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Andrasnak és Boldizsarnak

,,Noscenda est mensura sui spectandaque.”
(Iuvenalis, Szatirdk, XI.)

., Ismerd s alkalmazd a sajat mértéked az apré és nagy
dolgokban .”






1. BEVEZETES

A speciacios analitika a kémiai tudomanyok egy viszonylag fiatal 4ga, melynek kezdetét kb. a
20. szazad kozepére tehetjiik. A speciacids analitikai szemlélet abbdl a ma mar bizonyitott ténybdl
indul ki, miszerint az elemek bio-, geokémiai viselkedését, esszencialitasat és esetleges toxicitasat azok
kozvetlen kémiai kornyezete hatdrozza meg. Ezaltal a vegyiiletek bioldgiai hatdsairdl a teljes
elemtartalom ismerete helyett a molekularis formdk szelektiv meghatarozasa nyujt hiteles informaciot.
A speciacids analitikai kutatdsok elsé célfeladatait a higany, az 6n, a szelén, valamint az arzén
vegyiiletei jelentettck.

Az arzént korabban mérgezd elemnek tartottdk, szigoruan ellendrzik ma is bizonyos
¢lelmiszercsoportok teljes arzénkoncentracidjat. 1977-ben azonban kideriilt, hogy a nagy
arzénfelhalmozassal jellemezhetd tengeri eredeti élelmiszerek arzén szempontjabol veszélytelenek,
hiszen a félfém dontéen egy nem felszivodo forméaban (arzenobetain) van jelen a tengeri halak/kagylok
szoveteiben. Azota tobb tucat arzénvegyiilet jelenlétét sikeriilt bizonyitani, mely munkakhoz analitikai
modszerek komoly fejlesztését vitte véghez a tuddstarsadalom. Az arzén azonban nem minden esetben
ilyen artalmatlan. Toxikologiai vizsgalatokkal bizonyitottdk, hogy a szervetlen arzénformak (arzenit és
arzenat) konnyen felszivodo bioaktiv specieszek, melyek erds karcinogén, mutagén, teratogén hatassal
jellemezhetok. A kutatdsok tehat olyan analitikai mddszerek kidolgozasara irdnyulnak, melyek az
egyes arzénmoddosulatokat egymastol szelektiven képesek meghatarozni.

Az arzénspecidcios munkak célja kettds. Mind a mai napig fontos kutatési irdnyt képviselnek a

toxikoldgiai vizsgalatok, melyek a toxikus szervetlen arzénformdk jelenlétét hatarozzak meg gyakran
fogyasztott élelmiszerekben. Ezek koziil élen jar az ivoviz, mely foként geokémiai okbdl tartalmazhat
szignifikdns mennyiségli arzént dominansan szervetlen formaban. A téma hazai vonatkozésa is ismert,
hiszen a dél-alfoldi régid mélységi ivovizkészlete arzénnel erdsen szennyezett.
A tengeri eredetli ¢lelmiszerek esetében a fentiekkel ellentétes kutatasi eredmények sziilettek: a nem
toxikus arzenobetain alkotja a kumulalt arzéntartalom nagy részét. A specidcios munkak a térvényhozo
szerveket 1s meggyodzték, ezaltal 2003-t61 a specidcidos szemlélet megjelenik a magyar
¢lelmiszerszabalyozasban is. Mas élelmiszercsoportok (mint a gombak €s a rizs) esetében a speciacids
vizsgalati eredmények nem egyontetliek, ezért mind a mai napig hatarértékek vonatkoznak a
maximalisan megengedhetd teljes arzéntartalomra. Remélhetéen a tendencia folytatddik, és a
késobbiekben tovabbi hatarérték-modositasokra szamithatunk.

Az arzénspeciacios kutatasok masik fontos teriilete a biokémiai folyamatok tanulményozasa. A

vizsgalatok célja az arzén kornyezeti korforgasdnak megértése, kiillonos tekintettel a human
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arzénmetabolikus folyamatokra. A mérésekhez nagyon érzékeny analitikai modszerek sziikségesek,
melyek segitségével akar nyomnyi mennyiségben jelen levd komponensek is kimutatathatok, jelezve
bizonyos biokémiai folyamatok meglétét. A tanulmanyok nagy hangsulyt fektetnek eddig nem ismert,
uj arzénkomponensek felfedezésére. A kutatasi érdeklédés az egyre nagyobb léptékek iranydba mutat,
minél inkabb megdrizve az arzén kozvetlen kémiai kornyezetét. Ez sokszor nagymolekuléris szinten
(>500 kDa) értendo, azaz az arzén-protein kapcsolatok feltérképezését jelenti. Ehhez koztes 1épésnek
tekinthetd az utdbbi években nagy érdeklodést keltd tio-arzénvegyiiletek kimutatdsa, melyekben az
As=S kotés jelenléte a cisztein-tartalmu proteinekhez vald kapcsolddas indikatora lehet.

Az arzénspeciacios analitikai rendszerek sokat fejlddtek az utobbi 6tven évben. A vegyiiletek
elvalasztasara még mindig dontéen a HPLC modszerek alkalmasak, de a hagyomanyos méreti
oszlopokat lassan felvaltjdk a mikro-/nanotolteti oszlopok, melyek eldnydsebb analitikai
paraméterekkel jellemezhetok, valamint kisebb oldoszer- és mintaigénytiek. Mivel a mérések célja ma
még leginkabb a kismolekulak vizsgalata, dontéen ion-kromatografids technikak hasznalatosak. Az
arzéntartalmi proteinek, peptidek elvalasztasdra méret alapjan, vagy izoelekromos pont alapjan
miikodo esetlegesen tobb-dimenzids elvalasztasi mddszereket fejlesztettek ki. Az elvalasztastechnikai
egységhez elem- vagy vegyiiletspecifikus detektorokat kapcsolnak, melyek kozott a kiillonbséget az
ionforras hatdrozza meg. Az elébbi esetben az ionforrés leginkabb lang, vagy Gjabban ICP (induktivan
csatolt plazma), melyek egyontetlien arzén-atomokkd/ionokka alakitjdk a folyadékdrammal beérkezd
arzénvegylileteket. Vegyiiletspecifikus detektalas esetén az ionforrds ennél sokkal ,,lagyabb”, hiszen
meghagyja az arzén kozvetlen molekularis kornyezetét. Ezen célra leginkdbb az elektrospray
ionforrasok terjedtek el, melyek altal lehetové valik az arzénmolekulak roncsolasmentes vizsgalata. Az
ionforrasban keletkez6 ionok a detektorba jutnak. Az optikai médon miikodd elemspecifikus
detektorokat (AAS, AFS, AES) ma mar felvaltjdk a tomegspektrometrids modszerek, melyek
kimutatasi hatdra alacsonyabb. Ez esetekben analizatorként leginkabb a quadropdlusos technikdk
terjedtek el. A vegyiiletspecifikus tomegspektrometrids detektorok tobbnyire quadropdlusos vagy TOF
analizatorokkal mukodnek. A fent felsorolt miiszerkapcsoldsok kiegésziilhetnek derivatizacios
miveletekkel, mint a hidridképzés, mely soran a porlasztasndl nagyobb hatasfoku gaz fazisu
mintabevitelre adédik lehet6ség. Mivel az eddig megismert arzénvegyiiletek csak kis része képez
hidridet, ma mar ritkabban alkalmazzak ezt a modszert.

Az arzénspecidcio intenziven fejlodd tudomanyag, mely az elkovetkezendd évtizedekben

boséges megvalaszolatlan kérdést kinal fel a tertilettel foglalkozo6 kutatotarsadalom szamara.



2. CELKITUZESEK

Doktori munkam célkitlizéseit a kovetkezokben fogalmazom meg.

Arzénspeciacidos kromatografidas modszerek fejlesztése, melyekkel lehetdvé valik a

leggyakrabban vizsgalt arzénmddosulatok szelektiv meghatarozasa,

A kidolgozott médszerek alkalmazasa az alabbi kornyezeti mintdk elemzésére:
- hazai ivovizkészlet,
- tengeri kagylok,
- gombak,
- hazai tenyésztett halak,

- édesvizi kagylok.

A dél-alfoldi régid arzénszennyezett rétegvizének teljes arzénkoncentracidjanak, valamint

arzenit/arzenat specieszaranyanak meghatarozasa.

A kérdés megvalaszolasa: ,,Vajon a tengeri kagylok arzenobetain-akkumulacidja aranyos-e a

felvett arzén teljes mennyiségével?”.
A tengeri kagyldk magas arzenobetain-koncentraciojanak ismeretében arzénspeciacios
vizsgalatok elvégzése édesvizi eredetli kagylomintdkban is, kiilonds tekintettel a tio-

arzénvegyiiletek esetleges jelenlétére.

Gombék arzénspeciacids vizsgalataihoz alkalmazott extrakcids technikdk hatasfokanak

Osszehasonlitasa.

Csiperkegomba (Agaricus bisporus) arzénfelhalmozasaval kapcsolatos vizsgalatok.

A hazai dél-alfoldi régidban tenyésztett halak arzénmoddosulat-eloszlasanak feltérképezése két
célcsoport (a termalvizekben tenyésztett afrikai harcsak, valamint a felszini vizekben nevelt

pontyok) alapjan, az eredmények Osszevetése a tengeri halak jol ismert speciesz-eloszlasaval.

Az egyes részfeladatok analitikai mindségbiztositasanak megoldasa.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Az arzén kémiai tulajdonsagai

Az arzén a peridodusos rendszer 5. focsoportjanak 3. eleme. Elnevezése gorog eredeti: arzenikosz
jelentése vakmerd. Az arzén szulfidjait mar Arisztotelész (i. e. 384-322) is ismerte. Az arzént elemi
allapotban Albertus Magnus allitotta eld eldszor 1250-ben, ¢és Paracelsus (1493—1541) vezette be a
gyogyaszatban.

Az arzén relativ atomtomege 74.9216, csak egy stabil izotopja létezik (" As).
Elektronkonfiguracija [Ar](3d)'°(4s)*(4p)’, oxidaciés szama vegyiileteiben +5, +3 és —3 lchet.
Elekronegativitasa 2.0, ionizacios energiaja 5.825 ((4p)’) és 16.361 ((4s)*(4p)’) MJI mol'. Az arzén a
fémek és a nemfémek kozotti dtmenetet képviseld atmeneti fémek csoportjaba tartozd elem. Tobb
allotrop mddosulat formajaban 1étezik, stabil mddosulata fémes jellegii.

Az arzénasvanyok a vilagban széleskoriien megtalalhatok, kisebb mennyiségben pedig mar szabad
elemet is talaltak. A legismertebb asvanyai kozé tartozik a két szulfidja, a realgar (AssS4) és az
orpiment (As;S3), valamint oxidos dsvanya az arzenolit (As;O3). A vas, kobalt és nikkel arzenidjei és
az ezekkel az elemekkel képzett vegyes szulfidjai alkotjadk az dsvanyok masik csoportjat, ide tartoznak
pl. a lollingit (FeAs;), szafflorit (CoAs;) és az arzenopirit (FeAsS).

Az arzén szaraz levegdn stabilis, nedves levegdn azonban a feliilete oxidalédik, narancs-bronz
feltileti hartya keletkezik, amely tovabbi érintkezés hatdsara fekete szinii bevonatta valtozik. Levegon
hevitve szublimdl, és fokhagymaszagii mérgez6 tulajdonsdgi As;Os3-da oxidalodik. Fémekkel
arzenideket képez (pl. CoAss), fluorban langra lobban, és AsFs keletkezik, mas halogenidekkel arzén-
trihalogenidek képzddnek, oxidalo kozegben diarzén-trioxid (As,Os), valamint As,Os keletkezik. Az
oxidokat vizben oldva arzénessav (H3;AsOs) és arzénsav (H3AsOs) keletkezik. Az arzén
elektronszerkezetében harom parositatlan elektron taldlhat6. Egy elektron felvételéhez az
elektronaffinitas értéke igen nagy, a tovabbi elektronok felvétele ellen azonban jelentés Coulomb-féle
taszitas hat, kovetkezésképpen az As>-ion képz6dése erésen endoterm folyamat. Ilyen vegyiiletre példa
az arzén-hidrid (AsH3), mely csak erds hidridképzd agens (pl. NaBHy) jelenlétében képzodik. A
szabad elem fémszer( jellege ellenére az arzén ionizacids energidi és elektronegativitasa a foszforéhoz
hasonlo, ezaltal konnyen képez erds kovalens kotést a legtobb nemfémes elemmel. Sokféle
fémorganikus vegyiiletet képez mind +3-as, mind +5-6s oxidacids allapotban. Kémiai reakcidkban

mind telitett gytirlis, mind aromas, mind alkilezett szerves szdrmazékai eldallithatok.



3.2 Arzén és a torténelem

Az arzén a kirdlyok mérge s a mérgek kiralya. Szintelen, iztelen és szagtalan — éppen ezért volt
talan a gyilkosok kedvenc eszkoze. Szamos példat emlithetiink erre a torténelembdl: az italiai
reneszansz Borgia csaldd, Hyeronima Spara, valamint a tront koveteld hercegek is eldszeretettel
nyultak ehhez a titkos fegyverhez céljuk megvaldsitasa érdekében. Hasonloan, Napdleon haldlanak
oka is feltételezhetéen az arzénre vezethetd vissza. A feltevések azon a vizsgalaton alapulnak, amelyet
Pascal Knitz, a strasbourgi Igazsagiigyi Orvostani Intézet toxikologusa végzett. Knitz a Napoleon
hajabol vett mintakat szekunderion-tomegspektrometria kifinomult modszerével vizsgélta, s ez az arzén
tartos jelenlétét mutatta ki. Ben Weider, a Nemzetkozi Napdleon Tarsasag alapitdjanak meggy6zodése
szerint ,,Napoleon megmérgezése elore megtervezett és szandékos volt.” David Jones, a newcastle-i
egyetem immonologusa szerint azonban a tapéta volt a mérgezés oka. A Longwood-hazban, ahol
Napoleon élete utolso éveit toltotte, egy réz-arzenit tartalmu pigmenttel (agynevezett Scheele-zolddel)
festették meg a tapétat. Bizonyos penészgombak hatdsara a tapéta arzéntartalma arzén-hidriddé alakult,
mely illékonysaganal fogva a szoba levegdjében dusult fel. Ez a mérgezd gaz okozhatta Napdleon
halalat, mely a szarurészekben (haj, korom) feldasulva évszazadokig tanusitotta a mérgezést.
(NEWMAN, 2005)

Az arzénvegyiiletek betegségek kezelésére is haszndlhatok. A Kr. e. 5. szdzadban Hippokratész
fekélyt kezelt arzénnal. Arzéntartalmu volt az 1786-ban feltalalt Fowler-oldat is, amellyel az asztmatol
a rakig sok mindent gyogyitottak. 1910-ben egy arzénvegyiiletet tartalmazd gyogyszer (Salvarsan) lett
a szifilisz els6é hatékony ellenszere, melyet utobb a penicillin valtott fel. (NEWMAN, 2005) A
kozelmultban szlint meg Magyarorszagon a Strichnotonin nevii gyogyszer forgalmazasa, mely szerves
arzénszarmazékot tartalmazo, roboralasra hasznalatos injekcid. 1890-ben William Osler, a modern
amerikai orvosképzés atyja, a leukémia legjobb gyodgyszerének nevezte az arzént, melyet maig
eredményesen alkalmaznak a betegség akut valfajainak kemoterapidjdban ’Trizenox’ néven.
(AMADORLI, 2005)

Meéreg tehat az arzén, vagy gyogyszer? Ma mar nem csak Borgidkat €s orvosokat kérdezhetiink az
arzén megitélésével kapcsolatban, hanem specidcios analitikusokat is. Mig a hires orvos, Paracelsus
szerint ,,minden anyag méreg, nincs olyan, amelyik nem az — a méreg ¢s az orvossag kozti kiilonbséget
a helyes dozis jelenti”, addig a specidcios analitikusok azt nézetet képviselik, miszerint az elem
toxicitasa elsdsorban kémiai modosulatatdl fiigg és csak masodsorban koncentracidjatdl. Egy elem
kémiai modosulata (speciesz) IUPAC definicid szerint: ,,az elem egy adott formaja, amelyet
izotoposszetétele, vagy elektron-/oxidacios allapota, és/vagy komplex vagy molekularis szerkezete

hataroz meg”. (TEMPLETON, 2000) Ezaltal tehat két, kiilonb6z6 kémiai szerkezettel jellemezhetd
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arzéntartalmi vegyiilet kiilonb6z6é toxicitastt lehet. Ezt nem nehéz elképzelni, hiszen a
gyogyszerfejlesztés is ezen az elven alapul. Mig a morfin erdsen kabitdo tulajdonsagu
fajdalomcsillapitd, addig a morfin 3-metil-étere, a kodein, mar kohogéscsillapitd hatassal rendelkezik.
A fenti definicid értelmében ezek a vegyiiletek is kémiai modosulatok. Lathatd, hogy kis mértékii
valtozas a molekula szerkezetében nagyban befolyasolhatja a biologiai hatast. Ugyanez igaz az arzénre
is. A specidcios analitika ,,azon analitikai tevékenységek Osszessége, melyek egy adott mintaban 1évo
egy vagy tobb modosulat szelektiv meghatdrozasara irdnyulnak”. Az arzén specidcios analizise
tulajdonképpen az 1977. évre eredeztethetd, amikor Edmonds €s Francesconi felfedezte, hogy a tengeri
homarban nagy mennyiségben akkumulalddott arzén egy szerves moddosulat, az arzenobetain (AB)
forméjaban van jelen. (EDMONDS, 1977) Ezt kovetden hamar kideriilt, hogy ez a moédosulat az
emberi szervezetre nézve nem toxikus, ezaltal a kordbbi, teljes arzénkoncentracid6 meghatarozasara
¢épiil6 nézetek érvényiiket vesztették. A tudomanyteriilet rohamos fejlédésnek indult, kialakultak azok a
modszerek, melyek képesek voltak az arzénvegyliletek kémiai szerkezetének megdrzése mellett a
modosulatok nagy hatdsfoku kinyerésére és érzékeny detektalasdra. Az évek soran tobb tiz
arzénmodosulatot (1. dbra) mutattak ki biologiai mintdkban, ezek emberi szervezetre gyakorolt hatasat
részben megismerték. Bizonyos, gyakran fogyasztott €s nagy mennyiségl arzén felhalmozasara képes
¢élolénycsoportok kiemelt szerepet kaptak, mint példaul a tengeri halak, kagylok, a kilencvenes évektdl
a gombak, majd a rizs. Az 1. 4bran néhany eziddig azonositott arzénmodosulatot mutatok be, melyeket
dolgozatomban részletesen targyalok.

Az utobbi évtizedekben a speciacids analitikai kutatdsok szama megsokszorozodott. Felmeriilt az
igény a modosulatok komplex kornyezeti és bioldgiai szerepének megismerésére. Ehhez a mar
kimutatott arzénvegyliletek biokémiai folyamatait tanulmanyozzak, valamint nagy a torekvés 1j,
kordbban nem ismert arzénmddosulatok felfedezésére. Napjainkban egyre nagyobb hangsulyt kapnak a
toxikoldgiai vizsgalatok, leginkabb az ivovizben domindns szervetlen arzénformak rakkeltd
tulajdonsagaval kapcsolatban. (SMITH, 2002) Tobbet hallunk az arzén igéretes terapias alkalmazasarol
is, mely leginkdbb a leukémidk csoportjdba tartozd tumoros megbetegedések esetében bizonyult
hatasosnak. (ZHU, 2002) A vegyiiletek terapids/toxikoldgiai tulajdonsdgai nagy mértékben
kulonboznek, ezaltal siirgetéen fontossa valik az arzén biokémiai folyamatainak megismerése, kiilonos

tekintettel a human metabolizmusra.
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Jelen fejezetben nem célom az arzénnel kapcsolatos eddigi teljes tuddsanyag kozzé tétele, hiszen

szamos Osszefoglald, nagyon érdekes €és konnyen érthetd tanulmany jelent meg a témaban az elmult 5-

10 évben. Ezek mindegyike egy-egy specidlis néz6pontbol targyalja az arzénnel kapcsolatos

eredményeket. Ezeket az Osszefoglalokat szivbdl ajdnlom mindazoknak, akik a jovOben arzénnel

kapcsolatos kutatasokat terveznek, vagy egyszertien csak érdeklédnek a téma irdnt. A publikacidok

cimét és rovid ismertetését az 1. tablazatban teszem kozzé. Az egyes mintacsoportokon végzett

arzénspeciacids vizsgalatok eredményeit részletesen doktori munkam késobbi fejezeteiben, a

kisérleteimmel 6sszefiiggd nézdpontok szerint targyalom.

1. tablazat Arzénspeciacidval kapcsolatos legfontosabb 6sszefoglald kézlemények

Osszefoglalé publikacié cime angol A kozlemény révid bemutatdsa Irodalom
nyelven
Arzenic speciation in the environment Az elsé nagyon alapos Osszefoglalo munka az | CULLEN,
arzénspecidaciorol, mely az 1989 eldtti  kutatasi | 19892
eredményeket gyiijti dssze és részletezi.
Speciation of tin, lead, mercury, arsenic and A munka a kapillaris elektroforézis elvdlasztasi médszer | SUN, 2001

selenium compounds by capillary
electrophoresis

arzénspeciacios alkalmazasi lehetéségeit targyalja. A
kiilonbozé  detektorhoz  csatolt  elvdlasztdstechnika
eldnyeit és hdtrdnyai részletezi.

The cellular metabolism and systemic toxicity
of arsenic

Az arzén toxicitasanak és metabolizmusanak kutatadsi
eredmeényeit foglalja dssze. Kiilonds figyelmet kapnak a
hdaromértékii metilalt modosulatok, mint a DMA(III).

THOMAS, 2001

Microbial methylation of metalloids: arsenic, | Az arzén mikrobiologiai dtalakulasait targyalja. BENTLEY,

antimony and bismuth 2002

Arsenic speciation analysis Az arzénvegyiiletek elvdlasztiasdara és detektdldsdara | GONG, 2002
fejlesztett  analitikai  mddszereket,  valamint  a
mintaeldkészités problémdit gyiijti dssze.

Arsenic round the world: a review Az arzénmodosulatok kornyezeti eléforduldasat, valamint | MANDAL,
egészséget befolydsolé hatdsait foglalja dssze. Az utolsé | 2002
fejezetben  érdekes epizodokat  talalunk ,, Foldiink
arzénmérgezései”-rol.

Mechanism of arsenic biotransformation Altaldnos ~ dttekintést  nyijt  az arzén  biokémiai | VAHTER, 2002

Jfolyamatairdl és azok egészségiigyi vonatkozasairdl.

The speciation of natural tissues by Elektrospray-tomegspektrometria  alkalmazdsa ~ az | McSHEEHY
electrospray-mass spectrometry. I: arzénmédosulatok azonositdsaban. A munka kiilonos | 2003a
biosynthesised species, As and Se figyelmet szentel a tandem mddszereknek, tobb példdn

illusztralija a technika eldnyeit arzén specidcios

analizisben.
The potential of organic (electrospray- and A szerves tomegspektrometrids modszereket nagyszeriien | ROSENBERG
atmospheric pressure chemical ionisation) osszefoglalé  tanulmdny, — kiilon — fejezettel — az | 2003
mass spectrometric techniques coupled to arzénspeciacios alkalmazdsrol.
liquid-phase separation for speciation analysis
The speciation of arsenic in biological tissues | Az arzénspecidciés célra szdnt referencia anyagok | McSHEEHY,
and the certification of reference materials for | hitelesitési folyamatait targyalja. 2003b
quality control
Determination of arsenic species: A critical Az arzénspecidacios célokra fejlesztett modszereket, és gﬁgFCESCONL

a

review of methods and applications, 2000-
2003

azok analitikai alkalmazasat irja le.




3.3 Az arzén kornyezeti el6fordulasa

Az arzén a 20. leggyakrabban eléforduld elem a foldkéregben. (NRC, 1977) A kézetekhez kotott
arzén viszonylag konnyen szabadda valik iddjarasi jelenségek, bioldgiai aktivitds, vulkani aktivitas,
antropogén hatdsok és vizben oldddas kovetkeztében. Az igy mobilizalt arzén az esdvel vagy a lebegd
részecskékhez kotddve ujbdl a felszinre keriil. Az arzén kornyezeti hatdsarol készitett tanulmanyok
nem képviselnek egységes nézetet. Annyi azonban kozos, hogy az antropogén eredetii szennyezések
dontd tobbsége banyaszati tevékenységre és koolajszarmazékok égésére vezethetd vissza.
(CHILVERS, 1987) Irodalmi adatok szerint a természetes : antropogén eredetii arzénszennyezes
mértékének aranya kb. 60:40, tehat az emberi tevékenység szignifikans mértékben beleavatkozik az
arzén kornyezeti korforgasaba. (CHILVERS, 1987) Annak ellenére, hogy az arzénszennyezettség
mértéke felbecsiilhetetlen, az arzén korilottink mindeniitt jelen van: a légkorben, a vizekben, a
talajban, az iiledékben és az €l6lényekben egyarant.

A talajban altalaban 0.05-0.2 mg/kg arzén talalhatd, de a tengeri iiledék arzéntartalma 40 mg/kg-ot
is elérhet. (NRC, 1977) A tengerek €s dceanok arzénkoncentracidja egységesen kb. 2 pg/l, mely szinte
teljes egészében szervetlen arzénmddosulat. (CABON, 2000) A tengeri él61ényekben néhdny szaz ppm
arzénkoncentracié is eléfordul, melyet az oket koriilvevd vizbdl, tiledékbdl vagy a taplaléklancon
keresztiil halmoznak fel. Az eddigi kutatdsi eredmények alapjan éaltaldnossagban elmondhatd, hogy az
élolényekben a toxikus szervetlen arzénformdk viszonylag kis mennyiségben talalhatok, a domindns
modosulatok a szerves arzénvegyliletek. Ezt a megallapitast legel6szor Edmonds kutatdcsoportja
bizonyitotta be, aki 1977-ben azonositotta az AB-t nyugati homar izomszévetbol. (EDMONDS, 1977)
Azoéta kideriilt, hogy a nem toxikus AB széles korben elterjedt kornyezetiinkben. Ez a modosulat a
tengeri allatok altal felhalmozott arzén nagy aranyat képviseli. Ezzel szemben a tengeri algékra az
arzenocukrok dominans eléfordulésa jellemzo.

A szarazfoldi él6lények a tengeriekhez képest kevesebb arzént halmoznak fel, a specidcios kép nem
ennyire egységes, még maig formalddik. Néhany kitlintetett €lélénycsoport — melyekben koénnyen
mérhetd mennyiségii arzén halmozodhat fel — speciacios vizsgalataira nagyobb érdeklddés mutatkozik,

masokéra — példaul az édesvizi bioszféra alkotoira — kevesebb.

3.4 Arzénvegyiiletek nevezéktana
Kornyezeti és bioldgiai mintdkban az arzénvegyiiletek nagy része ionos formaban van jelen (az
arzénessav ez esetben kivétel). Ezért az egyszertiség kedvéért jelen munkaban a vegytileteket protonalt

formaban abrazolom, de a biokémiaban megszokott elnevezést kovetve a vegyiiletek deprotonalt
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elnevezését teszem kozzE (tehat arzénessav helyett arzenit, arzénsav helyett arzenat stb.). (1. dbra)
Ehhez hasonldéan a metilezett szarmazékokat is anionként javaslom elnevezni (pl. metilarzonat). Az
oxidacids allapotokat a [IUPAC nomenklatura alapjan (Nomenclature of Inorganic Chemistry, 1990, I-
4.4.0 és [-5.5.2.2) jelolom.

A kémiai fantdzianevek bemutatasara a legjobb példa az arzenobetain, mely a hozza rokon vegyiilet
célravezetobb, mint a kémiai név (trimetil-arzonium-acetat). (1. abra/6) Ez az egyszerisités viszont
megnehezitette a dolgunkat, amikor a metilcsoporttal boviild arzenobetain molekulat (trimetil-
arzonium-propionat) eldszor azonositottdk bioldgiai mintdkban. (1. dbra/9) A felfedezést kovetden a
kutatotarsadalom kétféle elnevezés mellett szavazott. Egyikikk, az AB-hez hasonléan AB2
fantazianévvel illette a metilcsoporttal boviilt moddosulatot, a masik csoport visszatért a kémiai
elnevezéshez, ¢s annak roviditését (TMAP) hasznélta a publikdcidkban (annak ellenére, hogy az acetat
szarmazék megmaradt AB-nek). Dolgozatomban én is ez utdbbit valasztom. A TMAO elnevezés nem
okoz kényelmetlenséget az arzénnel foglalkozo6 analitikusok korében, mint ahogy a tetrametil-arzonium
ion roviditése, a TETRA sem. Az ijabban felfedezett egyszerli szerkezetli arzénkomponensek esetében
a kémiai elnevezés kertilt elotérbe, mint példaul a dimetil-arzinoil-etanol (DMAE) és a dimetil-arzinoil-
acetat (DMAA). (1. 4bra/8, 12) Shibata ¢és Morita korai munkéjaban 15 arzénvegyiiletet vizsgalt,
koztiik hat arzenocukorral. A szerzOk minden mddosulathoz egy-egy arab szamot rendeltek, melyekre a
kozlemény sordn hivatkoztak. Ezt az elnevezést mas szerzOk eldszeretettel vették at sajat
publikaciojukban — igy lett példaul az arzenocukorl, arzenocukor2 stb. elnevezés — anélkiil, hogy a
hivatkozott vegyiilet szerkezeti képletét kozzétették volna. (SHIBATA, 1989) Sokkal helyesebb, ha a
vegyiileteket szamok helyett rovid névvel illetjikk, hiszen az olvasé nem kényszeriil a vegyiiletek
visszakeresésére, hanem a név alapjan felismeri a targyalt molekulat. Arzenocukrok esetében az 1.
abran kozzé tett elnevezések terjedtek el. (1. abra/13-16) Az oxo- és a tio- eldtag sziikségessége csupan

az elmult 1-2 évben meriilt fel, miutan sikeresen azonositottak a kéntartalmu arzenocukor analogokat.

3.5 Arzénvegyiiletek biologiai hatasai és metabolizmusa

A kiilonboz6 arzénformak bioldgiai viselkedésének tanulmanyozasa nehéz feladat, még akkor is, ha
korszeri speciacids analitikai mddszerek allnak a rendelkezéstinkre. A modosulatok emberi szervezetre
gyakorolt hatdsai jelenleg csupan in vitro tanulmanyozhatdk, amely modell messze all a valosagtol —
elsésorban a valodi biokémiai folyamatok hidnya miatt. Allatkisérleteket végeznek a valodi élettani
folyamatok modellezésére. Leggyakrabban patkanyokat alkalmaznak, annak ellenére, hogy azok

arzénmetabolizacids folyamatai bizonyitottan eltérnek az emberétdl. (KIRK, 2001)

10



A vegylletek toxicitdsdnak kifejezésére az LDsp-érték szolgal, melyet néhany arzénmoddosulatra

mar meghataroztak. (2. tablazat) (KAISE, 1992, SHIOMI, 1994, DONOHUE, 1999)

2. tablazat Néhany arzénmodosulat LDs, értéke (patkany €s egér, oral)

Moédosulat  LDs

(mg/kg)
As(III) 15-42
As(V) 20-800
DMA(V) 1200-2600
MA(V) 700-1800
AC 6500
AB >10000
TETRA 890
TMAO 10600

A tablazatban lathato, hogy a szervetlen arzénvegyiiletek 2-3 nagysagrenddel toxikusabbak, mint a
szerves mddosulatok. A kornyezetiinkben talalhatd szervetlen arzénnel ellentétben a bioldgiai mintdk
kevés kivételtdl eltekintve javarészt szerves formaban tartalmazzdk az arzént. Ebbol kiindulva,
valamint a mddosulatok toxicitasdnak ismeretében a tudostarsadalom hosszu ideig hitte, hogy az €16
szervezet tulajdonképpen méregteleniti a felvett arzént. Ma mar ez az elképzelés megddlt azaltal, hogy
korvonalazodtak az arzén huméan metabolikus folyamatai. A kiindulds a szervetlen arzénformak
emberre gyakorolt hatasanak megismerése volt, hiszen mint Magyarorszagon is, sok esetben jelent
problémat az ivovizek magas arzénterhelése. Epidemiologiai tanulmanyokban bizonyitast nyert, hogy
az ivoviz altal fogyasztott szervetlen arzén kdros hatast gyakorol az emberi szervezetre. A bor az
arzénmérgezés legérzékenyebb indikatora, melyen a legelsd — még nem malignus — toxikoldgiai
tiinetek észlelhetok. Ilyenek példaul a hamszovet lassi levalasa, a 1€ziok. Yoshida a kozelmultban
kimutatta, hogy mar 50-100 pg/l arzéntartalmt ivoviz kronikus fogyasztisa esetében megjelennek a
tiinetek. Komolyabb krénikus, illetve akut tiinetek k6zé soroljuk a neurologiai hatést, a hipertenzidt, a
periférias érrendszeri betegségeket, a légzdszervi panaszokat, a diabéteszt valamint a malignus
folyamatokat. Ez utobbiak leginkabb a borrak, tiidorak, vesedaganat, holyagdaganat, majcirrdzis és
nogyodgyaszati daganatok formdjaban nyilvanul meg. (YOSHIDA, 2004) A tanulményban nem
vizsgaltdk a harom, illetve 6t vegyértékli arzénformak kozotti kiilonbségeket, ezért a fenti tiinetek
altalanossagban a szervetlen formakra jellemzoek.

A mai napig a szervetlen arzénformak rakkelt6 hatasanak biokémiai mechanizmusa nem ismert, de
az, hogy az arzén indirekten mutagén, bizonyitast nyert. (SCHOEN, 2004) Megfigyelték, hogy az arzén
karcinogén hatdsat nem csupan egy, hanem t6bb kiilonboz6 kéaros folyamat egyiittesen okozza. Ezek a
kovetkezok lehetnek: a jelatviteli folyamatok modulédlésa, oxidativ stresszkeltés, a DMA metilacié

zavarasa, a DNS javito-mechanizmus gatldsa, mutaciok generalasa. A folyamatok dézisfiiggése nem
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linedris, sot, azt is megfigyelték, hogy krénikus expozicid esetében a szervezet hozzaszokik a mérgezd
anyag jelenlétéhez, annak komolyabb hatasai nélkiil. (SCHOEN, 2004)

Az ivovizzel a szervezetbe keriilt arzén egy része a vizelet és széklet altal tavozik, leginkabb
dimetiladlt modosulat formdjaban. (LE, 2000a,b) Fontos azonban kiemelni, hogy a felvett
arzénmennyiség nagy része raktarozodik a szaruképzddményekben, a majban és az agyban, ott nem
ismert hatdsokat okozva. Az ivovizzel a szervezetbe keriilt arzén els6 utja a majba, vesébe vezet. Ott a

sejtek specidlis transzportfolyamatok révén veszik fel a vegyiileteket. (2. abra)

H,PO,"
H.AsO,"

ek ADP
s AOP T }“‘“ aﬁ

As(GS), \

As{OH],

2. abra Eml0s sejtben lejatszodo arzéntranszport folyamatok vazlata (ROSEN, 2002)

Az arzenit ¢s az arzenat vegyliletek kiilonb6zd pK, értékeinek kovetkeztében a sejtek kozotti térben
uralkodo pH = 7 kémhatast kornyezet eltérd ionizaltsagot biztosit a két vegyiiletnek. Mig az arzenat
anionos (pK, = 2.3), addig az arzenit (pK, = 9.2) semleges forméaban van jelen a sejtek kozott. Ezt
szemlélteti a 2. dbra. Az arzenat ionok — a foszfat ionok hasonldsaga alapjan — foszfat-transzporterek
segitségével keriilnek a sejtbe. (ROSEN, 2002) Ezen transzportfehérjék pontos szerkezete még nem
ismert, de annyi mar bizonyitast nyert, hogy a szallitast végz6 nagymolekulék a foszforsav és arzénsav
vegyiileteket egyarant szubsztratjuknak tekintik. (ROSEN, 2002) A semleges, hidroxid alakban jelen
levo arzénessav vegyiiletet az un. aquagliceroporin vegyiiletcsalad tagjai tovabbitjak a sejtekbe. Ezek
nagyobb méretli csatornakat alkotnak a sejthartyan, és jellemzden a nagymolekuldkat, mint a glicerolt
¢s a karbamidot is nem-specifikus mdédon atvezetik a sejten beliili térbe. Ugyanezen folyamat felelds az

arzénessav sejtbe juttatasaért is. A sejten beliil az arzenat-reduktdz enzimek vagy a glutation molekula
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segitségével As(V) — As(III) redukcio megy végbe. A nem reagalt arzenat a vizelettel tdvozik. Ezutan
a sejtekben redukalt arzenit a glutationnal (GSH) komplexeket alkot (As(GS)3), mely vegytiletek aktiv
transzport révén az epébe iriilnek, majd az emésztétraktuson keresztiil elhagyjak a szervezetet (2.
abra). Ez a glutation-komplex képzddés tulajdonképpen egy nagyon elonyos, méregtelenitd folyamat
része. A sejtek glutation-kapacitdsa korlatozott, hiszen a molekula szamos mas méregtelenitd
folyamatban is fontos szerepld (pl. szabad gyokok lekotésében). A maradék arzenit oxidativ metilaciods
folyamatokon keresztiil metilalodik, mely folyamat a legujabb kutatdsi eredmények alapjan nem
méregtelenit, hanem azzal ellentétesen, toxikusabb vegyiiletekké alakitja az arzenit iont (3. abra).

(ROSEN, 2002)

oxidativ redukcid
_— _—>
As(II) —————> MA(V) MA(III)
oxidativ redukcid
MA(III) ————> DMA(V) —> DMA(II)

3. abra Sejtben lejatszodo oxidativ metilacids folyamatok

Tanulmanyok szerint a fenti metabolizacios kaszkad csak az arzenittel megy végbe, az arzenat iont
nem ¢érinti. Ez utdbbi modosulat nem metabolizalodik az emberi szervezetben, hanem vagy eredeti
forméaban a vizelettel tavozik, vagy haromértékli mddosulatokkd redukalodik, és a fenti folyamat
szerint metilezodik. A keletkezett termékek, a harmas oxidacios szamiit MA ¢és DMA molekulak
nagyon erds genotoxikus hatassal rendelkeznek, mely éltal erdsen rakkeltd tulajdonsaguak. (ROSEN,
2002) Tudoményos kisérletekben bizonyitast nyert, hogy az arzén karcinogén hatasa a DMA(III)
molekula sejtkéarositd hatasegyiitteseire vezethetd vissza. A folyamat tehat karos a sejtre nézve, ezaltal
feltételezhetben nem az evolucios fejlédés sordan alakult ki a metabolizacids reakcid, hanem az
valamely mas reakcidsor nem-specifikus enzimjeit hasznalja. (ROSEN, 2002) Kidertilt, hogy ezek a
kevéssé ionizalhaté molekuldk szokatlan mértékben képesek a sejtkomponensekkel — proteinekkel,
nukleinsavakkal — kolcsonhatdsba 1épni. Ez a blokkolas idézi elé a sejt anyagcsere-folyamatainak
drasztikus valtozasat, midltal az daganatos sejtté¢ alakul. (KITCHIN, 2001) A folyamat részletei
egyelore még nem ismertek. Yamaka és munkatdrsai az oxidativ stresszkeltéssel magyarazzak a
karcinogén hatast (4. é&bra). Véleményik szerint a haromértéki dimetilalt arzénmodosulatbol
molekularis oxigén hatasara szabad gyokok keletkeznek. Ezek a szabad gyokok az orokitdanyagot

kérositjak — példaul az egyszeres kovalens kotések elszakitasaval. (4. abra)
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4.abra DMA(III) molekulabol képz6do szabad gyokok

A fenti folyamatok és elméletek tehat azt hangsulyozzak, hogy az MA(III) és DMA(III) vegytiletek
tehetdk feleldssé az arzén karos hatdsaiért. Mindkét vegyiiletet mar kimutattdk vizeletmintdkban, ami
megerdsiti a feltételezést. (VALENZUELA, 2005) A haromértékli vegyiiletek analitikdja azonban
kulonos oOvatossagot igényel, miszerint azok oxidaldo kozegben nagyon konnyen é€s gyorsan O6tos
moédosulattd alakulnak. (VALENZUELA, 2005) A harmas ¢s az 6tos oxidacios allapota metilalt
arzénmodosulatok elvalasztdsdnak ¢és analitikdjanak az arzén biometilacios folyamatainak
tanulmanyozasdban van nagy szerepe, mellyel Del Razo és Le részletesen foglalkozott. (DEL RAZO,
2000, LE, 2000a)

A fentiekben bemutattam, hogy az arzén toxicitasardl tulajdonképpen csupan a szervetlen
vegyliletek esetében beszélhetiink, ahol a biokémiai folyamatok miatt a vegyiiletek atalakuldsa nem
kedvez6 iranyu. A tobbi szerves mddosulat ismereteink szerint kevéssé vagy nem toxikus. Ez annak
koszonheto, hogy példaul az AB, AC és TMAO vegyliletek felszivodasa csekély mértékt, igy azok
valtozatlan formaban a széklettel iiriilnek. A kevés felszivodott mennyiség azonnal kivalasztodik a
vesében, ¢€s a vizelettel tavozik. A DMA(V) és MA(V) modosulatok bar felszivodnak, de sejtbe
iranyuld transzportfolyamatok hijan a vizelettel tiriilnek. Mas molekulak esetében toxikologiai adatok

nem allnak rendelkezésiinkre.

