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1. BEVEZETES

1.1 A speciacios analitika definicidoja és jelentosége

Az elmult egy-két évtized kutatasi tapasztalatainak tanulsdga, s ma mar éltaldnosan elfogadott
tény, hogy az egyes elemek kornyezeti szerepe, hatdsa az ¢lovildgra korantsem egyértelmi, ha
csupan az adott elem 6sszkoncentracioja alapjan vonunk le kdvetkeztetéseket. A nyomelemek
hatdsa a bioldgiai rendszerekre nem csak a szervezetbe jutott elem mennyiségétol fiigg,
hanem annak mindségétdl is. A bioldgiai hatds szempontjabol kulcsfontossagt lehet, hogy az
adott fém milyen oxidacios dllapotban, milyen szerves vagy szervetlen komplexben, milyen
szerves molekulahoz kototten van jelen egy adott rendszerben, mert ez nagymértékben
befolyasolja az elem abszorpcidjanak, eloszlasanak, atalakuldsanak, a biologiai rendszerekre
gyakorolt pozitiv ill. negativ hatdsdnak és kiliriilésének koriilményeit. Az analitikai kémia
azon Uj agat, amely ennek meghatarozasaval foglalkozik, speciacids analitikanak nevezik,
mely napjaink analitikai kémiajanak egyik legdinamikusabban fejlodé aga. Az elmult
évtizedben tobb, mint tizszeresére ndtt az ebben a témaban megjelent kdzlemények szama,

mint azt az 1. abra is mutatja.
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1. abra

A specidcios analitika targyu tudomanyos cikkek szamanak alakuldsa 1990-2000 kozott

A tudomanyteriilet megnovekedett jelentésége a nemzetkézi tudostarsadalmat is arra
0sztondzte, hogy megteremtse az Uj tudomdanyteriilet szokészletét, eldsegitve ezzel a
zavartalanabb informaciocserét. Ennek elsd 1épése az alapfogalmak definialasa volt. A 2000.

évben megjelent [IUPAC kozlemény szerint (TEMPLETON 2000):



,»Az olyan kémiai komponenseket, amelyek izotdp eloszlasukban, szerkezetiikben, oxidacios
allapotukban, toltésiikben, vagy komplexeik ¢és kovalensen kotott vegylileteik
tulajdonsagaiban kiilonboznek, kémiai specieszeknek nevezziik.”
Tovabbi definiciok a fent emlitett [IUPAC allasfoglalés szerint:
1. Kémiai speciesz: Egy elem specialis formaja amelyet izotop eloszlasa, toltés eloszlasa
vagy oxidaciods allapota és/vagy komplex vagy molekularis allapota hataroz meg.
2. Speciacids analitika: Analitikai tevékenység, melynek célja egy vagy tobb kémiai

speciesz mindségi és/vagy mennyiségi meghatarozasa egy adott mintaban.

egy adott rendszerben.

1.2 A speciacios analitika altalam vizsgalt teriiletei, a mintabevitel problémai

A speciacios analitika fent emlitett szertedgazd teriiletei koziil két teriilettel foglalkoztam.
Munkdm els6 részében az elemek eltéréd oxidacios allapotanak ill. szerves molekuldkhoz
kapcsolt formainak meghatarozasara alkalmas modszerek kidolgozasasa volt. Ezen munka
soran kiilonb6zd szelén specieszek, ugymint szeleno-cisztin (SeCys,), szeleno-metionin
(SeMet), szeleno-etionin (SeEt), szelenit (SelV) és szelenat (SeVI) meghatarozasara alkalmas
analitikai eljarasokat fejlesztettem ki. Az analitikai rendszer minden esetben
nagyhatékonysagu folyadék-kromatografia (HPLC) és atomfluoreszcens detektor (AFS)
kapcsolasabol allt, eltéré mintabeviteli technikakat alkalmazva. Munkdm masodik részében
az elemek izotop eloszlasdnak meghatdrozdsdra is alkalmas analitikai moddszerek
kidolgozasadra koncentraltam. Ez esetben induktiv csatoldsu plazma repiilési 1d6
tomegspektrométert (ICP-TOFMS) hasznaltam detektorként.

Az atom- ill. tomegspektrometriai detektalas Achilles-sarka az adott modszer érzékenysége
szempontjabol a mintabevitel. Az dltalanosan hasznalt porlasztok - pl. Meinhard-, Babington-
porlaszté - mintabeviteli hatasfoka ugyanis nem haladja meg a 2-3%-ot. Ez a tény, mivel a
meghatarozandé komponensek koncentracidja altalanosan a pg-ng/g, esetenként a pg/g
tartomanyban mozog, jelentdsen behatarolja az analitikusok mozgésterét, nem ritkdn dusitasi
1épéseket tesz sziikségessé.

A spektrometriai nyomelem analizis egy masik nagy problémdja, hogy hagyomanyos
mintabeviteli technikdt alkalmazva (folyadék halmazallapotit mintabol pneumatikus
porlasztassal) a meghatdrozandd komponenssel egyiitt a mintamatrix zavar6 komponensei is

bekertilnek a detektorba, zavarva ezzel az elemzendd alkotdo meghatdrozasat.



1.3 Célkitiizés
A fenti problémaval szembesiilve probaltam meg doktori munkdm sordn olyan mintabeviteli

eljarasokat kidolgozni, amelyek mind az alkalmazott elvalasztas-technika, mind a detektalas

altal tdmasztott kovetelményeknek megfelelnek, és mintabeviteli hatasfokuk joval meghaladja

a konvenciondlisan hasznalt porlasztokét, valamint szelektivek a meghatdrozand¢ alkotora,

igy javitva az alkalmazott detektorok kimutatasi hatarat.

A mintabeviteli mddszerekkel szemben az alabbi elvarasokat tamasztottam:

A modszer nagy hatékonysdggal juttassa a mintat a detektorba, javitva ezzel az
analitikai eljaras kimutatasi hatarat, és érzékenységét.

Lehetdség szerint a mintabevitel szelektiv legyen, a mérendé komponens(ek) ezaltal
elvalaszthato(ak) legyen(ek) a minta matrixatol, kikiiszobolve az esetleges zavard
hatasokat.

Egyszertien kapcsolhatd legyen valamely elvalasztas-technikai médszerhez, ily médon
specidcios analitikai feladatokra hasznélhat6 legyen.

A kialakitott rendszer rendelkezzen valddi mintadk speciacids analiziséhez sziikséges
analitikai jellemzoékkel (kimutatasi hatar, linearités, ismételhetdség stb.)

Alkalmas legyen tobb komponens egyidejii elemzésére, ezzel csokkentve a

meghatdrozas koltségét, iddigényét, ndvelve az elemzés altal szolgéltatott informaciot.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

A specidcios analitika irodalmanak attekintésekor a fentebb mar hivatkozott TUPAC
kozlemény (TEMPLETON 2000) tematikajat kovetem. Az altalam is vizsgalt speciacios
modszerek — tehat az elemek oxidécios allapota, szerves molekuldkhoz kapcsolt formai és
izotdp eloszlasa meghatdrozdsanak — irodalmat részletesebben targyalom, mint az egyéb

modszereket.

2.1 Szervetlen komponensek és komplexek

Egy elem szervetlen komponenseinek eloszldsa egy rendszerben az adott forma toltésétol,
oldhatosagatol, diffuzios egyiitthatojatol fiigg. Ezek a tulajdonsagok szabjdk meg a speciesz
felvehetdségét, részvételét a transzport folyamatokban.

A szervetlen speciacios analitika jelentdségét a Ni specidcio példaja jol mutatja. A nikkel-
klorid, nikkel-szulfat sok vizoldhatok, és kis toxicitasuak, mig a nikkel-oxidok és -szufidok
vizben oldhatatlanok, de szerves ligandumokként felvehetdk a szervezet szamara. A trinikkel-
diszulfidot pl. az allati szervezet szdmara lehetséges rakkeltd vegyiiletként tartjadk szamon.
Szamos publikacio foglalkozik NisS,, NiO, NiSO4, NiCl,, NiCO; meghatarozasaval (IARC
1990, HERTEL 1991), ill. a Ni specieszek topokémiai, morfoldgiai leirdsaval (ORTNERH
1998, BUFFLE 1993).

Norvégiaban figyelték meg kutatok, hogy kétféle viz, egy savas, amely instabil monomer
aluminiumot tartalmazott és egy bazikus keveredésekor a keveredési zonaban a kialakuld
polimer aluminium- hidroxo komplexek miatt a viz a halakra igen toxikus volt
(ROSSELAND 1992, VERBOST 1995).

fémionok kozvetlen meghatidrozasahoz optikai vagy magneses spektroszkdpiat haszndlnak,
bar az esetek nagy részében a hidrolizis termékek bonyolultsiga nem teszi lehetdvé az
egyszeri meghatarozast. Ilyenkor altalanosan hasznalt modszer a pH potenciometrikus

meghatarozasa, ¢s az 1. egyenlet alapjan a termékek sztochiometridjanak megallapitasa.

XM + yH,0 <> M(OH),""" + yH" (1.)
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A polimer komplexek meghatarozasara még kiilonbozo kiegészitd mddszerek alkalmazhatok,

ugymint oldhatosag mérés, ultracentrifugélas, fényszorodas vizsgalat (KRIEGER 1986).

2.2 Fém-organikus komplexek

A komplexképzddési reakciok sordan a szerves ligandumokkal képezett koordinacids
komplexek eltérd termodinamikai stabilitassal rendelkeznek, amely meghatirozza
reaktivitdsukat. Egy speciesz komplexbeli eloszlasa tobb paraméter, pl. a koncentracid, pH,
ionerdsség fliggvénye (RINGBOM 1963).

Amig egyes komplexek instabilak az analizis sordn, addig szamos szerves-fém kelat-komplex
(pl. ferroxiamin) valtozatos koriilmények kozott is stabil. A szerves komplexképzddési
adatokat altalaban kétdimenzids abran abrazoljak. A rendszer pH-jat altalaban savval vagy
bazissal torténd titralas mellett potenciometrikusan mérik, a vizsgalatot kiilonb6zd fém és
szerves ligandum aranyokkal végzik el, igy allapitjadk meg a rendszer stabilitasi allandgjat. Ily
modon abrazolhatova valik a speciesz eloszlas a pH ¢és az Osszetétel fiiggvényében. Ezzel a
modszerrel a speciesz eloszlas megallapithatd a fémkomponens elvalasztasa nélkiil pusztan a
pH, az adott fém Osszkoncentracidja ¢és a ligandum Osszetétel ismeretében. A
potenciometrikus titraldst igen elterjedten haszndljak az elemzenddé fém-komplex stabilitasi

allanddjanak kiméréséhez (MARTELL 1992).

rrrrr

A speciacid ezen teriilete foglalkozik a legnagyobb szerkezeti specieszek meghatarozasaval.
Az esetek tobbségében fehérjékhez kapcsoldédd nyomelemek meghatirozasa a cél pl. Cd
metallothioneinben, vas hemoglobinban (POLEC 2000, STUHNE-SEKALEC 1992).

A makromolekularis speciaciohoz csakigy, mint a késébb ismertetésre keriilé fémorganikus
amely valamely elvalasztas-technika, altaldban nagy hatékonysdgu folyadék-kromatografia
(HPLC), gazkromatografia (GC), kapillaris elektroforézis (CE) és elemspecifikus detektalas
(jellemzéen AAS, AFS, ICP-OES, ICP-MS) kapcsoldsaként jon létre. Az alkalmazott
modszereket a 2. abra részletesen mutatja.

A biolodgiai rendszerekben jelenlévd makromolekuldk soksziniisége miatt egy elvalasztasi
technika alkalmazésa a specidcid ezen teriiletén altaldban nem ad kielégité eredményt, az
egyes specieszek nem kiilonithetok el egymastol kelléképpen. Ezért eldzetes méret szerinti
elkiilonitést szoktak alkalmazni, jellemzden méretkizarasos kromatografiat, amellyel a 100

kDa feletti molekulatomegli biomolekuldk elvalasztdsa megoldhato. Ezutdn az egyes
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frakciokat a 2. abran lathato elvalasztas-technikdk valamelyikével, altalaban anion-,
kationcserével, forditott fazisu kromatografidval (RP-HPLC) vagy kapillaris zona
elektroforézissel elemzik (CZE) tovabb. Ilyen eljarast alkalmaztak tobbek kozott
metalloproteinekhez kotott fémek vizsgalatdra agyban (PRANGE 2001), patkany szdvetben
(POLEC 2002), szelén speciaciora anyatejben (MICHALKE 1997), élesztében (McSHEEY
2001), valamint arzén specidciora algdkban (McSHEEY 2000).

atomspektrometria
atomfluoreszcens spektrometria
atomabszorpcids spektrometria

elektrokromatografia atomemisszios spektrometria

micellaris-elektrokinetikus

kromatogréfia induktiv csatolasu
kapillaris zona elektroforézis plazma
tomegspektrometria
quadrupol ICP-MS

repiilési id6 ICP-MS

kettds fokuszalasa ICP-MS
Multikollektor ICP-MS

kapillaris elektroforézis

nagy hatékonysagu
folyadék
kromatografia

forditott fazisa
kromatografia

kation csere
anion csere

méretkizaras

. ESI-MS
elektroforézis CID-MS
SDS-PAGE Q-MS
izoelektromos -TOF-MS
fokuszalas MALDI-MS ?T—Ms

FT-IC rezonancia
2. abra

Kapcsolt rendszerek felépitésére leggyakrabban alkalmazott analitikai technikak

Mivel biolégiai rendszerekben a nyomelemek koncentracidja nem ritkdn a ng/g tartomany
alsé részében talalhato, a nagy érzékenységli ICP-MS technika a legelterjedtebben hasznalt
egyszerli kapcsolhatosdga miatt altaldban HPLC vagy CE elvalasztassal kombindltan
hasznaljak (MICHALKE 1999a).

az egyes specieszek azonositdsa lehetdvé valna. Ezért specidlisan ezen a teriileten

szerkezetvizsgélatra alkalmas detektorokat is alkalmaznak (pl. ESI-MS, MALDI-MS). A
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szerkezet analizishez tovabbi kémiai eljarasokra lehet sziikség, pl. elvalasztas utani savkezelés
(post-column acidification) a bioligandumok disszociadlasara, vagy enzimes bontds az MS
vizsgalat elott.

Az aldbbiakban egy tobbdimenzids eljarast ismertetek, amelyet ¢élesztd extraktum

......

------

lekiizdésének lehetdségeit (McSHEEY 2002a, 2002b).
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3. abra

Makromulekulakhoz kapcsolodo szelén specieszek meghatérozésa szerves €s szervetlen

tomegspektrometriai modszerek alkalmazasdval (McSHEEY nyoman)
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Az eljaras els6 1épése a méretkizarasos kromatografia, amely 3-6 frakciora kiiloniti méret
szerint az élesztd extraktumot (3a. abra). A detektalas ezen elvalasztdsi 1épésnél ICP-MS.
Mindegyik frakciot anion cserés kromatografiaval elemzik (3b. dbra) majd, mivel a kationok
¢és toltés nélkiili komponensek a holttérfogatban elualédnak, kationcserés HPLC elvalasztas
kovetkezik. Az igy kapott frakciokat ESI-MS technikaval elemzik quadrupdl (3c. abra) és
repiilési 1d6 (time of flight, TOF) (3d. abra) tdmeganalizatorral. Ez a bonyolult szeparacios
eljaras nem csak az egyes specieszek elkiilonitése miatt sziikséges, hanem az ESI-MS
vizsgalatnal zavar6 matrix komponensek eltavolitasa végett is.

A szelén jellemz6 izotdp eloszlasa lehetdvé teszi az egyes szelén specieszek felismerését a
szerves tomegspektrumon. Bar a quadrup6l tomeganalizétor érzékenysége gyakran nem teszi
lehetdvé a specieszek detektalasat, és a meghatarozott komponensek esetében sem mindig
kielégitd az analizis megbizhatosadga. Ezért ajanlott az ESI-TOFMS alkalmazasa, mely
technika érzékenysége ¢és felbontasa is meghaladja a quadrupdl MS-ét, igy a szelén specieszek
meghatarozasa joval nagyobb biztonsaggal végezhetd el. Az igy kapott eredmények alapjan
felallithatd egy hipotézis az ismeretlen szelén speciesz szerkezetérdl. A feltételezés
alatdmasztasara tandem tomegspektrométer vizsgalat hasznalhato, amelyben a CID (colloison
induced dissociation) technikéaval eléallitott, protonalédott molekulaionokat vizsgaljak. A
molekulaionok fragmentaldédasa soran a két legnagyobb intenzitast szelén izotdp ardnya nem
valtozik ("*Se, *Se). Ez megkénnyiti a CID tomegspektrum kiértékelésekor a szelént
tartalmazé €s nem tartalmazd cstcsok megkiilonboztetését. Az elsd esetben ugyanis a két
tomegspektrum kozott két tomegegységnyi eltérés van, mig a masodik esetben az egymas
utan kapcsolt tomegspektrométerek spektrumai megegyeznek. A 3e. abran egy Ujonnan
felfedezett szelenovegyiilet CID spektruma lathatd, melynek ’Se izotopot tartalmazé
molekulatdomege 362, 0289 ¢és szerkezeti képletét a 3f. dbra mutatja.

akad példa, ez esetben szilard mintabeviteli technikdk, Iézer vagy elektrotermikus
elparologtatas (LA vagy ETV) segitségével valositjdk meg a kapcsolast, a detektalas itt is
ICP-MS (MARSHALL. 2002, CHERY 2002). Ez esetben a gél elektroforézisnek, mint a
protein-vizsgalatok  egyik legelterjedtebb elvalasztas-technikajanak, azt a lehetdségét
hasznaljak ki, hogy igen nagy szelektivitasi elvalasztasra nyilik mod a két dimenzids
elektroforézis alkalmazasaval. A modszer hatranya a mennyiségi meghatarozas nehézkessége,
melyre McLEOD kutatocsoportjaban kidolgozott mddszer nyujthat megoldast (NEILSEN
1998). Eszerint az elemzendd fémet ismert mennyiségben egyenletesen eloszlatjadk az

elektroforézis gélben, ily mdédon a gélt egyben kiilso kalibracios standardként is hasznaljak.
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A speciacios analitika fent ismertetett teriiletének fejlédése az egyes specieszek bioszintézis
folyamatainak feltarasa iranyaba mutat. Ezen kutatdsok egyik legfontosabb aga a
hiperakkumulativ névények stresszhelyzetekben torténd reagalasanak pl. metallothioneinek,
fitokelatinok szintézis folyamatainak megértése. A speciacios analitika és molekularis
biologia szoros egylittmiikodésével az egyes specieszek bioszintéziséért felelds gén
definidlhaté a novényben, és klonozassal egyszeriibb szervezetbe (pl. baktériumba vagy
¢lesztdbe) transzportalhatd. A speciacids analitikai technikakkal ellendrizhetd, hogy az adott
genetikailag modositott szervezet stresszhatdsnak kitéve ugyanazt a specieszt termeli-e, mint a
kiindulasi novény. Ilyen technikdkkal a biologiai lebontéasi folyamatok egyszerisithetoek,

ami nem elhanyagolhaté kornyezetvédelmi jelentdséggel bir (SZPUNAR 2002).

2.4 Speciacio oxidacios allapot szerint illetve kismolekulaja fémorganikus vegyiiletekben

A speciacio ezen két valfajat egy alfejezeten beliil targyalom, melynek tobb oka van. Egyrészt
a két speciacios iranyvonal miszerezettsége szinte teljesen megegyezik. Masrészt a speciacios
vizsgalatok érdeklddésének kozéppontjaban all6 nyomelemek nagy részénél a két vizsgalati
modszer nem valaszthatd szét egymadstol, mint ezt az aldbbiakban is latni fogjuk, sokszor
ténylegesen egy vizsgalaton beliill hatirozzdk meg az eltéré oxidacios allapota ill.
kismolekulaju szerves vegyiiletekhez kotott specieszeket. Harmadrészt doktori munkdm egy
jelentds része e két technikara egyiitt koncentralt, ezért célszerlinek tartom ezen technikak
irodalmat is egylitt targyalni.

A teriilet altalanosan hasznalt miiszerei kereskedelmi forgalomban egyelére nem kaphatok, a
kutatolaborokban felépitett, fentebb mar emlitett un. kapcsolt rendszerek, amelyek altalaban
HPLC, GC vagy CE és egy szelektiv detektalas, jellemzéen AAS, AFS, ICP-OES, ICP-MS
kapcsolasaként jonnek létre. Az altalanosan alkalmazott analitikai modszerek attekintését, €s a

lehetséges kapcsoldsokat a 2. abra mutatja.

2.4.1 Illékony specieszek elvdlasztidsa gazkromatografiaval

Az alkalmazott elvalasztdsi modszert a mérendd6 komponensek toltése, polaritasa,
héstabilitasa, illékonysaga hatarozza meg. HOstabil, konnyen ill6 specieszek elvalasztasara
jellemzden GC technikat hasznalnak atomemisszios ill. ICP-MS detektorral kombindlva. A
GC-ICP-MS csatolas viszonylag konnyen megvalosithato, egyik sarkalatos kérdése azonban a
kicsapodas megakadalyozasa az interfészben, ami a GC-ben haszndlatos magas hdmérséklet

¢s az ICP torch bevezetd szakaszdnak alacsony homérséklete miatt kovetkezhet be. Ezt a
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problémat flithetd interfésszel ill. a make-up gaz eldzetes felmelegitésével szoktak athidalni,

mint azt a 4. abra is mutatja (LEENAERS 2002, ABALOS 1997).

ICP torch

AN A p— Gizkromatograf T ,

Y B [ —
e S s 1 S— |
/—“‘é%\‘ é_g-:if-—-:::':'_ L‘

o 4 Oood

gogg

Futott kapesolo | EEEE
=

clem Fiit6tt make-up gz

-

Kapillaris oszlop

4. abra

ICP-MS kapcsolasa gazkromatograthoz (LEENAERS nyoman)

A gazkromatografia speciacios analitikai alkalmazasai koziil leggyakoribb a kiilonbozo
szerves On- (dibutil-on DBT, tributil-on TBT, difenil-6n DPT) és higany (metil-higany MeHg,
dimetil-higany Me,Hg) specieszek meghatdrozasa. Még a nagy illékonysagl o6n specieszek
meghatdrozasahoz is bonyolult extrakciora és derivatizacids eljarasokra van sziikség. Godoi
¢s munkatarsai (2002) altal leirt modszert 6n speciaciora alkalmaztak tengeri iiledék mintabol.
A mintat el6szor toluol és ecetsav elegyével extrahaljak, majd az extrakcios hatasfok novelése
érdekében ammonium-pirrolidin-ditiokarbamatot adnak hozza. Ezutan egy éjszakan at, 120
°C-on allni hagyjak a derivatizacids reagenssel, ami pentil-magnézium-bromid. A mérést csak
masnap lehet elvégezni. Ez a példa is mutatja, hogy bar a GC technika egyszeriien
kapcsolhatd spektrometriai detektorokhoz, gazkromatografia esetén a speciacid elvégzése

igen komplikalt, idéigényes mérés.

2.4.2 Derivatizacios és nagy hatékonysagu mintabeviteli médszerek nem illékony specieszek
elvalasztasara gazkromatografiaval

Nem illékony specieszek is meghatarozhatok gazkromatografidval, ebben az esetben az

elvalasztas eldtt, olyan derivatizdcios lépésre van sziikség, amely illékonya teszi a

.....

lehet a hidridképzés, amely sordn a nem illékony arzenatbol (AsV), arzenitbdl (AslII), és

metilezett arzén specieszekbdl GC-vel elemezhetd arzén-hidridek, ill. arzén-kloridok
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keletkeznek (MESTER 2001). A modszert ,,purge and trap” technikaval (PT), illetve alacsony
homérsekletii gazkromatografiaval (LT-GC) kombindlva sikeresen alkalmaztik talaj és
szennyviziszap légterében elvégzett arzén speciaciora (WICKENHEISER 1998, PROHASKA
1999).

A hidridfejlesztés 0nmagaban is nagy hatékonysagii mintabeviteli mddszer, de dusitasi
Iépéssel kombindlva a modszer érzékenysége még tovabb javithato. Ilyen dusitast tesz
lehetévé a szilard fazisi mikroextrakcid (SPME), melyet GC-vel kombindlva Mester ¢és

munkatarsai (2000) alkalmaztak arzén specidciora vizeletben.

Method 1
Esterification step: 3: Acylation step: ] ?
CHCHCH, v g Sy CF,COCCE é’ i
H,NEHCOZH ((SE] [ enda HNCHUOCH{CH, ), (,E, g CE,CNHCHOOCH(CH,),

. H, -
‘]'Hl Propan-2-olacetylchloride (8:2) L. Trifluoroacetic acid anhydride Ha
&, > o = o,

¥ & ]
CH, H, CH,

w-trifluoroacety| isopropyl
ester derivanive

Selenomethionine

Method 2
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H; »- []7";
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5. abra

Nem illékony szelén specieszek derivatizacidja GC méréshez

Peldez és munkatérsai (2000) szeleno-metionin meghatarozasara két derivatizacios eljarast is
kifejlesztettek. Az egyik moddszer két 1épésben, egy észterezési és egy acilezési reakcion
keresztiil N-trifluoracetil-izopropilészter szarmazékot 4allit eld, amely diklor-metanba
extrahdlva GC-vel elemezhetd. A masik modszer egy lépésben etil-kloroform reagenssel,
piridin és etanol jelenlétében N-etoxikarbonil-etilésztert allit eld szeleno-metioninbol (5.
abra).

