitett Cd, Cr, Cu, Ni, Pb és Zn tartalom meghatarozasara, a CRM 601-t. A folyamat
reprodukalhatosdga még a pontos szabalyozas ellenére sem volt biztositott, igy egy kovetkezd
projekt a reprodukélhatosagot befolyédsolo tényezdk meghatarozasat és az eljaras ennek megfeleld
modositasat tlizte ki célul.

Miara a BCR harom 1épéses extrakciot mar szdmos matrixon — pl.: ipari szennyezett talaj,
szennyviziszap, szallohamu — alkalmaztdk sikerrel, geologiai bizonylatolt referencia mintak
jellemzésére is hasznaltdk, és alkalmassadgat a hat bizonylatolt fémen kiviil U, Th, Ce és La
meghatdrozasara is bizonyitottak [68-73].

Mig a kiilonb6z6 szekvencialis extrakcios modszerek mindségbiztositisa nem volt megoldott, a
CRM 601 egyiittes alkalmazasa a hitelesitett folyamattal bizonyossagot nyujt a folyamat
megfeleld alkalmazasardl, és igy az ismeretlen mintat jellemzd adatok megbizhatosagarol. Ennek

alapvetd feltétele minden egyes 1épésének szabalyszerti, pontos betartésa.
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3.5 Szarmazékképzés

A szarmazékképzés elsddleges feladata az  analitikai kémidban, els6sorban a
gazkromatografidban, a mérendd alkotd illékony formava alakitisa. Mivel éltaldban sem a
szervetlen, sem a szerves fémspecieszek nem illékonyak, a speciacids analitikdban a
derivatizalast leginkdbb azoknal a technikdknal alkalmazzuk, ahol a mérendd modosulatok
elvalasztasdt a gazfazis képzése utan végezziikk [74]. Az illékonysag elérése mellett a
derivatizalasnak az illékony komponensek megfeleld mértékii stabilizalasa is feladata azért, hogy
a gazkromatografias elvalasztas homérsékletprogramja ne okozza a moddosulatok bomlasat az
allofazison. Nem szabad elfeledkezni azokrol a modszerekrol sem, ahol a derivatizalas els6sorban
a mintamatrixtol val6é elvélasztast biztositja, amellyel nem csak a detektalast zavard
matrixhatasokat kiiszoboljiik ki, de a komponens mintabeviteli hatasfokat is noveljiik.
A legelterjedtebb derivatizalasi modszerek a kovetkezok [28]:

« hidridfejlesztés,

. alkilalas Grignard reagenssel,

« alkilalas tetraalkil-boratokkal.

A hidridfejlesztést altalaban natrium-tetrahidroborat (NaBHy4) végezziik, szakaszos és folyamatos

rendszerben egyarant [75]. A hidridfejlesztési koriilményeket egyedileg sziikséges optimalni a
matrixtol, a meghatarozandé elemtdl, speciacios technikdk esetében pedig a meghatarozandé
speciesztdl fiiggden. A megfeleld sav kivalasztdsa, a NaBH4 koncentracio és a pH bedllitdsa utdn
a folyamat vizes oldatbdl egy egyszeriien kivitelezhetd pillanatreakcio [76].

A hidridfejlesztés a szarmazék ¢és matrixmentessége, valamint a mintabevitel nagy hatasfoka
miatt nagy érzékenység elérését biztositja. Kriogén csapdaval valé alkalmazasa, mely a mérendd
alkotot koncentrélja, az érzékenységet még tovabb noveli [28].

A hidridfejlesztés hatasfoka elsdsorban a mérendd modosulat oxidacids allapotatdl fiiggd. Példaul
mig a Se(IV) kozvetleniil is 100 %-ban hidridképz6; a Se(VI) meghatarozasa hidridfejlesztéses
technikakkal csak a Se(VI) eldzetes Se(IV)-¢ vald redukciojaval érhetd el. Jelentdsen
csOkkentheti a hidridképzddés hatasfokat a matrix nagy szervesanyag- és fémtartalma is [77],
melyek koziil bioldgiai mintdknal legalabb az egyikkel, de tobbnyire mind a kettével szamolni
kell.

A technikat a klasszikus hidridképzé elemek specieszeinek meghatarozasandl alkalmazzak a
speciacids analitikaban [78,79]. Leginkdbb az arzén esetében terjedt el, mert a szervetlen ionos
formak (As(IIl) és As(V)) mellett a metilezett formak (MMAs és DMAs) is kozel 100 %-os
hatasfokkal képeznek hidridet; de a szelén és 6n mddosulatok meghatarozasara is alkalmazzak.

Gyakorlatban mind a hdrom elem szerves modosulatainak meghatarozasanal, elvalasztds — mind a
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gaz- ¢és a folyadékkromatografias megoldasoknal — utan, on-line oxidacidés roncsolast
alkalmaznak a hidridfejleszthetdség biztositasa ill. a hidridfejlesztési hatasfok ndvelésére [80]
(lasd 2.7).

A fémhidridek termikusan instabil szarmazékok, igy a nagy hdomérsékletet alkalmazo
gazkromatografias modszerekkel nem hatarozhatéak meg.

A Grignard-reagensek alkalmazasa a szerves on ¢€s szerves 6lom modosulatok meghatarozasa

soran terjedt el, az ionos szerves mdodosulatok szarmazékképzésére alkalmazzdk. Az irodalomban
leggyakrabban emlitett Grignard derivatizdcidos reakciok a kovekezOk: metilezés metil-
magnézium kloriddal (MeMgCl), etilezés etil-magnézium kloriddal (EtMgCl), propilezés propil-
magnézium kloriddal (PrMgCl) és pentilezés pentil-magnézium kloriddal (PeMgCl) [81-84].

Az alkilezett szarmazékok stabilak, igy a hidridekkel ellentétben gazkromatografias
modszerekkel is jol meghatarozhatdéak. A Grignard-reagensek alkalmazasanak nagy eldnye, hogy
a reakcid kevésbé érzékeny a matrixhatasokra, mint a hidridfejlesztés, altalaban nagy hatasfoku,
rendkiviil gyors €s mivel a Grignard-reagensek erélyes szarmazékképzok, ezért sem a reakcioido,
sem a hoémérséklet nem kritikus paraméterek a szarmazékképzés folyamatdban. A reagens
koncentraciét altalaban 1-2 mol L' —re 4llitjdk be a reprodukélhaté szarmazékképzési hatasfok
biztositdsa érdekében. A Grignard-reagens gondos megvalasztasa kritikus, hatékonysaguk
modosulatonként valtozik és meghatirozza a szarmazék stabilitasat. Sztérikus okok miatt a rovid
lanct Grignard-reagensek, mint példaul a MeMgCl, konnyebben képeznek szarmazékot; mig a
hosszabb lancu reagensek hasznélatdnak az az eldnye, hogy éltalaban olyan stabil szdrmazékokat
adnak, melyek el6koncentralast szolgald parologtatasi 1épésnél nem okoznak veszteséget [85].

A eljarés a gyakorlatban rendkiviil dsszetett. Az ionos szerves fémmodosulatot szerves fazisba,
hexanba vagy izo-oktanba extrahaljuk a vizes fazisbol, tobbnyire komplexképzd — pl.: dieltil-
ditiokarbamat (DDTC) — alkalmazéasaval. A Grignard reagens adagoldsa utan par perccel a
reakcié végbemegy, majd a reagens feleslegét elroncsoljuk, ami altalaban néhany csepp viz
hozzdadasaval torténik. A 1épés meglehetdsen heves reakcidt eredményez, a veszteséget csak a
reakcidedény megfeleld hiitésével ill. plusz oldoszer hozzdadaséaval akadalyozzuk meg. A mintat
még a mérés eldtt tisztitjuk (clean-up) [86]. A modszer bonyolultsdga miatt szamos lépésben
hordozza a szennyezddés ¢és mintaveszteség esélyét, ezért alkalmazdsa nagy szakértelmet és
koriiltekintést kivan. Megemlitendd, hogy nagy kéntartalmt matrixokbol a Grignard derivatizalas
soran dialkil mono-, di- ¢és triszulfidok képzddnek, melyek lang- és tomegspektrometrias
detektalasnal zavard hatasokat okozhatnak [87].

A tetraalkil-(és aril-)boratok alkalmazasa athidalja a NaBH; és a Grignard reagensek

alkalmazéasanal felmeriil6 problémakat. A szerves modosulatokbol is nagy hatasfokkal képeznek

szarmazeékot; a létrejovo alkilezett szarmazékok stabilabbak, mint a hidridek; a Grignard-
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reagensekkel ellentétben vizes oldatban is alkalmazhatd, ami lehetévé teszi az in situ alkalmazast,
igy csOkkenti a sziikséges 1épések szdmat, a szennyezés €s a veszteség esélyét. A pozitivumokkal
szemben meg kell emliteni, hogy a szarmazékképzés hatasfoka altalaban kisebb, mint a Grignard-
reagensek hasznalatakor [88].

A szarmazékképzést tobbnyire vizes oldatban, az extraktumban végezziik. Az elemzésre szant
szerves fazist — hexdn vagy izo-oktan — a szarmazékképzdvel egyidejileg adagoljuk, mely a
keletkezd komponenseket oldja és gazkromatografids meghatarozasra alkalmassa teszi. Példaul a
metil-higany meghatarozésara alkalmazott egyik technika a savas roncsoldst és a toluolos
extrakciot kovetéen a modosulatot cisztein vizes oldataba extrahélja vissza, majd az extraktum
savanyitasa ¢és hexan hozzaadasa utan natrium tetraetil-borattal (NaBEt,) szarmazékot képez €s a
hexan fazist elemzi [89].

Tapasztalat szerint e technikdndl a mintaextraktum pH értéke ¢és a szarmazékképzd
koncentracioja a kritikus paraméterek. Példaul a szerves onvegyiiletek szarmazékképzése pH=4-5
értéknél a legnagyobb hatasfokl. Kisebb pH-n a szarmazékképzd gyorsan bomlik, nagyobb
értéken pedig a reakcido nem megy végbe [90]. A szdrmazékképzét mindig tobb nagysagrendnyi
feleslegben adagoljak. Ezzel az in situ alkalmazésnal jelenlévé matrix fém és szervesanyag
koncentraci6 szdrmazékképzd hatasat is kompenzalni lehet, bar a matrixhatds csokkentése
érdekében egyre gyakrabban elvélasztjak az extraktumot a mintatdl szarmazékképzés elott.

A legelterjedtebb alkil-borat szarmazékképzé a NaBEts, kiilondsen szerves 6n, 6lom ¢és higany
modosulatok meghatarozasara [91]. Tudoményos kozlemények olyan alternativ szarmazékképzd
reagensek sikeres alkalmazasat is bemutatjdk, mint a natrium tetrapropil-borat (NaBPry), a
tetrabutil ammoénium tetrabutil borat (NaBBuy) és a natrium tetrafenil borat (NaBPhy) [92-94].
Bar az utdbbi szarmazékképzok nem minden elemnél alkalmazhatoak, eldnyiik, hogy kevésbé
illékonyak, mint a NaBEt,, igy ha a mintaeldkészités koncentralo 1épést is magéaban foglal, kisebb
a mintaveszteség esélye. A propilboratot azért kell megemliteni, mert alkalmazasaval sikeresen
fejlesztettek ki olyan mddszert, mely szerves 6lom és 6n modosulatok egyidejii meghatarozasara
is alkalmas. A kiilonbozd elemek modosulatainak teljesen eltérd karaktere miatt az egyelemes
modszerek terjedtek el, a szimultan specidcio kiilonleges megoldasnak szamit. Mivel a NaBPhy
gyenge szarmazeékképzod, szerves on és 6lom alkotdk illékonnyéd tételére nem alkalmas. Metil-
higany szarmazékképzésénél viszont a kis reakciokészség valik elényére a NaBEty-tal és a
NaBHjy-el szemben. Jelentds gondot okoz ugyanis a metil-higany meghatarozashoz alkalmazott
mintaeldkészitéseknél a metil-higany véletlen eldallitdsdnak veszélye (Gn. miitermék képzddés)
[95, 96]. A jelenség szamos technikat terhel, a NaBPhs csekély reakcidokészsége viszont

minimalja el6fordulasanak esélyét [97].
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Az elmult években tobb publikacid jelent meg olyan kisérletekrdl, melyek a szarmazékképzési
reakciot az extrakcioval egyidejiileg vitték végbe mikrohulldmt energia illetve ultrahang
alkalmazaséaval [98] annak érdekében, hogy csokkentsék az iddsziikségletét és a sok 1épéssel jaro
veszteség- €s szennyezésforrasokat. A paraméterek sokasaganak kompromisszumos optimalasa
igéretes eredményeket nyujtott, de a szarmazékképzés hatdsfoka a hagyomanyos kivitelezés
hatasfokat nem érte el.

A ma madr elterjedt nagy felbontast, kis kimutatasi hatarral bird és egyidejiileg tobb izotdp
meghatdrozasara alkalmas ICP-MS technikdk és a szerkezetazonositasra is alkalmas ES-MS/MS
késziilékek folyadékkromatografiaval kapcsolva tovabbi fejlesztési 1épésekkel lehetové tehetik a
derivatizacios 1épés elhagyasat és j nagy hatékonysagu alternativ technikék fejlesztését.

A szadrmazékképzés kétségteleniil a speciacids analitika egyik legbonyolultabb és legkritikusabb
lépése [81]. Osszetettsége miatt hosszadalmas, megfeleld hozzaértést igényel és nagyon sok
hibaforrast tartalmaz. A sokféle vegyszer és edényzet mind potencidlis szennyezdéforrasok. A
Iépések szama és a reagensek ill. szarmazékok illékonysdga miatt sok pontban Iéphet fel
veszteség.

A derivatizacios hatasfok meghatarozasa bonyolult feladat, mert a szarmazékképzés erdsen
matrix- és meghatarozando-fliggd €s nincs egyelére olyan modszer, mellyel teljes folyamatot
megbizhatdéan nyomon lehetne kovetni. Ezenkiviil az mérendd alkot6 és a szarmazékanak kémiai
jellege jelentésen kiilonbozik, igy a kalibracibhoz ¢és a szarmazékképzési hatasfok
meghatarozasdhoz mindkét komponensre sziikkség van. Ezek a kereskedelemben nem minden
esetben elérhetd vegyliletek, és laboratoriumi eldallitdisuk — hdzi szintetizalasuk - ujabb
hibaforrast visz a speciacio folyamataba. A szerves fémmoddosulatok gyakran instabilak, ezért a

hosszadalmas folyamat soran, bomlasuk mellett, egymasba alakulasukkal is szamolni kell.

3.6 Elvalasztas

A speciacidés analitikdban erre a célra leginkdbb hdrom technik4t alkalmaznak: a
gazkromatografiat (GC), a folyadékkromatografiat (LC) és a kapillaris elektroforézist (CE).

A gazkromatografia eldonye a jo elvalasztasi képesség, az egyszeri Osszekapcsolhatdsag
detektorokkal. A technika rendkiviil érzékeny, kiilonosen kapillaris kolonnakkal és szelektiv
detektorokkal alkalmazva, amilyen a tomegspektrométer (MS), a langfotometrias - (FPD), az
elektronbefogasos - (ECD) ¢és az atomemisszidos detektor (AED). A gazkromatografias
elvalasztdshoz a mérendé modosulatoknak megfelelden illékonyaknak, de termikusan stabilnak

kell lennie, ami a derivatizacids technikakkal biztosithat6 [82].
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A mérendd moddosulatok sikeres extrakcidja és derivatizacidja utdn a gazkromatografiat
alkalmaz6 speciaciés modszereknél azokkal a nehézséggel kell szamolni, amelyek a szerves
analiziseknél altalaban fellépnek. Ezek a kovetkezdk lehetnek: (1) csucsszélesedés (tailing), ami
szarmazhat az all6fazis szennyezettségébdl és a komponens szélesebb hdmérséklet tartomanyban
val6 illékonysagabol; ill. abbodl, hogy a homérséklet-program és a komponensek illékonysaga
nincs megfelelden Osszehangolva, s a komponens termikusan bomlik az all6fazison; (2)
matrixhatas, amely a standardoldatok utan injektalt valodi mintdk csucsainal intenzitdscsokkenést
okozhat; ¢és (3) a rendszer rendkiviili tisztasdg és inertség igénye, mert a kolonnakat és a
detektorokat nagyon konnyt beszennyezni, de annal nehezebb tisztitani [99].

A nagy hatékonysagu folyadékkromatografianak (HPLC) nagy elénye a gazkromatografias
modszerekkel szemben, hogy nincs sziikség bonyolult derivatizacios 1épésre a nem illékony ill. a
nem ionos szerves modosulatok elvélasztdsdhoz [100]. Az elvéalasztasi hatékonysaga nem ér fel
GC-éval és egy elem kiilonb6zo karakteri — anionos, kationos — mddosulatainak elvalasztasahoz
kiilonbozd elven alapuld technikakat kell alkalmazni. A szerves fémmoddosulatok elvalasztasara
az ioncserén (anion- ¢és kationcseréld) és ionparképzésen alapuld -elvalasztistechnikdk a
megfeleldek. Példaul a leggyakrabban meghatirozott arzénmoddosulatok — az As(IIl), As(V),
MMAs és DMAs [101] — jo hatékonysaggal elvalaszthatok ionparképzdvel kondicionalt C-18-as
oszlopon. Ez a technika viszonylag olcs6 megoldast kindl a négy modosulat elvalasztasara,
ellenben a tengeri eredeti mintdkban legnagyobb mennyiségben eléforduld arzenobetain,
arzenokolin és arzenocukrok elvélasztisara nem alkalmas. A kozelmultban olyan
ionkromatografids modszereket fejlesztettek ki, melyek kozel egy oOrds gradiens program
alkalmazasaval, 12-17 kiilonbozé ionos karakterii As modosulat mennyiségi meghatarozasat
teszik lehetdvé nagy felbontast detektor segitségével [102].

A méretkizarasos (SEC) technikat is egyre gyakrabb alkalmazzék szerves arzén és szerves szelén
modosulatok elvalasztasara, melynek az eldnyei a tobbi HPLC technikdval szemben: tolerdlja az
sszetett bioldgiai matrixokat, viszonylag kis aramlési sebességeket alkalmaz (0.7-1 mL perc™)
¢és nincs sziikség a mozgo fazis pufferel valo beéllitasara, melyek altaldban gondot okoznak mind
a lang atomabszorpcional, mind a plazma technikdknal. A SE-HPLC-t gyakran alkalmazzik
extraktumok frakciondladsara a specidcios analitikdban és a kapott méret szerinti frakcidkat
kiilonbozé elven mikddd kromatografias modszerekkel tovabb elemzik. Ez esetben azzal a
hatrannyal mindenképpen kell szamolni, hogy a moddszer elve, a méret szerinti elvalasztas
altaldban csak a viszonylag nagy fehérjékre és poliszacharidokra igaz. A kisebb mddosulatok —
kiilonosen a nagy tomeg/toltéssel jellemezhetdk — esetén azonban masodlagos adszorpcid és

ioncsere 1éphet fel, mely jelentésen befolyasolja az elvalasztas mindségét [6].
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A kapillaris elektroforézis (CE) az egyik legujabb és az egyik legtobb technikai gondot okozo
elvalasztastechnika ma a specidcios analitikaban. Ionos moddosulatok elvalasztasara alkalmas.
Elénye a kicsi, uL. nagysadgu mintafelhasznalas, mely kiillondsen a kis térfogati biologiai mintak
esetén érvényesiil. Az elektromos térerd valtoztatasaval egy futtatasban az anionos és kationos
formak elvélasztasa megoldhatd. Detektorokkal vald dsszekapcsoldskor éppen ez az elény okoz
technikai gondokat [103]. Rendkiviil érzékeny detektorokra van sziikség, hogy az amugy is kis
mennyiségben jelen levd moddosulatokat a kis mintamennyiségekbdl ki tudja mutatni; és olyan
specidlis mintabeviteli egységek alkalmazasat igényli, amelyek érvényesitik a kis
mintamennyiség elényét. Az 0j generacios ICP-MS késziilékekkel kapcsolva, kiilondsen a
percenként pnL mennyiségeket hasznositdé mikro- ill. direkt- porlasztokkal — mint példaul a
mikrokoncentrikus  porlaszto6 (MCN), nagy hatékonysagua porlasztdé (HEN), direkt
befecskendezéses nagy hatékonysagu porlaszté (DIHEN) - felszerelve jelentds eredményeket
A éltalanos elvalasztastechnikai problémakon tul mindhédrom technika alkalmazasakor gondot
okoz a detektorokkal vald Osszekapcsolds, a megfeleld felbontasu elvélasztast biztositd, de a
detektor optimalis miikddéséhez sziikséges térfogataramok Osszehangoldsa. Példaul az
atmoszférikus nyomason miikodo ionforrasokkal — pl.: induktiv csatolasi plazma — a
leggyakrabban alkalmazott hagyomanyos porlasztok - Babington-, Meinhardt- és szogporlaszo -
nem alkalmasak a CE kis, pL min'-es térfogatiramanak porlasztasara. Ezzel szemben a nagy
hatékonysagt hidraulikus nagynyomasu porlasztonak (HHPN) ¢és az ultrahangos porlasztonak
(USN) optimalis mitkodéséhez nagy folyadékaramot kell biztositani (> 1 mL min™), amely
folyadékkromatografiaval kapcsolva az elvalasztds mindségét ronthatja [101].

A speciacids analitikdban kiilon gondot jelent, hogy a modosulatok azonositdsa kizarolag a
retencidés 1dén alapul, ha nem molekulaszerkezet megéllapitdsira alkalmas késziileket
alkalmazunk [108]. A retencios iddt standard oldatok segitségével lehet meghatarozni. A mintarol
mintara valtozd matrix jelenléte azonban megvaltoztathatja a retenciés iddket. Ennek
ellendrzésore standard addicios médszer alkalmas. A matrixhatas minimalizalasara mindenképp
torekedni kell. Ez a minta t6bbszords higitasaval érhetd el legegyszeriibben. Alkalmazasakor
azonban sokszor kiemelked6en nagy érzékenységili detektorokra van sziikség.

A speciacids standardok hidnya jelent még sok esetben gondot, kiillondsen szerkezetazonositasra
alkalmas detektor hidnyaban. Ha a standardok elérhetéek, de nincs lehetdség
szerkezetazonositdsra ¢és megfeleld bizonylatolt referenciaanyag sem 4ll rendelkezésre a
modosulatok azonositasara, két kiilonbozd elven miikodd kromatografidas modszer alkalmazasa
kinalhat mindségbiztositasi alternativat. Az ismeretlen csucsok azonositasaban azonban ez a

megoldas sem jelent elérelépést.
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3.7 Elvalasztas utani derivatizalas

Szamos specidcids technika megkoveteli a folyadékkromatografidas modszerrel elvalasztott
alkotok derivatizacigjat egyrészt a vegylilet azonositdsa masrészt a technika érzékenységének
novelése érdekében. Példa mind a két feladat egy rendszerben vald megoldasira a Se
modosulatok meghatarozasa HPLC-AFS rendszerrel. Az szeleno-aminosavak — szeleno-metionin
(SeMet), szeleno-cisztin (SeCys), szeleno-etionin (SeEt) — és Se(IV) és a Se(VI) ionos formak a
hosszu apolaris lanccal rendelkezd kvaterner ammonium sé - pl.: didodecil-dimetil-ammoénium
bromid (DDAB) - alkalmazésaval, ionparképz6 kromatografiaval elvalaszthatok, és az igen
érzékeny AFS detektorral meghatarozhatok. A nagy hatékonysagli porlasztdsos mintabeviteli
technikdk — pl.: hidraulikus nagynyomasu porlasztdé (HHPN) és ultrahangos porlasztd6 (USN) —
azonban, 40-50 %-os mintabeviteli hatdsfokuk ellenére nem biztositanak megfeleld
mintabevitel technika és biztositja a matrixtol valo teljes elvalasztast, igy a HPLC-HG-AFS
rendszer kivald érzékenységlivé valik. A Se(VI) nem, a szelenoaminosavak pedig nem egyenld
mértékben hidridképzéek. Megfelelé on-line roncsoldssal azonban megfeleléen savas pH
beallitasa utan redukcid és on-line mikrohulldmu ill. UV-besugarzasos technikakkal 100 %-osan
hidridképz6 Se(IV) formaba hozhatdk [76].

Emlitést érdemelnek azok a modszerek is, melyek folyadékkromatografias elvalasztas utan
spektrofotometrids detektorokkal meghatdrozhatd komponenseket hoznak 1étre on-line
szarmazékképzéssel. A két szervetlen ionos krommodosulat (Cr(III) és Cr(VI)) elvalasztas és on-
line oxidacio6 utan difenil-karbazidos szarmazékképzéssel tehetd spektrofotometrias detektalassal
meghatarozhatova [109]. A megoldas hatranya a folyadékkromatografiat és spektrofotometiat
kapcsoltan alkalmazo technikdkhoz hasonléan az, hogy a szerves fémmodosulatok
meghatarozdsara a természetben el6fordulé mintdk koncentracidtartomanydban nem elég
érzékenyek.

Az elvalasztas utani derivatizacid speciacios rendszerek esetén mindenképpen on-line megoldast
jelent. Ennek megfeleléen nem lehet olyan bonyolult, mint a gdzkromatografalasra alkalmassa
tevé szarmazékképzési reakciok, de a megfeleld fizikai, kémiai kondiciokat — pH, hdmérséklet,
energiakozlés stb. - itt is biztositani kell. Mivel mindezt zart rendszerben kell megoldani ugy,
hogy a mar véghezvitt elvalasztas ne valtozzon — ne legyen jelentds csucsszélesedés ill. csticsok
ne mosodjanak dssze -, az optimalas sziik hatarok k6z¢ szorul és a kompromisszumos optimumot
nehéz meghatarozni. Azt sem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy a rendszerben szimultan, de

legalabbis kozvetleniil egymas utan tobb folyamat megy végbe: a roncsolés, a szdrmazékképzés, s
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ezek részfolyamatai. A részfolyamatok hatasfokat igy nehéz megallapitani, és az esetleg

felmeriil6 gondok okat hosszadalmas megtalalni.

3.8 Detektalas

Mig a specidcios irodalomban szamos detektor alkalmazédsarol olvashatunk, mindenképpen az
elem-, ill. molekulaspecifikus detektorok hasznalata elényds. Ellenben detektalasi modszer elvi
elemspecifikussdga nem minden esetben jelenti, hogy a mért integralt intenzitas csak a speciesz
eljarasok tobbsége matrixfliggd, valodi mintdk mérésénél az aldbbi zavar6 hatdsok - a
mintabeviteli és az atom- és ionképzddési, a spektralis és az iontdmeginterferencia, a nem
tokéletes hattérkorrekcié — mind befolyasolhatjak a jelintenzitast [110].

Az optikai detektoroknal — atomemisszids, atomabszorpcids és lang fotometrids — a mért elem
jellemzé hullamhosszan megjelend hattéremisszid jelentés gondokat okozhat, meg is
akadalyozhatja a nagyon kis koncentraciok meghatarozasat [111,112]. Specidcids kapcsolt
rendszereknél pedig, féleg nem ismert retencids idével megjelend csucsokndl, mindenképpen
meg kell bizonyosodni, hogy a mért jelet a mérendd adja és nem az interferenciak.
Atomemisszios detektalasnal az atom jellemzd spektrumvonaldnak vizsgalataval, vagy ha mod
van r4, alternativ technika alkalmazéasaval lehet err6l megbizonyosodni.

Az atomfluorescens detektalds a speciacios analitikaban a hidridfejleszd elemek modosulatainak
meghatarozasaban terjedt el, érzékenységének és viszonylag kis lizemeltetési koltségének
koszonhetden. Ennél a technikanal, kiillondsen ha mintabeviteli egységként hidridfejlesztést
alkalmazunk, nem kell spektralis interferencidkkal szdmolni és nagyon jO kimutatasi hatarok
elérésére ad lehetdséget. Nagy hatranya ellenben, hogy egyszerre csak egy elem meghatarozasara
alkalmas, tehat multielemes speciacios rendszerek épitésében nem alkalmazhato6 [76,113,114].
Napjainkban az ICP-MS a specidcidos analitikdban legelterjedtebben alkalmazott ¢és
legérzékenyebb szimultan multielemes elem (tomeg) specifikus detektor. A legnagyobb szadmban
még mindig az ICP-kvadrupol-MS-t alkalmazzdk [115-117], de egyre tobb a gyakorlati
alkalmazasa a repiilési id6 ICP-TOF (time-of-flight)-MS-nek [118-121], az 0j generacidés nagy
felbontasu ICP-HR(high resolution)-MS-nek [122], az ICP-SF(sector-field)-MS-nek [123,124], a
tranziens jelek izotdparanyainak szimultdn mérésére alkalmas ICP-MC(multicollector)-MS
[123,125], a spektralis interferencidk csokkentésére kifejlesztett dinamikus reakcid cellat
alkalmaz6 ICP-DRC(dynamic reaction cell)-MS-nek és az iitkozési cellat alkalmazo ICP-

collision cell-MS-nek [126]. Az ICP-TOF-MS eldnye, hogy gyors jelek szimultan multielemes
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A nagy felbontasu késziilékek érzékenysége €s kimutatdsi hatarai mar lehetévé teszik az olyan
zavarOhatdsok elvalasztdsat a mérendd jeltdl, amire elétte nem volt lehetdség. A dinamikus
reakcid cella alkalmazasa a spektralis zavarasok kikiiszobolésében nagy eldrelépés, megfeleld
reakcidogaz alkalmazasaval olyan elemek is meghatarozhatok nyomnyi mennyiségben, melyeket a
plazmaban keletkez6 molekulaionok jelenléte eddig nem tett lehetévé. Itt kell megemliteni az
arzént, mely monoizotdpos elem (m/z=75) €és tdmegszaman nagy mértékben jelentkezik az argon
plazmaban keletkez6 ArCl- molekulaion jele, ami az As meghatarozasat megneheziti minden
ICP-MS késziilékben, foleg nagyon kis koncentracioknal. A szelén esetén a meghatarozast az
akadalyozza, hogy az elem intenzivebb izotopjai, m/z=78 és m/z=80, spektralis zavardhatasokkal
terheltek, mig a kevésbé érzékenyek, m/z=74, 76, 82, nem biztositanak elegendd érzékenységet a
nagyon kis koncentracidban jelen levé szelén modosulatok kimutatasara.

