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BEVEZETES

A modosulatanalitika ill. mas néven kémiai speciacio, és a modosulat ill. kémiai speciesz fogalmaknak
éveken at nem volt altalanosan elfogadott definicidja. 2000 6ta azonban egyezményesen, az [UPAC
(International Union for Pure and Applied Chemistry) nevezéktana szerint a ’kémiai modosulat®
kifejezés alatt az elemnek azt a specifikus formajat értjiik, amelyet izotopdsszetétel, oxidacios allapot
¢s/vagy komplex- vagy molekulaszerkezet hataroz meg, mig a modosulatanalitika ezen specifikus
formak meghatarozasat végzi.

Az elmult évek sordn egyre nagyobb teret nyertek a specidcios analitikai kutatasok €s egyre szélesebbé
valt az elért eredmények felhasznaldinak kore. Az egészségiigy, a kdrnyezetvédelem és szdmos ipari
agazat, melyek koziil az élelmiszeripart emlithetjiik els6 helyen, valt érdekelté éppugy, ahogy a dontés-
¢s torvényhozo szervek is. Ennek az oka az, hogy a tudomanyos kutatasok eredményei mar teljes
bizonyossaggal aldtdmasztottdk, hogy a kémiai forma meghatdrozza az elemek bio- és geokémiai
viselkedését, esszencialitasat és esetleges toxicitdsat. Az elemek mobilitasat, bioelérhetdségét,
visszatartasat és elraktarozodasat €16 szervezetekben, €élelmiszerekben és a kornyezetben az hatarozza
meg, hogy milyen kémiai formaban keriil az elem az adott rendszerbe, milyen atalakulasokon megy
keresztiil — pl. metabolikus folyamatokban —, milyen végsd format vesz fel és mely forméaban fejti ki
hatasat.

A moddosulatanalitika intenziv fejlédése a speciacidés informacid szamos eldnyének kdszonheto,
melyeket a kovetkezOképpen foglalhatuk Ossze. Az Osszkoncentracid mellett az izotopeloszlas
meghatarozdsa informdaciét nyujthat szdmos elem geologiai eredetérdl, mig az oxidacios allapot
meghatarozasa az oldhatdsagrol és reakciokészségdl. A fémtartalmu szerves vegyliletek esetén a
kovalens kotések szama és jellege jatszik meghatarozd szerepet az elemek tulajdonsdgainak
kialakitasaban. A makromolekuldkhoz val6 kapcsolodas ill. komplexképzodés megszabhatja az elemek
mobilitasat, stabilitdsat és biologiai elérhetdségét (bioavailability), s toxicitdsat is. A specidcio tehat az
Osszkoncentracié meghatarozasa mellett az elemek kiillonb6z6 forméakban valé eloszlasat definidlja és
nyujt informéciot a vizsgalt minta esetleges toxicitdsarol, egészségre artalmatlan voltardl vagy
esszencialitasarol.

A moédosulatanalitikat nagyon sok esetben a 21. szdzad analitikdjanak legnagyobb kihivasaként emlitik,
mely allitdsnak szamos oka van. A természetes matrixok jelentés hanyaddaban mar a nyomelemek
osszkoncentracioja is nagyon kicsi, mint példdul a human szérum vanadium tartalma, mely ng L '
tartomanyban esik. Ha a jelenlévd kiilonb6z6 kémia formdkat is azonositani €s mennyiségileg

meghatarozni szeretnénk, sok esetben ennek a koncentracionak szdzad, sét ezred részével kell
3



szamolnunk, példdul az egyes biomolekuldkban illetve mikroorganizmusokban. A rendelkezésre allo
analitikai technikak ezzel az igénnyel még sok esetben nem tudnak megbirk6zni. Az egyik cél tehat
olyan modosulatanalitikara 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 moédosulatok 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 iirtilnek ki a szervezetekbol. Ha minderre lenne valaszunk, tisztabban latnank azt is,
hogy melyek azok a kérdések, amelyekre a moddosulatanalitikdnak els@sorban valaszt kell adni és
melyek azok a tudomanyteriiletek, melyek fejlodését az elemek specifikus formaiban valé eloszlasanak
meghatarozasa eldrelendithetne. A sok megvalaszolatlan kérdés és a tudomanyag jelenlegi aktiv
fejlodése szamos esetben jelenti azt, hogy egy-egy specidcios feladatra csak egy speciacids analitikai
modszer ismert. Igy nehéz az eredmények helyességének ellendrzése, a mérés hitelesitése és
megbizhatd mérési eredmények szolgéltatdsa. Gondot jelent egyelére még az is, hogy nem all
rendelkezésre sok elem szamos kémiai modosulatanak bizonylatolt szintetikus valtozata ¢s a mérések
kalibralasa csak hazilag szintetizalt formaval lehetséges, mely esetben kérdéses az eldallitott kémiai
forma tisztasaga.