A modszerrel szelén tartalmi élelmi kiegészitok vizsgalatat is elvégezték, kielégitd
eredményeket kapva mind érzékenység, mind megbizhatosag tekintetében.

A gézkromatografids technikdk érzékenysége, szelektivitdsa alkalmassd teszi az eljarast
speciacids analizisre, de a sokszor igen bonyolult minta-el6készités, €s derivatizacidé a

modszer komoly hatranyat jelenti.
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2.4.3 Elektroforetikus modszerek a speciacids analitikiban

Gazkromatograffal el nem valaszthatd specieszek esetén leggyakrabban elektroforetikus
elvalasztas ill. HPLC hasznalatos. Speciacios analitikaban az elektroforetikus elvalasztasok
koziil kapillaris elektroforézist, kapillaris zona elektroforézist ill. izoelektromos fokuszalast
hasznalnak (PRANGE 1999, POLEC 2001, MICHALKE 1998). A kapillaris elektroforézis
technikdk elénye, hogy kis mintaigénylieck ¢s komplex matrixok is csak kis mértékben
zavarjak az elvalasztast (WESTERGAARD 1998).

A CE csatolasa ICP-MS detektorhoz igen bonyolult feladat, hiszen nem csak két egymastol
nagysagrendekkel eltérd aramldsi sebességet igényld analitikai technikat kell egymashoz
illeszteni, hanem a csatold elemnek biztositani kell a fesziiltségkiilonbséget az elvalasztas
folyaman. Tobb kutatocsoport is foglalkozott a probléma megoldasaval, szamos egymastol
csak részleteiben eltérd interfészt kifejlesztve. A 6. abran egy Costa-Fernandez ¢és
munkatarsai (2000) altal fejlesztett csatold elemet latni, mely f6bb megoldasaiban jellemz6 a

masok altal publikalt interfészekre.
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Folyadék T
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6.abra

CE-ICP-MS interfész sematikus felépitése (COSTA-FERNANDEZ nyoméan)

A csatolashoz egy altalanosan alkalmazott Meinhard porlasztot haszndltak, melyet egy T-
csatlakozoval kapcsoltak a CE rendszer kapillarisahoz. Az elektromos aram folyamatossagat
az elvalasztas soran és a CE-ICP-MS interfészben a T-csatlakozon keresztiil bevezetett platina
szal biztositja. A Meinhard porlaszté ml/perc nagysagrendli folyadékaramot igényel, mig a
kapillaris elektroforézis elvdlasztasra nl/perc térfogataram jellemzd. Ezért sziikséges tn

,make-up” folyadékaram alkalmazasa, amely athidalja a két rendszer kozti folyadékaram
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eltérést, €s a Meinhard porlaszto6 altal kivanatos mennyiségre ndveli az aramlasi sebességet. A
kapcsolo elem legfontosabb paraméterei, melyeket minden esetben optimalni kell: a make-up
folyadék aramlasi sebessége, a kapillaris helyzete a porlasztoban, a porlaszté gazaram. A fent
ismertetett Meinhard tipusu porlaszton kiviil kis térfogataram igényli porlasztokat is
hasznalnak, mivel ez esetben a minta kisebb mértékben higul az alacsonyabb make-up dram
miatt. Ilyen példaul a kozvetlen befecskendezésli nagy hatékonysagu porlasztd6 (DIHEN)
(BENDAHL 2001) ill. mikrokoncentrikus porlaszté (MCN) (SCHAUMLOFFEL 1999).

A CE technikdkat leginkabb ICP-MS detektorokkal hasznéljak. Az igy fejlesztett
(VAN HOLDERBEKE 1998, SEMENOVA 1995, STEWART 2000, LUSTIG 1998).

A matrixok széles spektrumat atfogd vizsgdlatokat talalhatunk az irodalomban kezdve az
ivoviztdl, a geotermikus vizeken keresztiil, az anyatejen at, a baktérium szuszpenziokig
bezarolag (CASIOT 1998, POTIN-GAUTIER 1996, MICHALKE 1995, WALKER 1996).
Bar, mint a fentiekbdl is latszik, a CE technika ICP-MS-sel kombinalva elterjedten
hasznélatos speciacios feladatokra, és kétségkiviil sok elénye van az alkalmazésanak, mint
példaul az igen kis mintaigény vagy a gyors elvalasztas, a technika egyik legnagyobb
hatranyat éppen az alacsony folyadék-térfogataram jelenti. Az Osszes eddig kifejlesztett
csatold elemnél sziikség van make-up folyadékdramra, és igy a minta igen nagy mértékben
felhigul, ami a modszer érzékenységét jelentdsen rontja. Ezért nem lehet teljes mértékben

kihasznalni az ICP-MS detektor egyébként nagyszeri kimutatasi hatarat, ami valodi mintak

------

1999b).

2.4.4 Elvalasztas folyadék-kromatografidval, ICP-MS detektéaldssal
Kevésbé illékony specieszek elvalasztasdhoz és meghatarozasdhoz a CE modszer mellett a

HPLC technika a masik elterjedt elvalasztas-technika, melynél a csatolds nem jar annyi
gonddal, mint a fent targyalt esetben, mivel a HPLC-nél alkalmazott d&ramlasi sebesség azonos
nagysagrendbe esik, mint az atomspektrometridban szokasosan hasznalt porlasztoké.
Leggyakrabban Meinhard- vagy szogporlasztokkal valositjdk meg a csatolast az
elvalasztastechnika és az ICP-MS kozott (TERASAHDE 1996, DAY 2002,
LONDESBOROUGH 1999).

Mivel az 4ltalanosan hasznalt porlasztok mintabeviteli hatasfoka 1-2% koriili, szamos kisérlet
tortént nagy hatékonysagi porlasztok speciicids analitikdban torténd alkalmazaséra, igy
javitando a kapcsolt rendszerek kimutatdsi hatdrat. HYMER C.B. és munkatarsai (1998)

harom porlasztét hasonlitottak Ossze monometil- és dimetil-arzénes sav, arzenobetén ¢és
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arzenokolin speciacios elemzésében, HPLC elvélasztassal és ICP-MS detektalassal. A harom
porlasztot: a nagy hatékonysagti Meinhard porlasztdt (Meinhard high-efficiency nebulizer,
HEN), koncentrikus porlasztot, és oszcillacids kapillaris porlasztot (oscillating capillary
nebulizer, OCN) elvalasztas-technikai és detektalasi jellemzok alapjan hasonlitottak Ossze.
Mig a csticsszimmetria és elméleti tanyérszam szempontjabol nem mutatkozott kiilonbség az
egyes porlasztok kozott, addig a legnagyobb bizonytalansaga a HEN-nek volt (10 % koriili)
ezt kovette az OCN (~8%) majd a koncentrikus porlaszté (~4%). A kimutatisi hatdrok
esetében az OCN két nagysagrenddel rosszabb értéket ért el (160-360 ng/ml), mint a masik
két, a vizsgalatban hasznalt porlaszto.

porlasztasi moédszereket, ugymint Meinhard porlasztot, nagynyomasu porlasztot (HHPN) és
mikrokoncentrikus porlasztot (MCN), és eltérd elvalasztasi eljarasokat (ioncsere és ionpar
kromatografia). A porlasztékat kimutatdsi hatar és érzékenység tekintetében hasonlitottak
Ossze. A legnagyobb érzékenységgel a mikrokoncentrikus porlasztod rendelkezett, de a legjobb
kimutatasi hatart a HHPN mutatta (38-90 pg/ml, **Se izotop esetén) amit az MCN nagyobb
hattér értékével lehet magyarazni. A szoras egyik porlasztod esetén sem haladta meg az 5%-ot
(MARCHANTE-GAYON 2000).

Elvalasztas-technikai szempontbdl a két leggyakrabban hasznalt modszer az ioncsere €s a
forditott fazisti ionpar kromatografia, mint az a kovetkezd példakban is lathat6. Mindkét
esetben eldnyben részesitik az analitikusok az illékony puffereket, igy cs6kkentve az ICP-MS
mintavevd koénuszain lerakodd szennyezddés mértékét, amely jelentds hattér ndvekedést

okozhat.

2.4.5 Néhany példa HPLC-ICP-MS alkalmazisara
A HPLC moédszereket ICP-MS detektalassal porlasztasos mintabevitellel elterjedten

alkalmazzak speciacios analizisben gyakorlatilag minden mintafajtanal. A kdvetkezdkben
né¢hany toxikologiai, kornyezetvédelmi vagy gyogyaszati szempontbol fontos nyomelem
A krom toxikologiai és kornyezetvédelmi szempontbdl is igen fontos, hiszen Crlll formaban
esszencialis a glik6z metabolizmusban, mig a CrVI karcinogén és genotoxikus
tulajdonsagokat mutat. A legnagyobb krom kibocsaté az acélipar, mivel a kromot a
rozsdamentes acélgyartashoz 6tvoz0 anyagként hasznaljdk (ABOUL DAHAB 1997, EISLER
1986). Szamos publikacio jelent meg a krom speciacido terén jellemzden vizmintak
elemzésérdl, ioncserés elvalasztast alkalmazva ICP-AES vagy ICP-MS detektalassal

(PANTSAR 1996, SAVERWYNS 1999, POSTA 1996, FODOR 1995).
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Biologiai mintdk speciaciojandl egyik legintenzivebben kutatott nyomelem a platina.
Napjainkban a platina alapu gyogyszerek (pl. ciszplatin tartalmu készitmények) igen
elterjedten hasznalatosak kiillonb6z6 szervek, Ugy mint tid6, here, petefészek
kornyezetben is jelentésen megnott ezen vegyiiletek mennyisége, jellemzéen a korhazak
szennyvizében, ugyanis a kezelt betegek a kapott platina komplexek 50-70 %-at a vizelettel
kitiritik. Az aktiv komponensek ¢és metabolitjaik, melyek tobbnyire hidrolizalt forméban
vannak jelen, atjuthatnak a szennyviztisztit6 berendezéseken és felhalmozodhatnak
novényekben ¢és a talajvizben is. Platina specidciéra ion-par kromatografia ICP-MS
detektalassal a legelterjedtebb mdodszer (HANN 2001, BAREFOOT 2001, HEUDI 1998).
Kornyezetvédelmi és taplalkozas tudomanyi szempontbol a két ,.legnépszeriibb” mikroelem
az arzén és a szelén. Mindkett6rél elmondhatd, hogy szervetlen formai joval toxikusabbak,
mint metilezett vagy szerves kotésben megtalalhatdo specieszei. Mindkét nyomelem
arzén ¢€s szelén specieszek taldlhatok, ilyenkor ioncserés kromatografia a leggyakrabban
hasznalt elvalasztas-technika (DAY 2002, ALFTHAN 1995). Elelmiszerekben, vizeletben
mar nem csak szervetlen specieszek talalhatok, ezért ezen mintak analizisénél mar a forditott
fazisi ¢és ionpar kromatografia is fontos szerepet jatszik, hiszen a metilezett vagy
aminosavakhoz kapcsolodo specieszek e modszerekkel jobban elvalaszthatdak (KOTREBAI
1999, TUKAI 2002).

2.4.6 Hidridfejlesztés a specidcids analitikdban

Napjainkban a szelén és arzén speciacid egy jelentds részénél nem ICP-MS detektorokat
hasznalnak, hanem a kutatok megprobalnak egyszertibb detektorokkal, nagy hatékonysagu
mintabeviteli modszerek alkalmazéasaval valodi mintdk elemzésére is megfeleld rendszereket
¢épiteni. Ennek tobb mozgat6 rugdja van: Egyrészt az ICP-MS meglehetésen nagy bekeriilési
koltségli miiszer, ezenkiviil az iizemben tartds és a rendszeres karbantartds is jelentds
kiadassal jar. Sok laboratorium nincs abban a helyzetben, hogy ezeket a koltségeket vallalni
tudja. Raadasul az ICP-MS technika alkalmazasaval szamos 0j zavard hatas 1éphet fel, melyek
més technikat nem terhelnek, pl. dimer ionok (”ArCl"), plazmat alkoté gazok ionjai
(PAr’®Ar"), matrix ionok (*°ArO") altal okozott interferencidk (EVANS 1993). Ezért ezen
modszerfejlesztéseknél a kutaté laborok legnagyobb szamban AAS ¢és AFS detektalast
hasznélnak, jellemzden hidrid fejlesztéssel kombinélva.

A hidridfejlesztés ideéalis mintabeviteli technika, hiszen hatasfoka joval meghaladja a

hagyomanyos porlasztokét, és a mintamatrix sem jut a detektorba, igy a lehetséges zavaro
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hatasok egy részét ki lehet kiiszobolni. A nagy mintabeviteli hatdsfok biztositja, hogy az ICP-
MS-nél rosszabb érzékenységii AAS, AFS detektorok is alkalmasak legyenek valdodi mintak

Doktori iskolankban, a Szent Istvan Egyetem Alkalmazott Kémia Tanszékén is évek ota
folynak kutatasok a fent emlitett témakorben. Ezek eredményeképpen szamos publikéacio
jelent a hidridfejlesztés specidcios analitikaban torténd alkalmazasardl, elsdsorban arzén
specieszek analizisére koncentralva. Valamint két PhD értekezés témédja is az AFS technika

specidcios analitikai alkalmazasi lehetésége volt (WOLLER 1998, MESTER 1999).

2.4.7 Hidridfejlesztés eldzetes roncsold 1€péssel kombinalva

Mivel egyes arzén és szelén specieszek nem, vagy csak kis mértékben képeznek hidridet, ezen
specieszek meghatdrozasahoz eldzetes roncsold 1épésre van sziikség. Ilyen specieszek tobbek
kozott a foleg tengeri €l6lényekben eléforduld arzenobetén (AsB) arzenokolin (AsC), ill. a
kén helyén szelént tartalmazé aminosavak: szeleno-metionin (SeMet), szeleno-cisztin
(SeCys,), szeleno-etionin (SeEt) valamint a szelenat.

Arzén speciacional az elvalasztast kdvetden oxidalod reagens (jellemzden K,S,0g) hozzaadasa
utani ultraibolya fénnyel valo besugéarzast alkalmaznak (WEI 2001, SUNER 2000). A

modszer jellemzd kisérleti elrendezését az 7. abra mutatja.

Keveré Gaz-folyadék

Injekt or HPLC uv fél’ly hurok szeparator AFS PC
oszlo
Minta P J 1_] _| |
HPLC * Lﬁ
pumpa s
, K,S,04 HCI1KBH, Drain
Eluens
7. abra

HPLC-UV-HG-AFS rendszer felépitése (WEI nyoman)
A kélium-peroxodiszulfatot kozvetleniil a HPLC-oszlop utan keverik hozza a mintdhoz, majd

egy alacsony teljesitményli UV ldmpa (8 W, 254 nm) koriil UV-ateresztd vezetékben

spiradlisan vezetik a mintat. A hidridképzéshez sziikséges reagenseket, a savas kozeget
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biztosito sosavat, és a kalium-borohidridet csak ez utan adagoljak a mintdhoz. Ezt koveti egy
keverd kamra ¢€s az AFS detektor elott a gaz-folyadék szeparator.

Az arzén speciacidohoz hasonldan, szelén speciacid esetén is hasznalatos roncsold 1épés a
hidridfejlesztés eldtt. A rendszer felépitése hasonld az 7. abran bemutatotthoz. Kiilonbség a
melegitésben  mutatkozik, szelén speciaciohoz ugyanis nagyobb hdfoku mikrohullamu
melegitést hasznalnak HBr és KBrO; (GONZALEZ LAFUENTE 1996) ill. a fentebb
ismertetett kalium-perszulfat jelenlétében (GOMEZ-ARIZA 2000).

2.4.8 A hidridfejlesztés alkalmazasi lehetdségei

Hidridfejlesztést elozetes oxidaciés 1épés nélkill nagyrészt szervetlen specieszek
talalkozhatunk ezzel a modszerrel (MESTER 1996, ZHANG 2001).

Az eldzetes derivatizacids 1épés hasznalatakor nem csak szervetlen specieszeket tartalmazo
mintak elemezhetdk, hanem modd nyilik szerves speciesz tartalmt biologiai ill. élelmiszer
ismertetett eldzetes roncsold 1épés alkalmazasaval. Arzén speciacid esetén arzenit volt
kimutathatd legnagyobb mennyiségben (HE 2000), mig szelén esetén szelenat és SeCys
(GOMEZ 1998).

Egy masik érdekes minta foként arzén specidcid esetén a tengeri éldlények népes csaladja,
ezek koziil is legfoképpen az élelmezési szempontbol fontos halak ill. kagylok, osztrigdk
kiilonbozé fajtdi. Ezen mintdk arzén tartalmanak legnagyobb részét a toxikologiai
szempontbol indifferens AsBet teszi ki, ezért is igen nagy jelentdséggel bir e mintak arzén
2002).

A bemutatott példabol is jol latszik, hogy a hidridfejlesztés jelentdsége igen nagy a speciacid

terliletén, szamos miiszerrel kombinalva alkalmazzak igen valtozatos mintdk elemzésére.

2.4.9 Izotop eloszlas meghatarozasa

Az izotop arany pontos meghatdrozasanak két nagy alkalmazési teriilete van a specidcios
analitikdban. Az elsd esetben egy ismeretlen eredetii minta komponensének természetes
izotép aranyanak meghatarozdsa a cél, meghatdrozva ezzel a minta foldrajzi, geoldgiai
eredetét. A masik felhasznalasi lehetdség egy elem metabolizmusanak nyomon kdvetése allati
vagy emberi szervezetben az elem stabil izotopjanak felhasznalasaval.

Egy elem izotop eloszlasat a természetben szamos ok befolydsolhatja. Vegylik példanak az

6lmot, melynek négy nem radioaktiv izotopja van (***Pb, *°Pb, ’Pb, 2**Pb), de ebbdl
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crer

izotopok az uranium, a “**Pb izotdp a torium radioaktiv bomléasa soran keletkezhet. Ezért ezen
elemek keveredésének geoldgiai idejétdl fiiggden az 6lom izotdp aranya Foldiink mdés-mas
pontjan kiilonb6zd lesz, vagyis az izotoparany jellemzd lesz a kdzetminta szarmazasi helyére.
[zotop ardny mérésére haszndlatos modszereket a kén analizis példdjan mutatom be. Kén
izotop arany mérésre az egyik legelterjedtebben hasznalt eljards szerint gaz fazisban
tomegspektrometrias detektalassal allapitiak meg a >*S/*’S aranyt. Ehhez igen bonyolult
minta-elokészitési technikat hasznalva, el0szor a minta kéntartalmabol H,S-t fejlesztenek,
majd Ag,S formaban megkdtik azt, végiil SO,—da vagy SFe—da alakitva mérik. A modszer
megbizhatosdga 4altaldban jobb, mint 0,05% RSD. Alternativ modszerként Fourier-
transzformacios infravords spektrometriat (FT-IR) vagy mésodlagos ion tomegspektrometriat
(SIMS) hasznalnak. Ezen médszerek megbizhatosaga 0,1-0,2% RSD koriili, mely megfelel az
izotdp eloszlas mérésére hasznalt technikakkal szemben tamasztott megbizhatosagi
kritériumnak (PROHASKA 1999). Hatranyuk, hogy bonyolult minta-elokészitést igényelnek,
amely mind az elemzés koltségét mind 1ddigényét jelentésen megnoveli.

A fent ismertetett technikdkon kiviil novekvd ,,népszeriiségnek™ érvend az ICP-MS technika,
amely az alternativ mddszerekhez képest gyorsabb és sok esetben joval egyszerlibb minta-
elokészitést igényel. Ahhoz azonban, hogy az ICP-MS az izotop arany mérés megbizhatosagi
kritériumat teljesitse sziikkség van néhany korrekcio elvégzésére.

Az egyik korrekcids faktor a detektor holtideje. A fotoelektron-sokszorozo elvén miikodd
detektor sajatsdga, hogy miutdn egy ion becsapodott és jelet generalt, egy rovid ideig a
detektor nem képes ujabb jel kibocsatasara. Igy a mért jelintenzitas egy bizonyos beiitésszam
felett (koriilbeliil 10° counts/sec) nem lesz linedris, és az ebbdl szamolt koncentracid eltér a
valddi koncentraciotol. Ez izotop ardny mérésnél akkor okozhat problémat, ha két eltérd
gyakorisagu izotop aranyanak meghatarozasa a feladat pl. **Sr (9,9%) és *Sr (82,6%).

Ilyenkor a valddi koncentraciot az alabbi dsszefiiggéssel szoktak meghatarozni:

Cm
““ien ¥

Ahol, C, a valddi, C,, a mért koncentracio, és T a detektor holtideje.

A masik fontos korrigalandé paraméter a tomegtorzitds. Az ICP-MS késziilékekben szamos
olyan hatés érheti a kiillonb6z6 tdmegli ionokat (pl. eltéré mintavételezési hatasfok, tértoltés
hatas) (LONGERICH 1987), amely megvaltoztatja az eredeti izotop eloszlast. Ezért a

késziilék tomegtorzitasat figyelembe kell venni, amennyiben az izotop arany meghatarozasa a
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cél. Erre vagy ismert izotop eloszlasti mintat haszndlnak (kiilsd korrigalas) pl. hiteles
anyagmintat, vagy a mérendé mintaban talalhat6 allando izotoép aranyt hasznaljak fel (belsd
korrekcid) pl. *Sr /**Sr arany, amely a természetben allando. A valodi izotop aranyt az alabbi

Osszefliggés alapjan lehet meghatarozni:

R, =R, *(1+O)* (3)

Ahol, Ry a valddi, Ry, a mért izotdp arany, Am a két izotdp tomege kozotti kiillonbség és C a
mért koncentracio..

Barbaste és munkatarsai (2001) az ICP-MS késziilékek harom tipusat hasonlitotta 0ssze. A
vizsgalat célja annak megallapitasa volt, hogy melyik tomegspektrometrids detektalasi
modszer felel meg leginkdbb az izotop arany mérés tamasztotta igényeknek. A harom
Osszehasonlitott késziilék a quadrupol (Q), a kettds fokuszalasti multikollektor (MC-SF), és a
repiilési id6 tomegspektrométer (TOF), a feladat pedig borok dlomtartalmanak izotép arany
mérése volt. A vizsgalat azt az eredményt hozta, hogy az izotdp arany mérés megbizhatosaga
a 2Pb/”7Pb és 2**Pb/*°°Pb arany esetén ICP-QMS-sel 0,14-2,7%, ICP-TOFMS-sel 0,04-
0,17% mig ICP-MC-SFMS-sel 0,01-0,12% volt. Hiteles anyagmintdk elemzésével
ellendrizték az egyes tOmegspektrométerek altal szolgdltatott eredmények megfeleldségét,
amely mindharom esetben kielégité eredményt adott. Az ICP-QMS megbizhatdsaga viszont
nem tette lehetévé az izotop eloszlas meghatarozasat, mert a bizonytalansag joval meghaladta
e feladathoz sziikséges 0,1-0,2% RSD értéket.

Az interdiszciplinaris kutatdsok jo példdja az izotdp arany mérés alkalmazésa antropoldgiai
vizsgalatokban. Az 6lomhoz hasonloan a talaj *’Sr/**Sr aranya jellemzé a foldrajzi helyzetre,
mivel a *'Rb B-bomléasa soran *'Sr keletkezik, igy az adott kézet rubidium koncentracioja
egyuttal meghatérozza a *’St/*°Sr aranyt is. A taplaléklancba keriilve a stroncium a kalcium
metabolizmus utjat kovetve a csontokban raktdrozodik, mégpedig megdrizve az eredeti, a
talajnak megfeleld izotdp eloszlast. Ez utobbi tényt kihasznalva mod nyilik 4satdsok soran
talalt emberi csontleletek stroncium izotop aranyanak meghatarozasaval az egyes
népcsoportok vandorldsanak nyomon kovetésére. Az izotdp eloszlds meghatirozisara
kiilonb6z6 minta-elokészitési eljarasokat alkalmaznak, tgymint teljes roncsolast nyomas alatt
salétromsav jelenlétében ill. ioncserés elvalasztast az interferenciat okoz6 Rb elvalasztasara.
A detektalasra jellemzéen ICP-SFMS késziiléket alkalmaznak, mert e késziiléktipus mind az
érzékenységi, mind a megbizhatosagi kritériumokat teljesiti (NAGEOTTE 1998,
LATKOCZY 1998).
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Az izotop eloszlas mérésének specialis alkalmazasa az izotdp higitas technikdja. A modszer a
mennyiségi kiértékelés egy fajtdja, amely mas eljardsokkal ellentétben nem relativ hanem
abszolut modszer. A modszer fejlédése sordn tobb eljarast is kidolgoztak az izotdp higitas
elvégzésére (pl. forditott izotop higitas, on-line izotop higitas), az alkalmazott elvet tekintve
azonban - melyet alabb mutatok be Cd mérés példajan - e modszerek nem kiilonboznek. Az
izotop higitas soran a meghatarozand6 elem egy izotopjat ismert mennyiségben (,,spike”) a

mintdhoz adjdk (elegy), majd mérik az addicionalt izotopot és az elem egy tetszdleges

crer

1
M, 4 A, R,-R,

C=Co M A 4 1-RR, *)
, ahol
Cn a Cd koncentracidja a mintaban R, az izotép ardny az elegyben
Cy,  aCdkoncentricidja a ,,spike”-ban ("*cd/M'cd)
M,,  aminta tomege R,y az 1izotop arany a ,spike’-ban
M,  a,spike” tomege ("cd/M'cd)
A;m  aCd atomtomege a mintdban Ry, az izotop arany a mintaban ('''Cd
A.p A Cd atomtomege a ,,spike”-ban /M4Cd)

A" A MCd izotop eloszlasa a ,,spike”-

A" aCd izotop eloszlasa a mintaban

Az izotop higitas eldnye, hogy nincs szilikség kiilsé kalibraciora, jobban figyelembe tudja
venni a matrix okozta zavardsokat, hiszen mintegy standard addicioként alkalmazhatd. A
technikat hasznalva kikiiszobolhetd a minta-elokészitésbol esetlegesen adodo veszteség.