3.6 Az arzéntartalomra vonatkozo eldirasok
Osszességében elmondhatd, hogy a speciacids analitikai kutatdsok eredményei eddig csak kevés
esetben gyakoroltak hatdst a magyar szabalyozasra. Arzén tekintetében a speciacids szemlélet 2003 6ta

érvényesiil, amikor eltorolték a fogyasztasra szant halak maximalis arzéntartalmara vonatkozd
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hatarértéket. (Magyar Kozlony, 2003) Ez a 1épés a speciacids analitikai kutatasi eredmények
ismeretében sziiletett meg, hiszen nyilvanossa valt, hogy a tengeri eredeti élelmiszerek magas
arzéntartalma tulajdonképpen egy nem toxikus modosulat formajaban van jelen. Vajon helyesen dontés
volt a hatarérték eltorlése? Egyrészrol igen, hiszen a tengeri halakban/kagylokban a sokszor jelentds
arzéntartalom artalmatlan. Masfel6l a dontéshozok nem vettek figyelembe mas élelmiszereket: példaul
az ¢édesvizi halakat. Ezen élelmiszerek arzéntartalma Ilehet wugyanilyen jelentés, mig
specieszosszetételik nem azonos a tengeri allatokéval, sok esetben ismeretlen. Tovabbi problémakat

vet fel bizonyos mddosulatok kérdéses toxikoldgiai tulajdonsaga.

3.7 Az arzénspeciacios analizis folyamata

3.7.1 Mintavétel

A speciacios analizis elsd és egyben legkritikusabb 1épése a mintavétel. Mielott a mintavételt
pontosan megterveznénk, ki kell tlizniink az analizis céljat. Példaul kornyezeti mintdk esetében a
reprezentativ mintavételt szamos faktor befolyasolja. Figyelembe kell venniink a foldrajzi adottsagokat,
az Okoldgiai viszonyokat (a vizsgélandd minta helye a tiplaléklancban), a szezonalitast stb. A
mintavételt elore gondosan meg kell tervezni arra a specifikus mintara, amely vizsgalatunk targya.
Fontos, hogy a mintavétel és a mintatarolas miivelete kozben a vizsgélandé paraméterekben valtozas ne
kovetkezzen be. Példaul vizmintadk arzénspeciacids elemzésénél fontos a redoxi-allapot megorzése,
hiszen ha a minta oxidaloé kornyezetbe keriil, az arzenit konnyen arzenattd alakul. Keriilni kell tehat
azokat a koriilményeket (magas homérséklet, hosszu tarolasi 1d6 stb.), melyek a modosulatok esetleges

atalakuldsahoz/bomlasahoz vezetnek.

3.7.2 Mintaelokészités teljes arzén meghatdarozdsdahoz

A mintaelokészités elsddleges célja: a mintat olyan halmazallapotba hozni, mely az alkalmazott
mérési modszerhez hozzarendelhetd. Léteznek olyan technikdk, melyeknél a mintaelokészités a mintak
szaritdsara, homogenizalasara korlatozodik, és nem kovetelik meg a mintdk folyékony halmazéllapotat.
Ilyen mérési technika példaul a neutronaktivéacids analizis, a grafitkemencés atomabszorpciés modszer
¢s a lézer-ablacids technika.

Ma mar nagyobb népszeriiségre tett szert a porlasztdsos mintabevitel, mely esetben a mintakat
folyékony halmazallapotba kell alakitanunk. Teljes arzén meghatadrozdsdhoz feltarast alkalmazunk,
melynek célja kettds: egyrészt arra toreksziink, hogy a minta szervesanyag tartalmat tokéletesen

elroncsoljuk, masrészt bizonyos technikdk esetében fontos, hogy az arzénmodosulatokat azonos
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formaba hozzuk. A minta szervesanyag-tartalmanak elroncsoldsaval a minta folyékony
halmazallapotba keriil, melyben a teljes arzénkoncentracidé miiszeresen mérhetd.

Ha mérési modszeriink hidridképzésen alapul, lényeges, hogy az arzén milyen mddosulat
forméajaban van jelen az elOkészitett mintaban. Ismeretes, hogy teljes feltards soran bizonyos
arzénmodosulatok az erds kovelens kotések miatt nem bomlanak arzénsavva, hanem kis méretii szerves
molekuldkként az oldatban maradnak. Goessler és munkatarsai kimutattak, hogy MA mddosulatnal
>220 °C, DMA modosulatnal >280 °C sziikséges a vegyiiletek bomlasahoz. AB esetében a bomlas csak
még erbteljesebb koriilmények kozott megy végbe: legalabb 90 percig a mintat 300 °C f6l6tt kell
tartani. A hagyomanyos — altalam is alkalmazott — 100-120 °C-on végzett roncsolas semmiképpen sem
elegendé a modosulatok bomlasahoz. (GOESSLER, 2003) A fentiek miatt ezen esetekben a teljes
arzénmeghatarozashoz hasznalt hidridképzéses technikak — HG-AFS, HG-ICP-MS vagy HG-ICP-AES
— hibas eredményhez vezetnek, hiszen az oldatban maradt szerves mddosulatok hidridképzési hatasfoka
eltéré. Enenk ellenére még ma is taldlunk példat ilyen alkalmazasra a nemzetk6zi irodalomban. (SUN,
2005)

Napjainkra mar elmondhatjuk, hogy a teljes arzéntartalom meghatérozasara szinte egyeduralkoddéan
a kiilonboz6 oxisavakkal végzett, megnovelt nyomason és homérsékleten lejatszodd nedves
roncsolasos technikdk terjedtek el. Bar az emlitett nagy hdmérsékletet olyan, hagyomanyosnak
mondhaté mddszerekkel is el lehet érni, mint a laboratériumi nyomastarté edényzet, a mikrohulldmu
csokkentése, hanem nagyfokd automatizaltsaguk ¢és az akar mintahelyenként szabalyozhato,
dokumentalhaté és reprodukalhaté paramétereik (nyomas, homérséklet, reflux) igazoljak
elterjedésiiket. (DERNOVICS, 2003) A roncsolas tilnyomo részben teflonedényekben (PTFE) zajlik,
melyek sav-, lug- és hoéalloak, valamint arzén szempontjabol inertnek tekinthetdk. Kivételt csupan a
kulonleges, un. blokkroncsolokban alkalmazott kvarcedények jelentik amelyek azonban nem teszik

lehetdvé a folysavas feltarasok végrehajtasat.

3.7.3 Mintaeldkészités az arzén modosulatanalitikdban

A teljes feltarassal ellentétben a modosulatanalitikai mintaelokészités kifejezetten azt a célt
szolgélja, hogy a mintdban talalhatd6 As-mddosulatok atalakulds nélkiil keriilhessenek meghatarozasra.
Azonban nem ez az egyetlen kiilonbség a két megkozelités kozott: a modosulatanalitikai feladatok
esetében nem alapvetd kovetelmény az 6sszes modosulat kinyerése, bar célunk a 100%-os extrakcids
hatasfok. Gyakori azonban az olyan mintatipus, amelyb6l nem nyerhet6 ki az 6sszes modosulat. Ennek

oka feltehetden az, hogy némely mddosulat nagy affinitassal kotodik/beépiil a mintamatrixba, ezért a
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szokasos ,,lagy” extrakcids modszerekkel nem nyerhetd ki. Miért alkalmazunk ,,]1agy” modszereket az
arzénmodosulatok kinyerésére? A speciacids analitika elsOdleges feladata a mintaban jelen levo
modosulatok azonositasa. Ezen cél eléréséhez feltétlentiil sziikséges, hogy a mintael6készités soran a
komponensek ne alakuljanak at: ne szenvedjenek bomlast, ne oxidalédjanak/redukalddjanak stb.
Ezaltal tehat a tul ,drasztikus” beavatkozasokat keriilni kell, mivel azok konnyen valtozasokat
idézhetnek elé a moddosulatok kémiai szerkezetében. Arzén mddosulatananlitikdban ezért leginkabb
»lagy”’-nak tekintett mintaelokészitési eljardsokkal allunk szemben. Az alkalmazott pH-érték a
semleges tartomany koriil jellemzd, a kezelés néhanyords, esetleg félnapos kevertetésben-razatdsban
testesiil meg, mig a kezelési homérsékletek a szobahdmérséklet és a 80-90 °C kozott mozognak. A
kezelések redoxi-allapotot befolyasold hatasa az arzénnel kapcsolatos mintaeldkészités legnagyobb
kihivasa. A héarmas-6tos oxidacids allapot nagyon konnyen egymasba alakul, mely nem csupan a
szervetlen modosulatokra jellemzd — bar kétség kiviil ezek nyertek a legnagyobb publicitast —, hanem a
szerves arzénmoddosulatok esetében is fenndll. Példaul MA(II) — MA(V), DMA(IIl) — DMA(V)
kétiranyu egyensulyi atalakulasok. Még fontosabba teszi a kérdéskor targyalasat a kiillonb6zoé oxidacids
allapoti médosulatok nagyon eltérd toxicitasa: az irodalomban a haromértékii vegyiiletek sokkal kisebb
LDsp-értékeirdl szamolnak be. (LE, 2000b, GONG, 2002) A haromértékii metilezett szarmazékok
oxidacidjaval jard reakcioi az 4ltalanos mintaeldkészitési koriilmények kozott néhany ora alatt
végbemehetnek, igy amennyiben jelenlétiikkre szdmitani lehet, kiilonleges figyelemre van sziikség.
(GONG, 2001)

Az arzén mddosulatanalitikaban alkalmazott mintaeldkészitési mdodszereket elsoként a felhasznalt
oldoszerek szerint csoportosithatjuk. Egyéb mddosulatalitikai feladatokkal (pl. szerves onvegyiiletek)
Osszevetve az arzénspeciacids mintaelokészitést viszonylag konnyii kezdet jellemezte. A legelsd
mintdk valamennyien tengeri eredetli allatok voltak, melyekben tilnyomo tobbségben AB halmozodott
fel. Ez a kis méretii, stabil mddosulat mind vizben, mint metanolban nagyon jol oldodik, €s ezen
extrakcids olddszerek (esetleg elegyek) alkalmazasdval minden esetben >90% kinyerési hatasfok
adddott. A viz, a metanol vagy ezek bizonyos aranyu elegyeinek alkalmazasar6l mind a mai napig vita
folyik. Kétség kiviil a metanol nagy elonye, hogy (i) altala kevesebb matrixkomponens oldodik ki, (i1)
gyorsabban elparologtathatd, mint a viz, valamint (iii) amfiprotikus tulajdonsdganal fogva a nem-
polaris arzénvegyiileteket (pl. arzenolipidek) is kivonja a mintabol. Ezen eldnydket leginkabb Edmonds
korai munkdjaban hasznalta ki, amelyben a kérdéses arzénvegyiileteket tobb kilogram mintabol nyerte
ki és tisztitotta meg azonositas céljabol. (EDMONDS, 1993) A szerz6 egy masik munkdjaban azonban
bebizonyitotta, hogy a metanollal végzett extrakcid esetében a szervetlen arzénvegyiiletek

kinyerhetdsége sokkal kisebb, mint a viz esetén. Munkdja mind a mai napig nagy vitat kavar. A
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metanol esetében leggyakrabban ugy jarunk el, hogy extrakciot kovetden a folyékony metanol fazist
szobahdmérsékleten — altalaban vakuumban — beparoljuk, majd a beparlasi maradékot vizben oldjuk
vissza. Felmeriil a kérdés, hogy mi torténik a metanol-oldhato, de vizben nem oldhato vegyiiletekkel
(pl. arzenolipidekkel). Konnyen belathatd, hogy ezaltal a metanolos extrakcié fent emlitett harmadik
elonyos tulajdonsaga nem érvényesiil. Masik érv, mely a viz mellett voksol, az eddig felfedezett
arzénmodosulatok polaris — sokszor ionos — jellege, mely altal kétség kiviil jobban oldédnak vizben,
mint metanolban.

Tukai és munkatarsai metanol-viz olddszerelegy kiillonb6z0 ardnyait vizsgéaltdk meg algak
arzénspeciacios elemzése kapcsan. Tapasztalataik szerint az optimalis metanol dsszetétel 5678 v/v%
kozott adodott mintatipustol fiiggden. (TUKAIL 2002) Ezek szerint tehat még kozel azonos
mintacsoporton beliil is — mindannyian algak voltak — nagy kiilonbségek addédhatnak. Mas publikaciok
az extrakcids hatasfok moddosulatfiiggésérol szamolnak be. A nagyon polaris arzenocukrok esetében
példaul a viz a leginkabb ajanlott kézeg.

Az 1990-es évektol, amikor megjelentek az els6, szarazfoldi eredeti mintadkkal foglalkozo
speciacios munkdk, hamar nyilvanvalova valt a metanol/viz alapu extrakciés modszerek alacsony
kinyerési hatasfoka. Az arzénfelhalmozo pafrany esetében a viz alkalmazasa jobb eredményt mutatott,
de ez mas, novényi eredetli mintdknal nem bizonyult igaznak. (FRANCESCONI, 2002) A szarazfoldi
eredetli mintdk esetében ezidaig nem talaltak ésszerli magyarazatot a sokszor nagyon alacsony (<20-
30%) extrakcids hatasfokra. Megfigyelték azonban, hogy savas kozegben — példaul trifluor-ecetsav,
foszforsav — a kinyerési hatasfok szignifikdnsan nagyobb. (BOHARI, 2002) Erre feltételezett
magyarazatul szolgalhat a savak kozremiikodése az As-S kotés bontdsaban. A 3. tablazatban a témaban
irédott néhany fontos publikacid olvashatd.

Az optimalis kinyerés érdekében az extrakcidos oldoszer mellett ki kell vélasztanunk az
alkalmazand6 extrakcids technikat. A 3. tdblazatban lathatd, hogy a kozkedvelt mddszerek kozé
tartozik a razatasos technika, az ultrahang kozvetitette kivonds, a mikrohullam koézvetitette kinyerés,
valamint a nyomas alatt végzett extrakcid. Ez utdbbi ASE (accelerated solvent extraction) néven
terjedt el, mely esetében a minta egy mikrohullam 4ltal flit6tt zart edényben helyezkedik el. A mintat a
folyamat megkezdése elott inert kozegben kell eloszlatni. Gallagher és munkatarsai az ASE mddszer
alapos vizsgalatat kovetden azt talaltdk, hogy a minta inhomogén eloszlatasa kovetkeztében az
extrakcios hatasfok valtozik, ezaltal a miivelet nem reprodukalhaté. (GALLAGHER, 2001)
Eredményeik alapjan nem javasoltdk a koltséges ASE arzénspeciacids alkalmazdsat. A kiilonb6zo
fizikai hatason alapulé modszerek Osszehasonlitasaval csak néhany kutatocsoport foglalkozott. A

munkak koziil emlitésre méltd Brisbin €s Caruso vizsgalata, akik TORT-2 hitelesitett referenciaanyag
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(homar izomszovet) arzénkinyerési hatasfokait hasonlitottdk Ossze Soxhlet, razatds, ultrahang,
mikrohullam és superkritikus folyadék extrakciés modszerek esetében. (BRISBIN, 2002) Bar
modosulatanalitikat nem végeztek — ezaltal a modosulatok esetleges atalakulasa, bomlasa nem zarhatd
ki —, mégis érdekes eredményrdl szamoltak be. A szuperkritikus folyadék-extrakcio kivételével minden
technika szinte 100%-0s hatasfokot eredményezett. Megjegyzem, hogy a TORT-2 minta magas
arzenobetain-tartalma miatt az eredmény logikus. A szarazfoldi/édesvizi eredetli mintdk alacsony
kinyerési hatasfokat ismerve sokkal fontosabb lenne a kisérletet ezen mintak valamelyikén ujbol
elvégezni.

A fent emlitett ,,]Jagy” mddszerek talaj- ¢s tiledékmintakbol csak kis mennyiségii (tipikusan <5%)
arzént képesek kioldani. Inkabb elterjedtek az un. klasszikus frakcionalasos technikék, melyek esetében
novekvd ionerdsség/pH/redox potencidl felelds az egyre nagyobb aranyt kinyerésért. (TEMPLETON,
2000) A modszer segitségével az arzén mintamatrixhoz vald kotddésének erdssége is becstilheto.
Talajmintak esetében arzénspeciacios célra a gyenge savas kozegli extrakcid terjedt el, mely esetben a
kinyerési hatdsfok jobb, mint metanol vagy viz esetében, de a specieszek oxidacios aranya még a

mintara jellemz6 marad.

3.tablazat Arzénspeciacios analizishez hasznalt extrakcios modszerek 6sszefoglalasa (FRANCESCONI, 2004)

Extrakcios modszer

Extrakcios Razatas Ultrahangos Mikrohullaim- Szuperkritikus ASE Soxhlet
olddszerek fiirdo kozvetitette folyadék
melegités extrakcio
viz Bohari,2002 Bohari,2002 Bohari,2002 Brisbin, 2002 Schmidt,2000 Brisbin, 2002
Montperrus,2002  Caruso,2001 Brisbin,2002 Gallagher,2001
Pizarro,2003 Heitkemper,2001
metanol Gomez- Gomez- Heitkemper,2001  Gomez-
Ariza,2000b Ariza,2000 Vela,2001 Ariza,2000b
Brisbin, 2002
metanol/viz  Soeroes, 2005a Bohari,2002 Vilano,2001 Schmidt,2000 Gomez-
elegyek Bohari,2002 Caruso,2001 Bohari,2002 Gallagher,2001 Ariza,2000b
Kuehnelt,2001 Heitkemper,2001  Tukai, 2002 Heitkemper,2001
10n0s Kuehnelt,2001 Bohari,2002 Bohari,2002
oldészerek  Heitkemper,2001 Caruso,2001 Montperrus,2002
Milstein,2003
enzimek Caruso,2001 Milstein,2003
Heitkemper,2001
egyéb Milstein,2003 Yehl,2001 Brisbin,2002

3.7.4 Az extraktumok tisztitasa

Az extraktumok tisztitdsa nem altalanos gyakorlat. Ennek magyarazata az, hogy a mddosulatok

szerkezetének megdrzése érdekében célszerli a mintdkkal kapcsolatos kezeléseket minimalizalni. A

crcr

egylitt, hogy a modosulatok valtozas nélkiil, az eredeti mintdhoz hasonld ardnyban és azonos
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mértékben dusuljanak. Ezeket az elvarasokat szinte lehetetlen teljesiteni. A ,,matrixmentesités”
legyegyszeriibb modja tulajdonképpen az analizis kozben torténik, mégpedig az elvalasztas soran. A
kromatografias modszerek az ionos allapoti arzénvegyiiletek szelektiv visszatartasat eredményezik,
ezaltal az apolaros, illetve a részecskékhez nem hozzaférd nagymolekuldk visszatartds nélkiil hagyjak
el az oszlopot. Ez a nagy hatasfoku szelekcid sok segitséget nyujt az analitikusnak. Ez okbol tehat az a
kifejezés, mely szerint ,,a kromatografia a kapcsolt analitikai technika része”, helytelen. Szerepe sokkal
inkabb komplex: mind a mintaeldkészitésben, mind az analizisben fontos feladatot lat el. S6t, az utobbi
években a mintatisztitasban betoltott szerepe felértékelddott: matrixérzékeny detektalas (pl. ESI-
MS/MS) esetében tobbdimenzids kromatografias elvalasztast végeznek a vizsgalandd vegyiilet
tisztitdsa érdekében. Ez esetben a kromatografids modszerek mindegyike mas kémiai/fizikai folyamat
alapjan valasztja el a komponenseket (pl. forditott fazis, ioncsere, méretkizaras stb.), mialtal a tisztitas

vegyitiletspecifikus.

3.7.5 Arzénspecidcios analitikai rendszerek

A mindségi €s mennyiségi arzénanalitika az 1830-as évekre vezethetd vissza. A skot torvényszeki
kémikus, dr. Marsh arzénmérgezést gyanitott egy fontos gyilkossagi tigyben. Ezt a gyanut meggydz6
bizonyitékok hianydban a birdsag elutasitotta. Az itélet azonban olyannyira sértette a professzor
szakmai biiszkeségét, hogy azonnal nekilatott egy uj, az arzén illékony vegyiiletté atalakitdsan alapulod
érzékeny analitikai modszer kifejlesztésének. Az un. Marsh-proba nagyban eldsegitette az arzénnel
kapcsolatos kornyezeti, bioldgiai €s toxikologiai kutatasok fejlodését.

A téma ,,masodik fejezete” 1973-ban kezdddik, amikor Braman és Foreback oly modon adaptalta a
Marsh-mddszert, hogy azzal mar megkiilonboztethetové valtak az egyszeri metilalt arzénvegyiiletek és
a szervetlen arzén. Ez a mddszer mar a specidcids arzénanalitika kezdetét képviseli, ami a természetes
vizek analitikdjaban hamar elterjedt. Késobb a modszert kiterjesztették vizelet arzénmetabolitjainak
meghatdrozasara, mely altal az arzénmetabolizmus kutatdsdnak fontos eszkozévé valt. A legtobb
esetben az elégtelen kimutatasi hatarbol eredé gondokat azaltal kiiszobolték ki, hogy a keletkezett
illékony mddosulatokat kriogén csapdéaba juttattak, melybdl a vegytiletek illékonysaguk fliggvényében
szabadultak ki — hiszen forraspontjuk kiilonbozik —, majd az atomabszorpcios detektorba keriilnek.
Nem sokkal késobb vilagossa valt, hogy a hidridképzéses technika nem alkalmas a bioldgiai mintdkban
dominansan el6forduld arzénmddosulatok vizsgalatara. Més, nem az illékonysagon alapuld
elvalasztastechnikai modszert kellett keresni. Annak ellenére, hogy viszonylag gyorsan megfeleld
felbontdsu HPLC-s mddszereket fejlesztettek az arzénvegyiiletek elvalasztdsara, a modszerek

szokvanyos optikai detektorhoz (AAS, AES) kapcsoldsa a kimutatdsi hatar miatt nem hozta meg a
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varva vart eredményt. Az 1980-as évektdl a helyzet véltozott: kereskedelmi forgalomba keriiltek az
els6 ICP-MS késziilékek, melyek mint kapcsolt detektorok hamar elterjedtek. Ett6l fogva a HPLC-ICP-
MS technikdk nagy lehetdséget kinaltak az arzén speciacids analitikdjaban: a jo felbontasu elvalasztast
érzékeny detektalds kovette. Manapsdg a HPLC-ICP-MS a legelterjedtebb miiszerkapcsolds az
arzénanalitikaban.

Az 1980-90-es években a kisebb koltségigényl optikai (AAS, AES, AFS) moddszerek is sokat
fejlodtek. A hagyomanyos porlasztassal szemben mutatott eldnyei miatt a hidrid szdrmazékképzés a
speciacios rendszer fontos része maradt. A hidrid modosulatokat savas kozegben, NaBHy-del végzett
»on-line” kémiai reakcidval allithatjuk eld. A hidridképzés nagyon jé eszk6z arra, hogy a mintdban
talalhaté hidridaktiv elemeket/vegylileteket a matrixtol elvalasszuk. Ez a folyamat folyadék-géaz
szeparatorral oldhatdé meg, mely csupan a gazfazist — az illékony modosulatokkal egyiitt — juttatja az
optikai detektorba. A technika fejlesztésével boviilt a meghatarozhato vegyliletek szama: elvalasztast
kovetden a nem hidridaktiv molekuldkat kémiai reakcid kozvetitette bontassal hidridaktivva tették. A
kémiai reakcié leggyakrabban foto-oxidacido (UV-besugarzas — oxidacio, roviditve: PO), mely
tulajdonképpen egy ,,on-line” roncsoldsnak is tekinthetd, melynek kovetkeztében a modosulatok
egységesen hidridképzé formava alakulnak. Ezt a miiszerosszeallitast mutatom be az 5. dbran. A
detektorok koziil az AFS technika bizonyult a leghatdsosabbnak, mely kimutatdsi hatara a fenti
muszercsatolasban Osszevethetd a nagysagrendekkel koltségesebb ICP-MS mddszerrel. Az
atomfluorescens detektdlds tovabbi eldnye a nagy szelektivitds, melyet a vajtkatod-lampa
monokromatikus gerjesztd fénnyaldbjan kiviil a szinte zavardsmentes késleltetett emisszid tesz

lehetoveé.
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5.abra HPLC-PO-HG-AFS rendszer sematikus vazlata

Az 1990-es évektdl a molekularis tomegspekrometria mint Uj detektalasi lehetdség egyre nagyobb
szerepet kap az arzénspeciacios analitikaban. Erdekes modon a Sui és munkatéarsai altal viszonylag
kordan publikalt elektrospray-tomegspektrometrias technika, mely a szerves arzénvegyiiletek
azonositasaban kivaléan alkalmazhaté modszernek bizonyult, nem keltette fel a tudostarsadalom
érdeklddését. (SUI, 1988) Csak késdbb, 1996-ban, Corr €s Larsen munkaja hatdsara javult a technika
népszerisége, mely azota is toretlen. (CORR, 1996) A molekularis oldalrdl valé megkozelités elsore
szokatlannak tlinik, hiszen eddig elemspecifikusan detektaltak, ahol az ionforrdsban a molekuldk
disszocialnak. Emiatt a mdodosulatok azonositdsa az elvalasztastechnika segitségével, retencios id6
alapjan torténik. Ez esetben tehat megfeleld tisztasagu standard vegyiiletekre van sziikségiink, mely
nem minden esetben all a rendelkezésiinkre. Szerencsés esetben példaul 1j, eddig ismeretlen
arzéntartalmu vegyiilet megfeleld visszatartassal rendelkezvén elvalik az ismert arzénmddosulatoktol a
kromatografias oszlopon, ezaltal a detektorban a 75-0s tomegszamnal jelet ad. A molekula
szerkezetérdl azonban nincs ismeretiink, hiszen az ionforrasban ezek a jellemzok elvesznek. A szerves
tomegspektrometria ezen esetekben nyujt kivald megoldast, hiszen a késziilékek ionforrasa
megfelelden ,,1agy” ahhoz, hogy a molekulakat eredeti forméban hagyja. A molekulatomeg, valamint a
fragmensmintazat alapjan a szerkezeti képlet megismerhetd. Mas esetben az ismeretlen molekuldk nem
valaszthatok el az alkalmazott kromatografids modszerrel valamelyik ismert arzénmodosulattol, ezaltal

a konvenciondlis elemspecifikus detektorok nem mutatjak ki az ,,idegen molekula” jelenlétét. Ekkor a
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tobb-komponensii kromatografias csucs szerves tomegspektrométer alkalmazasaval
molekulaszelektiven detektalhato. Mivel a szerves MS késziilékek kimutatasi hatara jelenleg alulmarad
a szervetlen detektalasi modszerekhez képest, a modszer leginkabb a mindségi analitikdban jelent nagy
elorelépést, a mennyis€gi meghatarozds még mindig sokkal megbizhatobb elemi alapon (pl. ICP-MS-
sel).

A fentiekben tehat lattuk, hogy két feltételnek kell teljesiilni az arzénmddosulatok meghatarozasara
alkalmazott mddszerek esetében: (i) a kiilonbozd arzénvegyiileteket egymastol el kell valasztanunk,
valamint azokat (i1) kémiai vagy fizikai tulajdonsaguk alapjan detektalnunk sziikséges.

Az alabbiakban felsorolom azokat a technikakat, csatolt rendszereket, melyekkel az arzénspeciacios
gyakorlatban talalkozhatunk. (FRANCESCONI, 2004)

e Spektrofotometrids moszerek (ABBAS, 2003)

o Kémiai/fizikai elvalasztas (frakcionalas) (SHUVAEAVA, 2002, BISSEN, 2000,
HINWOOD, 2003)

e HPLC-AES

e HG-(CT)GC-AAS ¢és HG-(CT)GC-AFS

e HPLC-HG-AAS ¢és HPLC-HG-AFS (VILLA-LOJO, 2002, GONZALEZ, 2003,
DEVESA, 2001)

e HPLC-PO-HG-AAS és HPLC-PO-HG-AFS (SOROS, 2003)

e HPLC-ICP-AES

e HPLC-ICPMS (FRANCESCONI, 2004)

e HPLC-HG-ICPMS (GARCIA-MANYES, 2002, GOMEZ-ARIZA, 2000a)

e GC-MS (GRUTER, 2000, KILLELEA, 2002)

e HPLC-ESI-MS és HPLC-ESI-MS/MS (SANCHES-RODAS, 2002, MADSON, 2000)

e CE-UV (NAIDU, 2000)

e CE-MS (KOELLENSPERGER, 2002)

e Rontgenspektroszkdpids modszerek (LANGDON, 2002)
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3.7.6 Elvdlasztistechnikai modszerek az arzénspecidcioban

A ma még tilnyom¢ tobbségben elemspecifikus detektdlason alapuld kapcsolt technikak esetében
alapvetd feltétel a komponensek jo felbontasu elvalasztasa. Ehhez zommel HPLC-s modszereket
hasznalunk, az elvéalasztdsi paraméterek kiindulasi alapjaul pedig az arzénvegyiiletek kémiai

tulajdonsaga szolgal.

3.7.6.1 Az arzénvegyiiletek kémidja

Az arzénvegyiiletek kémiai szerkezetébdl adoddan (4. tablazat) azok egy része Bronsted-savként
viselkedik, azaz proton leadasara képes vegyiilet (HA); a folyamat disszociacids allanddja K,:
g i lea]
© [HA]
A savak erdsségének kifejezésére a pK, szolgdl, mely az adott vegyiilet disszociacids allanddjanak
negativ logaritmusa: pK, = - Ig K,. A munkdm sordn vizsgalt arzénkomponensek pK,-értékei a 4.

tablazatban talalhatok. (LARSEN, 1993b)

4.tablazat A vizsgalt arzénkomponensek pK,-értékei

Komponens Moédosulatok disszociacidja pK,

Anionos komponensek

arzénsav H;AsO; — H,AsO; + HF 9.2
H,AsO; — HAsO;” + H' 13.5
HAsO;” < AsO;” +H' 14.0
arzénessav H;AsO, & H,AsO, + H' 2.3
H,AsO4 < HAsO,” + H' 6.7
HAsO,” < AsO,” + H' 11.6
MA CH;AsO;H, <> CH;AsO;H + H' 3.6
CH;AsO;H <> CH;AsO; + H” 8.2
DMA (CH;),As0,H <> (CH;),AsO” + H" 6.2
Kationos komponensek
TMAO (CH;);As OH < (CH3);AsO + H 3.6
AB (CH;);As'CH,COOH « (CH;);As'CH,COO + H" 2.2
AC (CH;);As"(CH,),0H allando
kation
TETRA (CH;),As" alland6
kation
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Lathat6, hogy az arzénsav, az arzénessav és az MA esetében a disszocidcio tobb 1épésben megy
végbe. A trimetilalt AB molekula protonalt allapotban kation, de ha a karboxilcsoport deprotonalodik,
ikerionos szerkezetté alakul. Az AC és a TETRA szintén tri-, illetve tetrametilalt arzénkomponensek,
melyek tovabbi proton felvételére vagy leadasara nem képesek, ezaltal allandé kationok. Adott pH-n az
ionizalt allapotban levé mddosulat szazalékos aranyat a pK, ismeretében az alabbi képlet segitségével

szamithatjuk.

o 100 (A t6ltés savak esetében —1,
70 omizity = 1 + 1 0\@lés=pH ~—pka)) bazisok esetében +1.)

Példaképpen az arzénsav kilonb6z6 pH-n mutatott disszocidcidjat mutatom be. (6. abra).

100 = : 2- 3-

80 { HyA = HA A

ey sz

40 + ey

20 - N

o BRI e S
0 1 2 3 4 5 6 7 & 910111213 14

pH

6. abra Az arzénsav disszociacioja

Lathat6, hogy az elsé gorbe (H;A <> H,A™ + H') inflexids pontja a pKai-gyel azonos pH értéken
van (2.3), ahol a teljesen protondlt és az egyszeresen deprotondlt formak 50-50%-os jelenléte
tapasztalhato. Az inflexios pont feletti pH-értékeken (sziirkére szinezett tartomany) a deprotonalt alak
eléfordulasa dominal, mely a pH novelésével tjra protont veszit (HA™). Végiil, pH=11.6 felett (pKa3)
tobbnyire a haromszorosan deprotonalt alak jelenléte figyelheté meg. Ezek a folyamatok hasonldéan

levezethetok a tobbi arzénmodosulat esetében is.

3.7.6.2 Kromatografias modszerek

A modosulatok kémiai tulajdonsagabdl addddan elvalasztasukra olyan kromatografids rendszer
alkalmas, mely kozottiik az ionos jellegiikben vald eltérés alapjan tesz kiilonbséget. Ezen

kromatografias rendszerek koz¢ sorolhatok az ioncserés €s az ionparképzds kromatografias technikék.
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3.7.6.2.1 All6 fizisok az ioncserés kromatogrdfidban

Az ioncserés (IC) kromatografia az ionok vagy konnyen ionizalhatd vegyiiletek elvalasztasara
hasznalatos mddszer, melynek széleskorii alkalmazasaval taldlkozhatunk a kémia minden teriiletén.
Legnagyobb térhoditast a klinikai kémidban ért el, azon beliil is az aminosavak €s mas fiziologidsan
fontos aminok rutinszerli, automatizalt meghatarozasaban, mely az anyagcsere-betegségek korai
felismerésében nyujt hasznos informéciot. Az 1980-as évektdl gyors fejlodés mutatkozott az ioncserére
alkalmas stabil, nagy felbontoképességli allofazisok kialakitdsaban. (COLIN, 1991) A kationcseréld
fazisokra altalanossagban jellemzd, hogy feliiletiikon anionos jellegli funkcids csoportok talalhatok
(példaul szulfonat, karboxilat, hidrogén-foszfat ionok). Anioncserélé fazisok esetében az aktiv
kotohelyek pozitiv toltéssel birnak. Ilyenek példaul a tetra-alkil-ammodnium-csoport, vagy az aminok.

Az alléfazisok szilikagél vagy szerves polimer szerkezetli anyagbdl épiilhetnek fel, melyek

feliletén helyezkednek el az aktiv csoportok (kotohelyek). Fontos kiemelni a kétféle fazis kozotti
kulonbségeket.

A makroporusos szilikagél a leggyorsabban fejlodé allofazis a modern kolonnatechnoldgidban.
Natriumszilikat savas hidrolizisével allitjak el6, majd kondenzacioval poliszilansav polimer keletkezik
melyet a technoldgiatél fliggéen kiilonb6z6 részecskeméret jellemez. Idével a kolloidos
szilikarészecskék kozott sziloxan-kotések alakulnak ki, majd tovabbi dehidratacidval a fazis géllé
alakul. (COLIN, 1991) A szilikagél all6tazisokat ritkan alkalmazzédk mddositatlan formaban, tobbnyire
a fazist hosszu szénlancot tartalmazé alkil-szildnnal és/vagy polaris csoportok bevitelével
utdszilanizaljdk. Az ioncserére alkalmas kolonndk esetében a szilikagél polimerre ionos funkcids
csoportokat kapcsolnak, melyekhez ellenionok kotédnek. Bar elsddleges cél a felillet minél
homogénebb lefedettsége, mégis ez szilikagél esetében ritkdn teljesiil. A feliileten maradd el nem
reagalt szabad ¢€s gemindlis szilnol-csoportok, sziloxdn-csoport stb. nagyban befolyasolhatjadk a
feliileten lejatszodo kémiai folyamatokat. A szilikagél fizikai-kémiai tulajdonsagaibdl adodoan ez a
tipusu all6fazis mechanikailag nagyon stabil (nyomaséallosaga 1000 bar is lehet), azonban a szilikagél
oldhatésadga miatt pH=7-8 felett mar nem hasznalhat6. (COLIN, 1991) Ezzel a ténnyel magyarazhato,
hogy az ioncserés kromatografidban a szilikagél alapu allofazisokat tobbnyire kationcserés célra
alkalmazzak, hiszen ebben az esetben savas pH bedllitasaval biztosithatdo a vizsgalt komponensek
kationos allapota.

A 7. 4bran egy - a munkdm sordn is alkalmazott - szilikagél alapfazisu kationcseréld kolonna
feluiletének sematikus rajzat mutatom be. A kolonna aktiv funkcids csoportjat szulfonsav alkotja, mely
propil-lanc segitségével kapcsolddik a szilikagélhez. Ez az allofazis pH = 2 és 7.5 kozott stabil,
alacsonyabb pH esetén a funkcios csoportok lehasadnak a feliiletrol.
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L si CH,— CH,—CH,—S — 0O ioncseréld csoport
‘ O
Si
\O sziloxan-csoport
Si 7/
— Si— oH szabad szilanol-csoport
OH
Si / geminalis szilanol-csoport
\OH
Si—o0 o
\H asszocialt szilanol-csoport
Si—O0 "
I H

7. abra A Supelcosil LC-SCX kationcser¢ld allofazis feliiletének sematikus rajza

Az ionos aktiv helyeken kiviil gemindlis €s szabad szilanol-csoporok, asszocidlt szilanol csoport,
valamint sziloxan-csoport is megjelenik a feliileten. Ezek a ,,masodlagosan aktiv helyek” nagyban
befolyasolhatjak az elvalasztasi folyamatokat, gondoljunk a savas jellegli szilanol-csoportra, mely
lagos pH-n (pH>10) maga is anioncseréld feliiletként miikodhet. A szilanol-oxigén és a
mintavegyiiletek kozott az ionosndl joval gyengébb hidrogén-hid kolcsonhatds is kialakulhat. A
kromatografias retencidés folyamatok értelmezése mogott sok esetben ezek a kevert kolesonhatasok
allnak, melyek altal a mérések kevésbé reprodukalhatoak.

Ugyanezen célra szolgal egy uj fejlesztésii, ugyancsak szilikagél alapu kationcserés kolonna, mely
Zorbax 300-SCX néven kertiil kereskedelmi forgalomba. Ez esetben a szulfonsav aktiv ktohely aromas
gylrt kozvetitésével kapcsolodik a gélhez (8. abra). Az aromés csoport sztérikus okbol kedvezdbb,

hisz kisebb helyigénye miatt nagyobb lefedettség érhetd el.
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8. abra A Zorbax 300-SCX kationcseréld allofazis feliiletének sematikus rajza

A fentiek mellett a gyartok trifunkcionalis organoszilan reagenssel egységesitették a feliiletet,

mialtal a szilanol-csoportok zavar¢ jelenlétére kevéssé kell szamitani.

Az ioncserére alkalmas allofazisok masik nagy csoportjat a szerves polimer alapu toltetek alkotjak.

A polimer vinil-csoportot tartalmazo aromas monomerek polimerizaciojaval jon 1étre, mint példaul a
sztirol-divinilbenzol kopolimer. Az ioncserére alkalmas feliiletet kémiai reakcioval alakitjadk ki. Az
aromads vazszerkezet miatt ez a fazis nem jellemezhetd olyan nyomasallésaggal, mint a szilikagél, 300-
400 bar felett a toltet Osszepréselodik. Masfeldl, az egységesebb feliiletnek koszonhetden kémiailag
homogénebb kolonnak kialakitdsa valik lehetdvé, mely sokkal szélesebb pH-tartomanyban hasznéalhatd
(pH= 1-14), élettartama is hosszabb a szilikagélnél, ennélfogva ara is meghaladja azt. (COLIN, 1991)
Polimer alapt all6fazisok mind kation-, mind anioncserés kromatografids célra vasarolhatok.

A 9. dbrén egy — munkdm soran is hasznalt — szerves polimer alapu anioncserés kolonna feliileti
rajzat mutatom be. A polisztirol-divinil-benzol kopolimerhez kapcsolt trimetil-ammoénium kationos
funkcios csoportok vesznek részt az anionos komponensek visszatartdsdban. A felilettel, a
korabbiakban leirt elonyébodl adodoan, az elvalasztds jol reprodukalhatd, valamint a szilikagéllel

ellentétben lugos pH-nak is ellenall.