Az 10j generacids késziilékek nagy elénye, hogy nagy felbontoképességiikkel és a spektralis
zavardhatasok kikiiszobolésével biztositjak az izotopmérésekhez sziikséges stabilitast, és lehetdové
teszik az izotophigitas elényeinek kiaknazasat.

Az ICP-MS késziilékek megfeleld6 mintabeviteli egységek alkalmazasdval mind gaz- és
folyadékkromatografias technikakkal, mind kapillaris elektoforézissel kapcsolva megbizhato
speciacidos rendszerek Osszeallitdsat teszik lehet6vé. Az induktiv csatoldsu plazma nagy
energidjaval a kémiai kotéseket elroncsolja és a detektalasi célnak megfeleléen ionokat allit eld
[115]. Ezzel azonban elroncsolja a specieszeket és igy azt az informdciot, melyet az egész
analitikai miiveletsor alatt, a speciacidé eredeti gondolatkdre szerint probaltunk megdrizni. A
specieszre jellemz0 informaciot tehat vagy az elvalasztastechnikabol — retencids idore alapozva —
vagy szerkezetazonositasra alkalmas molekula-tomegspektrométerek parhuzamos alkalmazaséaval
biztosithatjuk.

A GC-MS hasznalata mar széles korben elterjedt a specidcids analitika bizonyos feladataira — pl.:
on-, 6lom- és higanyspeciacio, az LC-MS-r6l azonban még nem mondhatjuk el ugyanezt.
Mindkét technika eldnye, hogy a speciesz molekulaszerkezetérdl tomegspektrum forméjaban
nyujt informaciot.

Az elvélasztasndl mar sz6 esett arrdl, hogy két vagy tobb kiilonbozé elven miikddd
elvalasztastechnika alkalmazéasa kinalhat mindségbiztositasi alternativat a csicsok azonositasara.
Ugyanigy két kiillonbozo elven miikodd detektor parhuzamosan kapcsolasa is megoldas lehet a
mérési eredmények mindségbiztositdsara egy specidcios rendszerben, ha ezt a kimutatasi hatarok
lehetové teszik [127].

Késziilékek széles kore all rendelkezésiinkre speciaciés feladatok megoldasara, ezért

detektorvalasztas fontossagarol is emlitést kell tenni. A detektornak elsésorban célnak
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megfelelonek kell lenni - biztositani kell az elemspecifikussagot, a sziikséges érzékenységet és a
szolgaltatott adat megbizhatosagat, de az adott koriilmények kozott a lehetd legegyszertibben
kivitelezhetd mérést kell biztositania. A célnak pedig nem mindig csak a legmodernebb

késziilékek felelnek meg.

3.9 Kalibracio

A speciacios analitikai koncentraciok mennyiségi meghatarozasa és a mennyiségi meghatarozas
legmegfelelobb mddjanak kivélasztdsa a mai napig a teriilet fontos kérdése. Nagyon sokféle
javaslattal és kisérlettel taldlkozhatunk az irodalomban — mindegyiknek vannak eldnyei, de
hatranyai is. A két legelterjedtebb megoldéas azonban mindenképpen [28]

« a’hagyomanyos’ kalibracio és

« azun. belsd kalibracio - a standard addicio .

A hagyoményos kalibracié mindenképp a mennyiségi meghatirozas legkézenfekvobb modja,

azonban a legegyszerlibb matrixok esetétdl eltekintve megfeleldsége kérdéses. Alkalmazéasa
eltérd lehet.

Azokban az analitikai modszerekben, ahol derivatizacids 1épést is alkalmaznak, a mérendd
modosulat derivatizalt forméjanak oldatba vitt formdajaval wvaldo kalibracio tinik a
legegyszeriibbnek. Alkalmazasanal a kovetkezd problémakkal kell szdmolnunk. Sok esetben a
derivatizalt formakhoz nem lehet hozzéjutni, de ha mégis, akkor kalibraciora valé felhasznalasuk
elott stabilitasukrdl és az elokészités folyaman fellépd veszteségekrdl meg kell bizonyosodni.
Példéaul a fenilezett metil-higany — a fenilmetil-higany kereskedelemben kaphat6 vegyiilet, ezért
nem kell hazilag eldallitani, de oldatban nem stabil [128]. Megfeleld tisztasagu alkilalt szerves
onvegyiileteket a kereskedelem nem arusit, de eléallitasuk nem iitkdzik akadalyba és stabilitasuk
is megfelelé [129]. Az ilyen kalibracionak az a legnagyobb hatranya, hogy nem szamol az
extrakcid, a derivatizaciod €s a tisztitasi I€pések soran fellépd veszteségekkel.

A derivatizacids modszerek esetén masik megoldas a modositatlan mérendd kalibraldésorozataval
torténd kalibracid, melyet a mintaval parhuzamosan, a szokéasos derivatizacids 1épéseket kovetve
derivatizalunk. Bar ez a megoldas tobb munkat igényel, reprezentativabb, mivel a
kalibral6oldatok ugyanazon a derivatizaciés folyamaton mennek keresztiil, mint a mintdk;
optimalis esetben a mintdkkal egyiddben, igy a folyamat okozta kis eltérésekkel nem kell
szamolnunk. A modosulatok derivatizélatlan formdjdhoz konnyebb a kereskedelembdl

hozzajutni, mint a derivatizalt formékhoz. Nem szabad elfeledkezni arrdl, hogy stabilitasi

30



problémak itt is jelentkezhetnek és arr6l sem, hogy tiszta oldatokbol gyakran magasabb a
derivatizacio hatasfoka, mint mintaextraktumbol.

A kovetkezd kalibracios megoldds még Osszetettebb. Vakproba matrixot ‘adalékolunk’ a
mérendd derivatizalatlan formdjaval kiilonboz6 koncentracidkban és az igy kapott kalibracios sort
alavetjiik a mintael6készités teljes folyamatanak. Ezzel a megoldassal az Gsszes veszteség ami a
mintaelOkészitést terheli, egyforman jelentkezik a mintan és a kalibracids soron, igy nem kell
vele szdmolni. Azonban, ugyanugy, mint a standard addicido barmely form4janal, az addicionalt
anyag extrahalhatosaga nagyobb, mint a matrix altal eredetileg tartalmazott komponensé. A
kalibracios sorra tehat nagyobb extrakcids hatasfok vonatkozhat, mint a mintdkra. Vakproba
matrixot azonban nehéz biztositani, mert szintetikus eldallitdsa koriilményes €és hosszadalmas; az
extrakciés hatasfokban pedig latszolag kis matrixkiilonbségek is nagy kiilonbségeket
okozhatnak.

Meg kell emliteniink a kalibracionak a belsé standard hasznalataval 6sszekotott modjat. A belsd
standard egy olyan komponens, amely eredetileg nem talalhaté meg a mintaban, és karaktere a
lehetd legjobban hasonlit a mérendé komponenséhez, igy viselkedésével jellemezhetd a mérendd
viselkedése. Mind a mintdhoz, mind a standardekhez mintael6készités elétt adagoljuk
meghatdrozott és egyenld mennyiségben. A kalibracios gorbét a mérendd komponens és a belsd

standard hanyadosaib6l szamoljuk. Mivel a mintéban is jelen van a bels6 standard, igy a mérend6

crer

------

hasznalt bels6 standard a tripropil- és a triciklohexil 6n, melyek fiziko-kémiai tulajdonsagaikban
nagyon hasonlitanak a tributil- és trifenil onra. Metilhigany meghatarozasnal gyakori az
etilhigany hasznalata, ha nem etilalast hasznalunk szarmazékképzésre.

A belsé kalibracié a kalibracié harmadik megolddsatol annyiban kiilonbozik, hogy nem a

vakproba matrixhoz, hanem a mintamatrixhoz addicionaljuk a mérendé komponenst kiilonb6zo
koncentraciokban. Miutdn elegendd i1dot hagytunk a minta és az addicionédlt komponens
egyensulyanak kialakuldsara, az extrakciot a megszokott moddon kivitelezzilk. Az ismert
addicionalt mennyiségekbdl és a mért jelekbdl felépithetjiik a kalibracios gorbét, melynek az Y-
A standard addicidonak szigort szabdlyai vannak. A kalibracios gorbe felépitéséhez legalabb
harom-négy addiciés pontra van sziikség — kozel azonos tavolsdgra egymadstol. A hozzaadott
koncentraciokat a BCR [32,33] hitelesitési projektjeiben elfogadott gyakorlat a mért eredeti
koncentracio egyszeres, kétszeres és négyszeres mennyiség adagoldsaban hatdrozza meg. Ha a

adagolt mennyiségek kicsik az eredeti koncentraciohoz képest, a kalibracids gorbe meredeksége
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is tal kicsi lesz, a bizonytalansagi tartomany pedig feltehetéen til nagy, mely hasznalatra
alkalmatlanna teszi. Ellenben ha a hozzaadott koncentraci6 tul nagy, a matrixhatds nem
érvényesiil ugyanugy, mint a mintakban. A matrixhatéds figyelembe vétele miatt a belsd kalibracio
eredményei kétségteleniil megbizhatobbak.

Szt kell ejteni még az izotophigitas (ID) lehetdségérdl is, mint alternativ kalibracidés megoldas,
mert a kvantitativ mérések helyességét jelentésen javitja [130]. Természetesen a specidlis
késziilékigénye €s az, hogy egyeldre nagyon kevés izotdppal jeldlt szerves fémmodosulat kaphato
a kereskedelemben, még hatraltatja elterjedését a specidcids analitikdban, bar egyre tobb az
alkalmazéséaval sziiletett publikacio [131]. Gyakorlati alkalmazasanal pedig ugyanazok a gondok
meriilnek fel, mint minden ‘adalékolasndl’. Ahhoz, hogy az alkalmazott specidcios technika
szisztematikus hibait a lehetd legjobban ki tudjuk zarni, a mddositott izotoparanytt médosulatokat
is a mintael8készités elott kell adagolni. Tehat a hozzaadott komponens és a minta altal eredetileg
tartalmazott komponens extrahalhatosdganak kiilonbsége itt is jelentkezik.

megoldas eldnye, hogy CRM alkalmazasakor a martixhatdsok figyelembe vételével kalibralunk.
Hatranya az, hogy ritkan talalunk a sajat minta matrixanak teljes mértékben megfelel6 CRM-t,
kiilonosen ha Osszetett matrixr6l van szo; és mivel a matrix CRM-k nem elérheték a mérendd
kiilonb6zé koncentracidival, csak egy pontos kalibracié hasznalatara van lehetdség. Az egy
pontos kalibraci6 hasznélata a alabbi hibakkal terheli az analitikai folyamatot. Az egy pontos
gbrbe 0 ponthoz tartozd intenzitdsat vak minta hianyaban nem lehet meghatarozni, a 0 ponttal
valo 0Osszekotése pedig torzithatja a valdsdgot. A mérendd koncentracidja jelentdsen
befolyasolhatja az extrakcids hatasfokot, mely a kalibraciés gorbe moddosuldsat okozhatja, ami
egy pontos kalibracion nem érvényesiilhet.

Az adott speciacids feladatnak megfeleld kalibracio kivalasztasdhoz sok szempontot figyelembe
kell venni: a mérenddé minta jellegét, a mérendé komponens koncentracié tartomanyat, az
rendelkezésre allo6 miiszerallomanyt és nem utols6 sorban mérlegelni kell, hogy milyen modon
kivitelezhetd a mérések mindségbiztositasa. Példaul, ha rendelkezésiinkre all célnak megfeleld
bizonylatolt referencia anyag, melyet ha a mintdval pdrhuzamosan elemziink és az elért eredmény
megfeleld, akkor a standard addicié bonyolult folyamatatdl eltekinthetliink. Ha egyszerii vizes

rrrrrr

a felsorolt paraméterek alapos mérlegelését igényli.
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3.10 Az eredmények kiértékelése

A speciacios mérések kiértékelésénél és az eredmények megadasanal még koriiltekintébben kell
eljarnunk, mint az analitikai kémia mas teriiletein. A specidciés modszerek bonyolultsaga miatt,
mely tobbnyire a mintaeldkészitések Osszetettségébol ered, 1ényegesen tobb a kiértékelési hibak
elkovetésének esélye [28].

Sem a szerves, sem a szervetlen kémia teriiletén nem fér kétség ahhoz, hogy az eredményeket
mire vonatkozdéan adjuk meg — a szerves kémidban vegyiiletre, a szervetlen kémiaban elemre.
Mivel a speciacio legtobb esetben a két tertilet atfedése, az eredményt megadhatjuk vegyiiletként,
mint pl.: tributilon kation, vagy pedig a kozponti fémre szamolva, pl.: tributilon, mint 6n. Nagyon
gyakran eléfordul, hogy a szdmolasokhoz a kalibracids oldatok készitéséhez hasznalt vegytilet
tomegét hasznaljak, ami az ellenion tomegét is magaba foglalja, pl.: tributilon helyett tributilon
klorid, ami szamolasoknal jelentds kiilonbséget eredményezhet. A derivatizalast alkalmazo
technikak esetén az is zavart okozhat, hogy a mért komponens valdjaban a kalibralo oldat
készitéséhez hasznalt komponens szarmazéka, pl.: metilhigany mérésénél metilhigany kloridot
hasznalunk a kalibracioban, de mérni etil-metilhiganyt mériink, ha etilezést valasztottuk
derivatizaciés megoldasként, tehat az eredményt akar harom vegytilet tdmegével szamolva is meg
lehet adni.

Lathato, hogy az eredmény megadasanak sok lehetdsége van, melyek gyakorlati elonyokon és
hatranyokon kiviil nem kiilonboznek egymastol. A BCR speciacidos gyakorlataiban mindig
ellenion nélkiil, vegyiiletre kérik és adjak meg az adatokat [55]. Ennek elsddleges oka ma az,
hogy hosszu évek ota ez a gyakorlat. Igy az Gj termékek adatai is ugyanarra a skalara keriilnek fel
¢és nincs sziikség arra, hogy a valasztasanal konverzios faktorokkal szamoljunk, ha egyaltalan
¢észrevesszik, hogy szamolnunk kell. Ezt az aldbbi gyakorlati példin mutatom be. A tributilon
koncentracié meghatarozésara tengeri eredetli, bioldgia bizonylatolt referencia mintat hasznalunk.
Ha a mérésiink matrixanak és a koncentraciotartomanyanak megfeleldeket keressiik ¢és
megszoktuk, hogy a koncentracio tributilon kationként (M=237g) van megadva, akkor az esetleg
onban (M=118g ) kifejezett tributilon koncentracié a vart felét mutatja. gy automatikusan
szamitasba sem vessziik a valasztasnal. Ez a gyakorlati indok. A leglényegesebb szempont
azonban mégis az, hogy az értéket felreérthetetlen modon adjuk meg, nem az, hogy az
eredményeket milyen egységben fejeztiik ki.

A kinyerési hatdsfok megaddsanak modja okoz még igen nagy kérdést az analitikusoknak. Az
extrakcios modszerek szinte sosem eredményeznek 100%-os kinyerési hatasfokot. Ha azonban
pontosan tudjuk a kinyerési szazalékot, akkor vajon tanidcsos-e korrigalni vele speciacios

eredményeinket, vagy elegendd, ha a kapott eredményeket a hatasfokkal egyiitt adjuk meg?
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Kizarélag akkor szabad vele korrigalni, ha a mért modosulatokra egyenként meghataroztuk a
kinyerési hatasfokot. Az 0sszkoncentracidra vonatkozo szazalék nem alkalmazhaté a specieszek
mennyiségének korrigdlasara. A kovetkezoket mérlegelniink kell. A kinyerési hatasfok csak arra
a matrixra igaz, amelybdl meghatiroztuk. Ha standard addicidval hatdrozzuk meg, akkor
eredményiink hordozni fogja a standard addicid Osszes bizonytalansagi tényezo6jét. Ha CRM
hasznalataval hatdrozzuk meg, akkor a matrixbdl adodo kiilonbségek athidaldsara nincs mod.
Tehat a korrigalassal feltehetden jelentdsen rontanank eredményiink megbizhatosagéan. Ellenben a
kinyerési hatasfokkal vald korrigalas teszi lehetévé azt, hogy kiilonb6zd modszerekkel kapott
mérési eredményeket 0sszehasonlitsunk. Korelemzésekben ¢€s hitelesitési gyakorlatokban ezért a

korrigalas az elfogadott gyakorlat, de szigortian a korrekcios faktor feltiintetésével egyiitt [133].

3.11 A speciacios analitika mindségbiztositasa

Az elézéekben felsorolésra keriiltek a specidcios analitika altalanos 1épései és az egyes 1épéseket
altaldban terhel6 problémak, melyeknek bekovetkezését a megfeleld mindségbiztositasi 1épések
bevezetésével igyeksziink kikiiszobolni.
Analitikai laboratoriumokban leggyakrabban az alkotok mindségi azonositdsat és mennyiségi
meghatarozasat végzik. Ha Iétezik a feladatnak megfeleld szabvany ill. médszer az alkotd
meghatarozasara, akkor az analitikus azt hasznalja. Ha nincs eldiras, akkor moddszert kell
fejlesztenie. Az analitikai mérésnek megbizhatonak kell lennie és szdmos kovetelményt kell
kielégitenie, hogy megbizhaté eredményt tudjunk szolgaltatni [134]. Mindez igaz a speciacios
mérésekkel foglalkozo laboratoriumokra is, ahol az altalanos analitikai problémékon kiviil
mindennapos kihivast jelentenek az 0sszetett matrixok, a bonyolult mintaeldkészitési modszerek
¢s a vellik jard veszteség- és szennyezdforrdsok megfeleld kezelése, a mérendd komponensek
beszerzése hiteles forrdsokbdl, azok stabilitasa és a mérendd kis koncentraciodtartomanyok.
Ahogy altaldban az analitikai modszerek megbizhatosaganak feltétele a validalas, ugy a
specidcios feladatokndl is ajanlott, hogy validalt modszereket alkalmazzunk. A EURACHEM
készitette Method Validation Guide [20,134] altal meghatarozott analitikai tulajdonsagokat itt is
figyelembe kell venni. Ezek a kovetkezok:

1. Az analitikai méréseknek meg kell felelnie az felhasznald eldzetes kovetelményeinek.

2. A mérések sordn olyan moddszereket és miiszert kell hasznalni, amelyekrdl elézetesen

meggy6zddtiink, hogy a célnak megfelelnek.
3. Az analitikusnak megfeleld képesitéssel ¢s tuddssal kell rendelkeznie a feladat

elvégzéséhez.
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4. A laboratérium tevékenységét idokozonként fiiggetlen szervezetnek kell megvizsgalnia.

5. Az egyik laboratoriumban végzett mérés eredményének Osszevethetonek kell lennie a
masikban végzett elemzési eredményekkel.

6. Az analizist végz6 szervezeteknek jol definidlt mindségbiztositasi és mindségellendrzési

eljarasokkal kell rendelkezni.

Mivel az analitikai mddszer validaldsa olyan tevékenységek Osszessége, melyek a miikodési
paraméterek becslésére iranyulnak ¢és annak megerdsitésére, hogy a kidolgozott modszer
alkalmas egy egyedi feladat megoldasara [20,135], a validalas folyamata magaban foglalja a
mérési modszer teljesitményjellemzdinek meghatarozasat, melyek a kovetkezok:

. szelektivités és specificitas,

o méréstartomany,

o modszer linearitasa,

. ¢érzékenység,

o kimutatasi hatar,

. meghatarozasi hatar,

o zavartureés,

. pontossag,

. precizitas.

A speciacids analitikdban a teljes validalast tobb ok miatt is nagyon nehéz teljesiteni. A
speciacios modszerek teljesitOképessége sokszor olyannyira matrixfiiggd, hogy egy 0j matrix
gyakorlatilag a teljesitményjellemzOk ismételt meghatarozasat és a modszer tejles ujravalidalasat
is igényelheti. Ez sok esetben az id6- és koltségigények miatt sem kivitelezhetd ugy, hogy a
modszer a definici6 értelmében validalt legyen.

Mégis szamos eszkoz all az analitikus rendelkezésére, hogy a specidcidos modszer mindségét a
lehetdségek szerint a lehetd legjobban biztositsa. Ezek koz¢ tartozik bizonyos paraméterek
folyamatos ellendrzése, un. monitorozédsa, ilyen példaul a kalibraloszerek ¢és derivatizalo
reagensek stabilitasa, a vak értékek allandosaga és az analitikai késziilék teljesitményjellemzdi. A
megfeleld referenciaanyagok hasznalata, és ha lehetséges a korelemzésekben vald részvétel
mindenképp sziikséges.

A kalibraloszerek, reagensek és a vak értékek stabilitasanak ellendrzésére a kontrolkartyak
hasznalata javasolt [136,137]. A kontrolkartydk a mérések eredményét az id6 (datum)
figgvényében abrazoljak. Jellemzi dket egy kozépvonal, melynek értéke (X) altalaban az elso tiz

mérés eredményének atlagaval egyeld; a kozépvonaltol +2 szoras tavolsagra un. figyelmeztetd

35



hatar; és +£3 szoras tavolsagra kontrol — beavatkozasi — hatar. JOl kézbentartott analitikai
folyamatok esetén az eredmények a +£2 szoéras altal meghatarozott intervallumba esnek. Ha az
eredmények ismétlédden a figyelmeztetd- és beavatkozasi hatar kozé, ill. a beavatkozasi hataron
kiviil esnek, az analitikai folyamatban olyan valtozas tortént, mely megakadalyozza az eldirt
kovetelmények teljesitését.

Példaul egy speciacids standard oldat stabilitdsanak ellenérzését szolgald kontrollkartyan
tobbszor egymdas utdn a negativ beavatkozasi hatdron tal esé értékek a standard oldat
instabilitdsat — bomlasat, igy a tovabbiakban a kalibraciora vald alkalmatlansagat jelezhetik. Egy
tobb moddosulatot tartalmazé standard oldat egyik komponensének tobbszor egymas utan a
pozitiv beavatkozasi hataron til esé értéke a modosulat keletkezését is jelentheti. A vak érték
kontollkértydjan a pozitiv irdnyban vald jelentds és konzekvens eltérés szennyezddés
megjelenését kozolheti. Az eltérés okait minden esetben koriiltekintéen meg kell vizsgalni,
lehetdség szerint ki kell zarni és az eredeti allapot visszaallitasat kell biztositani. Ha az eredeti
allapot nem allithato vissza, 0j referenciaértéket kell meghatarozni.

A kontrollkértydk elkészitéséhez referencia mintdkat hasznalunk. A referencia mintak lehetnek
referencia anyagok (RM), laboratériumi referencia anyagok (LRM) és bizonylatolt referencia
anyagok (CRM) [138]. A referencia mintdknak a alabbi alapveto jellemzokkel kell rendekezni:

. Stabilitdas - meghatarozott tarolasi kovetelmények biztositasa mellett a minta
Osszetétele ne valtozzon. Mivel a minta alkalmazasanak célja modszerek ill.
késziilekek teljesitményének nyomon kovetése, az eredményeknek hosszitavon is
Osszehasonlithatonak kell lennie.

o Elérhetéség — a fent emlitett cél miatt megfeleld mennyiségli mintanak kell
rendelkezésre allni.

« Homogenitds — parhuzamos mérésekbdl hatdrozzuk meg ¢és a mérési
bizonytalansaghoz mérten kicsinek kell lenni.

A homogenitas, a mérendé komponens koncentracidja és a vizsgalati mintarészlet nagysaga
szorosan Osszefligg. Minél nagyobb a homogenitas foka, annal kisebb vizsgalati mintarészletre
A fenti kovetelményeken kiviil fontos, hogy alkalmazasuk eldtt ismerjiik a referencia értékeket.
Ha a referencia értéket hitelesitési gyakorlat keretében egy elismert nemzetkdzi szervezet hagyta
jova megbizhatdsagi intervallummal egyiitt, a mintat bizonylatolt referenciaanyagnak nevezzik.
Ha referenciérték nem bizonylatolt, de egy korelemzés keretében a koncentraciot egy tdjékoztatod
értek keretében a hozzatartozo szordssal meghatdroztak, a mintat referenciamintanak nevezziik. A

laboratoriumi referencia minta ezzel szemben altaldban nem rendelkezik elére meghatarozott
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értékkel. A folyamatos ellenérzésre referenciaként hasznaland6 értéket felhasznalas eldtt a
laboratériumban magunknak kell meghatarozni.

A referenciamintdkat alkalmazhatjuk mérérendszerek és moddszerek stabilitdsdnak folyamatos
megfigyelésére is. Erre a célra megfelel az LRM is, hiszen a mérési eredmény stabilitdsdnak
megfigyelése a cél - sajat mérési eredménylink alakuldsat kisérjiik figyelemmel egy modszer ill.
egy mérdrendszer haszalataval. Uj modszer teljesitményének meghatarozasihoz is elegendd az
LRM hasznalata. Az 0j modszerrel kapott eredményt a bevezetett modszer eredményeivel
hasonlitjuk dssze.

Uj modszerek optimalasara az RM-ek bizonyulnak a legmegfelelébbnek, mivel rendelkeznek egy
tajékoztatd referencia értékkel és a korelemzésben résztvevd laboratoriumok eredményeibdl
meghatarozott koncentracidtartomannyal dsszehasonlithatjuk sajat eredményiinket. Miel6tt az 0j
modszert valodi mintara alkalmazzuk, alkalmassagat CRM haszndlataval kell meghataroznunk.
Az analitikai modszerek helyességének meghatarozasara is mindenképpen CRM sziikséges, mely
referencia értékkel ¢és a hozzatartoz6 bizonytalansagi tartomannyal rendelkezik. A sajat
modszerrel kapott értéket Osszehasonlitjuk a bizonylatolt értékkel, igy kiszamolhatjuk az
alkalmazott modszer hatasfokat.

alkalmazasakor a martixhatasok figyelembevételével kalibralunk. Hatranya viszont az, azon
kiviil, hogy csak egy pontos kalibracidt tesz lehetévé, hogy ritkan taldlunk a sajat minta
matrixanak teljes mértékben megfelel6 CRM-t.

Ha a referenciamintdkat validalt modszerek ill. késziilékek teljesitményének ellendrzésére
alkalmazzuk, alapvetd kérdés, hogy milyen gyakorisaggal tegyiik. Be kell latnunk, hogy
barmennyire koltséges is a referenciamintdk hasznalata, az koltségesebb, ha mérések sorozatat
kell megismételniink azért, mert a késon vettiik észre példaul a modszer teljesitményének jelentds
megvaltozasat, mely rossz eredmények sorozatat adta.

Természetesen azt is figyelembe kell venniink, hogy még a mai napig nem all rendelkezésre a
specidcios analitika igényeit kielégitdé mennyiségli és mindségli bizonylatolt referencia anyag
[132], melyekkel az analitikai modszerek teljesitOképességét a legegyszeriibben és megbizhatéan
lehet meghatazozni és ellendrizni. gy szdmos esetben kell mas mindségbiztositasi megoldashoz
folyamodni, mint példdul a fiiggetlen analitikai technikék alkalmazasahoz.

A CRM-ek hasznalatanak j6 alternativdja a korelemzésekben valo részvétel is, mely tobb jelentds
elénnyel rendelkezik. Ellentétben a CRM-ekkel, a korelemzésekben hasznalt mintdk
stabilitdsanak nem sziikséges évekre sz0l6 garanciaval rendelkezni, friss mintdk is megfelelnek a
célnak. A friss mintak eléallitasa nemcsak sokkal egyszeriibb és koltségkimélébb, de friss mintak

kezelésével jard problémak azonositasdra is lehetdséget nyujt. A korelemzések kiértékeld
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megbeszélésein pedig lehetdség nyilik még a teriilet kiemelkedd személyiségeivel vald
véleménycserére, mely segitséget nyujthat az analitikai problémak felderitésére és azok

megoldésara.
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4. CELKITUZESEK

Munkam célkitlizése az volt, hogy a specidciés rendszereket és modszereket fejlesszek és

kidolgozzam a modszerek mindségbiztositasat.

