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Csatolt technikak fejlesztése és alkalmazdsa arzénmodosulatok meghatdarozasara

1 BEVEZETES

Az arzén, melynek hirnevét bearnyékolja az ¢évszdzadokon &t gyilkos szerként vald
alkalmazdsa, talan az egyetlen elem, amelynek neve nem csupan elvalaszthatatlanul dsszeforrt a
mérgezés fogalmaval, hanem szinonimajava is valt. [ztelen, szagtalan tulajdonsaga miatt a ,,fehér
arzén” néven elhiresiilt arzén-trioxid méltan érdemelte ki a ,,mérgek kiralya-kirdlyok mérge”
elnevezést. Albertus Magnus, a természeti és természetfeletti tudoméanyok irdnt egyarant
elkdtelezett domonkosrendi szerzetes 1250 koriil fedezte fel és kiilonitette el elészor az arzént
elemi allapotaban. Az arzén rossz hirnevének érdemtelen voltdt megerdsitették azok a korai
kutatasok, melyek soran felismerték elony0s tulajdonsagait is. A legjobb példa erre a szifiliszes
betegek kezelésére hasznalt Salvarsan nevii, szerves arzéntartalmt antibiotikum, melynek
kifejlesztése Paul Ehrlich (1854-1915) és Sachahiro Hata (1873-1938) nevéhez flizédik.

A kutatok mar a XX. szazad elején felismerték, hogy egyes elemeknek a szervezetre
gyakorolt hatdsa korant sem egyértelmii, hiszen azok hatdsmechanizmusa fiigg az adott elem
oxidaciods allapotatol, kémiai formdjatdl. Az analitikai kémia azon viszonylag 0 agat, amely az
elemek teljes koncentracidja helyett azok kiilonbozd szerves illetve szervetlen kotésben jelen
levd ugynevezett modosulatainak mindségi ¢és mennyiségi vizsgalatat tlzte ki célul,
moédosulatanalitikdnak, vagy mas szoval speciacids analitikanak nevezziik.

A tengeri eredetl ¢lelmiszerek jelentds arzéntartalmat mar tobb mint 80 éve felismerték. A
speciacids szemlélet kialakulasa mégis egészen 1977-ig varatott magdra, amikor is Edmonds ¢és
munkatarsai (EDMONDS, 1977) egy addig ismeretlen, az emberi szervezetre artalmatlan szerves
arzénkomponenst (arzenobetaint) izolaltak egy tengeri rak fajbol. Ezzel az attoré eredménnyel
vette kezdetét az a kutatasi hullam, amely elsddleges feladatdnak tekintette a természetben
eléforduld kiilonb6zo arzéntartalmu vegyliletek azonositasat és feltérképezését. Az arzenobetain
felfedezése utdn szadmos olyan kutatdsi eredmény latott napvilagot, melyek egyhangian
bebizonyitottak, hogy a tengeri rakokon kiviil a kagylok és halak arzéntartalmanak jelentds
hanyadat az Gjonnan felfedezett vegyiilet alkotja. A tobb mint 20 éves kutatasi eredmények
ismeretében a tengeri eredetii élelmiszerekre vonatkoz6 arzén hatarértékeket eltdrolték. Azonban
a tengeri ¢l6lényekkel ellentétben a tenger- és édesviz tulnyomo részben szervetlen, az emberi
szervezet szamdra erdsen mérgezd arzénkomponenseket (arzenitet, arzenatot) tartalmaz. Ez azt a
kérdést veti fel, hogy a tengeri szervezetek szervetlen arzén akkumulalé és atalakitd képessége
hogyan vetithetd tovabb bonyolultabb biologiai rendszerekre. Magyarorszagon foleg a dél-
alfoldi régid ivovizkészletének magas arzéntartalma jelent problémat, ahol az EU csatlakozassal
ujonnan bevezetett 10 pg/L arzén hatarérték betartdsa komoly kihivast jelent a vizmiivek
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Az arzén modosulatanalitikdjanak fejlodésével mara mar tobb tucat, a természetben
eléforduld arzéntartalmit molekulat ismeriink, és feltehetéen szamuk még ndvekedni fog.
Jelentés hanyaduk toxikologiai tulajdonsdga azonban még ismeretlen. A kimutathatd
arzénkomponensek egyre novekvd szdma és azok eltérd toxicitdsa 1j, szelektivebb és
érzékenyebb moddszerek kidolgozasat kdveteli meg az analitikus tarsadalomtol.

A specidcios analitikai modszerek foként csatolt rendszerek, ahol valamilyen elvalasztas-
technikat csatolnak egy arzén detektalasara is alkalmas késziilékhez. A mddosulatanalitika egyik
sarkalatos pontja az elvélasztds és a detektdlds mellett a mintaeldkészités. A meghatarozando
specieszek gyakran instabil vegyiiletek (tarolasi koriilményekre és beavatkozdsokra nagyon
érzékenyek), ezért eredeti allapotban tartasuk nehéz feladat a mintaeldkészités soran. A modszer
fejlesztésénél torekedniink kell arra, hogy a meghatarozds érdekében tett 1épések egyike se
véaltoztassa meg a meghatarozandd speciesz eredeti formdjat. Az arzénmodosulatok
elvalasztasira a HPLC technikdk terjedtek el leginkabb. Ezek Aaltalaban forditott fazisu
ionparképzds, illetve ioncserés kromatografidss modszerek. Mara mar dontden az ioncserés
kromatografia javara billent at a mérleg nyelve. Az elvalasztistechnikai moddszerek egyre
szelektivebbek és hatékonyabbak, igy egyre tobb arzénkomponens egymadas melletti egyidejii
meghatarozasa valik lehetdvé.

Az 1980-as években foként a lang-atomabszorpcios (FAAS) detektorok terjedtek el, majd
késobb egyre népszerlibbé valtak az egyéb elemszelektiv, optikai detektorok, mint az
atomfluoreszcens (AFS) és az atomemisszidos (AES) spektrométerek. Ezeket a technikékat
dontden hidridképzéssel alkalmaztdk, mely az érzékenység javulasan til a nem kivant matrix
eliminalasaval a korabbiaknal szelektivebb meghatarozast tett lehetévé. Az induktiv csatolasu
plazma (ICP) technikdk ¢és a tomegspektrometrids analizatorok megjelenésével az
arzénspeciacios modszerek kidolgozasa is 1) fordulatot vett. Az alacsony kimutatdsi hatarnak,
multielemes detektalasi képességének és a nagy dinamikus tartomdnyanak koszonhetden az
arzénmoddosulatok vizsgalata terén a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia induktiv
csatolastt plazmatomegspektrométer (HPLC-ICPMS) csatolas mara a legelterjedtebb
moddosulatanalitikai modszerré ndtte ki magét.

A moddosulatanalitikdban alkalmazott modszerek fejlédését indukalta a speciacids célokra
készitett hiteles anyagmintdk (CRM) megjelenése. A teljes arzéntartalmon feliil a kiilonb6zo
arzénkomponensekre is hitelesitett anyagmintak alkalmassa valtak a kiilonféle arzénmodosulatok
vizsgalatara kifejlesztett modszerek validdlasdra. Az arzén modosulatanalitikdjanak fejlédése
toretlen, melynek koszonhetden egyre jobban megismerhetjiik az arzén kdrnyezeti korforgasban
betoltott helyét, lebontasi folyamatait, valamint a kiilonb6zé modosulatok egészségre gyakorolt
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Az arzén kémiai tulajdonsagai

Az arzén a peridodusos rendszer 5. fOcsoportjanak 3. eleme. Elnevezése gorog eredetii:
arzenikosz, jelentése vakmerd. Az arzén relativ atomtomege 74.9216. Csak egy stabil izotopja
létezik (As). Elektronkonfiguracioja [Ar](3d)'°(4s)*(4p)’, oxidacids szama vegyiileteiben +5,
+3 és -3 lehet. Elekronegativitasa 2.0, ionizacios energidja 5.825 ((4p)’) és 16.361 ((4s)*(4p)’)
MJ mol™. Az arzén a fémek és a nemfémek kozotti atmenetet képvisel félfémek csoportjaba
tartozo elem. Stabil mddosulata fémes jellegli. Az arzén tobb allotrop modosulat formajaban
1étezik, bar az allotropia nem olyan kiterjedt, mint a foszfor esetében. Az arzén szaraz levegén
stabilis, nedves levegdn azonban oxidalodik a feliilete, narancs-bronz feliileti hartya keletkezik,
amely tovabbi érintkezés hatasara fekete szinli bevonatta valtozik. Levegdn hevitve szublimal és
fokhagymaszagi mérgez0 tulajdonsagt As,Os3-dd oxidalodik. Fémekkel arzenideket képez (pl.
CoAs3), fluorban langra lobban és AsFs keletkezik, mas halogenidekkel arzén-trihalogenidek
képzddnek, oxidalo kozegben diarzén-trioxid (As,O3), valamint diarzén-pentoxid (As;Os)
keletkezik. Az oxidokat vizben oldva arzénessav (H3AsOs) és arzénsav (H3AsO,) keletkezik. Az
arzén elektronszerkezetében harom pdarositatlan elektron talalhato. Egy elektron felvételéhez az
elektronaffinitas értéke igen nagy, a tovabbi elektronok felvétele ellen azonban jelentds
Coulomb-féle taszitas hat, kovetkezésképpen az As*-ion képzddése ersen endoterm folyamat.
Ilyen vegyiiletre példa az arzén-hidrid (AsH3), mely csak erds hidridképzd 4gens (pl. NaBHy)
jelenlétében képzddik. A szabad elem fémszerii jellege ellenére az arzén ionizécios energiai €s
elektronegativitasa a foszforéhoz hasonlo, ezaltal konnyen képez erds kovalens kotést a legtobb
nemfémes elemmel. Sokféle szerves vegyiiletet képez mind +3-as, mind +5-0s oxidacios
allapotban. Kémiai reakcidkban mind telitett gylirlis, mind aromds, mind alkilezett szerves

szarmazékai eldallithatok.

2.2 Arzén a kornyezetben

Az arzén eléforduldsarol mar szamos Osszefoglalé tanulmany sziiletett (CULLEN, 1989;
FRANCESCONI, 1997, FRANCESCONI, 2002b; KUEHNELT, 2003a), melyek atfogé képet
adnak a kornyezetiinkben talalhato arzénkomponensekrdl és azok mennyiségérdl. Az arzén a
foldkéregben atlagosan 2-3 mg/kg mennyiségben talalhato. Altaldban olyan asvanyokban fordul
eld, melyek szulfidot, rezet, nikkelt, 6lmot vagy kobaltot is tartalmaznak. Legelterjedtebb
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asvanya az arzenopirit (FeAsS) (CULLEN, 1989). Az arzén a természetes vizekbe a vizbazissal
érintkezd geologiai formacidkbol lassti oldodasi folyamat soran keriil. A talaj és a kdzetek
erdzioja soran kialakult arzenit (As'") és arzenat (As") az édes- és tengervizek legelterjedtebb
arzénvegyiiletei. Mig az édesvizek arzéntartalma tdg hatidrok kozott (1-200 pg/L) ingadozik,
addig a vilag tengereinek, 6ceanjainak arzéntartalma atlagosan 1-5 pg/L (FRANCESCONI,
1997). Az emlitett két arzénkomponens konnyedén atalakulhat egymésba, aranyukat a redox
viszonyok ¢és a bioldgiai aktivitds dontden befolyasoljak. A szervetlen arzénmodosulatokon kiviil
a tengervizben feltehetdéen biologiai aktivitas eredményeként kis mennyiségben metil-arzonat
(MA") és dimetil-arzinat (DMA") is talalhaté (ANDREAE, 1978).

A tengeri ¢él6lényekben az arzén nagymértékben felhalmozddik és akar tobb szaz mg/kg
mennyiségben is megtalalhatd. Feltehetbéen a foszfationnal mutatott hasonlosaganak
koszonhetden a tengeri algdk képesek a vizben taldlhatdo arzenat felvételére, melyet a
méregtelenitési folyamatok sordn ugynevezett arzenocukrokkd alakitanak (FRANCESCONI,
1997). Mig a tengeri algdk és az azokat fogyasztd alacsonyabb rendii él6lények (kagylok)
arzéntartalmanak legnagyobb hanyadat az arzenocukrok teszik ki, addig a tobbi tengeri
¢lélényben ezek az arzénmodosulatok csak nyomokban taldlhatdéak meg (FRANCESCONI,
2002a). Ebben az esetben a dominans arzénvegyiilet az arzenobetain (AB).

Altalanossagban kijelenthetd, hogy a szarazfoldi és az édesvizi szervezetek arzénakkumulald
képessége nagymértékben elmarad a tengeri szervezetekhez képest. Az arzénmoddosulatok
eloszlasat tekintve azonban még ellentmondésosak az eredmények. Egyes vizsgdlatok azt
1995), mig mas tanulmanyok szerint AB egyaltaldn nincs jelen az édesvizi 6koszisztémaban
(LAWRENCE, 1986). Az utobbi esetben, a mintaban taldlhaté arzén legnagyobb héanyada
ismeretlen mdédosulatok formajaban volt jelen.

Az arzén részben a talajrél, részben természeti jelenségek (vulkankitorés) révén, foként
szervetlen arzénmoddosulatok formajaban jut a levegdbe. A legjelentdsebb levegdszennyezést az
ipari tevékenység okozza (fémkohdaszat, peszticidek, tliizeldanyagok). A levegd arzéntartalma az
emissziotol fiiggben széles hatarok kozt ingadozik (1-1000 ng/m’), a nem szennyezett

teriileteken atlagosan 0.4 és 30 ng/m’ kozott valtakozik (WHO, 1996).

2.3 Az arzénvegyiiletek nevezéktana

Az 1. abran a leggyakrabban eléforduld arzénkomponensek kémiai szerkezetét, nevét és

nevének roviditését tiintettem fel. Az arzénvegyiiletek elnevezése és azok roviditése még nem
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teljesen tisztazott teriilet, sok kutatocsoport eltérd, sajatos roviditéseket vezetett be. Az
elnevezések sokfélesége zavart okozhat a rendelkezésre allo irodalmak kulcsszavakra épiild
keresése soran. Fontosnak véltem ezért a dolgozat folyaman emlitett arzénkomponensek nevének
¢s roviditésének rogzitését. Legtobbszor nem 1étezik valodi érv egyik-masik elnevezés mellett,
sok esetben az elnevezések kiilonbozo terminologiai rendszert kdvetnek.

A kornyezetben ¢és kiilonféle biologiai rendszerekben eléforduld arzénkomponensek
nagyrésze ionos formdban taldlhatd, meghatarozadsuk leggyakrabban ioncserés vagy
ionparképzds kromatografids elvalasztason alapul. Hasonldan a témaval foglalkoz6 tanulméanyok
tobbségéhez, az 1. abran a vegyliletek deprotonalt formajat és elnevezését tiintettem fel. Abban
az esetben, ahol az adott komponens tobb protont is képes leadni, a molekula leginkabb
deprotonalt alakja lathaté (pl. AsOs” a HAsO4” és a H,AsOy4 helyett). Ezt a gondolatmenetet
koveti az arzenit (As'™) és arzenat (As") elnevezése is. Az egyszeresen ¢és kétszeresen metilalt
arzénspecieszek roviditésére sok esetben hasznaljak az MMAA és DMAA roviditéseket, melyek
a protonalt vegyiiletformdk angol elnevezéseinek (monometil-arzonsav €s dimetil-arzinsav)
roviditésébdl ered. Mivel a dimetil-arzinoil-acetatot is DMAA-val szoktak jeldlni, a roviditések
félrevezethetik az olvasot. A dolgozat folyaman az MAY illetve DMA" réviditéseket fogom
alkalmazni, melyek szintén a deprotonalt formak (metil-arzonat és dimetil-arzinat) elnevezésébol
szarmaznak. Ezen metilalt arzénkomponensek redukalt, hdromvegyértékli formainak a roviditése
MA™ (metil-arzonit) és DMA™ (dimetil-arzinit).

Az AB ¢és AC roviditéseket javaslom az arzenobetain és az arzenokolin esetében. Az el6bbi
molekula, melynek kémiai elnevezése trimetil-arzonium-acetat a vele analdg glicinbetain
molekularél [(CH3);N'CH,COOT] kapta a nevét. Mivel a kutatok a kémiai nevét talsidgosan
részletesnek talaltak, sokkal inkdbb elterjedtté valt az arzenobetain elnevezés és az ebbdl
szarmaztatott rovidités. A trimetil-arzin-oxid (TMAO) és a tetrametil-arzonium-kation (TETRA)
roviditései teljes korben elfogadotta valtak az arzénspeciacidval foglalkozo kutatok korében. Az
ujabb vegyiiletek esetében visszatértek a kémiai név alapu réviditéshez. Ilyen a dimetil-arzinoil-
etanol (DMAE), a korabban méar emlitett dimetil-arzinoil-acetdt (DMAA) és a trimetil-arzonium-
propionat (TMAP). Mivel az utdbbi vegyiilet az arzenobetaintdl csak egy -CH,- csoportban
kiilonbozik, szdmos publikdcidban mint arzenobetain 2 (AB2) taldlkozhatunk vele. A kémiai
névbdl eredd rovidités leirdbb és tobb informacidt nyujt a molekula szerkezetérdl, ezért a TMAP
terjedt el leginkabb. A dolgozatban én is ezt haszndlom. Sokkal nagyobb fejtorést okozott a
kémikusoknak a bonyolultabb vegyiiletek elnevezése és roviditése. Ilyenek példaul a kiillonb6zo
arzenocukrok, ahol a betliszavak helyett célravezetObbnek talaltdk a molekuldk oldallancara
utald roviditett elnevezések hasznalatat. Ez nem tal hosszu, mégis informaciot nyujt a specieszek

szerkezetérol.
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1. abra Arzénmodosulatok szerkezeti képletei, nevei €s roviditései
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2.4 Az arzén biologiai jelentosége

Az ember folyamatosan ki van téve a vizben és kiilonbozd élelmiszerekben talalhatod szerves
és szervetlen arzénvegyliletek altal okozott hatdsoknak. Az arzénkomponensek eltérd
fizikokémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, bioldgiai hasznosuldsuk kiilonb6z6. Lebontasi
folyamatuknak feltérképezése az allatokban és az emberekben éppen ezért egy igen Osszetett
feladat. Az arzén foként a tapcsatornan €s a légutakon keresztiil jut szervezetiinkbe. El6szor a
majba és a vesébe keriil, majd az expozicidt kdvetd 24 oran beliil az arzén legnagyobb hanyada a
csontokban, a borben ¢és a kiilonbozo szaruképletekben halmozodik fel.

Az arzénmérgezés kétféle lehet: akut és kronikus. Az akut mérgezés jelei: hasmenés, hanyas,
heveny keringési zavarok, fejfajas, bénulds. A haladlt a nagyfoku folyadékveszteség
kovetkeztében fellépd anyagcserezavar, kdma okozza. A kronikus arzénmérgezés altalanos
rosszulléttel, gyengeséggel és ¢étvagycsokkenéssel kezdddik. A mérgezés eldrehaladtaval
fajdalmas ideggyulladas alakulhat ki, mely késébb érzéketlenséget, a labizmok, ritkdbban a
kézizmok bénuldsat okozhatja. Sotétsziirke pigmentacioval jaré arzén-melandzis, valamint a
tenyéren €s a talpon hiperkeratozis alakulhat ki. Végs6 stadiumban fulladasos roham Iéphet fel,
melyet szellemi leépiilés kovethet (HINDMARSH, 2000). Az arzén belégzése megnoveli a
tiidoérak kialakuldsanak valoszinliségét. A szervetlen arzén felvétele (folyadékkal vagy
taplalékkal) fokozza a bordaganatok, a hugyhdlyag-, a vese-, a maj- és a tiidorak kialakuldsanak
eselyét.

Az ivoviz szervetlen arzéntartalma vilagszerte komoly veszélyforrast jelent a lakossag
egészségére. Humdan epidemiologiai adatokra alapozva a szervetlen arzénkomponenseket
karcinogenitds szempontjabol az elsé csoportba soroljak (IARC, 1987). Allatkisérletek
bizonyitjak, hogy a szervetlen arzenit és arzenat atjut a placentan (WHO, 2001). Biologiai
hasznosulasuk nagymértékben fiigg a matrixtol, mellyel a szervezetbe keriilnek, valamint a
béltraktusban jelen 1évd egyéb ¢élelmiszerdsszetevoktdl. A szervetlen arzénvegylileteket a
szervezet metilezéssel méregteleniti, majd metil-arzonat (MA") és dimetil-arzinat (DMA")
formajaban a vizelettel valasztja ki (VAHTER, 1999). A méregtelenités foként a majban megy
végbe, ahol a folyamatot egy metil-transzferaz enzim katalizalja S-adenozil-metionin (SAM) és
glutation (GSH) segitségével. A vizelet vizsgalatat széles korben alkalmazzdk az arzén kitettség
mérésére. Amennyiben a mérgezés mértékéhez képest a vizelet MA"Y és DMA" szintje alacsony,
- ami a méregtelenitési folyamat alacsony hatasfokanak tulajdonithatd - a rizikéfaktor
novekedésével kell szamolnunk (VAHTER, 2000). Ujabb tanulmanyok arrél szamolnak be, hogy
az MA" és a DMA" a szervezetben haromvegyértéki formakka (MA™ és DMA™) redukalodnak
¢és igy valasztddnak ki a vizelettel (LE, 2000a; MANDAL, 2001). Suzuki és munkatarsai eddig
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Osszegyljtott ismeretanyag alapjan részletesen felvazoltdk az emberi szervezetben lejatszodo
arzénmetabolizacidos folyamatot, melynek egy egyszeriisitett abrajat mutatom be (2. abra)

(SUZUKI, 2002).
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2. abra Szervetlen arzén feltételezett metabolizacios folyamata

A folyamat redukcidé és metilacidé egymast kovetd Iépéseibdl all. Szamos vizsgalat
alatdmasztja, hogy a metabolizacios folyamat soran keletkezett haromvegyértékii szerves
arzénszarmazékok nagysagrendekkel toxikusabbak, mint a szervetlen arzénformak (MANDAL,
2002). A legujabb kutatdsi eredmények alapjan tehat nem beszélhetiink egyértelmiien
méregtelenitési folyamatrdl. A haromvegyértékli arzénkomponensek gatolhatjdk a kiilonb6zd
enzimatikus folyamatokat, mint példaul a glikolizist vagy a trikarboxilsav-ciklust az enzimek
szulfthidril csoportjanak megkotésével. Az Gtvegyértékli arzénvegyiiletek inaktivalhatjak a
mitokondridlis oxidativ foszforilaciot.

A fent emlitett hat arzénkomponensen kiviil az 1. abran bemutatott arzénkomponensek
lebontasi folyamatairol még hidnyosak az ismereteink. Eddigi eredmények szerint ezen
komponensek feltehetéen nem, vagy csak kisebb mértékben mérgezdek. Néhany vegyiilet, mint
az AB ¢és az AC viltozatlan formdban tdvoznak a szervezetb6l (BROWN, 1990), mig az
arzenocukrok lebontasa soran tobb, mint 12 arzénkomponenst mutattak ki a vizeletbdl (RAML,

2005).

14



Csatolt technikak fejlesztése és alkalmazdsa arzénmodosulatok meghatdarozasara

2.5 Az arzén modosulatanalitikajanak hajnala

Gyakori eléforduldsanak koszonhetden szamos arzéntartalmi vegyiilet taldlhato a
kornyezetben és a kiilonféle biologiai rendszerekben. Mar évtizedekkel ezeldtt felismerték, hogy
a teljes arzénkoncentracio ismerete nem nyujt elegendé informacidt az arzén bioldgiai €s
kornyezeti hatasairdl, toxicitasa ugyanis nagymértékben fligg oxidacios allapotatdl és kotddési
formdjatol. Mar a szdzad elején korvonalazddott az arzénspecidcids vizsgalatok iranti igény,
amikor a tudosok nagy mennyiségben mutattak ki arzént tengeri eredetli élelmiszerekbdl
(FRANCESCONI, 1993). Mar akkor felmeriilt a kutatokban, hogy egy, az emberi szervezetre
artalmatlan, szerves kotésti arzénvegyiiletrdl lehet sz, de megfeleld analitikai hattér hianyaban
ez a feltevés bizonyitatlan maradt. A vizelet arzéntartalma jo indikatornak bizonyult az arzén
expozicio vizsgalatara. Chapman és munkatarsai 1926-ban kimutattak, hogy homar és kiilonb6z6
tengeri kagylok fogyasztasat kovetden a vizelet arzéntartalma jelentdsen megné (CHAPMAN,
1926). Az elsd igazi attdrést az arzénspeciacioban 1973-ban Braman és Foreback munkdja
jelentette, akik els6ként azonositottak arzénkomponenseket vizeletben (BRAMAN, 1973). Az
arzén hidridképz6 tulajdonsagat kihasznalva, arzén-hidridet képezve valasztottak el a szervetlen
arzenitet és arzenatot, valamint az egyszer (MA"™Y) és kétszer (DMA™Y) metilezett arzén
formakat. A modszer alapja egy szelektiv hidridképzési folyamat, mely soran a kiilonb6zo
arzénkomponensek natrium-tetrahidroborat hatasara savas kozegben arzén-hidrideket képeznek.
Az arzenit és arzenat redukcidjanak eredményeként arzin (AsHj3), mig az MA és a DMA
redukcidja soran metilarzin (CH3;AsH;) ¢és dimetilarzin ((CHs),AsH) keletkezett (a
hidridképzésrdl egy késdbbi fejezetben bdvebben beszdmolok). A keletkezett arzin vegytileteket
kriogén csapdéba juttattak. A rendszert szobahdmérsékletre felfiitve a kiilonb6zé komponenseket
forraspontjuk alapjan elparologtattak, az arzént pedig atomemisszids spektrometrids modszerrel
detektaltak.

A modszerfejlesztést kovetden a hidridfejlesztéses technika meghatarozo szerepet kapott az
arzénspecidcidés vizsgalatokban. A Braman és Foreback altal kifejlesztett modszert a
hidridképzés - elvalasztas - detektalas sorrendje jellemezte. Tovabblépésnek szamitott a
keletkezett gazok gazkromatografias elvalasztasa. Az els0 modosulatanalitikai modszerek

els6sorban tengerviz, egyéb természetes vizek és vizeletmintik szervetlen arzenit (As™

) és
arzenat (As") vizsgalatara korlatozodtak A 6 problémat azonban még mindig az jelentette, hogy
a modszer nem tette lehetové a harom és az 6tvegyértékii arzénkomponensek (As™Y, MA™Y,
DMA™Y) szelektiv elvalasztasat, mivel a derivatizalast kovetéen mindkét komponensbél
haromvegyértékli arzin keletkezett. Tovabba a fent emlitett arzénmodosulatokon kiviil mas

arzénkomponenseket tartalmaz6d mintdk elemzésére sem volt lehetdség, ugyanis az adott
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koriilmények kozott csak ezen vegyliletek rendelkeztek hidridképzo tulajdonsaggal. Azért
hangstulyozom az ,,adott koriilmények™ kifejezést, mert a késObbiekben latni fogjuk, hogy
bizonyos paraméterek valtoztatdsaval ¢és 1) paraméterek bevezetésével a kiilonbozd
arzénkomponensek hidridképzési hatdsfoka javithato, illetve a komponensek hidridaktivva
alakithatok.

Kimutattdk, hogy magasabb pH-n (pH>6) kizarolag a haromértéki arzénkomponensek
képesek arzén-hidrid kialakitasara, igy azokat szelektiven meg lehet hatarozni (DEL RAZO,
2001). Tovabba, ha megvaltoztatjuk a hidridképzési folyamat sorrendjét, akkor a kovetkezd
szekvenciat kapjuk: elvalasztas - hidridképzés - detektalds. Ezek a valtoztatasok mar
elégségesek voltak ahhoz, hogy tUjabb lehetdségek nyiljanak az arzénspeciacid terén. Az
arzénkomponensek elvalasztasara kezdetben szelektiv gyantakat hasznaltak (FODOR, 1983). A
nyolcvanas évek végére sorra jelentek meg azok a kozlemények, amelyek kiilonféle
nagyhatékonysagti  folyadékkromatografias = (HPLC)  technikdkat -  méretkizarasos
(FRANCESCONI, 1985), forditott fazisu (MATSUTO, 1986) és ioncserés (SHIOMI, 1987)
kromatografiat - alkalmaztak az arzénkomponensek elvélasztdsara. Mivel a komponensek
elvalasztdsa a hidridfejlesztési 1épést megeldzden tortént, azok id6ben elkiilonitve keriiltek be a
hidridképz6 egységbe, lehetoveé téve az egyes arzénmddosulatok kiilon-kiilon torténd mennyiségi
meghatarozasat.