Az izotdp eloszlas mérés masik dinamikusan fejlédé aga a kiilonb6zé mikroelemek
metabolizmus folyamatainak vizsgalataval foglalkozik. Az egyik legintenzivebben kutatott
nyomelem a cink, ezért az aldbbi példakban ezen elem vizsgalataira alkalmazott modszereket
ismertetem, amelyek természetesen altalanossagban jellemzik mas elemek metabolizmusanak
vizsgélatat is.

Cinkhiany esetén sulyos fejlodési rendellenesség, alacsony névés alakulhat ki, megné az esély
a dermatitisre, és az immunrendszer is karosodhat. Ezért 1960 ota, amikor emberi
szervezetben eldszor leirtdk a cink-hidnybetegséget, a kutatasok kozéppontjaban all. A
kutatasokat sokaig hatraltatta a megfeleld analitikai modszerek hidnya, melyekkel a cink

felvételét, eloszlasat, metabolizmus folyamatait nyomon lehet kdvetni az emberi
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szervezetben. Ezt az Urt toltotték ki a stabil izotopot hasznaldé moédszerek, melyek nagy
eldnye, hogy terhes anyak és gyermekek vizsgalatara is alkalmazhato, szemben a radioaktiv
nyomjelzéses technikakkal.

A mobdszer 1ényege, hogy szdjon keresztiil és/vagy intravénasan ismert mennyiségii stabil
izotdpot juttatnak a szervezetbe, majd mérik a kivalasztas soran (széklet, vizelet) tavozo
1zotOp mennyiségét. A vizsgalatot neheziti, hogy nem csak a bejuttatott izotdp triilhet ki a
vizsgélat ideje alatt, hanem kordbban a szervezetbe jutott, és bizonyos ideig abszorbealodott
izotop is. A leggyakrabban alkalmazott modszer az un. kettds izotop arany mérés (dual
isotope tracer ratio, DITR). Ennél az eljarasnal két cink izotopot hasznalnak, az egyiket
intravéndsan (iv) a masikat ordlisan juttatjdk a szervezetbe (o). A vizeletb6l a beadast
kovetden legalabb 32 ora elteltével mintat vesznek. A modszer egyes 1épéseinek nyomon

kovetését a 8. ¢és 9. abrak segitik.

izotop
bevitel

vérplazma

széklet

8. abra

Stabil izotop Utja a szervezetben szajon at torténd bevitel utan
A szajon keresztiil bejuttatott izotop egy része (%Abs) a plazméaban abszorbedlodik, melynek

egy része a vizelettel kiiiril (,,x). A maradék (,,1-x”) vagy megkdtddik a szervezetben, vagy

a mintavétel idotartaman kivil iril a vizelettel.
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,egyeb”

vérplazma

9. abra

Stabil izotop utja a szervezetben intravénas bevitel utan

Az intravénds izotopot haszndlva ,x” mennyisége mérhetd, mivel a szervezet képtelen
megkiilonboztetni az intravénas és a szajon keresztiil bejuttatott izotdpokat egymastdl, igy ,,x”
mennyisége, azonos 1zotop koncentraciot hasznélva, a 8. és 9. abran megegyezik. Mindezt
egyenletekkel kifejezve:

n.n

0" mennyisége a vizeletben /" 0" kiindulasi mennyisége

%Abs = (5.)

"iv" mennyiségea vizeletben/ "iv" kiindulasi mennyisége

A DTIR modszer nem az egyetlen, de a legelterjedtebben alkalmazott mddszer, mivel nem
szlikséges székletet gyljteni, és a vizeletbdl is elég egyszer mintat venni, igy akar kis
gyermekek esetén is el lehet végezni a vizsgalatot.

Izotopok vizsgéalatara bioldgiai rendszerekben szamos modszert hasznalnak pl. neutron
aktivacids analizist (NAA), hdionizacids tomegspektrometriat (thermal ionisation mass
spectrometry (TIMS), ICP-MS-t. Mindkét leggyakrabban hasznalt médszernek (TIMS, ICP-
MS) vannak eldnyei és hatranyai is. Mig a TIMS modszer joval nagyobb megbizhat6sagu,
mint az ICP-MS, a berendezés beruhazasi koltsége igen nagy. A méréshez bonyolult minta-
elékészitési modszer sziikséges, az iddegység alatti mérhetd mintaszam alacsony, ami a rutin
mérést nagyon koltségessé teszi. Az ICP-MS megbizhatosdga elmarad ugyan a TIMS
precizitasatol, és mintaigénye is nagyobb, de alacsony koltsége €s a mérés gyorsasaga igen

vonzova teszi az 1zotdp eloszlads meghatarozas teriiletén. A HR-ICP-MS késziilékek tovabbi
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fejlesztésével valoszinileg megnyilik az ut a két technika elényeit 6tvozé mérési modszer
eldtt, amely modszer a kutatok reményei szerint egyszerre lesz:
o cléggé érzékeny (igy csokken a mintaigény)
e megfeleléen nagy felbontasu (ezzel kikiiszobolve az esetleges spektralis
interferenciakat)
e nagy megbizhatosagu
e gyors

o kis bekertilésti koltségli, olcso lizemeltetésti

A nagyhatékonysagu mintabevitel foleg a természetes izotop eloszlas meghatarozasakor jon
szoba, mivel a biologiai rendszerekben a stabil izotop technikat alkalmazva a mérendd
komponens koncentracidja az esetek nagy részében ICP-MS-sel jol mérhetd tartomanyban
van. Nagyhatékonysagii mintabevitelt elsdsorban szilard mintdk analizisénél alkalmaznak,
jellemzden 1ézer elparologtatast, igy csokkentve a roncsolas folyaman fellépo esetleges hibak

lehetOségét (mintaveszteség, szennyezeés stb.) (PROHASKA 2002).
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3. ANYAG ES MODSZER

A munkdm soran felhasznalt vegyszerek ¢és eszkozok részletes ismertetésére nem ebben a
fejezetben keriil sor, hanem az ,,Eredmények” cimi fejezet aktudlis alfejezeteiben, hiszen
ezek modszerrdl modszerre valtoztak. E fejezetben a moddszerfejlesztés soran hasznalt két
detektort mutatom be részletesen, mivel ezek az eszkdzok munkdm egésze alatt allanddak

voltak.

3.1 Atomfluoreszcens detektor

Tobb, mint harmine éve kezdddtek el azok a fejlesztések, melyek célja egy fluoreszcencia
elvén mikodd hidridfejlesztéssel kombinalhaté atomspektrométer létrehozasa volt. A
fejlesztések elsd 1épései mind a diszperziv (THOMPSON 1975), mind a nemdiszperziv
atomfluoreszcens spektrométer irdnyaba megtorténtek (TSUJII 1974). Az eredmények azt
mutattak, hogy a nemdiszperziv detektor a kérdéses célra jobban hasznalhatd, melynek tobb
oka is van:

a) Az alkalmazott hidrogén-argon diffuzids lang kis energidju, ezért 300 nm alatt az
emisszioja, vagyis a lang altal okozott hattérsugirzas csekély, igy nem sziikséges
monokromator az esetleges interferenciak kisziirésére.

b) A gerjesztés elemszelektiv, ezért monokromator alkalmazasa nélkiil, interferencia
szlirével 1s vizsgalhato a kivant spektrum részlet.

¢) Az adott elem t6bb vonala is hasznalhaté gerjesztésre, €s ezek emissziojat Osszegezve
nagyobb érzékenység érhetd el.

d) A nemdiszperziv késziilék a monokromator hidnya miatt, sokkal kisebb helyigényt,

konnyebben mozgathatd, és nem utolsé sorban olcsobb.
A tapasztalatokat Osszegezve CORNS (1993) ¢és munkatarsai kifejlesztettek egy

hidridfejlesztéssel kombinalt atomfluoreszcens spektrométert, melynek optikai felépitését a

10. abra mutatja.
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hidrogén-argon diffaziés lang

e
2. lencse —{ 7

1. lencse segeéedkisulésii vajtkatod lampa

interferencia sziiré

fotoelektron-sokszorozé

—
szamitégépes adatfeldolgozés

10. abra

A PSA Excalibur atomfluoreszcens detektor felépitése

A berendezésben a gerjesztést egy segédkisiilésii (boosted) vajtkatéd lampa (Superlamp,
Photron, Victoria, Australia) végzi. A lampa fényét a 2. lencse fokuszalja a langra, majd
fluoreszcencia intenzitdsat a lampaval 90°-os szdgben elhelyezett fotoelektron-sokszorozdval
mérik. A lang és a detektor kozott helyezkedik el az 1. lencse, mely feladata a lang képét a

fotoelektron-sokszorozora fokuszalni.
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A PSA Excalibur AFS detektor interferencia szlir6jének transzmisszioja a hullamhossz
fliggvényében
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Az alkalmazott interferencia sziird transzmisszidjat a 11. abra mutatja, melyen jol lathato,
hogy az ateresztési maximum 200 nm-nél talalhato, a szliré savszélessége + 10 nm.

A munkdm soran hasznalt detektor (PSA Excalibur, PS Analytical, Sevenoaks, Kent, UK)
felépitésében teljesen megegyezett a 10. abran lathato detektorral, amely berendezés az
altalam hasznalt késziilék prototipusa volt.

A detektorban az atomizalast egy hidrogén-argon diffiizids lang végzi. A diffuzids langok
jellemzdje, hogy az égést taplalo lang diffuzioval illetdleg konvekcioval jut el az égés helyére,
ezért nincs a langban kiilon égési zona, az égés a lang egész terében folyik. Az égodfej
rogzitett, ezért nincs mod a leképezési magassag optimalasara, azt az alkalmazott gz aramlasi
sebessége hatdrozza meg. A mérést 196,09; 203,99; 206,28 nm-en, a szelén jellemzd

rezonancia-hullamhosszain végeztem.

3.2 Induktiv csatolasa plazma repiilési-ido tomegspektrométer

Mivel az induktiv csatoldsi plazma repiilési-idé tomegspektrométer egy viszonylag uj
analitikai technika, amellyel az elsdk kozott volt szerencsém behatobban foglalkozni,
valamint a technikar6l tudoméasom szerint eddig magyar nyelven nem jelent meg leirés
(kivéve egy tanszékiinkon 2002-ben késziilt diplomamunkat, ABRANKO 2002) sziikségét

érzem a modszert részletesebben targyalni.

3.2.1 Az 1j technika megjelenésének okai

Az ICP-MS technika mar az 1980-as években igen elterjedten hasznalatos volt, vilagszerte
koriilbeliil 450 késziilék miikodott, de a kilencvenes évek elejéig az ionok tomeg szerinti
szétvalasztdsdhoz, a kereskedelemben kaphaté  késziilékek kizardlag quadrupol
tomegspektrométereket alkalmaztak, melyek n. szekvencidlis analizatorok. Miikodési elviik
részletesebb targyaldsa tilmutat e disszertacio keretein, ezért csak néhany fontosabb vonasat
emlitem meg a quadrupdl analizatoroknak. A szekvencidlis jelz6 a quadrupdl analizator
esetében azt takarja, hogy az ionnyalabbdl érkezd ionok koziil nem minden tomegszamu ion
becsapddasat képes a detektor egy idében érzékelni, mivel a tomegszam szerinti elvalasztas
ugy torténik, hogy a tomeganalizator mintegy sziréként miikodve, csak a mérendd iont
engedi at. Egy tomegszamot a rendszer az adott mérés beallitdisaban meghatarozott ideig mér,

majd a kovetkezd tomegszam mérését kezdi el. Igy pasztizza végig a kivant tomegszam-
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tartomanyt. A mérés iddsziikséglete a meghatarozandé ionok szamatol és koncentracidjatol
fligg. Ez féleg gyors tranziens jelek mérése esetén okoz problémat, ha egy analizis soran
nagyszamu meghatdrozandé komponens elemzése a feladat (lasd késobb ,,spectral skew”). A
quadrupdl analizatorok teljesitményének novelésére tobb lehetéség is kindlkozott. A
teljesitmény fokozéasa érdekében, minden egyes tomegszamrol kapott detektoradatot kiilon-
kiilon tarolnak és tobb, rovidebb pasztdzads Osszegzett eredményét hasznaljdk mérési
eredményként. Ezzel a modszerrel azonban nem tudjuk figyelembe venni a plazma
ingadozdsabol eredd hibakat. Ezt az Gn. tomegszam ugrasos (peak hopping) modszer
alkalmazasaval kivantak csokkenteni, melynél a pasztazast vezérld szamitdogép az eldre
beallitott (a mérés céljabol adoddéan érdektelen) tomegszamokat atugorja, igy rovidebb
pasztazasi idoket kapunk. Ezzel a modszerrel a praktikusnak tiind 250 m/z tdmegszamot
valasztva felsé pasztazasi hatarként a teljes spektrumot kb. 0,1 s alatt mérhetjiik végig. Kis
koncentracioknal, gyors jeleknél (pl. ETV, LA), nagy szdmu meghatarozand6 elem esetén
azonban az egyetlen, vagy néhany pasztazasbol eredd jelek megbizhatdsaga kicsinek
bizonyult tranziens nyomelemanalitikai vizsgalatok soran. Valaszként a felmeriilt problémara,
1993-ban 1j, az ICP-MS késziilékeknél addig nem hasznalt tomegszam szerinti szétvalasztasi

technika alkalmazasa kezd6dott el (MYERS 1993).

3.2.2 Az ICP-TOFMS mukdodésének elve és a késziilék felépitése

A késziilék ismertetése soran - a dolgozat kereteinek behatdrolt volta miatt - csak a
hagyomanyos quadropdl tomegspektrométertdl eltérd szerkezeti elemek miikodését és

funkcidjat targyalom részletesen.

Az 1j technika alapjat, melyet magyarul induktiv csatolasi plazma-repiilési id6-
tomegspektrometrianak nevezhetiink, mely a nemzetk6zi irodalomban elfogadott inductively
coupled plasma-time of flight-mass spectrometry (ICP-TOFMS) nevet kapta, a kinetikabol jol

ismert 0sszefliggés szolgaltatja:

KE=—mv~ (6.)

ahol
KE: a részecskék kinetikai energiaja a gyorsitasi mezo végeén [J],

m: a részecske tomege [kg],
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v: a részecske pillanatnyi sebessége [m/s].

Az elmélet gyakorlati alkalmazhatosaganak feltétele, hogy a kiilonb6zé tomegli ionok
kinetikai energidja azonos legyen. Mivel az ionok toltéssel rendelkeznek, igy elektromos
mez0 létrehozasaval képesek vagyunk hatni rdjuk. A mérendd részecskék (ionok) e
tulajdonsagat kihasznalva, elektromos mezd segitségével gyorsitjuk fel oket egy adott
energiaszintre. Ezt ugy valosithatjuk meg, hogy a pozitiv t6ltésli ionokat az ionforrasbol olyan
térrészbe vezetjiik, ahol az ionnyaldb ,,mOgott” egy, az ionok potencialjandl pozitivabb
potencidlu taszitoelektrdd (repeller) helyezkedik el. Ez a taszitoelektrod gyorsitja fol, és

juttatja ezaltal tobblet mozgasi energiahoz az ionokat.

Ezek utan a felgyorsitott ionok egy elektromos mez6tél mentes térrészbe jutnak. Ebben az tn.
repiilési zondban az ionok idOben szétvalnak egymastol, tomegbeli kiilonbségiliknek

koszonhetden. Ennek magyarazatat, a mar emlitett mozgési energiat leird osszefliggés adja.

Az [6] egyenlet értelmében, ha az ionforrasbdl (plazmabol) érkezd kiillonbozd tomegi
(tomegszam) részecskék azonos mozgasi energiaszintre lettek felgyorsitva, akkor kinetikai

energiajuk rendre azonos.
KE =KE, =...=KE, =KE (7.)

Ebbdl adoddan minden, az elektromos mez6tél mentes, szabad térrészbe jutd részecske
repiilési sebességében meglevd eltérés elvileg kizardlag tomegszambeli kiilonbségiliknek
koszonhetd. Vagyis az m; tomegl részecske sebessége v; lesz, m, tomegiié¢ pedig v,. Ha a
repiilési Uthossz adott, akkor kdnnyen belathato, hogy a konnyebb részecskék hamarabb érik
el a kijeldlt repiilési ut végét, mint a lassabban repiilé nehezebb részecskék. Kelléen nagy
felbontast, és megbizhatd idomérd eszkozzel és megfeleld iondetektorral, az egyes ionok
repiilési idejét megmérve, megtudhatjuk azok tomegét, amely informaciét jelent kémiai
mindségiikre vonatkozoan. A repiilési ut végén 1évo detektorba vald becsapodasok szamabol
(a kapott detektorjel intenzitasabol), pedig mennyiségi informécidt nyeriink (MYERS 1995).
Az ICP-TOF MS sematikus felépitését a 12. abra mutatja.
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A Leco Renaissance ICP-TOFMS felépitése

3.2.3 A modulator

A valdsagban elsdsorban a ,,monokromator” elv miatt a helyzet ennél valamivel 6sszetettebb.
Az ionforrasbol, a részecskék folyamatosan €s nagy szamban érkeznek. Ha a folyamatos
iondram minden ionjat felgyorsitanank, lehetetlenné valna az ionok repiilési idejének fenti
célra felhasznalhatdé mérése. Ugyanis nem lehetne a repiilési idoket az adott ionokhoz
rendelni, pontosabban nem lehetne megallapitani, hogy az adott pillanatban a detektorba
csapddo ion egy kordbban elindult, nehezebb ion vagy egy késdbbi iddpillanatban elindult,
konnyebb ion. E probléma athidalasaként a TOFMS késziilékeknél nem alkalmaznak idében
allando elektromos mez6t a részecskék gyorsitasahoz, hanem impulzusszertien ki-be kapcsolt
elektromos mezovel gyorsitjak az ionokat, vagyis modulaljak az egyenaramu jelet. Ezeket az
impulzusokat olyan frekvencidra allitjdk be, hogy két ioncsomag tutnak inditasa kozott
legalabb annyi id6 teljen el, amely elegendd ahhoz, hogy az el6z6 ioncsomagban esetlegesen
jelenlevd legnehezebb ion is végigrepiilhessen. A kovetkezd ioncsomag csak ezutan indul
utnak, ¢és a repiilési id6 mérése is ettdl az idOpillanattdl kezdddik wjra. Egy ioncsomag
lehetséges legnehezebb ionja - amelynek konvenciondlisan a 238-as tOmegszamu urant
tekinttk - az 1 méteres repiilési utat kb. 50 us alatt teszi meg. Tehat a késziilek
masodpercenként 20000 teljes tomegspektrumot képes felvenni. Az MS kiértékeld szoftvere
az igy nyert tobb ezer tdomegspektrum 6sszegébdl adja meg az adott minta tomegspektrumat.
Az integralasi id6 azonban nem csupan 1 masodperc lehet. Felhasznalasi céltol fiiggéen ms
nagysagrendtdl kezdve, akar tobb tiz masodpercig tartd integraldsi id6 is beallithato (RAY
2001).
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3.2.4 Az iontikor

Az elmélet ¢és a gyakorlat Gjabb eltérése miatt van sziikség az iontiikorre (ion mirror). A
gyorsitd fesziiltség bekapcsolasanak pillanatdban a modulacids térrészben (modulation
region) taldlhatd megegyezd tomegszdmu ionok kinetikus energidja nem teljesen egyenld,

amely jelenség tobb kivalto okra vezethetd vissza:

= Az ionok eltérd tdvolsadgra vannak a gyorsitd fesziiltségtol, igy kis mértékben ugyan, de
eltérd nagysagu gyorsito fesziiltség hat rajuk, melynek kovetkeztében kinetikus energidjuk

sem lesz teljesen azonos.

* Az ionok mozgasi energiajanak, mint vektor mennyiségnek nem csak a detektor iranyaba
mutatd OsszetevOje van, bar ez az Osszetevo a legnagyobb. Minél nagyobb egy eltérd
iranyu Osszetevd, anndl kisebb lesz a féiranyl Osszetevd, amely a detektor felé mozgatja
az iont. Az egyes azonos tomegszdmu ionoknak kovetkezésképp kis mértékben, de

kiilonb6z6 lesz a repiilési idejiik.

Ezek a jelenségek a tomegspektrumon csucsszélesedés formdjaban jelennek meg, amely
nemkivant jelenség, hiszen minél keskenyebbek az egyes tomegszamokhoz tartozéd csucsok,
anndl jobb felbontas érhetd el. Ez a csucsszélesedés csokkenthetd az iontiikor segitségével,
ezzel megnd a repiilési uthosszuk, vagyis a repiilési id6 beli kiilonbség csokken. Az iontiikor
masik feladata a repiilési Uthossz megnovelése, ezaltal a kiilonb6zé tomegszamu, eltérd

sebességil ionok repiilési ideje kozotti kiillonbség megnd, és pontosabban lesz mérhetd.

3.2.5 lonkizaras

Mivel az ICP-TOFMS késziilékekben a quadrupol tomeganalizatorral miikodo
tomegspektrométerekkel ellentétben nincs tdmegszam szerinti ,,szir6”, ha nem alkalmaznak
az ionkizards modszerét (ion deflection), minden a plazméaban taldlhatdé ion bejutna a
tomegspektrométerbe, és elérné a detektort. Ez természetesen igen révid 1d6 alatt a detektor
»halalat” okozna, hiszen pl. a plazma 99%-at alkotd6 argon ionjai olyan Oridsi jelet
generalnanak, ami a detektort telitené, tonkretenné. Ezt megakadalyozand6 a detektor elott
talalhat6 egy elektrdd, amely a nem kivant ionokat nem engedi a detektorba jutni, oly méddon,
hogy a szoftverben megadhat6 iddpillanattdl kezdve és szintén megadhat6 id6tartamig pozitiv

fesziiltséget kapcsolunk az elektrodra, amely fesziiltség mintegy kiiiti a nemkivant ionokat az
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ioncsomagbdl. Az ionkivagassal moéd nyilik egyes tomegszamok vagy akar egész
tomegtartomanyok ,,torlésére” a tomegspektrumbdl. A moédszer nem csak plazmagazok
ionjainak — pl. Ar’, ArAr’, ArO" - kivagéasara szolgal, hanem haszndlhato (és ajanlatos is
hasznalni) a mintdban 1évé nagy mennyiségli matrixkomponens - pl. salétromsavas feltaras

A + . 4 . r 7
esetén a N’ - jelének ,,torlésére”.

3.2.6 A TOFMS jelentOsége tranziens jelek vizsgalata soran

Az ICP-TOFMS azon tulajdonsaga, hogy rovid 1d6 alatt képes a teljes tomegspektrumrol
informdciot szolgéltatni, igen jelentdsnek bizonyult, f6ként tranziens jelek vizsgalata soran.
Ilyenkor ugyanis a meghatdrozanddé komponens altal szolgaltatott detektorjel idedlis esetben
egy gaussi haranggdrbe lefutast mutat. Amennyiben a detektalas sebessége nem kellden gyors
ahhoz, hogy annyi id6 alatt, mig a jel ,,atfut” a késziiléken kelld mennyiségli mérési pontot
rogzitsen, a kapott jel bizonytalansdga elfogadhatatlanul nagy lesz. Quadrupol ICP-MS
késziilékek esetében ez a probléma tranziens jelek vizsgalatakor 1éphet fel, ha a mérendd
tomegszamok szama nagy. Ugyanis az alatt az id6 alatt, amig a quadrupdl analizator a teljes
tomegspektrumot végigpasztazza, a jel intenzitdsa az 1d0 fiiggvényében valtozik. Ez azt
eredményezi, hogy ha a tranziens modon bejuttatott mintaban az m; és m, tdmegszamu elem
egyenld koncentracioban van jelen, valamint feltételezziik, hogy semmilyen zavard hatds nem
tolja el ezt az ardnyt a vizsgalat soran, quadrupdl analizatorok esetében a mért jelintenzités
mégis kiilonbozhet (un. ,,spectral skew” jelenség). Ez abbol addédik, hogy a rovid id6 alatt
lefuté haranggorbe szerien valtozo jelintenzitas, a pasztazasi ido alatt jelentdsen valtozik.
Ennek kovetkeztében az azonos iddpillanathoz tartozo, a pédsztazési intervallum elején mért
m; tomegli ion mért intenzitdsa kisebb lesz, mint a pasztazasi idOablak kdzepén mért m;
tomegli ioné, holott oldatbeli koncentraciojuk egyenld (HOLLAND, 1983). E jelenség

szemléltetése, az 13. abran lathato.
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idé6

13. abra
Tranziens jelek mérése soran felmeriilo koncentraciovaltozas jelensége
Ez a jelenség a részecskék ionnyaldbbol torténd szimultdn mintavételezése ill. analizalasa
esetén gyakorlatilag nem létezik. A TOFMS-nél alkalmazott masodpercenkénti 20 kHz-es

mintavételezési sebességnél a jelenségbdl adodo fent emlitett hiba elhanyagolhatd mértékiire

csokken.