Munkam soran az alabbi speciacids analitikai részfolyamatok kérdéseivel foglalkoztam:

Tervezés — elemspecificitas;

Mintavétel, a minta tartdsitasa €s taroldsa — stabilitas, tarolasi paraméterek meghatarozésa;
Részminta vétele — homogenitas, vizsgélati mintarészlet;

Extrakcid

Szekvencidlis extrakcid — protokoll betartasa, protokoll modositasa, modszerspecifikus CRM
hasznalata;

Statikus speciacidhoz alkalmazott extrakcid — extrahdloszer valasztas, minta:extrahdloszer
arany, matrixhatas, extraktum higitasa, elvalasztastechnikahoz val¢ illesztés;

Elvalasztas — mintabeviteli egység valasztasa, kromatogramok mindsége, gradiens elucio,
standard addicio, két kiilonbozd elven miikodd kromatografia egyiittes alkalmazésa;
Detektalds — elemspecifikus detektalds, zavard hatasok kikiiszobolése, AFS detektor
multielemes rendszerben,;

Kalibraci6 — hagyomanyos kalibracié, modositatlan kalibralésor és belsdé standard, belsd
kalibracio;

Kontrollkartyak haszndlata.

Mindvégig a specieszek integritdsanak ill. informaciotartalmanak megdrzését tartva szem eldtt az

egyes lépésekben fellépo nehézségekre minta- €s modszerspecifikusan kerestem megoldast, majd

a modszerek egészének mindségbiztositasat oldottam meg.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kutatomunkam sorén tobb specidcios rendszer és mddszer kidolgozasdban vettem részt, majd az
optimalt moddszereket kiilonb6z6 matrixok specidcids elemzésére alkalmaztam. Kisérletes
munkam a hasznalt késziilékek szerint harom nagyobb részre oszthato:

1. nagyhatékonysagi  folyadékkromatografia ¢és  atomfluorescens  detektor

Osszekapcsolasaval kialakitott speciacidos rendszerek felépitése, optimalasa és

------

kidolgozasa, optimalasa és kornyezeti mintakra alkalmazasa;
3. speciacidos modszer kidolgozésa kornyezeti mintdk metilhigany és szerves on

meghatarozasara gazkromatografia-tomegspektrométer késziilékkel.

rrrrr

Vegyszerek

Minden felhasznalt vegyszer analitikai tisztasagu volt.

Standardek készitéséhez: az arzenit (As(Ill)) (FLUKA), arzenat (As(V)) (MERCK), dimetil-
arzénessav (DMAs) (FLUKA), arzenobetén (AsBet) (BCR) ¢és arzenokolin (AsCol)
(Francesconi)1000 mg L'-os, a monometil-arzénessav (MMAs) (CHINOIN)) 5000 mg L-os; a
selenit (Se(IV)) (MERCK) ¢és a szelenat (Se(VI)) torszoldatdit a mérések elétt megfeleld

mértékben higitottam ioncserélt vizzel. A szeleno-DL-metionin (SeMet), szeleno-DL-etionin
(SeEt) és szeleno-DL-cisztin (SeCys) soit feloldottuk ioncserélt vizben, a térzsoldatok szelénre
nézve 100 mg L toménységiiek voltak, és kozvetleniil hasznalat elétt a megfeleld mértékben
tovabb higitottam.

Az arzén és szelén modosulatok elvalasztasahoz kiilonb6z6 elven alapuld elvalasztastechnikakat

alkalmaztam, melyek mozg6 fazisaihoz az alabbi vegyszereket hasznaltam.

lonparképz6 kromatografia: (1) natrium-dihidrogén-foszfat - dinatrium-hidrogén-foszfat
(FLUKA); (2) ammoénium-acetat (MERCK) — ecetsav (MERCK); (1) és (2) is tartalmaz:
didodecil-dimetil-ammoénium bromid (DDAB) ionparképzd, metanol (CARLO ERBA); (3)
ammonium-formiat (MERCK) — hangyasav (REANAL), tetrabutil-ammoénium acetat (TBAA),
metanol (CARLO ERBA).
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Anioncser¢ld kromatografia: diammoénium-hidrogén-foszfat (REANAL) — foszforsav, metanol
(CARLO ERBA).

Kationcseréld kromatografia: ammonium-formiat (MERCK)

Oszlop utdni preredukcid szelén speciacidhoz: sésav (ANALAR), kénsav (ANALAR) és a borsav
(ANALAR); kalium-bromid (ALDRICH).

Elvalasztas utani oxid4cid arzén speciacidhoz: kalium-perszultat (ALDRICH).

A hidridfejlesztéshez sziikséges natrium-tetrahidroborat (SIGMA) oldatot naponta készitettem

NaBH, és a stabilizalashoz sziikséges natrium- hidroxid (MERCK) feloldasaval. Az évek soran a
rendszerfejlesztés kovetkeztében a kiindulasi NaBHy-re nézve 4 m/v % és NaOH-ra nézve 2 m/v
%-os oldat toménységét 1 m/v % - 0.7 m/v % -re csokkentettem. A rutinszertien alkalmazott 10-
20 v/v %-os s6savoldatot 37%-os koncentralt sésavbol (MERCK) higitottam.

A kiilonb6zé mintdk Osszetételiiktdl fiiggben mas ¢és mas vegyszereket igényeltek

mintaelokészitéshez.

Arzén speciacios elemzés mintaihoz alkalmazott reagensek:
. természetes vizek: kalium-permanganit (MERCK), H,O, (REANAL) és hipoklorit
oldat;
. osztriga: ionmentes Vviz;
« talaj: H3POy;
« kagylo: ionmentes viz;
« csirkehus: ionmentes viz, HNO3;(MERCK), K,HPO4-KH,PO4 (REANAL), lipaz;
Szelén speciacids elemzés mintaihoz alkalmazott reagensek:
. éleszté: NH4HCO; (REANAL), tripszin (1645 U mg™ szilard) (FLUKA);
« csiperkegomba: NaOH, K,HPO4-KH,PO4, Tris-HCl és H,O, (REANAL); tripszin
(1645 U mg™' szilard) (FLUKA); pepszin (452 U mg”' szilard) (SIGMA); cc. HNO3,
HCI , pronaz (4000 U mg™) (MERCK);
« vizelet: a minta nem igényelt eldkezelést, a higitashoz ionmentes vizet hasznaltunk;
« brazil did: cyclohexane, K,HPO4-KH,PO4, HNO3 és H,O, (REANAL); pronaz-E
(11440 U mg™).

A higitdsokhoz minden esetben Elgacan Ultra-Pure ioncserélt vizet (R > 10 MQ) hasznaltam.

Az 0sszkoncentracido mérésekhez a szilard mintakat H,O, és HNO; keverékében roncsoltam, mig

crer

HNOs-val biztositottam a teljes oxidaciot.
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Eszkozok

Az osztriga, kagyld, élesztd, csiperkegomba ¢és brazil did6 mintdk mintael@készitésekhez

Realsonic RS-16F ultrahangos tisztitokadat, Hettich Micro 22R centrifugat ¢és celluloz-nitrat
Wathman fecskendé filtert (CN; 0.45 pm) alkalmaztam; a vizsgalt természetes vizek
extrakcidjadhoz Model MDS-81D CEM mikrohullamu roncsol6t hasznaltam.

Munkaimban kiilonb6z6 mintabeviteli egységekkel és on-line oszlop utani derivatizdciohoz

sziikséges eszkozokkel kapcsolt HPLC-AFS rendszereket alkalmaztam. A HPLC elvalasztési

rendszerben minden esetben egy négy szivocsonkkal ellatott MERCK (Hitachi) L-7100 tipusu
pumpa biztositotta az eluensek aramlasat és 6 allast RHEODYNE mintabejuttatd egység
segitségével juttatta a mintdt a kromatografias oszlopra. Vizsgalataim soran 20 — 200 pL
térfogati mintabejuttatd hurkokat (loop) hasznaltam.

Az ionparképzd kromatografiahoz BST Rutin C-18-as allofazissal toltott oszlopot (250 x 4 mm
1.d., 10 um) és Merck LiChrospher 100 RP-18 szilikagél allofazissal toltott LiChroCART 125-4
oszlopot; az anioncseréld kromatografidhoz HAMILTON PRP X-100 (250 x 4 mm 1.d., 5 pm)
erds anioncseréldvel toltott oszlopot, a kationcseréld kromatografidhoz pedig Chrompack
Ionosphere-C5 (100 x 3 mm i.d., 5 um) és SuperCosil LC-SCX (250 x 4.6 mm i.d., 5 pum)
kationcseréldvel toltott oszlopokat hasznaltam. Minden esetben az alléfazissal megegyez6 toltetii
eldtétoszlopot alkalmaztam.

A speciacids rendszerekben atomfluorescens detektdldst alkalmaztam — emelt fesziiltségii

vajtkatod lampaval (BDHCL) (PHOTRON) felszerelt PSA 10.003 Excalibur ill. PSA Millenium

Excalibur késziilékeket. A méréseket a szelén és az arzén jellemzd rezonancia-hullimhosszéan
multi-reflektancia sztirdvel +20 nm-es tartomanyban végeztem. A Millenium Excalibur
rendelkezik a hidridfejlesztéshez sziikséges folyadék-gdz szeparatorral (GLS) és a két
perisztaltikus pumpéval, melyek a savat és a borohidridet széllitjdk; mig a 10.003 Excalibur
rendszert a fenti eszkdzokkel egyiitt hasznaltam. A folyadék-gaz szeparator és a detektor kozé
minden esetben egy Perma Pure higroszképos hidrid-szarit6 membrant helyeztem, mely
ellenaramu argonnal vizmentesiti a detektorba jutod gazt. A folyadék-géaz szeparatorbol argon lizte
ki a a keletkezett hidrideket, mely gdzdramhoz a sziikség esetén a hidridszarité utan hidrogént is
kevertem. A keletkezett és hozzaadott hidrogén biztositotta az atomizalashoz sziikséges langot. A
10.003 Excalibur rendszerben Cole-Palmer tiiszeleppel és rotaméterrel szabalyoztam és mértem.
A Millenium Excalibur rendszerhez a laboratériumban kiépitett rendszer szolgaltatta az argont,
hidrogén alkalmazasara nem volt sziikség.

A rendszerekben mintabevitelre nagy hatékonysagi mintabeviteli egységeket alkalmaztam:
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« CETAC Model 5000 ultrahangos porlasztot CETAC Model 2050 deszolvatalo
egyseéggel; flitési hdmérséklet: 150 °C, hiitési hdmérséklet 5 °C; perisztaltikus pumpa
a deszolvalalo egységben levalasztott folyadék elszallitdsara;

« Hazi gyartdmanyu, 15 pm atmérdji porlasztofejjel ellatott hidraulikus nagynyomasu
porlasztd; fiitési homérséklet: 150 °C, hiitési hémérséklet 5 °C;perisztaltikus pumpa a
deszolvalalo egységben levalasztott folyadék (drain) elszallitasara;

« Hidridfejlesztéshez: PEEK reakciokamra és PSA gyartmanyu folyadék-gaz szeparator

Az on-line oszlop utdni roncsoldshoz kereskedelemben konnyen elérhetd elektromos fiitd

egységet és kis nyomast higanylampat (TNN 15/32, 15W, HERAEUS) alkalmaztam.

A rendszerekben a f6 aramban folyadék szallitasara 0.8 mm i1.d. PTFE csovet hasznaltam, a
perisztaltikus pumpéakhoz pedig kiilonb6z6é atmérdjii Tygon csoveket alkalmaztam.

Az adatok gytljtését potenciométerrel, feldolgozasat Borwin kromatografids software-rel

végeztem, a kromatografids csucsokat csucsteriilet alapjan értékeltem ki.
Az Gsszkoncentracid méréseket Termo Jarrell Ash ICAP-61 ICP-AES ¢s LECO Renaissance
ICP-MS késziilékkel végeztem.

Az eredmények statisztikai kiértékelését minden esetben MINITAB sofwave-rel végeztem.

A HPLC-USN/HHPN-AFS rendszer miikodése

A 200 pL térfogatu mintat a mintabejuttatd egység segitségével az eluensaramba juttatom, majd a
megfeleld eluens és kromatografids program alkalmazasaval a vizsgalt modosulatok elvalnak az
allofazison. Az elvalasztott alkotokat az eluensaram tovabbszallitja a porlasztoba. Az ultrahangos
porlaszto porlasztokamrajaban egy ultrahang frekvencidval rezgd memban porlasztja az oszloprol
egy kapillarisban érkezd eluensaramot és az argondram juttatja a deszolvatald rendszerbe,
ahonnan a detektorba mar csak a folyadékmentesitett argonaram szallitja a mérend6 alkotokat. A
hidraulikus nagynyomdsu porlasztdo porlasztokamrajaba az eluensaram egy 15 pum atméréji
nyilason jut be egy iiveggdémb feliiletére, mely megfeleld apré szemcseeloszlasu kodot alkot,
melyet argondram juttat a deszolvatalé rendszerbe. Innen is széraz gaz juttatja tovabb a mérendd
alkotot a detektorba. A detektor el6tt még T-elagazassal hidrogént vezetiink a rendszerbe, mely

biztositja a detektor langjanak égését.

A HPLC-(fiités -UV)-HG-AFS rendszer miikodése

A 20-200 pL térfogati minta a mintabejuttatd egység segitségével az eluensdramba jut és a

megfeleld eluens €és kromatografids program alkalmazasaval a vizsgalt mddosulatok elvalnak az
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allofazison. Az oszlop wutdn perisztaltikus pumpa segitségével nyomasalldé PEEK
reakciokamraban az eluensdramba keriil a savoldat ¢és direkt hidridfejlesztést alkalmazéasakor a
borohidrid oldatottal egyiitt. Ha a rendszerben oszlop utdni redukciét alkalmazunk, akkor a
savoldat helyett sav-KBr keveréket hasznalunk. Az eluens-sav-KBr keverék a 200 °C-ra allitott
elektromos fiitéegységbe, majd onnan a UV roncsoldba jut, ahol elézdleg 0sszesen 12 méter 0.8
mm id héallo tefloncsOvet helyeztek el. Innen egy jéghiiton keresztiil visszavezetjiik az aramot a
PEEK reakciokamraba ¢és hozzavezetjiik a borohidrid oldatot. Az oldat a folyadék-gaz
szeparatorba jut, majd innen argonaram szallitja a Perma Pure folyadékmentesiton keresztiil a
szaraz gazt a detektor langjaba. Ezekben a rendszerekben nincs sziikség hidrogén hozzéadasara —
a hidridfejlesztés elegendé hidrogént biztosit az égéshez. A HPLC-fiités-UV-HG-AFS rendszer
példaként a 2. dbréan lathato.

2. Abra A HPLC-fiités-UV-HG-AFS rendszer sematikus abréaja

Argon vivs

Argon szaita ki ATZON szavitd be

Bemercfe)  Oszop Fites v

HPLC J T
pumps [—=( TR = ﬁu B | AFS
| detelitor

Higroszkopos
HCl NaBH: membran

Eluens

Drain

rrrrrr

szarmazékképzési paramétereket mutatjak be.
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1. Tablazat

Természetes viz mintak — As(111)-As(V) meghatdrozas

HPLC paraméterek

Allofazis
Injektalt térfogat
Eluens

Hidridfejlesztés
Savkoncentracid
Redukaloszer
Argondram

LiChroCART 125-4, 5 pm LiChrospher 100 RP-18

100 pL

0.05 mol L' Na,HPO, (pH=6), 0.5 v/v % MeOH, 10° mol L' DDAB;
1.5 mL min™

20 v/v % HCI
1.5 m/v % NaBH, — 0.75 m/v % NaOH
300 mL min™'

2. Téablazat

Osztriga minta — AsBet meghatarozas

HPLC paraméterek

Allofazis Chrompack Ionospher 5C kationcserél6 (100 x 3 mm i.d.)
Injektalt térfogat 20 uL
Eluens 1 ionmentes viz
Eluens 2 0.05 mol L™ amménium-formiat (pH=6)
Gradiens eltcids program 0-2 min: eluens 1
2.1-14 min: eluens 2
14.1-19 min: ‘clean-up’ eluens 1
1.5 mL min™
Oxidacio 2 m/v % K,S,04
Hidridfejlesztés
Savkoncentraciod 20 v/v % HCI
Redukaloszer 2 m/v % NaBH,; — 1 m/v % NaOH
Argondram 300 mL min™

3. Tablazat

Talaj mintak —As(111)-DMAs-MMAs-As(V) meghatarozas

HPLC paraméterek

Allofazis Hamilton PRP-X-100 (250 x 4.1 mm, 10 um)
Injektalt térfogat 100 puL
Eluens 1 0.005 mol L (NH),HPO, (pH=6), 3 v/v % MeOH
Eluens 2 0.015 mol L' (NH),HPO, (pH=6), 3 v/v % MeOH
Gradiens elticids program 0-7 min: eluens 1

7.1-15 min: eluens 2

15.1-25 min: ‘clean-up’ eluens 1

1.2 mL min™
Hidridfejlesztés
Savkoncentraciod 20 v/v % HCI
Redukaldszer 1.5 m/v % NaBH,4 — 0.75 m/v % NaOH
Argondram 300 mL min™'
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4. Tablazat Kagylo minta — AsBet; As(Il])-DMAs-MMAs-As(V) meghatarozas

HPLC paraméterek
Alléfazis 1

Injektalt térfogat

Eluens 1

Eluens 2

Gradiens elticios program

Alléfazis 2.

Injektalt térfogat

Eluens 1

Eluens 2

Gradiens elticidos program

Hamilton PRP-X-100 (250 x 4.1 mm, 10 um)
100 pL

0.01 mol L™ NH4H,PO, (pH 6.0)

0.05 mol L™ NH4H,PO, (pH 6.0)

0-4 min: eluens 1

4.1 —12 min: eluens 2

12.1 =20 min: ‘clean-up* eluens 1

1.6 mL min™

SuperCosil LC-SCX (250 x 4.6 mm, 5 um)
100 puL

ionmentes viz

0.03 mol L™ amménium-formiat (pH=6)
0-10 min: eluens 1

10.1-25 min: eluens 2

25.1 —30 min:‘clean-up’eluens 1

1.5 mL min
Oxidacio —A'llo'fdzis 2 utan 2 m/v % K,S,04
Hidridfejlesztés
Savkoncentracid 20 v/v % HCI
Redukaloszer 2 m/v % NaBH,; — 1 m/v % NaOH
Argondram 300 mL min '

5. Tabléazat Csirkeminta — As(I11)-DMAs-MMAs-As(V) meghatarozas

HPLC paraméterek
All6fazis

Injektalt térfogat

Eluens 1

Eluens 2

Eluens 3

Gradiens eltcids program

Hidridfejlesztés
Savkoncentracio
Redukaloszer
Argondram

LiChroCART 125-4, 5 pm LiChrospher 100 RP-18

100 uL

0.1 v/v % DDAB oldat

20mM Na,HPO, (pH=6.0), 0.5 v/v % MeOH, 0.1 v/v % mol L' DDAB
0.5 v/v % DDAB oldat

0-2 min: eluens 1

2.1-7.5 min: eluens 2

7.6-25 min: eluens 3

20 v/v % HCI
1.5 m/v % NaBH, — 0.75 m/v % NaOH
300 mL min !

6. Tablazat Elesztd minta — SeCys-SeMet-SeEt-Se(IV)-Se(VI) meghatdrozds

HPLC paraméterek
Allofazis

Injektalt térfogat
Eluens

Eltcids program

LiChroCART 125-4, 5 um LiChrospher 100 RP-18

100 pL

0.01 mol L' CH;COONH, (pH=4), 0.5 v/v % MeOH, 10~ mol L' DDAB
0-3.5: 0.5 mL min ™’

3.6-5 min: 1 mL min '

5.1-10 min: 1.5 mL min !

Hidridfejlesztés

Savkoncentracid 20 v/v % HCl

Redukaloszer 1.5 m/v % NaBH,; — 0.75 m/v % NaOH
Argondram 300 mL min '
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7. Tablazat Csiperkegomba minta - SeCys-SeMet-SeEt-Se(1V)-Se(VI) meghatarozas

HPLC paraméterek
Allofazis LiChroCART 125-4, 5 um LiChrospher 100 RP-18
Injektalt térfogat 100 pL
Eluens 1 0.01 mol L™ CH;COONH, (pH=4), 0.5 v/v % MeOH,10® mol L DDAB
Eluens 2 0.2 mol L' CH;COONH, (pH=6.5), 0.5 v/v % MeOH,10” mol L DDAB
Gradiens eltcids program 0-4 min: eluens 1

4.1-10 min: eluens 2

10.1-20 min: ‘clean-up’ eluens 1

1 mL min '
I. HHPN
Deszolvatalo fiités: 125°C
Deszolvatal6 hiités: 5°C
Argondram 300 mL min '
II. Preredukcio 50 v/v % HCI -5 m/v % KBr, 3 mL min"; 200 °C
Hidridfejlesztés
Savkoncentracid 50 v/v % HCl -5 m/v % KBr, 3 mL min '
Redukaéldszer 1 m/v % NaBH, — 1 m/v % NaOH, 3 mL min "'
Argondram 300 mL min '
8. Tablazat Brazil dio minta — SeMet meghatarozas
HPLC paraméterek
All6fazis 1 Hamilton PRP-X-100 (250 x 4.1 mm, 10 um)
Injektalt térfogat 200 puL
Eluens 0.02 mol L™ NH4H,PO, (pH 6.0); 1.5 mL min '
Allofazis 2. LiChroCART 250-4, 5 um LiChrospher 100 RP-18
Injektalt térfogat 100 uL
Eluens 0.03 mol L™ amménium-formiéat (pH=6)
Eltciés program 0-10.5 min: 0.75 mL min !

10.5-30 min: 1.2 mL min

Preredukci6 — Oszlop 2 utan 50 v/v % HCI -5 m/v % KBr, 3 mL min'; 200 °C

Hidridfejlesztés
Savkoncentracio 50 v/v % HCl =5 m/v % KBr, 3 mL min'; 200 °C
Redukalszer 2 m/v % NaBH,; — 1 m/v % NaOH
Argondram 300 mL min '
9. Tablazat Vizelet minta — SeCys-SeMet-SeEt-Se(1V)-Se(VI) meghatarozas
HPLC paraméterek
Allofazis LiChroCART 125-4, 5 um LiChrospher 100 RP-18
Injektalt térfogat 100 uL
Eluens 1 0.008 mol L™ CH;COONH, (pH=4), 0.5 v/v % MeOH,10” mol L DDAB
Eluens 2 0.2 mol L' CH;COONH, (pH=6.5), 0.5 v/v % MeOH, 10 mol L' DDAB
Gradiens elticios program 0-7.2 min: eluens 1 - 0.8 mL min
7.3-15 min: eluens 2 — 1.5 mL min ™
15.1-25 min: “clean-up’ eluens 1- 1.5 mL min ™'
Preredukcio 50 v/v % HCI -5 m/v % KBr, 3 mL min'; 200 °C
Hidridfejlesztés
Savkoncentracié 50 v/v % HCl -5 m/v % KBr, 3 mL min "'
Redukaldszer 1 m/v % NaBH, — 1 m/v % NaOH, 3 mL min "’

Argondram 300 mL min '




5.2 A BCR 3-1épéses szekvencialis extrakcio idétakarékos valtozatainak kidolgozasa

Vegyszerek

Az BCR protokolban felsorolt extrahdloszerekhez sziikséges vegyszereket a FLUKA-tol
szereztem be, melyek mind analitikai tisztasaguak voltak, a higitasokat pedig ionmentesitett
vizzel (Milli-Q Millipore 18.3 MQ cm™) végeztem.

A Cd, Cr, Cu, Ni, Zn és Rh 1000 mg L'-0s ICP-MS térzsoldatokat (BHD Aristar) a megfeleld
extrahdloszerrel higitottam standard oldatokka. A higitott oldatokat +4 °C-on taroltam, hasznalat
eldtt 1 oraval hagytam szobahdmérsékletre felmelegedni és kéthetente friss oldatokat készitettem.
A hydroxilammonium-klorid oldatot naponta frissen készitettem el az oldat nagymértékii

instabilitdsa miatt. A pH beéllitdisokhoz HNOs —t (trace select, FLUKA) hasznaltam.

Minta

CRM 601
RM S7

Eszkozok

A gyorsitott szekvencidlis extrakcids eljaras kidolgozésa soran a kovetkezd késziilékeket
alkalmaztam:

Model MDS-81D CEM mikrohulldmu roncsolé - CEM teflon roncsoldéedényzettel,

ultrahangos tisztité kad (Transsonic Digitals, Elma),

Sorvall T6000B centrifuga (DuPont),

mechanikus razéobetéttel felszerelt vizfiirdd (Kotterman Labortechnic)

hazi gyartmanyu fiiggdleges forgo razogép.

crer

Elan 6000 ICP-MS-el végeztem.

A hagyomanyos BCR 3-lépéses eljaras

Az elbirashoz alkalmazkodva a modszert szobahdmeérsékleten kiviteleztem.
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‘A’ 1épés — cserélhetd/karbonathoz-kotott frakcio

0.5 g mintdhoz 20 mL 0.1 mél L' ecetsavat adunk és a mintakat 50 mL-es polietilén
centrifugacsdben 16 6rdn 4t razatjuk végpontos razégéppel 30 rpm fordulatszamon. Ezutan az
extraktumot 15 perces centrifugélassal (1500 g) elvalasztjuk a maradéktol és +4 °C-on polietilén
konténerben taroljuk az analizisig. A maradékot 10 mL ionmentes vizzel 15 percig razatjuk, 1500

g fordulatszamon centrifugaljuk és kiontjik.

‘B’ 1épés - konnyen redukalhato frakcid

Az ‘A’ 1épés ioncserélt vizzel atmosott maradékahoz 20 mL 0.1 mél L™ hidroxilammoénium

kloridot adunk és az extrakciot a fent leirt modon kivitelezzik.

‘C’ 1épés — oxidalhato frakcid

A ‘B’ Iépés atmosott maradékahoz 5 mL 30 %-o0s hidrogén peroxid (H,O,) (pH=2, melyet 69 %-
os HNO:s-al allitottunk be) oldatot adunk csdppenként, majd a centrifugacséveket tetejiikkel
letakarjuk és 1 orat szobahdmérsékleten, majd egy 1 6rat 85 °C-on allni hagyjuk. Ezutdn 5 mL
H,0,-ot adagolunk cseppenként a mintdkhoz ¢és a letakart mintakat még egy o6ran at 85 °C-on
tartjuk. A csovek tetejét eltavolitjuk és mintdkat majdnem teljesen beparoljuk. Végiil a lehtitott
maradékhoz 25 mL 1 mol L' ammoénium acetat oldatot (pH=2) adunk és az ‘A’ és ‘B’
1épésekhez hasonloan jarunk el.

A extrakciot 4 parhuzamos beméréssel és egy vakkal végeztem el.

Alternativ valtozat ultrahangos tisztité alkalmazasaval

Az ultrahangos extrakcié optimaldsat az alkalmazott ultrahangos tisztito teljesitményének és a
kezelési idének a valtoztatdsdval végeztem. A BCR hdromlépéses extrakcido Osszes tobbi
paraméterét valtozatlanul megtartottam. Az optimalds paramétereit mindig 1épésrdl 1épésre
valasztottam meg, mindig az el6z0 1épés eredményeinek kiértékelése utan. A kiindulési
paramétereket egy fokuszalt ultrahangot alkalmazd hasonld kisérlet paraméterei alapjan
valasztottam az irodalombol [139].

A extrakcid optimalasat hat 1épésben, hat kiilonbozé paraméterparral kiviteleztem. Az ‘A’
Iépésben a mintak kezelését a névleges (100 %-os) teljesitmény 70-100 %-an végeztem 7-60
percig. A ‘B’ Iépésben szintén 70-100 %-os teljesitmény alkalmaztam 7-40 percig. A ‘C’ 1épést
ugy hajtottam végre az ultrahangos extrakciora, hogy a szerves matrix elroncsolasara szolgalod
2x5 mL H,0,-t egyszerre adagoltam a mintahoz, 0sszeraztam, 2 percig ultrahangoztuk, majd a 85

°C-os vizfiirddn az eldirdsnak megfelelden beparoltam. Az ammonium acetatos extrakciot
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minden esetben 70%-on végeztem 7 percig. Az optimalds paraméterkombinacidi az 10.

Tablazatban lathatok. A eldirt 15 perces ioncserélt vizes maradék mosast minden esetben 1 perces

50 %-on kivitelezett kezeléssel valtottam ki.

A kisérletet 3 parhuzamossal és egy vakkal végeztem.

10. Tablazat Ultrahangos fiirdot alkalmazo BCR harom lépéses extrakcio optimalasa; a kiemelt

sor jelzi az optimalis kombindciot

‘A’ 1épés ‘B’lépés ‘C’lépés
Kisérlet 1d6/min Telj. (%) Id6/min  Telj. (%) 1dé/min Telj. (%)
US1 7 70 7 70 2+6 70
US2 7 100 7 100 2+6 70
US3 12 100 12 100 2+6 70
US4 20 100 20 100 2+6 70
USs 40 100 40 100 2+6 70
US6 60 100 60 100 2+6 70

Alternativ valtozat mikrohullamu roncsolo alkalmazasaval

A mikrohulldmu energidt mar régdta sikerrel alkalmazzdk mintaeldkészitési modszerek

felgyorsitasara. Mig a klasszikus BCR extrakcids proceduranak egyik meghatarozott paramétere

az, hogy szobahémérsékleten kivitelezzék, addig a mikrohullamu roncsolé melegiti a mintat. igy

a kisérletsorozat célja az volt, hogy meghatdrozzam a mikrohullamu energia alkalmazhat6sagat a

BCR harom Iépéses szekvencialis extrakcioban annak tudataban, hogy a szigorti hdmérséklet-

eloirasok nem betarthatoak.