A bevezetében mar emlitésre keriilt, hogy az 1980-as években eldszeretettel alkalmaztak a
lang-atomabszorpcids spektrométereket. Ez a detektdldsi mod azonban nagy hattérzaja és
alacsony érzékenysége miatt nem igérkezett hosszl életlinek az arzénspeciacioban. Voltak ugyan
kisérletek arra, hogy HPLC elvalasztast csatoltak grafitkemencés atomabszorpcids
spektrométerhez (GFAAS), de a miiszerkapcsolas nehézsége miatt az off-line uton legyljtott
frakciokat kiilon-kiilon kellett megvizsgalni (STOCKTON, 1979). Az ICP technikak
elterjedésével egyre nagyobb tért hoditottak a HPLC-ICPAES kapcsolt analitikai rendszerek. A
kapcsolds nagy elénye, hogy a HPLC efluens ml/perc-es 4aramlasi sebessége jol
Osszeegyeztethetd volt az ICPAES szamara optimalis aramlasi sebességgel. Szamos kivalod
HPLC-ICPAES mérésen alapuld publikacid sziiletett a témdaban, azonban alkalmazési
teriiletének hatéart szabott a modszer oldatra vonatkoztatott 50 ng/ml-es kimutatasi hatara. Azota
az ICPAES technikdk is sokat fejlodtek, kimutatdsi hatdiruk mara mar egy nagysagrenddel

csokkent, mely hidridképzéses 1€pés kozbeiktatasaval tovabb javithato.
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2.6 A korszeru arzénmodosulat-analitika

Az 1990-es években a technika rohamos fejlédésével parhuzamosan a korszeri miiszereknek
koszonhetden az arzénmodosulat-analitikai modszerek fejlédése is nagy lendiiletet vett. A
természetben és a kiilonféle bioldgiai rendszerekben sokszor csupan nyomokban jelenlevd
arzénkomponensek kimutatdsa is lehetségessé valt a korszertibb miiszerekkel és csatolt
technikédkkal. Amikor mddosulatanalitikai modszerrdl beszEliink, értelemszertien beleértjiik a
mintaelOkészitést, a kiilonb6zé modosulatok szelektiv elvalasztasat €és a detektalast. Ezek alapjan
a modszeriinkkel szemben tdmasztott, alabbi altalanos kdvetelményeket fogalmazhatjuk meg.

Egyrészrdl a mintael6készités sordn olyan eljarast kell alkalmazni, amellyel a vizsgalandd
moédosulatok a lehetd legnagyobb mennyiségben kinyerhetok anélkiil, hogy azok eredeti
eloszlasa megvaltozna. Kivételt képeznek azok a céliranyos kisérletek, melyek célja valamilyen
kinyerési, illetve hasznosuldsi modell feléllitasa (pl.: az emésztés soran hasznosul6 specieszek
felszivodasanak modellezése).

Az elvalasztas soran torekedni kell tovabba a lehetd legjobb kromatografias felbontas
elérésére, hogy a mintdban 1évé modosulatok szelektiven egymds mellett meghatarozhatok
legyenek. Az elvalasztdshoz alkalmazott mozg6fazis sebessége és Osszetétele Osszeférhetd
legyen az alkalmazott detektalasi modszerrel.

Végiil a detektorral szemben tadmasztott legfontosabb kovetelmény annak érzékenysége ¢€s
kimutatasi hatara az adott komponensre. Azonban az egyéb paraméterek sem elhanyagolhatok,

mint példaul a szelektivitds vagy a linearitas.

A modosulatanalitikai mddszerek kimutatasi hatdra nem csak az alkalmazott detektalasi
modtol, hanem az elvalasztastol is nagymértékben fligg. Nem elhanyagolhato, hogy a mérendd
komponens milyen retencids id6nél ¢és milyen félértékszélességgel elualodik az adott
kromatografids oszloprol, tovabba az elvalasztashoz alkalmazott mozgdfazis milyen hatéssal van

a komponens jelképzésére a detektorban.

2.6.1 Mintavétel, mintaelokészités az arzénspeciacioban

2.6.1.1 Mintavétel

Egy analitikai vizsgélat sordn az elsé 1épés a mintavétel, melyet koriiltekintéen mindig a
vizsgaland6 mintara specifikusan kell megtervezni. Az eredményeket szdmos tényezd

befolyasolja, amiket mar a mintavétel soran figyelembe kell venni. Ide sorolhaté a f6ldrajzi
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elhelyezkedés, a szezonalitas, biologiai mintak esetében a populacid €és annak kozvetlen
kornyezete. A taroléedény megvalasztasanal mérlegelni kell, hogy az milyen anyagbdl legyen. A
helytelen valasztas esetén ugyanis fennall a veszélye, hogy a vizsgalandd specieszek
adszorbealodnak az edény falan. Altalaban salétromsavat hasznalnak a tarolok elézetes
tisztitdsara és Oblitésére, azonban a visszamaradd sav oxiddlhatja a kiilonbozo

arzénmodosulatokat a mintaban.

2.6.1.2 Arzén vegyiiletek stabilitasa

A modosulatanalitikai vizsgdlatok mérési eredményeinek a minta eredeti (mintavétel
pillanatdban fennallo) allapotat kell reprezentalniuk. Arra kell torekedni, hogy a mintdnkat ne
tegyiik ki olyan hatdsoknak, amelyek veszélyeztetnék a kiilonb6z6 modosulatok eredeti
elkeriilése érdekében a mintakat alacsony homérsékleten kell tarolni. Ezzel elkeriilhetd a mintak
természetének és Osszetételének megvaltozasa. A hiités azonban nem minden esetben elegendd
az arzénkomponensek stabilitasanak fenntartasara. Le és munkatarsai ugyanis kimutattak, hogy a
4 °C-on tarolt mintaoldatokban az AB kilenc honap alatt TMAO-ra és két tovabbi komponensre
bomlott (LE, 1994). A tartositas tovabbi lehetséges mddja - ha azt a minta jellege lehetévé teszi -
a fagyasztva szaritas, amely egyben a minta koncentralasat is jelenti. Stabilitasi problémak
leginkdbb a szervetlen arzénkomponensek esetében Iéphetnek fel. Jelentds arzenit- ¢s
arzenattartalmu viz- és vizeletmintakat gyakran salétromsavval kezelik (SUTTON, 2000). Ez az
eljaras azonban csak teljes arzéntartalom meghatarozésa esetén alkalmazhat6. Ellenkez6 esetben
a fellépd oxidacio kovetkeztében a harom- és Otvegyértékii moddosulatok eredeti aranya

crer

napjainkban egyre tobb olyan tanulmany sziiletik, amelyek egyértelmiien bizonyitjak, hogy a

vizmintak f6 arzénkomponense az As™

ered (KIM, 2001; ROIG-NAVARRO, 2001). Megoldast jelenthet a nem oxidalé savak

. A kiilonbség valoszintileg a helytelen mintakezelésbol

alkalmazasa. A s6sav megfeleld lehet erre a célra, de csak abban az esetben, ha a specidcios
vizsgalatot nem ICPMS késziilékkel végezziik, ugyanis a nagy kloridiontartalom interferenciat
okozhat (az *’Ar*°Cl zavarasrol a detektorok fejezetben bdvebben beszamolok).

Kedvezének bizonyultak az olyan modszerek, melyek soran a mintiban talalhato As™ és As"
elvalasztasa mar a mintavétel helyén megtorténik. A modszer hordozhatosaga lehetdvé teszi a
szervetlen arzénkomponensek azonnali elvalasztasat, igy nincs sziikség a minta tartositasara. Az
eljaras alapja egy szilard fazisu extrakcid, mely sordn egyszer hasznalatos, szilikagél alapu, erds

anioncserélé gyantat tartalmazé oszlopokat alkalmaznak. A gyanta az As'-ot megkoti, mig az
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As'" visszatartas nélkiil halad 4t az oszlopon. Az arzenat ezt kdvetéen kiilonboz6 oldoszerekkel
szelektiven lemoshaté a gyantarol (KIM, 2001; LE, 2000b).

Stabilitasi problémat okozhat még a minta nagy vastartalma (Fe"'

). A magas vastartalmu
ivovizekben az amugy vizoldhat6 arzén konnyedén oldhatatlan csapadékot képezhet, ami mérési
adatok pontatlansagat eredményezheti. Gallagher €s tarsai kimutattdk, hogy a nem kivanatos
csapadékképzddés az EDTA-nak mintdba torténd adagolasaval elkeriilhetd, illetve mérsékelhetd
(GALLAGHER, 2001). A stabilitdAs nemcsak matrix, hanem koncentraciofiiggd is.
Tanszékiinkon folytatott korabbi kisérletek eredményei is igazoljak, hogy a 4 °C-on téarolt 0.5 és
stabilitasat (JOKAI, 1998). Altalanossagban elmondhaté, hogy a szerves arzénkomponensekre a
szervetlen modosulatoknal sokkal nagyobb stabilitds jellemzd. Palacios és munkatarsai
kimutattak, hogy 4 °C-os tarolasi hémérsékleten a vizeletminta MAY, DMA" és AB sszetevéi
legalabb 67 napig meg0rizték stabilitasukat (PALACIOS, 1997). Hasonlé tanulméanyokat
végeztek vizeletmintdkon As™, AsY, MAY, DMA" és AB esetében, ahol a tarolas
hémérsékletének, idejének és a mintahoz adott kiilonboz6 reagenseknek az arzénkomponensek
stabilitasara gyakorolt hatdsat vizsgaltdk. Az eredmények azt mutattdk, hogy a mintak -20 és 4
°C-on 2 honapig tarolhatok anélkiil, hogy az arzénmodosulatok eredeti eloszlasa megvaltozna. A
hosszabb tarolasi id0 esetén a kiilonb6zd specieszek stabilitasa nagymértékben fliggott a
matrixtol (FELDMANN, 1999).

A vizeletben taladlhatd arzénmetabolitok vizsgalata ismét a kutatok érdeklodésének
kozéppontjaba keriilt, miutan az emberi vizelet {6 arzénkomponenseként azonositottak a szerves
MA"-t és DMA"-t. Hasonloan az Stvegyértékii komponensekhez, stabilitasuk nagymértékben
fligg a mintamatrixtél (DEL RAZO, 2001). Kutatasi eredmények tamasztjak ald, hogy ioncserélt
vizben oldva, 4 °C-os tarolasi hémérsékleten a MA" akar 4 honapig, mig a DMA™ legfeljebb
10 napig érizte meg stabilitdsat. Ugyanezen hémérsékleten a vizeletben talalhato MA™ harom
nap alatt, mig a DMA™ minddsszesen 90 perc alatt 6tvegyértékii formava oxidalodott (GONG,
2001).

2.6.1.3 Mintaelokészités teljes arzéntartalom meghatarozasahoz

A mintael6készités soran mindig arra kell torekedniink, hogy a mintat a mérdrendszerbe
juttathatd allapotba hozzuk. A legéltalanosabban elterjedt mintabeviteli technikdk porlasztason
alapulnak, amihez a vizsgaland6 mintdt folyadék halmazallapotivd kell alakitani. A

modosulatanalitikai vizsgalatok esetén a teljes arzéntartalom meghatarozasanak célja kettds: (i)
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crer

mintaban, (ii) illetve extrakcidét kovetden kiilon a feliilluszoban ¢és kiilon a visszamaradt
tiledékben. Ezt kovetden az igy kapott eredményekbdl kiszdmithatjuk az extrakcios hatasfokokat,
valamint felallithatjuk a teljes anyagmérleget. A teljes arzéntartalom meghatirozds soran a
mintat teljes egészében feltarjuk. A minta szervesanyag tartalméanak tokéletes elroncsolasa a cél.
A roncsolas soran a mintat altaldban oxidativ savas (salétromsavas) kezelésnek vetik ala, melyet
gyakran hidrogén-peroxiddal kombinalnak. A hidrogén-peroxid alkalmazésa egyfajta ,,oxidativ
sokk” révén ugyancsak a tokéletes roncsoldst segiti eld. Alkalmazdsa nem mintafliggd és a
szakirodalom alapjan nem lehet egyértelmi okot talalni hasznalatara illetve mellozésére. Minél
tobbszorosen metilezett, minél tobb arzén-szén kotést tartalmaz az adott arzénmoddosulat, annal
jobban ellenall a feltarasnak. Ezzel a problémakorrel abban az esetben kell kiemelten
foglalkoznunk, ha a teljes arzéntartalom meghatarozas alapjat a hidridképzéses technika képezi.
A kiilonb6z6 arzénmodosulatok eltérd hidridképzési hatdsfoka miatt arra kell térekedniink, hogy
az Osszes komponenst azonos formaba hozzuk. Ezért a hagyomanyos, 100-120 °C-on végzett
teflonbombés feltards csak abban az esetben alkalmazhatod (pl.: vizelet mintdk esetén), ha a
mintank nem tartalmaz tobbszordsen metilezett arzénszarmazékokat. A kiilonbozé kornyezeti
mintak, foként a tengeri eredetli szervezetek teljes feltarasa a nagy AB tartalom miatt az emlitett
modszerrel nem végezhetd el, ugyanis az AB bomlasa csak erdteljesebb koriilmények kozott
(300 °C-on, 90 percen keresztiill) megy végbe (GOESSLER, 2003). Mara mar egyre inkabb
elterjedtté valtak az ugynevezett fokuszalt mikrohulldmmal mitk6dé roncsold berendezések, ahol
magas hémérsékleten (250-300 °C) és megndvelt nyomason (akar 100 bar) a mintaban talalhato
arzénkomponensek 1 oOra alatt kivétel nélkiil arzenatta oxidalhatéak. A mddszer elénye, hogy az
emlitett paraméterek nagyon jol kézben tarthatéak, hatrdny azonban a berendezés magas

beruhazési koltsége.

2.6.1.4 Mintaelokészités az arzénmodosulatok meghatarozasara

A teljes arzén meghatarozasnal végzett mintaelokészitéssel ellentétben, a vizsgalt minta
arzénmoddosulatainak meghatdrozadsandl a minta eredeti speciesz eloszlasanak megdrzése az
elsddleges szempont. Az utdbbi évtizedben az extrakcidés modszerek kidolgozasa sordn a kutatok
a lehetd legnagyobb kinyerési hatasfok elérésére torekedtek az extrakcidhoz sziikséges 1dO €s
olddszer felhasznalas csokkentése mellett. A modosulatanalitikai vizsgalatok targyat legtobbszor
szilard mintak képezik, melyek esetében az arzén vegyiiletek kinyerése gyakran bonyolult
feladat. Ezért sok esetben sziikség van az extrakcid optimalasara. A nagy zsirtartalmu mintak

esetén eldzetes zsirtalanitasi 1épésre van sziikség, melyet altalaban éterrel vagy acetonnal
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végeznek el (MCKIERNAN, 1999). Az arzénmodosulatok legnagyobb hanyada a mintaban
vizoldhaté formdban van jelen, melyek az esetek tobbségében ioncserélt vizzel kinyerhetdk. A
vizes extrakcié mellett az arzénspecidcioban széles korben elterjedt a metanol-viz kiillonb6zo
aranyu elegyének extrahald szerként valo alkalmazdsa, mely Shibata és Morita egy korai
munk3djara vezethetd vissza. Ebben a tanulmanyban a szerzok tobb meggy6z6 érvet sorakoztattak
fel a keverék alkalmazisa mellett (SHIBATA, 1989). Metanol alkalmazasa esetén sokkal
kevesebb matrix oldodik ki a mintabol, tovabba a kinyerést kdvetden a metanol konnyebben
tavolithatd el, eldsegitve ezzel a minta koncentralasat. Ezek a paraméterek foként akkor valtak
fontossa, mikor tobb kilogramm anyagot kellett feldolgozni a kiilonbozé arzénvegyiiletek
izolalasa és standard vegyliletek eldallitasa céljabol (EDMONDS, 1993). Az elobb emlitett
elényok ellenére mégis éppen Edmonds és munkatarsai voltak azok, akik kevésbé hatékony
extrahald szerként emlitették a metanolt (EDMONDS, 1994). Altaldnos tévedés, hogy a szerves
arzénkomponensek oldhatdsdga metanolban jobb, mint vizben csak azért, mert szerves kotéseket
is tartalmaznak. Az arzenolipidek kivételével ugyanis a természetben eléforduld és maig
azonositott arzénvegyliiletek vizben jol oldédnak. Az arzenolipidek meghatdrozasa soran a
metanol elparologtatdsa és a minta vizben valo visszaolddsa a nem polaros arzénkomponensek
elvesztésével jar. A korabbi arzénspeciacios tanulmanyok a tengeri eredetli mintakra fokuszaltak,
melyek arzéntartalmanak jelentds részét vizben és metanolban egyarant jol oldodd arzenobetain
tette ki. Ennek kdszonhetden legtobbszor 90%-nal nagyobb kinyerési hatasfokokrol szamoltak be
a kutatok. A tengeri algdk vizsgalata sordn azonban az eddig alkalmazott kinyerési technikak
mellett legtobbszor valamivel alacsonyabb kinyerési hatasfokokat (80%) sikertilt elérni. Ez az
altalanos megfigyelés vezetett ahhoz, hogy a kutatok kiilonb6z0 paramétereket valtoztatva
torekedtek a lehetd legmagasabb kihozatal elérésére. Tobb kutatd egy olyan extrakciés modszer
kidolgozasat tlizte ki célul, mellyel minden egyes arzénkomponens, barmilyen eredetli mintabol
kinyerhetové valik. Tukai és munkatdrsai négy paramétert valtoztatva harom tengeri algafaj
esetében vizsgaltdk az extrakcids hatasfokot (TUKAI 2002). Azt talaltak, hogy az extrahaloszer
optimalis metanol koncentracidja 50% ¢és 80% kozott valtakozik a vizsgalt minta fliggvényében.
A kinyert arzén mennyiségét a hdmérséklet és az extrakcid ideje nem befolyasolta. Az
eredmények ravilagitottak az extrakcié optimaladsanak fontossagara. Lathatd, hogy a kinyerés
hatékonysaga és az extrakcios paraméterek optimuma nem csak, hogy mintatipus fiiggdek, de
még az azonos eredetli mintak esetében is tapasztalhatok eltérések.

A 90-es években az addig foként tengeri eredeti mintakra korlatozodd arzénspeciacios
vizsgalatokat egyre inkabb kiterjesztették szarazfoldi mintdkra is. A kutatok rogton felismerték,
hogy a metanol-viz kiilonb6z6 elegyének alkalmazasan alapuld kinyerési modszerek nem

bizonyultak olyan hatékonynak, mint a tengeri mintak esetében. Metanol-viz elegyét alkalmaztak
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példaul rizsmintdk arzénmoddosulatainak kinyerésére, mely sordn a teljes arzéntartalomnak
mindossze 18%-at sikeriilt kinyerni a mintabol (ABEDIN, 2002). Tovabbi tanulmanyok is
hasonlé kinyerési hatdsfokokrdl szdmolnak be metanol-viz alkalmazasa soran kiilonb6zd
szarazfoldi novények esetében (GEISZINGER, 2002a; KOCH, 1999). Arzénkomponensek
kinyerésének javitasara Heitkemper és munkatarsai trifluor-ecetsavat alkalmaztak, mellyel 90%-
nal nagyobb extrakcios hatdsfokot értek el (HEITKEMPER, 2001). Hasonl6 megallapitasra
jutottak Bohari és munkatarsai, akik foszforsav oldat alkalmazasaval novelték meg a kinyerhetd
arzénmodosulatok mennyiségét (BOHARI, 2002).

Természetesen az olddszer hatasa mellett az extrakciés eljardas megvalasztidsa is
nagymértékben hozzédjarul az arzénkomponensek sikeres kinyeréséhez. Az altaldnossagban
hasznalt razatasos modszereket - melyek gyakran 10-14 oréas kezelést jelentenek - egyre inkabb
felvaltjak a korszeriibb, kevésbé iddigényes eljarasok. Ilyenek példaul az ultrahangon (SANZ,
2005a; SANZ, 2005b) és a mikrohullamon (ACKLEY, 1999; CHATTERIJEE, 2000) alapul6
mintaelOkészitési modszerek. Gomez-Ariza €s munkatarsai egy atfogd tanulmanyt készitettek a
kiilonféle kinyerési modszerek Osszehasonlitasarol, mely soran a Soxhlet extrakciot allitottak
szembe az ultrahangos €s mikrohulldmu extrakcioval. Minden esetben az alkalmazott oldoszer
metanol, illetve metanol-viz 1:1 aranyu elegye volt (GOMEZ-ARIZA, 2000). A szerzok
kimutattak, hogy az extrakcidés paraméterek nagymértékben mintafiiggék. A legtobb minta
esetében a mikrohulldmt extrakcido hatdsfoka elmarad az ultrahangos és Soxhlet extrakcid
hatasfoka mogott. Az utdbbi két technika hatékonysaga kozel azonos, a kinyerés oldoszer- és
id6sziikséglete miatt azonban az ultrahangos mddszer bizonyult kedvezébbnek.

Az arzénspeciacioban alkalmazott kinyerési mddszerek sokfélesége is jelzi, hogy a megfeleld
mintaelOkészitési eljaras kidolgozasa a médosulatanalitikai vizsgalatoknak egy igen Gsszetett €s
bonyolult részfeladatat képezi. A megfeleld analitikai hattér segitségével a kinyert komponensek
meghatdrozasa ugyan jol kézben tarthatd, azonban szamos megvalaszolatlan kérdés mertil fel a
nem kinyerhetd arzénkomponensekkel kapcsolatban. Eddig ismeretlen arzénkomponensekrdl
van e sz6? Milyen kotésben vannak jelen a mintdban? Milyen toxicitas jellemzi 6ket? Masrészrol
az arzénspeciacioval foglalkozo kutatoknak mérlegelniiik kell, hogy valdoban a kinyerés
maximaldsa-e az az irdnyvonal, melyet feltétleniil kdvetniiik kell, vagy esetleg olyan kinyerési
technikéak kidolgozasara kell torekedniiik, ami az arzéntartalmu taplalékok elfogyasztisa soran a
szervezet arzénfelvevo képességét hivatott modellezni. Az eddigi kutatdsok alatamasztjak, hogy
nem hasznalhato egységes kinyerési modszer a kiilonb6zd mintdk esetében. A cél tehat olyan
extrakcios technikdk kidolgozasa, melyek kivaléan alkalmazhatok jol definidlhaté mintatipusok,
illetve meghatarozott céllal rendelkez6 moddosulatanalitikai feladatok (pl.: a kiilonb6zo

arzénkomponensek felszivodasanak modellezése az emberi szervezetben) esetén.
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2.6.2 Az arzénspeciacioban alkalmazott elvalasztastechnikai modszerek

A kiilonbozé  vegyiiletek  folyadékkromatografids elvalasztasa azok fizikokémiai
tulajdonsagain alapul. Ilyen tulajdonsagok a molekula sav-bazis jellege (pK,), polaritasa, és
oldhatésaga. Vannak olyan arzénvegyiiletek, melyek egy (DMAY, TMAO), ketté (MAY), vagy
harom (As™, As") pK, értékkel rendelkeznek. A ketté vagy harom disszociacios allandoval
rendelkezd vegyiilet kettd, illetve harom protont képesek leadni tobblépcsds disszociacidval. Az
AB szintén képes proton leadasara. Mivel protonalt allapotban az AB pozitiv toltésii, a
karboxilcsoport deprotonalodéasat kdvetden a molekula ikerionos szerkezetiivé valik. Az AC és
TETRA ionizécidja fliggetlen az alkalmazott eluens pH-jatol, ezek a vegyiiletek minden esetben
egyszeres pozitiv toltéssel rendelkezd kationok.

A legaltalanosabban elterjedt elvalasztastechnikai modszer az arzén moddosulatanalitikaban a
nagyhatékonysagu-folyadékkromatografia (HPLC), emellett alkalmaznak még
gazkromatografiat (GC), szuperkritikus folyadékkromatografiat (SFC), valamint kapillaris
elektroforézist (CE). Tekintettel az arzénvegyliletek ionos karakterére a leggyakrabban hasznalt

HPLC-s modszerek a forditott fazisu ionparképzd és az ioncserés kromatografia.

1. tablazat A vizsgalt arzénmodosulatok pK, értékei (SUNER, 2001)

pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

ASIH H A O H A O -
(pK,=9.2/13.5/14) 3A8U3 ,AsO;

AsY - > -
(oK23/67/116 1A HyAsO4 HAsOq AsO,

MAY CH;AsO;H CH;AsO;H" CH3As05>
(PK.= 3.6/8.2) 3OS 3T 3TS3

\%
3};2‘1 63) (CH;),AsO,H (CH3),As0;

AB (CH3)3AS+C
(PK,=2.2) H,COOH (CH3)3As CH,COO

(]1;1\1&2.6) (CHs);As"OH (CH3)3A50

é,g  sines) (CH3)3As " (CH,),OH

2.6.2.1 Ioncserés kromatografia

Az ioncserés kromatografiat ionok ¢és konnyen ionizalhatdo vegyliletek elvalasztasara

hasznaljak, mely soran az egyensuly a mozgo6 fazis ionjai és a toltet ellentétes ionjai kozott

23



Schdffer Richard

alakul ki. Az ioncserés kromatografiat alapjaban véve kétféle modon alkalmazzuk. Az allo fazis
feliiletének toltése alapjan léteznek anion- és kationcseréld oszlopok. Az allofazis lehet
modositott szilikagél alapti, vagy szerves polimer alapt, melyek kozott az alapvetd kiilonbség az
alkalmazhatdsagukban rejlik. A modositott szilikagélek porozusak, az ioncseréld csoportokat a
szilikagél modositasaval alakitjdk ki. Ezek a toltetek csak pH=2-7 kozotti tartoméanyban
alkalmazhatdk, azonban jellemzd rajuk a nagy nyomasallésag (300-400 bar) ¢€s, hogy barmely
szerves oldoszerrel hasznalhatoak. A polimer alapu all6 fazisok nagy eldnye, hogy a teljes pH
tartomanyban hasznalhatdk, azonban nyomasallosaguk elmarad a szilikagélekéhez képest (~250
bar). Altaldban egyszeriségiik miatt az izokratikus kromatografidas vizsgalatok az
elvalasztastechnikai moddszerek dontd tobbségét képviselik. A gradiens eliciéval azonban
sokszor nagyobb elméleti tanyérszamot ¢és jobb felbontast érhetiink el, mindemellett
csOkkenthetd a komponensek retencids ideje is. Hatranyuk, hogy a mddszer kifejlesztése
Osszetettebb és sokszor a komponensek retenciojanak csokkentésével nyert id6 az oszlop
regeneralasara forditodik.
Az ioncserés kromatografidban az elvalasztist elsGsorban az aldbbi paraméterek

befolyésoljak:

e amozgofazis ionerdssége

e amozgodfazis pH-ja

e apuffer anyagi mindsége ¢€s koncentracioja

e szerves oldoszer tartalom

e homérséklet

Az arzénkomponensek eltér6 kémiai tulajdonsagai nem teszik lehetévé, hogy egy
kromatografids modszerrel minden egyes komponenst meghatarozhassunk. Anioncserét
alkalmaznak altalaban az AsHI, DMAV, MAY és AsY vizsgalatahoz, mig az AB, TMAO, AC és
TETRA elvalasztasat kationcseréld oszlopokon végzik (LARSEN, 1998b). A legaltalanosabban
alkalmazott mozgdfazisok a kiilonb6zo foszfat (CARUSO, 2001), karbonat (B'THYMER, 2002),
tetrametil-ammonium-hidroxid (LINTSCHINGER, 1998) pufferek. Az elvélasztas altalaban 5-15
perc alatt valosithatd meg mindkét ioncserélé oszlopon.

A kutatok elészeretettel hasznalnak polimer alapt erds anioncseréld oszlopot, melynek toltete
sz¢lsoséges pH tartomanyban (pH 1-14) is igen stabil. Az anioncserés elvalasztasok sordn a

9 2-es pKa értéke miatt semleges

legnagyobb kihivast az arzenit visszatartasa jelentette. Az As
pH tartomanyban protonalt allapotban van jelen, igy nincs visszatartdsa az oszlopon. Ez két
szempontbol is hatraltatja a kromatografias vizsgalatokat: (i) a mintamatrix valamint (ii) a minta

esetleges arzenobetain és egyéb kationos arzénkomponensei szintén a holttérfogattal elualodnak,
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I

nehezitve az As™ mérését. Ackley és munkatarsai magasabb pH-n (pH=9) 30 mM-os

ammonium-karbonat puffer alkalmazasaval tették lehetévé az As'™ és az AB elvalasztasat. Az
anionos komponensek elvalasztasaval egyiitt a mérés azonban 20 percig tartott (ACKLEY,
1999).