3.2.6 A gyorsasag egyéb eldnyei

A TOFMS gyors mintavételezési sebessége — tranziens jelek vizsgélatan kiviil —, stacioner
jelek mérésekor is elonyt jelent. Ugyanis a mérések dsszes bizonytalansaganak tartott zavard

hatdsok, ugymint:
o mintabetaplalasbol (porlasztasbol) adodod bizonytalansag,
o aplazma térbeli ingadozasabol eredd bizonytalansag,
o az ionkoncentracié matrixfiiggdségébdl adédo bizonytalansag

mind un. multiplikativ hibaforrdsok. Ez annyit tesz, hogy minden egyes komponensre,
gyakorlatilag ugyanolyan mértékben hatnak. Azaz, az ilyen jellegli hibaforrasokbol ad6do
jelfluktuaciok bizonyos mértékben korreldlnak egymassal. A fent felsorolt bizonytalansagi
forrdsok hatasa csokkenthetd akkor, ha a jelparok hanyadosat tekintjilk meghatdrozandé

mennyiségnek. Ilyen vizsgalatokat hatékonyan kizardlag olyan késziilékekkel végezhetiink,
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melyek szimultan, parhuzamosan képesek 0sszetartozo6 (egymassal eloszthatd) jelek mérésére.
Az ICP-TOFMS gyorsasagabol adodoan, az altala szolgaltatott jelek szimultan mért jeleknek
tekintheték (LEACH 2001).

A késziilék fent emlitett tulajdonséagai idealissa teszik olyan vizsgalatok elvégzésére, amelynél
a bizonytalansaggal szemben a rutin analitikai elvarasoknal szigorubb kritériumok
fogalmazodnak meg, pl. izotép arany meghatarozasra. ICP-TOFMS késziilékkel mind
stacioner, mind tranziens jelekbdl a quadrupodl tomeganalizatorral miikodd késziilékeknél

nagyobb megbizhatosaggal lehet izotép ardny mérést végezni (WESTPHAL 2002,
VANHAECKE 1999).
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4. EREDMENYEK

4.1 Nagy hatékonysagu folyadék-kromatografia és atomfluoreszcens spektrometria
Kkapcsolasa nagynyomasu porlasztoval, HPLC-HHPN-AFS rendszer

Ezen alfejezet targya nagynyomast porlaszt6 (HHPN) speciacids analitikai alkalmazasa
lehetdségeinek bemutatasa (eldnyok, hatranyok) atomfluoreszcens detektaldst alkalmazva. A
modszert az 6t leggyakrabban elemzett szelén speciesz meghatirozasara fejlesztettem ki,
jellemeztem analitikai teljesité képesség szempontjabdl, valamint kritikailag értékeltem a

modszer felhaszndlhatosagat és korlatait valodi mintak speciacids elemzésére.

4.1.1 Felhasznalt vegyszerek és eszk6zok

Munkdm sordn az elvéalasztds kidolgozdsdhoz haszndlt szerves ¢és szervetlen szelén
specieszeket a 1. tablazat tartalmazza. A vizsgélathoz hasznalt oldatokat ugy allitottam eld,
majd a késdbbiek soran ebbdl az oldatbdl higitottam a kivant koncentracioig. Erre azért volt
sziikség, mert a toményebb oldatok tovabb tarthatok el a specieszek egymasba torténd
atalakulésa ill. lebomlasa nélkiil.

Az eluensek készitéséhez trifluor-ecetsavat (TFA, Merck, Darmstadt, Németorszag), metanolt
(Carlo Erba, Milano, Olaszorszag), didodecil-dimetil-ammonium-bromidot (DDAB) (Fluka,

Buchs, Németorszag) és ammonium-acetatot hasznaltam (Reanal, Budapest, Magyarorszag).

1. tablazat A vizsgalatokhoz felhasznalt szelén specieszek

Jelolés Megnevezés Eloallito
(Osszegképlet)

SeMet DL-szeleno-metionin Sigma Chemicals, St. Louis, MO,
(CsH11NO;Se) USA

SeEt DL- szeleno-etionin Sigma Chemical Co.

(C6H13N02$e)

SeCys: DL- szeleno-cisztin Sigma Chemical Co.
(C6H12N204Se)

SelV Szelenit (SeO;) Merck (Darmstadt, Németorszag)
1000 mg/liter

SeVI Natrium-szelenat Sigma Chemical Co.
(NazSeOy)
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A minta-elokészitéshez hasznalt K,HPO,, KH,PO,, Tris-HCI, HCl, NaOH ¢és H,O,
vegyszereket a Reanaltdl szereztem be. Az enzimes feltdrashoz tripszin és pepszin

fehérjebontd enzimeket hasznaltam (Fluka).

4.1.2 A HPLC-HHPN-AFS rendszer felépitése
Munkéam egyik célkitlizése un. kapcsolt analitikai rendszer kialakitasa volt. A rendszer harom

6 részbal all:

- Nagyhatékonysagu folyadék-kromatografias elvalasztas technika (HPLC)
- Nagy nyomasu porlaszté (HHPN)

- Atomfluoreszcens detektor (AFS)

A rendszer sematikus rajza a 14. abran lathato.

i l hidrogé
ﬁ eluens argon idrogén

HPLC pumpa

injektor

oszlop r
nagy nyomasu porlasztd '
isztaltik deszolvatalo rend
perisztaltikus eszolvatalo rendszer
pumpa l AFS detektor PC

drain

14. abra
A specidcios analizishez hasznalt HPLC-HHPN-AFS rendszer kisérleti elrendezése

Az elvalasztashoz Bio Separation Technologies gyartmanyt forditott fazisi oszlopot
hasznaltam (BST Nucleosil 5 C-18, 250%*4 mm). Az oszlopot a kovetkezd eljarassal
készitettem elé a mérésre: 500 ml 0,01 mol/dm’® téménységii 50 v/v % metanolt tartalmazé
didodecil-dimetil-ammoénium-bromid (DDAB) oldatot vezettem 4t az oszlopon 1 ml/min
sebességgel. Az eluens 0,5 térfogat szazaléknyi metanolt és 10”° mol/dm’® DDAB-t tartalmazo

ammonium-acetat oldat volt, melyet 0,1 M és 0,01 M toménységben hasznaltam. A kétféle

crer
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acetat oldattal nem elualodik (GONZALEZ 1998), ezért az elvalasztashoz gradiens elucids
modszert dolgoztam ki (STEFANKA 1999). A gradiens program lépéseit a 2. tablazat
tartalmazza. A program sordn hat percig 0,01 M ammonium-acetdtot hasznéltam, majd
fokozatosan attértem a 0,1 M ammonium-acetatra (6-6,9 min), és a program végéig ez a
toménységli oldat maradt az eluens. A tovabbiakban a nagy nyomast porlasztd mikodését

ismertetem bovebben.

A nagynyomdsu porlaszto felépitése

Az atomspektrometriai technikdk egyik legkényesebb 1épése a mintabevitel. A
folyadékkromatografia és az atomspektrometria  Osszekapcsolasakor a  folyadék
halmazallapoti mintat ill. a mozgd fazist kell az atomizacidbhoz megfeleld halmazallapotba
juttatni. Ezt végzi el a porlasztd, amikor a folyadék fazist aeroszolld alakitja. A

meghatarozashoz hasznalt nagynyomadsu porlaszto felépitését az 15. abra mutatja.

Z 5:1
1 3 4
ANNN
/ M
. ‘;‘\N
1 szeleptart6 csavar 4 tomités (PTFE) 7 szoritogylrii
2 szeleptarto 5 O-gytirti 8 polimer tomitégyliri
3 szeleplap (Pt/Ir) 6 PEEK cs6 9 Dinaseal-csavar

15. abra

A nagynyomasu porlaszté felépitése

Munkédm sordn egy hazi készitésli nagynyomasu porlasztét hasznaltam (Falussy Csaba,
Debrecen), amely a kdvetkez6 mddon miikddik: a porlasztoban a folyadék egy igen kis
méretl lyukon keresztiil nagy nyomadssal kilépve egy liveggombnek iitkozik, igy a porlasztd
kodkamrajaban nagy mennyiségli aeroszol keletkezik, melyet a bejuttatott argon gaz
segitségével szallitottam tovabb a detektorba. A mérések soran 15 mikrométer lyukdtmérdjii

szeleplapot hasznaltam a porlasztoban. Kozvetleniil a nagynyomdsu porlasztdo eldtt egy
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szlirbegységet kapcsoltam a rendszerbe, megakaddlyozandd a kis atmérdvel iizemeld
porlasztd esetleges eldugulasat. A sziirdegységet a porlasztoval egy flexibilis teflon
vezetékkel kotottem Ossze. A keletkezett nagy mennyiségli aeroszol a detektalashoz hasznalt
kis térfogatd, alacsony hdmérsékletii hidrogén lang energiajat nagy mértékben csokkentené,
tehat kotelezd a deszolvatacio, kiillonben az atomizalds nem vagy nem kielégité mértékben
menne végbe, szélsOséges esetben a lang elaludna. Ezért a porlasztd utan egy deszolvatald
rendszert kapcsoltam, amely szintén hazi készitésti volt (Falussy Csaba, Debrecen). A
deszolvatalo rendszer egy fiitd €s egy hiitd egységbdl allt. A fiitd egység hiitésére vizhlitést
hasznaltam, a hiitd egységben keletkezett kondenzatumot a porlasztoban lecsapodott drainnel
egyiitt egy tobbcsatornas perisztaltikus pumpaval (Raimin Instruments Co., Wolburn, MA)
vezettem el. A hiité egységbdl a minimalis nedvességet tartalmazo gézt flexibilis polietilén
csOvon keresztiil vezettem a detektorhoz. Ezen a ponton Iépett be a hidrogén gaz egy Y-
csatlakozon keresztiil a rendszerbe (mintegy 25 cm-rel a lang el6tt). A rendszer miikodési

paramétereit a 2. tablazat mutatja.

2. tablazat A HPLC-HHPN-AFS rendszer miikodési paraméterei

HPLC
Oszlop BST Nucleosil 5 C-18, 250*4 mm
Eluens A: 10 mM ammonium-acetat
0,01 mM DDAB, 0,5 V/V% metanol, pH=4
B: 100 mM ammonium-acetat
0,01 mM DDAB, 0,5 V/V% metanol,
pH=6,5
Mintabevivo hurok 250
térfogata, ul
Eluens dramlési 1
sebessége, ml min™
Gradiens elucids 0-6 perc 100% A
program 6-6,9 perc 100% B fokozatos elérése
6,9-13 perc 100% B
Deszolvatalas
Futés homérséklete,°C 160
Hiités 10
hémérséklete,°C
AFS detektor
Elsédleges 27,5
aramer0sség, mA
Emelt aramerdsség, 30
mA
Argon aramlasi 390
sebessége, ml/ min
Hidrogén aramlasi 280
sebessége, ml/ min
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A detektalast PSA 10.003 atomfluoreszcens detektorral végeztem (PSA, Excalibur,
Sevenoaks, Kent UK), amelyben emelt fesziiltségli szelén lampat (Superlamp, Photron,
Victoria, Ausztralia) helyeztem el. A mérést a szelén jellemz6 rezonancia-hulldmhosszan (196
nm) multi-reflektancia sziirével +20 nm-es tartomanyban végeztem. A detektor altal
kibocsatott jelet analdg-digitalis konverteren keresztiil szamitogépen regisztraltam. A kapott
kromatogramok  kiértékelése Borwin szoftver (JMBS Developpements, Grenoble,

Franciaorszag) segitségével tortént.

4.1.3 A HPLC-HHPN-AFS rendszer analitikai teljesitképességének vizsgalata
A fent ismertetett optimalt paraméterekkel késziilt kromatogram a 16. abran lathat6. A

modszerrel SeCys,, SeMet, SeEt, SelV és SeVI specieszek elvalasztasa valosithaté meg.

6.0E+05—

5.0E+05—

4.0E+05—

3.0E+05+

2.0E+05+

1.0E+05—

500 70.00 T8.00 [min]

16. abra
Szelén specieszek elvalasztasa (25 mg Se/dm’). Eluens: 0,01 M ammonium-acetat és 0,1 M
ammonium-acetat ( mindkettében 0,5 % MeOH ¢és 10°M DDAB), gradiens elucio, d&ramlasi
sebesség 1 ml/min. Oszlop: BST Nucleosil 5 C-18, 250*4 mm.
Az analitikai paraméterek koziil el6szor a szelénspecieszek elemzOgorbéjének linearis
tartomanyat hataroztam meg, mivel ez a paraméter igen fontos a mennyiségi meghatarozas
tervezésénél. Két nagysdgrenden keresztil kovettem nyomon a szelénspecieszek

crer

abrakon lathatok.
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+ SeMet o SeCys a SeEt
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Koncentracié, mg Se dm™

Jelintenzitas

17. abra
Szeleno-aminosavak jelének linearitdisa HPLC-HHPN-AFS rendszeren

—+— SelV —= SeVI

Jelintenzitas

0 I I 1
0 20 40 60

Koncentracié, mg Se dm™

18. abra
Szervetlen szelénspecieszek jelének linearitasa HPLC-HHPN-AFS rendszeren. A lineéris
szakasz 10 mg Se dm™ koncentracioig tart



A szeleno-aminosavak a vizsgalt koncentraci tartomanyban (0,5-35 mg Se dm™) linearis
jelet adtak. A szervetlen szelénspecieszek esetében az Osszefliggés a jelintenzitas €és a
koncentracio kozott a vizsgalt koncentracié tartomanynak (0,5-50 mg Se dm™) csak egy
részében, a tartomany alsd szakaszan 10 mg Se dm™ koncentricidig kaptam linearis
osszefiiggést. Ebben a koncentracio-tartomanyban szelenitre R*= 0,9998 ill. szelenatra R*=
0,9978 értékii a linearis regresszio.

A szervetlen és szerves specieszek linearitdsi tartomanyai kozott megfigyelt nagyaranyt
eltérés lehetséges magyardzata, hogy a kis energidjii argon-hidrogén diffiziés langban a
szervetlen specieszek konnyebben gerjesztddnek, mint a szerves modosulatok, hiszen
megfigyelési magassaguk is a lang mas-mas teriiletére esik. A detektor felépitésébol
kovetkezik, hogy a megfigyelési magassagot nem lehet optimalni, mivel ez a késziilék
rogzitett paramétere. Az AFS detektor észlelési magassaga adott kisérleti elrendezés mellett a
szerves specieszek mérésére jobban megfelel.

A modszer linearitasi szakaszdnak meghatdrozdsa utdn, a rendszer kimutatdsi hatardnak
megallapitdsa volt vizsgalatom célja, melynek sordn az egyes szelénspecieszekre vonatkozdan
meghatdroztam mind a relativ, mind az abszolit kimutatéasi hatdrokat. Kimutatasi hatarnak a
hattér atlagos jelintenzitdsanak a szoéras haromszorosdval megnovelt értékének megfeleld

speciesz-koncentraciot vettem, melyet az elemzdgorbékbdl szamitottam ki (36 kritérium).

3. tablazat A HPLC-HHPN-AFS rendszer kimutatasi
hatérai egyes szelén specieszekre

Szelénspeciesz Kimutatési hatar
Relativ, Abszolt,
mg/dm’ ng

SeCys; 0,18 45

SeMet 0,20 43
SeEt 0,16 33
SelV 0,13 25
SeVI 0,60 150
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Az abszolut kimutatdsi hatdr megallapitdsakor a rendszerbe juttatott Osszes szelén
mennyiségét szamitottam ki, amely mennyiség természetesen fiigg az injektalt térfogattol. Az
eredményeket a 3. tablazat tartalmazza.

Az eredményekbdl lathatd, hogy a rendszer kimutatasi hatarai nem teszik lehet6vé a ng/dm’
koncentraci6 tartomany alsd részében torténd elemzést. A viszonylag gyengébb kimutatasi
hatar tobb okra vezethetd vissza:

e Egyrészt a rendszer nagy holttere miatt a bejuttatott kis mennyiségli minta jelentdsen
felhigul, igy csokken a detektorba jut6 minta koncentracioja, rontva ezzel a kimutatasi
hatart.

e Masrészt a nagy nyomadsu porlasztd optimalis miikddési paraméterei nem illeszthetok
O0ssze az AFS detektor altal megkivant ml/perc nagysdgrendli gazaramlasi
sebességgel, mivel a porlasztét induktiv csatolasi plazma spektrométerekhez
tervezték, ahol a megkivant vivogazsebesség jellemzéen 1/perc tartomanyban van. igy
ebben a kisérleti elrendezésben a porlasztd nagy mintabeviteli hatasfokat csak részben
lehet kihasznalni.

Az analitikai rendszerek fontos paramétere a mérés ismételhetdésége. Mivel az éltalam
hasznalt rendszer egy folyadék kromatografbdl és egy atomfluoreszcens detektorbol allo
kapcsolt rendszer volt, igy mind a folyadék kromatografias elvalasztds, mind az
atomfluoreszcens detektor jelének ismételhetdségét vizsgaltam. Ez tulajdonképpen a
kromatografias elvalasztas esetében a retencids idok, az atomfluoreszcens detektor esetében a
csucsok alatti teriiletek mérésének ismételhetoségének meghatarozasabol allt, melyet mindkét
esetben a mérési eredmények relativ szorasaval, tehat az atlagtol valo eltérés szazalékos
melyek a szerves és szervetlen szelénspecieszek esetében is a linearis mérési tartomanyba
estek és jol mérhetd jelet adtak. A kapott eredményeket a 4. tablazat tartalmazza, zarojelben
az adott szelénspeciesz azon koncentracioja lathatd, amivel az ismételhetdséget vizsgaltam,

minden adat 10 parhuzamos mérés eredménye.
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4. tablazat A HPLC-HHPN-AFS rendszeren végzett mérés ismételhetdosége
Zarodjelben az egyes szelénspecieszek koncentracidja lathato

szelénspecieszek Relativ szoras, %
Retencios 1d6 Csucs alatti tertilet
SeMet (7ug/ml) 0,48 1,7
SeCys (7ug/ml) 0,24 5,7
SeEt (7ug/ml) 0,14 8,5
SelV (S5pg/ml) 0,57 11,8
SeVI (S5pg/ml) 0,11 19,9

A rendszer az elvalasztast tekintve megfeleld reprodukalhatdsaggal rendelkezik minden
vizsgalt szelénspecieszre. A relativ szoéras értékei 1 % alattiak, igy az egyes specieszek
azonositdsa nagy biztonsdggal elvégezhetd. A csucs alatti teriiletek mérésének
ismételhetésége a szeleno-aminosavak esetében szintén elfogadhat6, a szervetlen
szelénspecieszek detektalasa viszont nagy relativ szérdsu kiilonosen a szelenat esetén,
melynek oka a nagy retenciés id6 és a rendszer viszonylag nagy holttérfogata okozta

csucsalak-torzulés (tailing).

4.1.4 A HPLC-HHPN-AFS rendszer alkalmazasa élelmiszer minta speciacids elemzésére

A modszer optimaldsa utdn a rendszert élelmiszer minta specidcios elemzésére alkalmaztam,
demonstralva ezzel, hogy a moédszer alkalmas napi gyakorlatban is speciacios analitikai
problémak megolddsara. Valasztasom a csiperkére esett, amely gomba a legnagyobb
mértékben termesztett gombafajta a vildgon; évi 4 millid tonndt termesztenek beldle. A
csiperke szeléntartalmat a talaj szeléntartalma alapvetden befolydsolja. A kisérletben olyan
csiperke minta specidcios elemzésére keriilt sor, amely kilogrammonként 10 mg szelenitet
tartalmazo taptalajon nétt. A mintdkat Dr. Racz Laszlé bocsatotta rendelkezésiinkre (RACZ
1998). A mintat a tobb 1€épéses enzimes feltaras €s az elemzés eldtt megdrdltem, leszitaltam,
¢s csak a 125 pm-nél kisebb szemcsedtmérdjii frakcid keriilt elemzésre. Az egyes minta-
elokészitési 1épések végén a mintat 15 percig centrifugaltam (Hettich Micro 22R) (3700 g), a

feliiliszot 0,45 pm-es sziirén lesziirtem, pH-jat 5,5-re allitottam sziikség szerint 1 mol/dm’

cre
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elemeztem a mintdit a HPLC-HHPN-AFS rendszeren, valamint az 6sszes szeléntartalmat is
meghataroztam ICP-AES (ICAP-61, Thermo Jarrel Ash, USA) modszerrel.
A teljes minta-el0készitési folyamat harom Iépésbdl allt:

1) 200 mg mintidhoz 3,6 cm’ ioncserélt vizet adtam, majd 37 °C-on, percenként 200
fordulattal, 3 6ran keresztiil extrahaltam.

2) A centrifugalas utani maradékhoz 3,6 cm® 45 mg pepszint tartalmazé 0,05 mol/dm’
Tris-HCI puffert (pH=2,1) adtam, és 37 °C-on, 200 fordulattal percenként, 20 6ran
keresztiil razattam.

3) A centrifugalds utani maradékhoz 3,6 cm® 45 mg tripszint tartalmazé 0,1 mol/dm’
foszfat puffert (pH=7,6) adtam, ¢és 37 °C-on, 200 fordulattal percenként, 20 6ran

keresztil razattam.

Az utolsé centrifugalas utani maradék a kovetkezO minta-elokészitési 1épésbe keriilt. Az
utolsd 1épés utan a maradékot 2 cm’ tdmény sosav és 2 cm’ tdmény salétromsav elegyében
100 °C-on 20 percig roncsoltam, majd az 0sszes szeléntartalmat ICP-AES modszerrel mértem.
Az egyes specieszek azonositasanak ellendrzésére Un. ,,spiking” eljarast alkalmaztam, amely
eljarast az Eurdpai Unid altal szervezett korvizsgalat eldirdsanak megfelelden végeztem el
(GONZALEZ 1998): Egy gramm mintdhoz 3 cm’ joncserélt vizet adtam és 30 percen
keresztiil razattam. Ezutdn 3 cm’ multielemes torzsoldatot adtam a mintahoz, amely 75 pg
szelenatot, szelenitet, SeCys, és SeEt specieszt tartalmazott. A mintit 25 °C-on, 200
fordulattal percenként, 20 6ran keresztiil razattam. Az eljaras végén a maradék nedvességet
100 cm’/min 4ramlési sebességii argon gazzal tavolitottam el, mikozben a mintat 50 °C-on,
180 fordulattal percenként, 30 6ran keresztiil razattam. A nedvesség eltavolitasa utan
folyékony nitrogénben lefagyasztottam a mintat, majd megdroltem, szitaltam és a 125 pm-nél
kisebb szemcseatmérdjli frakcidt hasznaltam fel az elemzéshez.

A speciacios analitika egyik kozponti kérdése a specieszek azonositasa, ugyanis a
mintamatrix ill. a minta-el6készitési eljardsok a retencios i1d0 valtozasat okozhatjdk a
modszerfejlesztéshez hasznalt szintetikus oldatokhoz képest, ill. jelentds hattérjelet
produkélhatnak, rontva ezzel az azonositds megbizhatosdgat. A mintamatrix okozta hattér
vizsgalatara egy alacsony szeléntartalmi minta elemzését is elvégeztem (4,3 pg Se/g minta)
ugyanolyan minta-elokészitést alkalmazva, mint a szelénnel dasitott minta esetén.

Az alacsony szeléntartalmu minta kromatogramjain, mindhdrom minta-eldkészitési 1épés utan
detektalhato jeleket kaptam, melyek nagy valdszinliséggel nem a minta, vagy a vegyszerek

szeléntartalmabol eredtek, ugyanis:
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1) Analitikai mindségii vegyszereket hasznaltam az egész elemzés sordn, melyek szelén
tartalma nem okozhatott mérhetd jelet a rendszerben.

2) Az enzimek szeléntartalma 0,25 pg Se/g alatti volt.

3) A minta esetén 25-sz0rds higitast hasznéltam, igy a minta szeléntartalma a HPLC-
HHPN-AFS rendszer kimutatasi hatara ala esett, mindegyik vizsgalt speciesz esetében.

4) Arzén vajtkatdd lampa hasznalata esetén is megfigyelhetok voltak a jelek.

Ha a vijtkatod lampat kikapcsoltam a hattérjelek nem voltak ¢észlelhetdk, melynek
magyarazata lehet, hogy a lang energidja dnmagaban nem elégséges a megfigyelt emisszid
létrehozasara. A jelenséget eldidézhetik a detektorlangba esetlegesen bekeriild molekulék,
melyek a vajtkatdd lampa gerjesztésének hatasara a detektor altal leképezett hulldmhossz
intervallumban emittalnak (SYCHRA 1975).

Kisérletemben a minta-el6készités okozta retencididé-valtozds meghatarozasara a fent
ismertetett ,,spiking” eljarast alkalmaztam. A 19. abran lathatok a vizes extrakcio
kromatogramjai, melyek jol mutatjak a vizsgélat eredményét. Az dbra felsd részén a szelénnel
dusitott minta ,,spiking” elétti, az alsén a ,,spiking” utdni kromatogramja lathat6. A mintaban
talalhatd specieszek csucsteriilete egyértelmiien megnovekedett a ,,spiking” utani
kromatogramon, anélkiil, hogy a csucs barminemi torzuldst szenvedett volna. A mintdhoz a
,»Spiking” soran hozzaadott, de abban eredetileg nem megtalalhaté specieszek csucsai is jol
detektalhatok a kromatogramon, mig a matrix okozta csucsok teriiletei nem valtoztak a
vizsgélat soran. A vizsgalat bebizonyitotta, hogy az alkalmazott minta-eldkészités nem

befolyasolja a specieszek retencios idejét.
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19. abra
Csiperke minta vizes extrakcio utani kromatogramyjai, ,,spiking” nélkiil (felsé abra) és

,»spiking” utan (also abra)

A mindségi meghatarozas kontrollja utan a mennyiségi kiértékelés megfeleloségének
vizsgalatat is elvégeztem, az eredményeket az S. tablazat tartalmazza. Mivel a
mintael6készitési eljaras kidolgozésa, és annak kritikai értékelése egy masik doktori munka
témaja, a tablazatban csak a harom lépéses extrakcids eljaras dsszesitett eredményeit mutatom
be, a részletes eredmények Dernovics Mihdly PhD értekezésében talalhatok ill. szakmai
folyoiratban mér publikalasra keriiltek (STEFANKA 2001, DERNOVICS 2003).