11. Téblazat A mikrohullamot alkalmazo alternativ BCR hdarom lépéses extrakcio optimalasanak

hat paraméter kombinacioja, a kiemelt sor jelzi az optimalis kombindciot

‘A’lépés ‘B’lépés ‘C’lépés

Kisérlet Idé/sec  Telj./W  1dé/sec  Telj/W  1dé/sec  Telj/W
MW1 10 60 10 60 10 60
MW2 70 120 70 120 70 120
MW3 60 210 60 210 60 210
MW4 100 210 100 210 100 210
MWS5 100 300 100 300 100 300
MW6 420 120 420 120 420 120

A extrakcio optimalasat hat 1épésben, hat kiilonb6zé paraméter parral kiviteleztem. A kicsatolt

teljesitményt 60-300 Watt, a roncsolasi 1d6t pedig 10-420 mdasodperc kozott valtoztattam. Az
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optimalas 1épéseinek paraméterkombinacioi a 11.Téblazatban talalhatok. Az optimalas elve eltért
az ultrahangos extrakcio elvétdl - az elsd harom paraméterkombindcidt az Gn. ‘kisérleti tervezés’
elve szerint hatdroztam meg, melyhez a kiinduldsi pontot a Tessier O6t-Iépéses extrakcio
mikrohulldmu roncsolét alkalmazd gyorsitott valtozata szolgaltatta az irodalombdl [140]. A
tovabbi kombindciokat mar itt is 1€pésrdl 1épésre, az el6z6 mérések eredményei alapjan
hatdroztam meg.

Az alkalmazott kisérleti paraméterekkel kapott hdmérsékletet mindvégig ellendriztem. A minta
hémérséklete a ‘C’ 1épésben minden esetben, és a MW1 és MW2 ‘A’ és ‘B’ 1épésben is 30 °C
alatt maradt, minden mas esetben 50-70 °C kozé emelkedett.

A H;0;-s kezelést és a maradék ionmentes vizzel vald atmoséasat az ultrahangos extrakcidval
szemben a hagyomanyos modon kiviteleztem.

A kisérletet szintén 3 parhuzamossal és egy vakkal végeztem.

5.3 Kornyezeti mintak metilhigany és szerves on tartalmanak meghatarozasa GC-MC

technikaval

5.3.1 Metilhigany meghatarozds

Vegyszerek a metilhigany meghatarozasahoz

HgCl, (SIGMA) standard torzsoldatot a megfelel6 mennyiségli s6 ioncserélt vizben oldasaval, az
etil-higany-klorid (ALFA) és metil-higany-klorid (ALFA) torzsoldatokat pedig a megfeleld
mennyiségii s6 metanolban valo feloldasaval készitettem. Az analitikai mérogorbe elkészitésé¢hez
sziikséges standard oldatokat naponta frissen higitottam. A hasznalt vegyszerek analitikai
tisztasaguak voltak: hexdn (BHD), toluol (BHD) metanol (BHD); 37% HCIl (RUDI PONT) ¢és
96% H,SO,4 (Carlo Erba); cisztein (BHD), NaBPhs (ALDRICH), rézszultat (BHD) és natrium
klorid (NaCl) (BHD). A reagensek vizes oldatait naponta ioncserélt viz felhasznalasaval frissen
készitettem.

A fenilezett metil- és etilhigany vegyliletek standard oldatait a kiilonb6z0 mennyiségii standard
torzoldat ¢és NaBPh, reakciojaval allitottam elé6 pH=3-as oldatban. A derivatizalast ugy

kiviteleztem, mint a mintak esetén.
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Eszk6zok a metilhigany meghatarozasahoz

A mintdk savas roncsolasat ultrahangos tisztitokdddal (Transonic Digitals, Elma), centrifugalasat
Sorvall T6000B centrifugaval (DuPont) végeztem.

A GC-MS méréseket egy Hewlett-Packard HP 5890 GC/HP 5970 MSD rendszerrel végeztem
SIM (selected ion monitoring) mdédban a 12. tdblazatban bemutatott kisérleti koriilmények kozott.
Az 0Osszhigany meghatarozasokhoz Milestone DMA 80 tipusu kozvetlen higany analizatort
(DMA) alkalmaztam, mely késziilék szilard és folyadék mintdk elemzésére is alkalmas, elézetes

mintaelokészités nélkul.

12. Tablazat A metilhigany meghatdrozasahoz alkalmazott GC-MS beallitasok

GC paraméterek

Oszlop HP-5 (methyl-5% fenilszilikon, 0.25 mm i.d., 0.25 pm filmvastagsag,
30 m, HP).

Injektalt térfogat 1ulL

Injektor Splitless, 200 °C

Transfer-line hdmérséklet 280 °C

Vivogaz Hélium, 80 KPa head pressure

Homérséklet program 60 °C x 1 min,

60 °C - 120°C; 25 °C min ',
120°C - 240°C-ra; 10 °C min ™

Ionizéciod Electron impact; 70 eV

SIM paraméterek

MeHgPh m/z: 279.00, 292.05, 294.00, dwell time: 150
EtHgPh m/z: 279.00, 306.05, 308.10, dwell time: 150

Mintael6készités a metilhigany meghatarozasahoz

A mintakat —20 °C-on taroltam és analizis eldtt egy oraval eldvettem, hogy szobahdmérsékletre
melegedjenek. Majd megkdzelitéleg 0.5 g mintat bemértem és eldszor 4 mL acetonnal, majd 4
mL toluollal 4tmostam. Mindkét esetben 3 perc razas és 10 perc centrifugalas (2400 g) utan a
oldoszereket elvalasztottam és ledntottem.

« Roncsolas
A megtisztitott mintahoz hozzaadtam a belsé standardet - 100 uL higanyra szamolva 1 mg L™
koncentraciéji etilhigany torzsoldatot és 5 mL 6 mol L™'-es sésavat és 30 perces ultrahangos
kezelésnek vetettem ala.

o Extrakcio

A mintakat lehtitéttem, 10 mL 10 w/v %-os NaCl oldatot adtam hozza és 3 percig kézzel raztam.

Ezutan a 10 percig centrifugdltam (2400 g) és a feliiluszot kétszer 4 mL toluollal extrahaltam.
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Majd az dsszegyljtott 8 mL extraktumot kétszer 2 mL 1 v/w %-os cisztein oldattal vizes fazisba
visszaextrahdltam.

o Derivatizalas
A szarmazékképzést az 4 mL cisztein extraktumbol végeztem. Bedllitottam az extraktum pH-jat
0.2 mL 0.1 mol L™ H,SO,-val, hozzdadtam 1 mL telitett CuSOs-ot és 1 mL hexant, a hexan réteg
ald adagoltam 0.2 mL 1 v/w %-os NaBPh, oldatot, majd 20 perces razas utan a szerves fazist
elvalasztottam ¢és elemeztem. A kalibracids standard sorozatot a mintdkkal egy iddben
derivatizaltam CuSQO4 hozzdadésa nélkiil, mely a cisztein felesleg megkotésére szolgal.

o Metihigany meghatarozas
A metilhigany meghatarozashoz 1 pL-t injektaltam. Az alkalmazott GC-MS rendszer automata
mintavevdvel van felszerelve. A mennyiségi meghatdrozéshoz belsd standardet és hagyomanyos
kalibraciot hasznaltam, mindkét komponens derivatizalt szarmazéka alapjan.

«  Osszhigany meghatdrozas
A mérést kb. 0.1 g szilard minta bemérésével végeztem. A késziilék a 0.05 ng — 500 ng

tartomdnyban rendelkezik kalibracids gorbével.

5.3.2 Szerves on meghatarozds

Vegyszerek a szerves 6n meghatarozasahoz

A hasznalt vegyszerek mind analitikai tisztasagliak (pesticide analysis grade) voltak: hexan
(BHD), toluol (BHD), metanol (BHD), diklor-metan (Carlo Erba), izo-oktan (Merck); HCI 37 %
(RUDI PONT). A 0.3 g L™ tropolone (2- hydroxycycloheptatrienone) (Fluka) oldat metanolban
késziilt. A pentilmagnézium-klorid oldat (2 mol L™ dietil-éterben oldva) Aldrich termék. Az 5 %
m/v NaCl (Carlo Erba) oldatot ionmentes vizzel készitettem. A vizmentes Na,SO4 -t (Merck)
hasznalat eldtt 12 oran 4t 450 °C-on tartottam. Az extraktum tisztitasra (clean-up) hasznalt
Florisil allofazissal toltott oszlopot eldzodleg 3 oran at 180 °C-on tartott Florisil (60-100 mesh
size) (BHD) 3 g-jabol készitettem.

A szerves 6n komponensek (TPrT, TBT, DBT, MBT) pentilezett form4jat — standard oldatokat
(University of Amsterdam Kornyezetkémiai csoportja szintetizalta) hexanban tartottam. A pentil-

tripropil ont belsé standardként alkalmaztam.

54



Eszko6zok a szerves 6n meghatarozasahoz

A GC-MS méréseket egy Hewlett-Packard HP 5890 GC/HP 5970 MSD rendszerrel végeztem
SIM (selected ion monitoring) médban a 13. tdblazatban bemutatott kisérleti koriilmények kozott.
A mintak savas roncsolasat ultrahangos tisztitokaddal (Transonic Digitals, Elma), az extraktum
végtérfogatra beparlasat Buchi Rotavap késziilékkel, centrifugalasit Sorvall T6000B
centrifugdval (DuPont) végeztem.

13. Téblazat A szerves on meghatarozasahoz alkalmazott GC-MS beallitasok

GC paraméterek

Oszlop HP-5 (methyl-5% fenilszilikon, 0.20 mm i.d., 0.11 pm filmvastagsag,
25 m, HP).
Injektalt térfogat 1 uL
Injektor Splitless, 240 °C
Transfer-line hdmérséklet 280 °C
Vivégaz Hélium, 120 KPa head pressure
Hémérséklet program 80 °C x 2 perc,
80 °C - 280°C; 10 °C perc’
Ionizacio Electron impact; 70 eV
SIM paraméterek
TPrT m/z: 277, 275, 273, start time: 8 perc, dwell time: 100
TBT m/z: 305, 303, 301, start time: 10 perc, dwell time: 100
DBT m/z: 319, 317, 315, start time: 12 perc, dwell time: 100
MBT m/z: 319, 317, 315, start time: 12.9 perc, dwell time: 100

Mintael6készités a szerves 6n meghatarozasahoz

A mintakat —20 °C-on taroltam és analizis eldtt egy oraval eldvettem, hogy szobahdmérsékletre
melegedjenek. Majd megkozelitdleg 0.5 g mintat bemértem és hozzdadtam 50 pL 2 mg L™ (6nra)
toménységli pentil-tripropil 6n bels6 standard oldatot. 10 perc utan a mintat extrahaltam.

o Extrakcio
A mintdhoz 15 mL 0.03 % w/v —os metanolban oldott tropolont é¢s 1 mL cc. HCI-t adtam, 15
perces ultrahangos kezelésnek vetettem ala, majd 10 perc centrifugalas (3000 g) utan a feliiliszot
elvalasztottam és razotdlcsérbe helyeztem. A maradékon a kezelést mégegyszer elvégeztem.
Ezutén az 0sszegylijtott extraktumhoz 100 mL 5 % w/v NaCl oldatot és 15 mL diklor-metant
adtam. A szerves 6n komponenseket par perces razassal a diklor-metanba extrahaltam, amit a
vizes fazistol elvalasztottam és tdlcsérbe helyezett Na;SO4-on keresztiilengedtem a maradék
viztartalom eltavolitasara. Az extrakciot 15 mL diklér-metannal megismételtem és és az
extraktumot ismét viztelenitettem. Ezutan az 6sszegytijtott szerves fazist a Rotavap késziilékkel,
25 °C-on 2 mL végtérfogatra paroltam be. A beparolt mennyiséghez 2 mL hexant és 1 mL izo-

oktant adtam és nitrogénarammal kozel szarazra Gjra beparoltam.
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o Derivatizdlas
A beparolt mintdhoz 2 mL éterben oldott pentilmagnézium-bromidot adtam (Grignard-reagens), a
keveréket 0sszeraztam, hozzaadtam 1 mL hexant, par csepp vizzel a Grignard-reagens feleslegét
elroncsoltam, megint dsszeraztam, végiil még 5 mL 1 mol L™ kénsavval egészitettem ki. A
hexant elvalasztottam és az extrakciot még 1 mL hexannal megismételtem. Végiil
nitrogéndramban az 6sszegyujtétt hexant ~1 mL-re koncentraltam.

e ‘Clean-up’
A ~1 mL hexant a Florisil oszlop (3 g) tetejére Ontdttem, a derivatizalt komponenseket 7 mL
hexan-toluol (1:1) keverékkel elualtam és az elutumot ~1 mL-re bepéroltam.

o Szerves on meghatdrozas
A meghatarozas a beparolt hexan-toluol keverék 1 pL befecskendezett mintamennyiségén

alapult. A mennyiségi meghatarozashoz belsd standarddel korrigalt kalibraciot hasznaltam.
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6. EREDMENYEK

6.1 Tervezés

A tervezés jelentdségét a speciacids analitikdban a Mytillus edulis kagylé mintdk arzén és 6n

rrrrrr

A kiilonbozd kagylokat mar évek ota sikerrel alkalmazzak a kornyezet allapotanak jellemzésére
kialakitott biologiai megfigyelési rendszerek (’biomonitoring’) eszkdzeként [141,142]. Erre az a
helyhez kotottségiikbol és sajatos taplalékszerzési modjukbol eredd bioldgiai sajatossaguk teszi
alkalmassa Oket, hogy képesek a szamos szerves és szervetlen potencialis toxikus komponens
akkumulalasara [143], melyek egyike a tributil 6n.

A vizsgalt kagylomintdkat eredetileg abbdl a célbol helyezték ki Szardinia sziget (Olaszorszag)
partvonalanak tobb pontjara, hogy felmérjék a szerves oOn szennyezettség mértékét, mely
megkozelitoleg 40 éve aktiv  komponense a hajok algamentesitésére alkalmazott
festékanyagoknak [144]. A megfigyelési pontokat Ugy valasztottdk meg, hogy azok az
antropogén eredetli szennyezést a legjobban reprezentaljak. Tehat kikotokbe ill. kikotok kozelébe
helyezték a kagylo kolonidkat harom éven keresztiil, évente kétszer egy honapos idotartamra.

A mintdk szerves On speciacidos meghatarozasabol bizonyitékot kaptunk arra, hogy azoknak a
kikotoknek ill. kornyékiiknek a szerves on szennyezettsége meglehetdsen nagy, ahol az elmult
20-40 év alatt sz¢les korti hajokarbantartasi munkalatok folytak. A TBT ¢és bomlastermékei, a
DBT ¢és a MBT aranyabol a bomlas felezési idejének ismeretében [145], arra is kovetkeztetiink,
hogy a megfigyelt id6szak alatt folyamatos volt-e a kagylok TBT felvétele.

A 3. abra a felmérés 1. ¢és 2. mintavételi kampany mintdinak szerves on koncentracioit
tartalmazza komponensenként. Annak figyelembevételével, hogy a TBT a kagylofesték aktiv
komponense ¢és ez az a forma, melyet a kagylo felvesz; a DBT és az MBT pedig az eld
szervezeten beliil bomlési folyamatok eredményeképpen alakul ki, az eredmények a kovetkezoket

mutatjak.
3. Abra A felmérés 1. és 2. mintavételi kampdnydban gyiijtott mintdk szerves on koncentrdcidi

komponensenként — TBT, DBT, MBT. 1. oszlop - 1. kampany eredményei; 2 oszlop a 2.kampany

eredményei
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Az els6 mintavétel soran a Cagliari mintanak egymassal egy nagysagrendben levé TBT, DBT és
MBT tartalma a TBT folyamatos és nagy felvételét reprezentalja az egy honapos megfigyelési
1d6 alatt. Az eredmény nem meglepd, hiszen Cagliari, a févaros rendelkezik a sziget legnagyobb
kikotdjével, ahol egész éven at lizemelnek hajofelujitasra szolgalé dokkok. A Bianco SS, Olbia,
Alghero és Asinara mintak olyan kikotok kornyezetébdl szarmaznak, melyekben nydron intenziv
a forgalom, de hasznalatuk leginkabb szezondlis. A TBT tartalom mellett nagyon kis
koncentracioban taldltam a mintdkban DBT- ¢s MBT-t, melybdl arra kovetkeztettem, hogy a
szennyezés az egy honap alatt nem volt egyenletes, hanem feltehetden nem sokkal a mintavétel
elott tortént. Ennek oka a friss TBT szennyezés volt vagy a tengeri iiledékkel az id6 folyaméan
lerakddott €s a mintavétel elétt nem sokkal a tenger mozgasaval felkeveredett TBT valt a kagylok
szdmara elérhetdvé. Az arbataxi és calasettai mintaknal az eldzdek ellenkezdje all fenn. A mért
TBT tartalom kicsi, mig a DBT és MBT koncentraciok jelentések, mely azt jelzi, hogy a
mintavétel idejére a TBT felvétel csokkent és a kagylok az eldzéekben felvett TBT
bomlastermékeit tartalmaztak.

mintakihelyezésnél és a mintavételnél az As megfigyelés céljat, a specieszek jellegébdl és
felvételébol adodo kiilonbségeket mar nem lehetett figyelembe venni. Arzént alkalmazo ipari és
mas antropogén As-forras a szigeten nem ismert, ahogy miikodo vulkan sem, amely a kornyezeti
As terhelés egyik 6 forrasa lehetne. Ezen kiviil a kagylok az As-t szervetlen formaban veszik fel,
mely meglehetdsen gyorsan, 48-72 6ran beliil biokémiai detoxifikal6 folyamatok alapjan kevésbé
toxikus szerves formava alakulnak, legnagyobb szdzalékban az emberi szervezet szdmara

artalmatlan arzenobeténné [146].

crer

crer

szervezet As-felhalmozd képességére, ¢és a kiillonbozd arzénformdk jelenlétébdl az As
atalakuldsanak folyamataira, de a kagyldmintdk szerves On tartalmanak meghatirozasahoz
hasonl6 arzén specidcioval nem kaphatunk a kdrnyezetre jellemz6 informaciot.

A példa bemutatja, hogy a specidcios elemzések a mérés ill. méréssorozat célkitlizésének
megfeleld, pontos tervezést igényelnek. Megallapithatd, a tervezésnek nem multielemesenek,
hanem elemspecifikusnak kell lennie mivel a mobilitds, a biologiai elérhetéség és a beéplilés
mechanizmusa elemrdl elemre €s specieszrdl specieszre valtozik. A kisérleti eredmények alapjan

elmondhat6, hogy a kdrnyezet 6n szennyezettségének felmérésére végzett tervezés a kornyezet

rrrrrr

.....

igényel.
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6.2 Mintavétel, minta tartositasa és tarolasa

A kisérletek soran a mintavételt minden esetben kiilsd személy ill. szervezet végezte sajat
tervezés alapjan, igy erre vonatkozdan informaciéval nem rendelkezem. A mintatartdsitas és -
tarolas jelentdsége azonban tobb minta esetén is bebizonyosodott.

Irodalmi adatok alapjan ismeretes, hogy a szervetlen arzén modosulatok kiilonosen kis
koncentraciokban nem stabilak — pH, redoxipotencidl, homérséklet stb. hatdsdra szabadon
egymasba alakulhatnak. Munkdm soran az EU hatarértékeket kielégité arzénmentesitési

technologia kidolgozasahoz sziikségeses méréseket, alfoldi természetes vizek As(IIl) és As(V)

specidcios elemzését végeztem. Ahhoz, hogy a mérés pillanataban meghatarozott As(III):As(V)

arany a természetes allapotot tiikrozze, eldkiséletek sordn meg kellett hatdrozni, hogy milyen

tarolasi koriilményekkel és mennyi ideig tarthatok el a mintak valtozas nélkiil.

4. Abra Az 1. vizminta As médosulat eloszlisdt az 5. napon jellemzdé kromatogram +4 °C-on és

szobahomersékleten
uy
Az
101 )
P Szobahdmeérsékleten
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wizminta

1.00 200 3.00 (min)

Ismeretes, hogy az alkotok stabilitasat jelentdsen befolydsolhatja a kornyezeti paramétereken
kiviill a matrix is. A vizsgalt alfoldi vizek pH értéke, szervesanyag tartalma és kémiai
oxigénigénye mintarol mintara kozel azonos volt, ezért az eldkisérlet soran harom, As(IIl)-t a
kimutatasi hatar alatt tartalmazo mintat kivalasztottunk, mindharombol 2x10 mL kivettiink és
egyik sorozatat +4 °C-on hiitOszekrényben, mésik sorozatat szobahdmérsékleten taroltuk sotét

polietilén tartdlyban, hogy a fény lehetséges oxidaciés hatasat kizarjuk. Mélyhttést az

60



irodalomban leirt lehetséges irreverzibilis valtozdsok bekdvetkezésének elkeriilése érdekében
nem alkalmaztunk [42]. A tobb esetben javasolt savazds pedig, sajat tapasztalat szerint,
pillanatreakciéval arzenattd alakitotta a teljes arzenit tartalmat, tehat a minta eredeti
informéciotartalma elveszett.

A mintdk specieszeloszlasat egy héten at minden nap a 3. fejezetben leirt HPLC-HG-AFS
rendszerrel és az 1. tdblazatban felsorolt paraméterekkel meghataroztuk. A 4. dbran az 1. minta
szobahdémérsékleten ill. +4°C-on térolt részletét az 5. napon jellemzd két kromatogramot
mutatom be. Mig +4°C-on az 1. napon mért As(IIl) tartalom 40% még megmaradt az 5. napra,
szobahOmérsékleten mar a teljes As(IIl) tartalom As(V) formava alakult.

A 5. abrén a 2. minta szobahdmérsékleten tarolt részét jellemzd 2., 3., 4. és 5. napon kapott
kromatogramja lathato, ahol az elsé nap a mintavétel napjat jelenti. Az As(Ill) koncentracid
csokkenésének jellegébdl arra kovetkeztethetiink, hogy a 1. napon, azaz a mintavétel napjan
As(V) nem vagy nagyon kis koncentraciéban volt jelen a mintdban, tehat a természetes As
szennyezés As(III) forméaban jutott a vizbazisba a vizsgalt teriileten. Szobahdmérsékleten az 5.

napra a teljes As(IIl) tartalom atalakult As(V) formava.

5. Abra A 2.minta szobahémérsékleten tarolt részét jellemzé 2., 3., 4. és 5. napon kapott

kromatogramok
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A kisérletsorozat és a bemutatott két abra alapjan arra kovetkeztettem, hogy ugyan a +4°C-on

torténd tarolassal az vizekben az oxidécio folyamata lassult, az 5. napon még jelentds, 40 %-nyi
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As(IIT) tartalom volt jelen, de az atalakulds annyira gyors, hogy a minta eredeti allapotat csak a
mintavétel napjan végzett elemzéssel jellemezhetjiik.

Ez azt bizonyitja, hogy a mintavétel, a mintatartositas és a mérés kivitelezésének dsszehangolasa
elengedhetetlen feltétele a speciacids informacidé megdérzésének. A vizmintakban jelen levd arzén
specieszek tartositdsa komplexképzddési eljarasokkal ugyan biztosithato, de az eredeti allapotot
visszaallitani nem lehet és a komplexalt formédk a HPLC-HG-AFS rendszerrel nem mutathatok ki.
Ezért jelen esetben a minta tartositdsa nem volt megoldhatd, csak hiitéssel lassithato.
Megallapithato, hogy a mintavétel és a mérés kivitelezésének idobeli dsszehangolasa alapvetd a
moddosulatok eredeti allapotban valé megorzésére.

Az ‘Irodalmi bevezetOben’ mar szo6 esett arrdl, hogy még nem all rendelkezésre megfeleld szamu
¢s mindségli bizonylatolt referencia minta (CRM) a specidcios analitika mindségbiztositasara. A
mérések megbizhatd mindségét azonban mindenképp biztositani kell, melynek egyik alternativ
megoldasa a laboratériumi referencia minta hazilagos eléallitasa. Ahhoz, hogy egy referencia
anyag mindségbiztositasi eszkozként alkalmazhato legyen, mindenekeldtt meg kell bizonyosodni
eltarthatosagardl, az ellenérizendd komponens hoszitava stabilitdsardl és arrél, hogy az
alkalmazott tartositdsi mod nem valtoztat-e a mintdban 1évé kémiai moddosulatok eredeti

allapotan.

Kutatdsi munkam soran a szelén tartalmt moddosulatok meghatdrozasanak mindségbiztositasa
mindig gondot jelentett, mert a szelén speciacid meglehetdsen 1j €s intenziven fejlédé kutatasi

teriilet, igy még nincs CRM, mely barmely szerves szelén modosulatra bizonylatolt értéket ad.

fgy munkam része volt egy bioldgiai LRM eldallitisa a szelén specidcids mérések

mindségbiztositdsara. Mintdnak a nagy természetes szelén tartalmu brazil diot (Bertholletia

excelsa) valasztottuk, melynek Gssz szelén tartalma eléri a 600 mg kg™-ot is, kereskedelembdl
konnyen beszerezhetd ¢s az irodalomi adatok alapjan szerves szelén tartalma akar az 6ssz szelén
tartalom 98 %-at is kiteszi [147,148].

Az elOkisérletek bizonyitottdk az irodalmi adatokat, a SeMet a brazil diéban legnagyobb
mennyiségben talalhatd szelén moddosulat [149]. Az LRM gyartds és a hozzatartozo
stabilitasvizsgalat célja a SeMet vizsgélata volt.

Miutan a mintat megdroltilk, Soxlet-extrakcioval zsirtalanitottuk, homogenizaltuk, tovabb
Oroltiik; a < 125 um frakciot szitalassal Osszegyijtottiik, majd a BCR eldirdsoknak megfeleléen
kiviteleztiik a stabilitas vizsgélatot. Két kisérleti elrendezést alkalmaztunk, az un. klasszikus és az
izokron kisérleti elrendezést.

1.5 g mintat 5x5 (minden kisérletet 5 parhuzamos méréssel végeztiink) polietilén tégelybe

mértiik. 4x5 tégely tartalmat y-sugarzassal kezeltiink a mikrobiologiai aktivitas €s az ebbdl
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esetleg bekovetkezd bomlas elkeriilése érdekében, majd ebbdl 3x5 mintat 3 homérsékleten (-
18°C, +4 °C ¢és +24 °C) sotétben taroltunk és harom honapon 4t minden hénapban elvégeztiik a
szelén vegyliletek meghatarozasat (klasszikus kisérleti elrendezés). 1x5 mintat elkiilonitettiink a
stabilitds vizsgdlat izokron elrendezés szerinti elvégzésére. A fennmaradd 1x5 mintat a
besugarzas hatasanak ellendrzésére hasznaltuk — y-sugarzas nélkiil, -18 °C-on taroltuk és 1 honap

utdn a tobbi mintaval egyiitt mértik.

7. Abra A brazil dié LRM stabilitds vizsgdlatanak eredménye. A vizszintes vonal a véarhaté
kozépértéket jeloli, ami SeMet=79.9 ug g, mint Se. (a) -18 °C, (b) +4 °C (c) +24 °C
tarolas eredményeit jeloli, (d) izokron elrendezés eredményeit, (e)y-sugdrzds kontrol

eredményét. A szamok: 1,2 és 3, a 1,2 és 3 honapos tarolast jelolik
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A stabilitas vizsgalat eredménye a 6. dbran lathatd. A statisztikai kiértékelés szerint ( variancia
analizis, egyoldali ANOVA) a SeMet koncentracidja a harom hénap alatt mind a harom
hémérsékleten tarolt mintaban azonos maradt. A szobahdmérsékleten (+24 °C) tarolt minta esetén
a statisztikai azonossadg ellenére szemmel lathaté csokkenés észlelhetd, mely a SeMet
koncentracio tovabbi ellendrzésével igazolhatd és mely jelenleg folyamatban van. Az izokron
elrendezés szerinti méréssorozat (P=0.87) és a besugarzds kontrollmintaja is statisztikai
azonossagot mutat a 79.9 pg g™ SeMet (mint Se) atlagértékkel.

A harom hénapos vizsgalat tapasztalatai a kovetkezok voltak. A brazil di6 SeMet tartalméanak
stabilitasa alapjan a minta az eldallitast kovetd harom honap folyaman alkalmazhato

laboratoriumi referencia mintanak. A -18 °C és +4 °C-on sotétben vald tarolassal tovabbi
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valtozatlan stabilitds feltételezhetd, de err6l megbizonyosodni csak tobb hoénapos vizsgalat
alapjan lehet. A y-sugarzas alkalmazasa nem okozott a minta specieszeloszlasdban valtozast,
tehat alkalmazhat6 a minta mélyhiitést és hiitést kiegészitd tartositasi eljarasaként.