Alternativ megoldasként az arzenitet arzenattd oxidaltak, igy sziintetve meg az As"' - AB
interferenciat (WEI, 2000). A modszer hatranya, hogy az arzenit meghatdrozasdhoz a mintat

kétszer kellett megmérni. E16szor oxidélatlan 4llapotban a tényleges As" tartalmat, majd a mintat
|

crer

oxidalva az As™ + As" egyiittes koncentraciojat hatiroztak meg. Az As"' mennyiségét a kettd
kiilonbsége adta. Zheng és munkatarsai egy igen elegans megoldast alkalmazva az arzenitbdl
anionos komplexet képezve 6 arzénkomponenst tudtak elvélasztani egymastol anioncseréld
oszlopon a kovetkezé sorrendben: AC, AB, DMAY, MAY, As™ ¢s As” (ZHENG, 1998).
B’Hymer és Caruso ammonium-karbonat (pH=8.5) puffer koncentraciojat 12.5 mM és 50 mM
kozotti tartomanyban valtoztatva gradiens eliicid segitségével 30 perc alatt valasztottak el az
elébbi hat arzénkomponenst (B'HYMER, 2002). A fent emlitett arzénkomponensek esetén jol
bevalt erds anioncserés kromatografids oszlopokat kiillonb6z6 arzenocukrok (oxo-glicerol, oxo-
fosztat, oxo-szulfat és oxo-szulfonat) elvalasztisara is alkalmaztdk. Sanchez-Rodas ¢és
kutatécsapata 10 mM-os K,HPO4-KH,PO4-ot (pH=5.8) hasznalva 30 perc alatt (SANCHEZ-
RODAS, 2002), mig Tukai ¢s munkatarsainak 20mM-os NH4H,POs-tal (pH=9.2) (TUKAI,
2002), valamint Van Hulle és tarsainak pedig 20 mM-os (NH4),HPOy-tal (pH=7) 15 perc alatt
valasztotta el a négy arzenocukrot egymastol (VAN HULLE, 2002). Mivel az oxo-arzenocukor-
glicerol a holttérfogattal elualodik, fennall a veszélye, hogy a mintaban talalhat6 és szintén a
fronttal elualodé kationos arzénkomponensek zavarjak a meghatarozast. Ezért az oxo-glicerol
meghatarozasa az AB, AC, TMAP, TMAO ¢s TETRA komponensekkel egyiitt erds
kationcseréld oszlopon torténik. Kationcseréld oszlopként szilikagél és polimer alapu kolonnakat
egyarant alkalmaznak. A legéltalanosabban alkalmazott mozgo6fazis a pH=2.5 koriili 10-20 mM
piridin, mellyel az emlitett komponensek 10-15 perc alatt elvalaszthatéak egymastol
(SLEJKOVEC, 1999; TUKALI, 2002). Mivel a komponensek egy része permanens kation, azaz a
pH nem befolyasolja az ionizaltsagukat, a komponensek retencidja sziikség esetén szerves
oldoszer hozzdadasaval csokkenthetd. Figyelni kell azonban arra, hogy az eluens 20-30%-nal
nagyobb szerves olddszer tartalma duzzasztja az allofazist, annak mechanikai romlasat okozva
csokkenti nyomasallosagat (FEKETE, 2003).

A fenti példak alapjan lathat6, hogy mind erds anion- mind erds kationcseréld oszlopokon
lehetséges az arzénkomponensek 10 percen beliili elvéalasztdsa. Azonban a kornyezetben
leggyakrabban eléforduld arzénmodosulatok meghatarozasahoz a két modszer egyiittes

alkalmazasa sziikséges. Tobb kutatocsoport kisérletet tett olyan elvalasztastechnikai modszer
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kidolgozasara, mellyel az anionos és a kationos arzénvegyiiletek egy kromatografias futtatassal
elvalaszthatok egymadstol. Kohlmeyer ¢s munkatérsai anioncserés kromatografiat alkalmaztak. A
mozgofazis kétszeresen toltdtt ionparképzd reagenst (0.05 mM benzol 1,2-diszulfonat)
tartalmazd salétromsav (pH=3.4) volt. A mddszer lehetdvé tette az anionos komponensek mellett
a benzol 1,2-diszulfonattal negativ t6ltésti ionpart képzo kationos komponensek visszatartasat is
(KOHLMEYER, 2002). Egy honappal késébb Sloth és munkatarsai egy olyan moddszert
publikaltak, mellyel 25 perc alatt 23 arzénkomponenst vélasztottak szét (SLOTH, 2003).
Ellentétben Kohlmeyerrel, Sloth és munkatarsai nagy matrixhatast tapasztaltak, amely a
kiilonb6z6é arzénkomponensek retencids idejének elcsuszdsdban nyilvanult meg. Ugyanazon
minta ismételt vizsgalata esetén a retencids 1d6 stabilnak bizonyult (RSD<0.5% n=8), azonban
eltérd matrixi mintdk vizsgalata soran a komponensek elucids sorrendjében eltérés mutatkozott.
Sakai és kollégai szintén az anionos ¢és kationos arzénkomponensek egyszerre torténd
meghatarozasara dolgoztak ki egy elvalasztastechnikai modszert. A modszer alapja, hogy egy
anion ¢és egy kationcseréld oszlopot kotdttek egymas utdn, majd 4 mM-os foszfat puffert
(pH=2.6) alkalmazva 8 arzénkomponenst valasztottak el egymastol. A felbontds nagyon jonak
bizonyult, azonban a modszer rutinszeri alkalmazasdnak gatat szabott a hossz, 40 perces
futtatasi id6 (SAKAI, 2001). Az utdbbi 2-3 évben kitiintetett szerepet kaptak az tgynevezett tio-
arzenocukrok. Ezen vegyiiletek esetében az arzénhez kettds kotéssel kapcsolodd oxigén helyett
egy kénatom talalhat6. Az 4ltaldnosan elterjedt kromatografidss moddszerek esetében a tio-
kéntartalmu arzenocukroknak kiilonos retencids viselkedését Hansen €s munkatarsai publikaltak
eldszor, akik anioncserés kromatografiaval (pH=5.3) 20 perces retencidonal tio-dimetil-arzinoil-
acetatot [(CHj3),As(S)CH,COOQO'] mutattak ki baranyok vizeletébdl (HANSEN, 2004). Soeroes €s
munkatarsai anioncserés kromatografiat és 20 mM NH4HCO; puffert (pH=10.3) hasznaltak
dunai kagylokban talalhatd tio-arzenocukor-glicerol és tio-arzenocukor-foszfat elvalasztasdhoz,

mely soran a komponenseket 7 perc alatt sikertilt szelektiven meghatarozni (SOEROES, 2005b).

2.6.2.2 Forditott fazisu ionparképzo kromatografia

Az arzénkomponensek elvalasztasara egyarant hasznalnak anionpéar- és kationparképzd
kromatografidss modszereket. Az allofazis egy forditott fazisu toltet, amelynek feliilete a
mozgofazisnal apolarisabb. A vegyiiletek retencigjat és a szelektivitast a mozgo fazisba adagolt
hidrofob részt tartalmazo ionparképzd reagens biztositja. A modszer elénye, hogy a semleges és
a toltéssel rendelkezd vegyiiletek egyarant elvalaszthatéak egymastol. Fontos, hogy a hidrofob

ion toltése mindig ellentétes legyen a meghatdrozandd ion toltésével. A legaltalanosabban
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hasznalt ionparképzd reagensek hosszu szénlancu alkil ionok (alkil-szulfonat), koncentraciojuk a
mozgofazisban altaldban 20mM vagy annal kevesebb.
Az elvalasztast elsdsorban az aldbbi paraméterek befolyasoljak:
e az ellentétes ion hidrofobicitasa
e azionparképz6 koncentracioja
e puffer fajtija és koncentracidja
e mozgdfazis ionerdssége és pH-ja

e az allofazis tulajdonsaga

Az As", Asv, MAV, DMAY elvélasztasidhoz f8ként a tetrabutil-ammoénium-hidroxidot és
tetrabutil-ammonium-foszfatot hasznaljak. Az eluciés sorrend minden esetben As'", DMAY,
MAY, As" fiiggetlenill az elvalasztashoz hasznalt forditott fazisu oszlop tipusatol. A négy
komponens elvélasztdsanak optimalis pH tartomanya pH=5.0 és pH=7.0 kozo6tt van. Ebben a
tartomanyban az As" (pKa=9.2) semleges formaban van jelen és a holttérfogattal elualodik. Az
arzenit visszatartasa az oszlopon pH=9.2 felett kismértékben megnd, igy elvalaszthatod az ilyen
korlilmények kozott visszatartassal nem rendelkezd ikerionos formaban talalhatdo AB-tdl
(THOMAS, 1995). Mester és Fodor didodecil-dimetilammoénium-bromidot (DDAB) hasznaltak
As", DMAY, MAY, As¥ meghatarozasara. A négy komponenst 8 perc alatt valasztottak el
egymastél (MESTER, 1996). Az arzén metabolizacios vizsgalatahoz ki kellett terjeszteni az
elvalasztand6 komponensek korét a két kdztes bomlési termékre, a MA" -ra és a DMA™ -ra (LE,
2000a). Le és csapata altal alkalmazott mozgofazis 5 mM-os tetrabutil-ammonium-hidroxidot, 3
mM-os malonsavat és 5% metanolt tartalmazott, mellyel a vizeletben leggyakrabban jelenlévo 6
arzénkomponenst 7 percen beliill sikeriilt elvalasztani. A modszert késObb rutinszerlien
alkalmaztak toxikologiai és epidemioldgiai vizsgalatok soran. Tobb publikacio is sziiletett, ahol
tetraetil-ammonium-hidroxidot (TEAH), mint ionparképzdt hasznaltak az AB és arzenocukrok
elvalasztasara. Ezt a modszert hasznaltak a vizelet arzéntartalmaban, tengeri moszat fogyasztas
hatdsara bekovetkezd valtozdsok nyomon kovetésére (MA, 1998), valamint kiilonb6zo
kornyezeti mintak arzénspecieszeinek meghatdrozasdra (KOCH, 2000). A kationos
arzénkomponensek elvalasztasara ionparképzoként pentan- (ACKLEY, 1999), hexan- (LE,
1997), heptan- és dodecilszulfonatot (BEAUCHEMIN, 1988) hasznaltak. Le ¢s munkatarsai 10
mM hexanszulfonatot ¢s 1 mM TEAH-t tartalmazé kevert mozgo6tazis alkalmazasaval 12 perc
alatt 7 arzénkomponenst (Asm, As', MAY, DMA", AB, AC, TETRA) valasztottak el.

Nagyszdmu kornyezeti és biologiai mintak vizsgalatanal fontos paraméter az egy mintara esd
mérési id6. Az As'™, DMAY, MAY, As" elvalasztisa 250 mm hossziisaga és 4.6 mm atméréji

oszlop hasznalata esetén altalaban 8-10 percet vett igénybe. Uj iranyvonalnak szamitott az
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elétét oszlopon 2 perc alatt négy komponenst valasztottak el (LE, 1998), mig Wangkarn ¢€s
kutatocsapata egy 2.1 mm atmérdjli analitikai oszlop alkalmazéséaval ért el hasonld eredményeket
(WANGKARN, 2000). Wrobel és munkatarsai heptanszulfonatot alkalmazva a négy anionos
komponens mellett az AB-t is el tudtdk valasztani egymastél minddssze 4 perc alatt (WROBEL,
2002). Annak ellenére, hogy a modszer kellden gyorsnak bizonyult a rutin analitikaban, a
kdrnyezeti mintdk esetén az arzenat és a metil-arzonat kozotti felbontds a matrixhatas miatt nagy
mértékben csokkent. Ez felveti azt a kérdést, hogy vajon meddig érdemes csokkenteni a
retencids idot. Hiaba noveljiik az egységnyi id6 alatt megmért mintadk szamat, ha az dsszetettebb
mintamatrix hatdsara az elvalasztas hatékonysaga nagymértékben romlik.

Az el6zd fejezetben mar emlitettem, hogy a tio-arzenocukrok az aniocseréld oszlopokon
sokkal jobban visszatartddnak, mint az analog oxigéntartalmu arzénkomponensek. Ez feltehetéen
az As=S kotés és az analitikai oszlop kozotti nem ionos kapcsolatnak koszonhetd, ahol a kevésbé
polaros tio-arzénkomponensek kolcsonhatasba 1épnek az allofazis hidrofob részével. Az
ioncserés kromatografia esetén a mozgdfazis metanolkoncentracidjdnak novelésével
nagymértékben csokkenthetd a komponensek retencidja, ami szintén arra utal, hogy a molekulak
megoszlasat a mozgo és az alld fazis kozott az ionos tulajdonsdgokon kiviil a hidrofobicitas is
nagymértékben befolydsolja. Ez felveti azt a lehetdséget, hogy a kéntartalmu arzénkomponensek
meghatarozasara a forditott fazisu elvalasztas alkalmasabb lehet, mint az ioncserén alapuld
elvalasztds. Raml és munkatarsai forditott fazisi oszlopon ionparképzé reagens alkalmazésa

nélkiil 8 kéntartalmt arzénkomponenst 14 perc alatt valasztottak el (RAML, 2006).

2.6.2.3 Ionkizarasos és méretkizarasos kromatografia

Az ionkizdrasos kromatografidban, ha a vizsgdlandd anyag nincs ionvisszaszoritott
allapotban, nem tud bejutni az 4allofazis porusaiba az ioncseréld gyantan rogzitett toltések
taszitasa miatt, mert az ion és az ioncseréld toltése megegyezik. Ennél az elvalasztastechnikai
modszernél szintén nagy ioncseréld-kapacitasu erds kation- vagy anioncseréld toltetet
alkalmaznak. Ez utdbbi azonban joval ritkdbb. K6zos jellemzdjiik, hogy az ioncseréld kapacitasa
fiiggetlen a mozgo6fazis pH értékétdl és a toltetek kevésbé nyomasalloak (FEKETE, 2003).
Negativ toltésti arzénkomponensek elvalasztasa anionos szulfonat funkcids csoportot tartalmazo
tolteten torténik. Az ionkizarasos kromatogratiaban harom kiilonb6zé kolcsonhatas érvényesiil
egyszerre: ionkizards, ioncsere, hidrofob kolcsonhatds. Ezek a folyamatok egyiittesen teszik
lehetévé, hogy a kiilonbozo arzénkomponensek elvalaszthatok legyenek egymastol. Nakazato és

munkatarsai karboxilalt metakrilat gyantan végezték el az As’, MAY, DMA", As"™ és az AB
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elvalasztasat minddssze 13 perc alatt. A modszer hatranya, hogy a TMAO 40 percnél, mig az AC
¢s a TETRA elvalasztas nélkiil 60 percnél elualodott (NAKAZATO, 2000).

A méretkizarasos kromatografia esetén a molekuldkat meghatarozott poérusdtmérdjii tolteteken
méretiik szerint valasztjuk el. Az elvélasztds azaltal valésul meg, hogy a nagy molekuldk
kizarédnak, mig a kisebb méretii molekulak kiilonb6z6 ideig tartézkodnak a poérusokban. Ehhez
olyan allo6fazis sziikséges, amelynek feliilete inaktiv, azaz semmilyen kolcsonhatast nem alakit ki
az elvélasztandd molekulakkal. Méretkizarasos kromatografiat leginkdbb olyan vizsgéalatok
esetében hasznalnak, amikor nagy molekulatomegli matrixkomponensek elvalasztasa a cél

(MCSHEEHY, 2001).

2.6.3 Detektalasi modszerek az arzénspeciacioban

A korszerii miiszeres analitikdban a detektaldsi mddszereket alapvetéen két f6 csoportba
sorolhatjuk. Az elemspecifikus detektorok elonye a nagy érzékenység és szelektivitds, mig a
molekulaspecifikus detektorok f6 jellemzdje, hogy informaciot nyujtanak a vizsgalt anyag
szerkezetérdl. Az arzénmodosulatok analitikai vizsgalata esetén a két detektalasi mod kar6ltve
igen fontos szerephez jut. Toxikologiai vizsgéalatok soran, amikor legtobb esetben a vizsgalandd
arzénkomponensek csak nyomokban taldlhatok a mintdkban, az elemszelektiv detektalas
megfeleld érzékenységet biztosit. A miiszerek egyre javuld érzékenységének €s a metabolizacids
folyamatok megismerésének kdszonhetden Ujabb, eddig ismeretlen arzénvegyiiletek jelenlétét
sikeriilt kimutatni kiilonb6zé kornyezeti mintakbol. Ezen vegyiiletek szerkezetének
megismerésére viszont a kiilonféle molekulaszelektiv detektorok adnak Iehetdséget. Az
atomspektrometridban atomizalasra, illetve ionizaldsra egy nagy energidju gerjesztd forrast
alkalmaznak, ahol a molekuldk elbomlanak és csak a kivant elemek (jelen esetben az arzén)
keriilnek detektalasra. Az arzénspeciacioban leginkdbb elterjedt korszerii detektorok az
atomfluoreszcens spektrométerek (AFS) és az induktiv csatolast plazma tomegspektrométerek
(ICPMS). Ezzel szemben a molekulaspecifikus detektorok - melyek szintén
tomegspektrométerek - lagy ionizdcios technikdkat alkalmaznak, ahol a vizsgalt molekula
roncsolas nélkiil, ionos allapotban jut be a detektorba. Ez egyarant lehetdvé teszi az ismeretlen
molekuldk szerkezetének meghatarozasat €s az ismert vegyiiletek standard oldatok alkalmazésa

nélkiili pontos azonositasat.
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2.6.3.1 Hidridképzéses - atomfluoreszcens - spektrométer (HG-AFS)

Ellentétben a kezdetben hasznalt atomabszorpciés (AAS) és atomemisszidos (AES)
modszerekkel az atomfluoreszcens (AFS) spektrofotometria egyre nagyobb népszertiségre tett
szert az arzénspeciacioval foglalkozo kutatok korében. A detektor szelektivitasanak, kedvezd
jel/zaj viszonyanak, valamint az alacsony arnak és miikddési koltségeknek koszonhetéen kivald
alternativanak bizonyult a tdmegspektrometrias technikédk mellett.

A kapcsolt rendszerek alkalmazasa esetén komoly problémat jelent a minta olyan formaba
vald 4talakitasa, hogy azt megfeleld modon a detektorba juttathassuk. Woller és munkatarsai
(WOLLER, 1995) HPLC-AFS kapcsolast alkalmaztak arzénkomponensek meghatarozéasara, ahol
az elvalasztast kovetden ultrahangos porlasztassal juttattdk a mintat a detektorba. Ezzel a
kapcsolassal a vizsgalt anionos arzénkomponensekre (As™, DMAY, MAY, As") és kationos
modosulatokra (AB, AC) az abszolut kimutatasi hatar 20-50 ng kozott valtakozott 250 uL
injektalasi térfogat mellett (MESTER, 1997).

A matrixkomponensek hatdsara bekovetkezd fényszorddasnak és hattérnovekedésnek
koszonhetden az AFS rendszereket legtobbszor hidridfejlesztéssel dsszekapcsolva alkalmazzak.
A moddszer alapja, hogy az eldzetesen HPLC-vel elvalasztott arzénmodosulatokat illékony
komponensekké alakitva gazfazisba vissziik, melyet egy folyadék-gaz szeparatorban a matrixtol
elvalasztva a detektorba juttatunk. Ezzel a modszerrel az eddig f6 problémanak szadmitd
spektralis interferenciak kisziirhetokké valtak. Az arzén-hidridek eldallitdsa savas kozegben
natrium-tetrahidroborat (NaBHs, THB) segitségével torténik. Az egyik elmélet szerint a hidrid
kialakitasaért a THB hidrolizise sordn keletkezett naszcensz hidrogén a felelés (KUMAR, 2005).

Az elmélet alapjaul szolgalo egyenlet a kdvetkezo:

BH, +H" +3H,0 - H,BO, +8H

E™ +8H > EH, +H,

ahol m+ a mérendd elem oxidacids szdma, az n pedig a képzddott hidrid koordinacids szama.
Egy masik, ujabb elmélet szerint a folyamat sordn molekularis hidrogén keletkezik. 1zotdp
jelzéses technikaval megallapitottak, hogy a meghatarozandé elem a hidrogént a THB hidrolizise
soran keletkezett koztes hidrobor vegyiiletektdl kapja. Ezek alapjan az egyenlet a kovetkezok
szerint médosul (KUMAR, 2005).
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BH, + H,O"H,O — hidrobor termékek —H ,BO,+H,

BH | | hidrobor termékek + E™ — EH,

A hidridképzéshez sziikséges savas kozeg kialakitasa leggyakrabban s6sav hozzaadasaval
torténik, emellett hasznalnak még salétromsavat, kénsavat, ecetsavat, citromsavat, oxalsavat és
egyéb szerves savakat. A THB oldat stabilitdsdit NaOH hozzdadéasaval biztositjak (POHL, 2004).
A hidridképzés hatasfokat, az AFS detektor érzékenységét, kimutatasi hatarat és precizitasat
nagymértékben befolyasolja a felhasznalt oldatok koncentracioja és aramlési sebessége. A THB
¢s a mérendd arzénkomponensek kozotti reakcio emellett jelentdsen pH fiiggd. A folyamat
pillanatszer(i lejatszodaséhoz a vizsgalandd komponenseknek teljesen protonalt allapotban kell
lenniiik. Tekintve, hogy az arzenit disszociacios allanddja 9.2, a reakcid enyhén savas kdzegben
is lejatszodik. Ezzel szemben az arzenat 2.3-as pKa értéke megkoveteli, hogy a hidriképzési
folyamatot nagyon alacsony pH-n (pH< 2) végezziik. A 3. abran négy anionos arzénkomponens

hidriképzési hatasfoka lathaté a pH fiiggvényében.
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3. abra Az anionos komponensek hidridképzési hatasfoka a pH fiiggvényében (HOWARD,
1997)

Azokban a mintakban, ahol csak a két szervetlen arzénkomponens van jelen (pl. vizminta), a
folyamat pH fiiggése lehetdvé teszi az arzenit és az arzenat meghatarozasat eldzetes
elvalasztastechnikai modszer alkalmazésa nélkiil. Ebben az esetben a vizsgalatot két kiilonb6z6
meg, mig magasabb pH-n (pH=5) csak az arzenitet tudjuk detektalni. A kettd kiillonbsége adja
meg a minta arzenattartalmat (HOWARD, 1997).
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Figyelembe véve, hogy a TMAO-t kivéve a tobbi kationos arzénkomponens, illetve az
arzenocukrok nem képesek illékony arzén-hidrid képzésére. A HPLC-HG-AFS csatolt technika
alkalmazasi lehetdsége foként a mar emlitett anionos komponensek vizsgélatdra korlatozodik
(NAKAZATO, 2000). Ha azonban a hidridképzési folyamatba egy oxidacios 1épést is
beiktatunk, az addig nem hidridaktiv médosulatok meghatarozésara is lehetéség nyilik. Ebben az
esetben sav hozzdadasa eldtt egy kiilon agon perszulfatot (K,S,0g) adagolunk az efluenshez,
majd az oxidaciot eldsegitve a mintat mikrohullamnak (LE, 1992) vagy UV sugarzasnak
(HOWARD, 1993) tessziik ki. Az el6zdek alapjan lathato, hogy a kiilonb6z6 arzénkomponensek
hidridképzésén alapul6 vizsgalata soran szamos paramétert figyelembe kell venniink, melyekre a
mérérendszert optimalni kell. Az irodalomban fellelheté kézlemények alapjan a THB optimalis
koncentracioja 1-3 m/v% kozott, a soésav optimalis koncentracioja 1.5-3.5 mol/L kozott, az
oxidalo reagens optimalis koncentracidja pedig 0.5-2.5 m/v% kozott valtakozik (SUNER, 2000).

A hidridképzési folyamatot minden esetben jellemzi egy bizonyos hatasfok, amely az
arzénmodosulatoktol fliggden valtozo. Ez azt eredményezi, hogy a kiillonb6z6 vegyliletek azonos
mennyiségi meghatarozasdhoz szilikségiink van standard oldatokra. A HPLC-HG-AFS kapcsolt
technikék esetében a komponensek azonositdsa kizardlag retencids id6 alapjan torténik, mely
szintén megkoveteli a referencia oldatok alkalmazasat. Annak ellenére, hogy a hidridképzés
soran a matrix nagy részét levalasztjuk a vizsgaland6 komponensekrdl a mintaban jelen 1évo
egyéb illékony és hidridaktiv vegyliletek zavard hatdsa miatt a mennyiségi vizsgalatoknal sok
esetben elengedhetetlen a standard addicios kalibracié alkalmazasa (SANCHEZ-RODAS, 2002).
Biologiai mintdk esetén a standard addicids kalibraci6 a matrix jelcsokkentd hatasanak
figyelembe vétele mellett, a retencidés idok eltolédasanak nyomon kovetésére is kivaldan
alkalmas. Elemszelektiv detektorrol 1évén sz6, minden olyan vegyliletet detektdlni tudunk a
mintaban, amely tartalmaz legaldbb egy arzén atomot és képes hidrid kialakitasara. A technika
hatranya, hogy standard oldatok hidnyaban az ismeretlen arzénkomponensek mennyiségi

meghatarozasa nem végezheto el.
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2.6.3.2 Induktiv csatolasu plazma tomegspektrométer (ICPMS)

Szamba véve az arzénspeciacioban haszndlatos kiilonb6zd ionforrasokat az induktiv csatolasu
plazma mind kozil a leghatékonyabb. A legtobb elemhez hasonldéan arzénre is legalabb két
nagysagrenddel érzékenyebbek az ICPMS késziilékek, mint az ugyancsak ICP ionforrast
hasznalé AES detektorok (VANHOE, 1994). A tudomanyos kdzlemények legtobb esetben 1
ug/L alatti  kimutatasi hatarr6l szamolnak be egyes arzénkomponensek esetében
(LEERMAKERS, 2006). A kimutatdsi hatar mellett nem elhanyagolhaté szempont a
multielemes detektalasi lehetdség, az akar 6 nagysagrendnyi dinamikus tartomény illetve a
késziilék robusztussdga. Az ICPMS késziilékek, kdszonhetden az altalanossagban hasznalatos
pneumatikus porlasztok ml/perces miikodési sebességének, alkalmasak HPLC-hez valo
csatolasra. Emellett a kis aramlasi sebességgel (100uL/perc) miikodd porlasztokkal felszerelt
késziilekek kivaloan csatlakoztathatok a kis atmérdji (1 mm), ugynevezett ’mikrobore’
oszlopokkal miikkodé HPLC rendszerekhez (SUN, 2003; WOLLER, 1998). A HPLC-ICPMS
miuszerkapcsolasnak legnagyobb hatranya a detektor alapvetd jellegébdl adodik. A forditott
fazisi kromatografidban elOszeretettel alkalmazott natrium- ¢és kalium-foszfat pufferek
mozg6fazisként vald alkalmazdsa nem javasolt. A puffer nem illékony sétartalma ugyanis
konnyedén kirakddhat a mintavevd konuszra €s a lencsékre, fokozatosan eltdmitve a bemeneti
nyilast, ami a jel egyre nagyobb mértékii csokkenésével jar. Ezért ezeket a mozgotfazisokat
altalaban ammonium-foszfat vagy ammonium-karbonat tartalmu eluensekkel helyettesitik
(B'HYMER, 2002). A kromatografias elvalasztastechnikai modszerek sok esetben alkalmaznak
javitja az 1ionizaci6 hatékonysdgat, azonban egy bizonyos metanoltartalom felett a
»hagyomanyos” modon kialakitott plazma (pl. nem alkalmazunk oxigént) instabilla valik és
0sszeomlik (LARSEN, 1998a).

A HPLC-ICPMS esetében az arzénkomponensek azonositdsa szintén retencids id6 alapjan
torténik. A moddszer nagy elénye a hidridképzéses technikéval szemben, hogy a kiilonbozo
arzénvegyiiletek esetén azonos koncentriciora a detektor ugyanakkora vélaszjelet ad. Ez
lehetdvé teszi az eddig még nem detektalt, ismeretlen arzénkomponensek mennyiségi
meghatarozasat izokratikus elvalasztas alkalmazéasa esetén. Gradienseliicidé sordn azonban az
eltérd eluens-Osszetételbdl eredden a porlasztasi viszonyok valtozhatnak, megvaltoztatva ezzel a
plazmaba juté minta mennyiségét is. Ebben az esetben az ismeretlen komponenshez legkdzelebb
esO ismert arzénvegylilet standard oldatara kalibralunk, mellyel csak félkvantitativ eredményhez
juthatunk.