Az analitikai miszer- és rendszerfejlesztések {liteme gyors. A specidcios analitika fejlodése a
természettudomany sok mas teriiletének fejlodésével Osszefiigg és mint minden dinamikusan fejl6dd
tudomanyagban, egy megvalaszolt kérdés harom 1jabb kérdést vet fel, amely meghatarozza a
modosulatanalitika fejlédésének irdnyvonalat.

A mar 1étezd és egyre szélesebb korti igényeket kielégitd speciacids technikdk mindségbiztositasa
aktualis, siirgetd kérdés. Sok életbevagdan fontos dontés fiigg az analitikai adatok megbizhatdsagatol,
igy ma mar a speciacios eredmények megbizhatosagatol is.

A moédosulatanalitikdban alkalmazott analitikai metodikak az esetek tobbségében tobbféle technikat
otvoznek. Igy az extrakciotol az elvalasztastechnikan keresztiil az elemszelektiv detektalasig
terjedhetnek. Ezeket egytdl egyig rendszeres hibak terhelik. Rdadasul mindegyik 1€pésnél szamolni kell
a kémiai modosulatok instabilitdsdval, nemkivant reakcidba 1épésével és atalakuldsaval, s a modszer
minden 1€pését jelentésen befolydsolja a mintamatrix is. Kiilon meg kell emliteni a mintavétel és a
mintatartdsitds bizonytalansdgat, hiszen az itt elkdvetett hiba késdbb mar nem korrigalhaté. Ha a
modosulatanalitikat nem kelld koriiltekintéssel alkalmazzuk, kdnnyen vezethet hibas eredményekhez.
A hiba pedig elsésorban nem az eredmények ismételhetdségében, hanem azok pontatlansagaban rejlik
— a valodi értéktdl valo eltéréstdl, melynek eredményeként kovetkeztetéseink helytelenek lehetnek.

Annak érdekében, hogy a modosulatanalitikara fejlesztett technikdk alkalmazasanal a kémiai
4



modosulat eredeti formaja, illetve az azt 6rzé informacidé az analitikai eredmény megadasaig
megmaradjon, a lehetséges hibaforrasokat mar a tervezés staddiumaban at kell tekinteniink és ki kell
kiisz6bolntink.

rutinszeriien kezeliink, a speciacios analizisnél is figyelemmel kell kisérni, de a listat még ki kell
egésziteni azokkal a kiilonleges figyelmet kivanod probémakkal, melyek a kémiai modosulatok

jellegébol adodnak.



CELKITUZESEK

Munkam célkitiizése az volt, hogy speciacids rendszereket és modszereket fejlesszek €s kidolgozzam a

modszerek mindségbiztositasat.

Munkam soran az alabbi speciacids analitikai részfolyamatok kérdéseivel foglalkoztam:

Tervezés — elemspecificitas;

Mintavétel, a minta tartositasa €s tarolasa — stabilitas, tarolasi paraméterek meghatarozasa;
Részminta vétele — homogenitas, vizsgalati mintarészlet;

Extrakcid

Szekvencidlis extrakcid6 — eldirt modszer betartdsa és modositdsa, modszerspecifikus CRM
hasznalata;

Statikus specidciohoz alkalmazott extrakcid — extrahdloszer valasztas, minta:extrahdldszer arany,
matrixhatas, extraktum higitasa, elvalasztastechnikdhoz val¢ illesztés;

Elvélasztds — mintabeviteli egység valasztasa, kromatogramok mindsége, gradiens elucio, standard
addicio, két kiillonbozo elven mikddoé kromatografia egylittes alkalmazasa;

Detektalas — elemspecifikus detektalas, zavard hatdsok kikiiszobolése, AFS detektor multielemes
rendszerben;

Kalibracié — hagyomanyos kalibracid, médositatlan kalibralosor és bels6 standard, bels6 kalibracio;

Kontrollkartyak hasznalata.