A brazil di6 LRM-nek val6 alkalmassagat vizsgalo kisérletsorozat, amely kdvette a BCR hiteles
anyagminta gyartds folyamatanak eldirasait, bizonyitja, hogy hazilag is eld lehet allitani
specidcios mérések mindségbiztositdsara alkalmas referencia anyagot. A vizsgalt modosulat
stabilitdsdnak biztositdsa érdekében azonban a taroldsi koriilményeket eldkisérletek eredményeire

alapozva pontosan kell meghatarozni és betartani.

A mérésre elOkészitett mintak eltarthatdsagardl kialon emlitést kell tenni. Az arzenit és arzenat

instabilitdsa egyszerli vizes matrixban is nyilvanvalo, amit a fenti kisérletek is bizonyitanak. Egy
biologiai minta extraktuma, amely a mérendd arzén médosulatokon kiviil szamos mas szerves €s
szervetlen alkot6t is tartalmaz, méginkabb eldsegitheti a mérendé moddosulatok atalakulédsat,
esetleg komplexképzddését. A hiitve tarolas az atalakulasi folyamatokat lassitja, de az eredmény
anndl jobban tiikr6zi az eredeti allapotot, minél hamarabb végezziik el a modosulatok
meghatarozasat.

Az enzimes kezeléssel nyert extraktumok jo taptalajok mikroorganizmusok elszaporodasara, +4
°C-on is 3-4 nap utdn észrevehetok a mikrobiologiai aktivitas jelei, mely konnyen okozhatja a
szerves modosulatok bomlasat ill. atalakulasat és igy megvaltoztatja az extraktum mintat
jellemzd, eredeti médosulateloszlasat. Ezek a jelenségek azzal okozzak a legnagyobb problémat,
hogy a mddosulatok esetleges atalakuldsat nem lehet ellendrizni. Ha a mérést az elokészités utan
2-3 nappal kivitelezziik, konnyen hihetjiik, hogy az eredmény az eredeti allapotot tiikkrozi,
mikdozben mar egy atalakulas utani allapotrol ad képet. Mindezen jelenségek elkertilése
érdekében az extraktum mieldbbi, optimalis esetben a extrakcid napjan valo elemzése a legjobb
mindségbiztositdsi megoldds. Mindenképpen hangsulyozni kell, hogy az atalakulds és az
atalakulast befolyasol6 tényezOok specieszenként és matrixonként kiillonbozéek, meghatarozasuk
ezért nehéz €s sok esetben a megoldast csak a ’in-situ’ elemzés jelentené.A jelenlegi miiszeres
analitikai berendezések azonban nem ebben az irdnyban fejlddnek. Leginkabb az egyre jobb
kimutatasi hatarokkal rendelkezd, de egyre nagyobb tisztasdgot igénylé laboratdriumi
berendezések fejlodése keriilt elotérbe, igy olyan tartdsitasi megolddsokra mindig sziikség lesz,
melyek a mintdk eredeti speciesz eloszlasat ill. azt reprezentald informacidt biztositjak a
laboratériumi elemzés alkalmazasahoz.

mintak mielobbi elemzésével és/vagy a tarolasi paraméterek (id0, homérséklet stb.) hatdsara

bekovetkezd valtozasok felmérésével megbizhatdéan elvégezhetd. A stabilitast biztositd tarolasi
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koriilmények nemcsak elem- és speciesz-specifikus jellemzok, de a matrixfiiggék is. A vizes

oldatban szabadon jelenlevd alkotdk stabilitds kisebb, mint a matrix szerves molekulaihoz kotott

alkotoké.

6.3 Részminta vétele — homogenitasi vizsgalatok

Az speciociés méréseknél kiillonosen fontos megbizonyosodni a minta homogenitdsdnak

mértékérél. A homogenitas befolyasolja a vizsgalati mintarészlet méretének meghatarozasat.
Minél homogénebb a minta, annal kisebb bemérés is elegendd, ha a mérendé komponens
koncentracidja és kimutathatdsaga is megengedi. Azonban, ha a minta inhomogén, a vizsgalati
mintarészlet ndvelésével az eredmények reprodukalhatosaga javithatd. Ezt kiillondsen fontos a
specidcios analitikdban az ismeretlen homogenitasi mintak elemzésekor figyelembe venni, mert a
kémiai méddosulatok jellegiikbdl adodoan sokszor nem egyenletesen oszlanak el a mintdkban,
hanem annak egy-egy részében feldusulnak.

A referencia anyagok hitelesitését ill. a laboratoriumi referencia mintdk eldallitasat szigoru
eldirasok szabalyozzak, tobbek kozott a homogenitas biztositasa érdekében. El kell tavolitani a
minta olyan részeit, melyben a mérendd alkotd, eldkisérletek vagy mas forrast informacio
alapjan nem talalhaté meg, majd a BCR eldiras szerint < 125 pum szemcseméretet kell biztositani.

Ezek utan parhuzamos méréseket kell végezni a homogenitds fokanak ellendrzésére.

Munkam soran az el6zd részben emlitett brazil did laboratériumi referencia minta eldallitdsi

folyamatanak részeként homogenitas vizsgalatra is sor kerilt.

A mintat megtisztitottuk, megdaraltuk, Soxlet-extrakcioval zsirtalanitottuk, tovabb apritottuk a <
125 um szemcseméret eléréséig, majd 1.5 g-os adagokban polietilén tégelyekbe osztottuk és igy
taroltuk. A BCR el6iras szerint a minta megfeleld jellemzéséhez meg kell hatarozni az egy
tégelyben levé minta homogenitasat ‘within vial homogenity’ és a tégelyek kozotti homogenitast
between vial homogenity’. Az elsé jellemzd meghatdrozdsira véletlen elrendezés szerint
kivalasztottunk 2 tégelyt és 9-9 parhuzamos méréssel 150 mg-os vizsgalati mintarészlet
alkalmazéasaval meghataroztuk a SeMet és az 6ssz Se koncentraciot (mérési paraméterek lasd:
‘Anyag ¢és modszer’ 8.Téablazat). A tégelyek kozotti homogenitast szintén 9-9 parhuzamos
méréssel, 9 kiilonbozd tégelybdl szdrmazo 150 mg méretli mintan végeztiik el.

Az 7. abran lathat6 a homogenitas vizsgalat eredménye. Mind a 6ssz Se-re, mind a SeMet-ra

jellemz6 CV% értékek az eldallitott brazil dié por homogenitasat bizonyitjak. Megfeleléen kicsik
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¢és a tégelyen beliili homogenitds CV% értéke mindkét esetben kisebb, mint a tégelyek kozotti
homogenitasra vonatkozo érték.

7. Abra A brazil di6 minta homogenitds vizsgdlatinak eredménye. (1) 6ssz Se meghatdrozast
jellemzo CV % érték, (2) SeMet koncentraciot jellemzo CV % érték. Az index (W) és (B) a

tégelyen beliili ill. a tégelyek kozotti értékeket jelzi. Az atlag eredmények 1 szoras értékkel vannak

feltiintetve.
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A homogenitas vizsgalat eredménye alapjan elmondhatd, hogy az eldallitott brazil di6 minta
alkalmas SeMet ¢és 0ssz Se koncentracid meghatarozéas laboratériumi referencia mintajanak. A
mérési sorozat eredményei bizonyitottdk, hogy a minta elOkezelésével sikeriilt olyan
homogenitast elérni, hogy viszonylag kis, 150 mg —os vizsgélati mintarészlet alkalmazasaval is
homogénnek tekinthetd a minta. Mivel a minta SeMet koncentraciéja (mint Se, 79.9 pg g”)
viszonylag nagy, 150 mg —os vizsgalati mintarészlet alkalmazasa a nem kiemelkedden jo

kimutatési hatarral rendelkezd modszerek Se specidcios modszerek alkalmazéasakor is elegendo.

A rutin specidcios elemzéseknél sem lehetdség, sem sziikség nincs arra, hogy a minta
homogenitasat a brazil did6 mintdéhoz hasonléan biztositsuk. Ezért mindenképpen tanacsos
nagyobb vizsgalati mintarészlettel és tobb parhuzamos beméréssel jellemezni a mintat.

A szardiniai kagylomintak Ossz- és metilhigany tartalmanak meghatirozasaval a rutin mintak

homogenitasat befolyasold tényezOkbdl mutatok be néhanyat. A mintak beszerzése két

mintavételi kampany keretében 8 varos kikotdjének Osszesen tiz mintavételi pontjarol tortént.
Minden mintavételi ponton egy kisérleti kagylokolonia volt és mindkét kampany keretében

minden helyrdl 3 mintat vettek, a kolonia aljarol, kdzepérdl és tetejérdl. A laboratériumban az
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elsé kampany mintavételi pontjainak 3-3 mintajat kiilon dolgoztuk fel, tehat egy mintavételi
pontrdl 3 homogenizalt és liofilizalt minta volt. Ugyan a masodik mintavételnél is a koloniak
harom pontjarol vettek mintat, de rogton a mintavételt kovetden az almintakat 6sszedntotték és a
laboratoriumban egylitt keriiltek feldolgozasra, ezért minden mintavételi pontot csak egy
homogenizalt és liofilizalt minta jellemzett. A mintavételi elrendezés a 8. dbran lathato.

A vizsgalati mintarészlet vétele a kovetkezOképpen tortént az Ossz- €s metilhigany tartalom
meghatarozasdhoz. Az elsé kampanyban egy mintavételi pont 3 almintdjabol 1-1 mérést
végeztem €s a minta Ossz- és metilhigany tartalmat a 3 alminta eredményébdl szdmolt atlaggal és
szorassal jellemeztem. Mivel a masodik kampany mintavételi pontjait a laboratériumban mar egy
minta jellemezte, minden mintabol 3 parhuzamos mérést végeztem. Mindkét esetben egy
véletlenszerlien kivalasztott, mar mérésre elOkészitett mintat Gtszor elemeztem metilhigany
tartalomra, mely a GC-MS analitikai moédszer ismételhetOségét (1.4 %)jellemezte, €s egy
véletlenszertien kivélasztott mintat Otszor elemeztiink Osszhigany tartalomra, mely a DMA

modszer ismételhetdségét (0.5 %) adta meg.

8. Abra A 1. és a 2. mintavételi kampdny mintavételi elrendezése

1. Mintavétel 2. Mintaveétel

Kagylokoldiia Kagylololdnia

— o I alminta

—pme- ]I alminta —————— g ——p= | 11102

U —= TIII. alminta U —

A 9. és 10. abran az 1. és a 2. mintavételi kampany eredménye lathatok. Minden mintavételi
pontndl az elsd oszlop jeldli az 6ssz-, a masodik a metilhigany koncentraciot, és az oszlopok
tetején jelolt tartomany jelzi az eredmény szorasat.

A két mintavételi kampany eredményeit 0sszehasonlitva elmondhatjuk, hogy az 1. mintavétel
eredményeinek szorasa jelentdsen nagyobb a 2. mintavétel eredményeinek szérdsanal. Mivel a

jelenség minden mintdra és mind az 0ssz-, mind a metilhigany tartalomra igaz, ezért
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feltételezhetd, hogy a kiilonbség a homogenizaltsag mértékébol ered. A 2. kampanynal a harom
almintat egylitt homogenizaltuk, és igy az almintdk koncentracio kiilonbsége eltiint, mig az 1.

kampany mintdinal a szoras novekedésében mutatkozott meg.

9. Abra Az elsé mintavételi kampdny eredményei ng g —ban kifejezve. Az elsé oszlop jeloli az

2Hg, a masodik a MeHg koncentraciot
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10. Abra A mdsodik mintavételi kampdny eredményei ng g —ban kifejezve. Az elsé oszlop jeléli

az XHg, a masodik a MeHg koncentraciot
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A kagylomintdk homogenizaltsaganak foka nem érte el a brazil didét. A metilhigany
koncentracido meghatarozasahoz 0.4-0.5 g-os bemérésekkel dolgoztam. A vizsgalati mintarészlet
méretének csokkentését a komponens kis koncentracidja nem tette lehetévé, igy a csokkentés
szorasra vald hatasat nem tudtam vizsgélni. A parhuzamos mérések szdmat sem tudtam tovabb
emelni, mert nem allt rendelkezésemre elegendd minta. Az 6sszhigany meghatarozasnal 0.1 g-os
beméréseket alkalmaztam, mely kis mintatomegnek szamit, mégis megfeleld megbizhatdsagot
(RSD=0.5 — 1.2 %) eredményezett.

A brazil di6 laboratériumi referenciaminta eldallitdsa és a szardiniai kagylomintdk elemzése
egyértelmilen bizonyitja a minta homogenitdsanak fontossagat az analitikdban. Ahhoz, hogy
referenciamintaként alkalmazhat6é mintat allitsunk eld a laboratériumban, gondosan
megvalasztott 1épések sorozatat kell betartanunk a kelld homogenitds biztositasdhoz. A
homogenitas megvaldsulasarol pedig eldiras szerint kell megbizonyosodnunk. Az eldallitott LRM
minta célnak valdé megfeleloségét a stabilitas és homogenitas vizsgalattal megallapithatjuk.

A kagylomintdk elemzése bemutatta, hogy bar rutin elemzéseknél a minta nagyfoku
homogenitasanak biztositdsara nincs lehetdség, de parhuzamos bemérések, megfeleld méretii
vizsgalati mintarészlet €s a minta gyors homogenizalasdnak alkalmazasa biztositja az eredmények

megbizhatdsagat.

14. Tablazat A szardiniai 1. mintavételi kampany eredményei. (1).jeldli a kolonia felso részébdl,

(1) a kolonia kozepérol és (Ill) a kolonia aljabol vett mintat jellemzé MeHg ill. XHg

koncentraciot
MeHg (ng Hg g™ ) LHg (ng Hg g

1. II. 111. I. I1. I11.
Arbatax 3904 314 39 110.1 81.9 108.0
Villasimius 27.3 25.1 25.0 38.3 37.5 347
Cagliari 1. 35.6 37.1 46.0 70.1 83.7 82.2
Cagliari II. 32.7 32.2 248 61.9 71.5 64.0
Calasetta 26.9 34.0 26.6 114.4 121.9 102.4
Oristano 37.3 234 39.5 70.4 71.2 96.7
Alghero 30.7 33.0 30.6 54.8 72.3 70.1
Asinara 27.2 37.6 30.2 119.9 97.4 99.8
Olbia I. 30.2 37.6 26.1 72.9 98.9 71.8
Olbia II. 8.0 11.9 13.8 31.8 39.9 46.8
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Arrél azonban nem szabad elfeledkezni, hogy a felsorolt paraméterek mintar6l mintara és
komponensrél komponensre valtozhatnak; ¢és arr6l sem, hogy az almintdk egyiittes
homogenizalasa ugyan javitja a homogenitast, ez akar informacidveszteséghez is vezethet. A
kagylokoloniak harom magassagabdl vett minta arra is lehetdséget nytjtott, hogy megvizsgaljam,
hogy a vizsgalt teriileten észlelhetd-e Osszefiiggés a kagylomintdk Hg és MeHg koncentracioja és
a vizmélység kozott. A 14. tablazat az 1. mintavételi kampany eredményeit részletezi, minden
alapjan megallapithato, hogy a vizmélység és a higanykoncentracidé kozott nincs korrelacio. A
koncentraciok minden mintavételi pont esetén azonos nagysagrendben vannak és a kiilonbségek
is csak szorasjellegliek.

A kisérletek azt bizonyitjdk, hogy a mintavétel utin elvégzett homogenizdlds jelentésen
befolyasolhatja az analitikai mérések megbizhatosagat. A vizsgalt esetben az eredmények
informaciodtartalmat az egy pontrdl vett almintdk egyiitt homogenizaldsa nem véltoztatta, de
bizonyos esetekben akar informacioveszteséghez is vezethet. A bemutatott mintavételi elrendezés
a bemutatott esetben nem mutatott a vizmélység ¢és a higanykoncentracié kozott 6sszefiiggést, de

alkalmas ilyen jellegli kornyezeti informaci6 felderitésére is.

6.4 Extrakcio

Szekvencialis extrakcio

Az szekvencialis extrakcid mindségbiztositdsat a egy hdrom lépéses szekvencdlis extrakcios

technika és a BCR 601 bizonylatolt referenciaminta, melyet a BCR harom Iépéses szekvencalis
extrakcio alapjan hitelesitettek, segitségével vizsgaltam.

Az extrakcid és a CRM egyiittes alkalmazasaval, minden felhasznalé a bizonylatolt és a sajat
kivitelezésnél kapott értékek dsszehasonlitdsaval megbizonyosodhat arrol, hogy felkésziilt-e arra,
hogy a technikat ismeretlen mintdk jellemzésére is megbizhatéan alkalmazza. Ha a bizonylatolt
¢s a kapott értékek azonossdga megfeleld, a laboratérium az extrakciét megfeleld
megbizhatdsaggal tudja alkalmazni. Tehat a tovabbiakban a CRM 601-t ismeretlen mintak mellett
parhuzamos mintaként annak ellendrzésére alkalmazhatja, hogy a folyamat napi kivitelezésében
felmeriil6 ingadozédsokat, hibdkat nyomon tudja kdvetni, és igy az ismeretlen mintat jellemzd
adatokat megbizhatdva tegye.

A BCR harom I1épéses szekvencalis extrakcid tobb egymasra épiilé 1épésbol allo Osszetett

folyamat, ahol egy 1épés nem megfeleld végrehajtasa, az Osszes azt kovetd 1épést és a
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végeredmény alakuldsat is meghatarozza. A eredmények mindségét mindenekel6tt azzal tudjuk
biztositani, hogy az el6irt Iépéseket pontosan betartjuk.

Rutin laboratériumok szdmara meglehetdsen nagy gondot jelent, hogy a klasszikus BCR eljaras
négy napot igényld munkafolyamat. Kutatdsi munkdm részeként kidolgoztam a BCR héarom
1épéses szekvencalis extrakcido két iddtakarékos valtozatat, mely a folyamat iddigényét négy

naprol egy napra csokkentette.

11. Abra Az extrakcio A, B és C lépésében kapott eredmények az ultrahangos (a-c) és
mikrohullamu (d-f) modszer optimalasaban alkalmazott 6-6 paramétersereggel és a klasszikus

BCR mddszer alkalmazasaval.

Ultrahangos extrakcio Mikrohullamu extrakcio
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A munkat az alabbi moddon kiviteleztem. Az iddtakarékos valtozatok kifejlesztéséhez rutin
ultrahangos tisztitokadat és mikrohulldmt roncsoldt alkalmaztam, és az optimalast RM S7

referencia mintan végeztem, melynek tajékoztatd értékeit nemzetkdzi Osszemérés soran
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allapitottak meg. Az optimalas célja az tajékoztatd értékek elérése volt az 0j paraméterekkel. Az
optimalas paramétereit és 1épéseit az ‘Anyag és mddszer fejezet’ részletesen targyalja.

Els6 1épésként a BCR extrakciot a CRM 601-en kiviteleztem és megbizonyosodtam arrdl, hogy a
bizonylatolt értékeket visszakaptam. Majd a klasszikus BCR extrakciéval meghataroztam az RM
S7 hat elemre vonatkozo értékeit és Osszehasonlitottam a nemzetkdzi Osszemérés tajékoztatd
értékeivel. Az értékek statiszitikailag azonosak voltak. Kovetkezd 1€pésként azt vizsgaltam, hogy
mely paramétersereggel kapom vissza a legjobban a minta BCR extrakcioval kapott értékeit. A
11. 4bran az ultrahangos és a mikrohulldmu extrakcié Cd-ra vonatkozo eredményei lathatok a
klasszikus extrakcidval kapott eredményekkel 6sszehasonlitva.

Az 6t elem egyiittes statisztikai kiértékelése alapjan az ultrahangos US4 és a mikrohullamu MWS5
alternativ extrakciok bizonyultak a legjobbnak. A kiértékelés a bizonylatolt hat elem (Cd, Cr, Cu,
figyelembe, ezeknek az értékeknek kellett a lehetd legjobban megkozeliteni a BCR extrakcioval

kapott eredményeket €s kielégiteni a statisztikai azonossag kovetelményeit.

15. Téablazat 4 BCR, az optimalt ultrahangos (US4) és optimalt mikrohullamu extrakcioval
(MW5) a CRM 601-re kapott eredmények osszehasonlitasa, * jeloli azokat az értékeket, melyek a
BCR 601-ben nem hitelesitettek (un. indikativ értékek); a statisztikailag nem egyenlo értékeket

‘kover’ betii jelzi

BCR 601 Cd Cr Cu Ni Zn

‘A’ 1épés (mg kg )

BCR 4.65 +0.04 0.34+0.06 11.4+0.3 10.1+1.7 250+ 6
US4 3.87 +0.88 0.57+0.29 9.8+1.9 50£1.5 174 + 42
MWS5 2,98 +0.17 0.80 + 0.03 8.60 + 0.62 3.50 £0.21 783 +1.5

‘B’ 1épés (mg kg )

BCR 3.12+£0.03 0.35+0.01* 2.33+£0.05* 5.32+0.86 159+ 1
US4 3.53+£0.05 0.31 £0.06 3.57+0.42 4.12+0.37 142 +£3
MWS5 1.74 £0.21 0.30 £0.01 2.73 +£0.20 3.30+0.05 108 £ 4

‘C’ 1épés (mg kg ™)

BCR 2.49+0.04 23.9 +0.6* 153 £ 2% 109+0.2 215+ 4%
US4 2.34+0.02 20.5+0.01 114 £2 103+£0.5 208 +4
MW35 2.13+£0.10 233+1.6 75.5+£2.2 82+32 99 +8

Végiil a statisztikai kiértékelés eredményeképp kivalasztott US4 és MWS alternativ extrakciot a
CRM 601-re is alkalmaztam ¢és a kapott eredményeket a 0sszehasonlitottam a BCR hietelesitett

extrakcid eredményeivel (15. Téblazat).
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A statisztikai kiértékelést minden esetben F-teszt, majd egyenld variancidk esetén Student t-teszt
ill. nem egyenld variancidk esetén Cochran-teszt alkalmazéasaval végeztem. A kiértékelés
részletesen a 2. melléklet 6. cikkében talalhato.

A kisérletsorozat tanulsagai a kovetkezOk. Sajat tapasztalatom azt mutatja, hogy a BCR harom
1épéses szekvencialis extrakcid megbizhatd és jo eredményét a protokoll pontos betartasa
biztositja. Az extrakcid végrehajtas pontossaganak ellendrzése ¢és a kapott eredmények
mindségbiztositdsa a BCR extrakcioval hitelesitett CRM 601 hasznalataval megoldhat6. Ha a
folyamatban barmilyen paramétert modositunk, a CRM hasznalatdval a hitelesitett folyamattal
biztositott hatasfoktol valo eltérés meghatarozhato.

A klasszikus BCR extrakcioé kidolgoztott gyorsitott valtozatait csak tobb 1épéses optimalas és az
eredmények statisztikai kiértékelése utan javasolhatok alternativaként rutin analitikai
mérésekhez. Mivel a CRM 601-t a BCR technikaval hitelesitették, igy mas szekvencialis
extrakcidés procedurak mindségbiztositasara csak abban az esetben alkalmas, ha a hatasfok
kiértékelését a BCR technikaval vald 6sszehasonlitasra alapozzuk.

Meg kell azonban jegyezni, hogy bar a CRM alkalmazasa megfelel6 mindségbiztositasi eszkoz,
szekvencialis extrakcidokndl is szamolni kell a matrixhatassal. A martixbol eredd kiillonbségek
miatt akar mintar6l mintara is valtozhat az extrakci6 hatdsfoka, melyet a BCR 601 CRM
hasznalataval sem tudunk kikiiszobolni. Tehat a CRM alkalmazéasadval csak arra kapunk
bizonyitékot, hogy az extrakcids folyamatot megfelelden kiviteleztiik-e, és nem arra, hogy az
ismeretlen mintara kapott eredmény a valosdgot tiikrzi. A matrixok azonossaganak kérdése a
bizonylatolt és ismeretlen anyagmintdk hasznalatanak egyik kulcskérdése akkor is, ha ez nem
bonyolult és egymasra épiild 1épésekbdl alld szekvencidlis extrakcid. Azonban optimalas soran
elérhetd olyan paramétersereg, mely az eredeti BCR metodikaval 6sszemérhetd eredményeket ad
¢s a kivitelezés gyorsithato.

Osszefoglaloan megallapithato, hogy bar a BCR 3-1épéses szekvencidlis extrakcié rendkiviil
iddigényes folyamat és minden paraméter (olddszer, oldoszerarany, extrakcios id6, hdmérséklet
stb.) nagy mértékben befolyasolja hatékonysagat, a " BCR 601’ bizonylatolt referencia anyaggal
egylitt alkalmazva kidolgozott mindségbiztositasi rendszert alkot és a paraméterek valtoztatasa

esetén a folyamat jjra validalasara is lehetdséget nyujt.
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Statikus speciaciohoz alkalmazott extrakcio

Hérom példaval szemléltetem azt, hogy az extrahaloszer valasztds, az extrakcids paraméterek
optimaldsa és az kromatografids elvalasztas extrakcioval vald Osszehangoldsa nagyon fontos
ahhoz, hogy a modosulatok a speciacids analizis végeig megdrizzEk eredeti kémiai formajukat.

Az els6 példa a standard oldatokon szemlélteti, hogy a tetrametil ammoénium hidroxid (TMAH)

extrahaldszer alkalmazasa hogyan valtoztatja meg a harom szeleno aminosav — SeCys, SeMet és

SeEt — kromatogramjat ionparképz6 kromatografia hasznéalatanal. A 12. dbran a harom vegyiilet

mennyiségi meghatarozasa csak csucsmagassag alapjan alkalmas — az elualodas sorrendje SeCys,
SeMet ¢és SeEt az. A 13. abran azt a kromatogramot mutatom be, melyet a standard keverék
TMAH-val val6 kezelése utan kaptam. Itt a harom speciesz nem azonosithatd. Egyetlen cstcs
jelent meg a kromatogramon, melynek retencidja az eredeti modosulatok egyikével sem azonos.

A tetrametilammonium-hidroxid az alkalmazhat6 lugok koziil a legelénydsebb, mert ellentétben a
erdsebb alkali lugokkal, nem terheli a mérérendszert alkalifém koncentracioval, €s nagy az
extrakcios hatasfok. A TMAH Se speciaciora valo alkalmassaganak vizsgéalata egyike volt az elsd
extrakcios kisérletsorozataimnak. A harom modosulat 6sszemosodasanak jelenségét akkor tigy
magyaraztam, hogy az extrakcid soran feltehetéen egy negyedik, ismeretlen modosulat

keletkezett. Mivel az irodalomban hasonl6é megfigyeléséket talaltam, az elméletet elfogadtam.

12. Abra A SeCys, SeMet és SeEt kromatogramja ionpdrképzé kromatografiaval mindségi

azonositasra

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 .00 7.00
min|

Ismeretes, hogy egy kiilonb6z6 elvli kromatografidss modszer alkalmazasa alatdmaszthatja az
ismeretlen alkot6d jelenlétét, de az ellenkezdjét is. Ha specidcids rendszeriink kimutatasi

képessége megengedi, akkor az extraktum tobb lépcsds higitdsdval megallapithatjuk, hogy a
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kémiai forma alakult at, vagy az extrahaldszer jelenléte modositotta az elvalasztas mindségét. Ha

matrixhatassal allunk szemben, azt higitassal csokkenteni, de akar kikiiszobolni is lehet.

13. Abra 4 SeCys, SeMet és SeEt kromatogramja a TMAH-s kezelés utdn

p

1.5

1.0+

0.5

1.00 2.00 3.00 4.00

[min]

crer

hatdrozni, hogy a mintaeldkészités soran megvaltozik-e a specieszek koncentracidja vagy csak a
kémiai formak retencids ideje modosul az extrakcid €s mintamartix egyiittes hatdsdra. Majd példa
mutatja be, hogy ha az extrakci6 paramétereinek valtoztatisdval nem oldhatd meg a minta
koncentracio-viszonyainak  megfeleld elvalasztas, akkor az elvalasztasi paraméterek

modositasaval lehet eldsegiteni az extrakcid okozta matrixhatasok kikiiszobolését.

rrrrrr

valasztottam. Irodalmi adatok alapjan savas, vizes és enzimes extrakcid alkalmazéasat vettem
szamitasba, majd elokisérletekkel vizsgaltam alkalmassagukat.

Az elsé lépésében kromatografids elvalasztds nélkiil vizsgaltam azt, hogy a négy mérendd
arzénmoddosulat, As(Il1), MMAs, DMAs, As(V), hidridképzési hatasfokat befolyasolja-e a sav ill.
az enzimes médium jelenléte.