Az arzén monoizotopos tulajdonsaga miatt az m/z=75-6s tomegszdmon jelentkezd spektralis

¢s izobar zavardsok esetén nem all rendelkezésre olyan alternativ izotdp, melyen az arzént
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monitorozni tudnank. A leggyakoribb zavard hatast az ugyancsak m/z=75-6s tomegii *°Ar’°Cl
jelenti, mellyel foként nagy sétartalmia mintdk (pl.: tengerviz, vizelet) vizsgélata esetén kell
szamolnunk. Arzénspeciacioval foglalkoz6 kutatdk tobb lehetséges alternativat dolgoztak ki a
probléma kikiiszobdlésére. Jarhatdo Utnak bizonyult a minta elézetes kezelése, mely lehet
szilardfazisu extrakcio (INOUE, 1999) oldoszeres extrakci6 (MOLDOVAN, 1998) vagy
egyszert higitas (LINTSCHINGER, 1998; ZHENG, 1998). Azt azonban szem el6tt kell tartani,
hogy a kiilonbdzd mintakezelések esetén fennall annak a veszélye, hogy a mintaban talalhato
arzénmodosulatok eredeti megoszlasa megvaltozhat. Tovabba a tulzott mértékli higitas
megnehezitheti az ¢€l6lényekben gyakran ppb-s koncentraciotartomanyban jelen 1évo
arzénkomponensek megbizhaté vizsgalatat. Ebdon és kutatdo csapata az ArCl interferenciat
plazmaba vezetett nitrogén segitségével csokkentette (EBDON, 1999), mig Ritsema ¢és
munkatarsai kromatografidsan valasztottdk el a kloridionokat, melyek gradienselucionak
kdszonhetden az arzénkomponenseket kovetden mosodtak le az oszloprol (RITSEMA, 1998). Az
ICPMS multielemes tulajdonsagat kihasznalva az m/z=75-re kapott jelet kiilonb6z6 szamitasi
modokkal, ugynevezett interferencia egyenletekkel is korrigdlhatjuk, melyek egyes esetekben
tobb 16pésbél is allhatnak. Mivel a klornak két izotopja létezik, az **Ar’°Cl mellett **Ar’’Cl is
képz6dik a plazmaban, melyek aranya (*’Ar’°Cl / “Ar’’Cl) megegyezik a klor természetes
izotopjainak aranyaval (*°Cl/>'Cl). Az m/z=75 mellett tehat az m/z=77-et is monitorozzuk, mely
adodhat az ““Ar’’Cl-bol, illetve a minta ''Se tartalmabdl. A *’Se izotépot monitorozva
megallapithatjuk, hogy valoban ArCl interferenciardl van e sz6. Az Gjabb ICPMS késziilékek
mar rendelkeznek ugynevezett litkozési/reakcio cellaval, amely a kvadrupol analizator el6tt
helyezkedik el. A celldba tobbek kozott hidrogént vagy héliumot vezetnek, melyekkel a
poliatomos zavaras csokkenthetd illetve megsziintethet6 (LEONHARD, 2002; TANNER, 2000).

A HPLC-ICPMS technika kimutatdsi hatara hidridfejlesztési 1épés kozbeiktatasaval tovabb
javithatd, ami természetesen egyiitt jar a hidridtechnika hatranyainak adaptdlasdval is. A
mérdrendszer komplexitdsa nagyobb hibalehetdséget rejt magaban, mig a hozzaadott
reagensekbdl (foként THB) szdrmazd esetleges szennyezddések a hattér novekedését
eredményezhetik. A mddszert vizeletmintdk (WEI, 2001), vizmintdk (NAKAZATO, 2002) és
bioldgiai szervezetek (DAGNAC, 1999) vizsgélatira egyarant hasznaltak. Eldzetes oxidacids
1épés kozbeiktatdsa nélkiill a nem hidridaktiv arzénkomponensek meghatarozasa HPLC-HG-
ICPMS kapcsolas alkalmazasa esetén sem lehetséges, ami nem feltétlentil jelent hatranyt. Sok

esetben a minta nagy AB tartalma miatt a hozza kozel elualodo As™

¢s DMA meghatdrozéasa
HPLC-ICPMS technikdval nem megoldhatd. Hidridképzéses mintabevitel alkalmazasa esetén
azonban a széles AB csliics nem zavarja az esetlegesen csak nyomokban jelen 1évé egyéb,

hidridaktiv médosulatok meghatarozasat (SOEROES, 2005a).
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2.6.3.3 Molekula tomegspektrométer

Az utébbi néhany évben a molekula tomegspektrometria (szerves tomegspektrometria)
szolgaltatta a legiijabb eredményeket az arzénspecidcios kutatasok terén, melyek koézott nagy
szamban lelhetdk fel az 0j moddosulatanalitikai modszerek kidolgozasara és az eddig még
ismeretlen arzénvegyiiletek azonositasara iranyul6 torekvések. A molekulaionokat eldallité lagy
ionforras lehet elektroporlasztasos (electrospray, ES), atmoszférikus nyomason mitkddé kémiai
1onizacios (atmospheric pressure chemical ionisation, APCI), gyors-atom bombazasos (fast atom
bombardment, FAB) ¢és elektron {itkoztetéses (electronionisation, EI). Az ionforrasban
keletkezett molekulaionokat széttdrdelve, azok tomegspektruma alapjan tovabbi szerkezeti
informéciohoz jutunk. Mivel az arzén csak egy izotdppal rendelkezik, a tomegspektrum
természetes izotopeloszlas alapjan torténd értelmezése nem lehetséges. Corr €s munkatérsai altal
publikalt tanulmany egyike volt azoknak az arzénspecidcidos munkdknak, amelyek els6ként
mutattdk be a folyadékkromatografia (LC) ¢és az elektroporlasztasos molekula
tomegspektrométer (ES-MS) kapcsoldsanak gyakorlati alkalmazhatdsagat algaban talalhatd
arzénkomponensek jellemzésén keresztiil (CORR, 1996). Az arzénmodosulatok vizsgalatara az
elektroporlasztasos ionforrassal ellatott molekula tomegspektrométerek (ESMS) terjedtek el. Az
egy kvadrupollal rendelkezd késziilékek esetében (single quadrupole) az anyaion térdelése az
ionforrasban megy végbe. Az ionizacids energiatol fliiggéen az ESMS egyarant alkalmazhat6
protonalt molekuldk és As™ ionok detektalasara. Ez azt jelenti, hogy HPLC utin kapcsolva a
késziiléket, a kromatografia soran detektalt csticsokhoz tartozo arzéntartalmu vegyiiletekrdl
molekulatémeg informaciot is nydjt. Kimutattdk, hogy az As” ionok detektaldsa esetén a nagy
energiaju porlasztas mellett fontos a porlasztogdz tisztasdga, mivel 0.1% oxigéntartalom felett a
dominans termékion az AsO’ volt (KUEHNELT, 2003b). Ezt a kettés detektalasi modot
alkalmazta Pedersen is, aki kiilonb6zd algafajokban taldlhaté arzenocukor modosulatok
vizsgalatat végezte el (PEDERSEN, 2000). Annak ellenére, hogy a csak egy kvadrupolt
tartalmazé tomegspektrométerek kivald eszkdoznek bizonyultak az arzénspeciacidban, a témaval
foglalkoz6 kutatok eldnyben részesitették az tigynevezett tandem tomegspektrométereket. Ezek
harom sorba kotott kvadrupolt (MS/MS) vagy kvadrup6l-repiilési 1d6 (QTOF) analizatort
tartalmaznak. Korabban az ESMS technikdkat kimutatdsi hataruk miatt jorészt csak mindségi
meghatarozasra alkalmaztak. A harom kvadrupoélt tartalmazé molekula tomegspektrométerek
azonban Uj lehetdséget kindltak az arzémodosulatok mennyiségi meghatarozasara. Az
ugynevezett MRM mod, amely az angol "Multiple Reaction Monitoring’ kifejezés roviditésébdl
szarmazik, sokkal szelektivebb, tokéletes kromatografids elvalasztast nem feltétlen igényld
meghatarozast és az ICPMS technikakkal vetekedd kimutatasi hatért tesz lehetévé. A szelektiv

anyaion—>fragmension atmenet monitorozasa miatt a komponensek elvalasztasa csak abban az
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esetben sziikséges, ha a két vegyiilet azonos atmenetekkel rendelkezik (NISCHWITZ, 2006a).
Egyéb esetekben a kromatografia soran csak arra kell torekedniink, hogy a meghatarozandé
komponensek a matrixtdl elvaljanak. Tovabba a szelektiv fragmentécios atmenetek monitorozasa
lehetdvé teszi a vegyiiletek azonositasat standard oldat nélkiil, ami az els¢ meghatarozo 1épés az
ismeretlen vegyiiletek karakterizalasat tekintve. Az utobbi években szamos arzénkomponens
azonositasat végezték el HPLC-ESMS késziilékkel (FRANCESCONI, 2002a; MCSHEEHY,
2003). A TMAP jelenlétét pl. tengeri halakbol mar 1993-ban kimutattdk (LARSEN, 1993), az
azonositasat azonban csak 2000-ben végezték el (FRANCESCONI, 2000).

Szamos publikaci6 foglalkozik az eddig mar ismert szerkezetli arzénkomponensek
azonositasaval kiilonb6z6 mintamatrixokbol. Pergantis ¢és munkatarsai arzenocukrok
azonositasara alkalmaztak FAB-MS/MS és ES-QTOF tomegspektrométereket pozitiv [M+H]" és
negativ [M-H] ioniz4ciés modban (PERGANTIS, 1997; PERGANTIS, 2000). Nischwitz és
tarsai HPLC-ESMS/MS rendszert hasznalva elsoként detektaltak AB-t tengeri algabol, amelyet a
nagy mennyiségben jelen 1évd arzenocukor koelucidja miatt HPLC-ICPMS vizsgalatok soran
nem tudtak kimutatni (NISCHWITZ, 2005). A tio-arzenocukor-foszfat (FRICKE, 2004), -
szulfonat és -szulfat (KAHN, 2005) jelenlétét tengeri kagylokban szintén HPLC-ESMS-sel
igazoltak. Sloth és munkatarsai az AB bioszintézisében feltételezetten résztvevd DMAA és
DMAE arzénkomponenseket mutattak ki 37 kiilonbozé tengeri eredetli mintabol (SLOTH,
2005).

A lagy ionizécios technikdk egyik nagy hatrdnya a matrixhatds, mely a kiilonb6z6
arzénkomponensek ionizacios képességének visszaszoritdsdban nyilvanul meg (CORR, 1996).
Matrix érzékenysége miatt a technika alkalmazhatosaganak feltétele sok esetben a minta el6zetes
tisztitasa és a vizsgdlandé komponens dusitasa. A legéltalanosabban alkalmazott megoldas az
off-line és on-line kromatografias tisztitas, illetve a tobbdimenzids kromatografia alkalmazasa
(MCSHEEHY, 2002). Madsen ¢s mukatarsai (MADSEN, 2000) egy standardizalt algakivonat
arzenocukor komponenseinek mennyiségi analizisét végezték el, 6sszehasonlitva az ICPMS és
ESMS késziilékkel kapott eredményeket. A szerzOk megallapitottak, hogy standard addicios
kalibracios modszerrel nincs kiilonbség a kapott értékek kozott, a matrix jelcsokkentd hatdsa
kisebb, mint 8%. Ezzel szemben egyes tanulmanyok erds matrixhatasrol szdmolnak be
osztrigdban taldlhatd arzenocukor-foszfat vizsgélata esetén (SANCHEZ-RODAS, 2002).
Tovabbi hatrany az elvalasztas soran alkalmazott mozgofazis nagy sokoncentracidja. Fennall
ugyanis a kirakddas veszélye az ionforrdson és a konuszon, csokkentve ezzel a modszer
érzékenységét. Az ICPMS detektalas esetén alkalmazott HPLC-s technikdk nagy része nem
kompatibilis az ESMS technikékkal, ezért teljesen uj, illékony mozgofazisokat alkalmazd

elvalasztastechnikai modszerek kidolgozasa valik sziikségessé. A szerves MS térhoditasaval
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egyre tobb olyan tanulmény sziiletett, amelyekben a kutatok a kiillonboz6 arzénkomponensek
tomegspektrumat, jellemzo fragmens ionjait és azok képzodéséhez sziikséges iitkozési energiakat
hataroztdk meg standard oldatokban (LARSEN, 2001; MIGUENS-RODRIGUEZ, 2002;
NISCHWITZ, 2006b).

Ma az arzén moddosulatanalitikaban alkalmazott technikdk dontd tobbségét az elemszelektiv
detektalason alapuld6 modszerek alkotjadk. A publikalt eredmények azonban nagymértékben
hozzajarulnak ahhoz, hogy a tovabbi fejlesztéseknek kdszonhetden a kdzeljovoben a HPLC-HG-
AFS és HPLC-ICPMS technikdkhoz hasonléan a HPLC-ESMS technikdk is az arzénspeciacid

szerves részét képezzék.

2.6.4 Mindségbiztositas az arzén modosulatanalitikajaban

A moddosulatanalitikai eredményekkel szemben fontos elvards, hogy megfelelé6 mindségi,
megbizhatd, nemzetkdzi vonatkozasban is Osszevethetd informaciot szolgéaltassanak. A mérés
eredménye a ,,mért ért€ék”, mely soha nem azonos a ,,valodi értékkel”, hiszen szamos hibaval
terhelt. Az analitikai mérésbdl szdrmazd hibdk jelentOsek lehetnek, de szamottevd a mérést
megel6z6 (pl. mintavétel, mintakezelés), valamint a mérést kovetd (pl. adatkezelés)
folyamatokbol adodo6 hibak mennyisége is. A mérés célja a hibdk minimalizalasa, a valodi érték

minél pontosabb megkozelitése.

2.6.4.1 Standard oldatok az arzénspeciacioban

Altalanossagban elmondhatd, hogy az arzénspeciacioval foglalkozé kutatok nagy része a
szervetlen kémia és az elemanalitika teriiletén kezdte kutatdi tevékenységét, ahol a
vizsgalatokhoz mind egyelemes, mind multielemes kalibracios és standard torzsoldatok sora allt
a rendelkezésiikre. Sajnos ez az arzénvegyiiletek esetében egyaltalin nem mondhatd el. A
kornyezetben nagyszamban eléforduld €s egyre tobb Gjonnan azonositott arzénmodosulat koziil
csak néhany érhetd el standard vegyiilet forméajaban. A szervetlen As™, As, valamint a MA" és
a DMA" kereskedelmi forgalomban kaphat6 és konnyen hozzaférhets. A  kationos
arzénkomponensek szintézis utjan eldallithatéak, azonban ezek koziil is csak néhany van
kereskedelmi forgalomban. Altaldban a kutatdo laborok maguk allitjak elé és sok esetben
szivesség utjan cserélnek gazdat az arzénnel foglalkozé kutatok korében. Az arzenocukrok koziil
csak az oxo-arzenocukor-glicerolnak a szintézise ismert, a tobbi modosulatot altaldban tengeri

algakbol vagy kagylokbol izolaljak, majd tobb 1épésben tisztitjak.
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Az ICPMS technika esetében a detektor altal adott valaszjel az arzéntartalommal aranyos, ami
lehetdséget ad az olyan arzénkomponensek mennyiségének meghatarozasara is, melyekbdl nem
all rendelkezésre standard oldat. Az arzénkomponensek eltéré hidridképzési hatasfoka a
mennyiségi vizsgalatnak ily modon térténd megvaldsitasat HPLC-HG-AFS moddszerek esetében
nem teszi lehetéve. A retencids id6 alapjan torténd azonositas miatt azonban mindkét modszernél
elengedhetetlen a standard oldatok alkalmazasa. Léteznek alternativ megoldasok a komponensek
azonositasara, ezek azonban csak atmeneti lehetdséget biztositanak a kutatoknak. Schmeisser és
munkatarsai  példaul  tio-arzenocukor-foszfait és  -glicerol jelenlétét  bizonyitottak
kagylomintakban anélkiil, hogy rendelkeztek volna a megfeleld standard oldatokkal.
Feltételezve, hogy az ismeretlen komponensek tio-arzenocukrok voltak, a mintat H,O,-dal val6
kezelés utan ismételten megvizsgaltak. A kezelés kovetkeztében az ismeretlen csucsok eltlintek,
mig az oxo-arzenocukor-foszfat és -glicerol mennyisége megndtt a mintdban. A jelenség a tio-
arzenocukroknak az erds oxidativ kezelés kovetkeztében oxo-arzenocukrokkd valo alakulasaval
magyarazhatdo (SCHMEISSER, 2004). A molekula tomegspektrometria esetében a mennyiségi
meghatdrozas standard oldatok hidnyaban lehetetlen, azonban a szelektiv detektalasi modszernek
koszonhetden az azonositas standard oldatok nélkiil is elvégezhetd.

A tendencia azt mutatja, hogy egyre inkabb elterjedt az olyan anyagmintak standardként vald
alkalmazasa, melyek karakterizalasat a kutatok sajat maguk végezték el. Madsen és munkatarsai
példaul egy tengeri alga fajt (Fucus serratus) dolgoztak fel, mely DMA"-t, As"-ot és négy oxo-
arzenocukrot tartalmazott (MADSEN, 2000). Az arzénkomponensek izolalasat és az extraktum
arzénmodosulat-eloszldsdnak meghatirozésat kovetden ezt az anyagmintdt a mai napig

eldszeretettel alkalmazzak a kutatok arzenocukor vizsgalatok esetén.

2.6.4.2 Modszerek validalasa

Egy analitikai modszer fejlesztése soran ellendrizniink kell, hogy a modszer alkalmas-e a
mérési célra, kézben tudjuk-e tartani, valamint a modszer az alkalmazni kivant koriilmények
kozott tudomanyosan megalapozott-e. A mddszert kidolgozé analitikus kisérletekkel bizonyitja,
hogy az altala vizsgalt mintdk korében az altala alkalmazott modszer megbizhat6é eredményt ad.
Ezeket az ellendrzéseket gyiijtonéven validalasnak, érvényesitésnek nevezziik. A validalas soran
az alabbi teljesitmény-jellemzoket kell meghatarozni:

e  Szelektivitas és specifikussag
e Linearités
e Precizitds (ismétléképesség, reprodukalhatosig)

e Pontossag, helyesség
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o FErzékenység

e Kimutatasi hatar
e  M¢érési hatar

e  M¢érési tartomany

e Allékonysag, robusztussag

A modosulatanalitikdban a teljes validalast tobb ok miatt is nagyon nehéz teljesiteni. A
modszerek teljesitoképessége sok esetben olyannyira matrixfiiggd, hogy egy Uj matrix
gyakorlatilag a teljesitmény-jellemzok ismételt meghatarozasat és a modszer Ujravalidalasat
igényelheti. Ezért a modosulatanalitikai modszerek validdldsa sordan minden egyes koztes
Iépésnek (pl.: minta tarolds, kezelés) Kkitiintetett figyelmet kell szentelni, mivel ezek a
paraméterek sok esetben nagyobb mértékben befolyasolhatjdk a végeredményt, mint maga a
mérés. A pontossag a szisztematikus hibdk elkeriilésének az alapja, mig a precizitds vagy
bizonytalansag az eredményeknek a teljes vizsgalat folyaman fellépd, véletlen hibakbol eredd
variancidgja. A moddosulatanalitikai modszerek 1épései (extrakcid, derivatizacio, elvalasztas,
detektalds) mind potencialis hibaforrast jelentenek. A minta kezelése soran fellépd
szennyezddés, a vizsgalandd komponens mennyiségében fellépd veszteség, a kalibracid soran
vétett hibak, valamint a mintamatrix altal okozott zavard hatdsok mind hozzajarulnak az
eredmény végleges alakuldsdhoz. A véletlen hibdk az eredmények nagy szérasaban nyilvanulnak
meg, ezaltal rogton felismerhetd, ha sziikség van a modszer feliilvizsgalatara. Ezzel szemben
rendszeres hiba esetén is kaphatunk jo precizitassal rendelkezd értékeket, azonban ez a hiba
nehezebben észrevehetd és a végeredmény torzulasidt eredményezi. Mérésiink pontossagat
kiilonb6zé modon ellendrizhetjiik: az eredményeket Osszevethetjiik egy laboron beliili, fiiggetlen
analitikai modszerrel kapott eredményekkel vagy mas laborok altal kapott eredményekkel;
hiteles anyagmintdkat (Certified Reference Material, CRM) hasznalhatunk, melyekrdl a
kovetkezo fejezetben lesz sz6. Az analitikai modszer statisztikai kontrolkartyakkal folyamatos
ellendrzés alatt tarthatd, mely segit az eredmények reprodukalhatdosaganak fenntartdsaban. A
kontrolkartydk modosulatanalitikai vizsgélatoknal valdé alkalmazasaval egy korabbi, az
Alkalmazott Kémia Tanszéken irddott doktori disszertacid részletesen foglalkozik (IPOLYI,
2003).

2.6.4.3 Hiteles anyagmintak hasznalata

Az analitikai moddszerek alkalmassdganak meghatidrozdsdhoz hiteles anyagmintdkra van

sziikségiink. A CRM-ek elismert nemzetkdzi szervezetek altal, egy hitelesitési gyakorlat
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keretében jovahagyott referencia értékkel €és hozzd tartozd bizonytalansagi tartomannyal
rendelkeznek. A hiteles anyagmintak lehetové teszik, hogy az altalunk kapott eredményeket
hitelesitett értékkel 0sszehasonlitsuk. Szamos arzéntartalmi CRM Iétezik, azonban a hitelesitett
értékiik legtobb esetben kizardlag teljes arzéntartalomra korldtozodik. A modosulatanalitikai
modszerek egyre nagyobb térhdditasaval azonban felmeriilt az igény a kiilonbozo
arzénmodosulatokra hitelesitett anyagmintak irant. Tekintettel arra, hogy az arzénspeciacios
vizsgalatok targyat leginkabb tengeri eredetli mintdk képezik, a kiilonb6z6 komponensekre
hitelesitett anyagmintakat is tengeri €l6lények szdveteibdl allitottak eld és elsésorban AB-re
hitelesitették Oket. Korabbi fejezetekbdl lathaté, hogy a modosulatanalitikai vizsgalatok
eredményét, foként a mintaelokészitést nagymértekben befolyasolja a mintamatrix. A CRM-ek
hasznalata soran ezért fontos szempont, hogy olyan hiteles anyagmintat alkalmazzunk, melynek
a matrixa a legjobban hasonlit a vizsgalandé mintaéhoz. Az Eurdpai K6zosség szamos kormérést
szervezett 1989. és 1995. kozott, melyek célja arzénmodosulatokra hitelesitett kiilonb6zo
matrixi CRM-ek eldallitasa volt. 1996-ban fejezték be a BCR-626 (LAGARDE, 1999b) és a
BCR-627 (LAGARDE, 1999a) elnevezésli anyagmintdk hitelesitését. Azota tobb kutatd
laboratorium is bekapcsolddott a CRM eldallitasi folyamatba. Ilyen példaul a kanadai National
Research Council of Canada (NRCC), mely tobbek kozott egy DORM-2 fantazianévvel ellatott
¢s a mai napig kozkedvelt, AB-re és TETRA-ra hitelesitett CRM-et allitott elo.

A mérendé mintank matrixtartalmabdl ered6 hatasok kikiiszobolésére a hiteles anyagmintak
kalibral6 standardként is hasznalhatok. Azonban ez csak abban az esetben helytalld, ha a minta
¢s a CRM matrixa valamint a mérendé arzénmoddosulatok is megegyeznek. Sajnos egyenldre
nagyon kevés matrixra talalunk hitelesitett anyagmintakat és azok is csak néhany moédosulatra
vannak hitelesitve. A szdmunkra legmegfelelobb anyagminta kivalasztasahoz egy virtualis
intézetet (Virtual Institute for Reference Materials, www.virm.net) hoztak Ilétre, ahol a
felhasznald mintamatrix, mérendé komponens, annak koncentracidja és mas egyéb paraméterek

alapjan kereshet a vilagon forgalomban 1év6 CRM-ek kozott.
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2.6.4.4 Teljes anyagmeérleg készitése

A modosulatanalitikai vizsgéalatok a kapott eredmények informacidtartalma szerint két o
munkafazisra oszthatok. Els6 1épés minden esetben a minta teljes arzéntartalmanak
meghatdrozdsa, majd az extrakciot kovetden az arzénmodosulatok vizsgalata. A két mérés
egylittes célja az extrakcids hatasfok kiszamitdsa, azaz, hogy a kinyerés utan az oldatban
talalhato arzénkomponensek mekkora részét teszik ki a minta teljes arzéntartalmanak. Kordbban

az extrakcids hatdsfok meghatarozasa ebbdl a két mérési eredménybdl tortént az alabbiak szerint:

arzénmodosulatok dsszege az extraktumban <100

Extrakcios hatasfok (%) = . - —
teljes arzéntartalom a mintaban

Sajnos a mai napig szdmos publik4cioban talalkozunk ezzel a szamitdsi moddal, ami tobb
okbol is helytelen. Egyrészt a mintael6készités sordn (jelre toltés, sziirés, beparlés, visszaoldas)
esetlegesen fellépd veszteségek vagy szennyezodések miatt az extraktum valodi arzéntartalma
eltérhet az eredeti értéktdl. Masrészrél az egyenlet nem veszi figyelembe a kromatografias
elvalasztds soran véthetd hibakat (integraldsi hiba, oszlopvisszanyerési hatasfok, matrixhatas
stb.). Ezek alapjan tehat elmondhatd, hogy az extrakcids hatdsfoknak ily mddon torténd
kiszamitasa nagy valoszinliséggel hibas eredményt fog adni. A teljes anyagmérleg felallitasa
ezzel szemben ezeket a hibakat hivatott kikiiszobdlni. Ahhoz, hogy a teljes anyagmérleget

felallitsuk, az alabbi vizsgalatokat kell elvégezni:

e  Meghatarozzuk a minta teljes arzéntartalmat nedves roncsolassal (A) (Isd.2.6.1.3.)

e Az extrakciot kovetéen meghatirozzuk a szlirt extraktum teljes arzéntartalmat
nedves roncsolassal (B)

e Az extrakci6t kovetden meghatdrozzuk a visszamaradt iiledék teljes
arzéntartalmat nedves roncsolassal (C)

e Kromatografidssan meghatarozzuk az extraktumban taldlhaté arzénmodosulatok

osszegét (D)
A vizsgalatok alapjan a teljes anyagmérleg felallitasdhoz az alabbi egyenletek irhatok fel:
Ha az extraktum és az {iledék teljes arzéntartalmanak az 0sszege megegyezik a minta teljes

arzéntartalmaval, azaz

A=B+C,
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akkor kijelenthetjiik, hogy a mintaeldkészités soran nem Iépett fel veszteség illetve nem
tortént szennyezés. Tovabba az extraktum teljes arzéntartalmabol és az arzénkomponensek

Osszegébdl kifejezhetjiik az oszlopvisszanyerési hatdsfokot, melyre az alabbi egyenletet irhatjuk

fel:
. il D
Oszlop — visszanyerési hatasfok (%) = 2 x100

Amennyiben B =D egyenl0ség nem teljesiil, az extraktumban taldlhat6 komponenseknek
csak bizonyos hanyadat sikeriilt meghataroznunk. Tehat csak abban az esetben szdmithatjuk ki a
kromatografidsan meghatdrozott médosulatok 0sszegébdl az extrakcids hatasfokot, amennyiben
az az extraktum teljes arzéntartalmaval megegyezik. Ellenkez6 esetben az extrakcids hatasfok az

alabbi egyenlettel irhato fel:
. o B
Extrakcios hatasfok (%) = = x100

Az extrakcios hatasfokbol €és az oszlopvisszanyerési hatasfokbol kiszamithatd, hogy a
modosulatanalitikai vizsgdlatok sordn a minta teljes arzéntartalmanak ténylegesen hany

szazalékat sikeriilt meghatdroznunk:

D
Meghatarozott arzénkomponensek aranya a mintaban (%) = 7 x100

* Az ’extrakcios hatasfok’ kifejezést a dolgozatban tobb helyen a ’kinyerési hatasfok’ kifejezéssel helyettesitem a

szoismétlések elkeriilése végett.
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2.7 Arzénspeciacio vizi kornyezetekben

A tengerek és Oceanok atlagos arzéntartalma altaldban 1-5 pg/L kozott valtakozik. Hasonld
arzéntartalom jellemzi a nem szennyezett, természetes tavakat és folydkat is. Az
arzénmodosulatok eloszlasara jellemzd a szervetlen modosulatok dominanciaja, melyek a redox
viszonyoktol fiiggden arzenit és arzendt formdjaban vannak jelen. Emellett néhany esetben
egyszeresen (MA") és kétszeresen (DMA") metilezett formékat is talaltak (SMEDLEY, 2002).
A kiilonféle szervezetek akkumulald képessége miatt az arzénspeciacio targyat képezé mintak
legnagyobb hanyada vizi kornyezetbdl szarmazik. A vizsgalatok jelentdsége ketts. Egyrészt a
bioindikator szervezetek vizsgalata valaszt adhat a kdrnyezetet ért 6kologiai hatasokrol. Masrészt
a taplalékkeént szolgald élélények fogyasztasdbol eredd arzénkitettség is meghatdrozhatd az
arzénkomponensek vizsgalataval. A kovetkezd fejezetekben a tengeri és édesvizi él6lények

arzénspeciacios vizsgalatanak eddigi eredményeit foglalom 0ssze.