Mindvégig a specieszek integritasanak ill. informaciotartalmanak megdrzését tartva szem elétt az egyes

Iépésekben fellépd nehézségekre minta- és modszerspecifikusan kerestem megoldast, majd a

modszerek egészének mindségbiztositasat oldottam meg.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kutatomunkam sordn tobb specidcios rendszer és modszer kidolgozasaban vettem részt, majd az

optimalt modszereket kiilonbdzd mintdk specidcios elemzésére alkalmaztam. Kisérletes munkam a

hasznalt késziilékek szerint hdrom nagyobb részre oszthato:

1.

nagyhatékonysagt folyadékkromatografia és atomfluorescens detektor

Osszekapcsolasaval kialakitott speciaciés rendszerek felépitése, optimalasa ¢és

rrrrrr

.....

kidolgozésa, optimalasa és kornyezeti mintakra alkalmazasa;
speciacios modszer kidolgozasa kornyezeti mintdk metilhigany és szerves on

meghatarozasara gazkromatograf-tomegspektrométer késziilékkel.

Az arzén speciacids elemzés mintai:

. természetes vizek,

o osztriga,

. talaj,

. kagylo,

o csirkehus.

A szelén speciacios elemzés mintai:

o éleszto,

. csiperkegomba,

o vizelet,

« brazil dio.

mintak:

.....

« RM S7 —foly¢ iiledék referencia minta,

« CRM 601 — t6 iiledék bizonylatolt referencia minta.

A metilhigany és szerves 6n meghatarozas mintai:

o Kagyld — Mytilus ediulis, Mytillus galloprovincialis

« CRM 477 — szerveson komponensek kagyloban,

« BCR 710 — hitelesités alatt 4116 referenciaanyag.



EREDMENYEK

Kutatdsi munkdm sordn speciacios rendszereket és modszereket fejlesztettem és kidolgoztam a

modszerek minta-specifikus és 1épésenkénti mindségbiztositasat.

Kisérleti eredményeim harom {6 részre oszthatok:

1.

Arzén ¢€s szelén specieszek meghatarozasara szamos mérdrendszert fejlesztettem nagy
hatékonysagti  folyadékkromatograf ¢és  atomfluoreszcens detektor felhasznalasaval a
meghatarozandd specieszek, a mintadk €s a kimutatandd speciesz koncentraciok fiiggvényében. A
rendszer- ¢és modszervaltozatok speciacids feladatra vald alkalmassagat mintdk elemzésével
bizonyitottam.

Kidolgoztam az tledékmintak fémspecidciojara alkalmas miiveleti speciaciés modszer, a BCR
harom-1épéses szekvencialis extrakcid jelentdsen roviditett valtozatait ultrahangos €s mikrohullamu
technika felhasznaldsaval. Az alternativ extrakcios megoldasok teljesitményét a modszer-specifikus
BCR 601 CRM-val jellemeztem, és az eredmények statisztikai kiértékelése utan megallapitottam,
hogy a kidolgozott modszerek a rutinszeri analitikai munkakban alkalmazhatok.

Modszert fejlesztettem bioldgiai mintdk metilhigany tartalmanak extrakciojara és GC-MS
meghatarozdsara, s megoldottam a mddszer rutinszerli hasznalatinak mindségbiztositdsat. Egy
biologiai mintak szerves On tartalmanak meghatarozéasara validalt modszer teljesitményvizsgalatat

végeztem el kontrollkartydk alkalmazasaval.

Megoldottam speciacids feladataim Iépésenkénti mindségbiztositasat és a kovetkezoket allapitottam

meg:

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

A specieszek eredeti allapotban valé megtartdsa a mintdk egyedi tartdsitdsi és tdrolasi
paramétereinek meghatarozasat koveteli meg. A taroladsi paraméterek hatdsdra bekovetkezd
valtozasok felmérésével ¢és a megallapitasokhoz vald igazodassal ill. a mintdk mielébbi
elemzésével a specieszek eredeti allapota megorizhetd.

A homogenizalas modja és mértéke jelentdsen befolyasolja a speciacidés mérések megbizhatdsagat.
Az almintdk egylittes homogenizaldsa - a speciesz analitikdban is - a kornyezetre vonatkozd
informdacio veszteségéhez vezethet.

A BCR héarom-Iépéses szekvencidlis extrakcio alternativ valtozatainak fejlesztésekor kiértékeltem

a pontossagot ¢s megbizhatosagot befolyasold paramétereket.