A 14. ébra a négy As moddosulatot tartalmazé standard oldat allofazis nélkiili ZAs koncentracid
meghatarozasdnak eredményét mutatja. A négy gorbe alatti teriiletben nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség, a koncentraciokban talalt eltérés csekély - szorasjellegli - volt. A vizes
standard oldat integralt teriiletéhez hasonlitva a savas matrixnal jelentkezett a legnagyobb

kiilonbség, mely ebben az esetben sem volt tobb, mint 5%.
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14. Abra A négy arzémmodosulatot tartalmazo standard Osszarzén meghatarozdsa vizes
extrakcios matrix, enzimes extrakcios matrix, savasan roncsolt kozegben és ioncserélt vizben
(1V)

ol Nhe

0.51

Az elvélasztasrol sajnos mar nem mondhatd el ugyanez. HNOs-al végzett savas roncsolas

1 2 (1mumn)

savkoncentraciojat modellezve a standard oldat mind a négy komponense egy csticsban mar a
holt iddvel elualodott. Ezért a kisérlet kovetkezd Iépésében azt vizsgaltam, hogy a
savkoncentracié milyen hatdssal van az elvéalasztasra, majd meghatdroztam, hogy mekkora
higitasi faktor sziikséges a négy modosulat mennyiségi meghatdrozast lehetévé tevd
elvalasztasdhoz. A 15. abran lathat6, hogy mar 1 v/v % savtartalom sem teszi lehetévé a
hasonloan gyenge ionos karakteri As(IIl) és a DMAs elvélasztasat, 5 v/v % savtartalomnal pedig
a négy modosulat mar nem valik el. A megfeleld elvalasztdshoz olyan nagymértékben kellene
higitani az extraktumot, hogy a modszer kimutatasi hatdra nem tenné lehetdvé a modosulatok
azonositdsat és mennyiségi meghatarozasat, igy ez az extrakcidés technika nem bizonyult
alkalmasnak a vizsgalt csirkehuis mintak kezelésére a kis 0sszarzén koncentracid miatt.

A vizes ¢és az enzimes extrakcid6 modellezésekor azonban a DMAs cstcsa valt
meghatdrozhatatlannd az alkalmazott 4allofazissal. A  jelenség okdnak vizsgalatara
modellmatrixokat készitettem egy el6zéleg ICP-AES-rel elemzett csirke-vizes matrixrendszer
mintajara.

A modellméatrixok az extraktum szervetlen iontartalmat jellemezték kiilonbdzd higitasokban,
mivel az ionparképz6 kromatografia 1ényegét tekintve ezek az ionok jelenthetnek zavard hatést,
ugyanis a szerves makromolekuldkat a mintael6készitésben alkalmazott szlir6 és az

elvalasztashoz hasznalt elotétkolonna feltehet6en kiszuri.
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15. Abra Novekvé HNO; koncentrdcié (fentrdl lefelé: 0 viv %, 1 viv %, 5 v/v % ) hatdsa a négy

modosulat elvalasztasara
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Az egyik a modelloldatok koziil a 3.8 m/m %-os NaCl volt, mellyel 100 ng mL" As(III) és
DMAs oldatot készitettem ¢€s a két hasonlo karakteri As modosulat kromatografias viselkedését
vizsgéltam. Majd az oldatot két 1épcs6ben tovabb higitottam. A 16. abran lathato, hogy szelektiv
elvalasztast csak a 2. higitassal kaptam, tehat az eredeti NaCl koncentracié negyedénél, de a
csucs meég itt sem volt mennyiségileg meghatarozhat6. A tovabbi higitast a csirke extraktum
koncentracioi és a specidcios rendszer (‘Anyag €s modszer’ fejezet 5. Tablazat) kimutatasi hatéarai
sem tették lehetove.

Hasonldé eredményeket kaptam Ca(NO;),- és KBr-modelloldat vizsgalatakor is. Mivel a
matrixalkotok kiilon vizsgélva is kromatografias problémakat okoztak €s a minta kivant mértéka
higitasat nem tudtam kivitelezni, a kdvetkezd 1€pésben egy kromatografids paraméter modositasa
17. dbréan lathat6 a 0.1 és 2 v/v % DDAB koncentracioval kapott kromatogram 1.9 m/m % NaCl—
ot tartalmazo oldatbol. Megallapitottam, hogy mind a vizes, mind az enzimes extrakci6 esetében
a 2 v/v % DDAB koncentraci6 alkalmazasa kikiiszobdlte a matrix okozta problémakat, megfeleld
elvalasztast és megfeleld cslcsintenzitdst is biztositott. A jelenség magyardzatanak azt
feltételeztem, hogy nagyobb mennyiségli ionparképzd jelenléte az eluensben képes arra, hogy
micellakat alakitson ki és magaba zarja a matrix kiilonb6z6 ionjainak nagy részét és ily mdédon

kikiiszoboli az elvalasztas modosulasat.
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ioncserélt vizben, 3.8 m/m % NaCl oldatban, 1.9 m/m % NaCl oldatba és 0.95 m/m % NaCl
oldatban.

iy As(TIT)
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17. Abra As (I1I) és DMA 0.1 v/v %-os, majd 2 v/v %-os DDAB eluenssel 1.9 m/m % NaCl
oldatban
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A példa azt mutatja be, hogy olyan esetekben, amikor a mérend6 moddosulat koncentracidja
megengedi, az extraktum higitasdval megbizonyosodhatunk arrél, hogy az adott kémiai forma
kocentracidja valtozik-e meg az eldkészitési folyamat soran vagy matrixhatas valtoztatja meg az

informaciot. Ezen kiviil azt is lathatd, hogy abban az esetben, ha a sziikséges higitas a
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modszert kell mddositani.

A harmadik példaval azt a fenti allitast szeretném aldtdmasztani, hogy ha a minta mérendd
koncentracioja megengedi, akkor az extraktum egyszer(i higitasa is megfeleld megoldas lehet a

mennyiségi meghatarozast lehetdvé tevo elvalasztasra.

------

melyhez a Thomas és munkatarsai [150] altal kidolgozott foszforsavas mikrohullamu extrakciot
vettem alapul. A modosulatok meghatarozasdhoz HPLC-HG-AFS technikat alkalmaztam az
’Anyag ¢és modszer’ fejezet 3. tablazatdban leirt kromatografids paraméterekkel. A szerzo
munkijaban nyitott fokuszalt mikrohullami roncsoldt alkalmazott, mely nem Aallt
rendelkezésemre. Tehat a kisérlet elsd 1épéseként azt kellett megvizsgalnom, hogy a kutatas soran
optimalt mikrohullamu extrakcié azonos hatékonysaggal alkalmazhato-e a mas kicsatolasu és
energia eloszlast mikrohulldmu rendszerben.

Ismeretes, hogy a metilezett arzén forméak, a DMAs és az MMAs stabilak, savas roncsolds soran
sem bomlanak [25], mig az As(IIl) savas kornyezetben konnyen As(V)-té alakul. Ezért 3-3
parhuzamos méréssel megvizsgaltam, hogy 15 perces-10% (60W)-os roncsolas folyaman, 1 és 2
mol L H;PO, alkalmazasakor mennyire Orzi meg a két instabil mddosulat, az As(IIl) és az
As(V) kémiai formajat. Mivel mindkét savkoncentracido mind a két modosulatra 95-100 % kozotti
visszanyerést eredményezett, megallapitottam, hogy a zart mikrohullimu roncsolé a fenti
programmal nem eredményezte a kémiai formak moédosuldsat, tehat alkalmazhatéd talajmintak
specidcios extrakcidjara.

A minta tajékoztatd As modosulat koncentracidit figyelembe véve az alkalmazott moddszer
kimutatdsi hatarai nem engedték a 0.3 g—os vizsgalati mintarészlet 50 mL foszforsavval valo
extrakciojat. A mintamennyiséget 0.5 g —ra noveltem, az extrahaloszer térfogatat pedig 25 mL-re
csokkentettem, mellyel a 3.3-szoros relativ dusitast értem el.

A kovetkezO 1épésben az 1j minta/extrahaloszer arany extrakcios hatékonysaganak vizsgalatat
extrahdlt Osszarzén koncentraciot tekintve. Mindkét talaj esetén, mindkét savkoncentracioval
megfelelden kis eltéréssel visszakaptam az tdjékoztatd értékeket - az eredmények a 14.
tablazatban lathatok. Mivel az eldkisérletek alapjan a vizsgalt savkoncentracidé sem a
modosulatok integritdsat, sem az extrakcids hatékonysagot nem befolyésolta, a talajmintdk arzén

------

toménységii H;PO4 —at valasztottam.
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Annak ellenére, hogy a lehetd leghigabb H3PO4 koncentraciot alkalmaztam, a mintak elemzése
elétt még azt is megvizsgaltam, hogyan befolyasolja az extraktum foszfat koncentracidja a
modosulatok elvalasztasat. Az As(IIl) és DMAs elvalasztisa a két modosulat hasonld ionos
karaktere miatt mindig limitalo tényezd; az As(V) cstcs pedig, amely a négy vizsgalt speciesz
koziil utoljara elualodik, a savkoncentracid és a matrixhatas novekedésével ill. az elvalasztasi
program novekedésével altalaban kenddik. Ezen kiviil azt is figyelembe kellett venni, hogy az
elvalasztashoz 0.005 és 0.015 mol L —es, tehat hig, foszfat eluenst alkalmaztam, mig az
extraktum nagysagrendekkel nagyobb, 1-2 mol L™ foszfatot tartalmazott. Ez a toménység mar
konnyen befolyasolhatja a komponensek elucids sajatossagait az oszlop lokalis egyenstulyanak

megvaltoztatasaval.

16. Téblazat Az uj minta/extrahaloszer arannyal kapott extrakcios hatasfok a vizsgalt két

talajminta 2As tartalmat tekintve

Minta Tajékoztato értek Mért érték (mgkg')  Kiilonbség (%)
IPL-1 ~1730

1 mol L'H3PO, 1635 5.5

2 mol L"'H3PO, 1619 6.4
MIX-2 ~600

1 mol L'H3PO4 616 2.7

2 mol L'H;PO,4 609 1.5

Az As(IIT) és a DMAs elvalasztasa sordn az a jelenség volt megfigyelhetd, amely a csirke mintak
csOkkentését igényelte. Mennyiségi meghatarozasra alkalmas elvalasztast csak kisebb, mint 0.2
mol L™! H;POs-val tudtam elérni.

A 18. abra azt szemlélteti, hogy az As(V) csucsdnak mindségét is jelentdsen befolyasolja a
foszforsav koncentracioja és bizonyitja, hogy ha a speciesz koncentracidja megengedi, akkor
extraktum higitasara van sziikség. 0.1-0.2 mol L' H;PO, koncentracid mar megfeleld elvalasztast
eredményezett.

A 19. abra az IPL-1 jelii talajminta extraktumanak tizszeres, tehat foszforsavra nézve 0.1 mol L™
mennyiségi meghatarozast lehetové tevé modon szétvaltak, és bar az As(V) koncentracidja egy
nagysagrenddel nagyobb volt, mint a masik harom modosulaté, a 0.1-0.2 mol L™ foszforsav
jelenléte mar nem okozott jelentd adszorpcidt. Tehdt megfeleldé mértékli higitdssal az As

meghatdrozast befolyasold matrixhatasok kikiiszobdlhetdvé valtak.
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18. Abra A minta foszfittartalmdanak hatésa az As(V)-re jellemzd csiics minéségére. 100 ug L™
koncentrdacioju As(Ill) és As(V) kromatogramja (1) 0.5 mol L H;PO,b6l, (2) 1 mol L H;PO,-
bol és

(3) 2 mol L' H;PO b6l anioncseréld kromatogrdfidval

p
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1,004 ATy
5.0E+ 05
£.0E+03
4. 0B+
2.0E05]
14 B0 ST EATT T8 Ty ST 70 F00 [min]
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1.0E+ 04 2
8.0E05H As(T)
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4.0E+05H
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1AT+04 P I ! o
- T Fl T oo o0 ST L T T [min]
1.2E+04] AT
1.0E+ 04 3.
8.0E05H As(T)
£.0E+05H
4.0E+05H
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1
L
T FITT TV 00 o0 077 T 00 [min]

19. Abra Az IPL-1 es talajminta kromatogramja a 10x-esen higitott extraktumbdl, anioncserélé

kromatogrdfiaval

&

A

4.0E+04-

S.0E+04+

2.0E+04-

1.0E+04- AxTIh DMAs MMAs

270 4700 [30TT] F00 o0 [ETT] 1400 min]

Meg kell azonban emliteni, hogy a vizsgalt talajok arzénnel mesterségesen erdésen szennyezett
mintdk voltak. A 16. tdblazatban lathato, hogy az egyik minta XAs tartalma ~600, mig a masiké

~1700 mg kg™'. Mig ezek a koncentraciok lehetévé tették az extraktum tizszeres higitasat és igy a
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crer

meghatarozasanal, mely az irodalmi adatok alapjan atlagosan 30-50 mg kg, az eljaras nem
megengedhetd. Ilyen esetekben az extrakcid és az alkalmazott elvalasztds ismételt optimalasat
kell elvégezni.

Azt sem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy az As tartalom, mely szennyezés utjan keril a
mintaba, feltehetden konnyebben extrahdlhato, mint a geoldgiai eredetii As. Ennek megfelelden,
a természetes As tartalom extrakcioja tobbnyire erélyesebb extrakcios koriilményeket kivan, mely
az extrakcids paraméterek tovabbi modositasat igényelheti.

A vizsgalt mintak koncentracidtartomanyban bizonylatolt referenciaminta még 0Ossz arzén
koncentraci6 meghatdrozasara sem all rendelkezésre a kereskedelemben, igy a mérések
mindségét CRM-val nem tudtam ellendrizni. A mérés pontossaganak becslésére a hitelesitési
vizsgélatokban résztvevd laboratériumok eredményeivel valo dsszehasonlitas adott lehetdséget A
20. abran a résztvevo laboratériumok altal mért As(V) koncentraciok lathatok, L 6 jeloli a sajat

mérési eredményt.

20. Abra A hitelesitési gyakorlatban résztvevé laboratériumok As(V) tartalomra vonatkozo

eredményei a szennyezett talajmintabol

204.333 450940
| |

1 R

L0 =

L1- .
Lé- ——
L9- ey

L12-
L 13 —

L 15 =
L17 |

B39 CI. — I _

IWean of means = 450940 ugfz

A moddosulatanalitika 1épései nem kezelhet6k egymastol fliggetlen 1épésekként. Az extrakcids
modszer hasznalata alapjaiban hatarozza meg az elvélasztastechnika alkalmazhatdsagat és
optimalis paramétereit. Ha az extrakcios paraméterek elvalasztas érdekében tett modositasa a
mennyiségi meghatarozast befolyasolna, akkor az elvalasztasi paraméterek adott feladatra valo

modositasat kell alternativaként szamitasba venni. Ezen kiviil a vizsgaland6 minta jellege és
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speciesz koncentracidja is nagymértékben meghatarozza az extrakcio koriillményeinek

megvalasztasat.

6.5 Derivatizacio

Munkam soran kornyezeti mintdk metilhigany, és szerves 6n meghatdrozasahoz derivatizalast
végeztem. Mindkét esetben alkildlast alkalmaztam, a metilhigany GC-MS meghatirozasdhoz
tetrafenil-borattal, a szerves 6n moddosulatokhoz Grignard-reagenssel. Mivel a derivatizacios
technikakat mar el6z6 munkdk soran optimaltdk, igy munkamnak nem volt része a
szarmazékképzést befolyasold paraméterek és folyamat mindségbiztositasit meghatarozo
tényezok vizsgalata.

Jelentds része volt azonban munkamnak a szervetlen szelén modosulatok, (Se(IV) és Se(VI)), és
szeleno-aminosavak (SeCys, SeMet, SeEt) mind direkt, mind preredukcid6 utani

hidridfejlesztésének vizsgalata, melyet az ‘Elvalasztas utani derivatizalas’ rész targyal.

6.6 Elvalasztas

Kutatdsaim sordn az HPLC-AFS miiszerkombinaciot kiilonbdzé mintabeviteli egységekkel
csatold As és Se speciacios modszerek fejlesztésénél, majd azok alkalmazéasanal szembesiiltem a
speciacids analitika kromatografiaval kapcsolatos gondjaival.

Az els6 példaval azt mutatom be, hogy a specidcids elemzés eredményeképpen kapott

kromatogramon jelentkezd kiértékelési nehézségeknek nem minden esetben kromatografias

eredetii okai vannak. Arzén és szelén modosultatok szimultan meghatarozasara ugy fejleszettem

ki médszereket, hogy kiilonb6z6 nagy hatékonysagi mintabeviteli egységekkel, ultrahangos és
nagy hatékonysagu hidraulikus porlasztdval, valamint hidridfejlesztéssel kapcsoltam Ossze az

elvalasztastechnikat és a detektalast.

21. Abra Fentrdl lefelé: A HPLC-HG-(AFS), , HPLC-HHPN-(AFS), , HPLC-USN-(AFS)>

rendszerekkel kapott szimultan As-Se kromatogramok
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A 21. 4bra szemlélteti, hogy a bar mindhdrom kombinacidonal ugyanazt a kromatografias
modszert alkalmaztam (standard koncentracid, mintaméret, oszlop, eluens, gradiens elucios
program), a kapott kromatogramok jelentdsen kiilonboznek.

A kromatogram-parokon a felsé rész mutatja a Se modosulatokra, az also rész pedig a négy As
modosulatra kapott jeleket. A harom kromatogramot Osszehasonlitva elmondhaté, hogy a
hidridfejlesztéssel kapott csticsok intenzitasa jelentdsen nagyobb, mint a porlasztassal kapott
csticsoké, mely a hidridfejlesztés kozel 100 %-os mintabeviteli hatasfokdval magyarazhato
szemben a nagy hatékonysagi porlasztok 40-50 %-os mintabeviteli hatasfokaval.

A masik tényezO, amely befolyasolja a kromatogram mindségét, az a gradiens program
eluensvaltasanak jelensége. A gradiens elicioés program alkalmazasakor egyre erdsebb eluensek
alkalmazasaval oldjuk meg az meghatdrozanddé komponensek szelektiv elvéalasztasat. Az
allofazishoz leggyengébben kotott komponensek konnyen eltavolithatdak az oszloprél, mig az
erdsen kotott komponensek meghatarozdsahoz koncentraltabb mozgd fazisra van sziikség. A
hidridfejlesztéssel kapott kromatogramon az eluensvaltas nem lathatd, mert ez a mintabeviteli
technika 100 %-ban elvalasztja a mérendd gazfazist a hatteret okozd folyadékfazistol, mig a
porlasztasos technikdknal a deszolvatalo egység alkalmazasa ellenére sem tokéletes a két fazis
elvalasztasa. Ez jelent6sen megneheziti a kromatogramok kiértékelését. Kiilondsen az MMAs
mennyiségi meghatarozasanal okoz gondot, mert a toményebb eluens megjelenése eludlja a
specieszt €s a 4. perc utan kezddddé alapvonal emelkedés miatt nehéz meghatdrozni a cstcs
kezdetét. A DMAs jelét, bar kisebb mértékben, szintén befolyésolja az alapvonal emelkedés.

Az ébra alapjan elmondhatd, hogy a porlasztok alkalmazasa jelentdsen rontott a kromatogramok
mindségén. A jelenség okanak azt taldltam, hogy a két porlasztd deszolvatald egység ellenére
sem eredményez olyan tokéletes faziselvalasztast, mint a hidridfejlesztés. A gaz
nedvességtartalma pedig nemcsak a detektor kis és hideg langjat terheli jelentdsen, hanem
jelentds foszfat koncentracidja a kromatogram alapvonalanak emelkedését is okozza, és igy

csokkenti a technika kimutatasi képességét.

A speciacids analitikaban, ahhoz, hogy egy elem kiilonb6zd jellegli modosulatait jelentds
csticsszélesedés nélkiil el lehessen valasztani, gradiens eliicidos program alkalmazasara van

sziikség. A masodik példaval egy, a gradiens elicid alkalamazdsdndl megfigyelt jelenséget

mutatok be., melynek fel nem ismerése konnyen meghamisithatja eredményeinket.

A kromatografias programok és elsdsorban a gradiens elucio alkalmazdsakor a mérések
ismételhetdségének biztositasdhoz a gradiens program utolsé 1épésében vissza kell allitani az
elvalasztas elején fennallo kromatografias kondiciokat. Ehhez egy ugynevezett ‘clean-up’, tehat

mosasi 1épés beiktatasara van sziikség, melynek iddsziikségletét elsdsorban az utols6 ¢€s az elsd
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1épésben alkalmazott eluens koncentraciokiilonbsége hatarozza meg. A nagyon hasonl6 karakterti
As(IIl) és a DMAs elvalasztasanal, kiilonosen ionparképzé kromatografia, C-18—as oszlop és

foszfat puffer hasznalatandl az oszlopnak a két modosulatra nincs visszatartdsa. Nagyon kis

------

cre

puffer volt sziikséges.

22. Abra Az As(IIl) és a DMAs elvildsanak médosuldsa vizzel valé mosds utdn 5 1épésben
Wi

1.4E+04+

1.3E+04+

1.0E+04+

&.0E+075

E.0E+07

4. 0F+075

Q.Dloﬂﬁ-\\v\

0 0 i i i
I Imjektalss II. 1. Iv. v

A mosasi 1d6 meghatarozasahoz az eluensvaltastél kezdve 5 alkalommal injektaltam As(II1)-at és
DMAs-at tartalmazé standard oldatot. A 22. abrdn a két alkoto elvalasdnak modosulasa lathatd a
vizzel valdo mosas kezdetétdl 6t lépésben. Megfigyelhetd, hogy a foszfat jelenléte nemcsak
Osszemosta, de fel is cserélte a két csucs jelét. Az els6é injektdlasndl még a nagyobb
koncentracioban jelen levd DMAs eludlodott elészor, a masodik injektalasnal még ugy
O0sszemosodtak, hogy koncentraciojuk azonosnak tiint, majd a harmadikndl mar kozel
visszakaptam a valos koncentaciokiilonbséget, de az eredeti kromatogrammal azonosat csak az 5.
injektalassal értem el. Tehat ebben az esetben 25 perc mosdsra volt sziikség a kovetkezd
injektalas eldtt.

Ennek alapjan elmondhatd, hogy a gradiens elucié alkalmazasa kiilonds figyelmet igényel. A
ismételhetdség biztositdsahoz a legjobb megoldas az, ha a mosési Iépést a a gradiens program
Iépéseként kezeljiik. A ’clean-up’ id0 nem pontos betartdsa a ismételhetdség romlasdhoz, a
mosasi 1épés elhagyasa pedig konnyen szisztematikus és nehezen felismerhetd hibat, s rossz

eredményhez okozhat.
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Az alabbi Se speciacios példaval a két tapasztalatot mutatok be. A fenti példa demonstralta, hogy

bar a hidraulikus nagynyomasu porlaszté deszolvatdlo egységgel iizemel, a gradiens elucid
eluensvaltdsa mégis hattéremelkedés megjelenését okozhatja a HPLC-HHPN-AFS rendszerrel
kapott kromatogramon. A 23. dbrdn bemutatott kromatogramot nem foszfat, hanem ammoénium-
acetat eluenssel kaptam, ugyancsak egy négy lépéses gradiens eluciot alkalmazva (A: 0-4 perc -
ionmentes viz, B: 4.1-12 perc - 0.01 mol L' ammonium acetat, C: 12.1-24 perc - 0.1 mol L™
ammonium acetat, 24.1-35 perc — ‘clean-up’ ionmentes viz), alapvonalemelkedés mégsem
jelentkezett. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy a hattérvaltozast a foszfatpuffer alkalmazéasakor
AFS detektor hideg langjaban megjelend jelentds foszfatkoncentracié okozta. Ennek alapjan
pedig elmondhato, hogy a specidcios analitika 1épései oly mértékben Osszefliggnek, hogy a

kromatografids eluens valasztisa akar a mintabeviteli egység alkalmassagat is befolyasolhatja.

23. Abra 4 standard oldat és a gombaminta vizes extraktumdnak kromatogramja

i
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A 23. abra, melyen az als6 két kromatogramot az Agaricus bisporus gombaminta vizes
extraktumanak két ismételt injektalasaval kaptam, a felsé pedig az 6t Se modosulatot tartalmazo
standard oldatot jellemzi, olyan esetet mutat be, amikor a mintamatrix nem eredményezi a
moddosulatok elucios idejének modosuldsat. A mintdban megjelend csucsok a standard oldat
csucsaival egybeesnek, retencidjuk megegyezik, tehat a csucsok azonositasa standard oldat
futtatdsaval megoldhatd. Lathatd, hogy a minta kromatogramjdn megjelenik egy harmadik,
azonosithatatlan csucs. Mivel ugyanezzel a retencioval a frissen készitett standard oldat

kromatogramjan is megfigyelhetd egy csucs, nem ismeretlen komponenst, hanem feltehetden egy
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eluens okozta hattérjelet lathatunk. A minta kromatogramjan a Se(VI) elucios idejénél is
¢észlelhetd egy, mindségileg a retencios id0 alapjan Se(VI)-nak azonosithatd, de mennyiségileg
nem kiértékelhetd jel. Ennek az AFS detektorral valdé mennyiségi meghatarozasara
eléredukcioval kapcsolt hidridfejlesztés lett volna alkalmas, de mivel a HPLC-TO-UV-HG-AFS

rendszer fejlesztésére csak késébb keriilt sor, a cstics mennyiségi kiértékelésére nem kertilt sor.

A téaplalékkiegészitoként alkalmazott szeléntartalmu élesztd elemzésének leirdsdval a standard

addicié, mint mindségbiztositasi eszkdz, alkalmazdsat mutatom be. Elvégeztem a minta vizes

------

paraméterek mellett. A kromatogram 3 speciesz, SeCys, Se Met és Se(IV), jelenlétét mutatta. A

tobb specieszt egylittesen tartalmazo standard oldat elemzésével a minta specieszeinek

elemeztem.

24. Abra A taplalékkiegészitd vizes extraktumdanak kromatogramja standard addicié eldtt és utan

Se(IV)

1elintenzitas

o ra
SeCys

Sellet

20 40 Al 20 1am Lm 14k

A 24. 4bra a minta vizes extraktumanak kromatogramjat mutatja standard addici6 elétt és utan.
Az abra bizonyitja, hogy az addicionédlassal megbizonyosodhattam a jelenlevd szelén specieszek

azonossagarol, mert a retencids idok megegyeznek.
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17. Téablazat Az addicionalt komponensek visszanyerési hatdsfoka a taplalékkiegeszité vizes

extraktumabol
Szelén speciesz Mért konc. Hozzédadott konc. ~ Visszanyerés hatasfoka
(ng L) (ng L) (%)
SeCys 122 £ 12 125 91.7+3.1
SeMet 106 =7 100 90.2+4.6
Se(1V) 248 + 11 250 104.9+5.3

A két kromatogram kiértékelésével kiszdmoltam a visszanyerés hatasfokat, melynek eredményét
a 17. tablazat tartalmazza. A hozzaadott mennyiségeket jo hatasfokkat visszakaptam, amelynek
alapjan az adatok bizonyitjdk, hogy a mintamatrix jelenléte nem valtoztatja a mért Se
modosulatok HPLC-HG-AFS rendszerrel kapott jelét. Igy a specieszek mennyiségi kiértékelésére
a kalibracié egyszerli formdja is megfelelt, nem volt sziikség a tobb 1épéses standard addiciora,

amely jelentésen tobb munkaval jart volna.

Végiil egy olyan kisérletet mutatok be, melyben két kiilonb6z0 elven miikkodd kromatografias

modszert alkalmaztam a mérési eredmények mindségbiztositasara a HPLC-TO-UV-HG-AFS

rendszerben. A két kiilonbozd elven miikodd kromatografia haszndlatakor az egyik
elvalasztastechnikaval esetleg koelualédé6 komponensek egy mas elven mikdddvel
elvalaszthatok. Igy a csucsok tisztasaga ellendrizhetd és bizonylatolt anyagmintik és
szerkezetazonositasra alkalmas detektorok hianyadban a komponensek nagyobb bizonyossaggal
azonosithatok.

Az el6z6 részekben mar emlitett brazil did minta elemzésére anioncseréld és ionparképzd
kromatografiat hasznaltam az ‘Anyag és modszer’ 8. tablazataban felsorolt paraméterekkel.

Az anioncserével kapott kromatogramot a 25., mig az ionparképzéssel kapott kromatogramot a
26. abra szemlélteti. Az ionparképz0 elvalasztastechnikaval kapott eredmények megerdsitették az
anioncserével kapott eredményeket nemcsak mindségileg, de mennyiségileg is. Mindkét
kromatografia esetén a retenciés id6 alapjan azonositott SeMet a brazil di6 legnagyobb
mennyiségli Se-komponense - az 0ssz szelén tartalom ~98%-at teszi ki. A kalibracio alapjan
szamolt SeMet koncentracid pedig szorasjellegli kiilonbséggel azonos eredményt adott. Harom
parhuzamos injektalas alapjan anioncserével 79.9 mg kg'-ot, ionparképzéssel 80.4 mg kg
kaptam.

Mindkét kromatogramon lathato egy, a SeMet elott megjelend cstics. A specieszek

szerkezetazonositdsara alkalmas technika hidnydban, a rendelkezésre 4ll6 rendszerrel és
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standardekkel a csticsot azonositani nem tudtam, de az irodalmi adatok alapjan feltételezhetd volt,
hogy SeCys, megjelenésérél van sz6. IdOkézben azonban, egy EU projekt kiértékeld
megbeszélésén olyan Se specidcios tapasztalatrol szamoltak be, mely szerint ebben a retencios

idében a SeMet oxidja jelenik meg a szerkezetazonositassal kapott eredmények alapjan.