2.7.1 Arzénspeciacio tengeri eredetii mintakban

Az utdbbi évtizedekben végzett modosulatanalitikai vizsgalatok jelentds hanyadat a tengeri
¢lolényekben talalhato arzénvegyiiletek meghatarozasaval foglalkoz6 tanulmanyok teszik ki. A
tengeri ¢élolények arzéntartalma szarazanyagra vonatkoztatva atlagosan 20-30 mg/kg, néhany
esetben azonban akar a 100 mg/kg-ot is meghaladhatja (CULLEN, 1989). Szamos vizsgélat
igazolja, hogy az akkumulalas mellett a tengeri szervezetek képesek a tengervizben talalhatd
szervetlen arzenitet (As') és arzenatot (As') szerves kotésti arzénmodosulatokkd alakitani. A
szervetlen arzénvegyiiletek szerves, metildlt formava alakitasdnak mechanizmusa még
tisztazatlan. Eddigi vizsgalatok feltételezik a taplaléklanc kiilonbozo élélényeinek méregtelenitd
szerepét. A lehetséges bioszintézis utak részletesebb targyalasarol egy korabbi doktori munkéban
olvashatunk (SOROS, 2006). A tengeri él8lényekben leggyakrabban eléforduld szerves
arzénvegyiiletek az arzenobetain (AB), arzenokolin (AC), tetrametil-arzonium-kation (TETRA),
trimetil-arzin-oxid (TMAO), metil-arzonat (MA), dimetil-arzindt (DMA). Modosulateloszlas
szempontjabol a tengeri eredetli mintdk két csoportra oszthatok. A tengeri algdk esetében az
arzén jelentds része kiilonbozd arzenocukor-modosulatok forméjaban van jelen. Algakbol valod
izolalast kovetden szerkezetiik azonositasat legelészor 'H-NMR és C-NMR spektroszkopiaval
végezték el (CULLEN, 1989), majd szamos tovabbi kromatografias vizsgalatokkal igazoltak
jelenlétiiket kiilonb6z6é tengeri algakban (MORITA, 1990). Az arzenocukrok eloszlasa

kiilonbséget mutat az egyes algafajok kdzott. Mig az oxo-szulfat- és oxo-szulfonat-arzenocukrok
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a barna alga fajok f6 arzénkomponensei, addig az oxo-glicerol és oxo-foszfat arzenocukrokat
foként voros és zold algakban mutattadk ki (FRANCESCONI, 1998). Az algdk arzenocukrok
mellett nyomokban tartalmazhatnak szervetlen arzénkomponenseket és DMA-t is (HIRATA,
2005; TUKAL 2002).

Az algakkal ellentétben a magasabb rendili tengeri ¢él6lények dominans arzénmddosulata az
arzenobetain. Ezen szervezetek arzénspecidcios térképe nagyjabol egységes képet mutat. Az AB
altalaban 80-90%-at teszi ki a teljes arzéntartalomnak. A maradék 10-20%-ot az egyéb, 1. abran
feltiintetett, tobbszorosen metilalt arzénformak alkotjak. Az algak altal szintetizalt arzenocukrok
valamilyen méregtelenitési folyamat eredményei, melyek feltehetéen az AB szintézisének
kiinduld vegyiiletei (MAEDA, 1994). Ez magyardzatot adhat a tengeri ¢l6lények magas AB
taplalékai az arzenocukorban gazdag algafajok. Kimutattdk, hogy a természetes €l6helyiikrdl
gyljtott garnélarakok és bolhardkok a nagy AB tartalom (60%) mellett 1-2% arzenocukrokat is
tartalmaztak. Ezzel szemben a steril laboratoriumi koriilmények kozott nevelt €s algaval etetett
rdkok nem tartalmaznak AB-t, f0 arzénmodosulataik a trimetil-arzin-oxid (TMAO) és az
elfogyasztott algakban is megtaladlhatd arzenocukrok voltak. Az egyik lehetséges magyarazat,
hogy az AB szintézisében a taplalékkal egyiitt elfogyasztott mikroorganizmusoknak is szerepe
van. Egy masik feltételezés szerint a TMAO az AB szintézisének prekurzor vegyiilete, a
laboratoriumban nevelt éldlényeket pedig a szintézis korai szakaszaban vizsgaltak (EDMONDS,
1997). Larsen és munkatarsai tengeri kagylok arzénmodosulatait vizsgalva arra a megallapitasra
jutottak, hogy ezek a szervezetek egyarant tartalmazhatnak arzenocukrokat és arzenobetaint
(LARSEN, 1997). Hasonl6 megallapitasra jutott Li és csapata, akik az AB mellett jelentOs
mennyiségben talaltak oxo-glicerol- és oxo-foszfat arzenocukrokat (LI, 2003). Az oxo-anal6gok
mellett a kagylokban kisebb mennyiségben tio-arzenocukrokat is kimutattak. Ezen vegyiiletek
csak az utobbi években keriiltek a figyelem koézéppontjaba, miutdn tio-dimetil-arzinoil-acetatot
talaltak birkak vizeletében. A tio-analdég arzénvegyiiletek kialakuldsanak folyamata még nem
ismert. Az oxo- ¢és tio-analdog arzénkomponensek feltehetéen parban vannak jelen a kiilonb6z6
szervezetekben, egymasba alakulhatnak, aranyukat azonban a kornyezet nagy mértékben
befolyéasolhatja. Mivel Schmeisser és munkatarsai tartositott kagylokban azonositottak elszor
tio-foszfat és tio-glicerol arzezocukrokat (SCHMEISSER, 2004), elképzelhet6, hogy a tio-
analogok mennyisége, melyek kéntartalmu fehérjék mikrobioldgiai bontasanak eredményeként
keletkezhetnek, az él6lények tarolasaval ndvekszik. Ezt kovetden tobb hasonld tanulmany
szliletett, ahol tio-arzenocukrokat mutattak ki féstis kagyloban (KAHN, 2005), algdkban és
oriaskagyloban (FRICKE, 2004; NISCHWITZ, 2006a). Tengeri gerincesek (halak és emldsdk)

esetében is szamos arzénspeciacios vizsgalatot végeztek. A teljes arzéntartalom (1-10 mg/kg)
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valamivel elmarad az algdk és kagylok arzéntartalmahoz képest, az eredmények azonban
egyhanguan bizonyitjak az AB dominancijat a mintakban. Li és munkatéarsai (LI, 2003)
valamint McKiernan és kutatocsapata (MCKIERNAN, 1999) tobb, emberi fogyasztasra alkalmas
halfajt (tihal, tonhal, lepényhal, lazac, t6kehal, szardinia) vizsgaltak és azt talaltdk, hogy az AB a
teljes arzéntartalomnak tobb, mint 95%-at teszi ki. Emellett nyomokban DMA-t és szervetlen
arzént detektaltak. Hasonlo eredményt kaptak néhany tengeri emlds esetén, ahol a balndk és
fokak majaban talalhato arzénmddosulatokat vizsgaltak (GOESSLER, 1998).

A tengeri szervezetekben talalhatd arzénkomponensek eloszlasa, illetve a nem mérgezd AB
dominancidja egyértelmiien jelzik, hogy ezen €161ények nagyobb mennyiségben vald fogyasztasa
sem jar egészségkarositd hatassal. A vizsgalatok eredményeként a halak arzéntartalmara eldirt
hatarértéket eltorolték. Az erre vonatkozd rendelet (Egészségiigyi, Szocidlis és Csaladiigyi

Minisztérium 9/2003.(I11.13.) ESZCSM rendelete) Magyarorszagon 2003-ban 1épett hatalyba.

2.7.2 Arzénspeciacio édesvizi eredetii mintakban

Annak ellenére, hogy szamos orszagban, koztiik Magyarorszadgon is a fogyasztott halak nagy
része édesvizbdl szarmazik, kevés adat all rendelkezésiinkre az édesvizi szervezetekben talalhato
arzénmodosulatokat illetden. Az arzén korforgasa kapcsan Chen ¢€s Folt szennyezett édesvizi
kornyezetet vizsgalva megallapitottak, hogy az arzén nem dusul fel a taplaléklanc kiilonbozd
kisebb arzéntartalma és annak alacsony kinyerési hatdsfoka miatt a rendelkezésre alld vizsgalati
modszerek nem voltak alkalmasak ezen szervezetek arzénmodosulatainak meghatarozasara.
Néhany kivételtdl eltekintve a tengeri szervezetek esetében bevalt extrakciés modszerek
hatasfoka édesvizi élolények esetén, eddig még tisztdzatlan okokbdl sokszor nem éri el a 40-
50%-ot. Feltételezhetd, hogy ezekben az esetekben az arzén olyan ismeretlen modosulatok
formajdban van jelen a mintdban, mely erdsen kotddik a matrixhoz, ezért a hagyomanyos
mddszerekkel nem kivonhatd. Masfeldl szamithatunk arra is, hogy a mintdk magas zsirtartalma
tartja oldva az esetlegesen lipofil arzénmoédosulatokat. Az édesvizi algdk és kagylok esetében
alig n¢hany publikaci6 talalhaté a nemzetkdzi irodalomban, a vizsgalatok fOként kiilonbozo
halfajokra terjednek ki, melyek teljes arzéntartalma 40-1000 pg/kg kozott valtozik (AL
RMALLLI, 2005; SCHOOF, 1999).

Tengeri fajtarsaiktol eltéréen az édesvizi algdk kevesebb arzént képesek akkumulalni (3
mg/kg), tovabba speciesz Osszetételiikben is kiilonboznek. Az édesvizi algakon végzett elsd

tanulmany Lai és munkatirsai nevéhez flizédik, akik 93%-ban oxo-arzenocukor-glicerolt
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detektaltak a mintdban (LAI, 1997). Koch ¢és munkatarsai altal vizsgalt zold algdk nyomokban
ugyan, de tartalmaznak oxo-arzenocukor-glicerolt, azonban a dominans moddosulat a szervetlen
arzenat volt (KOCH, 1999).

A kagylok esetében valamelyest egységesebb az arzénspecidcios kép, mely szerint az édesvizi
kagylokban a f6 arzénkomponensek az oxo-arzenocukrok. Tovabba ellentétben a tengeri fajokkal
az AB aranya a mintakban 1-2% kozotti (KOCH, 1999; SOEROES, 2005b). Az oxo-
arzenocukrok mellett Soeroes és munkatérsai tio-modosulatokat is azonositottak 6t dunai kagyld
fajban, melyek a kinyerhetd arzéntartalom 30%-at tették ki. Az el6zd fejezetben emlitett
Schmeisser és munkatarsai altal vizsgalt tengeri kagylékhoz hasonldéan a dunai kagylok is tobb
évig tarolt mintdk voltak, mely aldtdmasztani latszik azt a megallapitast, hogy a tio-
arzénmodosulatok a tarolds soran mikrobioldgiai tevékenységek eredményeként alakulnak ki.

Az édesvizi halak arzénmodosulat-mintdzatat tekintve kozel sem annyira egységes, mint a
tengeri szervezetek esetén. A vizsgalatok kis szama miatt az irodalmi adatokat dsszehasonlitva
ellentmondasokba iitkoziink. Tenyésztett édesvizi halak vizsgalata soran kimutattak, hogy magas
kinyerési hatasfok mellett a teljes arzéntartalom jelentds hanyadat az AB tette ki (SHIOMI,
1995; SOEROES, 2005a), melynek magas koncentracidja azonban mindkét esetben az etetéshez
hasznalt haltdp AB tartalmabol ered. Slejkovec és munkatarsai befogott édesvizi halakat
vizsgalva megallapitottak, hogy a kinyert arzén legnagyobb hanyada szintén AB. A kinyerési
hatasfok azonban sok esetben 10% alatti volt, vagyis a halakban taladlhat6 arzén legnagyobb
része feltehetéen nem AB (SLEJKOVEC, 2004). Arzénnel szennyezett teriiletr6l gyjtott
halakban szintén kiilonb6z6é ardnyban taldltak dimetil- és trimetil-arzénkomponenseket, mig
szervetlen modosulatokat nem sikeriilt kimutatni a mintdkbol (KAISE, 1997). Zheng ¢és
Hintelmann négy édesvizi halat vizsgalva teljesen eltéré megallapitasokra jutottak. A csukaban
talalhato f6 arzénmodosulat a DMA volt, mig a siigér és naphal mintdkban egyarant nagy
mennyiségben volt jelen szervetlen modosulat, illetve a négyszeresen metilalt tetrametil-
arzonium-kation (ZHENG, 2004). Erdekes eredményt tettek kozzé Koch és munkatarsai, akik
nyomokban oxo-foszfat-arzenocukrot mutattak ki kanadai tavakbdl szarmazo nyulhalakban
(KOCH, 2001). Az eredmény kiilonlegessége, hogy eddig még senki nem detektalt arzenocukor
moédosulatokat akar tengeri akar édesvizi halakban.

Az irodalomban talalhaté eredményekbdl lathatd, hogy az édesvizi éldlények esetében nem
beszélhetiink AB dominanciarol, mivel az csak néhany szazalékban van jelen, tovabba az
alacsony kinyerési hatadsfokok miatt a teljes specieszmintdzat meghatarozasa sem lehetséges. Az
eltérd, sokszor ellentétes eredmények adodhatnak a reprezentativ mintavétel hianyabol, mivel
sok esetben a kovetkeztetéseket csupan egy-egy halminta alapjan vontdk le. Ez felveti azt a

kérdést, hogy vajon az édesvizi kdrnyezetben a tengeritdl teljesen eltérdé arzénakkumulalési €s
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lebontasi folyamatok jatszédnak-e le? Amennyiben a valasz igen, at kell gondolnunk, hogy
valoban helyes-e a tengeri ¢€lolények vizsgélati eredményei alapjan az édesvizi halakra is
eltordlni az arzénre vonatkozd hatarértékeket. A fentiek miatt a doktori munkdm részeként

édesvizi taplaléklanc kiilonbozd egyedeinek moddosulatanalitikai vizsgalatat végeztem el.
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3 CELKITUZESEK

Amint azt az irodalmi attekintésben bemutattam, az arzén modosulatanalitikajat az utdbbi
harom évtizedben folyamatos fejlddés jellemezte, mely tendencia a jovében csak ndvekedni fog.
A modszerek kimutatési hatara javul, megteremtve ezzel a lehetdséget a kdrnyezetben eléforduld
arzénmoddosulatok bioszintézisének és lebontasi folyamatainak megismerésére, valamint az ujabb
arzénmodosulatok azonositdsara. Az ujabb arzénkomponensek szelektiv meghatarozasahoz uj
elvalasztastechnikai és detektalasi modszerekre van sziikség. Doktori munkam célkitiizései ezek

alapjan a kovetkezok:

e Kromatografidas modszerek fejlesztése a kornyezetben eléforduld arzénmodosulatok
szelektiv meghatarozasara, kiilonds tekintettel az oxo- és tio-arzenocukor vegyiiletekre.

o Az elemszelektiv detektalas mellett egyre nagyobb hangsulyt kap az arzénkomponensek
molekulaszelektiv meghatarozdsa. Doktori munkam soran célul tliztem ki egy olyan
HPLC-ES-MS/MS kapcsolt technikdn alapuld speciaciés modszer fejlesztését és
bevezetését az arzénmodosulat-analitikaba, mely mennyiségi elemzés mellett szerkezeti
informaciot is szolgaltat az arzénmddosulatokrol.

e A kidolgozott modszerek alkalmazasa kornyezeti mintak vizsgalatara:

- Tengeri kagylok, halak
- Edesvizi taplaléklanc egyedei (algék, ndvények, szivacsok, kagylok, hiillok, halak)

e Arzénspeciacids vizsgalatok alapjan az FEgei-tenger térségébdl szarmazo, nagy
arzéntartalmu ,,tenger gyiimolcsei”-nek fogyasztasabol eredd arzénkitettség kockazatanak
meghatarozésa.

o FEdesvizi taplaléklanc egyedeinek arzénakkumulalé képességének meghatarozasa és a
benniik taldlhatd arzénmoddosulatok eloszlasanak feltérképezése. A specieszmintazat
Osszehasonlitasa a tengeri szervezetekével.

e Egy hiteles anyagminta (BCR-710) arzénkomponenseinek jellemzése. A CRM alkalmas
lehet kornyezeti mintdkban taldlhato és speciacidés standardként nem validalt
arzénmodosulatok azonositasara.

e Ravilagitani a modosulatanalitikai mérések mindségbiztositasanak fontossagara, annak

hianyabol eredden elkdvethetd hibdkra. Alkalmazhaté megoldasokra tett javaslatok.
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4 ANYAG ES MODSZER

4.1 Vizsgalatok soran alkalmazott vegyszerek, standard oldatok és referencia
anyagok

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

A kiilonbozd pufferek készitéséhez hasznalt NH4H,PO4 és NH4HCO;5 sokat, NaOH-ot,
hangyasavat, sésavat, piridint, ammoniat, valamint a tio-arzenocukrok szintéziséhez hasznalt
vas'-szulfidot a Reanal (Magyarorszag) cégtdl szereztiik be. A NaBH4 reagenst és a K»S,0z-ot a
Sigma-Aldrich (Németorszag) cég, a HNOs-at, a H,O,-ot és a metanolt a Merck (Németorszag)
cég gyartja.

Az arzenat torzsoldatot a Merck (Németorszag) cégtdl vasaroltuk, az As™, DMAY, MA"
oldatokat pedig a megfeleld sok ioncserélt vizben oldasaval allitottuk eld. As,Os-ot a Reanaltol,
CH3AsOsNa x 6 H,O vegyiiletet a Carlo Elba cégtdl, a (CH3),AsO,Na x 3 H,O-t pedig a Sigma-
Aldrich Kft-t6l (Németorszag) rendeltiik. Az oxo-arzenocukor standardokat, az AC-t, AB-t,
TMAP-t, TMAO-t és TETRA vegyiileteket az Alkalmazott Kémia Tanszék Kevin A.
Francesconi professzortdl (Ausztria) ajandékba kapta, az osztrak laborban pedig szintézissel
allitottak eld. A tio-arzenocukrokat a laborban szintetizaltam a kdvetkez6 mdédon: Egy folyadék-
gaz szeparatorba szilard Fe"S-ot helyeztem, majd egy perisztaltikus pumpaval cseppenként
sosavat adagoltam. A keletkezett H,S gazt 15 percen at ioncserélt vizen buborékoltattam
keresztiil. A kénnel telitett ioncserélt vizbol egy egységet adtam kilenc egység oxo-arzenocukor
standardhoz. Az igy szintetizalt tio-arzenocukrok fagyasztoban tarolva 3-4 napig stabilnak
bizonyultak.

A mérések mindségbiztositdsdhoz DOLT-2 (t6kehal ma4j, National Research Council,
Kanada), DORM-2 (Tékehal izom, National Research Council, Kanada) és BCR-710 (osztriga
szovet, MULSPOT projekt) hitelesitett referencia anyagokat hasznaltam.

Doktori munkdm sordn a szilard mintdkat minden esetben a mintavételt kdvetden ioncserélt
vizzel lemostam, sziikség szerint aprobb részekre daraboltam, majd lefagyasztottam. A
fagyasztott mintak nedvességtartalmat Chris Alpha 1-4 (Christ, Németorszag) liofilezd
késziilékkel eltavolitottam, majd a szdraz mintat laboratériumi daraldval (Fritsch 14.702,
Németorszag) poritottam és homogenizaltam. A teljes arzéntartalom meghatarozasahoz, illetve a

modosulatanalitikai vizsgalatokhoz a homogén pormintakat hasznaltam.
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4.2 Teljes arzéntartalom meghatarozasahoz végzett mintaelokészités

Teljes arzéntartalom meghatarozasahoz nedves roncsolast alkalmaztam, melyet kétféle mdédon
végeztem el.

Az egyik esetben alacsony nyomasallosagu (kb.: 2 bar) teflonbombdakat hasznaltam, melyekbe
0.2 g szdraz pormintat mértem be 0.0001 g pontossdggal. A bemérést kovetden a mintdhoz
2-2 ml tomény salétromsavat €s hidrogén-peroxidot adtam, majd 10-12 o6rat allni hagytam, hogy
az oxidacié soran keletkezd gazok eltavozhassanak. Ezutdn a teflonbombdkat 1égmentesen
lezartam és laboratoriumi nyomastartd edényben 1 oran keresztiil 110 °C-on tartottam 6ket, mely
alatt a minta szervesanyag tartalma teljesen elroncsolodott. A bombak hiitését kdvetden
tartalmukat maradék nélkiil 10 ml-es mérdlombikba mostam, majd ioncserélt vizzel jelre
toltottem. A mérést megelézden a mintakat tizszeresére higitottam, melyek salétromsavtartalma
igy 2% volt. Az extrakciét kovetden a feliiluszé teljes arzéntartalmdnak meghatarozasdhoz
szintén nedves roncsoldssal készitettem el6 a mintdkat. Ehhez a teflonbombdkba 2 ml
extraktumot mértem be, majd hozzdadtam 1-1 ml salétromsavat és hidrogén-peroxidot. Az
elézoekhez hasonloan elvégeztem a roncsoldst, a mintat 5 ml-es mérélombikba mostam, majd
jelre toltottem. A mérés eldtt tizszeres higitast alkalmaztam.

A masik roncsolasi eljaras sordn viszonylag nagy nyomasallosdga (40 bar) mikrohullamt
roncsold berendezést (Milestone ultraCLAVE 1I feltar6, EMLS, Németorszag) alkalmaztam. A
12 ml-es kvarc csovekbe szintén 0.2 g szdraz pormintat mértem be 0.0001 g pontossaggal, majd
a mintakhoz 4 ml koncentralt salétromsavat adtam. Az edényeket lezartam, a késziilékbe
helyeztem, majd a 4. abran lathatd roncsoldsi programmal elvégeztem a teljes feltarast. Ezt
kovetden a mintdkat maradék nélkiil mérélombikba mostam és jelre toltdttem. Az extraktum

esetében 2 ml szUrt mintat roncsoltam el 1 ml HNOs-val.
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4.3 Teljes arzéntartalom meghatarozasara alkalmazott mérorendszerek

Doktori munkdm soran a teljes arzéntartalom meghatarozasdhoz induktiv csatolasti plazma
repiilési id6 tomegspektrométert (ICP-TOF-MS, Leco Renaissance, USA) ¢és induktiv csatolast
plazma kvadrupdl tomegspektrométert (ICP-Q-MS, Agilent 7500ce, Németorszag) hasznaltam.
Mindkét miiszer esetében a 75-6s tomeg/toltés arany ("As) mellett a 77-es és a 82-es tomeg/
t5ltés ( **Ar’’Cl és **Se) aranyt is monitoroztam az esetleges ArCl zavarasok kisziirése céljabol.
A mintat kézi (ICP-TOF-MS) vagy automata (ICP-Q-MS) adagoléval juttattam a porlasztoba. A
késziilékek beallitasait a 2-3. tablazatok tartalmazzédk. Az adatok tajékoztatd jellegliek, a

késziilék finomhangolasabol eredden minden mérés alkalmaval kisebb mértékben valtoztak.

2. tablazat ICP-TOF-MS késziilék miikodési paraméterei

Miiszer paraméterek

Frekvencia (MHz) 40.68

Kicsatolt teljesitmény (W) 1250

Porlaszté gaz (L/perc) 0.85

Iontiikor fesziiltség, kiils6 (V) 187

Iontiikor fesziiltség, bels6 (V) 1514

Mintavételi mélység (mm) 5.8

Ion lencse 1 (V) -536

Ion lencse 2 (V) -490

Detektor (V) -2150

Y eltérités (V) -1677

Einzel lencse 1 (V) -1406

Einzel lencse 2 (V) -1017

X eltérités (V) -1506

Integracios id6 (s) 3

Porlaszt6 tipusa Meinhard

Mintavevo konusz Nikkel, Imm-es réssel
Skimmer Nikkel, 0.4mm-es réssel

3. tablazat ICP-Q-MS késziilék miikodési paraméterei

Miiszer paraméterek

Kicsatolt plazma teljesitmény (W) 1500

Plazma géz (L/perc) 14.6

Oblitsé gaz (L/perc) 0.95

Porlaszt6 gaz (L/perc) 1.15

Mintavételi mélység (mm) 6

Extrakcios lencse 1,2 (V) -150

Elektrosztatikus lencse 1,3 (V) -150

Elektrosztatikus lencse 2 (V) 3

Porlaszto tipusa Babington tipusu (V-porlaszto)
Kodkamra 2°C-ra hiit6tt

Mintavevo konusz Nikkel, Imm-es réssel
Skimmer Nikkel, 0.4mm-es réssel
Integracios id6 (masodperc) 0.9

Oblitési id8 (masodperc) 60 masodperc, 2ml/perc
Stabilizacids idé (masodperc) 60 masodperc, 0.4ml/perc
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4.4 Arzénmodosulatok meghatarozasahoz végzett mintaelokészités

Az arzénmodosulatok kinyeréséhez doktori munkam soran kiilonb6zd extrakciés modszereket
alkalmaztam. FEhhez a szilard pormintdb6l 0.2-0.5 g mennyiséget mértem be
0.0001 g pontossaggal, majd 5-10 ml extrahaloszert (metanol, viz, vagy a kettdé elegye)
adagoltam. Az arzénkomponensek kinyerését a minta mechanikus razatasaval, melegitésével
vagy ultrahanggal (Hielscher, Teltow, Németorszag) segitettem eld. Az extrakciot kdvetden a
mintdkat 4500 ford./perc sebességgel 15 percig centrifugdltam (Hettich Zentrifugen,
Németorszag), majd a feliiliszot cserélheté membranlappal ellatott 0.45 pm poérusatmérdji

celluldz fecskendésziirével (Millipore, Tullagreen, Irorszag) lesziirtem. A moédosulatanalitikai

vizsgalatokat a sz{irt mintakon végeztem el.

4.5 Arzénmodosulatok elvalasztasara alkalmazott modszerek

Az arzénmodosulatok elvalasztasara erds anioncseréld (Hamilton PRP-X100, Reno, USA) és
erés kationcseréld (Zorbax 300-SCX, Agilent, Németorszag és Adsorbosphere SCX, Alltech,
USA) kolonndkat alkalmaztam. Az oszlopok ¢élettartamanak megévasa érdekében minden
esetben el6tét kolonnat is hasznaltam, mely ugyanazt a tdltetet tartalmazta, mint az analitikai
oszlop. A kromatografias moédszerek paramétereit a 4-5. tablazatok tartalmazzak. Egy oszlopon
tobb modszert is alkalmaztam, mivel az elvélasztastechnikai modszereket mindig az adott

detektalasi eljarasokhoz optimaltam. Részletes targyalasukra az eredmények részben térek ki.