H H H

*CfCHz—C —CHy;—C —CHy——

20¢

(CH )5t N(CHs)a+

9. abra A Hamilton PRP-X-100 anioncseréld allofazis feliiletének sematikus rajza
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3.7.6.2.2 All6 fizisok az ionpdrképzé kromatogrdfidban

Az ionparképz6 (IP) kromatografia az inocserénél olcsobb alternativat kinal az ionos/konnyen
ionizéalhato vegyiiletek elvalasztasara. Az ionparképzés elmélete extrakcids technikéara vezethetd vissza,
amikor a vizben 0ldddé ionos komponenseket ionparképzo reagens segitségével razzak at a vizzel nem
elegyedd folyadékfazisba. Az ionparképzd reagens példaul egy feliiletaktiv molekula lehet, mely

hosszu apolaris ,,farok” részbdl — altalaban alkillanc —, valamint ionos ,,fej” részbdl all (10. abra)

- \ )
e Y

apolaros ,,farok” rész polaros ,,fej” rész

10. abra Ionparképz6 molekula sematikus rajza

A polaris rész a vizsgalandd ionokkal ionpart képez, amely ionpar az apoléris rész jelenléténél
fogva apolaris fazisokhoz kotédik. A modszert Schill és munkatarsai adaptaltak a
folyadékkromatografiaba és kidolgoztak az ionparképzds kromatografias technikat (SCHILL, 1974). A
kezdetben fejlesztett modszerek legnagyobb eldnye az volt, hogy a mozgdfazisban kialakul6 ionpéarok
elonyosebb detektalasi tulajdonsagokkal rendelkeztek, mint maga a vizsgalandd ion. Ma a legnagyobb
népszertiséget a forditott fazisu IP kromatografia érte el, melyben az allofazis az apolaris feliilettel
rendelkezd forditott fazisu szilikagél, az ionparképzd reagenst pedig a mozgo fazis tartalmazza. Az
ionparképz6 reagens kivalasztasaban a legfontosabb szempont a molekula toltése, ugyanis ettdl fiigg,
hogy bazisos vagy savas jellegli mintdk elvalasztdsdra valik lehetdség. Erds és gyenge savak
elvalasztasara altalanossdgban kvaterner aminokat alkalmaznak, mint példdul a palmitiltrimetil-
ammonium ionokat. Bazisok elvalasztasara alkil- vagy aril-szulfonatok a legalkalmasabb ionparképzé
vegyiiletek. Altalanossagban elmondhatd, hogy a vizsgalandd minta retenciéja az ellentétes toltést
ionparképz6 molekula apolaris lanchosszanak novelésével nd. A mai értelmezésben kétféle elmélettel
magyardzzuk a vizsgalando ionok retencidjat az IP kromatografis allofazisokon. (COLIN, 1991)

Az els6 elmélet az un. ionpar modell, mely szerint az ionpar képzddés (az ionparképzd reagens és a
mintaionok ko6zott) az eluensben torténik, majd a kialakult ionpar apolaris részénél fogva az
allofazishoz kotédik. Az ionpar disszociacidja kovetkeztében a vizsgalandd ionok disszocidcios

allanddjuk fuggvényében hagyjék el az allofazist.
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A dinamikus ioncsere modell szerint a forditott fazist allofazis tulajdonképpen ioncseréloként
funkcional, melyhez mar eldzetesen az eluensben talalhatd ionparképzé reagensek abszorbealodtak.
Ezaltal a fazis feliiletén aktiv ioncserére alkalmas funkciés csoportok alakulnak ki, mely az ioncseréld
kromatografia elvén tartja vissza a vizsgaland6 ionokat.

A 11. abran egy ioncseréld reagenssel modositott forditottfazisu kolonna feliiletének sematikus
rajza lathatd. Az ionparképzo reagens ez esetben didodecil-dimetil-ammonium-bromid (DDAB), mely
apolaros alkillancaval kolcsonhatasba 1ép a forditott fazisu kolonna feliiletével. A molekula kvaterner
ammonium vegylilet, az elvalasztandd anionok a pozitiv t6ltésii szerves molekuldval képeznek ionpart.

A dinamikus ioncsere modell alapjan a feliiletet a 11. abra szerint képzelhetjiik el.

<4—CH,
(CH2)11 cH, Br felilethez kotott ionpirképzs
N LS
N
(CH2)11/ AN
CH3
<—CH,,/
N
Si
< \O sziloxan-csoport
si
4
——Si—CygHyy gélhez kotott oktadecilszilan
OH .
\S' / szilanol-csoport
[
7 SoH

11. abra Ioncserél6 reagenssel mddositott forditottfazisi kolonna feliiletének sematikus rajza.

Lathat6, hogy az ionparképzé molekula nagy mérete miatt a fazis lefedettsége nem tokéletes,
tovabbi, in. masodlagosan aktiv helyek maradnak a feliileten (pl. szilanol-csoportok), melyek bizonyos
esetekben tovabbi ioncseréld csoportokként miikodhetnek, és a szabadon maradt oktadecil-szilan
oldallancok az apolaris komponensek nagyobb visszatartdsat eredményezhetik. Ezek a jelenségek a

korabban leirtakhoz hasonldan szignifikans mértékben befolydsolhatjak az elvalasztast.
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A fentiek alapjan tehat lathato, hogy az IC és az IP kromatografia egymds analdgjai, de az
oszlopkoltséget figyelembe véve ez utobbi 1ényegesen olcsobb technika. Tovabbi eltérés adodhat az
allofazis kiilonbozosége miatt is. Példaul, a szilikagél alapfazisnak (IP) nagyobb a nyomasallosaga
viszont kisebb pH-tartomanyban hasznélhatd, mint a szerves polimer (IC) fazisok. Mivel az ionpar
kromatografia esetén magunk alakitjuk ki az alléfazisok aktiv kotohelyeit, sztérikus okokbdl a
lefedettség nem lehet teljes, ezaltal a szabadon marado apolaris kotohelyeknek koszonhetéen szimultan
elvalaszthatok a semleges, valamint az ionos csoporttal rendelkezd molekuldk. Ez a tulajdonsag
azonban hatranyként is megjelenhet, hiszen a kevésbé alapos lefedettség kovetkeztében a kolonna
elvalasztasi kapacitasa kisebb. Az ionparképzo kromatografias modszer sokkal rugalmasabb a rogzitett
felulettel rendelkezd ioncseréhez képest, hiszen az ionparképzd reagens valtoztatdsaval — akar
mennyiségi, akdr mindségi — a feliilet sajatsagai eltérnek. Masfeldl viszont az ionparok feliileti
kotodése gyenge (abszorpcid) kolesonhatason alapul — szemben az ioncseréld fazisokkal, ahol kémiai
reakcidval viszik fel az ionos csoportokat a fazisra —, ezaltal a deszorpcidbdl adodd aktivitascsokkenés

kevéssé reprodukalhaté kromatogramokat eredményez (pl. erds matrixhatas esetén).

3.7.6.2.3 Mozgo fazisok az ioncserés kromatogrdfiaban

Az ioncserés elvalasztas elektrosztatikus kolcsonhatason alapul, mely a moz6 fazis ionjai (akér az
eluens ellenionjai vagy a vizsgalandd ionok) és az alléfazis ellentétesen toltott ionos feliilete kozott
jatszddik le. Az eluens ionjai (ellenionok) és a mintaionok kozott versengés alakul ki az allo fazis aktiv
helyeiért. Az elvalasztasi folyamat soran az alléfazishoz kotott mintainok affinitdsuk fuggvényében
hagyjék el a kolonnat, ezaltal idoben késleltetve detektorjelet adnak. Ez az elmélet azonban nagyban
leegyszertisiti a valds retencids folyamatokat. Az ioncserés kromatografidban a retencidt tobb mas, a
Coulomb-erdktdl fiiggetlen folyamatok is befolyasoljak. Az eldbbiekben vazoltam, hogy heterogén
feltilett allofazisok esetében hidrogénhid, esetleg komplex, valamint apolaris szorpcids kdlcsonhatas is
kialakulhat a vizsgaland6 molekuldk ¢€s a toltet kozott. A kdlcsonhatasok 1étrejotte azonban leginkdbb a
mozg6 fazis osszetételének valtoztatasaval befolyasolhatd.

Az optimalis kromatografias felbontashoz sziikséges mozgofazis Osszetétel megvalasztasara
szamos elmélet sziiletett, melyek koziil dolgozatomban az un. ,retenciés modellt” teszem kozzé.
(COLIN, 1991) A retencios modell az ioncserés folyamatok matematikai leirdsédval foglalkozik,
kizardlag elektrosztatikus kolcsonhatasokat véve alapul, midltal csak megkozelitleg alkalmazhatd. Az
egyenlet abbdl indul ki, hogy az alléfazis aktiv centrumaihoz kotott mintaionok és ellenionok kozott

egyensulyra vezeto reakcid jatszodik le:
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VAL + xE¢ > yA{" + XE,,” (1)

ahol A’ és ’E’ a mintaion, valamint az ellenion, "y’ és ’x’ a mintaion és az ellenion koncentracidi,
¥ és ¥’ a mintaion ¢és az ellenion t6ltései, ’s’ az allofazist, 'm’ a mozgo fazist jeloli. Az Gsszefliggéssel

megadhato az egyensulyi allando:
Kap= [AST [En' T/ [An' T [EST (2)

A ‘Ka g’ egyensulyi allandot szelektivitasi koefficiensnek is nevezziik, mely az all6fazis mintaionra
kifejtett affinitasat fejezi ki az ellenionokkal szemben. A mintaion megoszlasat az all6 €s a mozgo fazis

kozott a megoszlasi koefficiens irja le:
Da =[AS]/ [AnY], (3)
melybdl szdmolhato a kapacitas faktor:
ka=Daw/Vm | (4)

ahol a 'w’ az all6 fazis tomege, V.’ a mozgd fazis térfogata. A (3) és a (4) egyenletet a (2)

egyenletbe helyettesitve megkapjuk az alabbi dsszefiiggést:
Kae=(kaVm/w) ([Ex’]/[ES]. (5)

Az ioncserés kromatografiaban altalanossagban elmondhatd, hogy a mintaion A* koncentracidja az
E¢-nal nagysagrendekkel kisebb, ezért ez utdbbi Q/y-nal helyettesithetd, ahol a Q az &llo fazis
ioncseréld kapacitasa.

Az EJ-t behelyettesitve az (5) egyenletbe és az egyenletet a kapacitasi faktorra rendezve a (6)

Osszefiiggést kapjuk:
ka = WiV (Kap)"™ (Qy)™ [Ex’T™ (6)

Az egyenlet alapjan elmondhatd, hogy a kapacitasi faktor, mely a retenciét kdzvetleniil befolyasold
mutatd, fiigg a szelektivitasi koefficienstol (Kag), az alléfazis ioncseréld kapacitasatol (Qly), az
allofazis és a mozgdfazis mennyiségének aranyatdl (w/Vy,) és az eluens ellenionjanak koncentraci6jatol
(Ex)). A Kag Q vagy a w/Vy, novelése nagyobb visszatartast eredményez, mig [E.’] novelésével

kisebb kapacitasi faktorhoz, azaz kisebb retencidhoz jutunk. Az eluens ionjainak toltésének novelése
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(y) csokkend kapacitashoz, a mintaion nagyobb t6ltése (x) viszont nagyobb kapacitdshoz vezet. A fenti
Osszefiiggések csak akkor érvényesek, ha a mozgod fazisban egyféle ellenion talalhaté. Ez azonban
ritkdn fordul eld; tobbnyire poliprotikus savak so6i hasznédlatosak az ionkromatografia puffereinek
eléallitisahoz, mint példaul a H,PO,/HPO,” rendszer. A retenciés elmélet ezekben a
pufferrendszerekben lényegesen bonyolultabb egyenletekkel irhato le, melyre a jelen munkédban nem
térek ki. Szabalyként elmondhatd, hogy a tobbértékli ionok erésebben kotddnek az ellentétes toltést
allofazishoz, mint az egyértékli ionok, az azonos toltéssel bir6 molekuldk koziil pedig a retencid
csokken a novekvo hidratalt ionradiusszal.

Az analitikai kromatografiaban altalanossagban igaz, hogy a matematikai egyenletek, bar segitenek
az optimalis 4llo- és mozgofazis kivalasztasdban, a rendszerek Osszetettsége miatt a tapasztalati uton
szerzett tudas nyujt legtobb segitséget a moddszerfejlesztésben. Bizonyos paraméterek — mint az
ionerdsség, a pH, a homérséklet, az aramlési sebesség €s esetlegesen a mozgd fazis szerves olddszer
koncentracidja - retencidt befolyasold hatdsa ismert, melyet az 5. tablazatban mutatok be. (COLIN,

1991)
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5. tablazat A mozgo fazis paramétereinek retenciora kifejtett hatdsa ioncserés elvalasztés esetén

Mozg6 fazis
paraméter

A paraméter altal
befolyasolt tulajdonsag

A mintaion retenci6jara kifejtett hatas

ionerdsség

pH

homérséklet

aramlasi sebesség

puffer s6

szerves modosito

oldoszer elucids erdssége

oldoszer elucids erdssége

oldodszer szelektivitasa

hatékonysag

hatékonysag

oldoszer erdsség és

szelektivitas

oldoszer erdsség

hatékonysag

Novekvo ionerdsséggel altaldban nd az
oldoszererdsség, ezaltal csokken a retencid. A
szelektivitas az ionerdsséggel csak kevéssé
befolyasolhato.

Novekvo pH kationcserés kromatografia esetén a
retencio csokkenését, anioncsere esetében
novekedését eredményezi.

Kis mértékti pH-valtozas is nagy hatéssal lehet az
elvalasztas szelektivitasara. A pH-valtozas a
komponensek ionos allapotat erdsen befolyasolja,
miéltal azok visszatartdsa mdédosul.

Magasabb hémérséklet hatasara felgyorsul az
ioncsere az allo és mozgd fazisok kozott, valamint
csokken a mozgdfazis viszkozitasa.

Mas HPLC-modszerekhez képest altalaban lassabb,
mert ezaltal valik lehetdvé a nagyobb kinetikdj
iontranszfer.

A mozgo fazis ellenion mindsége befolyasolja az
alléfazishoz vald affinitas er6sségét, ezaltal az
oldoszer erdsségét valamint a szelektivitast.

Azokndl a vegyiileteknél, amelyeknél apolaros
kolcsonhatasok is részt vesznek a retencioban, a
szerves modositd koncentracidjanak novekedésével
no az oldoszererdsség, ezaltal csokken a retencid
(forditott fazist kromatografianak megfelelden).

A szerves mddositd csokkenti a mozgo fazis
viszkozitésat, ezaltal noveli az ioncsere kinetikéjat,
melynek kovetkeztében csokken a visszatartas.

Mivel az ioncserés kromatografidban csak az ionok tarthatok vissza az oszlopon, mindenkori cél a
komponenseket ionos allapotba hozni. Az els6 €s legfontosabb szempont a mozgd fazis kivalasztasaban
a pH, hiszen ezaltal biztosithaté a komponensek kivant ionos allapota. Az eluens miikodési pH-jat a
komponensek pK, értékének ismeretében allithatjuk be. Irodalmi példak esetében gyakran taldlkozunk
pH-gradiens alkalmazéasaval az optimalis elvélasztas érdekében. Célszerii azonban ezt a megoldast
elkeriilni, hiszen ismert, hogy ilyen esetekben a kvazi-egyensulyi allapot beédllasdhoz hosszi idd
sziikséges (20-30 perc), mely jelentésen lassitja az analizis folyamatat. Tovabba ismert, hogy pH-
gradiens alkalmazéasa esetén az elvalasztds nem mindig reprodukalhatd. Ennek hatterében az erds

matrixhatas allhat, melyet a puffer kapacitdsa mar nem tud ellenstlyozni, ezéltal a pH bizonytalanna
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valik. Altalanos szabalyként fogalmazhaté meg, hogy ioncserés kromatografidban az optimalis puffer
pH-ja 1-2 egységgel a vizsgalandd savak pK, értékei alatt, valamint 1-2 egységgel a vizsgalandd
bazisok pK, értékei felett van.

A 9. téblazat adatai szerint az olddszererdsség leginkdbb az ionerdsség valtoztatasaval
befolyasolhatd. A pH-gradienssel ellentétben az ionerdsségi gradiens nem jelent kevésbé
reprodukalhaté elvalasztast, valamint a kvazi-egyensuly beallasahoz elegendd 2-3 perc.

A homérséklet retencidt befolyasold hatasdnak reakciokinetikai okai vannak, hiszen magasabb
hoémérsékleten a disszocidcios folyamatok felgyorsulnak, ezéltal kisebb visszatarts tapasztalhatd. Ez a
magyarazata, hogy az irodalmi utaldasokban gyakran talalunk 30-40 °C-on végzett elvalasztast ionos

komponensek esetében.

3.7.6.2.4 Mozgo fazisok az ionparképzo kromatografiaban

Mint az elébbiekben lattuk, az ionparképz6 eluensek legfontosabb alkotdja ionparképzé reagens,
mely ionos része kationok elvalasztasa esetén negativ toltéssel, anionok elvalasztasa esetén pozitiv
toltéssel bir. A retencid és az elvalasztas szelektivitasat szamos kisérleti paraméter befolyasolhatja,

melyeket a 6. tablazat tartalmaz. (COLIN, 1991)

6. tablazat A mozg¢ fazis paramétereinek retencidra kifejtett hatdsa ionparképzd kromatografia esetén
Mozg6 fazis A mintaion retenciéjara kifejtett hatas
paraméter
Ionparképzo tipusa Az ionparképzési képesség novekedésével nd a retencio.
Ionparképzé mérete Az ionparképzd méretének novelésével nd a retencio.

Tonparképz6 Egy hatarig az ionparképz6 koncentracidjanak nvelésével n6 a
koncentracioja retencio.
pH A vizsgalando ion természetétdl fiigg. A pH beallitasaval

crr

ezaltal novelve a retenciodt.

Szerves  modositd  Azoknal a vegylileteknél, amelyeknél apolaros kélcsonhatasok is részt
koncentracidja vesznek a retencioban, a szerves modositoé koncentraciojanak
novekedésével nd az oldoszererdsség, azaz csokken a retencid

(forditott fazisu kromatografianak megfelelden)
A szerves mddosito (pl. metanol) csokkenti a mozgo fazis
viszkozitasat, ezaltal noveli az ioncsere kinetikajat, azaz csékkenti a

retenciot.

Homérséklet A homérséklet novelésével csokken a visszatartas.

A dinamikus ioncsere modellnek megfeleléen az ionparképzd kromatografia tulajdonképpen az
ioncsere folyamataira vezethetd vissza, azzal a kiilonbséggel, hogy az aktiv ioncseréld feliiletet magunk
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alakitjuk ki. Ez alapjan elmondhat6, hogy a pH, a homérséklet és az ionerdsség megvalasztasaban
ugyanazokat a szempontokat kell figyelembe venni, mint a korabban targyalt ioncsere esetében.

Az ionparképz0 kromatografia esetében elonyként hasznalhatd az a tulajdonsag, hogy a reagenst
egy apolaris feliiletii szilikagélre visszilk fel. Ebbdl kovetkezden a szabadon maradt apolaris
kotohelyek felhasznalhatok azon molekuldk elvalasztasara is, melyek polaris jellegiikben (és nem ionos
jellegiikben) kiillonboznek. Ez esetben a retencidt szerves modositd adagolasaval szabalyozhatjuk (pl.
metanol). A szerves modositd szerepe tehat abban az esetben fontos, ha az elvéalasztandd molekulak
kozott van olyan, amely hidrofob kolcsonhatasa az allo fazishoz szignifikans. Ez esetben a rendszer egy
forditott fazisu kromatografids rendszernek is tekinthetd, ahol a szerves olddszernek szerepe van az

oldoszererdsség kialakitasaban.

3.8 Mindségbiztositas a modosulatanalitikaban
ma mar az eurdpai unids iranyelvek kozott szerepelnek. Ezeket az utasitasokat specidcios analizisnél is
figyelembe kell venni, de a listat még ki kell egésziteni azokkal a kiilonleges figyelmet kivand
problémakkal, melyek a kémiai mddosulatok jellegébdl adddnak. Ipolyi I1diké 2003-ban védett doktori
munkdjaban részletesen foglalkozik a kérdéskorrel. (IPOLYI, 2003) Jelen fejezetben a legfontosabb
arzénspeciaciot érintdé mindségbiztositdsi modszereket tdrgyalom, melyeket munkdm soran is

alkalmaztam.

3.8.1 Hitelesitett referenciaanyagok az arzénspecidcioban

Ha az arzénspecidciés modszereket mintdk vizsgdlatara alkalmazzuk, szinte minden esetben
taldlkozunk a matrix zavard hatdsaval. A matrixhatés kikiiszobolése megoldhaté (Isd. kordbban), de a
folyamat ellenérzéséhez arzénspeciacidhoz hitelesitett/bizonylatolt referencia anyagot (CRM) kell
hasznalnunk, mely segitségével validaljuk a modszeriinket, valamint a mérés pontossagat ellenorizziik.
A CRM-ek alkalmazasdval kapcsolatban  szadmos  Osszefoglald  tanulmany  sziiletett.
(QUEVAUVILLIER, 1998, WILLIE, 1994) A nagyszamu teljes arzéntartalomra hitelesitett CRM-ek
mellett csupan néhany CRM hitelesitett speciacios célokra. Ezek tobbnyire a korabbi érdeklddésnek
megfelelden tengeri eredetli mintdk (mint paldaul a DORM-2 és a BCR 627, melyek tengeri halak
izomszovetei). Emiatt nemcsak a matrixban kiilonboznek a szarazfoldi/édesvizi mintdktol, hanem
specieszosszetételiik, azok koncentracidi is nagyban eltér a vizsgalt mintatol. Célszrii tehat arra
torekedni, hogy a rendelkezésiinkre all6 CRM-ek koziil a legmegfelelobbet valasszuk az analitikai

modszer mindségbiztositasara.
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3.8.2 Standard vegyiiletek

A megfeleléen megvalasztott standard vegytiletek fontos részei az analitikai mindségbiztositasnak.
Mivel az arzénspeciacids kutatdi tarsadalom oOsszelem-analitikai multtal rendelkezik, a szervetlen
arzénmodosulatok mindannyiuk polcain megtalalhatok. Masfeldl a szerves mddosulatok koziil csupan
néhany (pl. DMA) van kereskedelmi forgalomban, legtobbjikk barati alapon cserél gazdat. A
szintézislaborok kemény munkdjanak koszonhetden a tobb gramm nagysagrendben eldallitott,
megfelelden tisztitott vegyiileteknek bar ara nincs, eszmei értéke anndl nagyobb. Léteznek olyan
vegyiiletek, melyek eléallitisa még nem megoldott (pl. arzenocukrok). Ezeket valddi mintakbdl kell
kivonni, tisztitani, dusitani €s valtozas nélkiil eltartani. Madson €s munkatarsai t6bb kilogramm barna
algat (Fucus serratus) dolgoztak fel, mely négyféle arzenocukrot, DMA-t €s nyomnyi mennyiségl
szervetlen arzént tartalmazott. (MADSON, 2000) Célul tizték ki egy olyan extraktum eldallitasat,
melyben a négy arzenocukor hitelesitett koncentracioban van jelen, ezaltal a késObbi analizisekhez
standardként alkalmazhatd. A feladatot sikeresen teljesitették, azota tobb laboratérium is ezeket a
mintakat — mint kalibralo oldatokat — alkalmazza arzenocukrok meghatarozasara.

Fontos megemliteni, hogy a HPLC-ICPMS csatolt rendszerrel végzett arzénspecidcid esetében
tulajdonképpen a standardok jelentdsége a mennyiségi meghatdrozdsokndl nem szadmottevo.
Elméletileg az ionforrasban a vegyliletek az arzéntartalommal ardnyos mennyiségli iont produkélnak,
fuggetleniil kémia szerkezetiikt6l. Ezaltal egy bizonyos standarddel barmely vegyiilet mennyisége
szamszerlsithetd. Ennek ellenkezdjét még senki nem bizonyitotta, mégis inkdbb elfogadott az adott
vegyiilet sajat standardjével végzett kalibralas. Ez talan azzal magyarazhato, hogy elvalasztas esetén a
matrix hatasa a retencios idotol erdsen fiigg, ezaltal az egymastdl ,,messze” elualodo csucsokra a hatas
kiilonbozhet. Ismeretlen vegyiilet esetében ezért javasolt a legkozelebbi retencids iddvel rendelkezd

standard modosulattal végzett mennyiségi meghatarozas.

3.8.3 Modszervalidalds

Az analitikai modszerek validalasarol nagyon sok uUtmutatast taldlunk mar az interneten is. A
folyamat a feladathoz mérten logikusnak tartott teljesitményjellemzOk meghatarozasa és
dokumentalasa. Speciacids analitikai méréseknél a tevékenységek sora valamelyest kiegésziil speciélis
feladatokkal, mint példaul a mintael6készitési mddszer mdédosulatokra gyakorolt hatdsanak vizsgalata,
a kinyerés reprodukalhatdsdganak vizsgélata kiilonb6zé mintdk esetén stb. Arzénspecidcios kutatdsok
eredményei sajnos ma még nem érintették meg az eurdpai unids szabvanyliigyi szervezeteket, ma még

nincs igény a modszerek teljes validdlasara. A tudomanyos életben egy-egy 1j modszer bevezetésekor
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bizonyos validalasi paraméterek — mint a kimutatasi hatar, linearitds, reprodukalhatdsag, pontossag —
meghatarozasa fontos, de nem eldirt kovetelmény. Ezen okokbol a speciacios modszerek validalasa

némileg elmaradott.

3.8.4 Kalibrdcios modszerek

Az arzénspeciacios analitikdban alkalmazott mintaelokészitési modszerek nem arzénszelektivek. Ez
okozza az ugynevezett matrixhatast, mely sok esetben szamottevd. A zavaré matrix a kromatografias
modszerekkel valamelyest elimindlhato, teljes arzénkoncentracié meghatarozasa esetében azonban nem
szokas kromatografiat hasznalni. A matrix legfontosabb hatasa a oldatok fizikai tulajdonsagaiban
nyilvanul meg, mint példaul a strliség, feliileti fesziiltség, viszkozitas. Ezek a valtozasok nagyban
befolyasoljak a porlaszthatdsagot, mely szorosan Osszefiigg a detektorba jutd mintamennyiséggel. Ez
esetben tehat, ha matrixot nem tartalmazo standard oldattal kalibralunk, hamis eredményt kapunk. Errdl
CRM-ek alkalmazéasaval megbizonyosodhatunk. Ha a fent emlitett eset all fenn, akkor a standard
addicids kalibracid segitségiinkre lehet. Ez esetben a minta nagyobb térfogatahoz (példaul 49 ml) kis
térfogatu, ismert €s novekvd arzénkoncentracidju standard oldatot adagolunk (példaul 1 ml térfogatban
x ng As/ml standard oldat). Ez esetben a matrix minden kalibrald oldatra azonos mértékben van
hatassal, mely a kalibracids egyenes meredekségében megmutatkozik. Az analizist befolyasold
matrixhatas jelzésére a standard addicids kalibracid a valasztandd mddszer. De mi a teendd, ha nincs
olyan CRM, mely a vizsgdlandé mintankhoz hasonlé matrixszal rendelkezik? Ebben az esetben is el
kell késziteni a standard addicids kalibracidt, mely egyenesének egyenletét ossze kell hasonlitani a
hagyomanyos (kiilsd) kalibracios gorbével. Ha a meredekség azonos, nincs szamottevd matrixhatas, ha
nem, akkor a matrixhatds miatt kizarolag standrad addicidos kalibracié hasznalhaté a mennyiségi
meghatarozdshoz. Ezt az Osszehasonlitd modszert alkalmaztam a 4.3.4 fejezetben targyalt
kisérletemben.

Ugyanezen fizikai zavar6 hatasok kikiiszobolésére alkalmazzuk a belsd standard modszert, mely
egy, az arzénhez hasonld fizikai-kémiai tulajdonsdgokkal rendelkezé elemmel torténd korrekcion
alapul. Az ionizdcidés energiat valamint a tomegszamot tekintve az arzénhez leginkdbb hasonld
izotopok a “Ge és a *Ga. Amennyiben ezeket az elemeket kis térfogatban, mindig azonos
koncentraciéban adagoljuk az 6sszes mérendd oldathoz (a kalibralé oldatokhoz egyarant), az As/Ge
vagy As/Ga arannyal szdmolva a porlasztas bizonytalansagabol eredd hibéak kikiiszobolhetok.

A fent emlitett két modszer hasznos, de nem képes minden zavard hatds kikiiszobolésére.
Tomegspektrometrids detektalas esetén a kémiai eredeti — mint példaul az oldoszerszennyezésbol,

vagy a spektralis interferenciakbol (*°Ar’°Cl) adédé — zavaré hatasok ezzel a modszerrel nem
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korrigalhatdk. Sajnos az arzén monoizotopos elem, ezaltal az izotophigitas nytjtotta kivalo kalibracios
lehetdséggel sem élhetiink. Kémiai zavard hatasok tekintetében lehet6ségiink adddik interferencia-
egyenletek hasznalatara, mely segitségével a zavard hatasbdl eredd koncentracidtobbletetet a szoftver
automatikusan levonja. Arzénnel kapcsolatban éltalanos tapasztalat, hogy *’Ar’>Cl interferencia nem
okoz gondot, hiszen a mintdk klértartalma nem jelentds. Specidcios elemzésnél az elvalasztas sordn a
klor a médosulatoktol elkiiloniilve jut a detektorba. A fentiek miatt a roncsolds sdsavval viszont nem

végezheto.

3.8.5 Mintatdbla elkészitése, a jel sodroddasanak meghatdrozdsa

Meérésiink mindségét a jol/rosszul szerkesztett mintatdblaval is nagyban befolyasolhatjuk. A
mintatabla kitoltésével hatdrozzuk meg tulajdonképpen a mintdk mérési sorrendjét. Az alabbiakban egy
teljes arzénkoncentracid meghatarozasa esetében javasolt mintatabla felépitését mutatom be.

a) Mielott a mérést elkezdjiik, a méromiszer kondiciondlasa sziikséges. Erre a célra a

gyakorlatban leginkabb a vak mintaoldat eldzetes beporlasztasa terjedt el, melynek savtartalma a

mintak esetében bedllitott savtartalommal azonos. A mintatdblaba elsé — vagy elsd két — soraba

ezek a vakmintak keriilnek, melyek mérési eredményt még nem szolgaltatnak.

b) Ezutan a vak oldat jboli beporlasztasa kovetkezik, melyet mar a standard vak értékiink

méréséhez felhasznalunk.

c) Ezt koveti a roncsolasi vak, mely a roncsolédsi folyamaton atment, de mintat nem tartalmazé

oldat. A mért értékkel a roncsolt mintdkra kapott mérési eredményeinket korrigaljuk.

d) A kovetkezokben a kalibracids oldatokat mérjiik, koncentracidjuk novekedési sorrendjében.

e) A kalibraciot kovetden a miszer kioblitése érdekében ujbdl a vak oldatot porlasztjuk be (esetleg

kétszer).

f) Ezutan a CRM oldatdt mérjiikk, melyet azonnal széraz anyagra atszamolunk. Ha a mért érték

nem azonos a hitelesitett koncentracioval, megallitjuk a mérést és megkeressiik a hibat.

g) Ha mérésiink pontossaga megfeleld, a mintdkat porlasztjuk a késziilékbe.

h) Mivel sok minta esetében a mérés idoben elhtizédhat, fontos a jel sodrodéasanak (,,drift”)

megallapitasa a mérés folyaman. A sodrodds oka nagyon Osszetett, a késziilék fizikai

paramétereinek iddbeli valtozasara vezethetd vissza. A sodrodast azaltal hatdrozhatjuk meg, hogy

adott id6kozonként — példdul minden 10 minta utan — visszamériink egy standard oldatot, és annak

névleges koncentraciojatdl vald eltérést megallapitjuk. A sodrddas altalaban tendenciat mutat a

mérés soran, melyre fiiggvény illeszthetd. Az is el6fordul, hogy a mérést szakaszokra osztjuk,
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melyekre mas-mas gorbiiletli sodrodas-fiiggvény jellemz6. A fiiggvény ismeretében a mintdk mért

koncentracidit a pontossag érdekében korrigalni sziikséges.

3.8.6 Teljes anyagmérleg készitése
A teljes anyagmérleg készitése kiemelt jelentdségli a specidcios analitikdban. A folyamatot az

alabbi abran szemléltetem. (12. bra)

roncsolassal d,

~

moddosulatok dsszegzésével f, “/ > teljes As — roncsolassal a,

extraktum As-tartalma b,

roncsolassal e, € iiledék As-tartalma c, {

12. abra Teljes anyagmérleg készitésének vazlata

Mint lathato, a teljes anyagmérleg a minta t6bbszori, kiillonb6zé mddszerekkel végzett mérésébol
tevodik Ossze. Elso 1épésben a liofilizalt minta teljes arzéntartalmat hatarozzuk meg (12. abra/a). Ezt
kovetden elvégezziik az extrakciot, melybol centrifugalassal két fazis: a feliilluszo (12. abra/b) és az
tiledék (12. abra/c) kilonithetd el. Mind a feliluszét, mind az iiledéket elroncsoljuk, majd a
megfeleld, ha a kettd Osszege azonos a minta teljes arzéntartalmaval. Ez esetben a kinyerési hatasfok
szamolhatd. Speciacios elemzéshez a feliiluszot hasznaljuk fel (12. abra/b). Az arzénmddosulatok
mennyiségét — melyet arzénben fejeziink ki — 6sszegezziik (12. abra/f), mely dsszegnek jo egyezést kell
mutatnia a felilliszd teljes arzéntartalmaval. Ha ez nem egyezik, akkor az eltérést az
oszlopvisszanyerési hatasfokkal fejezziik ki. A teljes anyagmérleg mintacsoportokra jellemzd, igy nem
sziikséges minden minta esetében elkésziteni. Doktori munkam soran torekedtem a teljes anyagmérleg
elkészitésére, az oszlopvisszanyeréssel kapcsolatban eldforduld problémarol részletesen a 5.5.4.

fejezetben kozzétett vizsgalat esetében szamolok be.
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3.9 ARZENSPECIACIO IVOVIiZMINTAKBAN

A felszin alatti vizekben megjelend magas arzénkoncentracié sajatosan Magyarorszagon
természetes geologiai folyamatokra vezethetd vissza.

Hazankban a mélységi vizek arzéntartalmanak problémdjara a nyolcvanas évek elején figyeltek fel
eldszor. Tanszékiinkon végzett mérési munka eredményeképpen 1985-ben elkésziilt Magyarorszag elso
vizgeokémiai atlasza, amely az arzén orszagos eldforduldsat is szemléltette (1985, Magyarorszag
vizgeokémiai atlasza) Ezt kovetden tobb laboratorium (OKI, VITUKI, KOJAL-allomasok, JATE,
MEM, Févarosi Vizmii laboratériuma) bevonasaval, tobb szakaszban, orszagos felmérés késziilt a
kozegészségiigyi-kormyezetvédelmi probléma felmérésére (CSANADY, 1998). A hazai vizkészlet

arzénszennyezettségi adatait a 13. abran lathato térképen tették kozzé.

* NINCS ADAT
<10

« 10~ 50
50 - 100
* > 100

| mAr 1008

13. abra A hazai vizkészlet arzénszennyezettségi adatai

Megallapithatd, hogy a leginkabb érintett térségek a Délkelet-Alfoldon a Korosi siillyedék,
valamint a Maros hordalékkiap kornyéke (Délkelet-Tiszantul). Az érintett telepiilések szamat
megyénkénti bontdsban tekintve a legrosszabb a helyzet Békésben, Bacs-Kiskunban, Szabolcs-
Szatmar-Bereg ¢s Hajdu-Bihar megyékben. Orszagos szinten a 10 pg/l-t (EU hatarérték) meghalado

arzénes vizet fogyasztd lakosok szdma 1.338 millid, azaz a lakossag 13%-a. Megéllapitottdk, hogy
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geokémiai tulajdonsagoknak (és nem szennyezésnek) koszonhetd. (BARTHA, 1999)

Az arzén a kozetekben fémekkel és kénnel egyiitt szamos ércben elofordul, ilyen pl. az arzenopirit,
mely olyan vasszulfid 4svany, melyben minden masodik kénatomot As helyettesit (FeAsS). Ez az érc
az elsddleges arzénforras a hazai természetes vizek kozeteiben. Az iiledékrendszerekben azonban az
arzén a Fe-, az Al- és a Mn-oxidok és hidroxidok reaktiv feliiletéhez adszorbealddott allapotban
talalhatd. Az tiledékben, illetve a kdzetekben eléfordulo arzénmennyiség felszabadulasi folyamatait két
hipotézissel magyarazzak. Az elsé az aerob hipotézis, melynek alapja az oxigén bedramléasa a felszin
alatti vizkészletbe (pl. annak visszavonuldsa révén), ezaltal az arzenopiritbol oxidalt arzenat- és
szulfationok valnak szabadda. (DAS, 1995) Ezt a feltételezést az utobbi években elvetették, hiszen bar
magyarazatot ad a szulfationok arzénmennyiséggel korrelald eléforduldséra, az oxidativ kézeg nem
magyardzza a redukalt arzenit ionok nagy aranyu eldfordulasat bizonyos vizekben. Sokkal inkabb
elfogadott az anaerob hipotézis, mely szerint az tiledékben fémoxid/hidroxidokhoz adszorbealodott
arzén szabaddd valik bizonyos redukcios folyamatok révén. (MOK, 1994, THORNTON, 1996,
NICKSON, 2000) A redukciét mikrobiologiai okokkal magyarazzak, vagy kozvetlen uton, redukald
mikroorganizmusok révén, vagy kozvetett modon mikrobioldgiai oxidacio kovetkeztében a viz szerves
anyagkészlete oldott oxigént fogyaszt, mely altal redukal6 kornyezet alakul ki.

Az arzén a felszin alatti vizekben foként szervetlen arzenit- €s arzenatként mutathatd ki. Az As(II)
a természetes vizekben As(OH); (pK, = 9.2) forméjaban fordul eld, és sokkal mobilisabb mint az
As(V), mivel kevésbé adszorbedlddik az dsvanyi anyagok felszinére 6sszevetve a negativ toltést As(V)
oxianionokkal (H3AsO4, pK, = 2.22, 6.98, 11.53). Az As(V) anionok példaul a Fe(Ill) oxidalt
moédosulataihoz kozismerten nagy affinitassal kotddnek, (WAYCHUNAS, 1993, LUMSDON, 1984)
mig az As(IIl) — bar kisebb mértékben, de — szintén adszorbealddhat néhany Fe(Ill) oxid felszinén.
(SUN, 1996) Hasonloképpen, aktivalt aluminium-oxid feliileten pH = 7 mellett az arzenat kétszer
nagyobb mennyiségben kotddik, mint az arzenit. (GHOSH, 1987) A kaolinitnek és a monmorrilonitnek
szintén nagyobb affinitdsa van az As(V) molekulahoz (FROST, 1977).

Ismert az arzenat kozvetlen mikrobiologiai redukcidja is a sokkal mozgékonyabb arzenitté,
bizonyos baktériumok, algadk és gombafajok kozremiikodésével. (CULLEN, 1989a, SILVER, 1993,
DIORIO, 1995). Mikrobiologiai aktivitas tehetd felelossé példaul az arzénszennyezett tiledékbol
torténd arzénkioldodas folyamatédért: vas-redukdlod baktériumok a vas-oxidhoz kotot arzenat levalasat
eredményezik az iiledék felilletérol. (LOVLEY, 1991). Kozlemények szamolnak be szulfat-redukald
baktériumokrél, melyek kovetkeztében a keletkezd H,S tehetd felelossé az arzenat-arzenit redukcioért.

A kilencvenes években un. ’arzenat-belélegzd’ baktériumtorzsekrdl szamoltak be, melyek redukalt
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allapotaban juttatjdk vissza az arzént a kornyezetbe. Ilyenek példaul a MIT-13-nak nevezett
baktériumtorzs tagjai, valamint az aranybanyak kornyezetében eldforduld Chrysiogenes arsenatis is.
(AHMANN, 1994, MACY, 1996)

Fontos megemliteni, hogy az egyes formak el6fordulasat nagy mértékben befolydsoljak a kornyezet
fizikai-kémiai paraméterei is, mint az asvanyianyag Oszetétel, a pH és a homérséklet. Smedley és
munkatdrsai kimutattak, hogy természetes vizekben az As(II1)-As(V) oxidacids folyamat felezési ideje
1-3 év lehet, megjegyezve azonban, hogy a reakcid sebessége lehet ennél sokkal nagyobb is levegd
illetve kiilonb6z6 ’ismeretlen’ oldott anyagok vagy oxidok jelenlétében. (SMEDLEY, 2001) Az
oxidacidt az alabbi egyenlet szemlélteti.

AsOs" +2H' +2¢ = AsOy” + H,0

A redoxireakcidban a hidrogénion is részt vesz, igy annak sebessége és az egyensulyi helyzet a pH-
tol is fugg: savas kozegben az egyensuly az arzén redukalt formdja felé tolodik el. Az oxidacid
homérsékletfiiggd, ugyanis a homérséklet emelkedése kovetkeztében az As(V) formak dominancidja
jelentkezik.

A fentiek jol alatdmasztjdk azt a megallapitast, hogy az arzénionok mobilitdsanak targyalasakor a
modosulatszemlélet elengedhetetlen, ugyanis az arzénformak oxidaltsagi allapota hatdrozza meg az
adszorpcidt-deszorpcidt a kiillonbozd feliilletekhez. Levezethetd, hogy a szervetlen arzénformak
egymasba alakulasi reakcidjat a legkisebb kornyezetvaltozas (pl. mintavételezés, minta szallitasa,
tarolasa) is konnyen beindithatja.