25. Abra A brazil dié enzimes extraktumdnak anioncserélé kromatogrdfidval kapott

kromatogramja
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26. Abra A brazil di6 enzimes extraktumdnak ionpdrképzé kromatogrdfiaval kapott
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A példa alapjan elmondhato, hogy a két kromatografias technika alkalmazasa megfeleld arra,
hogy standarddel azonosithaté modosulat jelenlétét, csucstisztasagat és szamolt koncentraciojnak
valdsagat alatdmassza. Standardek hianyaban az ismeretlen csucsok azonositdsdban azonban nem
ad eldrelépést, ennek megoldasahoz szerkezetazonositasra van sziikség. Alternativat jelenthetne a
matrix-azonos CRM hasznélata is, de a speciacids analitika teriiletén, foleg a Se esetén még nem
allnak rendelkezésre megfeleld bizonylatolt anyagminték.

A speciacioban alkalmazott elvalasztasi technikak teriiletén gy{ijtott tapasztalatok alapjan
Osszefoglaloan a kovetkezok allapithatok meg. Olyan Osszetett, sok paraméter dsszehangolasat
igényld kapcsolt specidcios rendszerek alkalmzasa esetén, mint a HPLC-HG-AFS és a HPLC-
TO-UV-HG-AFS a kromatogramokon jelentkezd problémaknak nem feltétleniil kromatografias
okai vannak, az elvalasztds eldtti 1épések is nagy mértékben befolydsolhatjak a kromatogram
mindségét. A speciacioban leggyakraban jelentkezd kromatografias kérdés — a specieszazonositas
és —tisztasag — szerkezetazonositasra alkalmas detektalassal és CRM hasznalattal valaszolhato
meg legegyszeriibben, ezek hianyaban szamos minta esetén az ‘adalékolas’ és a két kiilonb6zo

elven mitkodoé kromatografia alkalmazasa is megbizhatdé mindségbiztositasi alternativat nyujt.

6.6 Elvalasztas utani derivatizalas

A HPLC-AFS rendszerrel a mintdk szelén specidcids elemzését két kiilonbozé mintabevitel, a
hidraulikus nagynyomasu porlaszt6 ¢és a hidridfejlesztés alkalmazaséaval végeztem.

Igazoltam, hogy ellentétben szamos publikacio allitasaval a szerves szelén modosulatokbol
kozvetleniil, eléredukcié nélkiil is fejleszthetd hidrid, és bar a hidridfejlesztés hatasfoka nem 100
%-os és modosulatonként valtozik, a nagy hatékonysagl porlasztohoz képest is jelentdsen javitja
a speciacios rendszer kimutatasi képességét. A 18. tablazat, mely a HPLC-HHPN-AFS ¢és a
HPLC-HG-AFS rendszer kimutatasi hatarait és megbizhatosagat mutatja be a Se(IV)-re és a
harom szeleno-aminosavra, jol szemlélteti a két rendszer érzékenységbeli kiilonbségét.

Az szelén moédosulatok meghatarozasara elvalasztds utani derivatizaciot, tehat hidridfejlesztést

alkalmaz6 modszerek fejlesztésével két részben foglalkozom.
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18. Téablazat A HPLC-HHPN-AFS és a HPLC-HG-AFS rendszerrel kapott kimutatasi hatdarok
Se(1V), SeCys, SeMet és SeEt modosulatokra

Se mddosulat Kimutatasi hatar (ug L™)
HPLC-HHPN-AFS HPLC-HG-AFS
SeCys 300 £25 18+£0.5
SeMet 320 + 38 70 £2.5
SeEt 270 £ 20 96 + 3.5
Se(IV) 960 + 65 16+0.5

A munka els része azon az 0j megallapitdson alapul, hogy a szerves szelén modosulatok
kozvetleniil is hidridképzdek, tehat derivatizalhatok. Mivel a szeleno- aminosavak kozvetlen
hidridfejlesztésével az irodalomban nem taldlkoztam, elsésorban a hidridfejlesztés kémiai
paramétereit optimaltam, mely a hidridfejlesztéshez sziikséges pH értéket biztosito HCI és a
magaba. Az optimalas soran a reagensek 4ramlasi sebességét allando, 2.5 ml min™ értéken
tartottam, a reagens koncentracidkat szisztematikusan valtoztattam. A NaBH4 koncentraciot a
0.25-1.0 mol L' tartomanyban valtoztattam négy pontban és a négy modosulatra kapott

eredmények alapjan a 0.75 mol L™ bizonyult optimalisnak (27. 4bra)

27. Abra A NaBH, mennyiségének hatdsa a szelén specieszek fluoreszcens jelének nagysdgdra. A

’ . roers -1
szelén specieszek koncentracidja 1 mg L.
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crey

0.5 mol L™ —s részletekkel és a 2 mol L' bizonyult optimalisnak. Az 1 mol L™ koncentraciénal a
hidridképzés hatasfoka a 2 mol L™-el kapott jel 60 %-aval csokkent, 3 mol L™ koncentracional
pedig 30-35 %-aval.

A 27. abran lathatd, hogy a vizsgalt specieszek tobbsége hasonldan reagalt a dervatizaldszer
koncentraciovaltozasara. Az optimalasi tartomany mindkét reagens esetén sziik volt, a négy
speciesz ereddjele maximumon dtmend gorbe szerint valtozott, igy a kompromisszumos optimum
meghatdrozasa egyértelmli volt. Ahhoz, hogy a fejlesztett hidrid a legnagyobb hatékonysaggal
jusson el a detektorba, a rendszerben szallitogdz funkcidjat betoltd argon optimalis aramlasi
sebességét is meg kellett hatarozni. A optimalas tartomanya 4-80 L h™ volt és ahogy a 28. abran
is latszik a 20 L h™ bizonyult mind a négy modosulatot tekintve a legmegfeleldbbnek. A
rendszerben az argon kettds szerepet tolt be, a hidrid szallitdsan kiviil a detektor langjanak
geometridjat és megfigyelési magassagat is befolyasolja. Mivel a két szerep egyenkénti hatasat
nem tudom vizsgalni, mert az égdfej magassaga a detektorban nem valtoztathat6, csak feltételezni
tudom, hogy az optimalisnal kisebb dramlasi sebességnél a hidridszallitas hatékonysaga csokken,
mig nagyobbnal a lang higul és a hidridek lokalis koncentracidja csokken ill. a megfigyelési

magassag kedvezébtlentil valtozik.

28. Abra Az argon térfogatiramdnak hatdsa a fluorescens jel nagysdgdra
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Ezutén a 2. mellékletben taldlhatéd 2. kdzleményben leirt médon meghatiroztam a szerves szelén
modosulatok hidridfejlesztési hatasfokat és azt kaptam, hogy a Se(VI) 92, a SeCys 25, a SeMet
18, a SeEt pedig 6 %-ban képez kozvetleniil hidridet. A folyadék-gaz szeparator és a detektor

kozott jelentds utat kell megtenni a képzett hidridnek egy szarit6 membranon keresztiil, hogy
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hidridképzés hevessége eredményeképpen le nem valasztott folyadékcseppecskék ne jussanak a

detektor langjaba.

29. Abra A cséhossz hatdsa a kozvetlen hidridfejlesztéssel képzett szelénhidridek fluorescens

jelének valtozasara a HPLC-HG-AF'S rendszerben

(*e)
120
100 +
80 - = ElSeCys
S 4 = M SeMet
a5 4 - £ SeEt
g f SelV
0 48 =

Mivel a szelénhidrid instabil vegyiilet, megvizsgaltam, hogy mekkora lehet a hidrid altal
maximalisan megtett ut Uigy, hogy a jelintenzitds ne csdkkenjen. A rendszerben 4 mm belsd
atmérdjli szilikon csovet hasznédltam a GLS és a detektor kozott, s mértem a négy specieszre
kapott jelintenzitast 0.5, 1, 3, 5, 7 és 10 méteres csO felhasznalasaval. A kapott eredményeket a
29. abra foglalja 6ssze. A 0.5 és az 1 m-es cs6 felhasznaldsaval ugyanazt az intenzitast kaptam, de
3 métertdl mar a specieszek kiillonb6zé mértékii intenzitascsokkenését észleltem. A SeEt 3
méternél, a SeMet pedig 7 métertdl mar nem érzékelhetd, mig a SeCys és a Se(IV) még 10
méternél is az eredeti koncentracid kozel 50%-at mutatja. Mivel a kiilonb6z6 szelén
specieszekbol képzddo hidridek szerkezete azonos, SeH, [151] és a fluorescens jel csokkenése
azoknal az specieszeknél (SeEt és SeMet) mutatkozott gyorsabbnak, melyek kisebb mértékben
Ossze. A jelenség oka pedig feltehetden a hidrid adszorpcidja a szilikoncsd falan ill. a szabadba
diffundalasa.

A cs6hosszlisag novelésével a kromatogramokon a csucsszélesedés €s retencios ido valtozas is
megfigyelhetd volt, igy a lehetd legrovidebb, 0.5 méteres cs6hosszusdg alkalmazdsa mellett
dontottem.

A optimalt kozvetlen hidridképzési paraméterekkel a 16. tablazatban bemutatott kimutatasi

hatarokat értem el, mely a HHPN alkalmazasaval kapott kimutatasi hatarokhoz képest 1ényeges

------
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30. dbra a HPLC-HG-AFS rendszerrel kapott kromatogramot mutatja a négy Se modosulat

crcr

kozvetlen hidridképzd képesség kiilonbségeit nem reprezentalja.

30. Abra A HPLC-HG-AFS rendszerrel kapott kromatogram a négy vizsgdlt Se specieszre

izokratikus elucioval

Seldet

jelintenzitas

5m nw 1500 00 Tair

31. Abra A HPLC-TO-UV-HG-AFS rendszer optimdlis felépitése

oszlop

—= ]
TO v
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_ NaBH4

A munka masodik részében az volt a célom, hogy egy eldredukcids 1épés beiktatasaval a szerves
szelén moddosulatokat 100 %-ban hidriddé alakitsam és az analitikai rendszert Se(VI)
meghatarozasara is alkalmassa tegyem. Ennek biztositasara tobb 1épés beiktatasa utdn a rendszer
teljes Ujraoptimalasara volt sziikség, mely a kovetkezd részekbdl allt. Meghataroztam a rendszer
optimalis felépitését; mely végiil az 31. abran bemutatott Osszeallitisban nytjtotta a legjobb
teljesitményt. Abban az esetben, ha az UV megeldzte a melegitdegységet, a szelenoaminosavak

fluoreszcens jelének intenzitdsa egyharmadara csokkent, mig a Se(VI)-ra ez nem volt hatdssal.
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32. Abra 4 melegitoegység homérsékletének hatasa a specieszek fluorescens intenzitisara
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Irodalmi adatokbol kiindulva tobb savat (H,SOs, HBr, HCI), savkeveréket kiilonbzo
koncentraciokban kiprobalva, 50 % v/v HCI- 5 % m/v KBr —ben éllapitottam meg az optimalis
redukaldszer Gsszetételét és 3 ml min”' —ben az 4ramlasi sebességét. Ezt annak a vizsgalata
kovette, hogy az UV-lampa elé beiktatott melegitdegység hdmérséklete milyen hatdssal van a
specieszek fluoreszcens jelére (32. dbra). Az optimalasi tartomany felsé hatarat a melegitéegység
teljesitmény maximuma hatarozta meg 200 °C-ban, és kompromisszumos optimumnak a 190 °C
—ot talaltam. Végiil, mivel a Se(VI) jelenléte miatt a HPLC-HG-AFS rendszerben alkalmazott
izokratikus elucioé nem volt tobbé megfeleld, gradiens eliicids program fejlesztésére volt sziikség,

melynek eredményét az * Anyag és modszer’ fejezet 9. tdblazata tartalmazza.

19. Tablazat A HPLC-HG-AFS és a HPLC-TO-UV-HG-AFS rendszer kimutatasi hatarai

Se mddosulat Kimutatasi hatar (ug L™)
HPLC-HG-AFS HPLC-TO-UV-HG-AFS

SeCys 18 0.3

SeMet 70 0.4

SeEt 96 0.7

Se(IV) 16 0.4

Se(VI) - 0.3

Mindezen paraméterek beallitdsa utan még az a probléma jelentkezett a rendszer folyamatos, tobb
oras hasznalatakor, hogy a hidridfejlesztési reakcio hevességének eredményeképpen a rendszerbe

épitett specidlis gazszaritd egység emelt ellenaramtl argonnal sem tudta a detektor fel¢ dramlo
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gazt vizmentesiteni, mely a mért jel/hattér viszony jelentds csokkenését eredményezte. Ennek
kikiiszobolésére az UV roncsold utan és a NaBHy rendszerbe vezetése elott egy 0°C-os
hiitéegységet alkalmaztam, mely a tapasztalat szerint nagy mértékben csokkentette a rendszer
zajat.

A rendszer kimutatasi hatdrait az 6t szelén specieszre a 19. tdblazat tartalmazza a HPLC-
kozvetlen HG-AFS rendszer kimutatasi hatdraival 6sszehasonlitva.Az 6t vizsgalt Se speciesz

HPLC-TO-UV-HG-AFS rendszerrel kapott kromatogramja pedig a 33. abran lathato.

33. Abra A HPLC-TO-UV-HG-AFS rendszerrel kapott kromatogram az 6t vizsgdlt Se speciesz
10 ug L'I-jdndl (SeEt— 15 ug L), gradiens elucioval

g —_
ﬁd (perc) - i 1

A szelén hidridképzése kémiailag egyszeriibb reakcid, mint a tetra-alkilboratokkal és a Grignard-
reagensekkel val6 alkilalas, mely az 6n ill. higany modosulatokat gdzkromatografias elvalasztasra
alkalmassa teszi. A szelén modosulatok derivatizalasat a HPLC-AFS folyamatos rendszerben az
neheziti, hogy zart rendszerben kell mind a kozvetlen, mind a preredukciot alkalmazo
hidridképzést megoldani gy, hogy se az elvélasztas, se a detektalds mindségét ne befolyasolja
kedvezétleniil. Az optimalasi tartomany minden paraméter esetén sziik, melyet a meghatarozando
specieszek szaman kiviil a rendszer zart jellege hatdroz meg. A HPLC-HG-AFS rendszernek
nagy eldénye, hogy a szerves szelén modosulatok azon tulajdonsagat hasznalja ki, hogy kozvetlen
hidridképzésre is alkalmasak. igy elkeriili a eléredukciéval jaré vegyszerek hasznalatat, a veliik
jaré extra szennyezés veszélyét, az elemzés idejének novekedését és azt, hogy az eléredukcidval
a rendszer bonyolultabba valik és még tobb paraméter kézbentartdsat koveteli meg. Ezzel
szemben a HPLC-TO-UV-HG-AFS rendszer, melynek optimaldsa hosszadalmas és miikddtetése
a sok kézben tartandd paraméter miatt kiilonleges hozzaértést és figyelmet igényel,
nagysagrendekkel megndveli a rendszer kimutatdsi képességét mind a szeleno-aminosavakra,

mind a Se(IV)-re és a Se(VI) meghatarozasara is alkalmassa teszi.
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Tehat 6sszefoglaléan megallapithato, hogy a szelén modosulatok elvalasztas utani derivatizalasa,
bar folyamatos specidcios rendszerben sok paraméter kompromisszumos optimalasat
megkoveteld feladat, mar kozvetleniil is jelentdsen noveli a moddszer érzékenységét és

eléredukci6 beiktatdsaval a meghatarozhat6 specieszek szama is novekszik.

6.7 Detektalas

Speciacios feladataimban atomflourescens és tomegspektrometrids detektalast alkalmaztam, az
AFS detektort folyadékkromatografiaval, az MS detektort gdzkromatografiaval kapcsolva. Mig a
vajtkatod lampaval iizemelé AFS nagyon érzékeny, hidridfejlesztéssel kiilondsen jo kimutatasi
hatarokat biztositdo, de mas mintabeviteli egységekkel is alkalmazhato detektdldsi modszer,
egyidejlileg csak egy elem specieszeinek meghatarozasara alkalmas, a GC-MS rendszerrel
elméletileg tobb elem specieszeinek meghatarozasa is lehetséges, de legnagyobb eldnye, hogy

szerkezetazonositassal ismeretlen modosulatok azonositasat is lehet6vé teszi.

Az elsO példaval azt szemléltetem, hogy kromatografiaval kapcsolt speciacids rendszerekben az

elemspecifikus detektalas alkalmazdsa nem feltétleniil jelenti azt, hogy minden megjelend csucs a

vizsgalt elem egy specieszének felel meg.

A HPLC-HHPN-AFS rendszert alkalmazva tobb esetben szembesiiltem olyan cstcsok
megjelenésével a kromatogramokon, melyeket nem tudtam azonositani. Abban az esetben, ha
nem 4all rendelkezésre szerkezetazonositasra alkalmas, illetve legalabb egy kiilonb6zd elven
mikodé detektor, mely bizonyithatnd, hogy valdjadban a vizsgalt elem egy specieszének
megjelenésérdl van szo, vagy egy alternativ kromatografias technika, mely egy alkoto jelenlétét
alatamaszthatna, akkor konnyen juthatunk téves kovetkeztetésekhez.

A 34. abran szelénnel dusitott gomba minta HPLC-HHPN-AFS rendszerrel spikolas el6tti (felso)
¢és spikolas utan (als6) kapott kromatogramja lathat6. A fels6 kromatogramon két azonositatlan
cstics lathatd, melybdl a masodik szerkezetazonositds nélkiil és spikolas eldtt Se(VI)-nak
feltételezhetd, melynek matrixhatas miatt megvaltozott a retencios ideje. A cstcs a SeCys-SeEt-
Se(IV)-Se(VI) multispeciesz standarddel ‘adalékolt’ minta kromatogramjan is jelen van é&s
intenzitdsa a higitassal jar6 térfogatvaltozas aranyadban csokkent. Az irodalom ezzel a
kromatografids technikdval, a kisérletek idejében nem adott olyan komponens megjelenésérdl

bizonysagot, melynek azonositasara standarddel rendelkeztiink volna.
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34. Abra Szelénnel diisitott gomba minta kromatogramja spikolds eldtt és utdn

S/B rato

e e

5.00 10.00 15.00 20.00 mnin

fgy annak ellenére, hogy az AFS elemszelektiv detektalds, azt feltételezem, hogy a matrixbol a
nem tokéletes deszolvatalas eredményeképpen langba jutott molekuldk adnak fluorescens jelet a
HPLC-HHPN-AFS miiszerkombinacioban.A feltételezést ugy ellendriztem, hogy a Se-nel
dusitott gomba ugyanazt az extraktumat a porlasztoval lizemeld rendszer mellett a teljes
faziselvalasztast biztosité mintabeviteli technika, a hidridfejlesztés alkalmazasaval is megmértem.
A 35. és 36. abran a szelénnel dusitott gombaminta vizes extraktumara, a HPLC-HHPN-AFS ¢és a
HPLC-HG-AFS technikakkal kapott kromatogramok lathatok.

35. Abra A gomba minta vizes extraktumdra, a HPLC-HHPN-AFS rendszerrel kapott

kromatogram

SeCys

SeV)

?

US|

5.00 10.00 1500 2000 1in
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36. Abra A gomba minta vizes extraktumdra, a HPLC-HG-AF'S rendszerrel kapott kromatogram

Se(Iv)

" SeCys

500 10m 1500 1m

A 35. abra kromatogramjan ugyanaz a 9.5 percnél megjelend kis jel és a 15 percnél megjelend
csucs lathatd, mely a 34. dbra mindkét kromatogramjan jelen van. Ezenkiviil a 13. percnél is
megjelent egy, a rendelkezésre 4ll6 standardekkel szelén speciesznek nem azonosithatd cstics. A
36. abran a hidridfejlesztéssel kapott kromatogram lathatd, ahol ezek az azonosithatatlan csticsok
mar nem észlelhetok. Ez alatamasztja a feltételezést, hogy a csticsokat nem egy ismeretlen
speciesz megjelenése okozta, hanem a porlasztassal jaro hattérjel €s bizonyitja a hidridfejlesztés,

tehat a teljes faziselvalasztas eldnyeit a porlasztassal szemben az AFS-el kapcsolt rendszerekben.

A masodik példaval az egyelemes AFS detektor tobbelemes rendszerben valé alkalmazhatosagat

mutatni be. A feladatot ugy oldottam meg, hogy két AFS detektort kotottem parhuzamosan egy
T-elagazas segitségével a mintabeviteli egység utan és igy az As és Se specieszek szimultan
meghatarozasara alkalmas HPLC-HG-(AFS); rendszert kaptam.

A két detektor hasznalataval a rendszerbe vezetett argonaram és a fejlédd hidridmennyiség
kétfelé oszlik, minek eredményeképpen az érzékenység csokken, csak a 100%-0s mintabeviteli
hatasfokot ¢€s teljes faziselvalasztast eredményez0 hidridfejlesztéssel egyiitt alkalmas természetes
rendszer jellege megkdveteli az elvalasztasi, a hidridfejlesztési paraméterek és a gazaramok
ujraoptimalasat, mely azzal, hogy két elem specieszeinek meghatarozasat tiiztem ki célul, még

nagyobb kompromisszumokat kdvetelt, mint az egyelemes rendszerek fejlesztése.
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37. Abra A HPLC-HG-(AFS); rendszerrel kapott szimultan kromatogram négy As és négy Se

specieszre
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38. Abra A multielemes specidcios rendszerrel mért osztriga minta As-Se szimultin

kromatogramja
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A 38. abra a multielemes speciacios rendszerrel mért spikolt osztriga minta As-Se szimultan
kromatogramjat mutatja, melyet egy EU projekt keretében vizsgaltam. A kromatogram

bizonyitja, hogy a rendszer alkalmas bizonyos természetes mintak speciacios elemzésére.
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Ezenkiviil a két parhuzamosan kotott AFS detektor multielemes detektor alkalmazasa megfeleld
eldkisérlet sorozatot alkotott a valodi multielemes - multielemes detektort alkalmazo (ICP-AES,
ICP-MS) - speciacios rendszerek fejlesztéséhez is.

Mara mar megbizonyosodhattunk arr6l, hogy a szimultin multielemes speciacids elemzések
legnehezebben megoldhatd része nem a detektdlds, az elvalasztastechnika és a speciacios
rendszer egyes Iépéseiben a miikddési paraméterek dsszehangolasa, hanem a mintaeldkészités.
Ma még az egy elem modosulatainak nagy hatékonysagu €s eredeti allapotban vald extrakcidja is
sok megvalaszolatlan kérdést hordoz magéban.

Osszefoglaléan megallapithatd, hogy az elemspecifikus AFS detektort alkalmazé speciacios
rendszerekben is szdmolni kell a nem a vizsgalt elem specieszei altal okozott jelekkel, melyek
azonositadsara szerkezetazonositasra alkalmas vagy mas elven miikodé detektor hianyaban
alternativ, faziselvalasztast biztositd mintabeviteli egység alkalmazasa javasolt. Annak ellenére,
hogy az AFS detektalas egyelemes technika, két detektor parhuzamosan kapcsolasaval két elem

rrrrrr

természetes mintak elemzését is lehetové teszik.

6.8 Kalibracio

A speciacios analitika mai napig nagy kérdése a kalibracio. Szdmos kisérlettel és javaslattal
talalkozunk az irodalomban, melyek koziil mindnek vannak elényei és hatranyai is. Altalanos
tapasztalat az, hogy a kalibracios modszerek megfeleldsége nem abszolut jellemzd, hanem
mintanként, modszerenként és technikanként valtozik. Munkamban tobb kiilonb6zo kalibacios
modszert alkalmaztam a speciacidés eredmények kvantifikalasara, melyek koziil néhany példat
mutatok be azok elényeinek és hatranyainak részletezésével.

A hagyomanyos kalibracié a mennyiségi meghatarozas legkézenfekvobb maddja, de alkalmazasa
bonyolultabb matrixok €s bizonyos technikak esetén a mintamatrix ill. a mintaelokészités hatasa

miatt jelentds hibatényezd.

A vizmintak, kiilonésen a nem szennyezett természetes vizmintak, a speciacids analitikdban
egyszerii matrixként kezelhetok. Szervesanyag tartalmuk a biologia és kornyezeti mintakénak
csak toredéke, s mivel mintaelokészitést nem igényelnek, elemzésiiknél a mintaeldkészitéshez
hasznalt vegyszerek hatasaval sem kell szamolni. Ezért a ‘Mintavétel, minta tartositasa és
tarolasa’ fejezetben mar emlitett alfoldi természetes vizek As(II) és As(V) tartalmanak

meghatarozashoz, melyet az EU hatarértékeket kielégitd arzénmentesitési technologia
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kidolgozasanak részeként végeztem, a legegyszeriibb kvantifikalasi modszer, a hagyomanyos

kalibracid alkalmazasa mellett dontottem.

Mivel vizmintdk szervetlen As speciesz meghatirozasanak mindségbiztositasara hiteles
anyagminta a kereskedelemben nem kaphatod, a kalibracidé alkalmazhatdsdgarol méas modon
kellett bizonyosodnom. Az As(IIl) és As(V) koncentraciokat HPLC-HG-AFS rendszerrel,
hagyomanyos kalibracioval hatdroztam meg mennyiségileg (20. tablazat 2., 3. oszlop), majd a
GF-AAS-val hatdroztam meg (20. tdblazat 5., 6. oszlop). Ezutan a speciacioval kapott As(III) és
As(V) adatokkal ¢és a fiiggetlen technikdkkal kapott Osszkoncentracidkkal, tomegmérleget
alkottam. A tablazat 4., 5. és 6. oszlopaban szereplé adatokat dsszehasonlitva lathatjuk, hogy a
két speciesz Gsszege a szordsjellegli kiillonbségektdl eltekintve megegyezik mindkét technikéaval
kapott Osszkoncentracid eredményekkel. Ez bizonyitja, hogy a két speciesz hagyomanyos
kalibracioval kapott értéke helytalldo és elmondhatd, hogy a kisérletsorozatban szerepld alfoldi
természetes vizek As(II) és As(V) tartalmdnak meghatirozasara megfelel az egyszerlien

kivitelezhetd hagyomdnyos kalibracio.

20. Tablazat A természetes vizmintak As(Ill) és As(V) tartalma és azok dsszege két fiiggetelen
techikaval kapott X' As koncentracioval osszehasonlitva. A érték 3 ismétlésbol szamolt

atlagértékek 5-8% RSD értékkel minden esetben

Minta As(II)*  As(V)*  As(I+As(Y) 3 As** 3 Agh¥*

1. 165 125 280 286 285
2. 14 75 89 92 92
3. <D.L. 32 32 30 30
4. 28 18 46 44 42
S. <D.L. 42 42 40 43
6. <D.L. 27 27 27 25
7. <D.L. 59 59 59 60
8. 11 16 27 27 25
9. 10 16 26 27 25
10. <D.L. 24 24 22 23
11. <D.L. 65 65 63 65
12. 43 11 54 54 55
13. 33 24 57 56 54

Az eredmények pg L'-ben vannak kifejezve.
*A HPLC-HG-AFS rendszerrel kapott speciacids eredmények; **HG-AFS technikaval kapott 6ssz As koncentraciok

a mintak savas roncsolasa utan; ***GF-AAS technikéval kapott 6ssz As
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A masodik példaval a moédositatlan kalibraldsor és a belsd standard egyiittes alkalmazasanak

eldnyeit szemléltetem a ‘Részminta vétele’ részben mar emlitett szardiniai kagylomintik
metilhigany tartalmanak meghatarozasaval.

A mintdk el6készitése az ‘Anyag és modszer’ részben leirtak szerint tortént gy, hogy a
moddszerben belsé standardként szerepld etilhigany-kloridot meghatarozott mennyiségben az
acetonos és toluolos tisztitds utan és a sésavas feltaras el6tt adagoltam a szilard mintahoz. Igy a
belsd standard mennyiségében fellépd veszteséggekkel nyomonkdvethetdek a mintaelOkészités
soran fellépd veszteségek.

Az etilhigany bels6 standardnek valo alkalmassagat a metilhiganyhoz hasonlé karaktere igazolja.
Az esetleges veszteségek abbol eredd kiilonbségeit, hogy a metilhigany a minta szerves része,
mig az etilhigany oldatként hozzaadott fliiggetlen komponens, igy sem lehet nyomon kodvetni a
mintael6készités soran.

A derivatizalatlan metilhigany-klorid és a mintaknal is alkalmazott etilhigany-klorid mennyiség
egyiittes derivatizalasaval kapott kalibralosor pedig a derivatizacids veszteségekrol ad szamot. A
kalibracios gorbét a mérendd komponens €s a belsé standard hanyadosaibol szamoljuk, s mivel a
mintdban és a kalibralosorban ugyanabban a koncentracioban van jelen a belsd standard, igy a
standard intenzitdsdnak hanyadosat hasznaljuk.