A vizsgalatot a fent ismertetett ,,spiking” eljarassal végeztem, a specidcios elemzésre kertiilt
mintakat minden esetben ICP-AES modszerrel is elemeztem, valamint szintén ICP-AES
technikaval és a fent leirt HNO;-H,O, elegyet alkalmazé roncsolést kovetden meghataroztam
a minta 0sszes szeléntartalmat.

Bar e dolgozatnak nem célja kiilonb6zd speciacids minta-el6készitési technikdk dsszevetése,
annyit mindenképpen meg kell éllapitani, hogy a tablazatban lathatd 67 %-os kinyerési
hatasfok specidcios analitikdban igen jonak mondhatd. A ,,spiking” utdni 99 %-os hatasfok

annak koszonhetd, hogy a mesterségesen a mintdhoz adott specieszek kozel 100 %-os

54



hatasfokkal extrahdlhatéak voltak, mivel csak feliileti adszorpcidoval kotédnek a minta
részecskéihez, igy szazalékban kifejezve jobb kinyerési hatasfok adodott ez utan a 1épés utan.
elméleti értéktdl 6%-nal kisebb eltéréssel hatdroztam meg. A szelénnel dusitott csiperkében
nem talalhat6 szelenat és SeEt ,,spiking” utani mennyiségét 7-10 szazalékos eltéréssel sikeriilt
meghatarozni. A szelenit és SeCys; esetén az elméleti értéktdl vald eltérés viszonylag nagy
volt, amely a minta inhomogenitdsdval magyarazhato, hiszen az alacsony szeléntartalmu

minta esetén nagyon jo visszanyerési hatasfokokat kaptam.

5. tablazat Szelénnel dusitott csiperke specidcios elemzésének eredményei, zardjelben az

elméleti szelénkoncentracidk lathatok

Minta HPLC-HHPN-AFS ICP-AES Osszes| Kinyerési
ng Se/g ng Se/g szelén-| hatasfok
SeCys,| SeEt | Se(IV) | Se(VI) | Sum tartalom %
ug Se/g
Szelénnel dusitott csiperke | 27,7 | <D.L. | 46,4 | <D.L. | 74,1 83,0° 1102 % 67° | 75¢
,»spiking“elott
Szelénnel dusitott csiperke | 116,5 | 68,0 | 151,7 | 69,9 | 406,0 372,6° 4102 % 99° | 91¢
Lspiking“utin (102,7)| (75,0) | (121,4)| (75,0) | (374.1) (383,0)
Alacsony szeléntartalma | 78,3 | 78,9 [ 79,0 | 794 |3156 29220 304,2 % 103°] 96°

csiperke ,,spiking“utan (75,0) | (75.0) | (75,0) | (75,0) | (300,0) (300,0)

a: A 3 Iépéses minta-el6készités utani Se-tartalom ICP-AES modszerrel meghatarozva
b: A HNO/H,0, roncsolas utani Se-tartalom
c: A speciaci6 eredményeibdl szamitott kinyerési hatasfok

d: Az ICP-AES elemzés eredményeibol szamitott kinyerési hatasfok

4.1.5 Osszefoglalas
A fent ismertetett munkaban eldszor irtam le olyan speciacios rendszert, amely HPLC-HHPN-

AFS kapcsolason alapul, és harom szeleno-aminosav valamint két szervetlen szelén speciesz
meghatdrozasara alkalmas. A rendszer optimalasa utdn megéllapitottam annak analitikai
teljesitd képességét. Kritikailag értékeltem a moddszer korlatait speciaciés analitikai
felhasznalas soran. Fontos megjegyezni a komplex mintamatrix okozta hattér jelenségét, amit
eddig az irodalomban ilyen kisérleti elrendezés mellett nem dokumentéltak. Ez megneheziti a
minta specieszeinek azonositasat, és kortltekintd hattérkorrekciot tesz sziikségessé. Mivel

szelén specieszekre jelenleg nincs kereskedelmi forgalomban kaphatd hiteles anyagminta a
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mennyiségi és mindségi kiértékelés ellendrzésére ,,spiking” moddszert hasznaltam. Az
eredmények értékelése utan megallapithato hogy az elvégzett vizsgalat mind a mindségi mind
a mennyiségi kiértékelés esetén kielégitd eredményt adott, igy egyértelmiien kijelenthetd,
hogy a kidolgozott HPLC-HHPN-AFS modszer valodi mintakban is alkalmas specidcios

feladatok megoldasara.
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4.2 Nagy hatékonysagu folvadék-kromatografia és atomfluoreszcens spektrometria
kapcsolasa hidridfejlesztéssel, HPL.C-HG-AFS rendszer

Mivel az irodalomban nem talalhaté adat a szeleno-aminosavak kdzvetlen, el6zetes kezelés
nélkiili hidridképzésére, az e fejezetben ismertetett munka célja, elsésorban olyan mddszer
kifejlesztése volt, amely alkalmas SeCys,, SeMet és SeEt kozvetlen hidridképzéssel torténd
meghatarozasadra. Tovabba cél volt e modszer alkalmazhatdésaganak vizsgalata, melyet
szeléntartalmu taplalék-kiegészitd készitmény speciacios elemzésének eredményein keresztiil

mutatok be.

4.2.1 Felhasznalt eszkdzok és vegyszerek

A HPLC-HG-AFS rendszer kifejlesztéséhez, az analitikai teljesitoképesség megallapitasdhoz
valamint a szeléntartalmu taplalék-kiegészitd készitmény elemzéséhez felhasznalt eszk6zok
¢s vegyszerek koziil azokat sorolom fel, melyek az el6z6 részben ismertetettektdl eltérnek.

A szelénspecieszek elvalasztdsa LiChroCART 125-4 oszlopon tortént, amely LiChrospher
100 RP-18 szilikagél allofazissal volt toltve (Merck, Darmstadt, Németorszag). Az eluens
aramlasat egy négy szivocsonkkal ellatott Merck pumpa (Hitachi, L-7100) biztositotta amely
a mintabejuttato-egységgel (LMIM, Budapest, Magyarorszag) Osszekapcsolva a mintat az
oszlopra juttatta. Vizsgalataim soran 100 pl térfogati mintabejuttatd hurkot hasznaltam.

A soésavat és natrium-tetrahidroboratot egy tobbcsatornas perisztaltikus pumpaval (Rainin
Instruments, Woburn, MA, USA) szallitottam a PEEK-bo6l késziilt reakciokamraba, ahonnan a
mintaval egyiitt egy héazilagosan késziilt gaz-folyadék- szeparatorba jutott. Az AFS detektor
¢s a gaz-folyadék-szeparator koz¢é egy Perma Pure gydrtmanyu hidrid-széritot helyeztem
(Perma Pure Products, Farmingdale, NJ, USA). A szarité6 egy duplafali ,,cs6 a csdben”
szerkezet, melynek belsd csove vizateresztd membran. A kiilsé kopenyben dramlo szaraz
argon gaz ¢és a belsd csében aramlo nedvesebb gaz kozott fennallo gradiens hatasara a
nedvességtartalom a membranon keresztiil 4tdiffundal a kdpenyben aramlo szaritogaz felé. A
gaz-folyadék-szeparatorbol a szelénhidridet argonnal {iztem ki, melyhez a hidridszaritd utan
hidrogént kevertem. Ez a gazelegy alkotta a detektorban az atomizalashoz sziikséges langot.
Mindkét gaz térfogataramat Cole-Parmer rotaméterrel mértem (Niles I1, USA).

Az eluens készitéséhez sziikséges DDAB (didodecil-dimetil-ammonium-bromid) oldatot
Realsonic RS-16 F tipusu ultrahangos késziilékkel homogenizaltam.

A HPLC-HG-AFS rendszer sematikus felépitését az 20. abra mutatja.
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eluens
argon hidrogén

HPLC pumpa
HPLC oszlop
HG ' j
} } AFS Borwin
hidrid
szarito detektor PC
drain
20. abra

HPLC-HG-AFS rendszer felépitése

Minden felhasznalt vegyszer analitikai tisztasagu volt. A torzsoldatok készitéséhez szeleno-
DL-metionint (SeMet), szeleno-DL-etionint (SeEt) ¢és szeleno-DL-cisztint (SeCys;)
hasznaltam (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA). A kiindulasi oldatok mindharom
szelénspeciesz esetén szelénre nézve 100 mg dm™ toménységiiek voltak. A szelenit esetén a
térzsoldatot 1000 mg dm™ atomabszorpcids torzsoldatbol (Merck, Darmstadt, Németorszag)
készitettem, tizszeres higitassal.

A néatrium-tetrahidroborat-oldatot (NaBH4) naponta frissen készitettem ugy, hogy 2 m/v%-os
natrium-hidroxid (Merck, Darmstadt, Németorszag) oldatban annyi NaBHs-ot oldottam fel,
hogy 4 m/v%-os oldatot kapjak. A sosavoldatot 2 m/v%e-os toménységilire készitettem, 37%
sosavoldatbol (Merck, Darmstadt, Németorszag) higitassal.

Németorszag), amely 0,5 v/v% metanolt (Carlo Elba, Milano, Olaszorszag) és 10 mol dm™
didodecil-dimetil-ammoénium-bromidot tartalmazott. Az eluens pH-jat ecetsavval 4,0 értékre
allitottam. Minden oldat készitéséhez ioncserélt vizet hasznaltam (Elga Ltd., High Wycombe

Bucks, Anglia; R> 10 MQ).

4.2.2 Az elvalasztds optimalasa

A modszerfejlesztés elsO 1épése a kromatografias elvalasztas kidolgozasa volt.
Az elvalasztast az el6z0 alfejezetben ismertetett munka eredményeit felhasznalva dolgoztam

ki. A vizsgalt négy szelén speciesz elvalasztdsdhoz nincs sziikség gradiens ellcidra, igy
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izokratikus koriilmények kozott csak az aramlédsi sebességet valtoztatva a 6. tablazatban
lathato elacidés programot dolgoztam ki, mellyel az elvéalasztds idOtartama 10 percre

csOkkenthetd. Az igy készitett standard kromatogram a 21. abran lathato.

6. tablazat HPLC elucios program SeCys, SeMet, SeEt

és SelV elvalasztasahoz

Lépés Id6tartam, Eluens aramlasi
sorszama perc sebessége, ml min™!
1 0-3,5 0,5
2 3,6-5 1,0
3 5,1-10 1,5

jelintenzitas

5.00 10.00 15.00 20.00  [min]

21. abra
SeCys, SeMet, SeEt és SelV kromatogramja a 6. tablazat programja szerint

4.2.3 A hidridfejlesztés paramétereinek optimalasa

A speciacios analitikdban hasznalatos kromatografias rendszerek és detektorok egymashoz
kapcsolasa igen fontos kérdés, mert alapvetden meghatirozza a detektorba jutd
mintamennyiséget. Ezért a derivatizacids eljarast ugy sziikséges megvalasztani, hogy az a
lehetd legjobb mintabeviteli hatasfokkal rendelkezzen. Az altaldnosan hasznalatos porlasztok
hatasfoka 2-3 %-o0s, ez indokolta egy 01j, eddig nem probalt mintabeviteli technika, a szeleno-

aminosavak kozvetlen, elézetes kezelés nélkiili hidridfejlesztésének alkalmazasat.
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A keletkezett hidrid mennyiségét és igy a jelintenzitast befolydsold tényezok koziil az

vizsgaltam.

A sosavkoncentracio hatasat 1-3 mol dm” koncentracio-tartomanyban vizsgaltam. Az
optimalis koncentracié 2 mol dm™ volt. 1 mol dm’-nél az elvalasztast nem lehetett kivitelezni,
és a jelintenzitas 60%-kal csokkent. A 3 mol dm™ koncentracional az elvalasztas megegyezett
a 2 mol dm” sosav-koncentracional tapasztalttal, de 30%-os jelintenzitas-csokkenést
tapasztaltam.

A natrium-borohidrid mennyiségének hatdsat a fluoreszcens jel nagysagara a 22. abra
mutatjia. Az optimalast 0,25-1 mol dm™ nétrium-borohidrid koncentracioval végeztem.
SeCys; jelintenzitasa az egész vizsgalt tartomanyban ndtt, mig a tobbi speciesz valaszjele 0,75
mol dm~™ koncentraciot koveten jelentésen csokkent. Igy az optimalis koncentraciot

0,75 mol dm™ -nek vélasztottam.

12000

10000 //7
0 8000 / —+— SeCys
] SeMet
N 6000 -
% 4000 % SelV

0 ‘ :
0 0,5 1 1,5

NaBH , koncentracigja, mol dm?

22. abra
A natrium-borohidrid mennyiségének hatasa a fluoreszcens jel nagysagara. A
szelénspecieszek koncentracioja 1 mg Se dm™

Az optimalds kovetkezd 1épése soran mind a gaz-folyadék szepardtorba bevezetett argon,
mind a hidridszarité utdn a rendszerbe vezetett hidrogén térfogatdiramanak jelintenzitasra

gyakorolt hatdsat nyomon kovettem.
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A hidrogén térfogataramanak vizsgalata soran nem tapasztaltam jelentds valtozast a
jelintenzitasban.

Az argon szerepe kettds a rendszerben: egyrészt a gaz-folyadék-szeparatorban keletkezett
hidrid kihajtasaért felelds, masrészt a hidrogénnel keveredve az atomizalast végzd langot
alkotja. Mivel a detektor rogzitett észlelési magassaggal dolgozik, ez utobbi funkcidé sem
elhanyagoland6, ugyanis az argon térfogatirama nagy mértékben befolyasolja a lang
geometridjat (nagyobb térfogatiramndl a lang higul és megvaltozik az optimalis észlelési
magassag is), és igy a kapott jel intenzitasat. A vizsgalt térfogataram-tartomany 4-80 dm’ h™!
volt. Az argon térfogataramanak hatasat a fluoreszcens jel nagysagara a 23. abra mutatja. Az

optimalis érték 20 dm® h™' volt.

2500
2000 ><//X\

. —e— SeCys
1500 < N\ —m— SeMet

\._/. —— SelV

500 —
50
3

jelintenzitas

0 100
-1

Argon térfogataram, dm h

23. abra
Az argon térfogataramanak hatdsa a fluoreszcens jel nagysagara. A szelénspecieszek

koncentracidja 1 mg dm™

4.2.4 A hidridképzés hatdsfokénak vizsgalata
Mieldtt ezen alfejezet targyanak ismertetésére ratérnék elore kell bocsijtanom, hogy a

hidridképzési reakcid soran a szeleno-aminosavakbol képzddé illékony szelén specieszek
szerkezetét eddig nem hataroztdk meg, és doktori munkam soran nekem sem volt lehetéségem
szerves tomegspektrometrids mérésekkel a specieszek struktirdjanak meghatdrozasat

elvégezni. Ezért disszertaciomban az eljaras elnevezésébdl kiindulva hidridképzésrol illetve
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annak hatasfokarol beszélek, annak ellenére, hogy a reakcid soran a szelén-hidrid kizar6lagos
keletkezése nem bizonyitott.

A hidridképzés hatasfoka nagymértékben befolyasolja a kapott atomfluoreszcens jel
nagysagat. Mivel irodalmi adatok nem 4lltak rendelkezésre a szeleno-aminosavak kdzvetlen
hidridképzésérol, sziikséges volt a hatasfok megallapitasa.

juttattam egy perisztaltikus pumpaval, pontosan mért ideig €s térfogatdrammal, mialatt a gaz-
folyadék-szeparatorbol eltdvozo draint felfogtam. A drain szeléntartalmat Thermo-Jarrel-Ash
ICAP-61 induktiv csatolasi plazma spektrométerrel mértem. A kapott eredményekbdl
szamitottam ki a hidridképzési hatasfokot, melyeket a 7. tablazat mutat (az RSD érték
minden szelén-speciesz esetében + 3% alatti). Az eredményekbdl kovetkezik, hogy a szeleno-
aminosavak kozvetlen (eldzetes kezelés nélkiili) hidridképzésekor a szeléntartalom csak kis
része alakul at illékony szelén vegyiiletté. A mintabeviteli hatasfok viszont igy is jelentdsen

meghaladja az atlagos pneumatikus porlasztok hatasfokat.

7. tablazat Szelén-specieszek hidridképzési hatasfoka

Szelén-speciesz Hidridképzés
hatasfoka, %
SeCys 25
SeMet 18
SeEt 6
SelV 92

4.2.5 Analitikai teljesitd képesség vizsgalata

A rendszer optimalis paraméterei mellett felvett elemz0gorbék linearitasat a 24. abra mutatja.
A linearitast 0,1-50 mg dm’ koncentracidtartomanyban vizsgaltam. A szelén specieszek
esetében nem tapasztaltam egy kordbbi munka sordn arzén specieszeknél megfigyelt
onabszorpciét (MESTER 1997). A linedris tartomany minden szelén-speciesz esetében 1,5

nagysagrendnyi volt.
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24. abra

Szelén-specieszek elemzdgorbéje

A kimutatasi hatart a 4.1.3 alfejezetben leirt modon hataroztam meg (3o kritérium). Az igy

megallapitott kimutatdsi hatdrokat - Osszevetve az el6z6 alfejezetben ismertetett HPLC-

HHPN-AFS rendszerrel - a 8. tablazat tartalmazza.

8. tablazat Egyes szelén-specieszek kimutatdsi hatara

HPLC-HG-AFS rendszeren

Szelén Kimutatasi hatar, pg dm™
speciesz | HPLC-HHPN- | HPLC-HG-AFS
AFS
SeCys; 180 18
SeMet 200 70
SeEt 160 96
SelV 130 16

63



A rendszer optimalasa és analitikai teljesité képességének szintetikus oldatokkal torténd
meghatarozasa utdn a rendszer altal szolgaltatott informécié pontossagat is ellendriztem,
valédi minta speciacidés elemzésével. A pontossdg ellendrzésére bizonylatolt hiteles
anyagminta hidnyaban az el6z6 alfejezetben is hasznalt ,,spiking” eljarast alkalmaztam. A
minta szelén tartalmu taplalékkiegészitd tabletta volt. Az eljards soran vizes extrakciot
alkalmaztam a szelén specieszek kinyerésére a mintabol, a kovetkezdkben leirtak szerint:

Egy tabletta mintahoz 3,6 cm’ ioncserélt vizet adtam, majd 37 °C-on, percenként 200
fordulattal, 3 ordn keresztiil extrahaltam. Majd a mintat 15 percig centrifugaltam (Hettich
Micro 22R, 3700 g), a feliiluszot 0,45 pm-es sziirén lesziirtem, és 5 cm’ térfogatra toltottem
fel. Az igy elOkészitett minta keriilt elemzésre a HPLC-HG-AFS rendszeren.

A ,spiking” eljards soran a centrifugalas utan tobbelemes standard oldatot adtam az
extraktumhoz, amely 125, 100 és 250 pg-mal névelte meg dm’-enként az extraktum SeCys,-,

SeMet- és szelenit-tartalmat.

ielintenzitas

20 40 600 & 1000 1200 14000

25. 4bra
Szelén tarlamu taplalék-kiegészitd kromatogramja. Az also abra a ,,spiking” el6tti a fels6 a

,»spiking” utani eredményt mutatja

A 25. abran lathaté a minta kromatogramja €s a ,,spiking” utani kromatogram. A harom

komponens elucids sorrendben a kovetkezd: SeCys,, SeMet, szelenit. A kromatogram jol
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mutatja, hogy a minta komponensei megegyeztek az addicionalt standardekkel. A
koncentracio-noveléssel eldidézett csucsnovekedés is jol lathatdo, a csucsok alakjanak
deformalodésa nélkiil. Ezen eredmények ismeretében kijelenthetd, hogy a mindségi
kiértékelés megfeleld.

A mennyiségi kiértékelés ellendrzésére kiszamoltam az egyes specieszek kinyerési hatasfokat,

melyeket a 9. tablazat tartalmaz.

9. tablazat A mennyiségi meghatarozas vizsgalatdnak eredményei

Szelén Eredeti konc. | Hozzaadott konc. | Visszanyerés
speciesz png dm? ug dm” hatasfoka, %
SeCys 122+12 125 91,7+3,1
SeMet 106+7 100 90,2 £ 4,6
SelV 248+11 250 104,9+£5,3

A tablazat masodik oszlopa tartalmazza a taplalék-kiegészitOben taldlt szelén specieszek
koncentracioit. A mennyiségi kiértékelés vizsgalata soran a ,,spiking” eljarast ugy végeztem
el, hogy a mért speciesz-koncentraciok koriilbeliil a kétszeresiikre novekedjenek. Vagyis
olyan mennyiségi standard oldatot adtam a mintdhoz, amely 125, 100 és 250 pg-mal novelte
meg dm’-enként az extraktum SeCys-, SeMet- és szelenit-tartalmat. A visszanyerési
hatasfokok minden esetben 90 % felettiek. Szelenit esetén a hatasfok tullépi a 100 %-ot, de a
bizonytalansag értékét figyelembe véve lathatjuk, hogy az intervallum része a 100 %, vagyis a

visszanyerési hatasfok elfogadhato.

4.2.7 Osszefoglalas
A fent ismertetett munkaban olyan 0j eljarast dolgoztam ki, amely lehetdvé teszi szeleno-

aminosavak ¢és szelenit nagy érzékenységli meghatarozasat, az irodalomban el6ttem nem
ismertetett elézetes kezelés nélkiili hidridfejlesztést alkalmazva.

Munkdmban egy olyan speciacios analitikai modszert fejlesztettem ki, amely mind az
elvalasztds mind a detektdlds paramétereiben megfelel a gyakorlati analitikai

kovetelményeknek. Mivel az eljards soran a szeleno-aminosavakbdl eldzetes kezelés nélkiil
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fejleszthetd hidrid, a rendszer 1ényegesen egyszeriibben kezelhetd, lizemeltetése olcsobb. Bar
a hidridképzés hatasfoka elmarad a szaz szazaléktol, a rendszer mintabeviteli hatdsfoka a
hagyomanyos porlasztdsos mintabevitel hatasfokdt meghaladja. A modszert szeléntartalmua
taplalék-kiegészitd készitmény speciacios elemzésére alkalmaztam, és megallapitottam, hogy
mind a mindségi mind a mennyiségi meghatdrozas szempontjabol megfelel az analitikai

modszerekkel szemben tamasztott kovetelményeknek.
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4.3 Nagy hatékonysagu folvadék-kromatografia és atomfluoreszcens spektrometria
Kkapcsolasa elozetes roncsolassal kombinalt hidridfejlesztéssel, HPLC-TD-UV-HG-AFS
rendszer

Az el6zo alfejezetben ismertetett kozvetlen hidridfejlesztésen alapuld modszer megfeleld
ugyan speciacios elemzésekhez, de a moddszer nagy hatranya, hogy szelenat mérése nem
oldhatdé meg segitségével, valamint a szerves szelén specieszek hidridképzési hatasfoka
messze elmarad a szdz szazaléktol. Ezen tények felvetik a modszerben rejld, eddig
kiaknazatlan lehetdségek felszinre hozasanak jogos igényét. Ez csak elézetes roncsold,
redukalo 1épés (termikus roncsolas, thermal digestion, TD és ultraibolya besugarzas
ultraviolet irradiation, UV) alkalmazasaval lehetséges. Az itt bemutatandé munka egy ilyen
modszer kifejlesztésére koncentrdl, a mddszer optimaldsa utdn és az analitikai teljesitd
képesség meghatarozasat kovetden a moddszert sikeresen alkalmaztam brazil did mintak

szeléntartalmanak speciacios elemzésére.

4.3.1 Felhasznalt vegyszerek és eszkdzok

A felhasznalt eszkozok és vegyszerek koziil csak azokat sorolom fel, melyeket az el6zd
alfejezetekben még nem ismertettem.

Minden felhasznalt vegyszer analitikai tisztasagu volt. A kromatografids elvalasztashoz
sziikséges eluens Osszetevdi a kovetkezOk voltak: ammonium-hidrogén-karbonat (Riedel-de
Haen, Seelze, Németorszag), tomény hangyasav (Reanal, Budapest, Magyarorszadg), HPLC
tisztasdgi metanol (Carlo Erba, Milano, Olaszorszag), tetrabutil-ammoénium-acetat (TBAA;
Sigma).

A hidridfejlesztéshez a Merck cég altal gyartott sdsavat, valamint kalium-bromidot (Reanal),
natrium-borohidridet (Sigma) és natrium-hidroxidot (Reanal), a minta-el6készitéshez kalium-
dihidrogén-foszfatot (Reanal), dikalium-hidrogén-foszfatot (Reanal) és prondz enzimet (4000
U/mg; Merck) hasznaltam.