A fent leirt folyamatok logikus magyardzatdul szolgalnak Irgolic és munkatarsai megfigyeléseihez,
akik 1994-ben széleskorii tanulmanyt készitettek az arzén kémiai formainak eléforduldsardl Szlovénia
és Ausztria ivoviz mintaiban. (IRGOLIC, 1995) Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a mintak legtobb
esetben arzenat formdjaban tartalmaztdk az arzént, de ha a viz anaerob kornyezetben helyezkedik el,
arzenit dominancia is eléfordulhat. Metilalt arzénspecieszek nagyon ritkan alkotéi a felszin alatti
vizkészleteknek, kivétel akkor, ha azok arzéntartalmu herbicidekkel szennyezettek. A tanulmanyok
szerint, bar széleskortien elterjedt az a nézet, hogy a felszin alatti vizkészlet dominal6 arzénmddosulata
az arzenat, mégis egyre tobb adat igazolja az arzenit dominans el6forduldsat bizonyos mintakban.
(KORTE, 1991). A szemléletvaltozas nagyrészt a mintagyijtés modszereinek fejlodése, a minta
konzervalasa és az analitikai technikak fejlodésének koszonhetden tortént.

A modosulatanalitikai szemlélettdl fliggetleniil elmondhato, hogy az élelmiszerek és az ivoviz
arzéntartalmanak csokkentése mar a XX. szazad elején fontos feladatként fogalmazodott meg. Az elso
rendelet 1942-ben jelent meg az Amerikai Egyesiilt Allamokban, mely az ivévizben el6forduld

maximalisan megengedhetd arzén koncentracigjat (MCL) 50 pg/l-ben allapitotta meg. Eurdpaban csak
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1975-ben keriilt sor a hatarérték atvételére az Eurdpai Kornyezetvédelmi Hatdsag altal. Az inditvany
elfogadasat kovetden 1988-ban késziilt el az EPA altal kozétett kornyezeti tanulmany, mely az akkori
ismeretek birtokdban részletesen megvizsgalta az arzénszennyezett ivovizek emberi fogyasztasanak
egészségligyl kockazatat. Késobb, 1996-ban a Hatdsag ujabb, korszerlibb eszkozokkel végzett
vizsgalatokat javasolt, mely tiikrében 1998-2000 évre Gjabb hatarértékek felallitasat tizte ki célul. A
vizsgalatokban szdmos, kiilonb6zé tudomanyteriileteket képviseld kutatdcsoport vett részt:
toxikologusok, gyogyszerészek, patologusok, kémikusok, élelmezésiigyi és jarvanyiigyi szakemberek
valamint informatikusok, matematikusok. A vizsgalatok eredményére alapozva 1998. november 3-an
megsziiletett az uj Eurdpai Direktiva, mely az arzén hatarértékét 10 pg/l koncentracidban allapitotta
meg (98/83/EC on the quality of water intended for human consumption, 1998. november 3.). Bar
Magyarorszag ekkor még nem volt az Eurdpai Unid tagja, 1étrehozta a 201/2001. 10. 25. szamu
rendeletet, mely eldirta a hatarérték atvételét az orszdgban. A rendelkezés aldl haladékot kaptak
bizonyos arzénszennyezett teriiletek, melyek koziil egyes régidkban 2006. 12. 25-ig, mas teriileteken
20009. 12. 25-ig kell majd teljesiteni a rendeletben foglaltakat. (GOYER, 1999)

A fentiek olvasatdval mindannyiunkban felmeriil a kérdés, hogy mi alapjan hatarozzak meg az
arzénre vonatkoztatott hatarértékeket. A mddszernek természetesen létezik egy toxikologiai oldala,
amikor allatkisérletben hatarozzak meg a hosszutavon fogyaszthatd, de egészségkarosodast még nem
okoz6 arzénmennyiséget. Masfeldl elvart kovetelmény, hogy a kidolgozott hatarértéket megbizhatéan
mérni képes modszerek alljak rendelkezésre, melyek a rutin laborok szdmara is konnyen hozzaférhetok.
Ez utobbi kovetelmény nem elhanyagolhatd, valamint konnyen magyardzza — a méréstechnikak
fejlodésével parhuzamosan — a hatarérték 6todére csokkenését az elmult idoszakban. Az utdbbiakra
utalva példaképpen emliteném az 1994-ben elvégzett felmérést, melyben 25 laboratorium vett részt. A
felmérés célja az volt, hogy a laboratdriumok az altaluk alkalmazott teljes arzénmeghatarozasi
technikdk — HG-AAS ¢és a GF-AAS modszerek — mérési hatarait (QL) kozzétegyék. Az eredmények jol
mutattak, hogy a hidridképzéses modszer 6tszor jobb mérési hatart tudott produkalni (4 pg/l), mint a
grafitkemencés eljaras, mely ebben az iddben még nem volt alkalmas a késobb felallitott hatarérték (10
ug/l) teljesitésére. (EATON, 1994) Ma mar a teljes arzénkoncentracidé meghatarozasara a sokkal
érzékenyebb — ugyanakkor a multielemes mérés eldnyét is magaban hordozo — ICP-AES és ICP-MS
technikdkat alkalmazzak. Mindkét esetben lehetdség nyilik a rendszer el6tti hidridképzésre, s ezaltal
jobb kimutatési hatarok elérésére, valamint csatolasa elvalasztastechnikai egységekhez (leggyakrabban
HPLC), mely altal az arzénmddosulatok szelektiv detektalasa valdsithatd meg.

Az ivoviz maximdlisan megengedhetd arzéntartalmdra vonatkozd hatéarértékek teljes

arzénkoncentraciéra vonatkoznak, nem tesznek kiilonbséget az egyes modosulatok kozott. Ez a
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szemlélet azzal magyarazhato, hogy bar eltérés mutatkozik a III és V oxidacios allapoti vegyiiletek
toxikoldgiai adatai kozott, ez az eltérés kis mértékli. Figyelembe kell venniink a mintavétellel
kapcsolatos nehézségeket is, ugyanis — mint az elébbiekben ismertettiik — a kérnyezet paramétereinek
valtozasa nagyban befolyasolja az arzénformék egymésba alakulasat. Mindezek ellenére mégis miért
fontos az ivdvizek arzénspeciacids elemzése? Az igény elsdként az arzénmentesitési technoldgidk
fejlesztésekor fogalmazodott meg.

Mar joval a hatarértékek kiirdsa elétt nyilvanvalova valt, hogy a klinikai tlineteket okozd
arzénmennyiséget az ivovizként szolgald kutakban csokkenteni kell. Ma mar egyre nagyobb kihivast
jelentenek az alacsonyabb hatarértékek, a kordbban alkalmazott ’arzénszegény vizzel vald higitds’ nem
eredményez megfelelden arzénmentes ivovizet. A nyolcvanas évek kozepén, a magyarorszagi
vizkészlet probléméjanak felismerését és felmérését kovetden a hazai intézményhélézat (VITUKI,
MELYEPTERV), illetve a leginkabb érintett felhasznal6i oldal (Békés Megyei Vizmii) dsszefogasaval
megjelentek azok a hazai fejlesztésli technoldgiak, amelyek képesek voltak az akkori, ill. a ma is
érvényes magyar hatarérték — azaz 50 pg/l (MSZ 450-1: 1989) — aléd csokkenteni a szolgaltatott ivoviz
arzéntartalmat. Az ezzel kapcsolatban felmeriild kornyezetpolitikai €s szakmai probléma az, hogy az
EU ivoviz-direktivaja (1998. november 3.) ennél Iényegesen kisebb, minddssze 10 pg/l
koncentracidértékekben szabja meg az arzéntartalmat az ivovizben. Erre a megkovetelt teljesitményre a
jelenleg hazankban alkalmazott technoldgidk nem vagy csak korlatozottan alkalmasak.

Az arzénmentesitésre szolgalo technologidk harom nagy csoportba sorolhatok: 1) csapadékképzo
technikék, 2) adszorpcidés modszerek, 3) ioncserén alapul6 folyamatok.

1. A csapadékképzo technikak koagulacion, illetve azt kovetd sziirésen alapulnak. A koagulansok
megvaltoztatjak az oldott kolloidok kémiai-fizikai tulajdonsagait, igy aggregacié megy végbe,
¢s a keletkezett részecskék konnyen kiszlirhet6k az oldatbdl. Arzén koagulaldsara aluminiumot,
vas-kloridot, vas-szulfatot haszndlnak, de bizonyitast nyert, hogy az As(Ill) eltavolitasa ezzel a
technikaval sokkal kevésbé hatasos, mint az As(V)-¢é. (HERING, 1996, EDWARDS, 1994).

2. Az adszorpcids mddszerek koziil arzénmentesitésre tulajdonképpen csak az aktivalt aluminium
(AA) felilet terjedt el. Ez a szorbens egy aluminium-oxid feliilet, melyet az Al(OH);
dehidratacidjaval allitanak el6. Tobb tanulméany beszamolt arrdl, hogy a pH, az arzénvegyiiletek
oxidaltsagi allapota, a versenyzd ionok, valamint a regeneracios ido erdsen befolyasoljak az
eltavolitas hatasfokat. Hasonloan a csapadékképzd eljardsokhoz, az AA szorpcids hatasfoka

sokkal nagyobbnak adodott As(V), mint As(III) esetében. (CLIFFORD, 1995)
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3. Az ioncserélo eljarasok alapja egy kicserélddési reakcio, mely a szildrd hordozo ionjai és a
betaplalt viz ionjai kozott jatszddik le. Az ioncseréld gyantdt ugy alakitjdk ki, hogy az az
erésebben anionos jellegli arzenat iont nagyobb hatasfokkal cseréli le, mint az arzenit iont.

A fenti folyamatokbol kideriil, hogy az arzénformédk oxidédcios aranya nagyban befolyasolja az
eltavolitasi technoldgia hatékonysagat. Mindhdrom esetben az arzenat nagyobb hatasfokkal sziirheto ki,
ezaltal tehat, ha az oldatban arzenit dominancia all fenn, oxidacids 1€pés kozbeiktatasaval (arzenattd
alakitas) lehet a koagulacios technikat hatékonyan alkalmazni.

A leirtak alapjan tehat Osszefoglalva elmondhatd, hogy az ivévizekben az As(II)/As(V) arany
ismerete fontos, (i) mert az arzén felhalmozddasanak ¢€s remobilizacidjanak, (ii) valamint az
arzénmentesitési technoldgidk hatékonysaganak meghatarozd paramétere. Doktori munkamban hazai,
kritikus teriileten gy(jtott ivévizmintdk arzénspecidcids vizsgalatait végeztem el, melynek

eredményeirdl az 5.2. fejezetben szdmolok be.
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3.10 ARZENSPECIACIO TENGERI MINTAKBAN

Az elsd arzénspeciacios munkak a tengeri bioszféra vizsgalataira irdnyultak, mivel ezekben a
szervezetekben sokféle arzénkomponens viszonylag nagy koncentracidban kimutathatd. 1977-ben
fedezték fel az AB-t, melyet elsoként homarbdl izolaltak és azonositottak. (EDMONDS, 1977) Az els6
Osszefoglald tanulméanyt, mely az addigi eredmények alapjan sorba vette a tengeri kornyezetben
eléfordulod arzénkomponenseket Cullen és Reimer publikalta 1989-ben. (CULLEN, 1989a) Azdta is
szamos tanulmany latott napvilagot a témaban, mely legnagyobb része leir6 jellegii kozlemény, kevés
esetben olvashatunk feltételezett magyarazatot is a megfigyelésekre. Ennek okat elsésorban abban
latom, hogy a bioszintetikus mechanizmusok gondolati kovetése, megértése, kovetkeztetése komplex
lataismodot kivan, nem elég az analitikus gondolkodas, szerves kémiai, szintetikus kémiai, bioldgiai
hozzaértés is sziikségeltetik. A komponensek bioszintézisével kapcsolatos elméletek ismerete fontos,
egyrészrdl mivel segitenek a kornyezeti folyamatok atfogd megértésében, masrészrol az altaluk tizent
logika segit a jovObeli kutatasi téma keresésében. Jelen alfejezet elsd részében Osszefoglalom a tengeri
¢lolények arzénspeciacidés elemzése kapcsan publikalt eredményeket, masodik részben pedig
attekintem azokat az altalam fontosnak itélt elméleteket és reakcioutakat, melyek a megfigyeléseket

alatamasztjak.

3.10.1 Tengeri bioszféra arzénspecidcios irodalma

A Fold 6ceanjai atlagosan 0.5-2.0 pg/l arzént tartalmaznak, bar egyes folydk torkolatanal nagyobb
koncentracidok is el6fordulnak, leginkdbb olyan helyeken, ahol emberi eredetli arzénszennyezés
torténik. (CULLEN, 1989a) A tengerviz domindns arzénformdja az arzenat, de szignifikdns

mennyiségli arzenit is elofordulhat fitoplanktonok és baktériumok redukcios tevékenysége sordn

meg az itt €16 novényi €s allati szervezetekben. A fejletlen €16 szervezetek koziil a legtobb figyelmet a
tengeri algdk kaptdk. Ezekben az éldlényekben az akkumulalt arzén koncentracidja 6-140 mg/kg
(szaraz anyag) arzénkoncentraciot is elérhet, mely tobbnyire arzenocukrok formajaban van jelen (1.
abra/13-16). (EDMONDS, 2003) Ezen mddosulatok nagy része vizoldhato, ezaltal a gyakran hasznalt
extrakcids oldatokkal (viz vagy metanol-viz elegy) konnyen kinyerheték. Ugyanakkor publikdcidban
olvashatunk lipidoldékony arzenocukor modosulat el6forduldsarol is (1. abra/17). (FRANCESCONI,

1997) Az algékban, bar ezidaig tobbféle arzenocukor vegyiiletet azonositottak, koziililk csupan négy
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fordul el6 altalanossagban: a glicerol-, a foszfat-, a szulfonat-, €s a szulfat-arzenocukor (1. abra/13—-16)
(EDMONDS, 2003).

Tengeri novényekrdl csak kevés arzénspeciacios adat all rendelkezéstinkre. Ezek szerint a benniik
talalhato modosulatok nem arzenocukrok. (MORITA, 1990)

A tengeri allatok arzénfelhalmozo képessége régota bizonyitott. Az 1. mellékletben
Osszegyujtottem a fontosabb publikaciokat a halak, kagylok és rakok teljes arzénkoncentracidjarol és
speciesz-eloszlasarol. Bar a tengeri allatokban tobbféle arzénkomponens kimutathatd, mégis a legtobb
esetben az AB a domindns modosulat.

A halak speciacids mintazata viszonylag egyszerli, a domindns AB jelenléte mellett kis
mennyiségben dimetilalt (arzenocukrok) €s mas trimetilalt médosulatokat is kimutattak. Talan egyetlen
kivétel a Kyphosus sydneyanus, melyben a legnagyobb mennyiségben detektalt modosulat a TMAO
volt. (EDMONDS, 1997) (1. melléklet)

A héjas allatokrol szinte ugyanez elmondhato: a teljes arzéntartalom nagy részét AB formajaban
tartalmazzak (1. melléklet). Meg kell azonban jegyezniink, hogy a legtobb munkaban az él6lények
izomszovetét vizsgaltdk, mig mas szovetek esetében a specieszossztétel sokkal komplexebb Ilehet.
(MAHER, 1999) A haslabuak (kagylok) gyakran nagyon nagy mennyiségben tartalmaznak arzént (339
mg/kg) (FRANCESCONI, 1998), melynek nagy része szintén AB. A kagylok masik csoportja, a
kéthéju kagylok, melyek AB mellett szignifikans mennyiségben TETRA-t is tartalmazhatnak, de ez
utobbi modosulat leginkdbb a kopoltytjukban gytlik 6ssze (SIOMI, 1987). Nagy mennyiségi
arzenocukrot taldltak néhany fésiikkagyld ivarszervében (LAIL 1999). Bar kisebb figyelmet kaptak, de
tengeri allatok esetében is érdemes megemliteni a lipidoldékony arzenokomponensek eldfordulasat.
Ezeket legtobbszor lipofil oldoszerben extrahaljak, majd savas/bazisos hidrolizist hajtanak végre, mely
altal a vizoldhatova valt lipideket HPLC-ICP-MS mddszerrel mérik. Ezzel a technikaval capaszovetben
tobb lipidoldékony arzénkomponens jelenlétét is igazoltak. (HANAOKA, 1999a)

A fentiek szerint elmondhato, hogy a tengeri allatok speciaciés mintazata viszonylag egységes:
talnyom¢ részt AB jelenléte figyelheté meg.

Vajon a tengeri ¢€lolények specidcios elemzése mely tudomdanyteriilet szamara nyujt hasznos
informaciét? Az elsd €s legfontosabb teriilet az élelmiszer-tudomany. Mivel a tengeri halakban és
kagylokban talalhato domindns mddosulat (AB) az egészségre artalmatlan, az él6lények fogyasztasa
nem jar toxikus kockazattal még akkor sem, ha az étel teljes arzéntartalma tobb szaz mg/kg
mennyiséget is ér el. Ez a fontos megfigyelés ujragondolasra késztette a halakkal kapcsolatos
élelmiszertoxikologiai hatarérték megallapitasat, melyet aztan 2003-ban a speciacids vizsgalati
eredményekkel indokolva hazankban is végleg eltoroltek. (Magyar Kozlony, 2003) A masik
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tudomanyteriilet a kornyezetanalitika, mely az arzénformak bioszintézisének leirasara hasznalja a
speciacios analitikai modszereket. A tovabbiakban ezeket az eredményeket mutatom be. (EDMONDS,

2003)

3.10.2 Az arzénvegyiiletek kornyezeti korforgasdrol alkotott elméletek

3.10.2.1 Az AB lebomlasa mikroorganizmusok kozremiikodésével

Mint azt mar az elobbiekben vézoltam, furcsa ellentmondas, hogy az arzénmodosulatok a
tengervizben szervetlen, az ¢élolényekben viszont szerves formdban vannak jelen. Az é€l6lények
elhullasakor a bomld szerves anyag a tengerben szétoszlik, alkotorészei a vizbe kerlilnek.
Feltételezések szerint az €161ények alacsony szintjén tehat kell lennie egy folyamatnak, amely az arzén-
szén kotések bontasaval a szerves arzénvegyiileteket szervetlen mdédosulatokkd alakitja. Az egyik elsd
ilyen iranyu kisérletet Hanaoka és munkatarsai végezték, akik mikrobiologiai szervezeteknek
tulajdonitottak a degradacios folyamatot. Kimutattak, hogy a tengeri €l6lények kozvetlen kozelében é16
aerob mikroorganizmusok néhany hoénap alatt képesek az AB lebontasara. (HANAOKA, 1995, KAISE,
1998). Az eredmények alapjan felallitottdk az AB minkrobioldgiai konverzidjanak elsd feltételezett

mechanizmusat (14. abra, a).
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14. abra Az AB lebomlésanak feltételezett reakcidja
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Ezek szerint a biokonverzid a karboximetil-csoport lehasadasaval kezdodik (TMAO keletkezik),
melyet tovabbi demetilaciok kovetnek. (HANAOKA, 1999b) Az utébbi idében Khokiattiwong és
munkatérsai sokkal gyorsabb, ordkon beliil lejatsz6do lebomlést figyeltek meg nem definiélt, keverék
mikroorganizmus kultirdk esetében. (KHOKIATTIWONG, 2001) A kisérletben TMAO keletkezését
nem tapasztaltak, hanem az el6bbitdl részben eltérd reakcidutat allapitottak meg. (14. ébra, b) Az els6
degradacids 1épés a metilcsoport leszakaddsa, mely dimetil-arzinoil-acetat (DMAA) molekulat
eredményezi, majd a karboximetil-csoport levalasa utan dimetilarzinat (DMA(V)) keletkezik. Ezek az
eredmények feltételezik, hogy az AB mikrobioldgiai degradacidja két uton valdsulhat meg: egyik
esetben elsddlegesen a karboximetil-csoport hasad le, masik esetben demetilacid torténik. Az utdbb
emlitett degradacidos reakcid mellett foglaltak 4llast Jenkins ¢€s munkatarsai, akik mar
baktériumspecifikus kultirakban vizsgaltdk a folyamatot. (JENKINS, 2003) Tengeri, kevert kultiras
baktériumtelepbdl kiilonitettek el 6sszesen 11 baktériumfajt, melyek mindegyikét Mytilus edulis (ehetd
kékkagyld) vizes extraktjat tartalmazd kozegbe helyezték, majd inkubaltak. A vizsgalt baktériumfajok
koziil négy esetében volt kimutathatd biokonverzi6. Ezekben a taptalajokban 10 nap elteltével DMAA,
28 nap elteltével DMAA mellett DMA ¢s nyomnyi As(V) jelenlétét mutattdk ki. TMAO jelenlétét
egyik faj esetében sem igazoltak. Ez a kisérlet bizonyitotta, hogy a tengerben lejatszodé biodegradacids
folyamatok bizonyos kitlintetett baktériumfajoknak tulajdonithatok, melyek az AB-bdl DMAA
koztitermék 1étrejottével DMA, majd As(V) keletkezését katalizaljak. A szerzé megkérddjelezi a
TMAO koztitermék keletkezésével jard biokonverzids ut létezését. Felmeril a kérdés, hogy a
baktrérium szdmara milyen elonnyel jar ez a reakcio? Vizsgalatok egyértelmiien bizonyitottak, hogy a
szerves arzénvegyiileteket a baktérium nem hasznalja fel szén- vagy energiaforrasként. (JENKINS,
2003) Soét, midta kideriilt, hogy az AB nem toxikus vegyiilet, a reakcié méregtelenitd (rezisztens)

folyamatnak sem nevezhetd. Jelenlegi ismereteink birtokaban a kérdés megvalaszolatlan.

3.10.2.2 Az arzenocukrok bioszintézise

M¢ég nem teljesen ismert, hogy a tengeri algdk miért abszorbealnak arzenatot a tengervizbdl, és azt
mi okbdl alakitjak 4t oxo-arzenocukrokka. Lehetséges magyarazat, hogy az arzenat olyannyira hasonlit
a fejlédésiikhoz esszencialis foszfationra, hogy az algaszervezet nem tud kiilonbséget tenni a két
vegyiilet kozott. A felvételre keriilt arzendtot a novénynek méregtelenitenie kell miel6tt annak toxikus
hatasai megnyilvanulnak. Ha ez a magyarazat helytallo, akkor tulajdonképpen az arzenocukrok egy
méregtelenitd folyamat végtermékei. Barmilyen elgondolast is vesziink alapul, bizonyitast nyert, hogy
a szervetlen arzénmolekuldk szervessé alakitasaban oxidativ metilacios folyamatok vesznek részt. (3.

abra) (ROSEN, 2002) Ez a folyamat egy szekvencialis oxidacid, mely reakcid intracellularisan zajlik,
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szdmos mikroorganizmus, valamint allati €s novényi sejtek esetében is megfigyelt jelenség. (ROSEN,
2002) A metilacidt altalanos metilalé agensek - mint pl. az S-adenozil-metionin (SAM) - végzik,
melyek egy sor enzimatikus folyamatban aktiv metildonorként vehetnek részt. Az algak esetében is
ebbdl a reakcidbdl kell kiindulnunk. Feltételezések szerint az algdk, ahelyett, hogy bevezetnének egy
harmadik metilcsoportot a DMA-hoz, az arzénatomhoz kapcsolnak egy SAM-bdl szdrmaz6 adenozil-

csoportot. (15. abra)

NH,
S I
Me o) / N OR
\As/ SAM 0 ‘ '\2 Me— As o
e
Me/ \OH Me— As o - Me
DMA(V) Me o OH

dimetil-arzinoil-ribozid
OH OH
5’-dimetil-arzinoil-adenozin

15. abra Arzenocukrok feltételezett bioszintézise

Ezt kovetden az adenin enzimatikus eltavolitasa kovetkezik, majd az R-csoport kiillonb6zo
szénhidratokkal (glicerol, tejsav, propilén-glikol stb.) valo helyettesitése. (EDMONDS, 2003) A
folyamattal egy sor, az algakban is detektalt oxo-arzenocukor-komponens jelenléte magyarazhaté. (1.
abra/13—16) A feltételezést el6szor 2004-ben Francesconi €s Pergantis tdmasztotta ald kisérletes
bizonyitékokkal. (FRANCESCONI, 2004b) A kutatok sikeresen detektaltak a dimetil-arsinoil-adenozin
reakciokozti terméket, eredménytiiket tandem MS késziilékkel mért adatokkal is alatdmasztottak.

Az arzenocukrok koziil az oxo-foszfat-cukornak kitiintetett figyelmet kell szentelniink. Vizsgalatok
szerint ez a komponens minden arzenocukrot tartalmazd éldlényben jelen van (barna algakban,
kagylokban és a homar emésztd traktusaban is). (EDMONDS, 2003) Az a megfigyelés, hogy mig az
algdkban négyféle oxo-arzenocukor jelenléte domindl, az Oket fogyasztdo élolényekben (kagylok,
homar), csak a foszfat-arzenocukor modosulat kimutathatd, a vegyiiletnek kdzponti szerepet feltételez.
Valészintisithetd, hogy a vegylilet szintézise az allatok altal is de novo megvalosulhat. Ha
Osszehasonlitjuk a foszfat-cukor és a sejtszinten esszencialis foszfolipidek szerkezetét, lathatdo a
hasonlosag. Az 16. abran a foszfatidil kolin és a foszfat-arzenocukor képlete lathatd. A vegyiiletek
glicerinvazat minden esetben foszforsav észteresiti, de mig elbbi esetben a molekula apolaris részt is

tartalmaz, utobbinal a harmadik szénatomhoz dimetil-arzinoil-ribozid kapcsolodik.
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16. abra Foszfatidil kolin és a foszfat arzenocukor kémiai szerkezete

Ezen a logikai vonalon haladva sikeriilt kimutatni szarazfoldi €l6lényekben (foldigiliszta) olyan
foszfat-arzenocukor komponenst is, melyben a glicerol-OH csoportjat palmitinsav észteresiti.
(EDMONDS, 2003) Ez alapjan feltételezhetd, hogy a membranalkot6é foszfolipidek analdgiajara a
foszfat-arzenocukor vegylilet is beépiil a sejtmembranba, ezaltal feldusulhat anélkiil, hogy
toxikologiailag karos hatast gyakoroljon az intracelluldris térre (detoxikalo folyamat). A beépiilt forma
konnyebben elérhetd az intracelluldris enzimek szdmara, ezaltal valdszinisithetd prekurzora lehet mas

arzénmolekuldknak is (mint az AB).

3.10.2.3 Arzenobetain bioszintézise

A tengeri éldlényekben dominans modosulatként detektalt AB bioszintézise mar nem ilyen
egyértelmiien kikovetkeztethetd. Mig a metilezéses folyamatoknak (SAM) nincs biologiai akadalya, a
karboximetil-csoport eredetére nem taldltak magyarazatot. Az AB bioszintézisét két elmélet
magyardzza. (1) Ha a tengeri taplaléklanc felépitését vessziik alapul, feltételezhetd, hogy az algdkat
alkotd arzenocukor alakul 4t az allatokban taldlhato arzenobetainna. (2) A masik elmélet szerint, mivel
a két forma egylittes dominancidja él6lényekben nem figyelhetdé meg, a molekuldk egymastol
fuggetleniil keletkeznek.

(1) Kisérletek szamolnak be arrél, hogy szintetikus vagy algakbol izolalt arzenocukor
komponensek anaerob mikroorganizmusok jelenlétében szinte azonnal dimetil-arzinoil-etanol
(DMAE) molekulava alakulnak (a ribéz gytirti felnyilik) (17. abra). (EDMONDS, 2003) A DMAE
molekula oxidativ metilacidja kovetkeztében vagy AC, vagy DMAA koztitermékeken keresztiil AB
keletkezhet.

52



MesAs* OR

OH OH \

trimetil-arzinoil-ribozid

OH
M63A3+/\/ o
o X.
Me \
I o / AC
OR
——» MesAs

\ i / ’
Ox.

DMAE I on 7~ Me AB

OH OH MeAs /W

dimetil-arzinoil-ribozid o

17. abra AB feltételezett bioszintézise

Hangsulyozand6, hogy a reakcié masodik része csupan egy elmélet, és az is maradt, hiszen
mindezidaig AC vagy DMAA jelenlétét a vizsgalt mintdkban nem bizonyitottak. Kutatdk egy
masik  csoportja  trimetil-arzenocukrokkal  (trimetil-arzenoil-ribozid)  taplalt  anaerob
mikroorganizmusokat vizsgalt. Az eredmények alatamasztottak, hogy ha nem is az el6z6, de ahhoz
hasonl6 reakciout létezik, hiszen az oldatban nagy mennyiségben detektaltak AC-t. (17. é&bra)
(EDMONDS, 2003) Ebbdl a vegyiiletbdl mar egyszerti oxidacidval konnyen keletkeztetheté AB.
Felvetddik a kérdés, hogy az eddig csak nyomokban kimutatott trimetil-arzenocukor mennyisége
mennyire Osszevethetd a mg/kg nagysagrendben eléforduldé AB-nel? A vélasz mindezidaig
megvalaszolatlan. Feltételezhetjiik, hogy az arzenocukrokbdl keletkezd AB szintézise — fliggetleniil
attol, hogy DMAE keletkezésével vagy anélkiil torténik — nem kizarolag anaerob mikrobioldgiai
aktivitads sajatja, hanem magasabb rendl él6lényekben is el6fordulhat. Erre bizonyitékot talaltak
napjainkban: McSheehy et al tobb feltételezett koztitermék molekulat azonositott Tridacna derasa
kagyld veséjében (mint pl. DMAE, DMAA, nyitott gyliris arzenocukrok, stb.), melyek mind az
arzenocukor — arzenobetain reakcié degradacids termékei. (MCSHEEHY, 2002) Végil, az
elméletet alatamasztd eddigi vizsgalatok cafolatara megfogalmazhatd a kérdés: ha az arzenocukrok
mint prekurzorok szerepelnének az arzenobetain bioszintézisében, akkor mivel magyarazzuk az AB
elofordulasat szamos szarazfoldi €lolényben (foldigilisztaban €s gombaban), ahol arzenocukrok
elofordulésa a jelenlegi modszerekkel nem volt megfigyelhet6?

(2) A masodik feltételezés szerint az AB arzenocukroktol fiiggetleniil képzodik a tengeri allatok
(vagy a velik szimbidzisban él6 mikroorganizmusok) szervezetében. Az elmélet az arzenobetain

szintézisét az aminosav-szintézis biokémiai folyamataival analog modon képzeli el, az aminalas
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helyett ’arzenilalas’ reakcioval. (EDMONDS, 2003) Az elméleti reakciout részletes kozlése helyett
egy példat mutatok be a folyamatra: a glutaminsav szintézisét aminotranszferaz enzimek

kozremuikodésével (18. abra).

i *NH3
HOOC—CH CH H aminotranszferaz
27 CH;—C-—COOH — >  HOOC—CH;—CH,—CH —COOH
x-ketoglutarsav glutaminsav

ASH2

"arzenotranszferaz" ‘

> HOOC—CH;—CH, —CH — CcOOH

As*(Me)s
SAM ‘

HOOC—CH;—CH,—CH —_ COOH

dekarboxilaz

e COOH7CH2*CH27CH27AS+(M6)3

o . . o trimetil-arzonium-butirat
18. abra Trimetil-arzénium-butirat feltételezett bioszintézise

Az arzén a nitrogénnel (és a foszforral is) azonos focsoportban helyezkedik el, emiatt kémiai
reakcidkban is hasonldsagot mutat. Nem kizart, hogy Iéteznek olyan enzimek, melyek
célvegyliletekben a nitrogén-atom nem obligat alkotd, azt a hasonlosag elvére alapozva arzén is
helyettesitheti. A fenti reakcidban lathato, hogy a feltételezett ,,arzenotranszferaz” és dekarboxilaz
enzimek kozremiikodésével trimetil-arzonium-butirat keletkezik, mely az arzenobetainhez képest két
metilcsoporttal tobbet tartalmaz. Ha az elmélet helytalld, akkor mas oxo-karbonsavakbol is
eredeztethetd a megfeleld arzénvegyiilet, mint példaul az oxo-ecetsavbdl (glioxalsav) ezen modon
levezethetd az AB. Az elméletet 2000-ben tamasztottak ald kisérletekkel, amikor Francesconi és
munkatarsai Thaif6ldon gytjtott halakbol eloszor izolaltak a trimetilarzenopropionat vegyiiletet, mely a
fenti modon oxo-propionsavbol keletkeztethetd. (FRANCESCONI, 2000) (A vegyiiletet a szakzsargon
AB-2-nek is nevezi, mivel az AB-t6l csak egy metilcsoporttal kiilonbozik). A vegyiilet szerkezeti

képlete az 1. abran lathaté. (1. abra/9)

3.10.2.4 Arzenobetain akkumuldacioja

Az irodalmi adatok alapjan felmeriil a kérdés, hogy miért akkumuldlodik ily mértékben az AB a

tengeri allatokban, van-e a vegyiiletnek kitiintetett szerepe? Francesconi és munkatarsai a N €s az As
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atomok hasonld elektronszerkezete alapjan allitjak, hogy az AB a glicin-betainnal analdg vegyiilet,
mely utébbi jol ismert ozmolit. (19. 4bra) A tengeri éldlényekben a nitrogén-betainok
((CH);N'(CH,),COO", n = 1-5) nagy mennyiségben kimutathatok, szerepiik az ozmotikus egyensiily
fenntartasa a sejten beliili és a sejten kiviili tér kozott. A vegyiiletek koziil a glicin-betain (n = 1) a
legnagyobb koncentraciéban eléfordulé molekula, a - CHj-csoportok szamanak novekedésével a
koncentracié csokken. (FRANCESCONI, 1997, RANDALL, 1995) A Mytilus californianus kagyloban
kimutattak egy glicin-betainra specifikus transzporter molekula jelenlétét, mely a vegyiilet sejtbe
szallitasat végzi. (WRIGHT, 1992) Az elképzelés szerint az arzenobetain — glicin-betain hasonldsag
alapjan feltételezhetd, hogy a transzportmolekula mindkét vegyiiletetet felismeri, ezaltal az AB
intracellularis feldusuldsaért is felelds lehet. A hipotézist elsokénet Gailer és munkatarsai tamasztottak
ala kisérletekkel: bizonyitottdk, hogy kagyldkban az AB felvétele erdsen csokkent, ha a tengervizhez
glicin-betaint adagoltak. (GAILER, 1995) Késobb, Francesconi €s kutatocsoportja az arzenobetain és
két szintetikusan eléallitott arzénvegytilet, a trimetil-arzinoil-propionat (1. abra/9), valamint a trimetil-
arzinoil-butirat vegyiiletek (az AB-nél 1, ill. 2 metilcsoporttal hosszabb lanc) felhalmozasat vizsgaltak.
Hasonldan a nitrogén-betainokhoz, a rovidebb szénlancu alakok nagyobb mértékben akkumulalédtak.

(FRANCESCONI, 1999a) A feltételezés tovabbi bizonyitasara jelenleg is folynak kisérletek.

CHs (a) CH; (b)
CHy—As"CH,—COOH  CH;—N"—CH,  COOH
|
CH; CH;

19. Abra Arzenobetain (a) és a glicin-betain (b) szerkezeti képlete

Lathatd, hogy a tengeri él6lényekben el6forduldé modosulatokat leird vizsgdlatok altaldban két
okbdl késziilnek: egyrészt, élelmiszer-toxikologiai célzattal meghatarozzdk a mddosulatok aranyat a
mintakban, masrészt, a médosulatok bioszintézisének reakciomechanizmusait speciacids vizsgalatokkal
bizonyitjak.

Doktori munkdmban mindkét szempontot figyelembe véve vizsgdltam meg kiilonb6z6 mintavételi

helyeken gytijtott tengeri kagylokat. Kisérleti eredményeimet a 5.3 fejezetben teszem kozz¢.
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3.11 ARZENSPECIACIO GOMBAMINTAKBAN

Az el6z0 fejezetben lathattuk, hogy a specidcids irodalom a tengeri €l6lények esetében viszonylag
sz¢les korl, az egyes arzénmoddosulatok metabolizacids vonala nagyjabdl hozzarendelhetd egy-egy
kittintetett éldlénycsoporthoz. A széarazfoldi szervezetek esetében mar ugyanez nem mondhatéd el.
Sokkal kevesebb az arzénspeciacios irodalom: a téma nem oly kozkedvelt, mint a tengeri €l6lények
esetében. Ennek okat annak a ténynek tulajdonithatjuk, hogy a szarazfoldi szervezetek altalanossagban
kevesebb arzént halmoznak fel, mint a tengeriek, ezaltal a rendelkezésre allo technikak egy része nem
képes ebben a koncentracidtartomanyban megbizhaté eredményt szolgaltatni a specieszek eloszlasarol.
(Kivételkénet emlitenék néhany mintacsoportot, mint példdul a rizst (WILLIAMS, 2005), a
pafranyféléket, (LI, 2005) az édesvizi kagylokat (SOEROES, 2005c¢).

A kalapos gombdk is kivételt képeznek az eldzdekben emlitett allitasok alol. (KUEHNELT, 1997).
Hiszen, mint a 70-es évektdl kezdédden szamos irodalmi adat is alatdmasztja, hogy a kalapos gombak
— ellentétben mas szarazfoldi él6lényekkel — képesek bizonyos fémeket/félfémeket termotestiikben
nagy mennyiségben akkumuldlni, sokszor a tengeri él6lényeket meghaladd mértékben is. Ezt
kutatdsok szama. A kisérletek célja kettds. Egy résziik az eheté gombakat élelmiszer-toxikoldgiai
szempontbdl vizsgalja, specidcios analitikai modszerekkel hatarozza meg a mddosulatok eloszlasat a
mintakban, kiilonos figyelmet szanva a leginkdbb mérgezd szervetlen arzénformdk eldforduldsara.
Masik szempont a kdrnyezetmonitorozas, mely napjainkban egyre inkabb kedvelt téma; azt vizsgaljak,

crer

allapotanak jelzésére. Ez utdbbi teriilet mind az ehetd, mind a mérgezd gombak teljes
¢lelmiszertoxikoldgiai szempontok figyelembevételével végeztem.

Az elmult 20 évben a kalapos gombdk, mint fontos funkciondlis és inyenc élelmiszerek egyre
nagyobb szerepet kaptak a taplalkozasban. Mig az atlagos gombafogyasztds 1997-ben 1.0-1.5 kg/év
volt személyenként, ez mara mar 2.5-3.0 kg/évre teheté (Mezodgazdasagi és Videkfejlesztési
Minisztérium, 2002). Bar a ’biotaplalkozast’ népszertsitd tevékenységek egyre inkabb a vadon €16
gombafajok fogyasztasat ajanljak, még napjainkban is joval gyakoribb a termesztett gombak
fogyasztdsa. A gombdk nagy fehérje- ¢és asvanyianyag-tartalommal, kevés szénhidrat- ¢s
zsirtartalommal jellemezhetok, ezaltal népszerti egészséges élelmiszerek. Ennek ellenére szdmos

tanulmany beszamol a gombak egészségkarositd hatasardl is, mely leginkabb a nehézfém-akkumuléalo
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képességiiknek tulajdonithatd. Az egyes gombakban nagy koncentracioban eléfordulod elemek kozé
vizsgalta termesztett Agaricus brasiliensis micéliumdban valamint termdétestében. Arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy szinte minden elem a micéliumban nagyobb koncentracidban volt jelen,
mint a termétestben, mely utdbbi mintegy "higitva’ tartalmazta a toxikus elemeket. (STIJVE, 2003).

Mas kutatok széleskorii vizsgalati eredmények birtokaban megallapitottak, hogy az elemek
akkumulécigja egyfeldl fiigg a vizsgalando elemtdl, masfelél a gombafajtol. Legnagyobb mértéki
felhalmozasrol a kadmium és a higany esetében szamoltak be. (KALAC, 2000) Annak ellenére, hogy
bizonyitast nyert néhany gombafaj nagy mértékili arzénakkumulacios képessége is, az eddig megjelent
mintegy 150 gomba kémiai elemzésével foglalkozo kézirat csak elenyészd hanyada vizsgilja az
arzénfelhalmozast.