A hanyados hasznalataval az analitikai késziilék intenzitasdnak azon valtozasa ill. ingadozésa is
kikiiszobolhetd, mely egy, akdr 30-40 mintdbol 4all6 sorozat elemzése alatt a késziilék
melegedésével, stabilizdlodasaval gyakran fellép. A 21. tablazat egy MeHg kalibracios sor ot
parhuzamos elemzésének 1., 3. és 5. ismétlésének eredményét tartalmazza. Lathato, hogy a 3.
parhuzamos eredménye az ~60%-kal nagyobb, mint a 1. parhuzamosé mind a MeHg, mind az
EtHg intenzitést tekintve. Az 5. eredmény pedig tovabbi ~15%-kal emelkedik a 3.-hoz képest.

A MeHg/EtHg hanyadosok szorasjellegi kiilonbségektdl eltekintve mind a hérom sorozatban
megegyeznek. Ez bizonyitja, hogy a hdnyadosok hasznélata kikiiszoboli a késziilék tobb oras
hasznalata alatt fellép6 drift jellegli kiilonbségeket. Ha belso standard hasznalata nélkiil végeztem
volna a kagylomintdk MeHg tartalménak meghatarozasat, akkor a sokszor tobbords automata
mintavevo sorozat alatt bekovetkezd intenzitdsvaltozast nem tudtam volna nyomonkdvetni és az
eredmények kiértékelésénél akar 30-40%-ot is tévedhettem volna.

A belsd standard haszndlata az automata mintavevd bizonytalansdgabol eredd kiilonbség
kikiiszobolését is megoldja. A kalibralosor 1. mérését bemutatd tdblazatban lathato, hogy a 200
ng L' MeHg esetén mind a MeHg, mind az EtHg érték 20%-kal kisebb, mint az ugyanarra a
koncentraciora vonatkozo érték a tobbi ismétlésnél, mig a MeHg/EtHg hanyados megegyezik a

t5bbi ismétlés sorozatban a 200 pg L' MeHg-hoz tartozd hanyadossal. Ez azt jelenti, hogy a
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kiilonbség injektalasi hibabol ered és a belsd standard, ill. a belsé standarddel képzett hanyados

hasznalata az ebbdl eredd differenciak kikiiszobolésére is alkalmas.

21. Tablazat Ot parhuzamos MeHg kalibraciobol az 1., III. és V. beiitésszamban kifejezve; belsé
standard: 200 ug L' EtHg

L.

MeHg EtHg MeHg/EtHg
10 7020 20200 0,348
50 18596 20544 0,905
200 84763 17038 4,975
400 165954 21002 7,902
800 325109 20876 15,57
II1.

MeHg EtHg MeHg/EtHg
10 11132 31611 0,352
50 29337 32173 0,912
200 155412 31296 4,966
400 250867 31718 7,909
800 498589 32224 15,47
V.

MeHg EtHg MeHg/EtHg
10 12715 36577 0,348
50 32630 35908 0,909
200 182125 36677 4,966
400 292065 37001 7,893
800 574545 37149 15,47

A belso standard fontossagat a mintaeldkészités soran fellépd veszteségek nyomonkovetésében a
kagylomintak elOkészitésénél a kovetkezOképpen tapasztaltam. A MeHg tartalom kvantifikalasra
szolgéldo mintael6készités bonyolult, szamos 1épésbdl allo folyamat, melyet az ‘Anyag és
modszer’ fejezet részletez, és melyek sordn a mérendd veszteségével az alabbi okok miatt kell
szamolni. Jelentds veszteség feltételezhetd elsdésorban amiatt, hogy a szilard minta megkot a
roncsolast szolgadlo sdsavoldatbdl, melyet tobblépcsds centrifugalassal sem lehetséges tokéletesen
elvalasztani. Feltehetden a térfogatveszteséggel aranyos mérenddt tart magdban. Ezen kiviil a
szerves ¢€s vizes fazis elvalasztasa sem oldhaté meg tokéletesen. A toluolos extrakcional olyan
faziselvalasztasi nehézségek 1épnek fel, melyet a minta zsirtartalmanak felhabzéasa okoz, s mely

az oldoszer akar 25%-t is tartalmazhatja. Ha a belso standard a mintael0készités elején a mintdba
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keriil, a veszteségek a MeHg veszteségekkel aranyosak lesznek, igy a MeHg/EtHg hanyadossal a
kvantifikdlasnal ennek hatasa kikiiszobolhetd. Ha egy mintat harom parhuzamos vizsgalati
mintarészlet elemzésével jellemziink, melyeknél nem tudjuk egyenlé mértékben megoldani a
fazisok szeparalasat, csak a MeHg-t koncentraciot tekintve, belsd standard hasznalata nélkiil
nagyon kiilonb6z6 eredményeket is kaphatunk. Ez az eredmények nagy szorasdhoz vezet. A belsd
standard alkalmazaséaval ezeket a kiilonbségeket nyomon kdvetjiik, normaljuk.

Tehét a derivatizdlatlan mérend6bdl és allandd6 mennyiségli derivatizalatlan belsé standardbdl
készitett kalibralosor mintakkal egyiittes végzett derivatizalasa a szarmazékképzési 1épés hibait
koveti nyomon, €s a kvantifikalast tekintve kiegyenliti, mig a belsé standard hasznalata a teljes
analitikai folyamat veszteségeivel szdmol a mintaelokészités elsd 1épésétdl a detektalasig. A kettd

egylittes alkalmazasa az analitikai folyamat és a kvantifikalas mindségét is biztositja

A harmadik példaval a belsd kalibracié — a standard addici6 — alkalmazasat mutatom be egy

hitelesitési gyakorlat keretében mért osztriga minta arzenobetén tartalmanak meghatdrozasara. A

feladatban a BCR ¢és a projekt standard addiciora vonatkoz6 szigorii szabdlyait kovettem. A

crer

addicios pontbol épitettem fel, az eredeti koncentracié egyszeres, kétszeres és négyszeres
mennyiségének adagolasaval. A minta AsBet koncentracigjat az ily modon kapott kalibracios

gorbe ¢€s az Y-tengely metszéspontja adta meg.
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A 39. abra a hitelesitési gyakorlatban kapott extrakcidés hatasfokkal korrigalt AsBet
koncentraciokat mutatja be szarazanyagtartalomra megadva. A ‘09’ szam jelzi a sajat
eredményeket. Megéllapithatd, hogy a standard addiciéval meghatirozott koncentracio jol
egybevag a hitelesitési gyakorlatban résztvevd tobbi laboratérium eredményének atlagaval. A
kiértékelés joval a mérés kivitelezése utan tortént, mely a hitelesitési gyakorlatban valo részvétel,
mint mindségbiztositasi eszkdéz jelentds hatranya. Ha specidcios méréseknél nem all
rendelkezésre bizonylatolt anyagminta, a hozzéértd laboratériumok eredményeivel valo
Osszehasonlitds az egyik legjobb mindségbiztositasi megoldas.

A harom példa szemlélteti, hogy a kalibraciok alkalmazhatosagat elsdsorban a minta, az analitikai
modszer ¢és a feladat hatdrozza meg. A vizmintdk egyszeri matrixa lehetové teszi a legegyszeriibb
kalibracios technika, a hagyomdnyos kalibraci6 alkalmazdsit. Azonban a mérendd mintdk
matrixanak megfelel6 CRM hidnyaban az eredmények mindségbiztositasara fliggetlen technikak
¢s anyagmérleg alkalmazasat talaltam megfelelonek, mely jelentdsen megnoveli a technika
munkaigényét. A kagylomintdk MeHg tartalmanak GC-MS-val val6 meghatarozdsara a
hagyomanyos kalibracié a mintael6készités sordn fellépd veszteségek miatt nem alkalmazhato, de
belsd standard és modositatlan kalibralosor egyiittes alkalmazéasaval a teljes analitikai folyamat
kézben tarthat6. Az osztrigamintadk AsBet tartalmanak mennyiségi meghatarozasara alkalmazott
standard addicids technika a matrix figyelembevétele miatt a legmegbizhatobb technika a harom
példa koziil, de ez a legjobban munka- ¢s iddigényes megoldas is. A hitelesitési gyakorlat eldirja
hasznalatat, de rutin mintdk sorozatanak elemzésénél a munkaigényesség miatt nem javasolt az
alkalmazasa.

Osszefoglaloan tehat elmondhato, hogy a speciacids analitika eredményeinek szamszer(isitésére
szamos kalibraciés technika &ll rendelkezésre, melyek alkalmazhatésaga minden esetben
feladatfliggd — a minta matrixa, a mintadk szdma és haszndland6 analitikai modszer hatarozza

meg.

6.9 A speciacios analitika mindségbiztositasa

Az specidcios analitika altalanos lépéseit, a lépések soran felmeriildé nehézségeket és azok
lehetséges megoldasait a az‘lrodalmi eldzmények’ fejezet részletezi. Az ‘Eredmények’el6zo
részeiben pedig példakkal mutattam be, hogy munkam soran a specidcio egyes lépéseit tekintve
milyen formaban talalkoztam ezekkel a nehézségekkel és milyen megolddsokat alkalmaztam
annak érdekében, hogy a speciacids informacié megbizhatd legyen. A példak részletezése soran

bebizonyosodott, hogy bar a speciacidé minden Iépésében vannak kritikus pontok, melyeket

107



kiilon-kiilon kell kézben tartani, a technikdk sorozatat alkalmazé speciaciés modszerek esetén a
1épések olymddon valé mitkodésének a megoldasa a cél, hogy a vizsgalt mintat jellemzo
speciaciés informacié az utolsé lépésig eredeti formajaban megmaradjon. Uj moédszerek
bevezetése esetén ez validalassal biztosithatd, melyre a megfeleld bizonylatolt referenciaminta
hasznalata alkalmas. Mar bevezetett modszerek teljesitményének folyamatos ellendrzésére RM
ill. CRM rendszeres hasznalata javasolt, ha a meghatarozand6 mddosulatokra a kereskedelemben
elérthetd, és a rendszeresen elemzett referenciamintaval kapott eredményekkel kontrollkéartya
készithetd.

A BCR harom Iépéses szekvencialis extrakcio idétakarékos valtozatainak fejlesztése szemlélteti
az RM ¢és CRM szerepét, 1j modszer fejlesztésekor. A klasszikus BCR 3-1épéses procedura
megfeleld kivitelezésérdl a BCR 601 CRM elemzésével bizonyosodtam meg — az igy elért
eredmények jol megegyeztek a bizonylatolt értékekkel. Ezutdn klasszikus procediraval
meghatdroztam az RM S7-re vonatkozo értékeket (melyek egyeztek a korelemzésben
meghatarozott indikativ értékekkel), és ezeket az értékeket allitottam az optimalas célértékeiként.
Majd az ultrahangos razogépet és a mikrohulldmu roncsolot alkalmazo iddtakarékos verziokat a
korelemzés keretében meghatirozott indikativ értékekkel rendelkezé referencia mintan
optimaltam ¢és az optimalis paraméterseregeket a célértékekkel vald megegyezés alapjan
valasztottam ki, statisztikai kiértékelés segitségével. Végiil a statisztikai kiértékelés
eredményeképp kivalasztott két alternativ procedurat BCR 601 CRM-re is alkalmaztam ¢és a
kapott eredményeket Osszehasonlitottam a klasszikus procedira CRM-an kapott eredményeivel
¢s ennek alapjan vontam le az 1j modszerek alkalmazhatosagara vonatkozd kovetkeztetéseket.
Mig az ultrahangos procedura eredményei egyeztek a bizonylatolt eredményekkel, a
mikrohulldma roncsol6 alkalmazéaskor tobb eredmény a bizonylatolt értékektdl statisztikailag
eltérd volt. Ennek ellenére, az extrakcio iddigényének jelentds csokkenését figyelembe véve, a
mikrohulldmu verzié alkalmazasa is javasolhaté a kornyezeti fémterhelés gyors és megbizhato
ellendrzésére, melynek eredményét sziikség esetén a klasszikus procedura alkalmazaséaval lehet
kiegésziteni.

A CRM-ek szerepét a kontrollkartydk készitésében, tehat a mar bevezetett specidciés modszerek
teljesitményének folyamatos ellendrzésében az alabbi két példan mutatom be.

A szardiniai kagylomintak MeHg elemzésének mindségbiztositasat a kdvetkezOképpen végeztem.
A BCR 710 jelti metilhigany tartalomra bizonylatolt osztriga CRM el6z6 méréssorozatban kapott
9 eredménye alapjan meghatdroztam a kdzépértéket, mely kijeldlte a kontrollkartya kozépvonalat
(x), a 9 mérési eredmény szordsa megadta a o-nak megfeleld értéket, melynek segitségével
kijeloltem a figyelmeztetd és beavatkozasi hatart az x-t6l £20 és +30 tavolsagra. A kagylomintak

mérési sorozatanak elején a CRM két parhuzamos elemzésének eredménye kijelolte a
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kontrollkartya elsé két pontjat, majd naponta a CRM egy bemérési mintarészletét elemeztem egy
kagylominta harom parhuzamos bemérési mintarészletével. A CRM-val kapott eredményeket

felvezettem a kontrol kartyara.

40. Abra A MeHg meghatdrozds hibdt jelzé kontrollkdrtydja. A piros pontok a korrigdlatlan

koncentrdciokat, mig a kék pontok a kinyerési hatasfokkal korrigalt értékeket mutatjak
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hatasfokkal korrigalt értékeket mutatjadk. A kartydn megfigyelhetd a mért értékek csokkend
tendenciaja, mely ugyanugy felhivja a figyelmet egy hibéra, mint az, hogy harom egymast kovetd
érték a figyelmeztetd zonaba esik a figyelmeztetd és beavatkozédsi hatar kozé, majd mar a
beavatkozasi hataron kiviil. A harom egymast kovetd, figyelmeztetd zondba esé eredmény utan a
kagylomintak elemzését leallitottam. A hibaforras felderitésének érdekében a CRM-et tovabbi
harom fiiggetlen ismétlésben elemeztem, kiillonosen figyelmet forditva a mintaelkészitésre €s a
GC-MS késziilék kalibralasara. Ez a harom eredmény a beavatkozasi hataron kiviil esett, mely a
kontrolkartydk alkalmazési szabdlyai szerint minden esetben a mérési folyamat haladéktalan
leallitasara és korrigalasara szolit fel.

Az MeHg meghatarozasara alkalmazott analitikai folyamat minden 1épésének ellendrzése utan,

mely a mintael6készitést, standard készitést és a GC-MS késziilék miikodésének kivizsgalasat és
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az adatkiértékelést is magaban foglalta, a hiba egyetlen lehetséges forrasanak a NaBPhy
derivatizaloszer lejart szavatossagat talaltam. A feltételezést bizonyitotta, hogy 1) {liveg
bontasaval az eredmények javultak és ahogy a 41. dbra mutatja, a CRM elemzési eredményei jra
a kontrollzonaba estek. Ez a folyamat kézben tartottsagat bizonyitotta és amely igy is maradt a

kagylomintak elemzésének végéig.

41. Abra A4 kagylé minta MeHg meghatdrozdsdanak a hiba felderitése utani kontrollkértydja
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A kagylomintak butilon-tartalom meghatarozasanak mindségbiztositasara a bizonylatolt TBT,
DBT ¢és MBT koncentracidval rendelkezé6 CRM 477-et hasznaltam és mindharom komponensre
kontrolkartyat vezettem. A kozépértékeket, a figyelmeztetd ¢és beavatkozasi hatarokat
meghataroz6 & értékeket a CRM négy napon kapott dsszesen 12 eredményébdl szamoltam. A
mintael6készités bonyolultsdga és iddigénye miatt minden mintat két bemérési mintarészlettel
jellemeztem, és egy nap egy mintat készitettem eld — egyik nap egy vakkal, a masik nap egy

CRM mintarészlettel parhuzamosan. Az utdbbi eredményeit felvezettem a kontrollkartyara.

42. Abra A kagyloelemzés kontrolkdrtydi TBT, DBT és MBT tartalomra
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A 42. abra a harom komponens, a TBT, DBT és MBT, kontrollkartyajat mutatja be. Mindhadrom
kartya az alkalmazott analitikai folyamat kézbentartottsdgat bizonyitja. Az eredmények minden
esetben a kontrollzondba esnek és nem mutatnak olyan jellemzd eltérést, melyek beavatkozést
igényld jelenségre hivjak fel a figyelmet.

A butilon-tartalom meghatarozasa mindségbiztositasi szempontbdl egy dsszetettebb feladat, mint
a metilhigany meghatarozas, mert itt h&rom komponens értékeinek folyamatos megfigyelésére
van sziikség. A kontrollkartyak altalanos kiértékelési szabalyai meghatarozzak, hogy az
eredmények bizonyos elrendezésben valé megjelenése a folyamat milyen irdnyu modosuldsara

ill. hibajara hivjak fel a figyelmet. Ezek a szabalyok azonban egy komponens megfigyelésére
vannak kidolgozva. Kérdéses, hogy a szabalyok hogyan modosulnak azokban az esetekben,
amikor a harom kontrollkartya, tehat harom komponens megfigyelése egyiittesen jellemzi a

folyamat kézbentartottsagat.
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7. OSSZEFOGLALAS

Kutatdsi munkam sordn speciacids rendszereket és modszereket fejlesztettem ¢és kidolgoztam a

moddszerek minta-specifikus és 1épésenkénti mindségbiztositasat.

Kisérleti eredményeim harom f6 részre oszthatok:

1.

Arzén ¢és szelén specieszek meghatdrozasara szamos mérdrendszert fejlesztettem nagy
hatékonysagi folyadékkromatografia ¢és atomfluoreszcens detektor felhasznaldsaval a
meghatdrozand6 specieszek, a mintdk ¢és a kimutatandd speciesz koncentraciok
figgvényében. A rendszer- €s modszervaltozatok specidcios feladatra vald alkalmassagat
mintak elemzésével bizonyitottam.

BCR héarom-Iépéses szekvencidlis extrakcid jelentdsen roviditett valtozatait ultrahangos és
mikrohulldmu technika felhasznéalasaval. Az alternativ extrakciés megoldasok teljesitményét
a modszer-specifikus BCR 601 CRM-val jellemeztem, és az eredmények statisztikai
kiértékelése utdn megallapitottam, hogy a kidolgozott moddszerek a rutin analitikdban
alkalmazhatok.

Modszert fejlesztettem bioldgiai mintak metilhigany tartalmanak extrakciojara és GC-MS
meghatdrozasara, s megoldottam a modszer rutinszerli hasznalatanak mindségbiztositasat.
Egy biologiai mintdk szerves on tartalmédnak meghatarozasara validalt moddszer

teljesitményvizsgalatat végeztem el kontrollkartydk alkalmazéasaval.

Megoldottam speciacidos feladataim Iépésenkénti mindségbiztositasat ¢és a kovetkezOket

allapitottam meg:

Az elemrdl elemre ¢€s specieszrdl specieszre valtozd mobilitds, biologiai elérhetdség ¢€s
beépiilési mechanizmus miatt, a specidcios elemzések elemspecifikus tervezést igényelnek.

A specieszek eredeti allapotban vald megtartasa a mintdk egyedi tartositdsi és tarolasi
paramétereinek meghatarozasat koveteli meg. A tarolasi paraméterek hatasara bekdvetkezd
valtozasok felmérésével és a megallapitdsokhoz vald igazodassal ill. a mintdk mieldbbi
elemzésével a specieszek eredeti dllapota megorizhetd.

A homogenizalds modja és mértéke jelentdsen befolyasolja a speciacios mérések
megbizhatosagat. Az almintdk egyiittes homogenizaldsa - a speciesz analitikdban is - a
kornyezetre vonatkozo informécid veszteségéhez vezethet.

A BCR harom-lépéses szekvencidlis extrakcid alternativ valtozatainak fejlesztésekor
kiértékeltem a pontossagot és megbizhatosagot befolyasold paramétereket.

A statikus speciacional alkalmazott extrakcids modszerek alapjaiban hatidrozzdk meg a

valasztott elvalasztastechnika optimalis paramétereit ¢és korlatait. Ha az extrakcids
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paraméterek valtoztatdsa mar a mennyiségi meghatarozas mindségét befolyasolnd, akkor az
elvalasztasi paraméterek adott feladatra valdé modositasat kell alternativ megoldasként
szdmitasba venni. A vizsgalt minta jellege és speciesz koncentridcidja nagymértékben
meghatdrozza az extrakcios technikék alkalmassagat.

- A speciacioban leggyakrabban jelentkezé kromatografias problémara - specieszazonositas és
csucstisztasag -, szerkezetazonositasra alkalmas detektalas és megfelel6 CRM hianyéaban a
spikolds moédszere és két kiilonbozd elven milkddé kromatografia egylittes alkalmazasa
megbizhatd mindségbiztositasi alternativat nydjt szamos minta esetén. Az olyan Osszetett
rendszerekben, mint a HPLC-HHPN/USN-AFS ¢és a HPLC-TO-UV-HG-AFS, a
kromatogramok kiértékelési problémainak (alapvonal emelkedés, hattérjelek) nem minden
esetben kromatografidas okai vannak, az elvéalasztas eldtti 1épések is befolyasoljak a
kromatogram mindségét.

- A folyamatos specidcios mérérendszerekben az elvélasztds utani derivatizalds rendszerbe
illesztése bonyolult, és sok paraméter kompromisszumos optimaldsat igényld feladat. A
szerves szelén modosulatok kozvetlenil is képeznek hidridet. A HPLC-HG-AFS rendszer a
specieszek ezen jellemzdjét hasznalja ki. Eléredukcids 1épés alkalmazéasaval a specidciods
mérdrendszer ugyan bonyolultabba valik és még tobb paraméter kézbentartasat igényli, mint
a kozvetlen hidridképzés, azonban jelentésen noveli a modszer érzékenységét és a hidridet
nem képzd specieszek Se(IV)-¢ torténd redukciojaval a meghatarozhat6 specieszek szama is
novekszik.

- Annak ellenére, hogy a atomfluoreszcens detektalds elemspecifikus technika, porlasztasos
mintabeviteli egység haszndlatakor szamolni kell olyan hattérjelek megjelenésével,
amelyeket nem a mérend6 elem specieszei eredményeznek. Ezek azonositasara
szerkezetazonositasra alkalmas vagy mdas elven mikodd detektor hidnydban teljes
faziselvalasztast biztositd mintabeviteli egység alkalmazasa javasolt. Két AFS detektor
elemzését biztositd modszer fejlesztése lehetséges.

- A speciacids analitika eredményeinek mennyiségi kiértékelésére szamos kalibracids technika
all rendelkezésre, melyek alkalmazhatdsdga minden esetben feladatfliggd, a minta matrixa, a
minta szama és a hasznaland6 analitikai modszer hatarozza meg.

- A bevezetett speciacios modszerek teljesitményének folyamatos ellendrzését RM ill. CRM
mintdk rendszeres hasznalata és az eredményekkel készitett kontrollkartya biztosithatja.

Osszefoglaloan megallapithatd, hogy a speciaciés analitika minden 1épésében vannak olyan

kritikus pontok, melyeket kiilon kiilon kell kézben tartani, de a specidcidos modszerek 1épései

mégsem kezelhetok egymastol teljesen fiiggetleniil. A 1épések olymddon vald 6sszehangolasanak
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megoldasara van sziikség, hogy a vizsgalt mintat jellemz6 speciacios informacio az utolso 1épésig

megmaradjon.
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Megallapitottam, hogy a speciacidos kornyezetanalitikai vizsgalatok elemspecifikus
tervezést igényelnek. Vizsgalataimmal igazoltam, hogy a tengerviz szerves on
szennyezésének monitorozasara tervezett kisérletsorozat arzén hasonld megfigyelésére
nem alkalmas, az elem és specieszeinek kiilonb6zo beépiilési mechanizmusa miatt.
Igazoltam, hogy a speciaciés mintavétel utan lehetdleg azonnal végre kell hajtani az
elemzést vagy tartdsitani kell a mintat. Ez a mintdk egyedi tartositasi és tarolasi
paramétereinek meghatarozasat koveteli, azonban a tartositas ritkdn jar szaz szazalékos
eredménnyel.

- Bemutattam, hogy a vizsgalt szervetlen arzén specieszek stabilitdsa vizes oldatban nem
biztosithatd, mig a brazil di6 mintdk szerves szelén specieszei olyan stabilisak, hogy
referencia minta készitését is lehetdvé teszik.

A homogenizalds mértéke €s a vizsgalati mintarészlet mérete jelentdsen befolyasolja a

rrrrrr
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a mérési eredmények reprodukalhatésagara. Megallapitottam, hogy az almintdk egyiittes
homogenizalasa javitja a homogenitds mértékét, ez azonban kornyezeti informacio
veszteségéhez vezethet a speciesz analitikédban is.

Megéllapitottam, hogy az extrakcié hatasfokanak ellendrzése elengedhetetlen, de még a
speciesz hozzaadas/visszanyerés adatokat is kritikaval kell kezelni.

- Kifejlesztettem a négy napot igénybe vevo BCR harom-I1épéses szekvencidlis extrakcid
két jelentésen roviditett valtozatit ultrahang ¢és mikrohulldmi besugarzas
felhasznalasdval és a CRM 601 bizonylatolt referencia minta (CRM) hasznalataval
meghatdroztam a modszer pontossagat és megbizhatdsagat befolyasold paramétereket.
valtoztatdisa mar a mennyiségi meghatarozds mindségét befolyasolna, akkor az
elvalasztasi paraméterek modositasat kell alternativ megoldasként szamitdsba venni. A
példaval bizonyitottam, hogy a vizsgalt minta jellege és a mért specieszek koncentracioja
is nagymértékben befolyasolja az extrakcids technikak alkalmassagat.

Megallapitottam, hogy az elvalasztasok hatékonysagat nagymértékben befolyasoljak a
mintaeldkészités koriilményei, melyek elvalasztidssal vald Osszehangoldsa feltétele a
megbizhatd specidcids analitikai eredményeknek.

- Vizsgalataim azt bizonyitottdk, hogy nagy hatékonysagu porlasztét alkalmazo

rendszereknél, mint a HPLC-HHPN-AFS és a HPLC-USN-AFS, az extrahaloszer és a
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mintabeviteli egység valasztdsa befolydsolja a kromatogram mindségét és olyan
hattérjeleket okozhat, melyek kikiiszobolésére a teljes faziselvalasztast biztositd
hidridfejlesztés nytjt lehetdséget.

- Bizonyitottam, hogy szerkezetazonositasra alkalmas detektor és CRM hianyéaban, az
addici6 és a két kiilonbozé elven mikodd kromatografia nyujt megbizhatod
mindségbiztositasi alternativat az ismert médosulatok azonositésara.

Bizonyitottam, hogy az elvalasztds el6tt ill. az elvalasztds utdn alkalmazott
szarmazékképzés novelheti a modszerek szelektivitasat és érzékenységét, azonban
szamos hibaforrast (szennyezést, miitermékképzddést, stb) is rejt magaban.

- Megallapitottam, hogy a szerves szelén mddosulatok kézvetleniil is képeznek hidridet,
lasd: HPLC-HG-AFS rendszer, amely a szelén specieszek ezen jellemzdjét hasznalja ki.
Annak ellenére, hogy a szeleno aminosavak hidridképzési hatasfoka elmarad a szaz
szazaléktol, a nagy hatékonysagu porlasztot alkalmazd rendszerhez képest jelentds
kimutatasi hatdr javuldst eredményez. A hidridfejlesztés el6tti  eléredukeid
alkalmazasaval a specidciés mérérendszer — HPLC-TO-UV-HG-AFS - ugyan
bonyolultabba valik és igy a hibaforrasok szdma ndvekszik, azonban noveli a modszer
érzékenységét és a hidridet nem képzdé Se(VI) Se(IV)-é redukalasaval a meghatarozhato
specieszek szamat is.

Példakkal tdmasztottam al4, hogy a speciacidban sziikség lenne a szerkezetazonositasra
alkalmas detektalas hasznalatara.

- Bizonyitottam, hogy az atomfluoreszcens detektalas bar elemspecifikus technika,
porlasztasos mintabeviteli egység hasznalatakor szamolni kell olyan hattérjelek
megjelenésével, amelyeket nem a mérendd elem specieszei eredményeznek.

- Bemutattam, hogy két egyelemes AFS detektor parhuzamos kapcsolasaval két elem
is lehetséges.

Megallapitottam, hogy a speciacidés analitika kalibralasa csak speciesz specifikusan
végezhetd, s a matrixhatasok miatt ritkan elegendé a hagyomanyos kalibracié. Standard
addici6 vagy bizonylatolt referencia mintaval torténd kalibracié az eredmények
megbizhatdsagat noveli.

- Bizonyitottam, hogy a hagyomanyos kalibracidé egyszerli matrix esetén (természetes
vizmintdk)  megbizhatéan alkalmazhat6  specidciés eredmények  mennyiségi
meghatarozasara.

- Kagylomintdk metil-higany tartalmanak mennyiségi meghatarozasaval bemutattam,

hogy modositatlan kalibralosor €s belsd standard egyiittes hasznélata alkalmas bonyolult
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analitikai folyamatok veszteségeit nyomon kdvetni a mintaelokészités elsd 1épésétdl a

detektalasig.
- Osztrigamintak arzenobetén tartalmanak mennyiségi meghatirozéasaval szemléltettem,
hogy a belsd kalibracios technika bar rendkiviil munkaigényes, a matrix figyelembe

vétele miatt a legmegbizhatobb kalibracios megoldas.
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