- A statikus speciaciondl alkalmazott extrakciés modszerek alapjaiban hatdrozzak meg a valasztott
elvalasztastechnika optimalis paramétereit és korlatait. Ha az extrakcios paraméterek valtoztatasa
mar a mennyis€égi meghatarozas mindségét befolyasolnd, akkor az elvalasztasi paraméterek adott
feladatra valé modositasat kell alternativ megoldasként szamitasba venni. A vizsgalt minta jellege
¢s speciesz koncentracidja nagymértékben meghatarozza az extrakcios technikak alkalmassagat.

- A speciacioban leggyakrabban jelentkezd kromatografias probléméra - specieszazonositas ¢és
csucstisztasag -, szerkezetazonositasra alkalmas detektalas és megfelel6 CRM hianyaban az
adalékolas modszere ¢és két kiillonbozd elven miikodd kromatografia egylittes alkalmazéasa
megbizhatd mindségbiztositasi alternativat nyujt szdmos 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 kromatografias
okai vannak, az elvalasztas el6tti 1épések is befolyasoljdk a kromatogram mindségét.

- A folyamatos speciacidos mérdrendszerekben az elvalasztas utani derivatizalas rendszerbe illesztése
bonyolult, és sok paraméter kompromisszumos optimalasat igényld feladat. A szerves szelén
modosulatok kozvetleniil is képeznek hidridet. A HPLC-HG-AFS rendszer a specieszek ezen
jellemzdjét hasznalja ki. Eléredukcids 1épés alkalmazasaval a specidcids mérérendszer ugyan
bonyolultabba valik és még tobb paraméter kézbentartasat igényli, mint a kozvetlen hidridképzés,
azonban jelentdsen noveli a mddszer érzékenységét és a hidridet nem képzd specieszek Se(IV)-¢
torténo redukcidjaval a meghatarozhato specieszek szama is ndvekszik.

- Annak ellenére, hogy a atomfluoreszcens detektalds elemspecifikus technika, porlasztasos
mintabeviteli egység hasznalatakor szdmolni kell olyan hattérjelek megjelenésével, amelyeket nem
a mérendd elem specieszei eredményeznek. Ezek azonositdsira szerkezetazonositasra alkalmas
vagy mas elven miikodo detektor hidnyaban teljes faziselvalasztast biztositd mintabeviteli egység
alkalmazasa javasolt. Két AFS detektor parhuzamos kapcsolasaval két elem szimultan

- A speciacids analitika eredményeinek mennyiségi kiértékelésére szamos kalibracios technika all
rendelkezésre, melyek alkalmazhat6saga minden esetben feladatfiiggd, a minta matrixa, a minta
szdma ¢€s a hasznalando analitikai mddszer hatarozza meg.

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

Osszefoglaléan megéllapithatd, hogy a specidcios analitika minden 1épésében vannak olyan kritikus

pontok, melyeket kiilon kiilon kell kézben tartani, de a speciacidos moddszerek 1épései mégsem



kezelhetok egymastol teljesen fliggetleniil. A Iépések olymddon vald Osszehangoldsdra van sziikség,

hogy a vizsgalt mintat jellemz0 speciacios informacio az utolséd 1épésig megmaradjon.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Megallapitottam, hogy a speciacios kornyezetanalitikai vizsgalatok elemspecifikus tervezést
igényelnek. Vizsgéalataimmal igazoltam, hogy a tengerviz szerves On szennyezésének
monitorozasara tervezett kisérletsorozat arzén hasonldé megfigyelésére nem alkalmas, az elem
¢s specieszeinek kiilonb6zo beépiilési mechanizmusa miatt.

Igazoltam, hogy a specidcios mintavétel utan lehetéleg azonnal végre kell hajtani az elemzést
vagy tartésitani kell a mintat. Ez a mintak egyedi tartdsitdsi €s tdrolasi paramétereinek
meghatarozasat kdveteli, azonban a tartdsitas ritkdn jar szdz szdzalékos eredménnyel.

- Bemutattam, hogy a vizsgalt szervetlen arzén specieszek stabilitdsa vizes oldatban nem
biztosithat6, mig a brazil di6 minték szerves szelén specieszei olyan stabilisak, hogy referencia
minta készitését is lehetdvé teszik.

A homogenizalds mértéke ¢és a vizsgalati mintarészlet mérete jelentdsen befolyasolja a

------

''''''

eredmények reprodukdlhatosdgara. Megallapitottam, hogy az almintak egyiittes
homogenizaldsa javitja a homogenitds mértékét, ez azonban kornyezeti informacid
veszteségéhez vezethet a speciesz analitikaban is.