A szelénspecieszek elvalasztdsa LiChroCART 250-4 oszlopon tortént, amely LiChrospher
100 RP-18 szilikagél allofazissal volt toltve (Merck, Darmstadt, Németorszag).

Az oszlopot kovetden a minta a termikus roncsoldba jut, ami egy szilikonolajjal toltott edény,
melyben az olaj homérsékletét kontakthomérd altal szabalyozott flitészal biztositja. Az
egyenletes hoeloszlasrol egy beépitett keverd gondoskodik. A berendezés arra a célra szolgal,
hogy a mintat adott hdmérsékletre melegitse, illetve azon tartsa meghatarozott ideig, abbol a
célbol, hogy az elézetesen adagolt sésav és kdlium-bromid a mintdban 1évé szelenatot
szelenitté¢ redukalja. Az eszkdz tovabbi eldonye, hogy a kovetkezd 1épésben szereplé UV

roncsold hatasfokat javitja.
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25.4bra
A HPLC-TD-UV-HG-AFS rendszer felépitése

A késziilek kovetkezd része egy alacsony nyomdst higany ldmpa, amelyre 2 méter
hossztsagu tefloncsd van spirdlisan feltekerve. Az UV sugarzéssal (A= 253,7 nm) a szeleno-
aminosavak roncsolasa végezhetd el, javitva a szerves szelén specieszek hidridképzési
hatasfokat.

A hidridfejlesztés sdsavas kdzegben natrium-borohidrid segitségével megy végbe. A néatrium-
borohidridet a s6savhoz hasonléan tobbcsatornas perisztaltikus pumpa (Rainin Instruments,
Woburn, MO, USA) széllitta az UV roncsolobol érkezd mintahoz. A reakcidpartnerek
Osszekeverése egy poliéter-éter-ketonbol (PEEK) késziilt néhany ml térfogatti reaktorban
torténik. A gazfejlédés pillanatszerli reakcidja mar a reaktorban, illetve a tefloncsében
megindul. Mivel a reakcid exoterm folyamat, a mintaszallito csé egy 0 °C-os, jeges vizet
tartalmaz6 hiitdén vezet keresztiil, igy a hidridképzés hatasfoka javul. A hiités tovabbi eldnye,
hogy a vegyes halmazallapotl elegy gaz fazisabol a viz jelentds része kondenzal. A hiitést a
folyadék ¢€s gaz fazis szétvalasztasa koveti, amit egy hazi készitésii gaz-folyadék szeparator
valosit meg. A gaz-folyadék-szeparatorbdl a szelénhidridet argongazzal tiztem ki.

A gaz-folyadék-szeparator és a detektor kéz¢ egy Perma Pure gyartmany( hidrid-szaritot
helyeztem. (Perma Pure Products, Farmingdale, NJ, USA). A HPLC-TD-UV-HG-AFS

rendszer sematikus felépitését a 25. abra mutatja.

4.3.2 Hidridképzés optimdalasa

A termikus és UV roncsol6 ill. a hidridfejlesztés megfeleld paramétereinek optimalasat a

kromatografias rész kiiktatdsaval végeztem.
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alkalmazasaval érték el a szerves szelén specieszek hidridképzési hatasfokanak novekedését.
Az idézett munkaban SeCys; esetén 120 mig SeMet esetén 122 %-os hidridképzési hatasfokot
dokumentaltak. A szaz sz4zalékot meghalado hatasfok valdsziniileg a H,Se-nél illékonyabb
specieszeknek koszonhetd (LAFUENTE 1996). Az altalam alkalmazott UV besugarzéas, a
hivatkozott eljardsnadl annyiban eldnyOsebb, hogy nincs sziikség vegyszer (KBrOs)
hozzaadésara, amely Gjabb szennyezési lehetdség, nem beszélve az 1d6- és koltség-igényerol.
A hidridképzéshez hasznalt reagensek koncentracidinak €és aramlasi sebességeinek bedallitasait
egy korabbi tanulmany alapjan hajtottam végre (IPOLYI 2001). A rendszer miikodési

paramétereit az 10. tablazat mutatja.

10.tablazat
A HPLC-TD-UV-HG-AFS rendszer miikddési paraméterei
HPLC
Oszlop LiChroCART 250-4, LiChrospher 100 RP-
18 (5um)
Eluens 30 mM ammonium-formiat
3 mM TBAA
1 V/V% metanol

pH=3
Mintabevivd hurok 100 pl
térfogata
Eluens aramlasi 0,0-10,5 min. 0,75 ml min’!
sebessége 10,6-30,0 min 1,2 ml min”
HG
Na-borohidrid 2 m/v %, 1 m/v%-0s NaOH oldatban oldva
koncentracio

Sésav koncentracid

50 v/v%, 5 m/v%-os KBr-ban oldva

Termikus roncsolo 122 °C
hémérséklete

Kihajté gazaram 300 ml min™
Ellenaramu szarito 2500 ml min™
gazaram

AFS

Elsddleges aramerdsség 25 mA
Megemelt aramerdsség 25 mA

Az elvalasztds soran izokratikus koriilmények kozott sikeriilt elvéalasztani a négy

szelénspecieszt, minddssze az eluens aramlasi sebességét ndveltem meg a szelenit elucidja
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utan, az analizis idejét csokkentendd. Az izokratikus elvalasztasnak a gradiens elucidval
szemben megvan az az eldnye, hogy nem sziikséges a komponensek elvalasztasa utan a
gyengébb eluenssel mosni az oszlopot a kiindulési feltételek visszaallitdsdhoz, igy az analizis
ideje jelentdsen csokkenthetd. Az optimalt paraméterekkel nyert standard kromatogram a 27.
abran lathato.

uv R

8.0E+05

6.0E+05 7

SeMet
4.0E+05 7

SeVl

2.0E+05 1

0.0E+00 500 1000 1500 2000 2500 3000 [min]

27.abra

Szelén-modosulatok elvalasztasa LiChroCART 250-4 oszlopon. Koncentraciok szelénre
nézve (ug/ml) SeCys;: 1,4 — SeMet:1,36 — Se(IV):1 — Se(VI):1

4.3.3 A HPLC-TD-UV-HG-AFS modszer analitikai teljesitképességének vizsgalata

A rendszer linearitasat a 28. Abra mutatja. A linearitas vizsgalata soran 0,0014-1,4 mg 1"
koncentraciotartomanyban dolgoztam. A rendszer valaszjele speciesztdl fiiggetleniil 3
A kimutatdsi hatdr meghatarozdsakor a 28. abran lathaté analitikai elemzégdrbék
segitségével a hattérszoras haromszorosdnak megfelelo értéket tekintettem kimutatasi
hatdrnak. Az igy megallapitott kimutatasi hatdrokat - Osszevetve a korabbi alfejezetekben
ismertetett HPLC-HHPN-AFS ill. HPLC-HG-AFS rendszerekkel - a 11. tablazat tartalmazza.
A tablazatbol egyértelmiien latszik, hogy a modszerfejlesztés meghozta a kivant hatast, a
rendszer kimutatdsi hatdra mindegyik speciesz esetében harom nagysagrendet javult. Ezt
kisebb mértékben a hidridképzés hatasfokédnak javuldsa, nagyobb részben a rendszer

zajszintjének csokkenése okozza.
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28.abra

Szelén-specieszek elemzdgorbéje

Az ismételhetéség megallapitdsdhoz olyan standard oldatot hasznaltam, amely a kimutatési

hatar tizszeresének megfeleld koncentracioban tartalmazta az egyes specieszeket. Az

ismételhetdséget tiz parhuzamos mérésbdl szamitottam, az eredményeket szintén a 11.

tablazat tartalmazza. A tablazatbol kitlinik, hogy a rendszer képes teljesiteni az ilyen

metodikaktol elvarhatd megbizhatosagi kritériumot. Mind a négy speciesz esetében a

bizonytalansagi érték 4 % alatt maradt.

11.tablazat A HPLC-TD-UV-HG-AFS rendszer kimutatasi hatara 0Osszehasonlitva két

korabban kifejlesztett rendszerrel és a modszer ismételhetdsége

Kimutatési hatar, ng/ml Ismete£26toseg,
Komponens o HIPN- HPLC-HG.AFS | HPLC-TD-UV-HG- | HPLC-TD-UV-
AFS AFS HG-AFS
SeCys, 180 18 0,20 3
SeMet 200 70 0,58 3.9
SelV 130 16 0,13 2.8
SeVI 600 - 0,40 3,4
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4.3.4 Brazil di6 minta elemzése HPLC-TD-UV-HG-AFS rendszerrel.
Munkém célja - mint az ezen dolgozat keretében ismertetésre kertild fejlesztések soran mindig

- olyan kapcsolt technika Iétrehozasa, amely teljesiti a korszerli specidcios analitikai
technikdkkal szemben tdmasztott kovetelményeket, €s alkalmas szeléntartalmi mintak
specidcios analizisére. Ezért a rendszer optimalasa és analitikai teljesitoképességének
meghatarozdsa utdn egy szeléntartalmii élelmiszerminta elemzését végeztem el. Az
elemzéshez a brazil didt /Bertholletia excelsa/ vélasztottam, mely magas szeléntartalmu
talajrol  szdrmazd6 novény, az Amazonas medencéjében szétszortan terem. A
szelénspeciacioval foglalkozo szakemberek érdeklédése nemrégiben fordult e felé a novény
felé, ugyanis a dio fehérjéire a nagy metionin-tartalom jellemzd, igy varhatd volt a talajban
eléforduld és a novény szamara felvehetd szelén/kén aranya altal szabalyozott SeMet/Met
arany eltolédasa a szeléntartalmu aminosav iranyaba. Ez felveti a szelénhidny esetén
kiegészitd taplalékként torténd alkalmazas lehetdségét is.

A brazil di6 minta-el6készitéséhez egy mar kordbban kozolt modszer specialisan erre a
mintafajtdra tovabbfejlesztett valtozatat alkalmaztam. Az enzimes minta-elokészités
kidolgozédsa nem képezi disszertaciom targyat, ez részletesen megtalalhatdo Dernovics Mihaly
PhD értekezésében (DERNOVICS 2003). E helyt csak a végleges mddszert ismertetem.

Az elemzésre szant didkat megtortem, héjukat eltdvolitottam, majd lehdmoztam a fehér
didbelet fedd vékony barnds takaroréteget is. Ezt kovetéen a kb. 70%-os zsirtartalmu
diobelsoket (kb. 10 g-ot) felapritottam, majd a kapott tormeléket 1,5 mm-es szitan raztam at.
Az athulld frakciot (kb. 4g) Soxhlet-extrahalohiivelybe oOntottem, és — a zsiros fazist
elvalasztand6 — 150 ml ciklohexannal (Reanal) 15 atbukdsig extrahaltam. Ezutan a
zsirtalanitott did szemcséit porcelantégelyben dorzsolve tovabb apritottam, és 0,125 mm-es
szitan atszitaltam. Az igy el6készitett, enzimes mintaelokészitésre alkalmas minta tomege 1,1
g volt.

Az  el6készitett  didmintdbol — 3 parhuzamossal  dolgozva -  kimértem
0,130 gramm koriili mennyiséget, amelyet 15 mg pronaz, fehérjebontdé enzimet tartalmazo,
3,6 ml 50 mM-os foszfatpufferben (pH=7,4) oldottam fel. Az elegyet 37°C homérsékleten, 24
oréan keresztiil, 180 1/perc fordulatszamu razégépen razattam. Ezt kovetden a mintdkat 15 ml-
es centrifugacsdbe toltdttem at, és 25 percig centrifugaltam (4000 g, 10°C; Hettich Micro 22R
centrifuga, Hettich, Tuttlingen, Németorszag). A centrifugalds utdn a feliiluszot
gyljtéedénybe Ontottem le, és a centrifugdlast még kétszer, 0,6-0,6 ml pufferral torténd

szuszpendalas utan megismételtem.

73



A harom centrifugalési 1épés utan az azonos mintdhoz tartozo feliiliszokat egyesitettem, 0,45
um-es celluloéz-nitrat (Whatman; Anglia) fecskenddsziiron atsziirtem €s 5 ml-re egészitettem
ki ioncserélt vizzel. A kapott oldatot a HPLC mérés megkezdéséig hiitében taroltam.

A centrifugéalas utan kapott tiledéket a celluloz-nitrat sziirépapirral egyiitt 2 ml tomény HNO;
¢s 2 ml cc. H,O; elegyében, zart teflonbombéban kukta segitségével 100°C-on roncsoltam 20
percen keresztiil. A roncsoléas végeztével az elegyet 5 ml-es mérdlombikban ioncserélt vizzel
jelre toltdttem. Az eredmények ellendrzéséhez a 3 parhuzamos minta, illetve a maradékok
Osszes szeléntartalma induktiv csatoldsu plazma-atomemisszids spektrométerrel (ICP-AES;
Thermo Jarrel Ash ICAP-61, Franklin, MA, USA), mint fliggetlen mddszerrel megmérésre
kertilt.

A fent ismertetett minta-elokészités utan a kifejlesztett modszerrel elemeztem a brazil did
mintat, a kapott kromatogramot a 29. abra mutatja, a bal felsé sarokban kiemelve a SeCys,
cstcsot. A varakozasoknak megfeleléen a szeléntartalom legnagyobb részét a szeleno-

metionin alkotja, mellette még azonosithatdé komponensként szeleno-cisztin taldlhatdo a

mintaban.
W SeM et
2.0E405 - 1 SeMet
1.5E+05
1.0E+05 - i@
5.0E+04
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00[min ]
0.0E+00 -
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 fmir]
29. abra

Brazil di6 minta kromatogramja HPLC-TD-UV-HG-AFS rendszeren
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Mivel a vizsgélt mintatipusra speciesz-tartalomra hitelesitett CRM nem all rendelkezésre, a
modszer ellendrzésére az elemzést mind kiilsO kalibracioval, mind standard addicidval
elvégeztem, ill. az Osszes szeléntartalmat fiiggetlen modszerként ICP-AES technikéval is

meghatdroztam. Az eredményeket a 12. tablazat tartalmazza.

12.tablazat A brazil di6 minta elemzésének eredményei, harom parhuzamos minta-
elokészitéssel

Minta |Maradék HPLC-TD-UV-HG-AFS ICP-AES
Se- mg/kg mg/kg
tartalma Kiils6 kalibraci6 szerint Standard addici6 szerint
(“g) .. .. [Ty
Speciacio Osszes Se Speciacio Osszes Se | Osszes Se
SeCys, | SeMet SeCys; | SeMet
A 0,17 0,15 | 54,13 54,28 0,20 | 52,77 52,97 69,21
B 0,41 0,12 66,10 66,22 0,14 | 71,90 72,04 68,23
C 0,40 0,22 | 70,02 70,24 0,30 | 74,83 75,13 68,37
Atlag - 0,16 63,42 63,58 0,21 | 66,50 66,71 68,60
Szoras - 0,05 | 8,28 8,30 0,08 | 11,98 | 12,00 0,53
RSD% - 31,4 | 13,1 13,1 37,9 | 18,0 18,0 0,8

Az elemzés azt mutatja, hogy mind a kiilsé kalibracio, mind a standard addicio
alkalmazaséaval az ICP-AES technikaval kozel azonos eredményeket kaptam. A legnagyobb
bizonytalansdg a SeCys meghatidrozdsanal mutatkozott, ennek oka e speciesz igen Kkis
koncentracidja a mintdban. A speciacidos mérések bizonytalansdgat legjobban a mintaban
legnagyobb mennyiségben taldlhaté SeMet meghatarozasanak bizonytalansaga befolyasolta.
A speciacidés mérések bizonytalansdga nagyobb, mint az ICP-AES méréseké, ami eredhet az
azonositatlan komponensek eltéré mennyiségébdl a parhuzamos mintdkban. Ezt a
bizonytalansagi forrast a minta tokéletesebb homogenizéalasaval lehet kikiiszobolni, az erre
iranyuld kisérletek mar folyamatban vannak. Az eltérés masik lehetséges magyarazata a
speciacidos minta-elokészités bonyolultsdga, amely soran joval tobb a hibalehetdség, mint az
ICP-AES méréshez hasznalt salétromsav, hidrogén-peroxid elegyében torténd roncsolas
soran. A tablazatbdl kitlinik az is, hogy az eredményeket nem befolyésolja a kalibracié modja,

tehat a modszer nagyfokt zavartlirést mutat a minta matrixaval szemben.

4.3.5 Osszefoglalas
Munkdamban HPLC elvalasztason és AFS detektalason alapuld speciacios modszerfejlesztés

végsd eredményeként egy olyan speciacios analitikai modszert fejlesztettem ki, amely mind

az elvalasztas mind a detektalds paramétereiben megfelel a gyakorlati analitikai
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kovetelményeknek. A moddszerrel - 0Osszehasonlitva kordbban kifejlesztett speciacios
technikakkal — jelentds érzékenység- ¢és kimutatdsi hatdr-javulds érhetd el. A moddszerrel
elvégezhetd a biologiai mintdkban leggyakrabban eldfordul6 két szeleno-aminosav, a szeleno-
cisztin ill. a szeleno-metionin, és a két szervetlen szelénspeciesz (szelenit, szelenat) analizise.
Speciacids hitelesitett anyagminta hidnyaban a modszert szeléntartalmu ¢élelmiszerminta
(brazil di6) standard addicids elemzésével ill. fliggetlen modszerrel ellendriztem, ¢és

megallapitottam, hogy az alkalmas gyakorlati analitikai feladatok megoldésara.
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4.4 Elektrotermikus elparologtatas és induktiv csatolasu plazma repiilési ido
tomegspektrométer kapcsolasa, WETV-ICP-TOFMS

A kovetkez6 alfejezetekben az induktiv csatoldsu plazma tomegspektrometrianak az izotop

meghatdrozasban, mint a speciacio egy egyedi esetében torténd felhasznaldsara mutatok be
alkalmazasi példakat. Az alkalmazott tomegspektrometria technika minden esetben ICP-
TOFMS, mely egyben determinalta a fejlesztési célokat is. Mivel az ICP-TOFMS a quadrupol
tomegspektrométereknél egy nagysagrenddel rosszabb érzékenységii, a fejlesztések egyik 6
célkitlizése olyan mérdrendszerek létrehozédsa, amelyek a nagy mintabeviteli hatasfokuk
folytan javitjdk a detektalds érzékenységét, kozvetve a kimutatdsi hatart. A fejlesztések
kovetkezd sarokpontja szintén az alkalmazott detektorhoz kothetd; az ICP-TOFMS
ellentétben mas hasznélatban 1évd tomegspektrométerekkel kdzel szimultdn modon detektalja
a teljes tomegspektrumot, vagyis tranziens jelek mérése esetén a mért tdmegszamok szamat
nem korlatozza az alkalmazhaté integraldsi id6 (lasd 3.2 fejezet). Ezt kihasznalva a
modszerfejlesztés soran tranziens jeleket el6allitd technikak szimultan multielemes (multi-
izotdpos) meghatarozasban torténd alkalmazasara térekedtem. A harmadik szempont az volt,
hogy a fejlesztések eredményeképp 1étrejott rendszerek, késébbi munkdk soran elvalasztas-
technikakkal Osszekapcsolhatok legyenek, igy a speciacid mads teriiletén is felhasznalhatd
kapcsolt késziilékeket lehessen kiépiteni, egyesitve az elvalasztas-technika és az izotop
detektalas biztositotta elonydket.

Els6ként elektrotermikus elpéarologtatds (ETV) és ICP-TOFMS kapcsolasat irom le. A
bemutatott rendszerben az elparologtatas egy volframszal segitségével megy végbe (WETV),
melynek egyik elénye az altalanosan hasznalt grafitkemencés technikéval szemben, hogy egy
egyszeri vilagitotest aramforrdsa elég a rendszer mukodtetéséhez, nincs sziikkség nagy

teljesitményti aramforrasra (CODDING 1980).

4.4.1 Felhasznalt vegyszerek és eszkdzok

Minden felhasznalt vegyszer analitikai tisztasdgu volt. A kalibracids torzsoldatokat 1000 mg
dm™ toménységli egyelemes standardekbdl készitettem (Merck, Darmstadt, Németorszag), az
alabbi elemek felhasznalasaval: Ag, As, Ba, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, In, Li, Mn, Ni, Pb, Pd
és Sr. A moddszer validalasat human vérszérum (SRM 909, ,,Human Serum”, National
Institute of Standards & Technology, USA) és teljes vér (Seronorm™ 404108, ,Trace
Elements in Human Whole Blood”, Nycomed Pharma, Norvégia) hiteles anyagminta
elemzésével végeztem. A vér és szérum mintdk 10 pl-jét réz és krom meghatarozashoz
ezerszeresen higitottam, mig litium esetén tizezerszeres volt a higitas, a legkisebb — tizszeres -

higitasra az 6lom elemzéséhez volt sziikség. A higitott hiteles anyagmintdk 50 pl-jéhez,
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Parsons és munkatarsai munkéja nyoman (PARSONS 1995), 450 ul matrix modositot adtam,
amely a kovetkezd Osszetevoket tartalmazta: 0,2 m/v% NHsH,PO4 (Merck, Darmstadt,
Németorszag), 0,5 v/v% Triton-X 100 (Merck, Darmstadt, Németorszag) és 0,2 v/v% HNO3
(Merck, Darmstadt, Németorszdg). Minden kisérlethez nagytisztasagu vizet hasznaltam
(ModuPure Plus, Modulab, Németorszag).

A méréséket Leco Renaissance ICP-TOFMS (Leco, St. Joseph, MI, USA) késziiléken
végeztem. Az elektrotermikus elparologtato-cella hazi tervezésii és készitésli 7,3 ml térfogata
tivegcella, amely csiszolatos csatlakozon keresztiil kozvetleniil az ICP torch-hoz csatlakozik.
A cella belsejében talalhatd a volframszal, amely felmelegitésével megy végbe az
elparologtatds. A szigetelést egy keramia test biztositotta, amelyen két réz szal vezetett
keresztiil, a volframszal ezekhez csatlakozik csavarok segitségével. A cella tetején talalhato a
zarhatd mintaadagaldé nyilds, melyen keresztiil mikropipetta segitségével a mintat a

volframszalra jutattam. Az elektrotermikus elparologtatd felépitését a 30. abra mutatja.

Kvare cella Volfram szal

Ar he 4—

Keramia dugé

0-13,8 Vfesziltség

30. abra
A WETYV cella felépitése

A volframszalat 30 A dramerdsségii altalanosan hasznalt halogén dramforrashoz kapcsoltam,
amely egy, a laboratoriumban tervezett négy csatornds LabVIEW szoftver vezérelt (National
Instruments, USA) kapcsolétablahoz kapcsolddott. Mindegyik csatorna egy-egy 0-220 V
tartomanyban vezérelhetd transzformatorhoz (SST 250/10, RFT, Németorszag) csatlakozott,
lehetdvé téve az elparologtatdsi program egyes lépéseinek 0-13,8 V kozotti fliggetlen

beallitasat, melyeket ezt kdvetden a szoftver segitségével vezéreltem. A keletkezett fiist egy 8
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cm hosszu 3 mm belsé atméréji csdvon keresztiil jutott a plazmaba, a szallitd gaz argon volt.
A szaritasi, pirolizacios ¢€s tisztitasi 1€pés soran a cella és a torch kozott elhelyezett szelepet
nyitva tartottam, igy minimalizélva a detektort ért matrixion terhelést. A mérés soran a 12
(C") 52 (ArC") és 56 (ArO") tomegszamokat nem volt sziikséges kizarni (ion deflection),
mivel a szén és oxigén tartalmi mintamatrix nagy része elparolgott a szaritasi és pirolizacios
1épés soran, igy lehetévé valt a *Cr és *°Fe mérése is.

Mivel optikai pirométer ill. IR-termométer nem allt rendelkezésre, hdmérséklet adatok helyett
a fesziiltség és aramerdsség adatok szolgaltak tdmpontul az optimalas és a mintdk analizise
soran, melyeket két digitalis multiméterrel mértem (Voltcraft, Németorszag). A rendszer

felépitését a 31. abra mutatja.

Bt P Uvegdugo

;;/ W-ETV
ICP-TOFMS 4 [I%‘f - Arbe

o lrl Transzformator
REERER Prim: 220 V (max)
szek: 13,8 V; 30 A (max)
0-220 V kimeneti [ J |
fesziltzeg -
k= |
Slav [ b lav|| Lotw|[ P Eav Valtoztathato transzformatorok
oo e | O i | PO altoztathato transzformatorok
v 2 : e 0-220V)
. T . T - . i Ey
220V bemeneti ‘_‘
fesziiltseg 5
W RLEILILE
1[92 PC
Vezetlokartya (LabVI EWTM:I
re
13
220V

31. abra
WETV-ICP-TOFMS rendszer felépitése
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4.4.2 A WETV-ICP-TOFMS paramétereinek optimalasa
A plazmapozicid, generator teljesitmény ¢és az ionoptika optimdlasat a volframszal

szennyezéseként jelen 1évé molibdén **Mo jelének maximumara végeztem, folyamatos 6,0 V
fesziiltséget alkalmazva. Azért esett erre az izotdpra a valasztasom, mert szemben a volfram
izotopjaival a tdmegszamtartomany kozepén helyezkedik el. A vivégaz sebesség, a szaritds
id6tartama valamint az elparologtatas fesziiltségének optimalasat tranziens mdodban végeztem,
1 ng ml™! koncentracioji Ag, Co, Li, Al, Cr, Mn, Ba, In és Pb tartalmt tébbelemes oldattal.
Az integracidos id6 38 ms volt. A modulécios iddt, egy kordbbi munka eredményét
felhasznalva (BINGS 2003) a késziilék gyari beallitasatol eltéréen 5 ps-ra allitottam, igy
novelve a késziilék érzékenységét.