Egyes gombafajok nagyobb mértékben képesek arzént akkumulalni — ide tartozik a Laccaria
amethystina (BYRNE 1995), Laccaria fraterna (STIJVE, 1990), Sarcosphaera coronaria (STIJVE,
1990) és az Agaricus fajok (STIJVE, 1991, VETTER, 1989) —, melyek esetében gyakran eléfordul 50-
100 mg/kg arzénkoncentracid. (BYRNE, 1983, STIJVE, 1990) Az adatok nem szennyezett
erdotertiletrol gytjtott fajokra vonatkoznak, €s szarazanyagra megadva értend6k. Néhany Agaricus
species, a Laccaria laccata, Leposta nuda és a Lycoperdon perlatum 5-10 mg/kg atlagos
arzénkoncentracioval jellemezhetd, mig az 1 mg/kg korili érték altalanos a legtobb gombanal.
(SLEJKOVEC, 1996a, STIJVE, 1991, VETTER 1994) A legnagyobb arzénmegkotési képességet
Laccaria amethystina esetében tapasztaltdk, mely nagy szenzaciot keltett a kilencvenes években.
(STIJVE, 1991, LARSEN 1998) Azdta is a legtobb, gomba témakorben végzett arzénspeciacios munka
ezzel a fajjal foglalkozik. Bizonyitast nyert, hogy abban az esetben, ha a gombat szennyezett
tertiletekrél gytijtik — pl. Koch kozleményében egy kanadai aranybanya kornyezetébdl — az
eddigiekhez képest sokszor meghaladd arzénkoncentracio is mérheté (410 mg/kg). (KOCH, 2000)
Visszatérve témavalasztasom indoklasdhoz tehat lathatd, hogy a gombamatrix arzénspecidcos
elemzéséhez nem sziikséges kiilonlegesen érzékeny miszerezettség, mégis, toxikologiai szempontbol
nagyon fontos informéacidt szolgaltat.

Az akkumulacié mértékét szamos tényezd befolyasolhatja. Fontos faktor a talajosszetétel, de a
kiilonbozd fémek felvétele kozott nagy eltérés mutatkozik. A konnyen felvehetd és felhalmozddd
elemek kozott kell felsorolnunk a Cd-t, a Hg-t és a Cu-t, mig a Zn és a Fe kisebb koncentracidban
taldlhaté a termOtestben, mint a talajban. A kozzétett biokoncentracids faktorok 50-500 Cd és Hg
esetében, mig csak 10" — 10 a Zn esetében. (GAST, 1988, SEEGER, 1982, TYLER, 1982, RACZ,

2000) Arzénre vonatkozolag — annak ellenére, hogy felhalmozdsa mar bizonyitast nyert — nem allnak
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rendelkezésemre biokoncentraciés adatok. A kozlemények nagy része a gombaban talalhatd
arzénmodosulatokra Gsszpontosit, a felvétel mechanizmusat és mértékét csak kevés esetben vizsgalja.
Ezekbdl az adatokbol az deriil ki, hogy a termdtest kora vagy mérete nem befolyasolja az akkumulacié
mértékét. Az atmoszférikus szennyezEs szintén kevéssé befolyasold paraméter, leginkabb azért, mert a
termotest €lethossza nagyon rovid (10—14 nap). Kalac er al véleménye szerint a fémkoncentracié szoros
Osszefiiggésben van a micélium kordval és a termésérlelések kozotti intervallum hosszaval. A
termesztett csiperkében a legnagyobb fémkoncentraciét a legkorabbi terméshullam esetében észlelték.
(KALAC, 2000, RACZ, 1998)

A kémiai kutatdsok masik iranyvonala a speciacids vizsgalatok, melyek mar a kiilonb6zo
arzénmodosulatok eltérd toxikologiai tulajdonsagait is figyelembe veszik. Larsen és munkatarsai a
koztudottan arzénakkumuldlod Laccaria amethystina speciacios elemzésével foglalkoztak. A gombakat
mind arzénszennyezett (As(V)), mind nem szennyezett bilikkerdobdl gytjtotték. Speciacids
eredményeik azt mutattdk, hogy a szennyezett talajon élo gombak képesek metilalni az arzenatot,
hiszen a gombdakban talalt mdédosulatok nagy részét DMA (68—74%), kisebb részét MA (0,3-2,9%) és
TMAO (0,6-2,0%) formaban detektaltak. (LARSEN, 1998) Feltételezései mind a mai napig sok vitat
kavarnak, egyes kutatok nem a gombaszervezet, hanem a talajban levé micélium koézvetlen
kornyezetében €16 baktériumoknak tulajdonitjak a metilacids folyamatokat. A teodria ellen szol, hogy
mindezidaig a talajban nem taldltak szerves arzénmddosulatokat.

Arzenobetaint el6szor Byrne mutatott ki bizonyos gombakban (BYRNE, 1995), mely jelzi, hogy az
AB bioszintézise nem kizardlag a tengeri szervezetek sajatsdga. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a
szarazfoldi bioszféraban a tengerihez hasonlé biometilacids folyamatok léteznek. A felfedezésnek nem
elsdsorban toxikoldgiai, hanem kornyzetanalitikai jelentdsége van. KésObb, mas szerzok altal is
bizonyitast nyert az AB el6forduldsa kalapos gombakban. (KOCH, 2000, SLEJKOVEC, 1997)
Slejkovec és munkatarsai 50 gombafaj arzénspeciacids vizsgalatat végezték el. A legtobb esetben AB-t
detektaltak legnagyobb mennyiségben, mig néhany gombafaj esetében (Laccaria fraterna, Entoloma
rhodopolium, Tricholoma sulphureum) a szervetlen arzénmodosulatok mennyisége dominalt. DMA és
MA — éltalaban — csak nyomokban fordult eld, kivételt képez ez alol a Laccaria laccata, ahol dominéns
modosulatként detektaltak DMA-t. (SLEJKOVEC, 1997) Emlitésremélté a Sarcosphera coronari
gombaban talalt arzénmodosulatok aranya: az 6sszes felvett arzénmennyiség (2000 mg/kg) szinte teljes
egészében MA modosulatként volt jelen a termdtestben. (BYRNE, 1995) A kisérletek alapjan ugy
tiinik, hogy a megjelend arzénmetabolizacids mintazat nagy mértékben fligg a vizsgalt gombafajtol.

A speciacios elemzések négy részbdl épiilnek fel: kinyerés, elvalasztas, detektalas és hitelesités. A

négy folyamat koziil a kinyerés €s a hitelesités esetében beszélhetiink a legnagyobb bizonytalansagrol,
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hiszen a mérés eredménye nagy mértékben fiigghet az alkalmazott extrakcios technikatol, pontossaga
csak a megfeleloen megvalasztott hitelesitdé matrixszal biztosithatd. Felmeriil a kérdés: vajon az
alkalmazott kinyerési technika mennyiben befolyasolja a specieszek aranyat? Az irodalmi adatok
kozott erre a kérdésre valaszt nem taldltam. Minden esetben a szerzok kalapos gombak vizsgalata
esetén egyedi extrakcids technikdkat hasznaltak, amelyekkel tobbnyire 70-80% kinyerési hatasfokok
érhetok el. Bebizonyosodott, hogy kiilonleges felszereltséget — mint pl. fokuszalt-mikrohullamu-
technika — igényl6 modszerekkel sem biztosithatd magasabb kinyerési arany, a szokvanyos metanol-viz
technikékkal 6sszevetve. (LARSEN, 1998) Az irodalomban felsorolt mddszerek kozott a metanol-viz
aranyban talaltam kiilonbségeket: Slejkovec ¢s Kuehnelt példaul az 1:9, mig Koch az 1:1 metanol-viz
aranyt alkalmazta. (SLEJKOVEC, 1997, KUEHNELT, 1997, KOCH, 2000) Mindharom esetben a
mintdkat éjszakan at szobahdmérsékleten razattak. Byrne az elébb emlitett elegyet alkalmazta rovid,
egyords ultrahangozdssal. (BYRNE, 1995) Mig a kinyerhetdség szempontjabél nem talalhatd
szignifikans eltérés az egyes mddszerek kozott, a technikak 1d6 és eszkozigénye nagy kiillonbségeket
mutat. A metanolos fazis kozvetleniil nem injektalhaté a HPLC-be, ezért eldzetes elparologtatas, majd
vizben vald visszaoldas sziikséges. A beparlast szobahdmérsékleten kell végezni (specidlis miiszer- €s
id6igény), hiszen a modosulatok a magas hémérséklet hatasara konnyen atalalkulnak egymasba. Nem

utolso sorban emlitendd a razésos technika hosszabb idéigénye az ultrahangoshoz képest.
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3.12 ARZENSPECIACIO EDESViZI KORNYEZETBEN 1. — EDESVIZI HALAK

Az elmult tiz év intenziv specidcios kutatasainak koszonhetden a tengeri kornyezet arzénspeciacios
folyamatai tobbé-kevésbé feltérképezettek. Ismert, hogy a tengervizben taldlhatd szervetlen arzént az
algdk és zoo-planktonok felveszik, majd dimetildlt arzénkomponensek (foként arzenocukrok)
formajaban felhalmozzak. Feltételezés, hogy a halak és kagylok tovabb metilezik a felvett arzeno-
komponenseket, leginkabb a trimetilalt arzenobeténné, mely nem toxikus modosulat. Ezen adatok
alapjan 2001-ben az Eurdpai Kozosség 466/2001/EK szamu rendeletében eltordlte a tengeri halak és
kagylok arzéntartalmara vonatkozo hatarértéket.

A hazai taplalkozasi szokéasok nagyban kiilonboznek a tengerparti orszagokétol: zomében édesvizi
eredetli halakat fogyasztunk. A Haltermeldk Orszagos Szovetségének és Terméktanacsanak felmérése
alapjan hazankban fokozatosan n6 a halfogyasztds, a 2005-6s évben mar elérte a 3.4 kg/fo/év
mennyiséget is, mely az eldzo évhez képest 0.2 kg-os emelkedés. A fogyasztas tobb mint felét a
belfoldi édesvizi halak adjdk — elsdsorban a ponty. (FVM, 2005) A hazai halfogyasztasban egyelore az
tinnepekhez kot6do tradiciok a meghatarozok, de a korszeri taplalkozast inditvanyozo propagandak
allast foglalnak a nagyobb mértékili halfogyasztas mellett. Az egészséges taplalkozasban kiemelkedden
fontos szerepe van a halaknak. A halhts olyan kénnyen emészthetd értékes taplalékunk, amelyekben
Iétfontossagu tapanyagok egész sora talalhaté kedvezd aranyban. Fehérjetartalmuk megegyezik a
husokéval, zsirtartalmuk szerint vannak zsiros (ponty, harcsa, angolna) és szaraz husu halak (busa,
amur, siillé). A halhus vitamin és dsvanyianyag-tartalmat illetden nagyon értékes, fontos forrasa a D-,
E-, A-vitaminnak, a B-vitaminok koéziil els6sorban a B12-vitaminnak, valamint fogyasztasa hozzajarul
a szervezet kalcium, magnézium, vas, szelén, jod €s foként cink ellatasahoz is. (HAJ 0s, 2000)

Az édesvizi halak nagymértékli dsvanyianyag-tartalméanak hatterében sokszor az elemakkumulald
képességiik all: a halszervezet nemcsak az esszencialis, hanem a toxikus elemeket is képes felhalmozni,
mint pl. az arzént. Mivel az Eurdpai Unio eltorolte a halak arzéntartalmara vonatkozo hatarértéket,
jelenleg nincs igény arra, hogy a hazai édesvizi eredetli halak arzénszennyezettségét mérjiik. Ez a
hozzaéllas azért nem helyes, mert feltételezhetd, hogy az édesvizi bioszféra a tengeritdl nagy
mértékben kiillonbozik (asvanyi anyag Osszetétel, mikrobioldgiai és makrobiologiai tényezok), mialtal
eltéré biokémiai folyamatok torténhetnek: mas, az AB-nél toxikusabb arzénformak halmozodhatnak fel
a halhusban. Bar a tengerparti orszdgok arzénspeciacids laboratériumai korében a téma nem

kozkedvelt, ennek ellenére néhany publikacio alatamasztja ezt a feltételezést.
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Irodalmi adatok alapjan megallapithatd, hogy az édesvizi halak nem képesek oly mértékben
akkumulalni a toxikus elemeket, mint tengeri tarsaik. Ez a megéllapitds az arzénre is igaz. A 2.
mellékletben Osszegytjtottem azt a néhany kozleményt, melyek a témaban megjelentek. A munkak egy
része mérés el6tt a mintat liofilezi, majd a teljes arzénkoncentraciot szaraz anyagra szamolja. Mésik
lehetdség a mintak kozvetlen roncsoldsa, mely esetben a minta viztartalma is a roncsolmanyba keriil,
ezért az érték nedves anyagra értendd. Tudni kell, hogy a halak viztartalma kb. 70-80%, ezéltal a
nedves anyagra szamolt értékeket 3.3-5-tel beszorozva szaraz anyagra atszamolhatok. Mint latjuk, a
széraz anyagra szamolt teljes arzéntartalom egyik minta esetében sem haladja meg a 10 mg As/kg
értéket, mely koncentracié a tengerbdl gytjtott halak esetében altalanosan jellemz6é. (SCHAEFFER,
2005) Ezaltal tehat elmondhatd, hogy az édesvizi halak arzénakkumulacids képessége a tengeri
halakhoz képest szignifikansan kisebb. Még szembetlinébb ez a megallapitas, ha figyelembe vessziik,
hogy a tengerviz atlagos arzéntartalma csupan 0.5-2 ng/ml (NAKAZATO, 2002, CULLEN, 1989a),
szemben a tablazatban szerepld édesvizi irodalmak egy részével, ahol a mintak arzénnel szennyezett
vizgylijto teriiletekrdl szarmaznak.

Ismeretes, hogy a tengeri halak esetében a felhalmozott arzénmennyiség kinyerési hatasfoka viz
vagy metanol/viz oldészer/elegy extrakcios médium alkalmazasakor kb. 100%, hiszen az éldlények
szamara ,,inert” AB konnyen, nagy hatasfokkal kinyerhet6 a vizsgalt mintabol. A metanolos technikak
esetében az extrakciot beparlas, valamint vizbe visszaoldas kovet, melynek eredményeképpen a
modosulatok vizes oldatban lesznek jelen. Ezekkel a technikdkkal tehat csupan a vizoldhatd
komponensek kivonasa torténik. Edesvizi halak esetében ugyanezen extrahaloparamétereket
alkalmazva a kinyerési hatasfok sokkal kisebb, hiszen, mint a 2. mellékletbdl is latszik, nem ritka az
50% alatti érték. Talan az egyetlen kivétel a Slejkovec munkéja soran vizsgalt Salmo marmoratus,
mely esetében a kb. 4 mg/kg felhalmozott arzénmennyiség (szaraz anyagra szamolva) 90%-at sikertilt a
vizes fazisba juttatni. Masik szélsdséges eset ugyanezen munkdban a Silurus glanis, ahol csupan a
teljes arzénmennyiség 0.4 %-a extrahalodott. (SLEJKOVEC, 2004) Az alacsony kinyerhetdség oka
egyeldre ismeretlen. Feltételezhetd, hogy ezekben az esetekben az arzén olyan ismeretlen modosulat
formajaban van jelen a mintdban, mely erdsen kotddik a matrixhoz, ezért a hagyomanyos mddszerekkel
nem kivonhato. Masfeldl szamithatunk arra is, hogy a mintdk magas zsirtartalma tartja oldva az
esetlegesen lipofil arzénmodosulatot. Ilyen irdnyu vizsgalatokrol irodalmi adatokat nem talaltam.

A kinyert arzénvegyiiletek speciacids vizsgalata sem mutat egységes képet. Bar sok esetben az
extrahdlt arzén nagy része AB formdjaban van jelen, mégis, a tengeri halakhoz hasonld nagy aranyu
(>90%) AB dominancia nem jellemz6. (SLEJKOVEC, 2004, HUANG, 2003, KOCH, 2001) Kaise ¢s

munkatarsai HG-GC technikat alkalmaztak arzénspecidcios analizisre, igy a vegyiiletek pontos
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szerkezetét nem tudtak megallapitani, csak azt, hogy a molekula hany metilcsoportot tartalmaz. Ezek
alapjan azonban feltételezhetd, hogy a trimetilalt mddosulatok hatterében AB all. (KAISE, 1997)

Fontos kérdés, hogy mivel indokolhaté az AB kisebb ardnyédnak jelenléte édesvizi halakban. A
kérdés magyarazataul szolgalhat a 2.2 fejezetben kozzétett elmélet, miszerint az AB glicin-betainhoz
vald hasonldsdga miatt — mint ozmolit — halmozodik fel nagy mértékben a tengervizben €16 halak
szervezetében. Az édesvizi kornyezet ozmotikus koncentracidja kisebb, ezaltal nincs szdmottevo
szerepe az ozmolit molekuldknak, igy az AB felhalmozasa sem szamottevd. A fent emlitett
publikacioktdl eltéréen Zheng ¢s munkatarsai a toxikus szervetlen arzénmoddosulatok dominéns
jelenlétét tapasztalta Perca flavescens ¢és Lepomis gibbosus halakban. (ZHENG, 2004) Mas
kozleményekben az AB mellett dimetilalt (DMA vagy arzenocukrok) arzénmoddosulatok nagyobb
aranyu el6fordulasardl szamolnak be. (SLEJKOVEC, 2004, HUANG, 2003, KOCH, 2001)

A kozzétett kéziratok esetében hidnyossagként emlitendd a reprezentativ mintavétel, hiszen kelléen
nagy szamu mintdk esetében az eredmények megbizhatdosdga jobban garantdlt. Sok esetben a
kovetkeztetéseket csupan egy-egy halminta alapjan vontdk le, mely nem helyes, hiszen a helyiiket
gyorsan valtoztatni képes halak specidciés mintdzata erdsen fiigg a kornyezeti paraméterektdl
(gondoljunk a folyami koriilményekre).

Az édesvizi halak specidcios analizisének mindségbiztositasara sajnos nem rendelkeziink megfeleld
hitelesitett anyagmintaval. A tengerihal-matrix haszndlata — annak ellenére, hogy halminta — éppen
olyan hibas, mintha névényi matrixot hasznalnank. Hiszen mégegyszer hangsulyozandd: a tengeri
szervezetek dsvanyianyag Osszetétele nagyban eltérhet az édesvizi rokonaiktol.

Az irodalmi attekintés alapjan lathatjuk, hogy az édesvizi halak esetében a kevés informacid
birtokaban egyenlore nem tudunk egyértelmii kovetkeztetéseket levonni sem az arzénakkumulacidval,
sem pedig az arzénmodosulatok eléforduldsaval kapcsolatban. Magyarorszag ebben a témaban
kiilonosen érintett. Egyrészt sok édesvizi halat fogyasztunk, masrészt pedig a fogyasztott halak egy
része természetes vizekbol, a hobbihorgaszok tevékenysége soran keriil asztalunkra. Ismeretes, hogy a
dél-alfoldi régid rétegvizei arzénnel szennyezettek, és ezen arzénmennyiség egy része a vizrendszerek
talalkozasaval a felszini vizekbe is atszivaroghat. Ez esetben szdmitanunk kell arra, hogy a halak az
arzént szervezetiikbe beépithetik esetlegesen toxikus modosulat formajaban. A felszini vizek
érintettségén tul fontos problémat vet fel a tropusi teriileten dshonos afrikai harcsa (Clarias gariepinus)
tenyésztésének hazai lehetosége. Az afrikai harcsat hivatalosan el6szor 1984-ben hoztdk be hazankba,
napjainkban azonban mar tizenot-husz kisebb-nagyobb halgazdasdgban tenyésztik. Két évvel ezelott
mar 500 tonnanyit értékesitettek, azdta két telep szakosodott az ivadék nevelésére, és egyre tobb farm

foglalkozik a hizlalas céljabdl torténd szaporitdssal Magyarorszagon. Melegvizi allat 1évén, az afrikai
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harcsat hazankban csak termalvizekben vagy az erémiivek hulladékhojét hasznositdé gazdasdgokban
tudjak tenyészteni. E telepek egy része a dél-alfoldi régidban talalhatd (Szarvas, Szajol, Biharugra),
mas része pedig a dunantuli hoforrasok kornyékén. A dél-alfoldi teriileten feltérd termalviz (rétegviz)
geokémiai helyzetébol adoddan arzénnel erésen szennyezett (4.2 fejezet), mely a halak izomzatdban
feldtisulva fontos toxikoldgiai vizsgalatokat tesz indokoltta.

A fentiek miatt doktori munkamban a dél-alfoldi régié felszini vizeiben valamint termalvizeiben
tenyésztett halak arzénspeciacios elemzését végeztem el. Mérési eredményeimet a 5.5 fejezetben

teszem kozzé.
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Soros Csilla

3.13 ARZENSPECIACIO EDESViZI KORNYEZETBEN II. —- EDESVIZI KAGYLOK

Az ¢el6z6 fejezetben bemutattam, hogy az édesvizi kérnyezet arzénspeciacios szempontbol eltérést
mutat a tengerihez képest. Az édesvizi kornyezetben végbemend arzénnel kapcsolatos biokémiai
folyamatok tehat feltehetdleg nem azonosak a tengeri kornyezetben lejatszodo folyamatokkal, mely
tovabbi érdekes kérdéseket vet fel az arzén kornyezeti korforgasardl. Munkam soran folytattam az
édesvizi arzénspecidcio témakorében megkezdett kutatdsokat, azonban mar nem élelmiszertoxikologiai,
hanem kornyezetkémiai szempontokat figyelembe véve. Azért esett a vdalasztasom az édesvizi
kagylokra, mert irodalmi feljegyzésekben gyakran szerepelnek mint bioldgiai monitorszervezetek,
mivel a tengeri rokonaikhoz hasonléan nagy mennyiségben képesek bizonyos elemeket/vegyiileteket
akkumulalni. Ha ez arzénre is igaz, akkor még alacsony kinyerési hatasfok mellett is szamithatok jol
mérhetd arzénmennyiségre.

A kagylok az édesvizi bioszféra fontos szerepldi. Mint a taplaléklanc kozbensd tagjai
fitoplanktonokat, kis zooplanktonokat, baktériumokat valamint szerves tormelékeket fogyasztanak. A
taplaléklanc kovetkezd szintjén a halak ¢és kisebb vizi emldsok allnak, melyek eldszeretettel
fogyasztanak kagylokat. A kagylokat illet6 €16 szlir6 (living filter)” elnevezés abbdl adodik, hogy a
vizet — a benne levo taplalékkal egyiitt — testiilkon ataramoltatjak, mikozben a szamukra értékes
tdpanyagokat visszatartjak. Ezaltal fontos szerepiik van a viz bioldgiai tisztitdsaban. A kagylok sziird
tevékenységiiknél fogva toleransnak bizonyultak bizonyos mindségli és mennyiségli szennyezéssel
szemben, ezaltal azokat szervezetiikkben felhalmozni képesek. A felhalmozas mértékébdl, valamint a
kagylokon mutatkozo6 valtozasokbdl (jelenlétiik, szamuk, viselkedésiik) kovetkeztethetiink a kdrnyezet
szennyezettségi allapotara (ezen definicié alapjan nevezziik Oket biomonitor-szervezeteknek). Az
édesvizi kagylok nagy akkumuléacios képességiiknek koszonhetden jo biologiai indikatorai mind a
nehézfémeknek, mind a szerves szennyezOknek. (DEKOCK, 1993, MERSH, 1993). Mindezen
tulajdonsaga alapjan a hazai honos kagyldk koziil a vandorkagyld (Dreissena polymorpha) kapott
kitiintetett szerepet az dkoldgiai vizmindség monitorozasaban. 1996-ban irodott az a tanulmény, mely
Magyarorszagon elsdként telepitett vandorkagyldkat a Duna teljes hazai szakaszara 9 ponton —
vizmindség-ellenorzés céljabol. A kihelyezést kovetd 7. hét elteltével a kagylok szoveti
nehézfémkoncentraciojat (Ag, Co, Cu, Mn, Pb, Cd, Cr, Fe, Ni, Zn) hataroztak meg, ezaltal felmérték a
szennyezettség szezondlis ingadozasat. (OERTEL, 1997) A fentieken til ugyanezen kagylokat
alkalmaztadk hidrofob szennyezok (mint a PCB-k és PAH-ok) monitorozasara a kozelmultban.
(ROPER, 1996)
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M¢érési eljaras kidolgozasa és alkalmazdsa kérnyezeti mintdk arzénspeciacios elemzésére

Az édesvizi kagylokban mért teljes arzénkoncentracid a tengeri kagylok koncentraciotartomanyaba
esik (mg/kg szaraz anyagra vonatkoztatva), azaz szignifikansan magasabb mas édesvizi €l61ényekhez
képest. (KOCH, 2001, SOEROES, 2005c) Ennek ellenére kevés arzénspeciacios tanulmany foglalkozik
az ¢desvizi kagylokkal. A munkak legnagyobb része arzénszennyezett vizben nevelt allatok
akkumuléacids/metabolizacios képességét vizsgalja, csupan két olyan kozleményt talaltam, melyekben
természetes kortilmények kozott gyljtott kagylokat vizsgalnak. Slejkovec ¢€s munkatérsai
vandorkagylokat gytjtottek szlovéniai folyokbol. Speciacids vizsgalataik szerint a kagylokbol kinyert
arzén 51%-a AB/TMAO form4jaban volt jelen (analitikai modszeriik nem tudott kiilonbséget tenni a
két vegytilet kozott). Munkajukban feltételezték, hogy ez a komponens a tengeri kagylokhoz hasonldéan
AB. (SLEJKOVEC, 2004) Ezzel szemben Koch ¢és kutatdcsoportja azt talalta, hogy Margaritifera sp.
kagylokban AB nem detektalhatd, a modosulatok nagy része DMA és arzenocukor. (KOCH, 2001)
Ugyanez a kutatocsoport még Anadonta fajokat is vizsgalt, melyek esetében szintén az arzenocukrok

dominans eléfordulasat tapasztalta.

A tio-arzén vegyliletek a szervesarzén-modosulatok egy 1j csoportjat alkotjak, melyeket csak az
utobbi években mutattak ki kdrnyezeti mintakban (HANSEN 2004).

Az arzén biokémidjdban kozponti szerepet tulajdonitunk a biometilacios folyamatoknak, melyek
kéntartalmu vegyiiletek (pl. S-adenozil-metionin, SAM) segitségével valosulnak meg. K6ztudott, hogy
az arzénnek kiilonleges affinitdsa van a kénhez, és ezéltal az arzenit eldszeretettel kotddik kéntartalmu
proteinekhez és peptidekhez, mint pl. a glutation (GSH) (SUZUKI, 2002), metallothionein (TOYAMA,
2002), aktin €s tubulin (MENZEL, 1999), galektin I tioredoxin peroxidaz II. (CHANG, 2003). Ez a
kolcsonhatas tehat feltételezi, hogy az arzenit nem szabadon, hanem kénhez koétédve fordul eld az
intracellularis térben. A GSH nagy koncentracidban (mM) jelen levd makromolekuléris alkotdja a
sejteknek, ezaltal gondolhatd, hogy foként ez a molekula felelds az arzenit intracellularis kotddéséért.
Ennek ellenére a kutatasok in vivo is kimutattdk, hogy a GSH nagy mennyisége ellenére mas SH-
proteinekhez is kotddik szignifikdns mennyiségii arzenit. A fentiek alapjan elmondhatd, hogy a sejten
beliili arzénkomponensek 0Osszetételét és mennyiségét nagy mértékben befolydsolja a jelen levd
kéntartalmu nagymolekulak jelenléte.

Annak ellenére, hogy az arzén nagy affinitassal kotddik a kénhez, természetes mintakban
mindeziddig nem mutattak ki trimetilalt/trialkilalt kéntartalmu (R3;As=S) komponenseket, azonban
dimetilalt kéntartalmu molekuldk jelenlétét mar tobb publikacidban is jelentették. Ilyenek példaul az 6t
vegyérteki DMAA valamint DMA tio-formaja, melyeket birka vizeletében mutattak ki
arzenocukortartalmu algdk fogyasztasat kovetéen (20. é4bra) (HANSEN 2004). Ezekben a
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vegyliletekben a kén kettds kotéssel kapcsolodik az arzénhez. A kéntartalmti mddosulatta alakitas
(redukcid) bakterialis lehetdségérdl szamolt be Yoshida és Kuroda, akik patkany bélcsatorndjabol
gyljtott baktériumokat (E. Coli A3-6) inkubaltak DMA(V) é€s cisztein keverékével. A taptalajban tio-
DMA volt kimutathatd. (20. dbra) (YOSHIDA, 2001, KURODA, 2001).

S
|
HsC— As —OH

CH3
20. abra Tio-DMA(V) vegylilet szerkezeti képlete

A tio-arzén moédosulatok szintetikus eldallitdsa viszonylag egyszerti €s mar régdta kozismert: a
megfeleld oxovegyiilet oldatdn keresztil H,S gaz atbuborékoltatisdval megoldhatd. Ezt
figyelembevéve elképzelhetd, hogy a tio-mddosulatok bioszintézise is hasonlé modon torténik, azaz a
kéntartalmu makromolekuldk bomlasa kovetkeztében H,S keletkezik. Kordbban bebizonyosodott, hogy
az L-cisztein molekula E. coli baktériumok kozremiikodésével gyorsan H,S lehasadasaval bomlik.
(BERGLIN, 1985) Emlds allatok szoveteiben az L-cisztein — H,S bomlasnak tobb
reakciomechanizmusa is ismert. (JULIAN, 2002) A cisztein deszulfthidracios folyamat a kutatdsok
szerint legintenzivebb az agyszovetben, de a majban és a vesében (0.02 pumol H,S/perc x g) is
szamottevd. (STIPANUK, 1982, WARENYCIA, 1989). A szovetekben taldlhaté nagy mennyiségli H,S
talan magyarazhatja a tio-arzén komponensek eléfordulasat.

Mint korabban emlitettem, ezeket a vegyiileteket csak az utobbi idében fedezték fel, annak ellenére,
hogy az arzenit affinitdsa a kénhez ismert, valamint az is koztudott, hogy a sejtekben bdségesen
talalhat6 kéntartalmu peptid, protein. Késoi felfedezésiik oka az analitikai modszerek korlatozottsdgara
vezethetd vissza, ugyanis a komponensek retencids viselkedése, stabilitasa, kinyerhetdsége eltér az
oxo-analdgoktdl. Erre adott példat Hansen és munkatdrsa, akik alga-extraktumot (arzenocukrok)
kezeltek birka majsejt (kénvegyiiletek) citoszollal. Kisérletiikben kideriilt, hogy a 92%-ban oxo-
arzenocukrot tartalmazo alga extraktumban két ismeretlen komponens cstcsa jelent meg. ES-MS
technikéval bebizonyitottdk, hogy ezek a két domindns arzenocukor komponens tio-moddosulatai.
Kisérletiikben bemutattak, hogy a szokvanyos anion- és kationcserés elvalasztastechnikai médszerekkel
az ismeretlen vegyiiletek egyike nagyon hosszu retencids idével eludlddik (anioncsere esetén 3 ora,
kationcsere esetében 45 perc). A konnyebb azonositas érdekében magasabb pH-t alkalmaztak, miéltal a
két tio-modosulat egymastol 10 perc alatt jol azonosithatéan elvalt. Munkéjukban azt is bizonyitottak,

hogy a tio-vegyiiletek az extraktumban oly instabilak, hogy 24 6ras szobahdmérsékleten tartds utan
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100%-ban oxo-modosulattd alakultak. A kisérletiikbdl bizonyitast nyert, hogy a standard analitikai
modszerek nem alkalmasak a tio-vegyiiletek azonositasaira. (HANSEN, 2004) Ezaltal tehat
feltételezhetd, hogy az eddigi irodalmi adatok alulbecsiilték az arzénmddosulatok kornyezeti szerepét,
legfoképpen a tio-modosulatokét, melyek valdsziniileg az elkovetkezOkben sokkal nagyobb
nyilvanossagot kapnak.

Az édesvizi kagylokban elsoként azonositott tio-arzenocukor vegyiiletekrol a 5.6 fejezetben

szamolok be.
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4. ANYAG ES MODSZER

Mintavételezést kovetoen a szilard mintakat ioncserélt vizzel alaposan atmostam, majd fagyasztva
szaritasos technikaval vizmentessé tettem, amihez Christ Alpha 1-4 (Christ, Németorszag) késziiléket
hasznéltam. A vizmentes mintakat laboratériumi daraloval (Fritsch 14.702, Németorszag) poritottam és
homogenizaltam. A teljesarzén-meghatarozashoz, valamint a specidcios elemzésekhez a homogén

pormintakat hasznaltam.

4.1 A teljesarzén meghatarozasahoz végzett mintael6készités

A meghatarozashoz a mintdkat nedves roncsolassal készitettem eld, melyhez kétféle berendezést
alkalmaztam: (i) alacsony nyomasallosagti teflonbombakat, illetve (ii) nagy nyomasallosagu
roncsoloberendezéseket (Mutiwave 3000 mikrohullamu feltar6, Anton Paar, Ausztria; HPA-S
feltair6/hamvasztd, Anton Paar, Ausztria; Milestone ultraCLAVE II feltar6, EMLS, Németorszag).

Az elsd esetben a bombdk nyomadsallésaga kb. 2 bar. A roncsoloedényekbe miianyag spatulaval
200-300 mg szaraz pormintat mértem, azokhoz 2-2 ml koncentralt salétromsavat és hidrogén-peroxidot
adtam, majd az edényzetet lefedtem és legalabb 8-10 éran keresztiil allni hagytam, hogy az oxidacid
soran keletkezd gazok jelentds része eltavozhasson. Ezutan a teflonbombdkat lezartam, ¢&s
laboratériumi nyomastarté edényben 1 ordig 110 °C hémérsékleten tartottam Oket. Kihiilés utin a
bombak tartalméat maradék nélkiil ioncserélt vizzel 10-50 ml-es mér6lombikba mostam at, melyeket
jelre toltottem.

A nagynyomasu roncsoldéedények nyomasallosaga 30—40 bar. Az edényekbe — melyek teflonbdl
(Mutiwave 3000 €s HPA-S) vagy kvarcbdl (Milestone ultraCLAVE) késziiltek — 200-500 mg szaraz
pormintat mértem be, majd a mintdkhoz 4-5 ml koncentralt salétromsavat adtam. Az edényeket
lezartam, majd a rendszert a roncsoldsi program szerint 200-250 °C hémérsékletre fiitdttem. A
roncsoléasi 1d6 felfiitéssel egyiitt 60-120 percnek adddott. A mintdkat kihtilés utdn az el6zdekhez

hasonldéan lombikba mostam, a lombikokat jelig toltottem.

4.2 A teljesarzén meghatarozasara hasznalt berendezések és modszerek.
A teljesarzén-meghatarozdshoz munkamban ICP-AES (Thermo Jarrel Ash ICAP-9000), ICP-TOF-
MS (Leco Renaissance, Franciaorszag) és ICP-Q-MS (Agilent 7500ce, Németorszdg) muszereket

hasznéltam. Az ICP-AES méréseket Bertényiné Divinyi Zsuzsa egyetemi tanarsegéd végezte.
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A roncsolt mintakat — kézi adagolés kozvetitésével (ICP-TOF-MS) vagy automata mintaadagoloval
(ICP-Q-MS) — perisztaltikus pumpa szallitja az ICP-MS detektorba, mely elemspecifikus detektorként
szolgal. A mérést a 75 tomeg/tSltés aranynal végeztem (7 As), emellett folyamatosan rogzitettem a 77-
es (PAs’’Cl és ""Se) és a 82 (¥Se) tomeg/toltés ardnyokat is az esetleges ArCl interferenciak
azonositasa érdekében. A teljes arzénkoncentracio detektalasi hatdrai oldatra vonatkozoan 3.5 ng/ml
(ICP-TOF-MS) és 0.1 ng/ml (ICP-Q-MS). Az alkalmazott mérési paramétereket a 7-8. tablazat

tartalmazza.

7. tablazat ICP-TOF-MS késziilék miikodési paraméterei

Miiszerparaméterek

Kicsatolt plazma teljesitmény 1250 W

Iontiikor alacsony fesziiltége 191V

Iontiik6r alacsony fesziiltége 1526 V

Porlaszt6 gaz 1.08 ml/perc

Porlaszto tipusa Meinhard

Mintavevo konusz Nikkel, Imm-es réssel
Belso mintatvevé (szkimmer) Nikkel, 0.4mm-es réssel
Mintavételi mélység 5.8mm

Meérési paraméterek

Monitorozott tomegek P As, "Se vagy *Ar’’Cl, ¥Se
Integracids id6 3s

Ismétlések szama 3

lonkiiitések

Start (us) Szélesség(us) Kiiitott ionok (amu)
0.916 0.118 12-16

1.204 0.360 23-40

1.781 0.030 56

2.089 0.030 80

8. tablazat ICP-Q-MS késziilék miikodési paraméterei

Miiszerparaméterek

Kicsatolt plazma teljesitmény 1500 W

Visszavert teljesitmény <1W

Plazma gaz 14.6 1/perc

Oblité gaz 0.95 1/perc

Porlaszt6 gaz 1.15 1/perc

Porlaszto tipusa Babington

Kodkamra 2°C-ra hiitott
Mintavevo konusz Nikkel, Imm-es réssel
Bels6 mintatvevo (szkimmer) Nikkel, 0.4mm-es réssel
Mintavételi mélység 5.8mm

Meérési paraméterek

Monitorozott tomegek P As, "Se vagy *Ar’’Cl, ¥Se
Integracids id6 3s

Ismétlések szama 5

Oblitési idé 60s, 2ml/perc
Stabilizacids id6 60s, 0.4ml/perc
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4.3 Arzénspeciaciohoz alkalmazott mintaelokészités

A kiilonboz6 mintaeldkészitési technikakat az Eredmények’ fejezetben az egyes mintatipusoknal
részletesen targyalom. A modszerekben azonban annyi k6zos, hogy a bemért mintakhoz (200-500 mg)
10 ml térfogatban extrahald szert adagolok €s a kinyerést energiakozléssel végzem — példaul razogép,
hé vagy ultrahang segitségével. Extrahaldszernek ioncserélt vizet, metanolt, vagy a kettd elegyét
alkalmaztam. A mitveletet kovetden a szuszpenziot centrifugaltam (Hettich Zentrifugen, Németorszag),
metanol esetében beparoltam (Maxi Dry Lyo, Dania), majd a maradékot 10 ml ioncserélt vizben
oldottam fel. A feliiliszot, illetve az igy kapott oldatot cserélheté membranlappal ellatott 0.45 pm
pérusatmérdjii  celluldznitrat fecskenddsziirével (Whatman, Anglia) tisztitottam meg a lebegd

komponensektdl. Speciacids elemzésekre kozvetlenil a lesziirt vizes oldatokat hasznéltam.

4.4 Arzénspeciaciohoz alkalmazott kapcsolt rendszerek.

Arzénspeciacios elemzéseket az alabbi négy csatolt miiszeregyiittessel végeztem.

HPLC-HG-AFS (I. rendszer). A rendszer a detektdladst megel6zd kozvetlen hidridképzésen
alapul. Az eluens széllitasit HPLC nagynyomdasu pumpa valdsitja meg, melyet a Merck cégtdl
vasaroltuk. Az oszloprol elualodo effluens nyomasalld PEEK reakcidkamraba jut, melybe a
hidridképzd reagenseket vezettem be. Reagensként 20 v/v% sésav oldatot és 0.7 m/v%-os NaOH
tartalma 1.5 m/v%-os NaBHj, oldatot hasznéltam. A reakcokamrabol a folyadék egy jéghiiton keresztiil
a folyadék-gdz szeparatorba aramlik, majd innen a szdraz gazt argondram széllitta Perma Pure
folyadékmentesiton keresztiil a detektorba. Detektalashoz AFS detektort hasznaltam (PSA 10.033
Excalibur, Orpington, Kent), mely arzén vajtkatodlampat tartalmazott (BDHCS, Photron, Super Lamp,
Victoria, Australia).

HPLC-PO-HG-AFS (II. rendszer). A kozvetett hidridképzé rendszer az eldzdekhez hasonlo,
azonban foto-oxidacids (PO) egységgel egésziil ki. A kozvetleniil nem hidridképz6 arzénkomponensek
detektalasa érdekében az elvalasztast kovetden UV-fotooxidaciot (PO) alkalmaztam, mely lehetdvé
tette a komponensek on-line roncsolasat, igy azok hidridképz6é modosulatokka alakithaték. A
reakcidhoz — a hidridképz6 reagensek bevezetését megelézden — a folyadékdramot UV-fénycsd koré
tekert 0.8 mm bels6 atmérdjli tefloncsébe vezettem, majd 1,5 m/v% K;S,0s oldattal reagaltattam. (5.
abra)

HPLC-ICP-Q-MS (IIl. rendszer). A komponensek folyadékkromatografids elvalasztasahoz
Agilent 1100 HPLC rendszert (Agilent, Németorszag) haszndltam, mely buborékmentesitd egységet,

kétcsatornas pumpat, automata mintaadagolot €s termosztattal ellatott kolonnatartd részt tartalmazott. A
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kolonnat elhagyd folyadékaram egy PEEK kapillarison keresztiil (0.125mm belsé atmérd) a
porlasztdba aramlik, a detektalast ICP-Q-MS elemszelektiv detektor végzi.

HPLC-HG-ICP-Q-MS (IV. rendszer). Ez a miiszerkapcsolés a két elobbiekben emlitett technika
otvozése. A komponensek elvéalasztdsdhoz a fent leirt Agilent HPLC rendszert alkalmaztam, de az
effluenshez az el6zdekben részletezett hidridképzd reagenseket vezettem. A folyadék-gaz aram a
szeparatorba jut, ahol az elvalasztott gdzaramot egy PEEK kapillaris kozvetlentil az ICP-MS detektorba
vezeti. A rendszert azon célbol allitottam 6ssze, hogy a kozvetlentil, oxidalé reagens hozzdadasa nélkiil

is hidridképz6 modosulatokat szelektiven, nagyon jo kimutatasi hatarral mérhetévé tegyem.