4. tablazat Munkam soran alkalmazott anioncserés modszerek

Modszer Anioncserés
HPLC-HG-AFS ;
Csatolt rendszer HPLC-ICPMS HPLC-ESMS/MS
HPLC-ICPMS
Oszlop 100 mm x 4.1 mm, Spm 250 mm x 4.1 mm, Spm
Mozgb fazis 20 mM NH4HCO; 20 mM NH4H,PO, 20-100 mM NH4H,PO410-50% MeOH
pH 10.3 5.6 8.25
1d6 7 perc 25 perc; 18 perc 35 perc
Injektalt
o 20 uL 100 pl ;20 pl 50 uL
mennyiség
Aramlas 1.5 ml/perc 1 ml/perc; 1.5 ml/perc 0.8 ml/perc
Elvélasztott As", AsY, MAY, DMA", MA", DMAY,
tio-arzenocukrok )
komponensek oxo-arzenocukrok ox0- és tio-arzenocukrok
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5. tablazat Munkdm soran alkalmazott kationcserés modszerek

Modszer Kationcserés
Csatolt rendszer HPLC-HG-AFS HPLC-ICPMS HPLC-ESMS/MS
Alltech Adsorbosphere Agilent Zorbax 300-SCX
Oszlop
250 mm x 4.6 mm, Spm 150 mm x 4.6 mm, Spum
Mozg6 fazis 2.5 mM piridin-formiat 20 mM piridin-formiat 200 mM ammonium-formiat, 30% MeOH
pH 2.65 2.6 2.8
1d6 18 perc 6 perc 25 perc
Injektalt
o 100 pL 20 pl 50 uL
mennyiség
Aramlas 1 ml/perc 1.5 ml/perc 0.8 ml/perc

Elvalasztott AB, AC, TMAO, TETRA,
) AB, AC, TMAP, TMAO, TETRA, oxo-arzenocukor-glicerol
komponensek oxo-arzenocukor-glicerol

4.6 Arzénmodosulatok meghatarozasara alkalmazott kapcsolt analitikai
rendszerek

4.6.1 HPLC-(UV)-HG-AFS kapcsolt rendszer

A rendszer alapja a hidridfejlesztés, mely sordn a kromatografidsan elvalasztott
arzénmoddosulatokbol hidridet képziink. Az eluens allando térfogataramaért felelds négycsatornas
Merck pumpat (Merck Hitachi L-7100, Tokio, Japan), a 100 pl Grtartalmi mintabevivé hurkot
(loop-ot) tartalmazo hat kapus injektort (Rheodyne, Cotati, CA, USA) és az oszlopot nagy
nyomasnak ellendllé fémcsovek kapcsoljak sorba. A hidridfejlesztés savas kdzegben natrium-
tetrahidro-borat segitségével torténik. A 0.7 m/v%-os NaOH tartalmti NaBHy-ot (1.5 m/v%) a
sosavhoz (20 v/v%) hasonléan egy tobbcsatornas perisztaltikus pumpa szallitja az oszlopbol
érkez0 mintdhoz. A reakcidpartnerek Osszekeverése egy poliéter-éter-keton (PEEK) anyagbol
késziilt reaktorban torténik. A gazfejlédés mar a reaktorban, illetve a tefloncsdben megindul, a
reakcid pillanatszer(i. Mivel a hidridképzés exoterm folyamat, hatasfoka javul, ha egy 0 °C-os
jeges vizen keresztiil halad a mintaszallitdé cs6. A hiités masik elénye, hogy a vegyes
halmazallapotu elegy gaz fazisabol, a viz jelentds része kondenzal. A hiitést a folyadék és gaz
fazis szétvalasztasa koveti, amit egy folyadék-gaz szeparator valdsit meg. A szeparatorba érkezd
habszerli elegyen keresztaramban argon gazt vezetlink at, és a vizzar miatt a harmadik

kivezetésen at tdvozik az Ar-AsHs3-H, gaz keverék. Az eltdvozd gaz ohatatlanul magéval visz kis
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mennyiségli vizet, ennek langterheld hatdsat kikiiszobdlendd, gazszariton vezetjik 4t a
gazkeveréket. A szaritd egy dupla falu ,,cs6 a csOben” szerkezet. A minta innen halad a langba.
A rendszer utols6 eleme a PSA 10,023-as AFS detektor (PSA Excalibur, PS Analytical,
Sevenoaks, Kent, UK). Az atomizalast egy hidrogén-argon diffzids, viszonylag hideg (800 °C)
lang végzi, melyben nincs kiillon égési zona, az atom képzése a lang teljes terjedelmében
torténik. A detektor egységben egy keskeny savszélességili interferenciasziré (200 nm-es atviteli
maximummal), valamint egy fotoelektron-sokszorozo, fényforrasként pedig egy segédkisiilésii
As viajtkatdd lampa (BDHCS, Photron, Super Lamp, Victoria, Ausztralia) van elhelyezve.

A kozvetlenil nem hidridképz6 arzénkomponensek detektdlasa csak elozetes UV-
fotooxidacids 1épés kozbeiktatdsaval valosithatd meg. A komponensek oxidalasa céljabol az
elvalasztast kovetden az efluenshez 6 m/v%-os K,S,05 oldatot adagoltam, majd egy UV fénycsd
koré tekert, 0.8 mm belsé atméréjii PEEK csébe vezettem. A hidridképzd reagenseket ezutan

vezettem be a rendszerbe. A csatolt rendszer sematikus abraja az 5. abran lathato.
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5. abra HPLC-(UV)-HG-AFS rendszer felépitése
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4.6.2 HPLC-ICPMS Kkapcsolt rendszer

A komponensek folyadékkromatografias elvalasztasdhoz Agilent 1100 HPLC rendszert
(Agilent, Németorszadg) hasznaltam, mely buborékmentesitd egységet, kétcsatornds pumpat,
automata mintaadagolot és termosztattal ellatott kolonnatartd részt tartalmazott. A kolonnat
elhagy6 folyadékaram egy PEEK kapillarison keresztiil (0.125 mm belsé atmérd) a Babington
tipusu (V-porlasztd) porlasztoba aramlik, a detektalast egy titkozési cellaval ellatott ICP-Q-MS
(7500ce Agilent, Waldbronn, Németorszag) elemszelektiv detektor végzi. A 75-6s és a 77-es
tomeg/toltés ardnyt tranziens modban monitoroztam. A felvett kromatogramokat a
’Chromatographic Data Analysis’ (Agilent, Waldbronn, Németorszag) nevii szoftverrel

értékeltem ki.

4.6.3 HPLC-ESMS/MS kapcsolt rendszer

A komponensek elvalasztasat a 4.6.1-es fejezetben targyalt nagyhatékonysagu kromatografias
rendszer végezte. A kolonnat elhagyo folyadékdramot egy PEEK kapillarison keresztiil
(0.125mm bels6é atmérd) egy 3200 Q TRAP elektroporlasztasos tandem tomegspektrométerbe
(Applied Biosystem: Applera, Magyarorszag) vezettem. A minta ionizalisdhoz TurbolonSpray®
ionforrast alkalmaztam, a porlasztas nitrogéngaz segitségével tortént. Az ESMS/MS késziilék
sematikus rajza a 6. abran lathat6. A késziilék harom kvadrupolt tartalmazott, ahol a masodik
(Q2) egy nitrogéngazzal miikddd titkdzési cella, a harmadik (Q3) pedig egy linearis ioncsapda
volt. Az IQ1-IQ3 a kvadrupolok kozott elhelyezkedd ionlencséket mutatja.

mintabevitel,
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6. abra Az ESMS/MS vézlatos felépitése
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A késziiléket harom modban hasznaltam:

Q1 mdd: Ebben a modban csak az elsé kvadrupolt hasznaljuk az ionforrasban keletkezett
molekulaionok pasztazasara, mellyel meghatarozhatd a kérdéses molekula tomege. Ez pozitiv
modban [M+H]", negativ médban [M-H] témeget jelent.

Enhanced Product Ion (EPI) méd: Ebben az esetben mindhdrom kvadrupélt hasznéljuk. A

QI szolgél az ismert komponens (anyaion) kivalasztasara. Kizardlag ez a komponens jut tovabb
a Q2-be, ahol az anyaion nitrogénnel iitkoztetve fragmentalodik. A keletkezett fragmensekrol
(ledanyionokrol) Q3 segitségével felvessziik a tomegspektrumot. A vegyiiletek egyedi
tomegspektruma kivaléan alkalmas a molekulak jellemzésére.

Multiple Reaction Monitoring (MRM) moéod: Ebben az esetben szintén mindhdrom

kvadrupélt hasznaljuk azzal a kiillonbséggel, hogy a Q3 nem a fragmensek pasztazasara szolgal,
hanem egy bizonyos fragmensiont sziiriink ki vele és juttatjuk a detektorba. Az MRM mdd -
vagyis amikor egy anyaiont és annak egy bizonyos fragmensét monitorozzuk - alkalmas
mennyiségi meghatarozas céljara, nagy szelektivitdsdnak kdszonhetden alacsony kimutatasi hatar

(ppt nagysagrend) érhetd el vele.
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5 EREDMENYEK

5.1 Elvalasztastechnikai modszerek fejlesztése

Doktori munkdm soran elvalasztastechnikai moddszereket fejlesztettem tovabb, illetve Uj
modszereket dolgoztam ki az arzénmodosulatok szelektiv elvalasztasara. A modszerek
tovabbfejlesztését az eddig nem vizsgalt arzénmoddosulatok rutinszerli vizsgélata kdvetelte meg,
mig az 0 mddszerek kidolgozasat az arzénspecidcioba bevezetett korszerlibb detektorok tették

sziikségessé.

5.1.1 Arzénmddosulatok meghatarozasa HPLC-(UV)-HG-AFS csatolt

rendszerrel

Az Alkalmazott Kémia Tanszéken kordbban kidolgozott elvalasztistechnikai modszerek az
anionos Asm, ASV, MA" és DMA" és a kationos AB és AC meghatarozasara korlatozédtak. Az
anionos komponensek hidridképzéses vizsgalatahoz sziikséges paramétereket Mester és Fodor
korabban mar optimaltak (MESTER, 1996). A nem hidridképz6 kationos komponensek esetében
a mintat ultrahangos porlasztassal juttattdk az AFS mérérendszerbe (MESTER, 1997). A
hidridképzéses mintabevitelen alapuldé mddszerfejlesztés soran kibdvitettem a meghatarozhato

arzénkomponensek korét az oxo-arzenocukor médosulatokra €s a kationos komponensekre.

5.1.1.1 Kationos arzénkomponensek elvalasztasanak kidolgozasa

Az irodalmi attekintésben mar emlitésre keriilt, hogy a kationos arzénkomponensek el6zetes
oxidacioés 1épés kozbeiktatdsa nélkiill nem képesek arzén-hidrid kialakitasara (2.6.3.1. fejezet),
ezért eloszor a hidridképzést megeldzden egy fotooxidacios 1épést iktattam a rendszerbe (5.

abra, 4.6.1.). Megvizsgéaltam a komponensek hidridképzési hatasfokat a hozzaadott K,S,0Os

crer

crer

azonban a nagyobb koncentracio alkalmazhatdsagéanak hatart szabott a K,S,0g oldhatosaga. Ezek

alapjan a tovabbiakban 6 m/v%-os K,S,05 oldatot hasznaltam.
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A komponensek elvalasztdsdhoz szilikagél alapu erds kationcseréld oszlopot alkalmaztam
(Alltech, Adsorbosphere). Az elvalasztas hatékonysaga fligg a molekula ionizaltsagatol, mely a
pH valtoztatasaval befolyasolhatd. Az 1. tablazatbdl lathatd, hogy a TMAO pH=3.6 alatt kation,
tehat a mozgofazis pH-jat lehetdleg ezen érték alatt kell tartani. Az AB pH=2.2 alatt kation,
felette pedig ikerionos szerkezetli, azonban az alkalmazhat6 savas pH-nak hatart szab az oszlop
pH-tirése. A TETRA ¢és az AC allandd kationok, ionos allapotuk a pH valtoztatasaval nem
befolyasolhatd. A fentiek alapjan tehat olyan puffert kell valasztani, mely pH=2 és pH=3 ko6z06tti
tartomanyban alkalmazhato. Az irodalmi adatokat alapul véve mozgd fazisként piridint
alkalmaztam, az optimalas soran a kiilonb6z6 pH-t hangyasavval 4llitottam be. Egy masik fontos
paraméter a puffer koncentracidja. Az elvalasztas optimalasat megel6zden megvizsgaltam, hogy
a piridin milyen modon befolyasolja az egyes komponensek detektalhatosagat. A vizsgalat soran
az egyes arzénkomponenseket kromatografids oszlop nélkiil, tgynevezett ’flow injection’
moddban mértem, az eluens Osszetételét valtoztatva. A 8. abran példaként az AB és az AC
mM-os piridin-formiathoz képest a 20 mM-os piridin-formiat mar jelentds jelcsokkenést idéz
eld. Lathato tovabba, hogy ez a hatdsa sokkal kifejezettebb az AB esetében. Elsddleges célom a
komponensek megfeleld elvalasztasa volt, ezért a mddszer kidolgozasa soran elsddlegesen ezt
tartottam szem el6tt, masrészrél igyekeztem az elvdlasztdst a lehetd legalacsonyabb

piridinkoncentracié mellett megvalositani.
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8. abra 50 ng/ml AB (fent) és 50 ng/ml AC (lent) érzékenysége ‘flow injection’ médban, ha az
eluens ImM-os illetve 20 mM-os piridin-formiat (pH=2.5).

A pH-t (pH=2-3) és a puffer koncentracidjat (1-100 mM) valtoztatva a leghatékonyabb
elvalasztast 2.65-6s pH és 2.5 mM-os piridin-formiat alkalmazasa esetén értem el 1 ml/perces
aramlasi sebesség mellett. A kromatogram a 9. abram lathat6. Az AB, AC, ¢és TETRA
komponensek jol elvaltak, mig a TMAO ¢és az oxo-glicerol mdédosulatok teljes elvalasztasa nem
volt megoldhatd az adott oszlopon. Az egyes komponensekre a kimutatasi hatarok 3-10 pg/l
kozott valtakoztak 100 pl-es mintabeviteli hurok alkalmazésa esetén. A legrosszabb kimutatasi
hatart az oxo-glicerol (10 pg/l) és a négy metilcsoportja miatt legkevésbé hidridaktiv TETRA (6

ng/l) esetében tapasztaltam.
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9. abra Kationcserés elvalasztads Alltech Adsorbosphere oszlopon (pH=2.65, 2.5 mM piridin-
formiat, 1 ml/perc, 100ul injektalt mintaoldat)
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5.1.1.2 Anionos arzénkomponensek elvalasztasanak kidolgozasa

A négy anionos komponens (As", DMAY, MAY, As" ) elvélasztasa kordbban forditott fazisa
ionparképzd kromatografiaval €s ioncserés kromatografiaval valosult meg. Az ioncserén alapuld
moddszer egyik hatrdnya a gradiens elucid volt, mely az oszlop regeneralasa kdvetkeztében
nagymértékben megnovelte a méréshez sziikséges id6t. A négy anionos komponens ¢€s az
arzenocukrok elvalasztasanak kidolgozasat a pKa értékek és az eddigi tapasztalatok
figyelembevételével végeztem el. Kordbbi kisérletek alapjan a komponensek elvalasztasara a
legmegfeleldbbnek a pH=5-7 tartomany bizonyult, igy ¢én is ebben a pH tartomanyban
vizsgaltam a komponensek visszatartasat. Az 1. tablazatbél lathatd, hogy a leggyengébb sav az
arzénessav, mely pH>9 esetén disszocial, ez alatt tehat nem varhat6 visszatartds az anioncserés
oszlopon. Az arzénsav pH=4 esetén HyAsO, formaban, mig pH=5-8.5 tartomanyban H,AsOy4 ¢€s
HAsO42' forméakban van jelen. A MA" esetében pH=4 koriill a CH3AsOs;H, és a CH3AsOs;H’
formak egyenld ardnyban taldlhatok meg. A pH=5-7 kozotti tartomanyban a hidrogén-metil-
arzonat a dominans. A DMA" pKa értéke 6.2, ami azt jelenti, hogy ezen a pH-n a molekulaknak
koriilbeliil fele deprotonalt, a masik fele pedig protonalt allapotban van. A fent emlitett pH
tartomanyban ezért a DMA" kismértékii visszatartasara lehet szamitani.

A dimetil-arzenocukor modosulatok savas vagy bazikus tulajdonsdggal rendelkeznek a
ribdzhoz kapcsolddo aglikon résztol fiiggden. A semleges aglikont (-O-CH,-CH(OH)-CH,-OH)
tartalmazo oxo-arzenocukor-glicerol esetén a dimetil-arzin-oxid rész savas kozegben (pH<3)
protonalodhat. Magasabb pH-n az oxo-glicerol azonban semleges, ezért az anioncseréld
oszlopon nincs visszatartdsa, meghatarozdsa kationcserés kromatografiaval torténik (5.1.1.1
fejezet). Az oxo-arzenocukor-foszfat, -szulfonat és -szulfat esetében nem taldltam irodalmi
hivatkozast a disszociacios dalland6 meghatarozasara. A dibutil-foszfat pKa=1.0 értékét
figyelembe véve feltehetden az egy savas protont tartalmazo oxo-arzenocukor-foszfat a vizsgalt
pH tartomanyban egyszeresen negativ toltésti lesz, tehat visszatarthat6 az anioncserés oszlopon.
Hasonldan az alkan-szulfonsavakhoz (R-SO;H), melyek pKa értékei rendre 1.92 (R = CHj3), 1.68
(R = C;Hs), 1.53 (R = C3H7), az oxo-arzenocukor-szulfonat és -szulfat pH=5-7 koriil szintén
deprotonalt allapotban van jelen az oldatban. A megfelelé pH beallitdisdhoz ammoénium-
valtoztatasaval a 10. abran lathato izokratikus elvélasztast valdsitottam meg, ahol az eluens pH-
ja 5.6, optimalis koncentracidja 20 mM volt. Az aramlési sebesség 1 ml/perc, az injektalt
térfogat 100 ul volt. A kimutatéasi hatarok az arzenocukrok esetén 5-10 ng/ml kozott valtakoztak,
mig a tobbi anionos arzénmodosulatra 1-5 ng/ml k6zo6tt ingadozott. A mddszer hatranya, hogy a

kationos arzénkomponensek és az oxo-arzenocukor-glicerol az arzenithez hasonldan a fronttal
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elualddnak, ezért a kationos komponensek jelenléte esetén az arzenit meghatarozasa az adott
koriilmények kozott nem lehetséges.
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10. abra Anioncserés elvalasztds Hamilton PRP-X100 oszlopon (20 mM-os NH4H,PO4 pH 5.6,
1 ml/perc, 100 ul injektalt mintaoldat)

5.1.2 Arzénmddosulatok meghatarozasa HPLC-ICPMS csatolt rendszerrel

A HPLC-ICPMS legfébb elonye - példaul a HG-AFS technikaval szemben -, hogy a
vizsgaland6 oldatban talalhat6 arzénkomponensek kozvetlenill, el6zetes derivatizacios 1épés
kozbeiktatasa nélkiil meghatarozhatdéak. Az ICPMS alkalmazasa mellett szol az is, hogy az
elemspecifikus detektdlasnak kdszonhetden a detektor minden arzénkomponensre ugyanakkora
valaszjelet ad, Ilehetdséget teremtve ezzel az ismeretlen arzénvegyiiletek mennyiségi
meghatarozasara. Az elvalasztastechnika bizonyos mértékben fiiggetlen ugyan az alkalmazott
detektaldsi modtol, azonban a detektor eldnyeit kihasznadlva érdemes az eddig alkalmazott
kromatografidas modszereket a jobb hatékonysag érdekében atgondolni és tovabbfejleszteni.
Ennek szellemében dolgoztam ki, illetve fejlesztettem tovabb az aldbbi elvalasztastechnikai

modszereket.

5.1.2.1 Kationos arzénkomponensek elvalasztasanak kidolgozasa

A modosulatok elvalasztasanak optimalasat az 5.1.1-es fejezetben targyalt szempontok

alapjan végeztem el. Az alkalmazott kromatografias oszlop ebben az esetben egy uj, az Agilent
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cég altal kifejlesztett erds kationcseréld kolonna volt (Zorbax 300-SCX). Az Adsorbosphere
oszlophoz hasonloan az allofazis moddositott szilikagél volt azzal a kiilonbséggel, hogy a
szulfonsavat egy aromas gylrli segitségével kapcsoltdk a gélhez. Az eljaras elénye, hogy a
térbeli elhelyezkedés miatt nagyobb lefedettség érhetd el, csokkentve ezzel a vizsgaland6é minta

¢s az allofazis kozott kialakuld hidrogén hidas kdlcsonhatdsok befolyasat a komponensek

crcr

|
+ |

11. abra Az Agilent Zorbax 300-SCX erds kationcseréld oszlop toltetének vazlatos rajza

Az elvalasztas kidolgozasdhoz mozgd fazisként szintén piridin-formiatot alkalmaztam,
elvalasztast valdsitottam meg. Osszehasonlitva a HPLC-HG-AFS rendszernél hasznalt
Adsorbosphere oszloppal, ebben az esetben a komponensek elvalasztasa kevesebb, mint 6t perc
alatt tortént. Az eluciés id6 ilyen mértékii csokkenthetésége és a komponensek szelektiv
elvalasztasdnak megvalosithatosaga az eludlédd  komponensek  félértékszélességének
csokkenésével magyarazhatd, melynek tobb oka is lehet. Egyrészt az allofazis Osszetételébol
eredden a masodlagos kolcsonhatdsok szerepe elhanyagolhatd, csokkentve ezzel a vizsgalt
arzénvegyliletek kenddését az oszlopon. Feltételezhetéen ezeknek a hatdsoknak tulajdonithato a
két oszlop esetén, az elucio sorrendjében tapasztalt eltérés is. Tovabba az analitikai oszlopot és a
detektort Osszekotd kapillaris csovek hossza a hidridképzéses technikdahoz képest minimalis,
mely az aramlasi sebesség novelésével és az injektalt mintamennyiség csokkentésével egyiitt
szintén csokkenti a diffuziobol eredd csucsszélesedést. A kimutatasi hatar AB, AC és TETRA
esetén 0.5 ng/ml, mig oxo-arzenocukor-glicerol ¢s TMAO esetén 1 ng/ml volt. Annak ellenére,
hogy az ICPMS érzékenysége minden arzénkomponensre azonos, a kromatografia miatt az egyes
modosulatokhoz tartozé csucsok magassaga és ezzel egylitt félértékszélessége eltérd lehet, mely

kiilonb6z6é kimutatdsi hatarokat eredményez. Ezt a 12. dbra is jol szemlélteti, ahol az oxo-

crc
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12. abra Kationcserés elvalasztas Agilent Zorbax 300-SCX erds kationcseréld oszlopon (pH 2.6,
20 mM-os piridin-formiat, 1.5 ml/perc, 20ul injektalt mintaoldat)

5.1.2.2 Anionos arzénkomponensek elvalasztasanak kidolgozasa

A HPLC-ICPMS vizsgalatokhoz az 5.1.1.2-es fejezetben bemutatott elvalasztastechnikai
moédszert alkalmaztam azzal a kiilonbséggel, hogy a mozgdfazis aramléasi sebességét 1.5
ml/percre noveltem, az injektalt mintaoldat mennyiségét pedig 20 pl-re csokkentettem. Az igy
kapott elvalasztast a 13. abra szemlélteti. A kimutatdsi hatarok 0.5 ng/ml és 5 ng/ml kozott
valtakoztak, mely kiilonbség szintén a komponensekhez tartozd csticsok eltérd

félértékszélességébdl kovetkezik.
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13. abra Anioncserés elvalasztas Hamilton PRP-X100 oszlopon (20 mM-os NH4H,PO4 pH 5.6,
1.5 ml/perc, 20 ul injektalt mintaoldat)
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Miutan  2004-ben  tio-arzenocukrokat azonositottak tengeri kagylok szoveteibdl
(SCHMEISSER, 2004), felmeriilt az igény egy olyan kromatografids technika irant, mely
alkalmas a négy tio-arzenocukor szelektiv meghatarozasara. Az oxo-arzenocukrok esetében
lathattuk, hogy az eltérd aglikon rész lehetdséget teremt a komponensek elvalasztisara
anioncseréld oszlopon. Amint azt az 1. abra is mutatja, az oxo-cukrok és azok tio-analog
vegyliletei azonos oldallancokat tartalmaznak, az eltérés a riboz 6tés szamu szénatomjan
talalhato dimetil-arzénhez kettds kotéssel kapcsolddo oxigénben illetve kénben van. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy a tio-arzén modosulatok a megfeleld elvalasztastechnikai modszerrel
egymas mellett szelektiven meghatarozhatok. Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a tio-arzén
specieszeket anioncseréld oszlopon szokatlanul nagy retencids id0 jellemzi. A megndvekedett
retenci6 feltehetéen a komponensekben taldlhatdé As=S kotésbdl eredd apolarisabb jellegbdl
adodik. Ezaltal a kéntartalmi arzenocukrok visszatartisaban az ioncsere mellett a hidrofob
kolesonhatasok is szerepet jatszanak. Ezt a feltételezést tamasztja ala a tio-arzenocukor-glicerol
nagy retencios ideje is, hiszen korabban mar lattuk, hogy az azonos oldallanccal rendelkezd oxo-
arzenocukor-glicerol azonos koriilmények kozott nem rendelkezik visszatartassal az anioncseréld
oszlopon. A mozg6 fazis metanoltartalmanak novelésével a retencios idok tovabb csokkenthetdk.
Az éltalam alkalmazott elvalasztast a 14. abra szemlélteti, melyen tathatd, hogy a komponensek
15 perc alatt elvalaszthatok egymastol. Az elvalasztashoz 20 mM-os NH4HCO; puffert
hasznaltam (pH 10.3) egy rovidebb (100 mm) Hamilton PRP-X100 anioncseréld oszlopon. Az

eluens 3% metanolt tartalmazott. A tobbi komponens ebben az esetben a fronttal elualddott.

9000 ~ tio-foszfat

tio-szulfonat

5000 - 0XO- tio-szulfat

4000 -arzenocuko
analogok

Intenzitas

0 \

0] 5 10 15
Retencios id6 (perc)

14. abra Tio-arzenocukrok elvélasztasa Hamilton PRP-X100 oszlopon (20 mM-os NH,sHCO;,
pH=10.3, 1.5 ml/perc, 20 ul injektalt mintaoldat)
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5.1.3 Arzénmoddosulatok meghatarozasa HPLC-ESMS/MS csatolt rendszerrel

A standard oldatok hidnya és az elemspecifikus detektorok hidnyossagai miatt az arzén
modosulatanalitikdja egyre inkdbb megkdveteli az olyan detektalasi modszerek alkalmazésat,
melyek lehetévé teszik a komponensek szerkezeti vizsgalatat és mennyiségi meghatarozasat
egyarant. Erre alkalmasak az ugynevezett lagy ionizaciés technikak, ahol a molekuldkat bomlas
nélkil ionizaljuk, majd a tomegspektrométerbe juttatjuk. Doktori munkdm egyik részeként egy
1j, HPLC-ESMS/MS csatolt rendszer alkalmazhatdsagat vizsgéltam. Eltéréen az eddig
ismertetett kapcsolt technikaktol mind az elvalasztas mind a detektélas terén kevés informacié all
rendelkezésre az arzénkomponensek meghatarozasdhoz, rutinszerii alkalmazéasa egyenlére még
nem megoldott. Ezért ebben a fejezetben egyardnt részletesen kitérek a detektalasi,
elvalasztastechnikai, valamint a mintatisztitasi paraméterek optimalasara és néhany validalasi

paraméter ismertetésére.

5.1.3.1 Detektalasi paraméterek optimalasa

A detektalasi paraméterek optimaldsa soran két paraméter sereget kiilonboztetiink meg. Egyrészt
vannak az ionforras paraméterek, melyek optimalis értékei tobbek kozott az eluens dsszetételétdl
¢s aramlasi sebességétdl fliggben valtoznak. A valtozok masik csoportja a komponensfiiggd
paraméterek, melyek minden egyes meghatarozando vegytilet esetében eltéroek, azokat minden
molekuléra kiilon optimdlni kell. Az optimalandé paramétereket a 6. tablazatban foglaltam
Ossze. A komponensfiiggd paraméterek mellett azok angol elnevezéseibdl szarmaztatott
roviditéseit is feltiintettem. Az optimalas soran a mintabevitel minden esetben infizidval tortént,
mely sordn a vizsgalandé molekulét tartalmazé standard oldatot kis aramlasi sebességgel (5-25
ul/perc) folyamatosan juttattam be a tomegspektrométerbe, lehetoséget teremtve a paraméterek

modositasa soran a jelben bekovetkezd valtozas folyamatos nyomon kdvetésére.

6. tablazat Az optimaland6 paraméterek az ESMS/MS esetén

Ionforras paraméterek Komponensfiiggé paraméterek
o ionforras fesziiltség (V) e  declustering potencidl - DP (V)
J fliggdny gaz (psi) o  {itkdzési cella belépd potencial - CEP (V)
o porlasztd gaz (psi) e  litkdzési energia - CE (eV)
o szaritd gaz (psi) o  itkdzési cella kilépo potencial - CXP (V)
o hémérséklet (°C) e  belépd potencial - EP (V)
. porlaszto ti pozicidja (mm)
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5.1.3.1.1 Ionforrdas paraméterek
Elészor az ionforrds paraméterek optimalasat végeztem el arzenobetainnal (modell oldat) Q1

modban. Irodalmi adatokra tdmaszkodva pozitiv ([M+H]") ionizaciét alkalmaztam. Mivel a
modszerkidolgozas ezen korai szakaszaban még nem allt rendelkezésemre elvalasztastechnikai
madszer, az optimalashoz egy modell mozgofazist hasznaltam (20% metanol, 1% HCOOH, 0.8
ml/perc), mely 1 pg/ml AB-t tartalmazott. Az oldatot infuzidés technikdval juttattam a
tomegspektrométerbe. A kromatografias modszer kidolgozasat kdvetden a paramétereket az
optimalt elvalasztashoz hangoltam. Az optimalt ionforrds paramétereket a 7. tablazat
tartalmazza. A porlaszté gaz az apro folyadékcseppek kialakitdsaban jatszik szerepet, értéke
nagymértékben befolyasolja az egyenletes €s stabil permet létrehozasat. A szaritd gaz ¢és a
hémérséklet egyarant a keletkezett cseppek elparologtatdsat segiti eld, optimalasuk sordn egy
megfeleld kombindcid elérésére kell torekedniink. A legjobb érzékenység abban az esetben
érhetd el, mikor a mozgofazis kozel teljes mértékben elparologtathatd. A kismértékii porlasztas
az érzékenység csokkenését, mig a magas gazaram és homérséklet a jel/zaj arany novekedését
eredményezheti. A fliggony gdz védelmi funkciot lat el, mely sordn az esetlegesen kialakuld
nagyobb folyadékcseppek deklaszterizalasaval megeldzi illetve minimalis szintre csokkenti az
ionoptika elszennyezO0dését. Az optimalds soran azt a lehetd legnagyobb értéket allitottam be,

amely még nem okozott intenzitasveszteséget.