Az elparologtatas ideje (3s), a volframszal kifiitéséhez hasznalt fesziiltség (9,3 V) és 1d6 (1 s)
a teljes mérési sorozat alatt alland6 volt, mivel ezek a paraméterek nem mutattak hatdst a

vizsgalt elemek jelintenzitasara.

A vivégaz aramlasi sebessége
Az elektrotermikus elparologtatd rendszerek sarkalatos pontja az elpdrologtatott minta

detektorba juttatdsa, amely nagy mértékben befolyasolja a rendszer teljesitd képességét. Az
ETV rendszer geometriai felépitésén kiviil a vivogaz sebessége van a legnagyobb hatassal a
mintabeviteli hatasfokra. Nemcsak az esetleges kondenzacio mértékét csokkentheti, hanem a
részecskék sebességét is meghatdrozza a plazmdban, ami befolyasolja az ionizaci6 mértékét
is.

Az optimalas soran 7,0 V fesziiltség mellett 1,11-1,20 I/perc tartomanyban valtoztattam a
vivogaz sebességét. Amint azt a 32. abra mutatja Ba esetén 1,19 I/perc térfogataramnal
tapasztaltam a legnagyobb jelintenzitast, mig az Ag ¢és In 1,14 l/perc felett jelintenzitas-
csOkkenést mutatott. A tobbi vizsgalt elemre nem volt jelentds hatissal az argon &ramlasi

sebesség. Az optimum értéket 1,16 /percben hataroztam meg.
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Jelintenzitas , counts

—e—Ag107 —l—Al27 - -k - Ba138 —@ —Co59 — X Cr52
5000 | —o—In115 —B—Li7 - -/ - Mn55 —G—- -Pb208

4000 -

3000 -

2000 -

1000 -

11 1,12 1,14 1,16 1,18 1,2

Ar aramlasi sebesség, | min™
32. abra
A vivogaz sebességének hatasa a jelintenzitisra WETV-ICP-TOFMS rendszerben

A szaritas id6étartama

Mint azt kordbbi ETV modszerfejlesztési munkdk eredményei alatdmasztjak az
elektrotermikus mintabevitel segitségével néhany izobar interferencia kikiiszobolhetd ill.
jelentésen csokkentheté (MAHONEY 1999, WHITTAKER 1989). Ilyen interferencia tobbek
kozott az 56-0s tdmegszamon jelentkezd ArO" zavaras, amely a vas mérését teszi nehézkessé,
nagyfelbontasu tomegspektrométer hijan lehetetlenné. Munkdm sordn ezt a zavard hatést
hasznaltam a széritds id6tartamanak optimalasara, kihasznalva azt a tényt, hogy a plazmaba
jutd oxigén a volframszalra juttatott minta nedvességtartalmabol ered, €és joval alacsonyabb
hémérsékleten elparologtathatova valik, mint a vas. Amint azt a 33. abra mutatja az 56-o0s
tomegszamot figyelve a szaritas idtartama alatt, elészor az ArO" okozta jel lathatd, majd a
minta nedvességtartalmanak elparologtatasa utan a “°Fe jele. A 60 ill. 75 masodperces
szaritasi szakasz soran a *°Fe jele az ArO" csuccsal egy id6ben vagy annak tailingjén
detektalhat6, mig a 115 mdésodperc szaritds feleslegesen hosszli, csak a meghatarozas
iddtartamat noveli, hiszen 90 s utdn is ugyanakkora az alapvonal értéke, mint 115 masodperc
iddtartamt szaritast alkalmazva. E modszert alkalmazva pontosan meg lehet hatarozni a

szaritasi 1épéshez sziikséges €s elégséges idotartamot, amely ez esetben 90 masodperc volt.
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33. abra

A széritas idétartamanak hatasa az *°Ar'°0 ill. a “°Fe jelintenzitasara

Az elparologtatas fesziiltsége (homérséklete)

Az elpéarologtatdsi homérséklet nagyon fontos paraméter, amely koriiltekintd optimalast
igényel. Az egyik oldalrol megfeleléen magas homérsékletre van sziikség ahhoz, hogy az
0sszes meghatdrozando elem elparologtatasa egy 1€épésben megtorténjen, amely homérsékletet
az egyes elemek forraspontja hatdroz meg. Masrészt az alkalmazandd hdmérsékletnek hatart
szab a volfram forraspontja, ugyanis tl magas homérséklet esetén a volframszalrol nagy
mennyiségli volfram keriilhet a plazmdba, ami nem csak az ETV cella szennyezddéséhez
vezet, hanem a nagy mennyiségli plazmaba keriilt részecske miatt jelintenzitas csokkenés
1éphet fel.

Természetesen az optimalandd paraméter az elparologtatds homérséklete volt, de mivel
optikai pirométer ill. IR-termométer nem allt rendelkezésre, homérséklet adatok helyett a
fesziiltség és aramerdsség adatok szolgaltak tampontul az optimalas soran, igy a tovabbiakban
ezekre az adatokra hivatkozom.

Az optimalads sordn a fesziiltséget 5 — 9 V kozott valtoztattam. Az elparologtatas ideje 3
masodperc volt, mivel a cslicsszélességek az egyes elemekre 1 masodpercnél nem voltak
hosszabbak, és hosszabb elparologtatdsi iddtartam sem okozott csucsnovekedést, vagy

csucsalak javulast.
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Intenzitas, counts

Amint azt a 34. abra is mutatja, a fesziiltség novelése Ba (Fp= 1870 °C) és Cr (Fp= 2671 °C)
esetén 8,75 V-ig jelintenzitas ndvekedést okozott, mig In (Fp= 2072 °C), Pb (Fp= 1749°C) ¢és
Al (Fp= 2519 °C) esetében 6,75 V felett jelintenzitas csokkenés volt megfigyelhetd. Az Ag
(Fp= 2162°C), Co (Fp= 2927 °C), Li (Fp= 1342 °C) és Mn (Fp= 2061 °C) nem mutatott
jelentés homérsékletfiiggést. A kapott eredmények csak a vizsgalt elemek illékonysagat

figyelembe véve nem magyarazhatoak.

s000 —e—Ag107 —m—AI27 --k- Ba138 —e—Co059 — X -Cr52
—o—1In115 —8— Li7 - -A - Mn55 — & -Pb208
‘A- b nA
4000 - __,A—"A'HA._“"A'--A'
. -A

3000
2000 -
1000 -

0 - - - - T

4,75 5,25 5,75 6,25 6,75 7,25 7,75 8,25 8,75

Fesziiltség, V

34. abra
Az elparologtatas soran alkalmazott fesziiltség hatédsa a jelintenzitasra

Lehetséges magyarazatként szolgalhat Kéntor ¢és munkatarsai altal grafitkemencés
elparologtatds soran leirt jelenség, mely szerint egy elem nem csak tiszta elemi formaban
parologhat el, hanem az adott koriilmények kozott keletkezett vegylileteként is. Az
elparologtatds soran keletkezett vegyiilet kémiai mindségét a mintdban jelenlévd esetleges
reakcidpartnerek, a flitési program, a kihajtd gaz és az elparologtaté feliilet anyagi mindsége
befolyasolja (DAMINELLI 1999). Kompromisszumos optimumként 7,25 V elparologtatasi
fesziiltséget allapitottam meg.

Az esetleges részleges elparologtatas ellendrzése végett egymas utdn két elparologtatasi 1épést
alkalmaztam, az elsét a megallapitott 7,25 V optimum fesziiltségen, mig a masodikat 8,0 V-
on. A masodik 1épés sordn nem tapasztaltam mérhetd jelintenzitast egyik vizsgalt
tomegszamon sem, igy megallapithatdo, hogy az optimalt paraméterek mellett teljes

elparologtatas megy végbe. A rendszer miikodési paramétereit a 13. tablazat mutatja.
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13. tablazat A WETV-ICP-TOFMS optimalt miikodési paraméterei

ICP-TOFMS

ICP paraméterek

Frekvencia / MHz

Kicsatolt teljesitmény / kW

Plazma (segéd) gaz sebesség /1 min™

Tomegspektrométer paraméterek
Reflectron low (high) / V
Ionlencse 1 (2)/V

Einzel lencse 1 (2) / V

Detektor fesziiltség / V

Spektralis frekvencia/ kHz
Modulacids pulzus szélessége / ps
Integracios id6 / ms

lon deflektalads
14 — 19 amu
28 — 36 amu
40 amu

80 amu

92 — 100 amu
180 — 186 amu
196 — 202 amu
212 —-218 amu

Elektrotermikus elparologtato

Kvarc cella térfogata / ml
Vivégaz sebessége / 1 min™
Minta térfogata / ul

Volframszal
Volframszal tdmege / mg
Volframszal hossza /cm (4tméré / mm)

Aramforras

Elsddleges oldali fesziiltség / V
Masodlagos oldali fesz. (aramerdsség) /
V(A)

Transzformator
Elsédleges oldali fesziiltség / V
Masodlagos oldali fesz. / V

Fiitési program vezérloje

Fiitési program

Szaritas

Pirolizis; szérum minta
Pirolizis; vér minta
Elparologtatas; vizes minta
Elparologtatas; szérum minta
Elparologtatas; vér minta
Kifiités

Renaissance (Leco)

40,68

1,00

14 (0,70)

202 (1513)

-575 (-575)

-1243 (-915)

-2000

20

5

38

kezdet / us szélesség / us
0,992 0,11
1,311 0,108
1,483 0,1
2,096 0,03
2,271 0,11
3,091 0,1
3,174 0,11
3,236 0,11

Sajat készitésti
7,3

1,16

10

OSRAM Inc.
106,5 £ 0,13
9,76, 10 tekercsben feltekerve (0,27)

12 V vilagitasi rendszer
220
13,8 (30)

SST 250/10 (RFT)
220
0 — 220, valtoztathato

Sajat tervezesii; LabView dltal vezérelt

Fesz. /V Aramer. /A 1d6 /s
0,6 2,5 90
1,40 3,3 4

1,60 3,6 5

7,25 7,3 3

7,00 6,9 3

7,10 7,1 3

9,30 8,3 1




4.4.3 A WETV-ICP-TOFMS rendszer analitikai teljesitoképességének vizsgalata
Az analitikai teljesitoképesség vizsgalata soran a kimutatasi hatarokat ¢s az ismételhetoséget

ill. a modszer lineéris tartomanyat, valamint az izotéparany meghatarozas ismételhetoségét
hasznaltam, amelyek az aldbbi elemeket tartalmaztak: Ag, As, Ba, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga,
In, Li, Mn, Ni, Pb, Pd és Sr. Mind a kimutatasi hatdr, mind az ismételhetdség
meghatarozasahoz a tranziens jelek csucsteriileteit hasznaltam.

Az eredményeket a 14. tablazat tartalmazza. A kimutatasi hatarok 0,7 és 19 pg ml" (vas
esetén 1,1 ng ml™") kozottiek, amely a 10 pl injektalt mintatérfogatot figyelembe véve 0,007 —
0,1 pg (Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Ga, In, Mn, Ni és Sr esetén) ill. 0,11 — 0,19 pg (Ag, As, Bi, Li, Pb

¢és Pd esetén) kozotti abszolut kimutatasi hatart jelent.

14. tablazat A WETV-ICP-TOFMS rendszeren vizsgalt

17 elem kimutatasi hatara és ismételhetosége

Elemek LOD /pgml’ RSD/%

Li 11 2,8

Cr 8 2,3

>>Mn 1 2,9

OFe 1,1% 3,8

¥Ni 7 3,8

Co 3 1,9

$Cu 1 3,0

¥Ga 4 1,8

PAs 19 3,1

88Sr 1 1,7

106pq 17 3,4

"Ag 13 3,3

IISIn 2 2’4

3¥Ba 0,7 2,6

ed 9 55

208py, 14 2,1

209B;i 17 2,4
“ngml”

A vas esetében kapott viszonylag magas kimutatasi hatart a csokkentett, de teljesen meg nem

sziintetett ArO" zavaras okozza (lasd 33. dbra)
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utani injektalas eredményét figyelembe véve. A rendszer igen jO ismételhetdséggel
rendelkezik, a vizsgalt 17 elemre 2 és 6 % kozotti eredményeket kaptam. Az ismételhetdséget
nagy valdszinliséggel tovabb lehetne javitani hOmérséklet-kontrollalt elparologtatot
alkalmazva.

Barium esetén, amely az adott kisérleti elrendezésben a legérzékenyebb elemnek bizonyult, a
linearis tartoméany 8 ng ml"' koncentracidig tartott ion szamlalasi modban (ion counting
mode). Ha a detektort analég modban hasznaltam, a linearis tartomany 50 ng ml'—ig
kiterjeszthetd volt.

Az 1zotOp arany meghatarozast harom elemre végeztem el: Ag, Cu, Pb. Ismert izotop-aranyu
standard hidnyaban csak az izotopardny meghatirozas ismételhetdségét tudtam vizsgalni, a
ismétléssel végeztem. Az eredményeket a 15. tablazat mutatja, amelyben jol latszik, hogy a
modszerrel 2 % alatti ismételhetdség érhetd el. Ez a tranziens jelek esetén igen jonak szamitod
eredmény a repiilési id6 tomegspektrométer gyorsasdganak koszonhetd. Mas tipust ICP-MS
késziilékkel (kivéve a multicollector ICP-MS-t) ilyen gyors jelek esetén lehetetlen elérni az

izotoparany meghatdrozasnal kdvetelménynek szamito 2 %-os értéket.

15. tablazat Izotoparany meghatarozas ismételhetdsége WETV-ICP-TOFMS rendszerrel, 5
ng ml™” koncentracioju tdbbelemes vizes oldatbol.

Izotopok | Ag107/Ag109 |Cu63/Cu65| Pb206/Pb207 | Pb207/Pb208 |Pb206/Pb208

RSD% | 1,06 183 | 194 | 08 | 200

crcr

A 35. abran egy Ba, Co, Cr, Cu, Ga, In, Li, Pb és Sr tartalmt 5 ng ml™! koncentracioji
oldattal késziilt WETV-ICP-TOFMS jelet mutatok be. A jelek atlagos félértékszélessége 0,1
¢és 0,6 s kozotti, j0l mutatva a repiilési id6 tomegspektrométer egyik nagy elényét, hogy igen
gyors tranziens jelek esetén sem okoz problémat nagyszdmu - jelen esetben kilenc -
tomegszam (komponens, izotop) megfigyelése. A gyors detektornak koszonhetden az eltérd
forraspontu elemek elparolgasa kozti idokiilonbség is jol nyomon kdvethetd. A mérés teljes

iddtartama kevesebb, mint 100 mésodperc.
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35. abra

WETV-ICP-TOFMS rendszeren megfigyelhetd tranziens jel 9 elem egyidejii mérése soran

4.4.4 Hiteles anyagmintdk vizsgdlata WETV-ICP-TOFMS rendszerrel
A mobdszer megbizhatésaganak vizsgalatara hiteles anyagmintdkat hasznaltam. Mivel a

moddszer nagy elénye a kis mintatérfogat és a pirolizis sordn a mintamatrix jelentds részének
eltavolitdsa, olyan bioldgiai mintara esett a valasztdsom, amely viszonylag bonyolult
matrixszal rendelkezik. A vizsgalat sordn egy vérszérum (SRM 909, ,Human Serum”,
National Institute of Standards & Technology, USA) és egy vérminta (Seronorm™ 404108,
»Irace Elements in Human Whole Blood”, Nycomed Pharma, Norvégia) hiteles anyagminta
elemzését végeztem el. A mérések eldtt a 3.4.1 alfejezetben ismertetett minta-elokészitést
alkalmaztam. Minden esetben standard addiciét haszndltam az eredmények kiértékelésére. A
pirolizis-1épés lehetdvé teszi a mintamatrix mérés eldtti elparologtatasat, mivel ez a 1épés
eddig nem szerepelt a fiitési programban a miikddési paramétereket mindkét mintara
optimalni kellett. Az optimalis értékeket a 13. tablazat tartalmazza.

A hiteles anyagmintak csak Li, Cu, Pb és Cr tartalomra rendelkeztek bizonylatolt értékkel,
ezért csak ezen elemek mérését végeztem el. Amint az a 16. tablazatbél is latszik, vérszérum
esetén nagyon jo megfelelést tapasztaltam mind a négy vizsgalt elemre, és a vérminta mért
o0lom tartalma is megfelelt a bizonylatolt értéknek. Krom esetén a bizonylatolt érték a
rendszer kimutatasi hatara alé esett, aminek oka a nagyfoku higitas. Kisebb mértékben higitva
a mintat a pirolizis nem ment végbe teljesen, ¢s a volframszadl néhany mérés utan

hasznalhatatlanna valt.
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16. tablazat Hiteles anyagmintak mérési eredményei WETV-ICP-TOFMS rendszeren

Vérszérum (SRM 909) Vérminta (404108)
Koncentracid
Elemek Mért Hiteles Mért Hiteles
+0,34
Li 1,1'+£0,9 11,45 57 985'+0,07 -
c 146'+0,09 110 1010 483'+009 -
u b b 9 —03083 b b
Pb 19,2+ 1,8 20,0 *22’15 379+ 11 385%+5
Cr 847°+81 913> 16,1 . 7,5%+0,9
9 b b _5’0

'ng ml™, ng m1’!

A 36. abran a vérszérum hiteles anyagminta 1:100 higitdisban WETV-ICP-TOFMS
rendszeren kapott jele lathat6. Igen gyors tranziens jelek figyelhetok meg (félértékszélesség
0,1 — 0,3 s) melyek soran a Cr, Cu, Li, Pb 0sszesen nyolc izotdpja volt meghatarozhatd. A
minta magas szerves anyag tartalma ellenére az 52 témegszamon (*°Cr'/*’Ar'>C") nem volt
jelentés zavard hatds megfigyelhetd, mivel a matrix a pirolizis soran eltdvozott. A WETV
rendszer nem csak egyszerli modszer kismennyiségli mintak elemzésére, hanem - mint azt az
elébbiekben bemutattam — izobér interferenciak csokkentésére is alkalmas (**Cr'/*Ar'2C*) ill.
OFe" /M Ar'°0M).

1200

1000 A

800 -

600 -

400 A

Intenzitas, counts/s

200 +

36. abra

Vérszérum hiteles anyagminta (SRM 909) mérése soran kapott tranziens jelek
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A volframszal stabilitasanak vizsgalata

Mivel a fiitési program soran a volframszal feliiletérdl volfram is szabadda valik, és ez jol
megfigyelhetd volt az altalam hasznalt rendszer esetén is, sziikségesnek tartottam annak
megvizsgalasat, hogy nagyszamu mérési ciklus soran valtoznak-e az egyes elemek intenzitas
értékei, ill. hany mérés végezheto el egyetlen volframszal felhasznalasaval.

A volfram olvadas- ¢és forraspontja igen magas (op=3410 °C, {p~5700 °C) ezért
valosziniisithetd, hogy ez esetben a fiitési program soran a minta komponenseivel (viz,
salétromsav, ill. oxigén tartalmi vegyliletek) tortént reakcid soran képzddott volfram
vegyliletek elparolgasa megy végbe. Lehetséges reakcio termékek lehetnek a WO; (op= 1472
°C, fp= 1750 °C) és a WO, (bomlési homérséklet 1500 — 1700 °C kozott) (HOLLEMAN
1985, LIDE 1995), mely vegyliletek sarga és kékes lila szine egybeesik a WETV cella ¢és
csatlakozo6 falan megfigyelt lerakodas szinével.

Ezen megfigyelések ellenére a volframszal nagyfoku igénybevételt birt ki, mind az
optimalast, mind a mintdk mérését egy szal felhasznalasaval végeztem el. A stabilitas pontos
dokumentélasara egy 01j szallal 350 egymas utani mérést végeztem el, mintanak 1:100 higitasu
vérszérumot hasznalva. A vizsgalat eredményei a 37. abran lathatdéak, minden mérési pont
harom ismétlés eredménye, az dbran a konnyebb attekinthetdség kedvéért csak minden tizedik

mérési pontot abrazoltam.
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A Pb208 mLi7 e Cu63
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X N |
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=

1000 | £ * x = x x» z 4 O S =

IIIII I *tI :III I;

Intenzitas (Li és Pb), counts

+ 4000

500 - -+ 2000

0 . . . . . . — 0
0 50 100 150 200 250 300 350

Mérések szama

37. abra
Az elektrotermikus elparologtato rendszer volframszaljanak stabilitasa 350 egymas utani

mérés soran
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Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy 350 ismételt elparologtatasi ciklusnak nincs
szamottevo hatasa sem a volframszal élettartamara, sem a jelintenzitas stabilitdsara. A vizsgalt
elemek (Li, Cu és Pb) 9 — 15 % kozotti ismételhetdéséget mutatnak a vizsgalat soran. Mig
litium esetén csokkenés tapasztalhato, addig a réz kismértékli intenzitds-ndvekedést mutat; az
Olom jelintenzitasa volt a legstabilabb a vizsgalat soran. A kismértékli valtozast a volframszal
eltérd felmelegedése okozhatja, melyet kivalthat az esetleges volfram-karbid képzddés ill. a
volfram veszteség okozta valtozo elektromos ellenallas. E két hatas kikiiszobolésére kis
mennyiségli hidrogén adagolhatdé a vivogazba ill. pirométerrel kombinalt elpéarologtato

alkalmazhat6é (BARTH 1997, HAUPTKORN 1997).

4.4.5 Osszefoglalas

Ezen alfejezetben egy sajat fejlesztésii, eddig az irodalomban még nem ismertetett rendszert
mutattam be, amely volfram szalon alapul6 elektrotermikus elparologtatdé rendszer (WETV)
¢és egy induktiv csatolast plazma repiilési 1d6 tomegspektrométer (ICP-TOFMS) kapcsolasan
alapul. A rendszer jol 6tvozi a WETV nagy mintabeviteli hatasfokat ill. az ICP-TOFMS
nagyfokt alkalmassagat gyors tranziens jelek mérésére. A modszerfejlesztés soran 17 elem
egyidejii mérésére alkalmas WETYV eljarast dolgoztam ki, amely igen gyors (0,6 s-nal kisebb
félértékszélességli) jelek esetén is alkalmas ng - pg ml™ koncentracid tartoméanyban torténd
nyomelem analizisre. A mddszer megbizhatosdgat dsszetett matrixszal rendelkezd vérszérum
¢és teljes vér hiteles anyagmintan ellendriztem, és jO megfelelést taldltam a bizonylatolt
értekekkel.

A modszer tovabbi eldnye, hogy segitségével egyes zavard hatasok kikiiszobolhetok ill.
jelentdsen csokkenthetdk, amennyiben a zavaré komponens és a meghatarozando6 elem kozott
illékonysag kiilonbség van. Ezt kihaszndlva a mérés el6tt a zavard6 komponens
elparologtathatd, és a meghatdrozas zavard hatds mentesen elvégezhetd. Matrixmodositd
vegylileteket alkalmazva a modszer szelektivitasa tovabb névelhetd.

A WETV-ICP-TOFMS modszer szilard elvalasztas-technikdval kombinalva (pl. gél
elektroforézis) alkalmassa tehetd szerves nagymolekuldk pl. metallothioneinek
meghatarozasara ill. azonositasara, kihasznalva a szerves vegyiiletekhez kotott kiilonb6zo

fémek (pl. Cu, Cr, Fe) egyidejii meghatarozasanak lehetdségét.
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4.5 Nagynyomasu porlaszto és induktiv csatolasu plazma repiilési ido
tomegspektrométer kapcsolasa flow-injection médban, FI-HHPN-ICP-TOFMS

Az eredmények ismertetésének utolso fejezetében egy olyan szimultan tobbelemes nyomelem

meghatdrozasra alkalmas rendszert mutatok be, amely a nagynyomast porlasztdé nagy
mintabeviteli hatdsfokénak ill. az ICP-TOFMS gyorsasdganak eldnyeit hasznalja ki. A
modszer tovabbi eldnye a flow-injection kisérleti elrendezés, amely jelentdsen csokkenti a

mérés iddsziikségletét.

4.5.1 Felhasznalt vegyszerek és eszk0zok

Minden felhasznalt vegyszer analitikai tisztasdgu volt. A kalibracids torzsoldatokat 1000 mg
dm™ toménységli egyelemes standardekbdl készitettem (Merck, Darmstadt, Németorszag), az
alabbi elemek felhasznaldsaval: Ag, As, Ba, Bi, Cd, Co, Cu, Ga, In, Li, Mn, Mo, Pb, Sb, Se,
Sn, Sr, Tl, V és Zn. A minta-el6készitéshez hidrogén-peroxidot (Merck) ¢és tomény
salétromsavat hasznaltam (Scharlau Chemie, Barcelona, Spanyolorszag). A mddszer
validalasat harom hiteles anyagminta elemzésével végeztem:

= TORT-2, (,,Lobster Hepatopancrease”, National Research Center, Halifax, Canada)

= BCR-422 (“Cod Muscle”, Community Bureau of Reference, Belgium)

= JAEA MA-B-3/TM (“Fish Homogenate” International Atomic Energy Agency, Austria)
Minden méréshez nagytisztasagu ioncserélt vizet hasznaltam (Elga Ltd., High Vycombe
Bucks, Anglia; R>10 MQ). A szallité kdzegként hasznalt ioncserélt viz gdzmentesitéséhez

Realsonic RS 16-F ultrahangos vizflirdét hasznaltam (Realsonic, Budapest, Magyarorszag).