4.5 Az arzénkomponensek elvalasztasahoz alkalmazott oszlopok és modszerek.

A folyadékkromatografids oszlopokat a Merck (LiChrospher 100 RP-18, forditott fazisu toltet,
Németorszag), az Agilent (Zorbax 300-SCX kationcseréld kolonna, Németorszag), a Supelco
(SupelCosil LC-SCX kationcseréld kolonna, USA) és a Reno (Hamilton PRP-X100 anioncseréld
kolonna, USA) cégektdl szereztiik be. A LiChrospher oszlopot anionparképzos, a Zorbax 300 SCX és a
SupleCosil LC-SCX kolonndkat kationcserés, a Hamilton PRP-X100 kolonndt anioncserés
kromatografias modszerekhez hasznaltam. A kapcsolt technikakat és a vizsgalataim soran azokhoz

alkalmazott elvalasztastechnikai modszereket a 9. tablazatban mutatom be.

9. tablazat Kapcsolt technikdkhoz alkalmazott elvélasztastechnikai modszerek

Munkam soran A rendszerekhez

alkalmazott kapcsolt hasznalt kromatografias
rendszerek modszerek
HPLC-HG-AFS anioncserés

ionparképzéses

HPLC-PO-HG-AFS anioncserés
kationcserés
HPLC-ICP-Q-MS anioncserés
kationcserés
HPLC-ICP-HG-Q-MS anioncserés

A tablazatbol lathatd, hogy a rendszerek arzénspeciacios szempontbdl egymas analdgjai, egymast
tokéletesen helyettesithetik — pl. HPLC-HG-AFS és HPLC-HG-ICP-Q-MS. Egymast kovetd
alkalmazasuk azonban abbdl adodik, hogy a feladatok megoldasa folyamén tanszékiink miiszerekkel
egyre boviilt, tovabba kiilfoldi 6sztondijakra kaptam lehetoséget, melyek soran a hazaitdl eltérd
renszereket ismerhettem meg. Az alkalmazott kromatografids mddszereket a 10. tablazatban

ismertetem, melyek részletes targyalasara a kovetkezo fejezetben térek vissza.
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10. tablazat Munkam soran alkalmazott kromatografias rendszerek

a) b) ¢) d)
Kromatografias kationcserés kationcserés anioncserés anionparképzds
modszer
All6 fazis SupelCosil LC-SCX  Zorbax 300 SCX PRP-X100 LiChrospher 100 RP-18
Mozg6 fazis ioncserélt viz (1-10 perc), 20 mM piridin-formiat 20 mM H,PO,/HPO,” 10° M DDAB,
300 mM piridin-formiat 0.5 v/v% MeOH,
(10-25 perc), gradiens 50 mM NaH,PO,/Na,HPO,
pH 2.0 2.6 5.6 6.0
Kromatogram 25 perc 4 perc 15 perc 7 perc
hossza
Elvilasztott AB, AC Oxo-glicerol- As(Il), DMA, MA,  As(IIT), DMA, MA, As(V)
arzénmédosulatok arzenocukor, AB, oxo-foszfat-
TMAO, AC, TETRA  arzenocukor, As(V),
oxo-szulfonat-
arzenocukor, 0XO0-
szulfat-arzenocukor

4.6 A mérésekhez alkalmazott vegyszerek, standardek és hitelesitett anyagmintak,

Vizsgéalataim sordn analitikai tisztasagu vegyszerekkel dolgoztam. loncserélt vizként minden
esetben Elgacan Ultra-Pure patronnal (Elga Ltd., High Wycombe Bucks, Anglia) R<10 QM
ellenallasig tisztitott vizet hasznaltam.

A kiilonbo6zd pufferek készitéséhez hasznalt K,HPO4, Na,HPO,, (NHy4),HPO4, KH,PO4, NaH,POy,
NH4H,PO, sokat, NaOH-ot, hangyasavat, sosavat, piridint és az ammodniat a Reanal (Magyarorszag)
cégtdl, a DDAB ionparképz0 reagenst €s a metanolt a Carlo Elba (Olaszorszag) cégtdl szereztiik be. A
NaBH4 reagenst €s a K;S,0g-0t a Sigma-Aldrich (Németorszag) cég, a HNOs-at és a H,O,-ot a Merck
(Németorszag) cég gyartja.

Arzenat torzsoldatot a Merck (Németorszag) cégtdl vasaroltuk, az As(Ill), DMA, MA oldatokat
pedig a megfeleld sok ioncserélt vizben oldasaval allitottuk eld. As;Os-ot a Reanaltdl, CH3AsO3Na x 6
H,O vegyiiletet a Carlo Elba cégtél, a (CH3),AsO;Na x 3 H,O-t pedig a Sigma-Aldrich Kft.-tdl
(Németorszag) rendeltiik. Az arzenocukor standardeket, az AC-t, AB-t, TMAP-t, TMAO-t és TETRA
vegylileteket a Tanszék Kevin Francesconi professzortdl (Ausztria) ajandékba kapta, az osztrak
laborban pedig szintézissel allitottak eld.

A mérések mindségbiztositasthoz DOLT-2 (tokehal madj, National Research Council, Kanada),
DORM-2 (To6kehalizom, National Research Council, Kanada), és NIST 2711 (Montana talaj, National
Institute of Standard and Technology, USA) hitelesitett referenciaanyagokat, valamint BCR-710
(osztrigaszovet, MULSPOT projekt) hitelesitésre jelolt anyagot hasznaltam.
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5. EREDMENYEK

51 ELVALASZTASTECHNIKAI MODSZEREK FEJLESZTESE
ARZENSPECIACIOHOZ

Doktori munkdm els6 felében kromatografidas modszereket dolgoztam ki az arzénvegyiiletek
elvalasztasara €s meghatarozasara, melyeket a késdbbiekben — a rendelkezésemre all6 miszerpark
boviilésével — tovabb fejlesztettem. Kiinduldsi pontnak az irodalomban ko6zolt ioncserés és

ionparképzds modszereket vettem alapul.

5.1.1 Kationos/protondlhato arzénkomponensek kromatogrdfids elvdlasztdsa

Munkam soran kétféle szilikagél alapfazisu kationcserés kromatografids oszlopot hasznéltam a
kationos arzénkomponensek meghatarozasara. Az elso esetben, bar a kationos komponensek koziil csak
az AB és az AC standard vegyiiletek alltak rendelkezésemre, ezek elvalasztasat a Supelcosil LC-SCX

kolonnaval sikeresen megvalositottam. (21. abra) A kolonna feliiletét és az ebbdl adddo fizikai-kémiai

folyamatokat a 3.7.6.2.1. fejezetben targyaltam. (7. abra)

p

J B.0E-04

Intenzitas

AR AC

4.0E+04-]

2.0Ew0d-]

B 00 o0 =00 00 =00 00 00 0 Z000 [min]

Retencios id6 (perc)

21. abra AB és AC elvalasztasa a Supelcosil LC-SCX kolonnan

Az abran lathatd, hogy az AB ikerionos szerkezete miatt kisebb mértékben kotodik az 4ll6 fazishoz

a kationos AC-hoz képest.
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Ugyanezen célokra munkdm maésodik felében egy 1 fejlesztésli kationcserés kromatografias
kolonnat (Zorbax 300-SCX) valasztottam. (8. abra, 3.7.6.2.1. fejezet) Ezzel a toltettel rovidebb ido alatt
a négy kationos komponensen kiviil még a glicerol cukor, valamint a TMAP moédosulatok elvalasztasat

oldottam meg. (22. 4bra)

1000 - AC

900 -

TMAP

AB
800 -

700 4

600

500

Intenzitas

400 1 oxo-glicerol-cukor
'

300 -

eluensfront

200 -

100

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Retencids id6 (perc)

22. abra Kationos komponensek elvéalasztasa Zorbax 300-SCX kationcseréld oszlopon

A standard vegyliletek kationos karakteriiknek megfeleléen eltérd visszatartassal mosodnak le az
oszloprdl, ezaltal egymastdl elvalaszthatok. A kolonna esetében a gyartok trifunkciondlis organoszilan
reagenssel egységesitették a feliiletet, mialtal a szilanol-csoportok zavard jelenlétére kevéssé kellett
szamitanom. Ez lehet az oka annak, hogy az AC ez utdbbi kolonnat alkalmazva sokkal kisebb
retencioval (3 perc) hagyja el a feliiletet mint a Supelcosil LC-SCX oszlop esetében (18 perc) (21. és
22. abra).

Az optimalis mozgo6tazis-osszetétel kialakitasakor az alabbi szempontokat vettem figyelembe. Az
AC és a TETRA allando kationok (4. tablazat), ezért azok ionos allapota a pH-val nem befolyéasolhato.
TMAO esetében célom az volt, hogy a modosulat protonalt allapotban legyen jelen az oldatban ezért
pH<3.6 (4. tablazat) kémhatast kellett beallitanom. Masfeldl, az oszlop alkalmazasanak hatart szab pH-
érzékenysége, mely altal az pH<2 nem hasznélhatd. Ebbdl kifolydlag az AB ikerionos szerkezetté

alakuldsa nem keriilhetd el (pK,=2.2), azaz szamitottam arra, hogy a modosulat csak kissé tarthatd
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vissza a kationcserés kolonnan. Kisérletemben 50 mM eluenskoncentracié mellett 2.0<pH>3.6
tartomanyban vizsgaltam a rendelkezésemre 4116 kationos komponensek visszatartasat.

A puffersé valasztasanal fontos kritérium, hogy a kivant pH a valasztott sdval pufferelheto legyen.
A pH-tartomédny bedllitdsdra piridint és hangyasavat alkalmaztam. Munkdmban torekedtem az
izokratikus moddszer alkalmazasara. Az ioncserés kromatografidban a tipikusnak mondhatd
pufferkoncentracio 1-500 mM, de irodalmi adatokra tamaszkodva munkamban a 10—400 mM kozé es6
pufferkoncentracio értékeket vizsgaltam meg.

A fenti kisérletek altal a két kationcserés kolonna segitségével a kovetkezd elvalasztastechnikai
rendszereket valositottam meg: SuperCosil LC-SCX kolonnaval AB és AC elvalasztasa 25 perc alatt
pH = 2.0 mellet ionerdsség gradienssel (ioncserélt viz — 300 mM) (21. ébra); valamint Zorbax 300 SCX
kolonnaval oxo-glicerol cukor, AB, TMAO, TMAP, AC és TETRA elvalasztasa 4 perc alatt pH = 2.6
mellett izokratikus modszerrel (20 mM) (22. abra). A jelen bekezdésben fel nem sorolt modosulatok
értelemszertien nem tarthatok vissza a kationcserés kolonnakon, ezaltal azok az eluensfronttal hagyjak

el az allo fazist.

5.1.2 Anionos/deprotondlhato komponensek kromatogridfids elvilasztisa

Doktori munkdm soran ionparképzé kromatografids rendszert alakitottam ki vizmintdk
arzénspeciacios elemzésére. Mivel a vizmintdkban szervetlen arzénmodosulatok — esetlegesen
nyomokban DMA ¢és MA — talalhatok, az allo fazis feliiletét anionparképzd reagenssel modositottam.
Al16 fazisként LiChrospher 100 RP-18 LiChroCART forditott fazisu kolonnat, ionparképzé reagensnek
didodecil-dimetil-amménium-bromidot (DDAB)  haszndltam, mely apolaros alkillancaval
kolesonhatasba 1ép a forditott fazist kolonna feliiletével. (11. abra és 3.7.6.2.2. fejezet)
Az ioncseréld komponens sé alakban vasarolhaté (jelen esetben bromidként), melyet nem adunk
kozvetleniil az eluenshez, hanem abbol torzsoldatot készitiink, és azt higitjuk. Munkdm soran az
eluenshez 10° M koncentracidban adtam DDAB reagenst. Fontos megemliteni, hogy a gyenge
kolcsonhatasok és az esetleges matrixhatas miatt sajnos gyakran a mintaval egyiitt a feliilethez kotott
ionparképz6 is ,,lemosodik” az oszloprdl, ezért minden mérés utan az oszlopot Ujbol DDAB-dal
kondicionalni sziikséges. Ezt az eluenshez képest Otszor toményebb DDAB oldattal végeztem. A
regeneralo 1épést célszerii a gradiens program utolsé 1€péseként automatikusan beiktatni.

A DDAB-val mddositott forditott fazisu kolonnan az As(Ill), DMA, MA, As(V) mddosulatok

elvélasztasat oldottam meg. (23. abra)
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23. abra Anionos komponensek elvalasztasa DDAB-vel médositott LiChrospher 100 RP-18 LiChroCART oszlopon

Az ionparképzé (DDAB) koncentracidjanak novelésével egyre tobb aktiv ionos kotohely alakul ki
az all6 fazis feliiletén, ezaltal nd a retencid. Ez a jelenség egy hatarig figyelheté meg, melynél az allo
fazis mar nem képes tobb reagenst megkdtni, ezaltal nem vérhatd tovabb a szelektivitas novekedése.
Doktori munkamban az ionparképzé koncentracidjanak hatasat 10° — 107 M DDAB tartomanyban
vizsgaltam.

Megfigyeltem, hogy 0.5 v/v% metanol (szerves moddositd) elonydsen befolyasolja a DMA
visszatartasat, mely altal az konnyebben elvalaszthatdo lett az MA modosulattol. A jelenség
magyarazata feltehetéen a metil-csoportok apolaros kotodése a szabadon maradt alkilcsoportokhoz.

Az ionparképzés paramétereinek optimalasaval a kovetkezé elvalasztastechnikai rendszert
valdsitottam meg: LiChrospher 100 RP-18 kolonnaval As(Ill), DMA, MA ¢és As(V) vegyiiletek
elvalasztasa 7 perc alatt pH = 6.0 mellett izokratikus eluciéval (10° M DDAB, 0.5 v/v% MeOH, 50
mM H,PO,/HPO,* puffer). (23. abra)
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Munkam masodik felében a Hamilton cég altal gyartott PRP-X-100 szerves polimer alapu
ioncseréld kromatografids kolonnat hasznaltam az anionos karakterli arzénkomponensek elvalasztasara.
(9. abra, 3.7.6.2.1. fejezet) A kolonnaval a fenti négy vegyiileten kiviil tovabbi harom oxo-arzenocukor

(foszfat, szulfonat €s szulfat arzenocukrok) elvalasztasat oldottam meg. (24. dbra)

As(lll)
30000 | + oxo-glicerol-cukor
A (eluensfront)

DMA

X

25000 4

20000 -
oxo-foszfat cukor

15000

Intenzitas

oxo;szulfonat-cukor
As(V)

oxoqszulfat cukor
10000 4 l

5000 -

retencios id6 (perc)

24. abra Anionos komponensek elvalasztasa Hamilton PRP-X-100 anioncseréld oszlopon

Az optimalis mozgo6fazis-osszetétel kialakitdsakor mindenekeldtt a komponensek pK, értékeit kell
figyelembe venniink. Lathato, hogy az arzénessav koziilik a leggyengébb sav, melynek disszociacidja
csak pH>9 valdsul meg (4. tablazat). A lugos pH alkalmazasa azonban nem javasolt, mert ez a tobbi
komponens ionos allapotba alakulasat nagy mértékben eldsegiti, ezaltal azok mar nem valaszthatok el
egymastdl. Az elobbiek miatt tehdt kompromisszumra kényszeriilink: az arzénessav protonalt
allapotban marad, azaz visszatartds nélkiil elualédik az oszloprél. A komponensek koziil az MA
esetében legalabb pH = 4.6 (pK, értékénél 1-2 egységgel nagyobb) sziikséges az anionos allapot
kialakitasdhoz. Ezen a pH-n az arzénsav mar disszocialt, a DMA viszont még protonalt allapotban van
jelen. A fenti elgondolast kovetve a modszerfejlesztéshez S0 mM ionerdsség mellett a 4.6<pH>6.5
tartomanyban vizsgaltam a komponensek visszatartasat az anioncserélé kolonnan. A pufferelést H,PO4

/HPO,* rendszerrel valositottam meg.
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Masodik 1épésként az elvalasztdshoz sziikséges ionerdsséget optimaltam az irodalmi adatokat
alapul véve 10-100 mM kozott. A kisérletek soran az As(Il), DMA, MA, oxo-foszfat-arzenocukor,
As(V), oxo-szulfonat és oxo-szulfat arzenocukrok elvalasztasat a PRP-X-100 anioncserélo kolonnan 15

perc alatt pH = 5.6 mellett, 20 mM pufferrel valdsitottam meg. (24. abra)
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5.2 ARZENSPECIACIO IVOVIiZMINTAKBAN

Amint a 3.9 szdmu irodalmi fejezetben bemutattam, az ivovizmintak arzénspecidcids elemzése két
fontos tudomanyteriilet szamara nyujt hasznos informdiot. Egyrészt a mddosulataranybol kovetkeztetni
lehet a varhato, felszin alatti arzénmobilizaciés folyamatokra, masfel6l az arzénmentesitési
technologidk fejlesztésénél az As(IIl)/As(V) arany az arzénmentesités mértékét meghatdrozd fontos
mutatd. Az irodalmi részben kitértem a speciacidt érintdé nehézségekre, melyek ivovizmintak
elemzésénél — ahol a szervetlen arzénformak kizardlagos jelenlétére kell szadmitani — még
fokozottabban jelentkeznek, hiszen a két forma a legkisebb kornyezetvaltozds hatdsara is konnyen
atalakulhat egymasba.

Jelen fejezetben kisérletes munkdmrol szdmolok be, melyben As(III)/As(V) meghatarozasat
végeztem el kiilonbozo ivovizmintak esetében. A mintavételezést megel6zden kisérletet végeztem a
mintak tarolasara vonatkozoan, meghataroztam az optimalis taroladsi koriilményt és idétartamot, mely
alatt a mintavételezés pillanatdban 1étez6 As(III)/As(V) ardny szignifikdnsan nem valtozott. A
kisérletek soran a mintavételt minden esetben kiilsé személy, ill. szervezet végezte sajat tervezés
alapjan, ezért erre vonatkozé informacidéval nem rendelkezem.

Arzénspeciaciohoz az ,,Anyag és modszer” fejezetben leirt HPLC-HG-AFS rendszert hasznaltam
anionparképzds elvalasztastechnikai egységgel. Mivel a mintdkban eldzetes irodalmi adatok alapjan a
két szervetlen moddosulat megjelenésére szamitottam, az elvalasztastechnikai paramétereket ugy
allitottam be, hogy a lehetd legjobb elvalasztast a legrovidebb 1d6 alatt valositsam meg. Erre a célra 70
mM H,PO4/HPO,* pufferrendszert alkalmaztam mozgé fazisként, melybe 0.5 v/v% MeOH-t és 10° M
DDAB ionparképzd reagenst tettem. Ezaltal a két szervetlen modosulat elvalasztisa 3 perc alatt

megvaldsithato (25. ébra).
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8.0E+04] As(V)
6.0E+04]
4.0E+04]
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s

79



Soros Csilla

5.2.1 A vizmintdk tarolasdara vonatkozo kisérlet

Ahhoz, hogy a mérés pillanataban meghatarozott As(III)/As(V) arany a természetes allapotot
tikrozze, eldkisérletek sordn meg kellett hatdrozni, hogy milyen tarolasi koriilményekkel és mennyi
ideig tarthatok el a mintdk oxidéacios allapotvaltozas nélkiil. Ismeretes, hogy az arzenit stabilitasat
jelentdsen befolyasolja a homérséklet, magasabb homérséklet az oxidacionak kedvez. A vizsgalatokat
olyan vizmintdkon végeztem, melyek Magyarorszdg nem szennyezett teriiletérdl szarmaztak. A
kivalasztott mintdk nem tartalmaztak kimutathatd mennyiségben As(II)-t. A harom minta
mindegyikébdl 2 x 10 ml-t kivettem, majd azokat As(III) oldattal addicionaltam. Az igy kapott 100 ng/l
As(IIT) koncentracidju természetes vizek egyik sorozatat +4 °C-on hiitészekrényben, masik sorozatat
szobahdmérsékleten taroltam sotét polietilén tartdlyban, hogy a fény esetleges oxidacids hatasat
kizarjam. M¢lyhiitést az irodalomban leirt lehetséges irreverzibilis valtozasok bekovetkezésének
elkeriilése érdekében nem alkalmaztam. (GOMEZ-ARIZA, 2001) Az edényekbdl a 0., 1., 2., 3., és 4.
napokon mintat vettem, és arzénspecidcios elemzést végeztem. Az 26. édbra az els6 minta

szobahOmérsékleten tartott részletének arzénspeciacios kromatogramjat mutatja.
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(V)
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8.0E+{)
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26. abra 25°C-on tarolt vizminta arzénspecidcids kromatogramja. (Teljesarzén koncentracid: 100 upg/l.
Kromatografids oszlop: LiChrospher 100 RP-18, eluens: 10° M DDAB, 0.5 v/v% MeOH, 50 mM
NaH2PO4/N32HPO4, pH:60)

Lathato, hogy viszonylag gyorsan, mar a minta tarolasdnak els6 napjan oxidacio kovetkezik be, a

minta teljes arzéntartalmanak 25%-a As(V)-té alakul. Az addicionéldst kovetd negyedik napon mar a
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minta teljes arzéntartalma As(V) formdjadban van jelen. A 27. abran ugyanezen minta hiitében tarolt

részletének kromatogramjat szemlélteti.
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27. abra +4 °C-on, sotét helyen tarolt vizminta arzénspecidcids kromatogramja

Lathat6, hogy a folyamat Iényegesen lassabb, az els0 nap gyakorlatilag oxidacido nem torténik
(kimutathaté As(V) mennyis€g nincs az oldatban). A negyedik napra a minta teljes arzéntartalmanak
50%-a alakul at As(V)-té.

A kisérletbdl kovetkeztetésként elmondhatd, hogy a mintakat a mintavételezést kovetden sotét,
hiit6tt helyen — legfeljebb 4 °C-on — tarolva, valamint a mintavételt kovetd legkésébb elsd napon mérve

megeldzhetd az esetleges oxidacid, igy a mintavétel pillanatdban fennalld specieszarany megorizheto.

5.2.2 A dél-alfoldi régioban gyiijtott ivovizmintik arzénspecidcios elemzése

A mintavétel és a mintatartdsitds mar a taroldsra vonatkozd kisérlet eredményeinek ismeretének
birtokdban tortént. A mintavételt kiilsé személyek végezték: 15 vizmintat gylijtéttek a bevezetdben
bemutatott arzénszennyezés szempontjabol kritikusnak mondhatd dél-alfoldi régidban az alabbi
helyeken: Maké (12 kitbol), Foldedk (1 katbol), Ofsldeak (1 kutbél) és Maroslele (1 kitbol). A mintdk
tarolasara sotét polietilén tartdlyt hasznaltunk, a szallitis alatt a mintdkat +4 °C-on taroltdk. A
speciacios méréseket a mintavételt kovetd els6 napon végeztem. A 11. tdblazat elsd oszlopaiban

Osszefoglaltam a mintdkban talalt As(III)/As(V) specieszek aranyat.
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11. tablazat A kijelslt kutakbol gytijtott vizmintak arzénspeciacios eredményei

Mintavételi hely As(I1II) As(V) As(IID+As(V) Teljes As Teljes As
koncentracié6  koncentracié (ng/ml) (ng/ml, flow (ng/ml, GF-
(ng/ml)” (ng/ml)® injection AAS médszer)
modszer)
Mako 1. kut 30 (79%) 8.0 (21%) 38 39 41
Maké 2. kat 28 (75%) 9.2 (25%) 37 35 35
Maké 3. kut 28 (72%) 11 (28%) 39 40 38
Mako 4. kuat 37 (80%) 9.2 (20%) 46 48 48
Mako 5. kuat 30 (76%) 9.6 (24%) 40 41 44
Makoé 6. kut 49 (80%) 12 (20%) 61 62 55
Maké 7. kuat 22 (77%) 6.4 (23%) 28 27 27
Mako 8. kut 22 (75%) 7.3 (25%) 29 28 31
Maké 9. kut 28 (82%) 6.3 (18%) 34 34 33
Maké 10. kat 56 (87%) 8.1 (13%) 64 65 68
Maké 11. kat 51 (88%) 6.9 (12%) 60 58 60
Maké 12. kat 28 (82%) 6.2 (18%) 34 33 30
Foldedk 1. kut 44 (80%) 11 (20%) 55 56 52
Ofoldedk 1. kat 46 (74%) 16 (26%) 62 65 62
Maroslele 1. kit~ 219 (83%) 44 (17%) 263 250 255

 a zarojelben a médosulatok szazalékos megoszlasa lathatd

Vizmintanként 3-3 parhuzamost mértem, az RSD 5-8%-nak adodott. A tablazatban lathatd, hogy az
ivévizmintakban a domindns arzénmoddosulat az arzenit, mely a teljes arzénkoncentracio 79 + 5%-at
teszi ki. A Mako, Foldedk és Ofoldedk helységekben gyiijtott mintak teljes arzéntartalma nem mutat
nagy eltérést egymastdl, mig a Maroslelén gylijtott vizminta 6t-hatszor tobb arzént tartalmaz, az
elobbiekhez hasonld specieszeloszlassal. Lathatd, hogy kivétel nélkiil mindegyik mintavételi hely
arzénnel szennyezett, hiszen meghaladja a jelenleg érvényben levo arzénre vonatkozd hatarértéket (10
ng/ml).

Eredményeim alatamasztjdk az arzénfelszabadulasrol alkotott anaerob hipotézis elméletét, mely
szerint a zart kozetrendszerl viztarozokban a kézetekhez adszorbealddott arzén redukcids folyamatok
soran keriil a vizrendszerbe, dontd tobbségében arzenit forméjaban. Az eredményekbdl egyértelmilien
latszik, hogy mindegyik vizmii esetében sziikséges az arzénmentesités a Magyarorszagon is érvénybe
Iépett eurdpai hatarérték betartdsdhoz. Mivel a hazankban alkalmazott technoldgidk nagyobb
hatasfokkal sztirik ki az As(V) mddosulatot, a vizsgalt ivovizek esetében eldoxidacios 1épés sziikséges

a megfeleld arzenat-tobbség eléréséhez.
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5.2.3 A mérés mindségbiztositasa

A kisérletes munka speciacios rendszerrel mért eredményeinek helyességét 6sszarzén mérésekkel
mérettem meg: 1) a mintdkat savasan roncsoltam, majd oszlop nélkiil Uin. *flow injection modban’
megmértem a teljesarzén-koncentraciot, valamint 2) kiilsé labor kozremiikodésével grafitkemencés
atomadszorpcids moddszerrel hatdroztuk meg a teljes arzén mennyiségét. Az eredményeket
Osszevetettem a speciacids eredményekkel (11. tablazat masodik fele). Minden minta esetében a hdrom,
fliggetlen mddszerrel végzett teljes As koncentracié meghatarozasa kozott szignifikdns kiilonbség nem

adddott, a speciacidos mérés mindsége ezaltal megfelelonek nyilvanithato.

Osszefoglaldan elmondhat6, hogy minden minta esetében a teljesarzén-koncentraci6 szignifikinsan
nagyobbnak bizonyult, mint a jelenlegi hatarértékben foglaltak (10 ng/ml). Az As(Ill)/As(V) arany
megallapitasa nagyon jo eszkoz lehet a késObbi kutatasok szamara a vizek redoxiallapotanak
jellemzésére mint geokémiai indikétor, és fontos adat az eltéré adszorpcids képesség miatt az
arzénmentesitési technologidk szédmadra. Bizonyitottam, hogy a specieszek aranyanak megorzése
érdekében az analizist a mintavételt kovetden a lehetd leggyorsabban el kell végezni, a mintakat az

analizisig +4 °C-on kell tarolni.
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53 ARZENSPECIACIO TENGERI KAGYLOKBAN

A 3.10 fejezetben az irodalmi adatok feldolgozasaval mutattam be a tengeri allatokon végzett
arzénspeciacios eredményeket. Emlitettem, hogy a kagylok képesek nagy mennyiségben arzént
felhalmozni, a benniik talalhatdé modosulatok ko6ziil a nem toxikus AB dominans el6fordulasa
figyelhetd meg. Jelen fejezetben a doktori tevékenységem masodik kutatdsi témajat teszem kozzé,
melyben a Velencei-6bdlben valamint a Szardinia-sziget koré kihelyezett kagylomintdk specidcios
meghatarozasat végeztem el. Megvizsgaltam, hogy a teljesarzén-koncentracié és a mddosulatmintdzat
kozott van-e Osszefiigges, toxikoldgiai értelemben véve nyujt-e extra informacidt a modosulatelemzés a
teljes arzénmeghatarozassal szemben. Vajon altalanos érvényt az AB dominancia, vagy a modosulatok
aranyat befolyasolja a felvett arzénmennyiség? Feltételeztem, hogy nagyobb arzénakkumulacié mellett
a kagyld (vagy a vele szimbidzisban €16 mikroorganizmus) egy mennyiségen til mar ,,nem gyo6zi” a
toxikus anyag méregtelenitését, ezaltal azt eredeti (szervetlen) formaban hagyja. Mérési eredményeimet
az ,,Analytical and Bionanalytical Chemistry” cimii tudomanyos folyoirat 2003/377. szamdban

publikaltuk. Jelen fejezetben az eredmények osszefoglalasat teszem kozzé. (SOROS, 2003)

5.3.1 Mintavétel

A kisérletben eredetileg tributil-on biomonitorozasara hasznalt kagylomintdkat elemeztem. A
kagylokat ipari tertilettél tavol, a Santa Gilla-6bolben, Olaszorszagban nevelték, majd a felndtt
peldanyokat a Velencei 6bol teriiletére (13 vizsgalati pont, szdmozva), valamint a Szardinia-sziget koré
(8 vizsgalati pont, helységekkel jelolve), helyezték el az aljzattdl 1.5-10 méter kozé (a felszintdl egyik
esetben sem tadvolabb, mint 5 méter). A mintavételi helyeket a 28. dbra mutatja. A Szardinia-szigethez
Mptilus galloprovincialis, a Velencei-obolbe Mytilus galloprovincialis (A), valamint Mytilus edulis (B)
kagylokat telepitettek. (28. abra) Az allatokat 4 héttel a kihelyezést kovetéen Osszegytjtotték, és

fagyasztva szaritottdk. A laboratériumba mar a szdraz, homogén pormintak érkeztek.
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28. abra Mintavételi helyek elhelyezkedése a Velencei-obolben és a Szardinia-sziget koriil

5.3.2 Mintaeldkészités

A teljesarzén-meghatarozashoz a mintdkat nedves roncsoldsnak vetettem ald. Teflonbombakba kb.
200 mg mintat mértem be, majd a mintakhoz 2 ml tomény HNOs-t, valamint 2 ml 30%-0s H,0O,-t
adtam. A roncsolast laboratoriumi nyomasallé edényben egy oran at végeztem. A roncsolmanyokat
ioncserélt vizzel 10 ml végtérfogatra higitottam.

Arzénspeciacids elemzésekhez a mintakbol kb. 300 mg-ot mértem be polikarbonat edénybe, majd a
mintdkhoz 3 ml ioncserélt vizet adtam. Az edényeket 60 percig 85 °C-on vizfiirddben razattam. A
szuszpenzidt ezutan 25 percig centrifugaltam, majd a feliiliszé 2 ml-es részletét ioncserélt vizzel 10
ml-re higitottam. A mintdkat folyadékkromatografids elvalasztas el6tt 0.45 pm lyukméreta

membransziird segitségével tisztitottam meg a lebegd szennyezddésektol.

5.3.3 A teljesarzén-koncentrdcio és az arzénmodosulatok meghatdrozdasa

A mintdk teljes arzén koncentracidjat Thermo Jarrel Ash ICAP-9000 ICP-AES rendszerrel
mérettiik.

Az anionos komponensek (As(Ill), DMA, MA, As(V)) elvéalasztasara ¢€s detektalasara anioncserés

HPLC-HG-AFS rendszert, a kationos moddosulatok koziil az AB ¢és az AC meghatarozasara
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kationcserés HPLC-PO-HG-AFS rendszert hasznaltam. (10. tdbldzat/c, a) Doktori munkam ezen
szakaszaban még nem alltak rendelkezésemre TMAO, TETRA ¢és arzenocukor standard vegyiiletek,
ezért ezen modosulatokat nem tudtam vizsgalni. Az elvalasztast a 10. tablazatban részletezett
paraméterek mellett végeztem. A rendszerrel kapott kimutatasi hatarok szadrazanyagra vonatkoztatva a
vizsgalt komponensekre az alabbiak voltak: AB (20 ng/g), AC (40 ng/g), As(IIl) (15 ng/g), As(V) (30
ng/g), DMA(10 ng/g), MA(55 ng/g).

5.3.4 A mérés mindségbiztositisa

A mérés mindségbiztositasat hdrom mddszerrel végeztem.

Egyrészt specidcidés referenciaanyagot alkalmaztam a mérési mddszer pontossaganak
meghatdrozdsara. Mint a kordbbiakban is vézoltam, a specidciés mérésekhez hasznalt
referenciaanyagoknak harom fontos kritériumnak kell megfelelnie: (i) a mérenddh6éz hasonld matrix
legyen, (ii) a mérendével azonos/részben azonos arzénmoddosulatokat tartalmazzon, valamint (iii) a
hitelesitett koncentracidk és a mérendd koncentraciok azonos nagysagrendben legyenek. A valdsagban
nagyon ritka, hogy mindharom kritérium teljesiil. Jelen esetben a vizsgalando matrix a tengeri kagylo,
melyhez a rendelkezésiinkre allé referenciaanyagok koziil a leginkabb hasonld alapanyagnak a még
hitelesito eljaras alatt 4116, de mar indikativ értékekkel rendelkez6 BCR-710 (kagyld szovet) bizonyult.
Ez a referenciaanyag AB-re és DMA-ra rendelkezik indikativ koncentracidértékekkel. (12. tablazat) A
12. tablazatban alapjan allithat6, hogy a meghatarozott AB és DMA koncentracidk illeszkednek a
hitelesitett tartomanyokba.

12. tablazat A referenciaanyagban meghatarozott modosulatok

Meért konc. Indikativ konc.
(ng /g (ng/g)

AB *30.46 £0.13 *32.98 +£5.08
As (I1I) *0.31 £0.01

DMA *1.05+£0.04 *1.05+0.62
MA *0.94 + 0.04
As (V) *0.09 + 0.00
Teljes arzén 19.71 £ 1.00
Kinyert arzén 16.32+0.92
Uledékben maradt arzén 3.02+0.13

* molekulatomegben megadva

Masrészt a mérés mindségét teljes anyagmérleg készitésével is biztositottam. A specidcios analizist
megeldzden az extraktumok feliiluszdjat, valamint az iiledéket nedves roncsoldsnak vetettem ala, majd
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a teljes arzén koncentracidkat ICP-AES technikdval mérettem. A méréseket helyesnek itéltem, ha az
tiledék ¢s a feltiluszo arzéntartalméanak 6sszege nem kiilonbozott szignifikansan a szaraz minta teljes

arzénkoncentraciojatol. A 13. tablazatban a szardiniai mintak teljes anyagmérlege lathato.

13. tablazat Teljes anyagmérleg (szardiniai mintak)

Mintavételi | Teljes As | RSD (%) | Kinyert As Kinyert As/ | Uledékben mért | Uledékben mért | (a) + (b)
hely (ug/g) (ug/e) Teljes As As As/ (%)
x 100 (a) (ng/g) Teljes As
(extrakcids x 100 (b)
hatasfok)
Arbatax 11.1 11.2 8.6 77 1.8 16.2 94
Villasimius 13.8 3.8 10.5 76 32 232 99
Calasetta 9.6 2.6 7.3 76 22 22.9 99
Caglari 7.5 2.2 5.3 71 1.6 14.7 92
Oristano 7.5 11.1 4.5 60 3.0 40.0 100
Alghero 10.3 8.9 83 81 2.2 21.4 102
Asinara 7.6 15.9 43 57 3.6 47.4 104
Olbia 9.7 7.0 5.7 59 3.0 30.9 90
atlag: 97+7

A tablazat szerint a szardiniai kagylokbdl kinyert arzén mennyisége atlagosan 70 = 9 %-a a teljes
arzén koncentracionak. A maradék 27 + 11 % az iiledékben kimutathaté arzénmennyiség, ami az
extrahalt mennyiséggel egyiitt atlagosan 97 + 7 %-osan megkozeliti a teljesarzén-koncentraciot.

A mérés mindségbiztositdsara harmadikként a kalibraciés modszerek 6sszehasonlitasat végeztem.
A speciacios rendszerben mérési hibat okozhat a matrixhatas, mely nem csak az elvalasztas mindségét
ronthatja (vagy valtoztathatja meg), hanem a hidridképzésre is hatdst gyakorolhat. Ez esetben a kiils6
kalibracids oldat komponenseinek jelintenzitdsa eltérhet a vele azonos koncentracidji, de matrixot is
tartalmazo mintaoldat komponenseinek jelintenzitasatol. A jelenség vizsgalatara a referenciaanyag
anionos €s Kkationos modosulatait mind kiils, mind standard addicids kalibraciés modszerrel
szamszerUsitettem. Ha a két modszerrel nyert adatok kozott nincs szignifikdns kiilonbség, akkor a
matrixhatds elhanyagolhatd, azaz kiilsd kalibracids moddszer alkalmazasdval megfeleléen pontos
szamszerlsités végezhetd. Ez esetben elkeriilhetdé a nagyobb id6- és munkaigényes standard addicio.

Az eredmények a 14. tdblazaban lathatok.
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14. tablazat A CRM mintaban kiils6, valamint standard addicids kalibracios modszerrel meghatarozott
komponensek mennyisége.

Szamszerusités kiilso Szamszerusités

kalibracioval standard addicidval
(ng/ml) (ng/ml)
As (IIT) 84+0.3 8.1+0.3
DMA 26.6+1.0 25.1+1.0
MMA 6.4+0.2 6.8+0.3
As (V) 1.9+0.1 41+02
AsBet 482 + 18 463 + 18
AsCol <DL

3E+05 1y .. =3170.5x + 39717

= ) Er0s Yiiiss = 3063.7x « kiilsd
= +05 -
g7 = st.add.
8
2 1E+05
o *

-20-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80

koncentracio (ng/ml)

29. abra Kiils6, valamint standard addicios kalibralo gorbék
(DMA) 6sszehasonlitasa a CRM minta esetén

A tablazat adatai alapjan mondhatjuk, hogy a két kalibracios modszer k6zott nincs szignifikans
kulonbség, kivétel az As(V) esetében, ahol a standard addiciés modszer pontatlansdga a kimutatdsi
hatar kozelében végzett térfogatos adagolds bizonytalansdgira vezethetd vissza. A DMA-ra felvett

kalibralé gorbék azonos meredeksége (29. dbra) mutatja, hogy a vizsgalt matrix nincs hatassal a

komponens jelintenzitasara. A tobbi komponens esetében ugyanez tapasztalhato.

5.3.5 Eredmények

A gytjtott kagylomintdk mérési eredményeit a 15. tdblazat mutatja. A liofilezett mintak teljes
arzéntartalma 7.4-30.8 mg/kg volt, mely koncentracidtartomany jol egyezik az irodalomban kozolt
tengeri kagylok esetében mért értékekkel. (SCHAEFFER, 2005) Ha a Mytilus edulis (A) kagylofajt
nézziik, a tablazat utolsd oszlopdban kozzétett teljesarzén-koncentraciokban kiilonbség mutatkozik a
Velencei-6bol keleti (3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 13) és nyugati (1, 2, 6, 9, 12) mintavételi helyei kozott. A
keleti part mellett gylijtott mintak kozel kétszer nagyobb mennyiségben akkumuléltdk az arzént, mely a
kornyezet nagyobb arzénszennyezettségére utal. Hasonld tendencia figyelhetd meg a Mytilus
galloprovincialis (B) faj esetében is. Szintén észrevehetd, hogy a Mytilus galloprovincialis (B) faj tobb
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arzén halmozott fel, mint az azonos helyen gyUjtott Mytilus edulis. A megfigyeléssel egyetértésben
Slejkovec publikalt hasonlo eltérést a két faj kozott. (SLEJKOVEC, 1996b) A szardiniai mintak
arzéntartalma kozott nincs ilyen mérvi kiilonbség, a teljesarzén-tartalom a mintavételi helyek kozott
nagyjabol egyenletesen oszlik meg. A teljes arzénkoncentracid eredményei jol tikrozik a két

mintavételi hely arzénszennyzettsége kozotti kiilonbségeket.