7. tablazat Optimalt ionforras paraméterek

Ionforras paraméterek Optimalt érték
e ionforras fesziiltség (V) 5500
o fliggdny gaz (psi) 45
e porlasztd gaz (psi) 50
e szaritd gaz (psi) 45
o homérséklet (°C) 550

5.1.3.1.2 Komponensfiiggo paraméterek
A komponensfiiggd paraméterek optimaldsa soran a késziiléket EPI modban ¢s MRM moddban

hasznaltam. Els¢ 1épésként minden egyes arzénkomponensrdl meghatarozott {itkdzési energia
mellett felvettem egy EPI spektrumot, mely az anyaion fragmentacidja soran keletkezett
termékionokat tartalmazza. Ezzel a mddszerrel meghataroztam azoknak a fragmenseknek a
csoportjat, melyek megfeleld intenzitassal keletkeznek és kivaldan jellemzik a kiindulasi
molekulat. Példaként a 15. abran az AB EPI spektruma lathato. Az dbran a hét legintenzivebb és
legjellemzdbb fragmension szerkezeti képletét is feltiintettem. Az AB fragmentalasahoz és a

spektrum felvételéhez 35 eV {itkozési energiat alkalmaztam. Ez az energia elegend6 volt az AB
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nagyobb mértékii hasitdsdhoz, tovabba a kisebb energiat igényld hasitasok végtermékei mellett a

kiindulasi molekula is lathatd, teljes képet adva ezzel a lehetséges fragmensekrol.
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15. abra Az arzenobetain EPI spektruma

Az 1itk6zési energiat valtoztatva a kiilonboz6é fragmensek egymaéshoz viszonyitott aranya is

valtozik. Mennyiségi vizsgalatok esetén az optimalis iitkzési energia az az energia, mellyel a

kivant fragmens intenzitasa a legnagyobb. Ezért az optimalds soran MRM modban minden egyes

fragmensre adott valaszjelet megvizsgaltam az {itk6zési energia fiiggvényében. Az iitkozési

energia optimalasat a 16. abra szemlélteti.
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16. abra Az arzenobetain fragmenseinek intenzitdsa az {itk6zési energia fliggvényében

A fenti abran lathatd, hogy az egyes fragmensek intenzitdsanak maximuma kiilonbozo

itkdzési energian van. Minden esetben az elsé szam az anyaion tomege, a masodik pedig a
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keletkezett fragmension tomege. A késObbiekben ezt a jelolést alkalmazom a tobbi
arzénkomponens esetében is. A 16. abra alapjan kivalasztottam a két legintenzivebb fragmenst,
¢és a tovabbiakban ezek monitorozasaval végzem az AB detektalasat. A 6. tablazatban lathato,
hogy az iitkozési energia mellett tovabbi négy optimalandé paraméter is szerepel. Ezeket az
iitkdzési energidhoz hasonldéan minden egyes atmenetre optimaltam (17-18. abrak). Lathato,
hogy mig a declustering potencial esetében egy jol definialhaté optimum gorbét kapunk, addig a
belépési potencidl esetében tobb optimuma is lehet a gorbének. Az {itkozési cella kilépd és
belépd potencial esetében szintén egyértelmiien meghatarozhat6 az optimum érték. Ezekben az
esetekben azonban az optimumtdl valé kisebb eltérés (foleg negativ irdnyba) is nagyobb mértékii

intenzitascsokkenést eredményezhet.
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17. abra Az AB atmeneteinek intenzitasa a declustering és a belépési potencial fiiggvényében
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18. abra Az AB atmeneteinek intenzitasa az litkdz¢ési cella kilépd és belépd potencial
fliggvényében
A fent bemutatott optimalasi folyamatot minden egyes arzénkomponens esetében elvégeztem,
majd az optimadlt paramétereket bedllitva kivalasztottam a két legintenzivebb

anyaion—>fragmension atmenetet. A két atmenet monitorozasanak sziikségszeriiségére a
késébbiekben még részletesen kitérek. Az optimalt komponensfiiggd paramétereket a 8.

tablazatban foglaltam Ossze. A tablazat és a fenti abrdk is azt mutatjak, hogy az anyaion
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fragmentalodasi képességét és a képzddott fragmensek intenzitasat legjobban az iitkdzési energia

befolyasolja.

8.tablazat Komponensfiiggd paraméterek ESMS/MS detektalas soran

DP CE CEP CXP EP

Modosulatok Atmenetek (V) (V) (V) (V) (V)
DMA 139—91 31 30 31.9 4
139—89 31 18 31.9

MA 141—123 31 17 31.9
14191 31 30 31.9
AB 179—120 39 27 15
179—105 39 36 43
TMAP 193120 43 32 10
193—105 43 40 62
TMAO 137—107 39 30 10
137—89 39 40 60
AC 165—>121 35 25 21
165—147 35 25 18
TETRA 135—120 38 24 15

135—103 38 38 45
oxo-arzenocukor- 329237 44 23 25

W W W W W W W W [\
B T T S T T S S N S A S S S S S S L T S T S = T = T ST S N SN N

glicerol 329-»195 44 32 12
oxo-arzenocukor- 483237 49 38 41.8

foszfat 483329 49 33 41.8
oxo-arzenocukor- 393597 58 29 393
szulfonat 393237 58 23 39.3
oxo-arzenocukor- 409—329 50 11 39.7

szulfat 40997 50 30 39.7
tio-arzenocukor- 345597 35 30 37.9
glicerol 345253 35 16 37.9 3.5
tio-arzenocukor- 49997 62 42 42.4 2
foszfat 4995253 62 26 42.4 4
tio-arzenocukor- 409—97 35 30 39.7 2
szulfonat 409253 35 16 39.7 2.5
tio-arzenocukor- 425597 35 30 40.2 2
szulféat 4255253 35 16 402 25

A viérakozédsoknak megfelelden a DP értéke modosulatonként kiilonbozik, azonban az egy
anyaionhoz tartozé fragmensionok esetében megegyezik. Ennek magyarazata, hogy a DP a
skimmer és az orifice tanyérok kozotti (6. abra) potencialkiilonbséget jeloli, melynek feladata az
ionforrasban a vizsgaland6 molekuldhoz esetlegesen kotddd oldoszer molekuldk minimalis
szintre csokkentése. Tul nagy DP alkalmazasa a vizsgdlandd molekula ionforrasban torténd
hasadasat eredményezheti, csokkentve ezzel a Q1-be jutd anyaionok szdmat. A CEP a QO ¢és az
1Q2 kozott fellépd potencial kiillonbség (6. abra), mely a kivant ion iitkozési cellaba vald

bejutasat szabalyozza. Az optimalis CEP esetén az anyaion bejutasanak hatasfoka a legnagyobb,
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megnovelve ezzel a fragmentalhatd ionok mennyiségét. A CXP a keletkezett fragmensek
gyorsitasara szolgal a Q3-ba. Az optimalis érték esetén a fragmensionok a legjobb hatasfokkal
érik el a Q3-at, majd a detektort. Tovabbi munkdmban a HPLC-ESMS/MS vizsgélatok sordn a 8.

tablazatban feltintetett beallitasokat alkalmaztam.

5.1.3.2 Kationos arzénkomponensek elvalasztasanak kidolgozasa

A detektalasi paraméterek optimalasat kovetden az arzénmoddosulatok elvalasztasanak
kidolgozasat végeztem el. Az ES ionizacid soérzékenysége miatt az AFS és ICP-MS detektalas
esetén alkalmazott mozgo6fazisokat illékony pufferekkel kellett helyettesitenem. A mozgo6fazis
sotartalma konnyen kirakodhat az ionforrasra és a konuszra. Ezen okokbol 1j kromatogréafias
mobdszereket fejlesztettem ki a 15 arzénvegyiilet elvalasztasara. Kationos arzénkomponensek
elvalasztasdhoz a kordbban mar bemutatott Agilent, Zorbax 300-SCX erds kationcseréld
oszlopot alkalmaztam. Illékony mozgofazisként a hangyasavat (pKa 3.8) valasztottam, mely
pH=2.8-4.8 kozott alkalmazhatd. A pH-t ammoniaval allitottam be. Az eluens ionerdsségének és
pH-janak optimalasat az 5.1.1 fejezetben targyalt szempontokat figyelembe véve végeztem el.
Az optimalis eluens koncentracié 200 mM, mig az optimalis pH=2.8 volt. Ismert, hogy a szerves,
illékony olddszerek elénydsen befolyasoljak az érzékenységet ESMS detektalas esetén. Azonban
ezek sok esetben - féleg, ha apolaris szerkezet is jellemzd a molekuldra - a retencidt is
befolyasolhatjak. Ezért a mozgd fazis szerves oldoszertartalménak az elvalasztasra és az
érzékenységre gyakorolt hatasat egyardnt érdemes megvizsgalni. Munkdm soran a mozgd
fazishoz szerves oldoszerként metanolt hasznaltam. A kidolgozott elvalasztastechnikai modszert
alkalmazva az eluenshez kiilonb6z6 ardnyban metanolt adagoltam, majd a metanol

crcr

bekovetkezo valtozasokat. A 19. abra ezeket az 0sszefiiggéseket szemlélteti.
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19. abra Az arzénkomponensek retencios idejének (fent) és intenzitdsanak (lent) valtozasa az
eluens metanoltartalméanak fliggvényében kationcserés elvalasztas esetén

A metanoltartalom - retencios 1d0 0sszefliggések alapjan lathatd, hogy a magasabb metanol

koncentracio hatasara a retencios idok rovidiilnek, ezzel rontva a felbontast. Ez azonban az ES-

MS/MS detektalasi moddszer esetén nem jelent problémat, mivel a szelektivitist nem az

elvalasztas, hanem a szelektiv d&tmenetek detektalasa biztositja. A metanoltartalom novelésével a

kromatografids id6 rovidiil, mely a magasabb metanol koncentracié alkalmazasa mellett szol. A

nagyobb érzékenység miatt a 30 % metanoltartalmat valasztottam optimumnak. A metanol

koncentraciojanak tovabbi ndvelését azonban nem tartottam célszertinek, mivel a cstcsok

annyira O0sszecsusznak, hogy esetlegesen a matrixtol vald elvalasztast teszi lehetetlenné. Az

optimalt elvalasztas a fentiek alapjan a 20. abran lathat6, komponensenként két atmenettel.
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20. abra Izokratikus kationcserés elvalasztas Agilent Zorbax 300-SCX erds kationcseréld
oszlopon (pH 2.8, 200 mM-os ammonium-formiat, 30% metanol, 0.8 ml/perc, 50 ul injektalt
mintaoldat)

5.1.3.3 Anionos arzénkomponensek elvalasztasanak kidolgozasa

Az anioncserés elvalasztds optimdldsa soran ugyanazt a gondolatmenetet kovettem, mint a
kationcsere esetében. A modosulatok elvalasztasat 250 mm x 4.1 mm-es Hamilton PRP-X100
erés anioncseréld oszlopon végeztem el, melyhez illékony NH4sHCO; puffert hasznaltam. Az
utobbi években a tio-arzenocukrok kornyezeti €s élelmiszeripari mintakbdl torténd vizsgalata
egyre inkabb az érdeklddés kozéppontjaba keriilt. Kémiai tulajdonsdgukbol kifolyolag
meghatarozasuk HPLC-ICPMS technikaval csak kiilon kromatografids modszerek alkalmazésa
esetén volt megoldhato. A HPLC-ESMS/MS moddszer fejlesztése sordn egy olyan
elvalasztastechnikai megoldas kidolgozasara torekedtem, mellyel lehetdség nyilik az oxo- és tio-
arzenocukrok egyidejli meghatdrozasara. Az elvélasztds azonban izokratikus eluciéval nem
megoldhato, igy mindenképpen sziikséges volt egy gradiens program kidolgozasa. Az anionos
komponensek esetében az eluens metanoltartalmanak hatasat a 21. dbra mutatja. A standard
oldatok kis mennyisége miatt a metanol tio-arzenocukrok intenzitasara €s retencidjara gyakorolt
hatasat nem vizsgaltam. A 21. abran lathatd, hogy a retencids id6k kozotti kiilonbség a metanol
mennyiségének novelésével kismértékben ugyan, de csdkken. Erdekes, hogy az MAY és az oxo-
arzenocukor-szulfat helyet cserélnek, ami feltehetéen annak koszonhetd, hogy a metanol
retenciocsOkkentd hatdsa az arzenocukor esetén jobban érvényesiil. Hasonld jelenség figyelhetd
meg a DMAY és az oxo-arzenocukor-foszfat esetében is. Sajnos a metanoltartalom novelésével

az anionos komponensek ionizacidja nem javul. Bar a DMAY a legérzékenyebben kimutathaté
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moédosulat, ebben az esetben erre a komponensre a legkifejezettebb a metanol negativ hatasa. Az
abra alapjan az optimalis metanoltartalomnak a 10%-ot valasztottam, mivel a DMA" és az oxo-
arzenocukor-foszfat a 10 %-os metanoltartalom esetében jobban elvaltak egymastol, mint 5 %
metanoltartalom esetén, tovabba az oxo-arzenocukor-szulfonat a 20 %-o0s metanoltartalomhoz

képest szintén jobban elvalaszthato a DMA-tol.
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21. abra Az arzénkomponensek retencids idejének (fent) €s intenzitasanak (lent)
véltozasa az eluens metanoltartalméanak fiiggvényében anioncserés elvalasztas esetén

A DMAY, MAY, oxo- és tio-arzenocukor komponensek egyidejli meghatarozasahoz
kétlépéses gradiens elucidés programot fejlesztettem ki. Az elsé Iépésben az NH4HCO;
koncentraciojat nyolc perc alatt 20 mM-r6l 100 mM-ra ndveltem meggyorsitva ezzel a MA" és
metanol koncentracioja 10 %-rol 50 %-ra novekedett - a tio-arzenocukrok elvalasztdsa miatt volt

sziikséges. A megndvelt metanoltartalom nagymértékben csokkentette ezen komponensek
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retencids idejét. Ahogy mar emlitettem, a metanoltartalomnak a tio-arzenocukor komponensek
jelképzésére gyakorolt hatasat nem vizsgaltam. A vizsgalat elvégzését jelen koriilmények kozott
nem is tartottam sziikségesnek, mivel az 50 % metanoltartalom elengedhetetlen feltétel ezen

komponensek eluciojahoz. Az elvalasztast a 22. abra szemlélteti arzénmodosulatonként két

atmenettel.
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22. abra Anioncserés elvalasztas és gradiens program Hamilton PRP-X100 erds
anioncseréld oszlopon (pH 8.25, 20-100 mM-os NH4HCO3, 10-50 % MeOH, 0.8 ml/perc,
50 pl injektalt mintaoldat)

Lathatd, hogy az egyes arzénmodosulatok esetében a két-két atmenet kiillonbozo intenzitassal
képzodik. Ezaltal az érzékenység nem csak modosulatonként, hanem atmenetenként is valtozo.
A MA kivételével (5 ng/ml) az egyes arzénmodosulatok kimutatasi hatara 0.01-0.3 ng/ml kozott
valtozott, mely joval az eddig ismertetett csatolt technikdk kimutatasi hatara alatt van. Mind a
kationcserés, mind az anioncserés kromatogramokon lathato, hogy ellentétben az AFS és ICPMS
detektalasi modszerekkel az ESMS esetében a komponensek szelektiv meghatarozasahoz
elézetes kromatografias elvalasztis nem feltétlen sziikséges. A kiilonbozd 4atmenetek
monitorozasa révén az oszlopon koeludléddé komponensek mennyiségi és mindségi

meghatarozasa nem jelent problémat. Ez esetben azonban jogosan vetddik fel a kérdés, hogy

76



Csatolt technikak fejlesztése és alkalmazasa arzénmodosulatok meghatarozasara

akkor mégis miért van sziikség elvalasztastechnikai modszerekre? Mar emlitettem, hogy az
ESM/MS technikak sokkal érzékenyebben reagalnak a mintamatrixra, mint a mar korabban
bemutatott elemszelektiv detektorok. A kromatografids elvalasztas révén az arzénmoddosulatok
nem csak egymastol, hanem a holttérfogattal elualoddé matrixkomponensektdl is elvéalaszthatok.
Ezért az elvalasztastechnikai modszer kidolgozasa soran az egyik f6 szempont a koran elualodé
specieszek minél jobb visszatartasanak elérése. Tovabba az dtmenetek monitorozasan alapuld
detektalas kovetkeztében a komponensek nem megfeleld elvalasztisa az arzénmodosulatok téves

azonositasahoz vezethet.

5.1.3.4 A nem megfelel6 elvalasztasbol eredo azonositasi hibak

Eléfordulhat, hogy az arzénmoédosulatok bizonyos csoportjai, mint példaul az oxo- vagy tio-
arzenocukrok egymashoz nagyon hasonl6 fragmentacios viselkedést mutatnak. Az azonositasban
fellépd hibak kikiiszobolhetok egy masik jellemz6é fragmension monitorozasaval. A kevésbé
érzékeny fragmension detektaldsa azonban egyiitt jar a kimutatdsi hatdr romlasaval. Ezzel
szemben a komponensek megfeleld elvalasztidsa esetén nem kényszeriiliink kompromisszumos
megoldasra. A kovetkezOkben harom olyan egyedi esetet mutatok be, ahol a pontos azonositas

érdekében a detektalast megeldz6en mindenképp sziikség van a vizsgalt arzénmodosulatok

elvalasztasara.

5.1.3.4.1 Oxo-arzenocukor-glicerol és oxo-arzenocukor-szulfat helytelen azonositasa

El6észor is vizsgaljuk meg a két szoban forgd arzénmddosulatot (23. abra).
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23. abra Az oxo-arzenocukor-glicerol (balra) és -szulfat (jobbra) fragmensionjai
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A 23. abra a két komponens szerkezeti képletét és jellemzO fragmentéacios viselkedését
mutatja. Lathatod, hogy az oxo-glicerol molekulatdmege pozitiv ionizaciés modban ([M+H]")
m/z=329. A komponensfiiggd paraméterek optimaladsa alapjan a két legintenzivebb ¢és
legjellemzdbb fragmensionja az m/z=237 illetve az m/z=195. Az oxo-szulfat anyaionja protonalt
allapotban m/z=409. A molekula hasitasa soran az egyik legintenzivebb fragmension az -SO;
csoport leszakadasat kovetden visszamaradt m/z=329-es tomegii molekulaion, mely pontosan
megegyezik az oxo-glicerol protonalt alakjaval. Az alabbi abran (24. abra) az oxo-arzenocukor-

glicerol és -szulfat elvalasztasa lathato.
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24. abra Oxo-arzenocukor-glicerol és -szulfat elvalasztasa anioncseréld oszlopon

Az alkalmazott moédszer a kordbban emlitett gradiens elucid, ahol az oxo-glicerol a
holttérfogattal elualodik. Lathaté azonban, hogy az oxo-szulfat retenciojanal ismét megjelenik az
oxo-glicerol két jellemz6 atmenete. A jelenség azzal magyarazhatd, hogy az elvélasztas soran a
13 percnél megjelend oxo-szulfat egy része mar az ionforradsban fragmentalodik, elveszitve az -
SOs csoportot. Ezaltal az ionforrasban keletkezett m/z 329 molekulatomegli fragmension
anyaionként jut a késziilékbe, majd az litkozési cellaban tovabb fragmentalédva az oxo-glicerolra
jellemzd fragmensionok keletkeznek. Amennyiben a két emlitett arzenocukor modosulatot a
detektalast megel6zen nem valasztjuk el megfelelden, az oxo-arzenocukor-szulfatot tartalmazo
mintaban jelentds mennyiségli oxo-arzenocukor-glicerolt is detektalunk annak ellenére, hogy

nincs jelen a mintaban.
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5.1.3.4.2 Az oxo-szulfat és a tio-szulfonat helytelen azonositdasa
Nem megfeleld elvalasztas esetén az oxo-arzenocukor-szulfat nem csak az oxo-arzenocukor-

glicerollal, hanem a tio-arzenocukor szulfonattal is konnyen Osszetéveszthetd. Ehhez ismét

vizsgaljuk meg a két arzénmodosulat szerkezetét.
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25. abra Oxo-arzenocukor-szulfat (balra) és tio-arzenocukor-szulfonat (jobbra)
fragmensionjai

Az oxo-szulfdit m/z=329 fragmensionja mellett a masodik legintenzivebb fragmens az
m/z=97, mely az oldallanc és a dimetil-arzén rész szakaddsat, valamint vizkilépést kovetden a
visszamaradt riboz gytriit jelenti. A tio-szulfonat molekulatomege megegyezik az oxo-szulfattal,
mivel az oxigén helyett a dimetil-arzén csoporthoz kettdskotéssel kapcsolodo kén 16-tal novel,
mig az oldallancon az eggyel kevesebb oxigén 16-tal csokkenti a molaris tomeget. A tio-
szulfonat jellemzd fragmensei az m/z=253 valamint az oxo-szulfat esetében is megtalalhatod
m/z=97. Mivel az m/z=97 fragmension mindkét arzénmodosulat fragmentacidja soran
keletkezik, elvalasztas hidnyaban a 409->97-es atmenet monitorozasakor nem tudjuk biztosan
eldonteni, hogy az mely arzénmoddosulatbol ered. A komponensek kromatografias
elvalasztasaval és két jellemzd fragmension egyidejii monitorozasaval az azonositasbol eredd

hiba elkeriilheto.

5.1.3.4.3 A DMA" és MA" helytelen azonositisa
Az egyszeresen ¢és kétszeresen metildlt arzénmoddosulatok szerkezete és ebbdl kifolyolag

molekulatdomege kozott szintén olyan kicsi az eltérés, hogy az arzenocukrokhoz hasonléan
ESMS/MS vizsgalatukat megelézoen sziikség van a komponensek elvalasztasara. A specieszek
jellemzd fragmenseit a 26. abra mutatja. Az MA" szerkezetéhez képest a DMA" egy hidroxil
csoport helyett egy metilcsoportot tartalmaz, ezaltal a molaris tomege kettével kevesebb.
Lathato, hogy a jellemzd fragmensionjaik tomegében az eltérés szintén kettd, ami 6nmagaban

nem okozna problémat a detektdlds soran.
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26. abra Az MA" (balra) és DMA" (jobbra) fragmentacija

A 27. abra a DMA" és az MA" elvalasztasat szemlélteti, mely soran a fent bemutatott két-két
jellemzd fragmensiont detektadltam. Mindkét arzénmodosulat esetében a bevitt minta
koncentracioja 50 ng/ml volt, ami jol szemlélteti az ionizacios képességiikben tapasztalhatd
kiilonbséget. Lathato, hogy a DMA" retencids idejével megegyezéen az MA" mindkét dtmenete
megjelenik. A magyarazat az arzenocukrok esetében tapasztaltakkal szemben kissé eltérd. Az
ionforrasban bekovetkez$ fragmentéacio elvethetd, mivel a DMAY molekulatomege a kisebb. Az
anyaion ¢és a fragmensionok szerkezetét vizsgalva a lehetséges magyarazat a szén természetes
izotopeloszlasaban keresendd, miszerint a '*C : '°C aranya 98.9:1.1 (IUPAC, 1991). Feltételezve,
hogy a DMA" esetében az arzénhez kapcsolodd két szénatom a °C izotop, a vegyiilet
molekulatdmege kettdvel nagyobb, tehat m/z=141. Az els6 fragmentacios 1épés soran a DMA"
egy vizet veszit, ezaltal az eredeti két szénatom megmarad. A vizvesztés kovetkeztében két C-
at tartalmazo6 fragmension keletkezik (m/z=123), tehat a monitorozott 141->123-es atmenetre
jelet fogunk kapni. Nagyobb energiakozlés esetén az m/z=121-es ion tovabb hasad és hasonloan
az MA"-hoz arzén-oxid (m/z=91) keletkezik, mely megmagyarizza a 141>91-es atmenetre
kapott jelet a DMA" retencios idejénél. Az elméletet alatdmasztja az is, hogy a hat perces
retencios idonél detektalt 139>121 és a 141> 123 atmenetekhez tartozo cstics alatti teriiletek
aranya szintén megegyezik a szén természetes izotopeloszlasaval. A két speciesz ionizacios
hatasfoka kozti kiilonbség olyan nagymértékii, hogy azonos koncentracional az 1%-ban C-at

tartalmaz DMA "-ra kapott jel 5sszevethetd mértékii az MA" jelével.
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27. abra Az MA" és DMA" detektalasa anioncserél oszlopon
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5.2 Kornyezeti mintak arzénspeciacios elemzése

5.2.1 Tengeri eredetii élelmiszerek arzénspeciacios elemzése HPLC-UV-HG-

AFS rendszerrel

Az irodalmi bevezetoben mar emlitettem, hogy a tengeri szervezetek képesek az arzént nagy
mennyiségben felhalmozni, és az emberi szervezet szamara nem mérgez0 formava alakitani.
Szamos tanulmany foglalkozott a tengeri él6lényekben talalhatd arzénkomponensek mindségi és
mennyiségi meghatarozasaval. Azonban a metabolizacios folyamatok lejatszodasa €s a tengeri
¢lolények altal akkumulalt arzénmodosulatok mindsége fiigg a vizsgalt fajtol, illetve a
taplaléklancban betoltott szerepétdl. Ezen feliil meghatarozd tényezok az adott teriilet 6kologiai
jellemzdi, melyek szoros Osszefliggésben vannak a tenger fizikai és kémiai paramétereivel.

Az eddig vizsgalt tengeri él6lények féként az Eszaki-tengerbdl, a Balti-tengerbdl, az Atlanti-
és Csendes-6ceanbol szarmaztak. Jelen fejezetben az Egei-tenger térségében talalhatd, emberi
fogyasztasra szant kagyld- és halmintdk arzénspeciacids elemzésének eredményeirdl szamolok
be. A vizsgalat f6 célja a tengeri €l6lények fogyasztasabol eredd, a gordg lakossdg egészségét
veszélyeztetd kockdzat felmérése a vizsgalt egyedekben taldlhatd arzénmoddosulatok
meghatarozasan keresztiil. Ennek fényében megvizsgaltam, hogy az ¢éldlények teljes
arzéntartalma és arzénmodosulatainak eloszlasa a mintavétel helyétdl fiiggden miként valtozik.
Emlitettem, hogy a modosulatanalitikai vizsgélatok sarkalatos pontjai a mintaeldkészités, illetve
a kinyerés hatékonysdganak ndvelése. Megvizsgaltam, hogy van-e 0Osszefliggés a mintak

zsirtartalma és a kinyerhet6 arzénkomponensek mennyisége kozott.