Injektor Nagynyomasu porlaszto

Deszolvatalo

S o

HPLC
pumpa

Perisztaltikus
pumpa

Drain

38. abra
FI-HHPN-ICP-TOFMS rendszer sematikus felépitése
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16. tablazat FI-HHPN-ICP-TOFMS rendszer
miikodési paraméterei

HHPN paraméterek

Minta aram 1,4 mlmin”
Fltés 170 °C
Hiités -5 °C

ICP paraméterek

Frekvencia 40,68 MHz
Kicsatolt teljesitmény 1250 W
Porlaszt6 gazaram 1,35 1min"

Tomegspektrométer paraméterek

Ion lencse 1 -451 'V
Ion lencse 2 -426 'V
Reflectron low 191 V
Reflectron high 1523 V
Detektor fesziiltség 2150 'V
Y steering -1680 V
Einzel lencse 1 -1460 V
Einzel lencse 2 -895 'V
X steering -1507 'V
Tranziens paraméterek

Mérés id6tartama 60 s
Integracios id6 1 s
f;l{relgfriinnyiség 200 ul

Ion kizaras

kezdet [usec] Szélesség [psec] amu

0,916 0,118 12-16
1,204 0,360 23-40
1,781 0,030 56
2,089 0,030 80

A méréséket Leco Renaissance ICP-TOFMS (Leco, St. Joseph, MI, USA) késziiléken
végeztem, a matrix ionokat (pl. N', O', ArO", Ar’, ArAr") a detektor megovasa érdekében
kizartam az ioncsomagbol (ion deflection). A detektor fesziiltségét —2150 V-ra allitottam,
mivel a detektor élettartama a fesziiltség novelésével aranyosan csokken. A mintabeviteli

egység a 3.1 alfejezetben ismertetett HPLC pumpébol, injektorbdl ill. nagynyomasu
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porlasztobol allt. A mérésekhez 200 pl térfogatu mintabevivé hurkot hasznéltam. Az esetleges
szennyezOdések elkeriilése végett a rendszerben talalhatdé fém alkatrészeket PEEK
kiegészitokre cseréltem, csak az injektor €s a porlasztd tartalmazott fémbdl késziilt részeket.

A 38. 4bra a rendszer felépitését, a 16. tablazat az optimalt miikddési paramétereket mutatja.

4.5.2 FI-HHPN-ICP-TOFMS paramétereinek optimalasa

A plazma pozicio, generator teljesitmény €s az ionoptika optimalasat folyamatos mintabevitel
mellett végeztem el. Ezen el6zetes optimalas soran a HPLC pumpa aramlési sebessége 1,2 ml
min'l, a porlasztd gazarama 1,3 | min'l, a deszolvatalod rendszer fitési és hiitési homérséklete
160 °C és 0 °C volt.

A minta és a porlaszté gaz dramlasi sebességének, valamint a deszolvatald rendszer fiitési és
hiitési hdmérsékletének optimalasa szintén folyamatos médban tortént. Az optimalashoz 5 ng
As, Ba, Cd, Co, Cu, Ga, In, Li, Mn, Mo, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, Tl, V és Zn. Az optimalt
paraméterek hatasat a ~Co, 'Li, ***Pb és '*Sn jelintenzitas valtozasan keresztiil mutatom be.

Optimumnak minden esetben a hattérkorrekcid utani maximalis jelintenzitast tekintettem.

A minta dramlési sebességének optimalasa

A mintabevitel hatasfokat meghatarozd egyik legfontosabb tényezd a folyadék aramlasi
sebessége. Novekvo aramlasi sebességnél a keletkezett aeroszol mennyisége, igy a bejuttatott
mintamennyiség is novekedik. Ezen t0l az é4ramlasi sebesség flow-injection kisérleti
elrendezés esetén a csucsalakot is meghatarozza (ABRANKO 2003). Az optimalas soran 1,2
— 2,1 ml min"' kozott valtoztattam a folyadék aramlasi sebességét. Az eredmények a 39.
abran lathatok. Maximalis jelintenzitast 1,4 ml min"' 4ramléasi sebességnél tapasztaltam, e
folott az értek folott csokkent a vizsgalt izotdpok jelintenzitdsa. Ennek oka lehet a nagyobb
foku aeroszol kondenzacid a porlasztd kamra falan, ami a porlasztd felépitésébdl kovetkezik.
Okozhatja tovabba, hogy a deszolvatacio ilyen mértékii acroszol bevitelnél mar nem kielégito,
igy a plazmaba jutd nagy mennyiségli nedvesség elparologtatasdhoz joval nagyobb energia

sziikséges, csOkkentve ezzel az ionizaciora fordithato energia mennyiségét.
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39. abra

o .- - : 59 Tr s 208p g 120G
A minta dramlasi sebességének hatasa a “’Co, 'Li, " Pb és “"Sn jelintenzitasara

A porlasztd gazaram optimaldsa

A porlasztd gaz szerepe kettds; egyrészt a kodkamraban keletkezd aeroszol plazmaba
juttatdsat végzi, igy megszabja a plazmdba jutdé mérendd anyag mennyiségét, masrészt a
részecskék plazmaban valo tartozkodasi idején keresztiil befolyéasolja az ionizacidé mértékét. A
kettés hatas jol lathatdé a 40. abran, melyen a porlasztdé gaz aramléasi sebességének
jelintenzitasra gyakorolt hatasat mutatom be.

Az optimalas soran 1,29 és 1,41 I min™ intervallumot vizsgaltam. Mindegyik vizsgalt izotop
esetén klasszikus optimum gorbe volt megfigyelhetd, melyek magyarazataul a fent leirt két,

egymassal ellentétes hatés szolgal.
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40. abra

A porlasztasi gdzaram sebességének hatdsa a ¥Co, "Li, **Pb és '°Sn jelintenzitasara

A deszolvatacio futési és hiitési homérsékletének optimalasa

A nagynyomasu porlasztd nagy mintabeviteli hatasfoka egyben nagy folyadékterhelést is
jelent az ionforrasnak, ezért a plazmaba torténd bevezetés elétt mindenképpen sziikséges a
deszolvatacio, mely jelen esetben egy egymas utan kapcsolt fiit6 és hiité egységbdl allt. Mivel
a plazmaban jelen 1év6 oxigén - mely a plazméba jutd viz egyik legjobb indikatora - €és a
képzddd oxidok mennyisége kozott szoros Osszefliggés van, az optimalast a hattérkorrekcid
utani maximalis jelintenzitasra, valamint a CeO/Ce arany minimumara végeztem el.

A hiités hatasanak vizsgalata sordn 5 és —10 °C kozott valtoztattam a hdmérsékletet. Mivel
nem talaltam Osszefiiggést a vizsgalt jellemzok kozott, igy az irodalomban ajanlott — 5 °C-os
hiitési homérsékletet valasztottam a tovabbi vizsgalatokhoz (LUO 1994).

A fitési egység homérsékletét 110 — 180 °C tartomanyban valtoztattam. Az eredmények a 41.
abran lathatok. A jelintenzitas 150 °C felett nem nd szdmottevéen, mig a CeO/Ce arany 140
°C-t6l 170 °C-ig folyamatosan csokken, igy optimdlis értéknek a 170 °C-ot vettem, és ezt

hasznaltam a tovabbi munka soran.
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41. abra

A deszolvatacio fiitési hdmérsékletének hatasa a °’Co, "Li, 208p, gs 120gn jelintenzitasara

A FI-HHPN-ICP-TOFMS rendszer alkalmassagat tranziens jelek esetén szimultan nyomelem
meghatarozasra jol példdzza a 42. 4bran lathatoé tranziens jel, amely 14 elem egyiittes
meghatrozasat mutatja 5 ng ml' koncentracidji tobbelemes oldatban. Az atlagos

félértékszélesség 15 masodperc, a teljes mérés 60 masodpercnél kevesebb id6t vesz igénybe.
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42. abra
FI-HHPN-ICPTOFMS rendszeren kapott tranziens jel 5 ng ml” koncentraciéji tobbelemes

oldat injektalasa utan

4.5.3 A FI-HHPN-ICP-TOFMS rendszer analitikai teljesitoképességének vizsgalata

Az analitikai teljesitoképesség vizsgalata soran a kimutatdsi hatdrokat és az ismételhetdséget
tobbelemes vizes oldatokat hasznaltam, amelyek az alabbi elemeket tartalmaztak: Ag, As, Ba,
Bi, Cd, Co, Cu, Ga, In, Li, Mn, Mo, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, TL, V és Zn. Mind a kimutatasi hatar,
mind az ismételhetdség meghatarozaséhoz a tranziens jelek csucsteriileteit hasznaltam.

A kimutatasi hatarokat és ismételhetdséget a 17. tablazat tartalmazza. A kapott eredményeket
olyan irodalmi adatokkal hasonlitottam 6ssze, melyek szintén ICP-TOFMS detektalason, de
elér6 mintabeviteli technikdkon — Meinhard porlaszté (folyamatos tlizemmoddban) ill.
hidridfejlesztés (flow-injection) — alapulnak (TIAN 1999, CENTINEO 2000). A kimutatési
hatarokat Osszevetve lathatjuk, hogy a folyamatos pneumatikus porlasztassal egy
nagysagrenddel jobb eredmények érhetdk el, ami egybevag korabbi irodalmi
megfigyelésekkel (TIAN 1999). Ennek oka, hogy folyamatos tizemmodban tobb idé all

rendelkezésre, hogy a plazma a minta bejutdsa utdn stabilizalodjon ill. annak is kdszonhetd,
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hogy az Osszehasonlitdsban szereplé munkaban joval nagyobb detektor fesziiltséget
alkalmaztak (-2750 V), amit én a minél hosszabb detektor élettartam érdekében elkeriiltem.
Néhany elem esetén, mint Cu, Mn, Pb a kimutatisi hatarok tobb nagysagrenddel is
rosszabbak, mint pneumatikus porlasztot haszndlva, ennek oka lehet az injektor ill. a porlaszto
fém alkatrészei altal okozott szennyezés, amely teljes egészében fémmentes kiegészitokkel
kikiiszobolhetd. A hidridképzd elemek, pl. As. Sb, Sn kimutatdsi hatdrai megegyeznek a
pneumatikus porlaszté és a hidridfejlesztés soran kapott kimutatdsi hatarokkal, amely

bizonyitja a HHPN nagy mintabeviteli hatasfokat.

17. tablazat Kiilonb6z6 mintabeviteli modszerek dsszehasonlitasa
ICP-TOFMS detektalas esetén

ICP- | FI-HG-ICP-TOFMS® | FI-HHPN-ICP-
TOFMS? TOFMS
LOD LOD RSD% LOD RSD%
(ngml™") [(ngml™")| (100 ng ml™") [(ng mI™) | (10 ng mI™)

(n=5) (n=5)
Ag | 0,007 0,098 1,3
PAs 0,053 0,1 2,4 0,064 2,5
5¥Ba | 0,004 3,748 5,4
Med | 0,007 0,029 1,3
YCo | 0,017 0,128 3,2
Cu | 0,004 1,101 6,5
¥Ga | 0,006 0,024 1,3
B | 0,001 0,011 1,0
Li 0,001 0,023 1,8
>Mn | 0,002 1,184 9,6
®Mo | 0,019 0,558 3,9
2%pp | 0,004 0,898 3,7
Pisp | 0,014 0,04 0,5 0,026 1,8
"Se 0,473 2,2
¥Se 55 2,0 3,401 0,5
2080 | 0,021 0,4 3,9 0,067 2,0
¥Sr 0,004 0,023 1,0
2571 | 0,002 0,011 1,3
>y 0,011 0,126 3,4
%7Zn | 0,057 0,799 3,9

a: TIAN, 1999
b: CENTINEO, 2000

crer

injektalasabol szamoltam, és a tranziens jelek teriileteit vettem alapul a kiértékeléskor. Az
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eredmények 0,5-9,6 % kozott valtoznak, az elemek tobbségénél 1-3 % kozotti RSD értékeket
kaptam. A modszer linedris tartomanya ion szamlalasi modban (ion counting mode) 4

nagysdgrendnyi, amely az analog médot is hasznalva tovabb ndvelhetd.

4.5.4 Hiteles anyagmintak vizsgélata FI-HHPN-ICP-TOFMS rendszerrel

A modszer validalasat harom kiilonb6z0 bioldgiai eredetli hiteles anyagminta elemzésével
végeztem el. Minden minta az aldbbi minta-elokészitési eljarason esett at az elemzést
megeldzden: 0,2 g mintdit 2 ml tomény HNOs; ¢és 2 ml cc. HyO, elegyében, zart
teflonbombaban kukta segitségével 110°C-on roncsoltam 20 percen keresztiil. A roncsolas
végeztével az elegyet 10 ill. 100 ml-es mérdlombikban (Lasd. 18. tdblazat magyardzat)
ioncserélt vizzel jelre toltottem. Minden mintat haromszor elemeztem kiilsd kalibraciot
hasznalva. Bar a kidolgozott FI-HHPN-ICP-TOFMS modszerrel 19 elem egyiittes elemzése is
elvégezhetd, a validalas soran csak tiz elemet tudtam vizsgalni, mivel a hiteles anyagmintak
gyartoi csak ennyi elemre adtak meg hiteles értékeket.

Az elemzés eredményei a 18. tdblazatban lathatok. A mintdk nagy részét 500-szoros
higitdsban tudtam mérni, a FI-HHPN-ICP-TOFMS igen j6 kimutatasi hatarainak
koszonhetden, igy az Osszetett matrix zavard hatdsat is csokkenteni lehetett. Megallapithato,
hogy a mért elemek nagy része mindharom hiteles anyagminta esetén hibahataron beliil volt.
A TORT-2 jelzésti mintdban a Mn és Mo viszonylag nagy eltérést mutat, amely a rendszer
fent emlitett szennyezési forrasainak tudhaté be. Osszegezve megéllapithatd, hogy a modszer
alkalmas szimultdn tobbelemes nyomelem meghatarozésra kis mennyiségii, dsszetett matrixa

mintakbdl.

99



18. tablazat Hiteles anyagmintak elemzésének eredményei FI-HHPN-ICP-TOFMS
rendszeren Az értékek mg kg™ mértékegységben vannak megadva.

TORT-2 BCR 422 IAEA MA-B-3/TM
Homar hepatopankreaz Tékehal izom Hal érlemény
(Lobster Hepatopancreas) (Cod Muscle) (Fish homogenate)
mért érték hiteles érték mért érték hiteles érték | mért érték | hiteles érték
As 272+54 216+1,8 33,9+24 21,1+0,5 34+16 2,11
(1,42-2,51)
Cd 240+2,6 26,7+ 0,6 0,02 +0,004° | 0,017 £0,002 | 1,6+0,4 nc
Co 0,64 + 0,03 0,51+ 0,09 0,3+0,03 nc® 0,3+0,09 nc
Cu 109 £ 5,1 106 £ 10 1,11 + 0,06° 1,05+0,07 | 3,64+0,19 3,08
(2,85-3,57)
Li 0,7+1,3 25+0,19 1,7+15 nc 0,5+04 nc
Mn 233+1,6 13,6 +1,2 0,63+0,13° | 0,543+0,028 | 4,2+1,38 2,62
(2,22-3,03)
Mo 0,3+0,1 0,95+0,1 0,6 +0,1 nc 1,2+0,08 nc
Pb 0,41+ 0,07° 0,35+0,13 | 0,12+0,03° | 0,085 + 0,01 52+0,9 4,62
(3,85-5,13)
Sr 454+ 3,3 452+19 34+11 nc 32,4+0,2 29,9
(24,9-37,9)
Zn 179 £ 12 180+ 6,0 21,9+45 19,6 £ 0,5 108 + 8,8 109,2
(106,4-110,9)

a: nem hitelesitett
b: 50-szeres higitasban mért

4.5.5 Osszefoglalas

A bemutatott munka sordn a nagynyomasu porlasztd és az ICP-TOFMS eldényeit egyesitve
egy, eddig nem publikdlt, gyors, nagy érzékenységli nyomelem analitikai modszert
fejlesztettem ki. A modszer egyrészt a HHPN nagy mintabeviteli hatasfokat kihasznalva ugy
alkalmas flow-injection mintabevitelre, hogy a kis mintamennyiség ellenére a kimutatéasi
hatarok nem romlanak jelentdsen a joval tobb mintat igénylé folyamatos Meinhard
porlasztassal osszevetve. Az ICP-TOFMS kvazi szimultan detektalasi képessége miatt a gyors
tranziens jelekbdl is lehetdéség van nagyszami mérendd izotop (19 elem) meghatarozasara,
ami mas (pl. quadrup6l) tomeganalizatort hasznalé ICP-MS esetén nem lenne kivitelezhetd. A
bemutatott kisérleti elrendezésben koriilbeliil 6tszor kisebb a mintaigény, mint
konvencionalisan hasznalt porlasztokkal (egy méréshez 200 pl mintara van sziikség), igy a

tomegspektrométer mintavevd kénuszainak (sampler, skimmer) és a detektor terhelése
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jelentdsen csokkenthetd, akar igen Gsszetett matrixi minta esetén is, ahol folyamatos médban
a konuszok gyakori tisztitasara lenne sziikség.

Hiteles anyagmintdk elemzésével bizonyitottam a modszer alkalmassagat Osszetett matrixa
mintdkbol torténd nyomelem meghatirozasra. A deszolvaticid paramétereinek gondos
megvalasztasaval a plazmaban keletkez6 oxidok okozta zavard hatés jelentdsen csokkentheto.
A mobdszer tovabb bovithetd folyadék kromatografids elvalasztas-technikaval, amely nem

rrrrrr

lehetdségét is magaban rejti.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Olyan HPLC elvalasztason és AFS detektalason alapuld szelénspeciacids rendszert
fejlesztettem ki, amely a meghatarozandd specieszek mindségétdl, mennyiségétdl ill.
az adott minta matrixatdl fiiggéen eltéré mintabeviteli mddszerekkel hasznélhato.
Igazoltam, hogy a rendszerfejlesztés egyre javulé eredményekhez és az adott
rendszerbdl kihozhaté elméletileg legjobb kimutatdsi hatirokhoz vezet. A
modszerfejlesztés végsd eredményeként jelentds, harom nagysagrendnyi kimutatasi
hatar javulast értem el.

2. A HPLC-AFS rendszerben alkalmazott mintabeviteli modszereknél megéllapitottam,
hogy:

a) A HHPN atomfluoreszcens detektorhoz csatolasa egyszertien kivitelezhetd, de
rendszertechnikai szempontbol nem optimdlis, az igy kialakitott rendszer
viszonylag rossz kimutatasi hatarral és kis zavarttréssel rendelkezik. A HPLC-
HHPN-AFS rendszer hattérjele matrixfiiggd, ezért a helyes kiértékeléshez
elengedhetetlen az AFS technikanal nem szokvéanyos hattérkorrekcio.

b) Szeleno-aminosavak eldzetes derivatizacids eljaras nélkiil is képesek illékony
szelén specieszeket képezni. Meghataroztam - az irodalomban elséként — az
egyes szeleno-aminosavak hidridképzési hatasfokat, amely ugyan elmarad a
szdz széazaléktol, de a hagyomdanyos pneumatikus porlasztok mintabeviteli
hatasfokat jelentdsen meghaladja.

¢) Az ibolyan tali fénnyel torténd besugarzas a szeleno-aminosavak hidridképzési
hatdsfokat jelentOsen javitja, mig a szervetlen szelén specieszekét csekély
mértékben befolydsolja.

d) Azonos szelén koncentracio mellett a kiillonb6zd szelén specieszek
atomfluoreszcens jelének intenzitasa eltér egymadstol, ami megkoveteli az
elemzOgorbék specieszenkénti hitelesitését. A jelenség az egyes szelén
specieszek hidridképzési hatasfokanak €s atomizéacids sajatsagainak eltérésével
magyarazhato.

3. A kifejlesztett HPLC-AFS csatolason alapuld specidciés rendszerekkel az ot
leggyakrabban vizsgalt szelén speciesz (SeMet, SeEt, SeCys,, szelenat, szelenit)
meghatarozdsdra alkalmas modszereket dolgoztam ki, melyeket sikeresen
alkalmaztam ¢élelmiszer mintdk (brazil dio, csiperke, szelén tartalmi téplalék-
kiegészitd) szelén speciacidjara. Nemzetkozi hiteles specidcids anyagmintak

hidnydban a kidolgozott modszerek pontossagat standard addicios ¢és spiking
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technikakkal ellendriztem, és megallapitottam, hogy azok kielégitik a speciacios
analitikaval szemben tdmasztott kovetelményeket.

A kifejlesztett ICP-TOFMS detektalason alapuld rendszereknél a mintabeviteli
technikékkal kapcsolatosan megéllapitottam, hogy:

a) Az el6szor altalam leirt WETV-ICP-TOFMS rendszerben a WETV mind
rendszertechnikai mind analitikai oldalrol idealis mintabeviteli technika, amely
nagy mintabeviteli hatdsfokkal rendelkezik, rendkiviil kis mintaigényii és igen
gyors elemzést tesz lehetove.

b) A HHPN 0Osszehasonlitva mdas mintabeviteli eljarasokkal (pneumatikus
porlasztas, hidridképzés) a rendszer analitikai teljesitoképességének javulasat
okozza. A HHPN nagy mintabeviteli hatdsfokdnak koszonhetéen flow-
injection tizemmoddban is hasznalhato, ami jelentds mintaigény €s analizis 1d6
csokkenést eredményez.

c¢) Mas mintabeviteli technikakkal szemben mind a WETV mind a HHPN
modszer alkalmas az ICP-MS technikdban megjelend bizonyos zavar6 hatasok
kikiiszobolésére ill. mérséklésére. Ezen zavard hatasok csokkentésének
lehetdségét gyakorlati példakon keresztiil is igazoltam. Bebizonyitottam az 56-
os tdmegszamon az ArO" ill. az 52-es tdmegszamon a ArC" zavard hatasanak
csokkenthetdségét WETV rendszerrel, ill. a CeO/Ce arany csokkentésének
példdjan megmutattam, hogy a HHPN utani deszolvaticid paramétereinek
gondos megvalasztasaval a plazmaban keletkezd oxidok okozta zavard hatas
jelentésen csokkenthetd.

Megallapitottam, hogy az ICP-TOFMS az izotopok kvéziszimultan detektalasa miatt
idedlis gyors lefutasu tranziens jelek mérésére, kiilondsen nagyszdmui mérendd izotdp
esetén. Ilyen esetben a meghatarozando izotopok szama nem befolyasolja a mérés

megbizhatdsagat.



OSSZEFOGLALAS

Munkam sorén a speciacios analitika két teriiletével foglalkoztam: a szerves molekulakhoz
kotott szelén specieszek meghatarozasara alkalmas modszerek kidolgozéasaval, valamint az
elemek kiilonb6zd izotdpjainak mérésére alkalmazhatd rendszerek fejlesztésével. Mindkét
esetben a nagyhatdsfokii mintabevitel alkalmazhatosdganak vizsgalata allt kutatasaim
kozéppontjaban.

Szelén speciaciora HPLC elvélasztason és AFS detektdlason alapuld speciacids rendszert
fejlesztettem ki, melyet harom kiilonb6z6 mintabeviteli technikaval (nagynyomasu porlaszto,
kozvetlen hidridfejlesztés és eldzetes derivatizacids eljarassal kombinalt hidridfejlesztés)
alkalmaztam szeleno-cisztin, szeleno-metionin, szeleno-etionin, szelenit és szelenat
meghatdsozasara. Mindegyik modszert sikerrel alkalmaztam élelmiszermintdk (csiperke,
Az izotop meghatarozast ICP-TOFMS késziilékkel végeztem, melyet két nagy hatdsfoka
mintabviteli technikaval: volfram szalon alapul6 elektrotermikus elparologtatassal (WETV) és
nagynyomdsu porlasztoval, ,,flow-injection” lizemmodban (FI-HHPN) kapcsoltam Ossze.
Mindkét modszer jol 6tvozi a WETV és a HHPN nagy mintabeviteli hatasfokat ill. az ICP-
TOFMS nagyfoku alkalmassagat gyors tranziens jelek mérésére. Mindkét esetben jo analitikai
teljesitoképességgel rendelkezd rendszert kaptam, melyek alkalmassagat nyomelem analitikai

feladatok megoldasara hiteles anyagmintak elemzésével igazoltam.
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SUMMARY

Two different fields of speciation, the topic of covalently bound selenium species
(selenoamino acids) and the isotopic composition of different trace elements were studied in
the presented work. The work was focused on the application of high efficiency sample
introduction methods in the above mentioned fields of speciation.

A hyphenated system based on HPLC separation and AFS detection was used for selenium
speciation employing different sample introduction techniques, i.e. hydraulic high pressure
nebulizer, direct hydride generation and hydride generation combined with termal digestion
and ultraviolet irradiation. It has been shown that by using the developed methods it is
possible to separate and detect the five most important seleno species, namely seleno-cystine,
seleno-methionine, seleno-ethionine, selenite and selenate. The methods were applied to the
selenium speciation of different food samples, i. e. champion, brazil nuts and food
supplement.

ICP-TOFMS combined with WETV and FI-HHPN was used for the determination of isotopic
composition of different trace elements. The developed methods provide a perfect
combination of the high sample introduction efficiency of the WETV and HHPN and the
capability of the ICP-TOFMS for the simultaneous detection of a large number of isotopes in
short transient signals.

The capability of the system for trace element analysis in samples with complicated matrices
was demonstrated by the analysis of certified reference materials indicating good agreement

between the measured and the certified values.
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