15. tablazat A mintdkban meghatarozott arzénmodosulatok

anionos Anionos komponensek total As
mintak komponensek (ng/g) AB
osszege  |As (II) DMA MMA As (V) (ng/g) (nggh)
(ng/g)
1A 605 203 137 136 129 5.4 7.4
2A 101 51 <DL <DL 49 6.3 9.6
3A 441 101 58 136 146 9.8 13.2
4B 587 127 71 288 101 11.1 12.8
5B 283 187 <DL <DL 96 8.9 12.9
6A 491 138 142 108 103 7.35 7.4
6B 545 476 <DL <DL 69 4.55 8.4
TA 367 80 162 125 <DL 24.9 30.8
8B 414 76 <DL 280 58 7.2 13.9
9A 314 97 130 <DL 87 5.7 8.3
9B 534 200 40 136 157 59 10.1
10A 534 173 172 98 90 12.2 12.3
10B 629 165 78 239 146 <DL 14.7
11A 90 51 <DL <DL 39 12.8 13.3
11B 653 319 199 <DL 135 243 22.8
12A 296 120 105 <DL 71 7.75 7.8
12B 540 206 234 <DL 100 5.15 9.6
13A 468 76 89 207 97 11.6 13.3
13B 720 238 55 194 233 15.5 18.9
Arbatax 48 34 14 <DL <DL 8.5 11.1
Villasimius 221 61 160 <DL <DL 10.2 13.8
Calasetta 97 53 44 <DL <DL 7.2 9.6
Cagliari 131 29 101 <DL <DL 5.15 7.5
Oristano 226 81 145 <DL <DL 42 7.5
Algliero 229 46 183 <DL <DL 8 10.3
Asinara 166 57 109 <DL <DL 4.1 7.6
Olbia 261 37 224 <DL <DL 5.4 9.7

Mieldtt a specidcios eredményekre ratérek, hangsulyozni szeretném, hogy ebben a munkéban
alkalmaztam eldszor a mddosulatok meghatarozasara kifejlesztett elvalasztastechnikai rendszert. A
mintdkban az anionos komponensek (As(Ill), DMA, MA, As(V)) kis mennyiségii jelenlétére
szamitottam, ezért célul tliztem ki a minél jobb jel/zaj ardny biztositdsat ezen modosulatok esetén. Az
irodalomban leggyakrabban haszndlt mozgo6fazis erre a célra a NaH,POj4 sét tartalmazo puffer, melyet

munkam els6 felében magam is alkalmaztam. Az els6 mintdk mérésekor azonban kideriilt, hogy a
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mozg6 fazis altal okozott nagy mértéki zaj nem teszi lehetdvé a mintdkban kis koncentracidban jelen
levé anionos komponensek észlelését. A megfigyelést kovetden kisérletet végeztem, melyben célul
tliztem ki olyan iondsszetételi mozgd fazis kialakitasat, mely 4altal a legnagyobb jel/zaj arany
biztosithatd. A kromatografids rendszert ,,flow-injection” moédban hasznaltam. Mozgo fazisként
négyféle oldatot vizsgaltam: KH,PO4 (30. ébra/a), NaH,PO4 (30. 4bra/b) és NH4H,PO4 (30. abra/c)

tartalmt oldatokat, valamint ioncserélt vizet (30. abra/d).
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30. abra A kiilonbozé mozgdfazis dsszetételekkel elért jel/zaj arany 20 ng/ml As(V) kétszeri injektalasa alapjan. a) 20

mM KH,PO, , b) 20 mM NaH,PO,, c¢) 20 mM NH4H,PO, d) ioncserélt viz

A folyamatosan aramlé mozgd fazisokba 20 ng/ml koncentracidji arzenat standard oldatot
injektalva mértem a rendszerek altal keltett jel/zaj aranyt. Az ioncserélt viz mint ionmentes mozg6 fazis
referenciaként szolgalt. Az eredmények a 30. abran lathatdk, ami alapjan gy tlinik, hogy az NH4H,PO4
alkalmazasaval érheto el a legjobb jel/zaj ardny. A jelenség a kovetkezOképpen magyarazhatd. A hideg
hidrogén-langban spektralis zavards nem varhato. Am ha a langba — az elégtelen gaz/folyadék
szétvalasztas kovetkeztében — nagy mennyiségli K vagy Na ion jut, a 1ang energiat veszit, ami altal az
arzin disszociacidja kisebb mértékli lesz, azaz a jel/zaj arany csokken. Feltételezhetden, az illékony
NHj; a langban konnyen, kis energiabefektetéssel disszocial, ezért nem okoz jelintenzitds csokkenést.
Ezen feliil az ammonia feltehetdleg eldsegiti a reakcidcellaban lejatszddd hidridképzési folyamatokat,

ezaltal nagyobb mennyiségli As keriilhet a detektorba.
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A fentiek alapjan a tengeri kagylok arzénspeceiacios elemzésére anioncserés HPLC-HG-AFS
csatolt rendszerben 20 mM NH4H,PO, puffert (pH = 5.6) hasznaltam. Ez esetben az elvalasztas 10 perc
alatt megvalosult As(IIT), DMA, MA ¢és As(V) elucids sorrenddel.

Mivel a kationos komponensek kozvetleniil nem hidridképzdk, a fenti rendszerben jelet nem adnak.
Az AB és az AC elvalasztasat és detektalasat HPLC-PO-HG-AFS rendszerrel valositottam meg. Ez
esetben az UV-fény energidja, valamint az oxidald agens segiti a kationos komponensek bomlasat, ami
altal azok hidridképzésre alkalmasséa valnak. A rendszerben az anionos komponensek az AB elbtt, az
eluensfronttal tdvoznak az oszloprdl. A rendszerek részletes leirdsat a 3.7.6.2, a 4.5 és a 5.1 fejezetek
tartalmazzak.

A 15. tdblazatban az anionos modosulatok mennyisége lathat6. Az AB-nél joval toxikusabb anionos
modosulatok Osszege 48-720 ng/g, mely harom nagysagrenddel kevesebb, mint a nem toxikus AB
mennyisége. A velencei mintaknal a legtobb esetben mind a négy toxikusnak mondott anionos
modosulatot detektaltam. A Szardinia-sziget koriil gylijtott mintdknal csak két modosulat mennyisége
volt a kimutatasi hatart meghaladd, MA-t és As(V)-t nem detektaltam. A teljes arzénkoncentracioval
ellentétben az anionos speciesz-mintazatok alapjan nem adodik kiilonbség az egyes mintavételi helyek
kozott.

A kationos komponensek koziil a munkamban az AB ¢s az AC moddosulatok mennyiségét
hataroztam meg. A retencids idok alapjan (AB: kb. 6 perc, AC: kb. 18 perc) a két komponens
elvalasztasa 20 perc alatt megvaldsithatd. (21. dbra) Az eredmények szerint (15. tablazat) AC egyik
mintaban sem volt kimutathatdé mennyiségben, mig az irodalmi eredményekkel egyezden minden
esetben nagy mennyiségli AB-t detektaltam (SHIOMI, 1987, CULLEN, 1989). Ha az AB
koncentracidkat vizsgaljuk, lathaté, hogy a Velencei-6bol keleti partjan gyijtétt azonos faju
kagylokban nagyobb mennyiség mérhetd, mint a nyugati partndl. Ez a megfigyelés tehat a teljes
arzénkoncentracio esetében megfigyelt tendencidval azonos. Ehhez hasonldan a Szardinia-mintakban
meghatarozott AB nagyjabol egyenletes eloszlast mutat.

A monitorozas eredményei alapjan lathato, hogy a kagyldk altal felvételre keriilt modosulatok tobb
mint 90%-ban nem toxikus AB forméjdban raktarozodtak. Az anionos modosulatok mennyisége és a
teljesarzén-koncentraciok kozott Osszefiiggést nem talaltam, mialtal kijelenthetd, hogy a nagyobb
mennyiségben felvett arzén nem jelenti a nagyobb toxicitdsi anionos moédosulatok felhalmozddasat.
(31. abra/a) Ezzel ellentétben, ha az AB mennyiségét a teljes arzénkoncentracid fiiggvényében
abrazoljuk lathatd, hogy egyenes aranyossag allithaté fel: nagyobb arzénakkumulacid esetében

nagyobb mennyiségi nem toxikus AB detektalhato (31. abra/b).
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31. abra/b AB koncentracio a teljes arzénkoncentracid fiiggvényében

A bevezetésben feltett kérdésre az eredmények alapjan a kovetkezo valaszok adhatok.

1. A kagylokban taldlt AB egyenes aranyu Osszefiiggést mutat a teljes arzén
mennyiségével, mig az anionos komponensek esetében ez nem mondhaté el.

2. Monitorozasi szempontokbdl a teljesarzén-koncentracio megfeleléen mértékben tiikrozi
a kornyezet arzénszennyzettségét, a speciacios eredmények altal nem jutunk tébbletinformacidhoz.

3. Az AB dominancia kagylok esetében altalanos érvényl, és az arzénakkumulaciod
mértékével aranyosan nd. Ezaltal a nagyobb mértékben arzénszennyezett teriiletrdl szarmazd
kagyléminta nagyobb mennyiségii nem toxikus AB-t halmoz fel, midltal nem jelent egészségiigyi

kockazatot a fogyasztd szamara.
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54 GOMBAMINTAK ARZENSPECIACIOS ELEMZESE

Amint a 3.11 szamt irodalmi fejezetben bemutatéasra keriilt, a gombak képesek nagy mennyiségben
arzént akkumuldlni. Méara mar az is kideriilt, hogy a gombdk arzénspeciacids mintdzata nagyon
kilonbozd lehet, de a legtobb vadon €16 faj foként szerves arzénmoddosulatokat tartalmaz. Ebben a
fejezetben a bevezetdben is megfogalmazott kérdésekre keresem a vdalaszt miszerint: (i)
Osszehasonlitok néhany gyakran alkalmazott kinyerési technikat specieszosszetétel €s kinyerési
hatasfok szempontjabol, valamint (i1) megvizsgalom, hogy az arzén milyen mértékben és milyen

formaban dusul fel a mesterségesen arzénszennyezett talajon termesztett gombaban.

5.4.1 Extrakcios technikdk dsszehasonlitisa

A kisérletben arra kerestem valaszt, hogy az irodalomban emlitett extrakcidés technikak
alkalmazasaval adodik-e szignifikans kiilonbség a kinyerhetdségben, illetve a speciesz mintazatban.
Vadon €16 Amanita muscaria (LEgy06l6 galdca) gombat gytijtottiink Geisthal kozségben, mely a Stiriai
Alpokban fekszik. A gombdkat mintagylijtést kdvetden fagyasztva szaritottuk, majd laboratériumi
daraloval porra 6roltiikk, homogenizaltuk. A gombak atlagosan 90% viztartalommal birtak. A minta
teljesarzén-mennyiségének meghatdrozasahoz a nedves roncsolast alkalmaztam. Kvarccsébe 500 mg
széaraz port mértem be, a mintdkhoz 2-2 ml salétromsavat adtam, majd a mintakat zart roncsoldban 40
bar nyomason és 250 °C-on 1 6ran at roncsoltam (Mutiwave 3000 mikrohullimu feltard). Roncsolas
utan a viztiszta roncsolmanyt ioncserélt vizzel 10 ml-re higitottam. A minta arzénkoncentracidja harom
parhuzamos mérésbol szamolva 2.27 + 0.06 mg/kg. A mintdkban taldlhaté6 arzénmodosulatokat
extrakciods technikakkal vontam ki. Kisérletemben az irodalomban talalt vizes-, metanol-vizes razatas
technikdkat, valamint az ultrahang segitségével végzett extrakcids modszereket hasonlitottam Ossze.
Erdekességképpen, eltér polaritasu olddszerekkel is végeztem kinyeréseket, melyekkel az apolaris
arzénmodosulatok esetleges jelenlétét terveztem bizonyitani. A kinyeréseket az aldbbiak szerint
végeztem.

Razatas szobahomérsékleten: A bemért mintamennyiséghez 10 ml ioncserélt vizet adtam, majd az
igy eldkészitett szuszpenziot éjszakan at szobahdmérsékleten razattam.

Extrakcio ultrahang segitségével: A bemért mintahoz 10 ml ioncserélt vizet adtam, majd a mintakat
20 percre szobahdmérsékletii ultrahangos forddbe allitottam. A mintdk a 20 perc alatt &tmelegedtek.

Meleg vizes razatas: A mintdkhoz 10 ml ioncserélt vizet adtam, majd a szuszpenziot temperalt

vizes razoban, 80 °C-on egy €jszakan at razattam.
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Extrakcio metanol-viz 1:1 elegyével: Hasonldan az eldzoekhez, de extrahaldszerként az
oldoszerkeveréket alkalmaztam.

Extrakcio kiilonbozé polaritasu oldoszerekkel: 2-propanol, acetonitril (ACN) és hexan 50 v/v%-os
¢és 100 v/v%-os elegyével végeztem az extrakcidkat (a higitashoz ioncserélt vizet hasznaltam).

Minden esetben 500 mg koriili mennyiségeket mértem be. Az extrakcios technikakkal kinyert
arzénkoncentracié mennyiségi meghatarozasat nedves roncsolassal hajtottam végre. Kvarccsdben az
extraktum 1 ml-éhez 1 ml tomény salétromsavat adtam, majd a mintdk szerves anyag tartalmat az
el6zéekhez hasonldan zart roncsoldberendezésben roncsoltam. A mintakat ioncserélt vizzel 10 ml-re
higitottam. A kinyert arzénmennyiséget a minta teljesarzén-koncentracidjdhoz hasonlitva szamoltam az

extrakcids hatasfokot. A kiilonbozd extrakcids technikakkal kinyert arzénkoncentraciokat a 32. dbra

mutatja.
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32. abra Az alkalmazott extrakcios technikédkkal kinyert arzénkoncentraciok. Zardjelben a kinyerési hatafok
lathato.

Az abran lathato, hogy az irodalmi adatok alapjan leggyakrabban alkalmazott extrakcids technikak
kozott (elsd négy technika) szignifikans kiillonbség nem adodott. A kinyerési hatasfok atlagosan 58%.
Ez alulmarad az irodalomban emlitett 70—-80%-t6l, mely magyarazhatd az egyes gombafajok kozti
eltéréssel. A gombaban nincs kimutathatdo mennyiségben lipidoldékony arzénmoddosulat, hiszen mint az
abran latszik, az acetonitriles és a hexanos razassal nem oldddott ki detektalhatd arzénmennyiség. Az

50 v/v% ACN-viz, illetve hexan-viz technikaknal a vizfazisnak k&szonhetd a kismértékia kioldas. A
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metanolnal kevésbé polarosabb izopropanol a vizoldhaté mddosulatok csak egy részét képes kioldani,
mig vizzel keverve a teljes arzénkoncentracié 62%-a kinyerhetd. Jelenleg nem ismeriink megoldast
arra, hogy milyen mddszerrel vonhat6 ki a maradék 40%. Mint a bevezetdben erre mar kitértem, a
kinyerhetdségnek hatart szab a modosulatszemlélet, miszerint az arzénmddosulatot eredeti formajaban
kell hagyni ahhoz, hogy megfeleld kovetkeztetéseket levonhassunk. Egy hatiron til mar nem
hasznalhatunk  drasztikusabb  olddszereket/mddszereket, melyek  magaban  hordjak  a
modosulatatalakulas veszélyét. Ezekben az esetekben meg kell elégedni a kisebb kinyerési hatasfokkal,
mely bar kevesebb informaciot szolgaltat a mddosulatok dsszességérdl, mégis az valdsaghtli. A kérdésre
megoldasi alternativat kinalhat a tobb 1épésben végrehajtott extrakcio, mely feltételezhetden nagyobb
mennyiségli mddosulatot tenne szabadda.

A tovabbiakban megvizsgalatam, hogy specieszosszetétel szempontjabol van-e kiillonbség az egyes
(a tablazatban els6 négy) technikdk kozott. A specidciés mérésekhez anioncserés €s kationcserés
HPLC-ICP-MS technikét alkalmaztam, mely altal 12 arzénmddosulat meghatarozasa hajthatd végre.
(10. tablazat/b, c, 24. abra, 22. 4bra) A gombaban az irodalmi adatokkal jol Osszecsengd
specieszmintazatot talaltam: AB alkotta a modosulatok nagy részét, kisebb részben TETRA, DMA, AC
és szervetlen As moddosulatokat detektaltam (33. abra) (KUEHNELT, 1997). Ismeretlen
komponenseket a mintakban nem talaltam. Az egyes extrakcios technikak altal kinyert specieszek

eloszlasat a 33. dbra mutatja.

33. 4bra Az alkalmazott extrakcids technikakkal kinyert arzénmodosulatok eloszlasa

1200 mAS
o | m TETRA
o
c As(lll
= 1000 - mAs(ll)
< mDMA

800 - mAC
OAs(V)
600 -
400 +
200 +
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33. abra Az alkalmazott extrakcios technikakkal kinyert arzénmodosulatok eloszlasa
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Az elso észrevehetd kiilonbség az As(Ill)-As(V) aranyban lathatd, ami a meleg vizet hasznald
technikak esetében (ultrahang és meleg vizes razatas) az As(V) felé tolja el az egyensulyt. Ez a jelenség
a vizmintakkal foglalkozd fejezetben részletezett okok miatt konnyen magyarazhatd. Masik kiilonbség
a DMA ¢és az AB koncentracidjaban adddik. Az dbra szerint az elsd két technika esetében magasabb
AB koncentraciok, mig a masodik két technika esetében magasabb DMA, de kisebb AB koncentracio
azonos. Elvileg feltételezhetd, hogy az AB (trimetilalt modosulat) DMA-ra (dimetilalt mddosulat)
bomlana fizikai behatas (ultrahang vagy magasabb homérséklet) hatdsara. Ez az atalakulds azonban kis
mértékil, hiszen az AB mennyiségének kevesebb, mint 10%-4t érinti. Masrészt, irodalmi adatok alapjan
a feltételezést teljes mértékben el kell vetnem, hiszen bizonyitast nyert az AB nagy mértéka
hostabilitaisa (GOESSLER, 2003) A tobbi detektalt modosulat esetében a négy technika kozott
kiilonbség nem adédott. Osszességében tehat elmondhatd, hogy szignifikans eltérés a modosulatok
egymashoz viszonyitott aranyaban nincs. A technikdk mindegyike alkalmas arzén modosulatanalitikai
mintaelokészitésre azt a szempontot figyelembe véve, hogy a szervetlen modosulatok speciacids
szempontbdl egylitt kezelenddk. A legegyszerlibb modszernek a hideg vizes rdzatés tlint, ezaltal ezt a

modszert alkalmaztam gombavizsgalatokra a késdbbiekben.

5.4.2 Arzénfelvétel és metabolizmus vizsgdlata termesztett gombdaban

A kisérlethez kontrollalt koriilmények kozott termesztett csiperkegombat — Agaricus bisporus —
hasznaltam, melyet (i) 1000 mg/kg arzenat tartalmi komposzton (kezelt), valamint (ii) kezeletlen
komposzton (kontroll) neveltek a kerecsendi Quality Champignons Kft. gombatizemében Dr. Réacz
Laszl6 kozremiikodésével és segitségével. A munka célkitiizése az volt, hogy megvizsgaljuk, milyen
mértékben képes a gomba a termesztési ciklus folyaman arzént akkumulalni (biokoncentracios faktor),
valamint a felvett arzén milyen modosulat formajaban jelenik meg a gombdban. Az eredményeket a
Food Control folydirat 2005/16. szamdban adtuk kozzé, melynek Osszefoglaldsat jelen fejezetben
targyalom. (SOEROES, 2005a)

A gombatermesztéshez az iizemben rutinszerlien alkalmazott komposztot hasznéltak, melyet
buzaszalma ¢és tragya keverékébol allitottak Ossze. A ,kezelt” termesztokozeg elodallitasahoz
Erlenmeyer lombikba 9.8 g As,Os-t mértiink be, majd a higroszképos anyagot 100 ml ioncserélt vizben
oldottuk fel. Ezt az oldatot adagoltuk 20 kg szaraz, sterilizalt komposzthoz, majd a termesztd kozeget
még egyszer homogenizaltuk. A ,kontroll” termesztokozeg arzénoldatot nem kapott. Kb. 800 g
micéliummal oltottak be 20 kg termesztokozeget, mely aztan fekete, lukacsos miilanyag zsakba kertilt.

A zsdkok egy hénapon keresztiil sotét helyen, 20 °C hémérsékleten inkubalodtak, ahol a levegd
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nedvességtartalmat 90-95%-ra allitottak be. A gombatermést egy honap elteltével sziireteltiik. A
gombak feliiletén, szinén mérgezésre utald0 nyomokat nem talaltunk. A kisérletben teljesarzén-
meghatarozast valamint arzénspeciacidos elemzést végeztem a ,kezelt”, illetve a ,kontroll”
termétesteken, valamint a  ,kontroll” termesztokozegen (a ,kezelt” gombakomposzton
arzénmeghatdrozast nem végeztem, mert mint korabban emlitettem, mesterségesen arzenattal dusitott
kozegrol van sz, melyben a teljes arzéntartalom szamolas alapjan 1004 mg/kg).

Az 0sszegylijtott mintakat fagyasztva szaritasos technikéval vizmentesitettiilk, majd laboratériumi
daradléban homogenizaltuk. A teljes arzénkoncentracid meghatdrozasahoz nedves roncsoléast, az
arzénspeciaciohoz a gombamintdk esetében hideg vizes razatast, a ,,kontroll” termesztokozeg esetében
az irodalomban is alkalmazott 1.5 M ortofoszforsav oldattal végzett razatast alkalmaztam. Ez utdbbi
savas extraktumot kromatografias elvalasztast megel6z6en ammoniaval semlegesitettem. A speciacios
mérésekhez anion- és kationcserés HPLC-ICP-MS technikakat haszndltam. A biokoncentracios faktor
szamolasdhoz elsOként meghatdroztam a termesztokozeg ¢&s a gombamintdk teljesarzén-

koncentracidjat. (16. tablazat)

16. tablazat Teljes arzén koncentracio a ,.kontroll” és a ,,kezelt” mintdkban, koncentraciés faktorok.

‘Kontroll’ ‘Kezelt’
Termesztokozeg Gomba TermesztOkozeg Gomba
Teljes As [mg/kg szaraz
3.8+0.2 0.50£0.03 1004* 22.8+1.0
anyag]
Biokoncentracios faktor 0.131 0.023

*szamolt érték

Az eredmények szerint a ,kontroll” termesztokozegben mért arzénmennyiség jol illeszkedik az
irodalomban is olvashatd nem szennyezett talaj koncentracidtartomanyaba (1-40 mg/kg)
(MONTPERRUS, 2002) A ,kontroll” és a ,kezelt” gombamintak rendre 0.50 és 22.8 mg/kg arzént
tartalmaztak. A kontroll gomba esetében elmondhatd, hogy ez a koncentracid jol egyezik az
irodalomban nemrég leirt, svajcban termesztett csiperke atlagos arzéntartalméaval (0.05-1.50 mg/kg,
STIJVE, 2003). A biokoncentracios faktor egy jelzdszam, mely az elemfelhalmozas mértékérdl nyujt
informacidt és a gombaban, illetve a talajban talalhato teljes arzénmennyiség aranya. A faktor mindkét
esetben kisebb volt, mint egy, azonban a ,,kontroll” minta esetében egy nagysagrenddel nagyobbnak
adddott, mint a ,,kezelt” mintanal. Az adatok szerint a gombak altal felvett arzén mennyisége nem all
egyenes aranyossagban a termesztokozegben mért arzénkoncentracioval. Zhang definicidja szerint
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azokat az €l6lényeket nevezhetjiik hiperakkumulatornak, melyek akkumuléacids faktora >1, miszerint ez
a gombafaj nem hiperakkumulator; azonban kétségkiviil bizonyos mértékben képes arzént

felhalmozni.(ZHANG, 2002)

17. tablazat A termesztokdzegban és a gombaban meghatarozott arzénkomponensek

Arzén koncentracid [ng/g]
,.kontroll” minta ,,kezelt” minta

Termesztékozeg Gomba Gomba
As(11T) 548 £ 15 <8 14500 + 400
DMA 225425 116 £2 192 +£23
MA <16 109+2.1 403+93
As(V) 1360 + 20 154+14 5760 £ 250
AB <10 307 +£77 141+ 44
TMAO 379 £28 <5 <25

A 17. tablazat az arzénmddosulatok eloszlasat mutatja a vizsgalt mintdkban. A ,kontroll”
termesztokozegben legnagyobb mennyiségben a toxikus szervetlen specieszeket mutattam ki, mig
kisebb mennyiségben TMAO-t és DMA-t is meghataroztam. Ez utdbbi modosulatok nem tipikus
OsszetevOi a talajmintdknak, de jelen esetben eldforduldsuk azzal magyarazhatd, hogy a vizsgalt
termesztokozeg tulajdonképpen biotragya és szalma specialis keveréke. Ezzel ellentétben a nem kezelt
kozegen nevelt csiperke foleg szerves mddosulatokat tartalmazott, és csak a modosulatok 4%-a volt
jelen szervetlen arzén formaban. DMA mind a termesztokozegben, mind a gombaban jelen volt, MA-t
csak a gombaban detektaltam. Erdekes, hogy a gombabdl kinyerhetd arzénmennyiség 68%-a AB volt,
mely moddosulatot nem taldltam a termesztokozegben. Hasonld nagysagrendben mutattam ki AB-t a
»kezelt” gombaban is, mig a DMA ¢s az MA mennyisége ez utébbiban 2-4-szer nagyobbnak adodott,
mint a kezeletlen gomba esetében. Ez a megfigyelés a gombaszervezet kisfokli metilacios képességére
enged kovetkeztetni. Mint a tdblazatban is lathatd, a leginkabb domindns arzénmodosulat a ,.kezelt”
gombaban a szervetlen arzén volt, mely a kinyert arzénmennyiség 98%-at tette ki. Ez alapjan allithato,
hogy a gomba a termesztokozegben talalhaté arzenat nagy részét az egészségre artalmas szervetlen
arzén (As(IIl) és As(V)) forméjaban veszi fel, €s beépiti a gombaszovetbe anélkiil, hogy szignifikans
mértékben szerves mddosulatta alakitand. A , kezelt” Agaricus bisporus anioncserés kromatogramja az

34. abran lathato.
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34, abra A kezelt Agaricus bisporus gomba extraktumanak anioncserés kromatogramja. (Kromatografias oszlop: PRP-

X100, eluens: 20 mM H2P04'/HPO42’, pH=5.6)

Ebbdl a szempontbdl tehat a termesztett csiperkegomba kiilonbozik a vadon €16 gombaktol, melyek
biometilaciés folyamatok soran szintetizalt, dontden szerves arzénmddosulatot tartalmaznak. Erre a
megfigyelésre logikus magyarazatként szolgalhat a micéliumok eltérd élethossza. A természetben a
vadon ¢€l6 micélium tobb évig életképes — tudtommal a legidosebb micélium 400 évig élt
(SLEJKOVEC, 1996a) —, élete soran rendszeres idokozonként termotesteket érlel. Ezzel szemben a
termesztett csiperke esetében a szaporitdoanyagot (micélium) csak 1 hdonappal a termotest €rése elott
oltottdk a komposztba. Ez az idoéintervallum valoszintileg nem elég hosszii a bonyolult metilacios
anyagcserefolyamatok lejatszodasahoz. Hozza kell tenniink, hogy a vadon él6 gomba természetes
erddtalajon novekszik, mely szdmos mikroorganizmusnak is otthont ad, mig a termesztéstechnologia
soran az esetlegesen romlast beindité folyamatok elkeriilése végett a komposztot sterilizaljak. Ez a
miivelet szintén befolyasolhatja a metilacios folyamatokat. Az adatok szerint fel kell hivni a figyelmet
arra, hogy a termesztett csiperke képes nagy mennyiségii As(V) felvételére, ezért mindenképpen

javasolt a termesztokozeg elozetes kémiai ellendrzése.

5.4.3 A mérés mindségbiztositasa

A gombamintak speciacids arzénelemzéséhez olyan CRM-ekre lenne sziikség, melyek a vizsgalat
mintdkkal azonos nagysdgrendben tartalmazzdk az arzént, azonos formdkat tartalmaznak és mint
legfontosabb kritérium, azonos matrixanyagok a vizsgalandoval. Ezen kritériumok egyike sem
teljesithetd a rendelkezésiinkre 4allo hitelesitett anyagmintdk felhaszndlasdval. Tobb mint két
arzénmodosulatra hitelesitett CRM nem létezik, a tengeri allatok akkumuldcios képessége pedig a

gombakét meghaladja, valamint a specieszmintdzat is eltérd, ezért fenntartasokkal alkalmazhatok
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CRM-ként. Jobb lehetdség hianyaban a gombaminta és a termesztokozeg teljesarzén-meghatarozasanak
mindségbiztositisathoz DORM-2 (Toékehal izom, National Research Council, Kanada), valamint NIST
2711 (Montana talaj, National Institute of Standard and Technology, USA) hitelesitett anyagmintakat
hasznéltam. Arzénspeciacids elemzésekhez szintén a DORM-2 anyagminta AB-re hitelesitett mérési
adata szolgalt referenciaul. Minden esetben a mért koncentracioértékek a hitelesitett tartomanyban

voltak (18. tablazat)

18.tablazat Hitelesitett referenciamintdk arzénspeciacios eredményei

Teljes As koncentracio AB koncentracio (mg/kg)
(mg/kg)
mért érték hitelesitett érték | mért érték hitelesitett érték
Nist 2711 107 £ 11 105+ 8
DORM-2 17.9+0.8 18.0+£1.1 15.6+0.4 16.4+1.1

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy (i) a vadon ¢él6 Légyolé galdca (Amanita muscaria)
arzénspeciacios vizsgalatahoz alkalmazott tizféle extrakcids modszer hatasfoka kozott négy esetben
szignifikans kiilonbséget nem talaltam. (ii) Bizonyitottam, hogy a négy leggyakrabban alkalmazott
kinyerési technikéval extrahalt arzénvegyiiletek eloszlasa azonos, mddosulatanalitikai célra a technikak
mindegyike alkalmas azt figyelembe véve, hogy a szervetlen arzénvegyiiletek specidcios szempontbol
egylitt kezelendok. (iii) Munkdmban bizonyitast nyert, hogy a termesztett csiperke (Agaricus bisporus)
az arzenattal dusitott komposztbol képes arzént felvenni, de azt a tovabbiakban szignifikdns atalakitas
nélkiil, szervetlen arzénmddosulat forméjaban raktdrozza, midltal a termesztokozeg elozetes kémiai

ellendrzése javasolt.

100



Mérési eljaras kidolgozasa és alkalmazasa kornyezeti mintak arzénspeciacios elemzésére

5.5 ARZENSPECIACIO EDESViZI KORNYEZETBEN I. — EDESVIZI HALAK

A 3.12 fejezetben bemutattam, hogy az a néhany kozlemény, amely az édesvizi halak
arzénspeciacids elemzésérdl szamol be nem mutat egybehangzo képet a modosulatok eloszlasardl.
Utaltam arra, hogy a hazai adottsagok (dél-alfoldi arzénes rétegvizek) fokozottan indokoltta teszik a
tenyésztett, valamint a szabadon €16 halak arzénspecidcios vizsgalatat.

Doktori munkdmban az arzénszennyezettséggel érintett dél-alfoldi teriileten tenyésztett halak
modosulatanalitikai vizsgalatat végeztem el, mely munka eredényeirdl a Journal of Agricultural and
Food Chemistry cimii folydirat 53/23-as szamdban szamoltam be. Jelen fejezetben a kézirat

Osszefoglalasat teszem kozzé. (SOEROES, 2005b)

5.5.1 Mintavétel

Az adatok megbizhatosaganak érdekében munkdmban nagy hangsulyt fektettem a mintavételre.
Minden mintavételi helyen n>6 szdmua halmintat vettem, melyeknek melluszony feletti izomszovetébol
kb. 200 g-ot hasitottam ki. A mintdkat ioncserélt vizzel atmostam, 2-3 cm-es darabokra vagtam, a
mintdkat mélyfagyasztottam, majd fagyasztva szarittattam. Minden mintavételi pont esetében polietilén
csovekbe vizmintat is meritettem, melyeket a laboratdriumba érkezést kovetden salétromsavval

savanyitottam (1%), és az analizisig 4°C-on tartottam.
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35.abra Mintavételi pontok elhelyezkedése. Kor jelzi az arzénszennyezett rétegvizek eldfordulasat
Magyarorszagon. Mintavételi pontok: 1: Fiizesgyarmat, 2, 3, 7: Szarvas, 4: Tuka, 5: Szajol, 6: Biharugra, 8: Latrany.
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A vizsgalat soran nyolc mintavételi helyrdl gytjtottem hal- és vizmintakat. A mintavételi pontok
elhelyezkedését az 35. abra szemlélteti. Lathatd, hogy a pontok koziil hat ( 1, 2, 3, 5, 6, 7) a korrel jelolt
arzénszennyezett teriiletre esik, ketto (8, 4) pedig — mint kontroll mintavételi helyek — a teriilettdl tavol
helyezkednek el. Munkdmban két halfaj elemzését végeztem el.

A pontyokat (Cyprinus carpio) halgazdasagoktol vésaroltam, melyek esetében a felszini
vizkészletet (tavakat, viztarozokat) hasznaljak a halak tenyésztésére. A pontyok haltapot nem kaptak, a
halastéban kialakult természetes bioldgiai rendszerben éltek.

Az afrikai harcsakat (Clarias gariepinus) tankokban nevelik, melyeken folyamatosan meleg (28 °C-

os) termalvizet aramoltatnak keresztiil. Ilyen tenyésztdtelep fényképét mutatja a 36. abra.

36.abra Afrikai harcsa tenyésztdtelep Békés megyében

A mesterséges kornyezetben nevelt harcsdk hetente 3 alkalommal automata etetéberendezés
segitségével haltapot kapnak, melynek Osszetétele nem ismert. Munkdm sordn a liofilezett haltap
arzénspeciacids elemzését is elvégeztem. A kiilonbozé mintavételi helyekhez rendelt halfajokat a 19.

tablazatban mutatom be.
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19. tablazat A kiilonb6z6 mintavételi helyeken gytijtott minték, valamint azokban mért teljes arzénkoncentracio.

Atlagos hossz Halak teljes As =~ Vizmintak teljes As
. - L koncentraciéja vizmintak A
Mintavételi pontok Gyiijtott mintak n [em] [ng kg''| eredete koncentracioja
o -1 ) —
(RSD%) (RSD%) [ngml™] (RSD%, n=3)
1 Fiizesgyarmat 10 51 (6) 4720 (12) mélységi viz 162%*
2 Szarvas termalkit A Afrikai harcsa 10 49 (8) 2980 (18) mélységi viz 152 (0.5)
3 Szarvas termalkat B (Clarias gariepinus) g 42 (4) 2510 (32)  mélységi viz 187 (0.5)
4 Tuka 8 46 (4) 2650 (14)  mélységi viz 15.1(1.4)
5 Szajol 10 40 (5) 168 (62) felszini viz 2.5(21)
6 Biharugra Kozonséges ponty 10 44 (5) 62.2 (38) felszini viz 0.7 (7.1)
7 Szarvas halasto (Cyprinus carpio) ¢ 36 (7) 90.3 (44) felszini viz 13.2%
8 Latrany 6 39 (3) 363 (11) felszini viz 3.2%%*
haltap 3 2880 (1.7)

n: ismétlések szama
**: kevesebb, mint harom minta allt rendelkezésemre

Lathato, hogy a harcsamintakat a Kkitiintettet région belil Flizesgyarmat, valamint Szarvas
teleptiléseken miikodo tenyésztotelepekrdl gytijtottem be. Szarvason a telep vizellatasat két, egymastol
fuggetlen (vizzard réteggel elvalasztott) termalkutbol valdsitjdk meg (A és B mintdk). Kontroll
mintanak a Tuka telepiilésen gytijtott harcsdkat szantam, mivel ez a teriilet tobb mint 80 km-re
helyezkedik el az arzénszennyezett régiotdl. A pontymintdkat a szajoli, a biharugrai és a szarvasi
halastavakbol gytjtdttem. Kontroll mintaként a Balaton mellett fekvo latranyi halgazdasagbol vasarolt

halakat hasznaltam, mely teriilet 250 km-re fekszik a kijelolt régiotol.

5.5.2 Mintaelokészités

A teljes arzénkoncentracié meghatarozasahoz az ,,Anyagok ¢és mddszerek™ fejezetben részletezett
nedves roncsoldsos technikat alkalmaztam Milestone ultraCLAVE mikrohullamti roncsoloberendezés
segitségével.

Arzénspeciacids elemzéshez metanolos extrakcidt hasznaltam. Ez esetben az 500-1500 mg bemért
szaraz pormintakhoz 10 ml metanolt adtam, majd a szuszpenziét €jszakan at szobahdmérsékleten
razattam. A mintdk centrifugalasat kovetden (1800 rpm, 10 min) aliquot részt (2ml) polipropilén
centrifugacsovekbe mértem, majd az oldatot szobahdmérsékleten Maxi Dry berendezés segitségével

széarazra paroltam. A beparlasi maradékra 2 ml (harcsék esetében) és 1 ml (pontyok, haltap esetében)
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ioncserélt vizet ontdttem, majd az oldatot ujbol homogenizaltam. Mérés elott a mintakat 0,22 ym-es

Nylon filterrel sziirtem.

5.5.3 Anyagok és modszerek

A munka sordn az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben felsorolt reagenseket és miiszereket
hasznaltam. A teljes arzén meghatarozasdhoz Agilent 7500c ICP-MS késziiléket, az arzénspeciacidhoz
Hamilton PRP-X-100 anioncseréld és Zorbax 300-SCX kationcseréld kolonndkat hasznaltam. Azon
célbol, hogy az anioncserés speciacids rendszer kimutatasi hatarat javitsam, egy hidridképzo egységet
is beépitettem a kolonna és az ICP-MS ko6z¢. Ezzel a modszerrel a hidridképzé mddosulatok (As(III),

As(V), DMA, MA, arzenocukrok) meghatarozasat végeztem el.