Megallapitottam, hogy az extrakcio hatasfokanak ellendrzése elengedhetetlen, de még a
speciesz hozzaadas/visszanyerés adatokat is kritikéval kell kezelni.

- Kifejlesztettem a négy napot igénybe vevé BCR harom-1épéses szekvencidlis extrakcio két
jelentdsen roviditett valtozatat ultrahang és mikrohulldmu besugéarzas felhasznaldsaval és a
CRM 601 bizonylatolt referencia minta (CRM) hasznéalatdval meghataroztam a modszer
pontossagat és megbizhatosagat befolyasolo paramétereket.

véltoztatdsa mar a mennyiségi meghatdrozas mindségét befolyasolna, akkor az elvéalasztasi
paraméterek modositasat kell alternativ megoldasként szamitisba venni. A példaval
bizonyitottam, hogy a vizsgalt minta jellege ¢és a mért specieszek koncentracidja is
nagymértékben befolyasolja az extrakcios technikék alkalmassagat.

Megallapitottam, hogy az elvélasztdsok hatékonysagat nagymértékben befolydsoljak a
mintaelokészités koriilményei, melyek elvalasztassal vald Osszehangoldsa, feltétele a

megbizhat6 specidcids analitikai eredményeknek.
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- Vizsgalataim azt bizonyitottak, hogy nagy hatékonysagh porlasztot alkalmazo rendszereknél,
mint a HPLC-HHPN-AFS és a HPLC-USN-AFS, az extrahalészer és a mintabeviteli egység
valasztasa befolyasolja a kromatogram mindségét és olyan hattérjeleket okozhat, melyek
kikiiszobolésére a teljes faziselvalasztast biztosito hidridfejlesztés nyujt lehetdséget.

- Bizonyitottam, hogy szerkezetazonositasra alkalmas detektor és CRM hidnyaban, az addicié
és a két kiilonbozo elven miikodo kromatografia nyujt megbizhatd mindségbiztositasi
alternativat az ismert modosulatok azonositasara.

Bizonyitottam, hogy az elvélasztas el6tt ill. az elvéalasztas utan alkalmazott szarmazékképzés
novelheti a moddszerek szelektivitdsat ¢és érzékenységét, azonban szdmos hibaforrast
(szennyezést, miitermékképzodést, stb) is rejt magaban.

- Megallapitottam, hogy a szerves szelén modosulatok kozvetleniil 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 széz szézaléktol, a
nagy hatékonysagu porlasztot alkalmazo rendszerhez képest jelentds kimutatdsi hatar javulast
eredményez. A hidridfejlesztés elotti eldredukcid alkalmazasaval a specidcidos mérérendszer —
HPLC-TO-UV-HG-AFS — ugyan bonyolultabba valik és igy a hibaforrdsok szama novekszik,
azonban noveli a modszer érzékenységét ¢és a hidridet nem képzd Se(VI) Se(IV)-¢
redukalasaval a meghatarozhat6 specieszek szamat is.

Példakkal tamasztottam ald, hogy a specidcidban sziikség lenne a szerkezetazonositasra
alkalmas detektalas hasznalatara.

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

- Bemutattam, hogy két egyelemes AFS detektor parhuzamos kapcsolasaval két elem szimultan
Megallapitottam, hogy a speciacids analitika kalibralasa csak speciesz specifikusan végezhetd,
s a matrixhatasok miatt ritkan elegendé a hagyomanyos kalibracio. Standard addicié vagy
bizonylatolt referencia mintaval torténd kalibracidé az eredmények megbizhatosagat noveli.

- Bizonyitottam, hogy a hagyomdnyos kalibracié egyszerli matrix esetén (természetes
vizmintak) megbizhatéan alkalmazhat6 specidcios eredmények mennyiségi meghatarozasara.

- Kagylémintdk metil-higany tartalmanak mennyiségi meghatirozasaval bemutattam, hogy
modositatlan kalibraldsor és belsd standard egylittes hasznélata alkalmas bonyolult analitikai

folyamatok veszteségeit nyomon kdvetni a mintaeldkészités elsd 1épésétdl a detektalasig.
12



- Osztrigamintak arzenobetén tartalmanak mennyiségi meghatarozasaval szemléltettem, hogy a
belsd kalibracids technika bar rendkiviill munkaigényes, a matrix figyelembe vétele miatt a

legmegbizhatobb kalibracidés megoldas.
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