5.5.4 Eredmények

5.5.4.1 Teljesarzén-koncentracio

c ey

A legnagyobb arzénkoncentracidt a Flizesgyarmaton és Szarvason (1-3 mintavételi pontok, 35. abra)
gyljtott termalvizekben mértem, ahol ez az érték 162—187 ng/ml-nek adddott. A jelenleg is érvényben
levd ivovizszabvanyban leirt maximalis arzénkoncentracidhoz (10 ng/ml) képest ez a mennyiség 15—
18-szor nagyobb. A kontroll tertileten (Tuka, 4. mintavételi pont) gyiijtott termalviz a fentiekhez képest
szignifikdnsan kisebb mennyiségli, 15 ng/ml arzént tartalmazott. Ezek a mérési adatok jol egyeznek
Csanady ¢és munkatarsai hasonlé témdaban végzett kutatasi eredményeivel. (CSANADY, 1998) A
felszini vizekben mért arzénkoncentracié altaldban alacsony (< 3.2 ng/ml), egyetlen kivétel a szarvasi
halastd, melyben 13 ng/ml arzénkoncentracidt detektaltam. A nagyobb mennyiség azzal magyarazhato,
hogy a tavat a Koros folyo taplalja, mely antropogén eredetti arzénnel szennyezett. (GERGELY, 1997)
A pontymintdk 60-360 ng/g arzént tartalmaznak. (19. tdblazat) Mérési eredményeim jol egyeznek
més, nem arzénszennyezett teriiletrdl szdrmazd édesvizi halak arzénkoncentracids értékeivel.
(SLEJKOVEC, 2004, DAS, 2004) Ugyanakkor az afrikai harcsdk arzénakkumulalé képessége
szignifikdnsan nagyobb, mint a pontyoké: 2510-4720 ng/g arzénmennyiséget halmoztak fel. (19.
tablazat) Ez az érték sokkal nagyobb barmely irodalomban publikalt édesvizi hal eredményeihez
képest. (KAISE, 1997, HUANG, 2003, ZHENG, 2004, CHEN, 2000, KOCH, 2001) Feltételezem,
hogy a nagyobb arzénterheltség a 2880 ng/g arzéntartalmu haltdp rendszeres fogyasztdsaval
magyarazhatd. (19. tablazat) Sem a ponty, sem pedig az afrikai harcsdk esetében nincs korrelacid a

vizben és a halakban meghatdrozott arzénmennyiségek kozott.
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5.5.4.2 Arzénspecidcio
A mintak speciaciés analizise kapcsan nagy kiilonbség rajzolodik ki a két halfaj esetében. (20.

tablazat) A harcsakban — a tengeri halakkal egyezden — t6bb mint 90%-ban az AB dominans jelenléte
tapasztalhato. Néhadny mas arzénmodosulatot is detektaltam, de csak nyomnyi mennyiségekben, mint

példdul a TMAP, TETRA, DMA, MA, As(V) és As(III). (37. abra)

600
500 -
400
=z
£ 300 A
E AB
= As(IID), As(V),
MA, DMA
200
TMAP
TETRA
100 -
0 , , ,
0 1 2 3 4

Retention time [min]

37. abra Fiizesgyarmaton (1. mintavételi pont) gylijtott afrikai harcsa minta extraktuméanak kation-cserés
kromatogramja (kromatografias oszlop: Zorbax 300-SCX, eluens: 20 mM piridin-formiat, pH=2.6)

Ezzel szemben egyik pontyminta sem tartalmazott detektalhato mennyiségii AB-t, a legtobb esetben
csak a négy anionos moddosulatot (As(Ill), MA, DMA, As(V)) mutathaté ki. Kivételnek szamit a
nyolcas mintavételi hely (kontroll), ahol az oxo-foszfat-arzenocukor mddosulat dominans jelenléte

detektalhato. (38. abra)

DMA 3

Intenzitas

oxo-foszfat-cukor

oxo-glicerol-cukor,

TMAO

D T T T T T
0 2 4 ] g 10

Retencios id6 (perc)
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38. dbra (a) Latranyban (8. mintavételi pont) gylijtott pontyminta extraktumanak anion-cserés kromatogramja
(kromatografias oszlop: Hamilton-PRP-X100, eluens: 20 mM NH,H,PO,/ (NH4),HPO,, pH=5.6)

(b) Latranyban (8. mintavételi pont) gyiijtott pontyminta extraktumanak kation-cserés kromatogramja (kromatografias
oszlop: Zorbax 300-SCX, eluens: 20 mM piridin-formiat, pH=2.6)

Ezen mintdk mindegyikében nyomnyi mennyiségben TMAO-t és egy ismeretlen mddosulatot is
kimutattam, mely utobbi az AC és a TETRA molekulak kozott eludlddott a kationcserés oszloprol. (38.
dbra) Altalanossagban elmondhats, hogy a pontyokban meghatirozott arzénmodosulatok
koncentracidja 5-50-szer kisebb, mint a harcsdk esetében. Ez a kiilonbség leginkabb az étrendi
eltérésekkel magyarazhato, de ennek bizonyitasahoz el kellett végeznem a haltdp specidcids analizisét.
(20. tablazat) Mint a 20. tdblazat mutatja, az afrikai harcsak taplalékdban — a halakhoz hasonl6an — AB

nagy aranyl el6fordulasat (>90%) mutattam ki. Erdekes, hogy szervetlen arzént a haltapban nem,

viszont a harcsa izomszovetében detektaltam.
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20.tablazat Arzénmddosulatok eloszldsa a vizsgalat halmintdkban.

minta haltap harcsa harcsa harcsa harcsa ponty ponty ponty ponty
Mintavételi hely 1 2 3 4 5 6 7 8
[ng As / g [ng As kg''|
AB 1930 £ 10 5010 +430 3190+ 710 2170 + 610 2900 + 500 <2.5 <2.5 <2.5 <2.5
TMAP 73+£0.5 19.4+£4.6 17.5+2.5 nyomokban 16.7+1.5 <2.5 <2.5 <2.5 <2.5
TMAO <l.7 <10 <10 <10 <10 <2.5 <2.5 <2.5 nyomokban
AC 6.1+0.4 <10 <10 <10 <10 <2.5 <2.5 <2.5 <2.5
TETRA 153+0.7 10.6 2.1 nyomokban nyomokban <10 <2.5 <2.5 <2.5 <2.5
As(III) 24.0 282+3.1 26.8+2.4 24.1+3.0 19.3+3.1 0.9+0.6 0.6+0.1 0.7+0.1 nincs adat
DMA 17.9 7.6+1.7 9.6+5.2 6.8+1.3 49+12 21+1.7 1.3+0.5 1.6+0.2 10.7+ 1.0
MA 5.0 27.0+1.8 284+3.5 29.1+£39 25.7+4.0 1.0£0.5 05+0.2 1.1+ 0.5 1.1£0.5
As(V) <1.7 nyomokban nyomokban 10.1 +£5.9 nyomokban nyomokban ~ nyomokban — nyomokban  nyomokban
oxo-arzenocukor- <3.3 <20 <20 <20 <20 <5 <5 <5 742+6.3
foszfat
oxo-arzenocukor: <17 <10 <10 <10 <10 <25 <25 <25 38407
glicerol
Ismeretlen csiics 105+ 3_2*
Médosulatok ossuege/ 70 101 108 97 120 2.3 4.9 4.6 29
teljes As x 100 (%)

* TETRA médosulatot hasznaltam szdmszertisitéshez.

o7

A fentiek szerint tehat valoszintsithetd, hogy a harcsamintdkban mért nagy mennyiségii AB

taplalék eredetli, mig a kis mennyiségben kimutatott szervetlen arzén a termalvizbdl keriilhetett a halak
szervezetébe. Bar a tapanyag Osszetételérdl a halgazdasagoktdl nem kaptam informaciot, feltételezem,
hogy tengeri eredetli anyagrol van szd, hiszen a nagy mennyiségii AB jellemz6 paramétere a tengeri
kagyloknak, halaknak.

A pontyok specieszosszetételét tanulmanyozva felmeriil a kérdés, hogy vajon miért hidnyzik az
arzenobetain. Az a tény, hogy a tengeri halak nagy AB koncentracidjaval szemben az édesvizi halak
nem tartalmazzak ezt a médosulatot, sejteti, hogy talan a viz sdtartalmaban keresend6 a valasz. Mint a
jelen fejezethez tartozo bevezetd részben (3.12 fejezet) emlitettem, ésszeri magyarazatként szolgalhat
az AB glicinbetainhoz hasonlé kémiai szerkezete. (19. abra) Ezaltal az AB, melynek kémiai szerkezete
nagyon hasonlit az ozmolit glicin-betainra, ahhoz hasonloan viselkedik (a szervezet dsszetéveszti a két
molekulat) és a vegyiilet felhalmozodik a tengervizben €16 halak szervezetében, mig édesvizben ez a
folyamat nem indokolt. A harcsdkban talalt nagy mennyiségli AB viszont a taplalék Osszetételére

vezethetd vissza. Amlund és munkatarsai kimutattdk, hogy a taplalék eredetli AB nagyon konnyen,
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nagy hatasfokkal akkumulalodik mind tengeri, mind édesvizi lazacok szervezetében. (AMLUND,
2004) Munkam ezt a megallapitast alatamasztja.

A jelen fejezetben részletezett specidcids munka alapjan toxikoldgiai kovetkeztetéseket is
levonhatunk. Koztudott, hogy az AB nem toxikus arzénforma, mig a szervetlen arzénmddosulatok
erésen toxikusak. Bar az afrikai harcsdk nagy mennyiségili arzént akkumuldlnak (max. 5 mg/kg), ezen
mennyiség nagy része a nem toxikus AB formédban van jelen. A pontyok esetében a kis mennyiségi
arzénkoncentracié (alt. <0.2 mg/kg), még ha teljes egészében szervetlen formaban is volna jelen,
szintén nem jelent egészségligyi szempontbol kockazatot. A 8. mintavételi helyrdl (kontroll) szdrmazd
pontymintdk esetében a nagyobb mennyiségben felhalmozott arzén (kb. 0.3 mg/kg) csak kis része
talalhaté szervetlen formdban, tobbnyire (a kinyert mennyiség tobb, mint 75%-a) arzenocukrok
formdajaban detektalhato.

A kinyerési hatasfok ismerete hijan azonban a toxikologiai kovetkeztetések nem helytalléak. Fontos
kérdés, hogy vajon a teljes arzénmennyiség milyen aranyat sikeriil speciacids analizissel az egyes
molekulaformékhoz rendelni. Természetesen minden munka soran a 100%-ra toreksziink, de ez sajnos
nem mindig sikeriil. Az afrikai harcsdk esetében a teljesarzén-koncentracid 97-120%-at sikertilt
azonositanom a speciacios analitikai mdodszerrel. (20. tablazat) A magas kinyerési hatasfok feltehetden
a nagy aranyu AB jelenlétével magyardzhat6 (hasonldan a tengeri halakhoz). Tehat elmondhato, hogy a
speciacios analizis komplett képet ad a halak arzénmoédosulatainak eloszlasarol és az adatok
segitségével toxikoldgiai kovetkeztetések levonhatok. Ugyanez nem igaz a pontyok esetében, ahol a
felvett arzén csupan 2-29%-at sikertilt szamszeriisiteni az elvalasztas kovetden. (20. tablazat)

Az édesvizi halak esetében tapasztalt alacsony extrakcios hatasfokrol tobb publikacid is emlitést

tesz, ennek oka azonban még egyenlore ismeretlen. (SLEJKOVEC, 2004)

Fontosnak tartom kiemelni az ,extrakcios hatasfok” fogalom gyakori félreértelmezését. A
publikaciok szinte mindegyikében ,.extrakcids hatasfok™ alatt értik a kromatografias elvalasztast
kovetden detektalt arzénmodosulatok Osszegének aranyat a teljesarzén-koncentracidhoz viszonyitva.

Képlet szerint:

V4

Extrakcios hatasfok (%) (irodalmi) = 100 x
szaraz minta teljes arzénkoncentracidja
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Sajat tapasztalataimbol ismerem, hogy a ,,detektalt modosulatok koncentracidjanak osszege”
nem minden esetben egyezik meg a kinyert (azaz az extraktumban jelen levd) arzénmennyiséggel.

A két érték aranya az oszlopvisszanyerés, mely képlet szerint:

Oszlopvisszanyerés (%) =100 x - —
az extraktum teljes arzénkoncentracidja

Ezek szerint az extrakcios hatasfok helyesen felirva tehat a kovetkezo:

az extraktum teljes arzénkoncentracidja

Extrakcios hatasfok (%) = 100x - - —
szaraz minta teljes arzénkoncentracidja

Az ,az extraktum teljes arzénkoncentraciojat” konnyen, roncsoldsos technikaval, vagy flow-
injection technikaval szamszertsithetjiik. (12. abra)

Munkdm sordan meghatdroztam a kinyerési hatasfokot, amelyhez az extraktum teljes
hogy a pontyok esetében a kinyerési hatdsfok magas, 50-70%. Ez tehat arra enged kovetkeztetni, hogy
a HPLC elvalasztas soran — hiszen ez a rendszer a flow-injection technikahoz képest csak az oszlop
jelenlétében kiilonbozik — némely komponens nem elualdédik az oszloprdl, hanem irreverzibilisen
kotodik az allo fazishoz. Kisérletemben egy alkalommal két oran keresztiil figyeltem az injektalast
kovetd detektorjelet, de hosszu retencids idével elualodo arzénvegyiiletet nem mértem. A kérdés alapos

vizsgélatara és megvalaszolasara jelenleg kisérletsorozatot tervezek.

5.5.5 Kovetkeztetések
Jelen munkéban megallapitottam, hogy
(1) az édesvizi halak képesek a taplalék eredetli AB bioakkumulacidjara,
(il))  az ezaltal felhalmozott arzén tobb, mint 90%-ban nem toxikus AB formajaban
jelent meg az afrikai harcsak izomszovetében,
(iii) a pontyok arzénspecidcids mintazata kevéssé ismert, hiszen csupan a felvett
arzén 2-29%-at sikeriilt azonositani,

(iv)  apontyok arzénfelhalmozasa nem jelentOs,
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v) a pontymintdk esetében tapasztalt alacsony oszlopvisszanyerés tovabbi

vizsgalatokat igényel.
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5.6 ARZENSPECIACIO EDESViZI KORNYEZETBEN II. —- EDESVIZI KAGYLOK

Az édesvizi halak esetében tapasztalt tengeri rokonaiktol nagyban kiilonb6z6é specieszmintazat,
valamint extrakcios tulajdonsaguk alapjan érdemesnek tartottam az édesvizi kdrnyezet arzénspeciacios
vizsgalatainak folytatasat. Ebben a fejezetben azonban nem élelmiszertoxikologiai, hanem sokkal
inkdbb kornyzetkémiai szempontokat helyeztem eldtérbe. A bevezetd 3.13 fejezetében bemutattam,
hogy az édesvizi kagylok hasznalhatok kornyezetmonitorozasi célokra, hiszen bizonyos szennyezok
nagy mértékli akkumulacidjara képesek. Ezen tulajdonsagukndl fogva fontos kiemelni a
taplaléklancban betoltott szerepiiket, mely sordn a szennyezdk viszonylag gyorsan atkeriilhetnek a
magasabb rendli €l6lények szervezetébe, végiil a halakat fogyasztd emberbe. Az édesvizi kagylok
arzénspeciacios vizsgalata a halakéval Osszevetve egyszertibb feladatnak tlint, hiszen irodalmi adatok
alapjan arzénakkumulécios képességiik ppm nagysagrendii (széraz anyagra szamolva). Emiatt még a
halakéhoz hasonld nagyon alacsony extrakcids hatdsfok mellett is marad megbizhatéan
szdmszerlsithetd arzénmennyiség.

Jelen fejezetben a Dunabdl gytjtott kagylokon végzett speciacids analitikai vizsgalataimat mutatom
be. A munkaval poszterdijat nyertem a 2004-ben Miinchenben megrendezett *Third International
Conference in Trace element Speciation in Biomedical, Nutritional and Environmental Sciences’
konferencian. (Poszter cime: Arsenic speciation in freshwater mussels.) A Konferenciat kovetden
vizsgalati eredményeimet a Journal of Environmental Monitoring cimii tudomanyos folyodiratban tettem

ko6zzé€, ahol mint "hot article’ azonnali publicitas dijat nyerte el. (SOEROES, 2005¢)

5.6.1 Mintavétel

A mintakat dr. Csanyi Béla, a VITUKI (Kornyezetvédelmi és Vizgazdalkodasi Kutato Intézet
Kozhasznu Térsasdg) munkatdrsa bocsajtotta rendelkezésemre 2004-ben. A VITUKI Vizmindség-
ellen6rz6 Laboratoriuma egy nemzetk6zi projekt kapcsan 1999-ben gytijtotte a kagylokat a hazai
Dunaig 5 pontjan (22. tdbldzat). A fel nem hasznalt mintdkat 2004-ig mélyhtitdben tartottak. A
mintavétel az 6t legnagyobb aranyban eldfordulé kagyléfajra terjedt ki: ezek az Unio tumidus, Unio
pictorum, Anadonta anatina, Sinanadonta woodiana és Dreissena polymorpha voltak. (22. tablazat) A
kagylokat buvarfelszerelés segitségével 0.2-2 m mélységben kézzel gytijtotték, majd a laboratériumba
szallitast kovetden 24 oran belil a mélyhiitobe keriiltek. 2004-ben a mintadkat a Tanszék
laboratoriumaba szallitottam, felengedtem, az egyes példanyok hosszat kiilon-kiilon megmértem, majd

a puhatestet a héjtol elkiilonitettem, ioncserélt vizzel alaposan atoblitettem. A kagylofajokat, illetve
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mintavételi helyiiket tekintve 11 csoportot alakitottam ki. (22. tdblazat) A mintakat liofilizaltattam,

majd laboratdriumi dérzsmozsarban kézzel poritottam és homogenizaltam.

5.6.2 Mintaeldkészités

A teljesarzén-koncentracido meghatdrozasdhoz az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben részletezett
nedves roncsoldsos technikat alkalmaztam Milestone ultraCLAVE mikrohullamti roncsoloberendezés
segitségével.

Arzénspeciacios elemzéshez a 5.5.2 fejezetben részletezett metanolos extrakcidt alkalmaztam. A
bemérés kb. 200 mg volt, a beparlast kovetden pedig a mintakat 5-5 ml ioncserélt vizben oldottam

vissza.

5.6.3 Anyagok és modszerek

A munka soran az ,,Anyagok és moddszerek” fejezetben felsorolt reagenseket és miiszereket
hasznaltam. A teljes arzén meghatarozasdhoz Agilent 7500c ICP-MS késziiléket, az arzénspeciacidhoz
Hamilton PRP-X-100 anioncseréld és Zorbax 300-SCX kationcseréld oszlopokat hasznaltam a 10.

tablazat szerint.

5.6.4 Eredmények

5.6.4.1 Az édesvizi kagylok teljes arzénkoncentrdcidja

L SV4

Lathato, hogy az értékek 3.8—-12.8 mg As/kg tartomanyba esnek, mely jol 6sszevethetd Koch ez al. altal
vizsgalt Margaritifera sp. (3.1 mg As/kg) és Anadonta sp. (6.7 mg As/kg) kagyloival, annak ellenére,
hogy a szerzé a mintdit arzénnel szennyezett kanadai folyokbol gytijtotte. (KOCH, 2001) A Duna-viz
arzénkoncentracioja jelenleg alacsony (1.1 ng/ml, SCHAEFFER, 2005), és nem valdszinli hogy ot
évvel korabban szignifikansan magasabb lett volna. A ,,Mussel Watch Project” jelentése szerint — mely
keretében az Egyesiilt Allamok kiilonboz6 részérdl gyiijtott tengeri kagylok arzénakkumulaciéjat
vizsgaltdk — a tengeri kagylok 11.1 + 3.4 mg/kg arzént tartalmaznak. (O’CONNOR, 2002) Az adatok
szerint tehat nincs szignifikdns kiilonbség a tengerbdl ¢és az édesvizbdl gytjtott kagylok
arzénfelhalmozasi képessége kozott. Ez a megallapitdas mas édesvizi szervezetek esetében nem allja

meg a helyét (pl. halak, algdk), melyekben néha a tengeri rokonaikhoz képest tobb szazszor kisebb

arzénkoncentracio mérheto.
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5.6.4.2 Az édesvizi kagyldok arzénspecidcios elemzése

A mintdk arzénmodosulatainak vizsgalatara anion- és kationcserés kromatografids modszereket
hasznaltam. Kationcsere segitségével AB, glicerol-oxo-arzenocukor, TMAO, AC, TMAP ¢és TETRA
modosulatok elvélasztidsa és mennyiségi meghatarozasa lehetséges, mint ahogy azt a 10. tablazatban
bemutattam. A Dunaf6ldvaron gytijtott Unio pictorum kationcserés kromatogramjat az 39. é4bra
szemlélteti. Lathato, hogy az eluensfront két keskenyebb és egy szélesebb csucsra kiiloniil, egyetlen
visszatartassal rendelkez6 komponensként a oxo-glicerol-arzenocukrot detektaltam. (Hasonld
kromatogramot kaptam a tobbi minta esetében is, azzal a kiilonbséggel, hogy hdrom esetben 3.1 perc
retencios idonél nyomnyi mennyiségi AB volt kimutathat6.) A rendelkezésemre allo
arzenokomponensekkel standard addiciot végeztem, igy kideriilt, hogy az 6sszes anionos komponens

az eluensfronttal hagyja el az oszlopot.

1200 - eluensfront

1000 | glicerol-oxo-arzenocukor

800 -
600 -
400 | \
200 -

, et

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

intenzitas (beiités)

retencios idé (perc)
39.4abra Dunafoldvaron gytijtott Unio pictorum kationcserés kromatogramja (kromatografias oszlop: Zorbax 300 SCX,

eluens: 20 mM piridin-formiat, pH=2.6)

Anioncserés kromatografia segitségével As(IIl), As(V), DMA, MA, oxo-foszfat-arzenocukor, oxo-
szulfonat-arzenocukor, valamint oxo-szulfat-arzenocukor vegyiiletek elvalasztisa ¢€s szamszeriisitése
lehetséges. (24. abra) A kagyldextraktumokban csupan harom, nevezetesen a DMA, a oxo-foszfat-
arzenocukor €s az As(V) jelenlétét mutattam ki. A 40. dbran egy minta anioncserés kromatogramja

lathato.
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eluensfront foszfat-oxo-cukor
400

350 4 H

300 q
250 4

DMA

200 4

150 | As(V)

intenzitas (beités)

100 -

50

0 5 1 1 20
retencios id6 (perc)

40.abra Dunaf6ldvaron gytijtott Unio pictorum anioncserés kromatogramja (kromatografias oszlop: PRP-X100, eluens:

20 mM H,PO, / HPO,*, pH=5.6)

Lathat6, hogy 18.1 perc retencids idovel egy erdsen visszatartott ismeretlen komponens hagyja el
az oszlopot (a 40. abran kérdojellel jelolve). A komponens retencids viselkedése hasonlésagot mutatott
a nemrégiben, kozremiikodésemmel felfedezett tio-arzenocukor molekuldval, melyet egy tengeri
kagylobol késziilt konzerv levébdl sikeriilt kimutatni (SCHMEISSER, 2004). A feltételezés bizonyitasa
érdekében egy uj kromatografidas mddszert alkalmaztunk, melyet korabban a grazi kutatocsoport a tio-
arzenocukor komponensek meghatarozasara fejlesztett ki. A modszer paramétereit a 21. tablazat
tartalmazza. Az elvalasztds tulajdonképpen a pH-ban kiilonbozik az eddigiekben altalam hasznalt
anioncserés kromatografias rendszertdl. Az ionerdsség beallitasara hasznalt NH4HCO; puffer miikodési
pH-tartomdnya (9<pH>11) mellett azért is elonyos, mert illékonysdga miatt Osszeférhetd a
szerkezetazonositasra alkalmas szerves tomegspektrométerrel. Ezt a modszert alkalmaztam -—
kiegészitésként az eddigiek mellett — a kagyloextraktumok tio-arzenocukor modosulatainak speciacios
vizsgalatara.

21.tablazat A tio-arzénkomponensek azonositasara és szamszertisitésére
alkalmazott kromatografias paraméterek

Kromatografids oszlop Hamilton PRP-X-100

Mozgé fazis 20 mM NH,HCO;

pH 10.3 (25% NHj3-val)

Injektalasi térfogat 20 pl

Aramlési sebesség 1.5 ml/perc
A modszerrel szamszertsithetd As(V), tio-glicerol- arzenocukor, f tio-
arzénmodosulatok foszfat- arzenocukor
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Mint a 41. abran lathato, As(V) mellett két kezdetben ismeretlen csucs jelent meg a kromatogramon
5.1 és 7.9 perces retencids idokkel. A feltételezésiink tovabbi igazoldsa érdekében szintetikus tio-
arzenocukor komponenseket (glicerol-, foszfat-, szulfonat-, szulfat-arzenocukor) allitottunk eld. A
szintézis nagyon egyszerlien Kkivitelezhetd: a megfeleld oxo-cukor oldaton H,S gaz
atbuborékoltatasaval. Ezt kovetden a kagyld extraktumokat a tio-arzenocukor standard oldatokkal
addicionaltam. A standard addicié eredményeképpen egyértelmiien bizonyitdst nyert, hogy a két
komponens a glicerol-, valamint a foszfat-arzenocukrok tio-analdgjai. (41. dbra) A kagylokban az
elézoekben meghatarozott oxo-glicerol-arzenocukor, oxo-foszfat-arzenocukor ¢s DMA modosulatok —
mint az abran is lathatd — nem jol elkiiloniilve a kromatogram elején hagyjak el az oszlopot. A
modszerrel azt is sikeriilt igazolni, hogy a 40. abran lathatd késon elualodo csucs a tio-glicerol-
arzenocukorhoz rendelhetd.

Az arzenocukrok tio-analdgjainak retencids viselkedése szokatlan. Bar az arzenocukrok pK,
értékei nem ismertek, mégis az oxigén (EN= 3.5) és a kén (EN= 2.4) elektronegativitasanak
kiilonbségébol kiindulva feltételezhetd, hogy a tio-arzenocukor molekulak pK, értékei kisebbek az oxo-
analogokétol. Ezek alapjan tehat logikus, hogy a kéntartalmu vegyiilet lugos pH-n kevésbé anionos,
azaz kevésbé kotddik az allé fazishoz, mint az oxo-vegyiilet. Mindezek ellenére a 40. abran lathatd
oxo- és tio-arzenocukor esetében tapasztalt retencids id6 kiillonbség magyarazatahoz ez a logika kevés.
Masfeldl, azt is feltételezem, hogy a kiillonbozd arzenocukor komponensek visszatartdsiban nem
csupan az oxigén/kén protonaltsagi allapota jatszik szerepet — hiszen nézziik meg a 24. abrat (5.1.2
fejezet), izokratikus koriilmények (pH = 5.6) mellett a négy arzenocukor kivaldan elvélaszthatd az

anioncserés oszlopon.
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oxo-glicerol-arzenocukor

1800 | /

1600 1 — 0
1400 -
2 ——— minta + 500 pg As glicerol-tio-arzenocukor
= 1200 -
2
e 1000 - <+— oxo-foszfat-arzenocukor
£ 800 1
N . . . ,
S 6004 tio-glicerol- tio-foszfat-
c arzenocukor arzenocukor

1600 -
1400 -
— 110 tQ
1200 -
1000 1 —— minta + 500 pg As foszfat-tio-arzenocukor

retencios id6 (perc)

41. abra A Dunaf6ldvaron gytijtétt Unio pictorum 21. tablazatban részletezett kromatografids paraméterek mellett

rogzitett kromatogramja. (Kromatografias oszlop: PRP-X100, eluens: 20 mM NH,HCO;, pH=10.3)

Ezek szerint az oldallancnak nagy szerepet tulajdonithatunk a komponensek elicids sorrendjében. Az
arzenocukrok oxo- és tio-analdgjainak oldallanca azonban azonos, ezéltal ez sem magyarazhatja az
ilyen mértékii visszatartasi kiilonbségeket. Marad az a feltételezés, hogy az alléfazis esetlegesen olyan
elemeket/ionokat/vegyiileteket tartalmaz szennyezoként, melyek nagy affinitassal kotik a ként, ezaltal a
kéntartalmu molekula csak lassan képes az allofazis elhagyasara. Ilyen szennyezések lehetnek példaul a
fémek. A kérdés tisztazasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A 22. tablazatban mutatom be a kagylé extraktumokban azonositott és szamszerlsitett

arzénmodosulatokat.
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Fontos megjegyeznem, hogy a detektalt arzénmddosulatok 6sszege csupan 10-22%-a a kagylokban
mért teljes arzén koncentracidnak, ami nagyon alacsony érték. (22. tdblazat) A jovOben tervezem a
teljes anyagmérleg elkészitését, illetve az alacsony azonositdsi hatasfok okainak részletes
feltérképezését. A tablazatbol kideril, hogy a kiilonbdzd helyen gyiijtott és a kiilonbozo fajba tartozod
kagylok specieszmintdzata kozott nincs szamottevd kiillonbség: a mintakban az As(V) mellett hat
szerves arzénvegyiiletet detektaltam (AB, DMA, oxo-glicerol-, és oxo-foszfat-arzenocukor, valamint
tio-glicerol-, és tio-foszfat-arzenocukor). A kagylokban talalt arzénmodosulatok jelenléte harom
szempontbdl tekinthetd érdekesnek.

Elsdként, a foleg AB-t tartalmaz6 tengeri kagylokhoz képest az altalam vizsgalt kagylok AB-t nem
vagy csak nyomokban tartalmaznak (egyik esetben sem nagyobb mennyiségben, mint a modosulatok
Osszegének 4.4%-a). Eredményemmel szemben Slejkovec és munkatarsai Dreissena polymorpha
kagyléban AB dominans jelenlétét tapasztaltadk. (SLEJKOVEC, 1996b) Masfelol, eredményeimmel
Osszhangban Koch et al. szintén csak nyomokban taladlt AB-t Margaritifera fajokban, mig Anadonta
fajokban a mddosulatot nem detektalta. (KOCH, 2001)

A masodik érdekesség, hogy az oxo-glicerol-cukor és az oxo-foszfat-cukor vegyliletek a
legnagyobb mennyiségben azonositott arzénkomponensek. Erre a kisérlet tervezésekor egyaltalan nem
szamitottam. A komponensek egyenként atlagosan 30-30%-at alkottak az oszloprol eludlodo
arzénmodosulatok 0Osszegének. Tengeri kagylok esetében az oxo-arzenocukrok nem jellemzo
komponensek, bar példaul nyomnyi mennyiségben jelen voltak Mytilus edulis kagylokban. (DAGNAC,
1999) Furcsa mddon Larsen et al. arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az oxo-arzenocukrok akar
dominans mddosulatként is eléfordulhatnak tengeri kagylokban, ha azok 3500m mélyen, tengeri
melegvizes forrasok kozelében élnek. (LARSEN, 1997) A mért adataim jol alatdmasztjak Koch et al.
eredményeit, aki szintén oxo-arzenocukor modosulatokat taldlt édesvizi kagyldmintdiban hasonld
aranyban. (KOCH, 2001)

A harmadik érdekes megallapitds a két azonositott tio-arzenocukor molekuldval kapcsolatos.
Ezeket a komponenseket elsoként csupan 2004-ben sikeriilt kimutatni tengeri kagylok extraktumaban.
(SCHMEISSER, 2004, FRICKE, 2004) Jelen kisérletben a kagyldok extraktumdaban talalt tio-
arzénmodosulatok nem elhanyagolhaté mértékben voltak jelen: az oszlopot elhagy6 arzénmennyiség 6-
16%-a tio-glicerol-arzenocukor, 10-22%-a tio-foszfat-arzenocukor. Furcsa, hogy az ilyen
mennyiségben jelen levd modosulatok jelenlétére eddig édesvizi kagylokban még nem derilt fény.
Ennek oka feltételezhetden a komponensek erds kotddése az allo fazishoz — a leggyakrabban hasznalt

kromatografias technikédk mellett. Az irodalomban ismertetett instabilitds talan a masik magyarazat a
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tio-arzenocukrok ,.elrejtdzésének”. Jelen munkaban elsdként jelentjiik ezen mdédosulatok eldéfordulasat
édesvizi eredetli mintdkban.

A modosulatok eredete jelenleg még nem ismert, €s mara mar bebizonyosodott, hogy jelenlétiik
nem kothetd a hosszu tarolasi kortilményekhez (1999-t61 2004-ig), hiszen munkatarsam, Schiffer
Richard ugyanilyen 0Osszetételii moddosulatmintazatot talalt frissen gytjtott dunai kagylokban
(SCHAEFFER, 2005)

Eredményeim szerint tehat a tio-modosulatok eléforduldsat és kornyezeti szerepét mindezidaig
alabecstiltiik. A jovoben 1) mintaelOkészitési valamint kromatografias szemléletre van sziikség a tio-

modosulatok meghatarozasa érdekében.

5.6.4.3 Kornyezeti hatasok

A kagylokban taldlt arzénmodosulatok szerves részei az édesvizi bioldgiai rendszernek. A
taplaléklanc altal a modosulatok atkeriilhetnek magasabb rendi éldlényekbe (végiil az emberbe), az
1d6s kagylok pusztulasa soran pedig az iiledék alkotdrészévé valnak. A kis mennyiségben detektalt AB
egyértelmtien utal arra, hogy az arzén biokémiai korforgdsa édesvizi kornyezetben nagyban eltér a
tengeri kornyezethez képest annak ellenére, hogy a kagylok taplalkozasa a két esetben hasonlo.

Masik fontos kiilonbség, hogy a kagylokban talalhaté arzén csak kis részét (10-22%) sikeriilt az
altalam fejlesztett speciaciés modszerrel meghataroznom, nagyobb részben a modosulatok kémidja
nem ismert. Tengeri kagylok esetében altalaban a modosulatok >90%-a meghatarozasra keriil. Ez azért
is érdekes, mert a kagylomatrix a két esetben hasonld (fehérjetartalom, zsirtartalom). A jelenség oka
egyenlore még tisztazatlan, de feltételezhetden az eltéré biokémiai folyamatokban keresendd. A nem
meghatarozott arzénformak matrixhoz kotddése erdsebb, ezaltal a konvencionalis extrakcids
technikdkkal nem nyerhetdk ki. Az azonban bizonyos, hogy a ki nem nyert arzén nem AB, hiszen ez a
moddosulat vizben jol oldédik és konnyen extrahalhatd. Toxikoldgiai kovetkeztetéseket az alacsony

azonositasi arany miatt nem vonhatok le, ez a jovdbeli feladatok egyike.
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1.

6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Arzénspeciacidés kromatografidas modszereket fejlesztettem arzénmodosulatok —szelektiv
meghatarozasara. A moddszerek segitségével As(IIl), As(V), DMA, MA, oxo-glicerol-, oxo-
foszfat-, oxo-szulfonat-, oxo-szulfat-, tio-glicerol-, tio-foszfat-arzenocukrok, TMAP, AB,
TMAO, AC, TETRA mddosulatok elvalasztasa és szdmszertsitése lehetséges.

Megallapitottam, hogy HPLC-HG-AFS csatolt miiszeregytittes alkalmazéasa esetén NHy-ion
alkalmazasa (NH4H,PO,4 forméban) a mozgo6 fazisban eldnyosebb, mint a Na vagy a K ionoké

(NaH,PO4 és KH,PO, forméaban), mert jobb jel/zaj aranyt biztosit, mint az utdbbiak.

Arzénspeciacids elemzést végeztem 15 dél-alfoldi  katbol gytjtott  ivovizmintakon.
Megallapitottam, hogy minden minta esetében a teljes arzénkoncentracio szignifikdnsan
nagyobbnak bizonyult, mint a jelenlegi magyar hatarérték (10 ng As /ml). Meghataroztam a
vizmintadkban taldlhaté As(II)/As(V) moddosulatok ardnyat, mely hasznos lehet a késobbi
kutatasok szamadra a vizek redoxiallapotanak jellemzésére mint geokémiai indikator, és fontos
adat az eltérd adszorpcids képesség miatt az arzénmentesitési technologidk szdmara.
Bizonyitottam, hogy a specieszek aranyanak megorzése ¢érdekében az analizist a mintavételt
kovetden egy napon beliil el kell végezni, a mintdkat az analizisig sotét helyen, +4 °C kell

tarolni.

. Kimutattam, hogy a Szardinia sziget koriil €s a Velencei 6bdlben gytijtott kagylomintak 7.5-30

mg/kg mennyiségben tartalmaznak arzént, de a felhalmozott mdédosulatok tobb, mint 90%-a
AB, mely nem toxikus arzénvegyiilet. Megallapitottam, hogy a nagyobb mennyiségben felvett
arzén nem jelenti a nagyobb toxicitasi anionos modosulatok felhalmozddasat. Ezzel szemben

nagyobb arzénakkumulacié esetében nagyobb mennyiségii nem toxikus AB-t detektaltam.

Megallapitottam, hogy a vadon ¢él6 Ozldbgomba (Amanita muscaria) arzénspeciacios
vizsgalatdhoz alkalmazott tizféle extrakciés modszer hatadsfoka kozott négy esetben szignifikans
kiilonbség nincs, a célra leginkabb a vizes extrakcids technika — viszonylagos egyszeriisége
miatt — javasolt. Bizonyitottam, hogy a termesztett csiperke (Agaricus bisporus) az arzenattal
dusitott komposztbol képes arzént felvenni, de azt a tovabbiakban atalakitas nélkiil, szervetlen

arzénmodosulat formajaban raktarozza.
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5. Megallapitottam, hogy bar a természetes vizi hazai halastavakban a tengerrel azonos
nagysagrendlii arzénmennyiség detektalhaté (1-2 ng/ml), a tavakban gytjtott pontymintak
teljesarzén-koncentracioja a tengeri halakkal ellentétben két nagysagrenddel kisebb. Speciacids
vizsgalatok soran a halakban <11 pg/kg mennyiségben azonositottam szervetlen, mono- ¢és
dimetilalt arzénmodosulatokat. Bizonyitottam, hogy az afrikai harcsa tenyésztésére hasznalt
hazai termalkutak a dél-alfoldi régioban geokémiai eredetli arzénnel erdsen szennyezettek. A
termalvizekben tenyésztett harcsak nagy koncentracidoban tartalmaztak arzént (25104720
pg/kg), de ezen arzénmennyiség 96%-ban arzenobetain. Kimutattam, hogy a harcsakban talalt

nagy mennyiségli arzenobetain az etetésre hasznalt tapbdl ered.

6. Megallapitottam, hogy a dunai kagylémintak a tengeri kagylokkal azonos mértékben képesek
arzént akkumulalni. Ezen édesvizi mintdk a tengeri kagylokkal ellentétben arzenobetaint nem
vagy csak nagyon kis mennyiségben tartalmaznak, a domindns arzénmodosulatok az
arzenocukrok. Uj, eddig még csak tengeri szervezetekben detektalt tio-arzén — tio-glicerol- és

tio-foszftat-arzenocukor — mdédosulatokat mutattam ki a vizsgalt édesvizi eredetti kagylokban.

7. Bemutattam a mérés mindségbiztositasanak (belsd standard alkalmazéasa, CRM-ek, kiils6-belsd
kalibraciok, anyagmérleg készitése, ’sodrodas’ nyomonkovetése) fontossagat a speciacids
analitika tertiletén. Megallapitottam, hogy a munkdm sordn erre a célra hasznalt technikak

alkalmasak a gyakorlati arzénspeciacié mindségének biztositasara.
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7. OSSZEFOGLALAS

Célkitlizéseimben megfogalmazott tevékenységi teriiletem alapvetéen két részre tagolhatd:
munkam els6 felében arzénspeciacids elvalasztastechnikai modszert fejlesztettem ki a leggyakrabban
vizsgalt mdédosulatok meghatarozasara, masodik felében pedig ezeket a mddszereket alkalmaztam
kornyezeti mintak elemzéséhez.

A mddszerek tobbfélék, hiszen a rendelkezésemre allo technikai lehetségek kore az iddvel
boviilt, ezaltal egyre tobb vegyiilet meghatarozasa valt lehetové. A modosulatok elvalasztasara
ionparképzéses, valamint ioncserés kromatografids rendszereket, detektdlasukra pedig induktivan-
csatolt-plazma tomegspektrométert €s atomfluorescens technikat hasznaltam.

A dél-alfoldi arzénszennyezett kutakbdl gyiijtott ivovizmintak esetében a jelenlegi hatarértéket
szignifikdnsan meghaladé arzénkoncentraciot tapasztaltam, mely dontéen arzenit formaban volt jelen.
Meghatdroztam azt a taroldsi koriilményt is, mely nem befolyasolja szignifikdnsan a mintdkban
eredetileg jelen levod arzenit/arzenat aranyt.

A tengeri kagylok arzénfelhalmozédsa ppm nagysdgrendli, mely mennyiség tobb, mint 90%-a
nem toxikus arzenobetain formdjaban van jelen — fiiggetleniil a felhalmozddas mértékétol. Ezzel
szemben a Dundbdl gytijtott édesvizi kagylok hasonld arzénakkumulacié mellett arzenobetaint csak
nyomokban, nagyobb aranyban arzenocukrokat tartalmaztak. A megallapitas hatterében az édesvizi
kornyezetben lejatszodo eltérd biokémiai folyamatok allhatnak.

Hasonloan, az édesvizi halak specieszmintazata nagyban eltér tengeri rokonaikétol. Bar a
felszini vizek arzénterhelése a tengeréhez nagyon hasonld, a pontyok arzénakkumulécidja messze
alulmarad a tengeri halakéhoz képest. A régioban tenyésztett afrikai harcsdk er0sen arzénszennyezett
termalvizben nevelkednek, ennek ellenére a ppm nagysagrendben felhalmozott arzén nem a vizbdl,
hanem dontden a taplalékbdl ered, mialtal arzenobetain formajaban jelenik meg a mintakban.

Kalapos gombék esetében 0Osszehasonlitottam néhdny gyakran alkalmazott arzén-kinyerési
technikat, mely sordn négy esetben szignifikans kiilonbséget nem taldltam. A mesterségesen arzenattal
szennyezett kozegen nevelt csiperkegomba jelentds mennyiségii arzénakkumuldcidt mutatott, de a
modosulateloszlas ismeretében megallapithatd, hogy a gombak termesztési ciklusa alatt nem ment
végbe jelentds arzénmetabolizacio.

Munkam sordn a specidciés moddszerek mindségének biztositasat korszerti analitikai

technikakkal valdsitottam meg.
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8. SUMMARY

My scientific activity carried out in the frame of PhD studied and includes two main parts: in
the first section of the work separation methods were developed for the determination of the most
popular arsenic molecules, in the second section these methods were applied for environmental
samples.

The methods are diverse, as the available technical possibilities were expanded by time,
together with the expanding number of determinable arsenic compounds. For separation of the species
ion-pairing as well as ion-exchange methods with different detection techniques including inductively
coupled plasma mass spectrometry and atomic fluorescence spectroscopy were used.

In the drinking water samples collected from arsenic-polluted area of Hungary higher arsenic
concentration was measured than the presently valid threshold limit, and arsenic was present
dominantly in the form of arsenite. The optimum samples-storage condition preserving the original
arsenit/arsenate ratio of the samples was also determined.

Marine mussels can accumulate arsenic in the ppm range dominantly in the form of non-toxic
arzenobetaine (AB). The species distribution pattern if these samples is general, irrespectively of the
accumulated arsenic amount. On the other hand the mussels collected from the Danube show very
different speciation distribution: AB was present only in trace, while the arsenosugars were the
dominant species in the samples. The dissimilar biochemical processes present in the freshwater
ecosystem can be the possible explanation to the results.

Likewise, the species distribution measured in the freshwater fish samples is very different
compared to the marine fish. While the arsenic pollution of surface freshwater and the seawater are
similar, arsenic accumulation of the carps is much lower then those in the marine fish. African catfish
collected from fish farms of the southeast region are living in highly arsenic-polluted thermal water and
could accumulate arsenic in ppm level. However, it was proven that the arsenic is originated from the
fishfood — and not from the water — as it is present in the form of AB.

Between the four methods applied for arsenic extraction form mushroom samples no
significantly difference were found. Champignons grown on artificial arsenate polluted medium
accumulated high amount of arsenic, but based on the species distribution no metabolism has occurred
during the growing cycle of the mushroom.

The quality assurance of all the speciation methods was solved by the use of modern analytical

techniques during the work.
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