5.2.1.1 Mintavétel

A mintavétel helyszineit a 28. dbra szemlélteti. A vizsgalat targyat képezd éldlényeket €s
mintavételi helyiiket a 9. tablazat tartalmazza. A mintavétel soran a gordg lakossdg korében
leginkébb fogyasztott tengeri kagylokra €s halakra koncentraltam. A kagylomintak legnagyobb
hanyada a Thermaikos 6bolbdl szdrmazik, ahol a piacra keriild kagylok 42%-4at tenyésztik. A
tenyésztés az oblokben természetes koriilmények kozott torténik. A tengeri siillék és a tengeri
keszegek tenyésztése a halfarmok termelésének 43 illetve 50 %-at teszik ki. Tovabba a gorog
lakossag tobb, mint 40%-a rendszeresen fogyaszt szardellat, illetve szardiniat. A mintékat a

mintavételt kovetden rogton lefagyasztottak, majd liofilezték és homogenizaltak.
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28. abra Mintavételi helyek

9. tablazat A vizsgalt kagylo és halmintak szarmazasi helyei és mennyiségei

Mintak Mintavétel helye mell‘:[li;it:ége
Kagylok
Kagylo 1 Thermaikos 6bol, Halasta 1 70 darab
Kagylo 2 Thermaikos 6bdl, Halasta 2 70 darab
Kagylo 3 Thermaikos 6bol, Imathia 70 darab
Kagylo 4 Thermaikos 6bdl, Pieria 80 darab
Kagylo 5 Saronikos 6bol, Elefsis 75 darab
Kagylo 6 Thermaikos 6bdl, Vespasianou 80 darab
Halak
Szardella 1 Thermaikos 6bol, Thessaloniki 3 kg
Szardella 2 Kavala 6bol, Kavala 3 kg
Szardella 3 Saronikos 6bol, Piraeus 3 kg
Szardella 4 Thermaikos 6bol, Thessaloniki 3 kg
Szardella 5 Pagasitikos 6bdl, Volos 3 kg
Szardinia 1 Saronikos 6bol, Piracus 3 kg
Szardinia 2 Saronikos 6bol, Piracus 3 kg
Szardinia 3 Dél-Evoiikos 6bol, Piraeus 3 kg
Tengeri stigér 1 Korinthiakos 6bol 1 15 darab
Tengeri stigér 2 Korinthiakos 6bol 2 16 darab
Tengeri keszeg Korinthiakos 6bdl 1 20 darab
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5.2.1.2 Mintaelokészités

A mintak és a feliiliszok teljes arzéntartalmanak meghatdrozdsdhoz a mintakat a 4.2-es
fejezetben leirt teflonbombas roncsolassal készitettem eld. A modosulatanalitikai vizsgalatokhoz
a mintakbol 3 x 0.2 g -ot mértem be analitikai mérlegen, majd 10 ml ioncserélt vizet hozzaadva
szobahdmérsékleten 14 6ran keresztiil razattam. Centrifugalést és szlirést kovetéen HPLC-UV-
HG-AFS rendszerrel meghataroztam a mintdk arzénmodosulatainak eloszlasat. Minden minta

esetében harom parhuzamos extrakciot készitettem.

5.2.1.3 Teljes arzéntartalom meghatarozasa

A porminték és feliiliszok teljes arzéntartalmat a 4.3 fejezetben részletezett ICP-TOF-MS
késziilékkel hataroztam meg. Az eredményeket €s a kinyerési hatasfokokat a 10. tablazatban
foglaltam Gssze. A teljes arzéntartalom meghatarozasahoz alkalmazott mddszer szilard mintara
vonatkoztatott kimutatdsi hatara (25 pg As/kg szdrazanyag) joval a mért koncentracié alatt volt.
A harom parhuzamos vizsgalat relativ szorasa megfelelonek bizonyult, minden esetben 6 % alatt
volt. A Thermaikos 6bdl 6t kiilonb6zd pontjan gyiijtott kagylok atlagos arzéntartalma 8.8 és 12.6
mg As/kg kozott valtakozott. Az eredmények 0sszhangban vannak az irodalomban kozolt tengeri
kagylok teljes arzéntartalmara kapott értékekkel (SLEJKOVEC, 1996). Ezzel ellentétben a
sokkal délebbre fekvd Saronikos 0©bdlbol szarmazd kagylok haromszor annyi arzént
akkumulaltak. Mivel a vizsgalt egyedek ugyanahhoz a kagyléfajhoz (Mytilus edulis) tartoztak,
feltételezhetd, hogy a kiilonbség a mintavételi helyek eltérd arzénszennyezettségébol ered. Ezen
teriiletrdl szarmazo ¢élolények arzéntartalmat eddig még senki sem vizsgalta, erre vonatkozo
adatokat az irodalomban nem talaltam. Ezenfeliil az 6bdl vizének és ililedékének arzéntartalmarol
sem all rendelkezésiinkre informacio.

A tengeri halaknal a legnagyobb mértékli arzénakkumulacié a nagyvarosok és iparilag fejlett
teriiletek kornyékérdl szarmazo szardellak (13-26 mg As/kg) és szardinidk (9.5-13.5 mg As/kg)
esetében figyelhetd meg. Li és munkatarsai (LI, 2003), valamint Suner és munkatarsai (SUNER,
2001) Kinabdl illetve Spanyolorszagbdl szarmazo6 szardinia mintakat vizsgaltak, melyek teljes
arzéntartalma harmada illetve tizede az altalam vizsgalt szardinia mintdknak. A kevésbé
iparosodott térségben tenyésztett siillok és keszegek teljes arzéntartalma 2.8 és 6.6 mg As/kg
kozott ingadozott.

Az extrakciés hatasfokok 53% és 98% kozott voltak (10. tablazat). A kinyerés szardella
mintadk esetében bizonyult a leghatékonyabbnak, mig a siillé és keszeg mintak esetében
tapasztaltam a legalacsonyabb hatésfokokat. Altalaban az alacsony hatasfokokat az irodalomban

a mintdk magas zsirtartalmaval magyarazzak, ennek ellenére mégsem all rendelkezésiinkre adat
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a zsirtartalomra vonatkoz6an. Munkam soran ezért meghataroztam a mintak teljes zsirtartalma

¢s a kinyerés hatasfoka kozotti 6sszefiiggést.
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29. abra Az extrakcids hatasfok a mintak zsirtartalméanak fliggvényében

Az alacsony korrelacios egyiitthato (R*=0.3354) alapjan nem taldltam 6sszefiiggést, azonban
nem paraméteres statisztikai proba (Spearman R=-0.55, p=0.02) elvégzését kovetden, 95%-0s
konfidencia intervallum esetén szignifikans eltérést tapasztaltam a vizsgalt paraméterek kozott.

Ezek alapjan elmondhato, hogy az arzén szignifikdns része a siillé és keszeg mintdk esetében

zsiroldhato frakcidban van jelen.
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10. tablazat A tengeri eredetli mintak zsirtartalma, teljes arzéntartalma, az arzén kinyerési hatdsfoka és a mintdkban talalhaté arzénmodosulatok
eloszlasa

Zsirtartal Specieszek
siraralom - Teljes arzén a Teljes arzén  Teljes arzéna  Kinyerési - - Oxo- , dsszege /
., ) %% pormintdkban  aziiledékben  feliiluszoban hatasfok (%) As DMA AB AC glicerol Oxo-foszfit feliiluszo teljes
Mintak szaraz- As (%)
anyagra) mg teljes As/ kg szarazanyag® ng As /kg szarazanyag®

Kagylok

Kagylé 1 6.5 113402 1.81+0.05 9.51+0.42 84 60 +3 260+ 10 5980 + 210 n.d. 48070 * 1920 + 60 96
Kagylé 2 6.8 9.2+0.1 1.45+0.04 7.03+0.25 77 n.d® 300 + 20 3500 + 120 n.d. 1130 £ 60 1360 £ 90 89
Kagylo 3 6.2 8.8+0.1 1.8+0.09 6.96 £0.27 79 nd. 200+ 10 2960 + 90 nd. 1280 + 60 1580 + 70 86
Kagylo 4 6.7 12.6+0.5 1.97+0.10 9.80 +0.33 78 10045 110+ 10 5060 + 230 n.d. 1420 £ 70 1190 + 60 80
Kagylo 5 10.2 341+19 4.02+0.13 29.8+0.9 87 n.d. 250 + 20 22590 + 720 n.d. 1810 £ 90 3560 + 130 95
Kagyl6 6 6.5 11.6£0.2 1.92+0.04 9.33+0.54 81 n.d. 150+ 10 5970 £ 270 n.d. 730 + 30 1420 + 40 89
Halak

Szardella 1 2.0 254+0.5 1.52+0.08 25.0+0.8 98 n.d. n.d. 23110 + 740 550 + 30 n.d. n.d. 95
Szardella 2 35 129406 1.44+0.08 112406 87 n.d. n.d. 11280 + 670 n.d. n.d. n.d. 101
Szardella 3 2.0 13.840.7 0.96+0.08 10.6+0.3 77 n.d. n.d. 11290 + 410 310+ 20 n.d. n.d. 109
Szardella 4 14.9 25.8+0.7 2.1240.12 24.4+0.4 95 n.d. 340 + 20 24180 + 530 n.d. n.d. n.d. 100
Szardella 5 15.0 244409 2.05+0.05 220405 90 n.d. 270+ 10 22110 + 420 n.d. n.d. n.d. 102
Szardinia 1 16.7 13.5+0.2 1.81+0.02 10.5+0.4 78 n.d. 410+ 30 10570 + 380 n.d. n.d. n.d. 104
Szardinia 2 353 103+0.4 1.67+0.02 7.30 £0.29 71 n.d. 350 +20 7180 + 360 n.d. n.d. n.d. 103
Szardinia 3 43.1 9.5+0.3 2.16+0.03 6.77 £ 0.24 71 n.d. 350+ 10 5510+ 110 n.d. n.d. n.d. 87
Siigér 1 27.0 2.75+0.12 1.09+0.00 1.46 + 0.06 53 n.d. n.d. 1240 + 80 n.d. n.d. n.d. 85
Siigér 2 19.0 6.55 +0.04 0.94+0.01 5.10 £ 0.09 78 n.d. n.d. 5210+ 110 n.d. n.d. n.d. 102
Keszeg 224 5.26 + 0.09 1.47+0.09 3.19 £0.06 61 n.d. 220+ 10 2720 + 70 n.d. n.d. n.d. 92

?Az adatok 3 parhuzamos mintael6készités atlagat és relativ szorasat mutatjak
®n.d.: nem detektalhatd, kimutatasi hatar alatt
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5.2.1.4 Modosulatanalitikai vizsgalatok

A modosulatanalitikai vizsgalatokhoz a 4.6.1 fejezetben leirt analitikai mérérendszert és az
5.1.1 fejezetben részletezett elvalasztastechnikai modszereket alkalmaztam. Az eredményeket
szintén a 10. tablazatban tlintettem fel. Kordbbi tanulményokhoz hasonléan a dominans
arzénmoddosulat minden minta esetében az AB volt. A bevezetdben emlitettem, hogy a kationos
arzénkomponensek és az arzenocukrok csak fotooxidacids 1épés kozbeiktatdsaval alakithatok
hidridaktiv komponensekké, ezért azt az anioncserés €s a kationcserés elvalasztas soran egyarant
alkalmaztam. Azonban a mintdk esetében, az anioncserés oszlopon az olddszerfronttal elualodo
nagy mennyiségli AB lehetetlenné tette a kis retencios id6vel rendelkezd arzenit és DMA"
meghatdrozasat. Amint kiiktattam a fotooxidaciot, az anioncserés elvalasztas soran az arzenit és
a DMA" meghatarozhatova valt. Masrészr6l az arzenocukrok meghatarozasat ebben az esetben
nem tudtam elvégezni. Ezért az anioncserés elvalasztist minden minta esetében kétszer
(fotooxidacioval és anélkiil) kellett elvégeznem. Ennek kapcsan felvetddik a kérdés, hogy az UV

nélkiil is hidridaktiv komponensek hidridképzési hatasfokat befolyasolja-e az UV?
1600 +
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30. abra A fotooxid4ci6 hatdsa az anionos arzénkomponensekre

A 30. abran a négy anionos arzénkomponens standard kromatogramjat tiintettem fel. Lathato,
hogy mindegyik komponens képes hidrid kialakitisara, azonban a fotooxidaci6 a DMAY
esetében javitja a hidridképzési hatasfokot. A vizsgalat alapjan tehat elmondhatd, hogy
amennyiben a zavard kationos komponensek miatt a DMA" mennyiségét fotooxidacié nélkiil
hatarozzuk meg, a kalibraciot is ugy kell végezni.

A kagylok vizes extrakcidval kinyerhetd arzéntartalmanak 50-80%-at az AB tette ki, emellett
jelentés mennyiségben voltak jelen az oxo-arzenocukor-glicerol és oxo-arzenocukor-foszfat

komponensek is. Minden kagylominta esetében kis mennyiségben DMA Y-t (0.9-4.8%)) is sikeriilt
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kimutatni a mintdkbol, mely eredmények dsszhangban vannak a korabbi kutatasi eredményekkel
(SLEJKOVEC, 1996; SOROS, 2003). Toxicitds szempontjabdl talan a legfontosabb tényez6 az
emberi szervezetre mérgezd hatdsu szervetlen arzénkomponensek mennyisége a vizsgalt
¢lelmiszerekben. A mérések sordn minddssze két kagylomintaban mutattam ki szervetlen
arzenitet. Mennyisége (0.06 és 0.1 mg As/kg), mely a teljes kinyerhetd arzéntartalomnak 0.6-
1%-4at jelentette, mindkét esetben a kimutatasi hatar kozelében volt. Az altalam kapott
eredményekkel ellentétben az Adriai-tengerbdl (SLEJKOVEC, 1996) és az Atlanti-6ceanbol
(LARSEN, 1997) szarmazo6 kagylok egy nagysagrenddel tobb szervetlen arzént tartalmaztak.
Tovabbi érdekesség, hogy a kagylok teljes arzéntartalmanak novekedésével az AB és az oxo-
arzenocukrok mennyisége is ndvekszik. Ezzel ellentétben az extraktum arzenit és a DMA"
koncentracidja nincs 0sszefiiggésben a teljes arzéntartalommal, vagyis a magasabb arzéntartalmt
kagylok fogyasztisa nem feltétleniil jar egyiitt a mérgezés kockazatanak ndvekedésével.
Példaként a 31. abran egy kagylominta kromatogramjait mutatom be.

A halak altal felvett arzén tobb mint 90%-a nem mérgez6 AB formdjaban raktarozodott a
szovetekben. Szervetlen arzénmodosulatok nem (vagy csak kimutatasi hatar alatt) voltak jelen a

mintdkban. DMA" mellett két szardella minta esetében nyomokban AC-t sikeriilt kimutatnom.
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31. abra Kagylominta kromatogramjai: (a) anioncserés elvalasztas fotooxidacioval; (b)
anioncserés elvalasztas fotooxidacid nélkiil; (c) kationcserés elvalasztas fotooxidacioval
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5.2.1.5 Minoéségbiztositas

A méréseim pontossagat DORM-2 hitelesitett anyagminta (CRM) vizsgalataval ellendriztem.
Emlitettem, hogy a megfelel6 CRM kivalasztasdhoz kiilonb6zd szempontokat kell figyelembe
venniink. Egyrészt a CRM matrixa minél jobban hasonlitson a mintamatrixhoz, tovabba a
vizsgalt komponensek kozel azonos koncentracidoban legyenek jelen, mint a mérendd mintéban.
A rendelkezésiinkre all6 CRM-ek kis szama miatt nehéz minden egyes kovetelménynek eleget
tenni. A DORM-2 anyagminta a tiiskéscapa izomszovetébol késziilt referenciaminta, mely a
teljes arzéntartalom (18.0 = 1.1 mg/kg) mellett AB (16.4 £ 1.1 mg/kg) és TETRA (0.248 £ 0.054
mg/kg) modosulatokra van hitelesitve. A modszer mindségbiztositasahoz a CRM-et ugyanannak
a mintael6készitési folyamatoknak vetettem ald, mint a mintdkat. A teljes arzéntartalom
vizsgélata sordn a mért értékek (18.2 £ 1.2 mg/kg) a hitelesitett tartomanyban voltak. A
modosulatanalitikai vizsgalatok sordn csak az AB meghatarozasat végeztem el, mivel a TETRA
a modszer kimutatdsi hatdra alatti mennyiségben (0.3 mg As/ kg) volt jelen a mintadban. Az
altalam mért AB koncentraci6 a referencia mintaban 15.4 + 0.9 mg As/kg volt, ami beleesik a
hitelesitett koncentraciotartomanyba.

A hitelesitett anyagminta vizsgédlatan feliil a specidcios vizsgalatok mindségének
biztositasahoz elkészitettem a teljes anyagmérleget, melynek eredményei szintén a 10.
tablazatban talalhatoak. Az extrakciot koveten az iiledék és a feliiluszo teljes arzéntartalmanak
0sszege minden esetben megegyezik a mintaban taladlhatd teljes arzén mennyiségével, amibdl
arra kovetkeztethetiink, hogy a kinyerés soran szennyezddés és anyagvesztés nem lépett fel.
Tovabba a speciacios vizsgalat sordn meghatarozott arzénmoédosulatok Osszege megegyezik az
extraktum teljes arzéntartalmaval. Ezek alapjan elmondhato, hogy a kromatografias vizsgalatok
soran a vizes extrakcidval kinyert arzénkomponenseket teljes egészében sikerilt
meghataroznom.

Az alkalmazott HPLC-UV-HG-AFS rendszer alkalmas volt a tengeri kagylok ¢és halak
arzénmodosulatainak mindségi és mennyiségi meghatarozasara. A vizsgéalt mintdk atlagos
arzéntartalma nedves anyagra szamolva 4.3 mg As/kg volt (70%-0s nedvességtartalommal
szdmolva). Amennyiben a gordg lakossag naponta 18 g tengeri eredetli taplalékot fogyaszt
(SCOOP, 2004), 70 kg atlag testsulyt figyelembe véve a becsiilt atlagos napi teljes arzénbevitel
1.1 pg/nap/ttkg, ami az elviselheté napi arzénbevitel (Tolerable Daily Intake = 2 pg/nap/ttkg)
alatt van. A speciacios eredményeket is figyelembe véve - mely szerint az arzén legnagyobb
része az emberi szervezet szdmara nem mérgez6 AB formajaban van jelen a mintdkban - a

vizsgalt tengeri eredetii ¢lelmiszerek fogyasztasa nem jar egészségkarosito hatassal.
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5.2.2 Edesvizi taplaléklinc egyedeinek arzénspeciacios vizsgalata HPLC-

ICPMS rendszerrel

A 2.7.2 fejezetben irodalmi adatokra tamaszkodva részleteztem az édesvizi ¢€ldlények
arzénspeciacios eredményeit. Az eddigi vizsgalatok nem mutatnak egységes modosulateloszlast,
sok helyen ellentétekbe iitkdziink. Doktori munkdm ezen fejezetében ezért az édesvizi
szervezetek arzénakkumuladlod képességét és azok arzénspeciesz mintazatanak meghatarozasat
tiztem ki célul. Az arzénvegyliletek taplaléklancon keresztiili korforgasanak lehetd legatfogdbb
tanulméanyozasahoz a vizsgéalat targyat képezd ¢éldlények korét igyekeztem minél jobban

kiterjeszteni.

5.2.2.1 Mintavétel

A vizsgalt mintak listajat a 11. tablazat tartalmazza, melyben a konnyebb azonositas
érdekében a magyar és latin neveket egyarant feltiintettem. A mintakat 2004. jiniusaban Dr.
Viradi Léasz16 (Szent Istvan Egyetem Halgazdalkodasi Tanszék) és a helyi haldszok segitségével
gyljtottem a Duna paksi szakaszan. Az élolények mellett liledék- és vizmintat is gyijtottem az
akkumulacié mértékének meghatdrozdsdhoz. A vizmintdkat 1 v/v %-os salétromsavval a
helyszinen savanyitottam, majd a vizsgalat elvégzéséig + 4 °C-on taroltam. Az iiledékmintat
fagyasztva szaritottam, homogenizaltam és szobahdmérsékleten taroltam. A gyiijtott szervezetek
kozott egy algafaj, 6t ndvényfaj, hét halfaj (mindenevd és ragadozd) egy kagylofaj, egy
szivacsfaj és egy békafaj szerepel. Az alga esetében ¢l0, valamint a folydparton aradas utan
visszamaradt és a nap altal kiszaritott algat is gylijtdttem. A ndvénymintékat és a szivacsmintakat
(10 db) teljes egészében liofileztem, porra tortem, majd homogenizaltam. A kagylobol szintén
két fajta mintat (10-10 db) szedtem. Az egyik mintacsoport a f64gbol, a masik pedig a Duna
ugyanazon szakaszan talalhato kisebb holtagdbdl szarmazott. A kagylok héjat eltavolitottam, a
lagy szoveteket egylittesen dolgoztam fel. A békamintdkat (5 db) egészben liofileztem majd
Ordltem €s homogenizaltam. A halakbol 5-5 gardat, jaszkeszeget és siillot dolgoztam fel, mig
bodorkabol ¢és karikakeszegbdl rendelkezésemre 4ll6 nagy mintaszdm péarhuzamos
mintacsoportok kialakitasat (3 x 5-5) tette lehetové, melyeket a 11. tablazatban a,b,c betiikkel
jeloltem. Minden esetben a halak izomszovetét kiilon vizsgaltam. Ahol a rendelkezésre allo
minta mennyisége lehetové tette, kiilon vizsgaltam a halak pikkelyét, ikrajat és majat. A fejlodési
szakaszok nyomon kovetésére kiilonbozd kort halivadékokat (néhany naposat és néhany
hoénaposat) is gylijtottem. Az ivadékokat a békdkhoz hasonldan az izomszdvet és a belsd szervek

szétvalasztasa nélkiil egyben dolgoztam fel.
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5.2.2.2 Mintaelokészités

A pormintdk ¢és az  extraktumok teljes arzéntartalmanak meghatarozasahoz
mintaelOkészitésként a 4.2 fejezetben leirt magas nyomasu mikrohulldamu roncsolot alkalmaztam
az ott feltiintetett paraméterek mellett. A modosulatanalitikai vizsgalatokhoz a mintakbol 0.2 g-ot
mértem be, majd 7 ml ioncserélt vizet adtam hozza. Ezt kovetden a mintdkat az extrakciot
elésegitendd ultrahang szondaval 30 mdasodpercig ultrahangoztam, majd 10 ml-re toltve egy
¢jszakan at szobahOmérsékleten razattam, centrifugaltam (20 percig, 4500 ford./perc) és szlirtem

(0.45 pm).

5.2.2.3 Teljes arzéntartalom meghatarozasa

A mintak teljes arzéntartamat ICP-Q-MS-sel hatdroztam meg, melynek eredményeit a 11.
tablazatban tiintettem fel. Zardjelben a harom parhuzamos mérés atlagértékéhez tartozod
abszolut szoérasok taldlhatok. Az iiledék teljes arzéntartalma atlagosan 3.6 mg As/kg, ami a
KOoM-EiiM-FVM-KHVM egyiittes rendeletében meghatarozott intézkedési szennyezettségi
hatarérték alatt (20 mg As/kg) van (10/2000. (VL. 2.)). A vizmintdk mérése alapjan szintén
kijelenthetd, hogy a Duna vizsgélt szakasza arzénszennyezettség szempontjabol nem sorolhato a
veszélyeztetett teriiletek kozé, mivel teljes arzéntartalma (1.1 pg As/l) a megengedett 10 pg/l
alatt van és elmarad az orszag keleti régidiban mért, sokszor nagysagrendekkel nagyobb
arzénkoncentracioktol (SMEDLEY, 2002). A viz alacsony arzénkoncentracidja ellenére a
vizsgalt teriiletekrdl szdrmaz6 él6lények egy részében jelentds mennyiségli arzént mutattam ki.
A legnagyobb mértékii akkumulacié a kagylok esetében figyelhetd meg, ahol a teljes
arzéntartalom 9-12 mg As/kg kozott volt. Ezzel szemben a legkevesebb arzént az édesvizi halak
esetében detektaltam. Az el6z6 fejezetben vizsgalt tengeri kagylok és halak eredményeivel
Osszehasonlitva lathatd, hogy mig az édesvizi kagylok tengeri fajtarsaikkal megegyezd
mennyiségben akkumulaljak az arzént, addig az édesvizi halak jelentdsen kevesebb mennyiségii
arzént képesek elraktarozni.

A bodorka mintacsoportokban (a,b,c) taldlhato halak atlagos arzéntartalma 0.4 mg As/kg
koriil ingadozik, mig a karikakeszeg mintak kozott nagyobb mértékii inhomogenitas figyelhetd
meg. Az ivadék halakat valamivel nagyobb, 1.3 mg As/kg teljes arzéntartalom jellemzi. Az
altalam vizsgalt mintak eredményei alapjan azonban az ivadékok kora és teljes arzéntartalma
kozott nem taldltam Osszefliggést. Harom halfaj esetében meghataroztam a maj teljes
arzéntartalmat is, és azt tapasztaltam, hogy a majban nagyobb mennyiségii arzén raktarozodik el

mint a hal htisaban. Ez a kiilonbség a siill6 esetében volt a legszembetiindbb, ahol a maj négyszer
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annyi arzént tartalmazott, mint az izomszovet. Ezzel szemben a pikkelybdl a hal htisdhoz hasonld
mennyiségli arzént mutattam ki.

Az akkumuldcid6 mértékében tapasztalt kiillonbségek az édesvizi €l6lények szervezetében
lejatszodd és a tengeriektdl eltérd lebontasi folyamatokra vezethetdk vissza. A
modosulatanalitikai vizsgalatok részletesebb betekintést adnak az édesvizi szervezetek
arzénfelhalmozasi képességeirdl. Az alga és ndvény mintak teljes arzéntartalma 1-10 mg As/kg

kozott ingadozott, amely megegyezik az irodalomban k6zolt adatokkal.

11. tablazat A vizsgalt édesvizi mintdk (n=3) teljes arzéntartalma (mg As/kg szaraza.) €s szérasa

(SD)
Mintak Teljes arzéntartalom
viz (ug As/l) 1.1 (0.2)
iiledék 3.60 (0.24)
Algak
z01d alga (é10) - Cladophora sp. 9.33  (0.66)
z6ld alga (nap szaritotta) - Cladophora sp. 5.06 (0.41)
Novények
stll6 hinar - Myriophyllum sp. 542 (0.43)
érdes tocsagaz - Ceratophyllum demersum 3.38 (0.28)
rucalirom - Salvinia natans 493 (0.38)
békatutaj - Limnobium spongia 4.40 (0.40)
sés - Carex sp. 1.24 (0.07)
Allatok
szivacs - Ephydatia fluviatilis 8.07 (0.71)
kagylo6 (f6ag) - Unio pictorum 9.31 (0.59)
kagylo (holtag) - Unio pictorum 11.6 (0.76)
ivadék (tobb fajta hal) 1-2 napos 1.37 (0.07)
ivadék (tobb fajta hal) 1-2 honapos 1.21  (0.08)
busa - Hypophthamichthys molitrix 1.17  (0.06)
karika keszeg A - Blicca bjoerkna 1.58 (0.08)
karika keszeg B - Blicca bjoerkna 0.713 (0.052)
karika keszeg C - Blicca bjoerkna 0.487 (0.047)
bodorka A - Rutilus rutilus 0.399 (0.031)
bodorka B - Rutilus rutilus 0.403 (0.038)
bodorka C - Rutilus rutilus 0.372 (0.033)
garda- Pelecus cultratus 0.416 (0.042)
jaszkeszeg - Leuciscus idus 0.247 (0.029)
stll6 - Stizostedion lucioperca L. 0.256 (0.023)
bodorka ma4j 0.523 (0.036)
stllé maj 1.00  (0.08)
jaszkeszeg maj 0.345 (0.033)
jaszkeszeg ikra 0.193 (0.021)
stll6 pikkely 0.200 (0.018)
jaszkeszeg pikkely 0.116 (0.012)
béka - Rana sp. 2.52  (0.15)
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5.2.2.4 Extrakcios hatasfokok, anyagmérleg

A teljes anyagmérleg elkészitésének egyik célja a mérésiink mindségbiztositasa, és annak
ellendrzése, hogy a teljes arzéntartalom meghatdrozasa soran, illetve a mddosulatanalitikai
vizsgalatok soran kapott eredmények kell6 megbizhatosaggal reprezentaljak a minta allapotat. A
specidcios vizsgalatok két meghatdrozd 1épést foglalnak magukba, nevezetesen az
arzénkomponensek kinyerését és a kinyert modosulatok szelektiv elvalasztasat. Nagyon fontos
tehat megallapitani, hogy az esetlegesen fellépd veszteség melyik szakaszban kovetkezik be. Ez
az édesvizi mintak esetében fokozott szerepet kap, igy ebben a fejezetben az anyagmérleget -
melyet a vizsgalat minden egyes 1épésére meghataroztam - a kinyerési hatasfokkal kozdsen
targyalom. Célom egy egyszerli vizes extrakcid elvégzése volt, melynek koszonhetden a
mintdkat kozvetleniil, elézetes beparlas €s visszaoldas nélkiil juttathattam a HPLC-ICPMS
rendszerbe. A korabbi teljes arzéntartalom vizsgalatok igazoljak, hogy az alkalmazott mddszer
pontos ¢€s preciz (RSD 5-10%), ezért a minta és a sziirt feliilluszo teljes arzéntartalmanak
meghatarozasdhoz egyarant a nedves roncsolasos modszert alkalmazva, a kinyerési hatasfok
meghatarozasara egy megbizhatd eljaras all a rendelkezésiinkre. A mintamatrix hatasa miatt
azonban a roncsolmanyok ICPMS vizsgalatinak eredményei nem mindig egyeznek az
extraktumok HPLC-ICPMS meghatarozéasa soran kapott értékekkel. A kromatografias mérések
soran a mintamatrix jelre gyakorolt hatasabol eredo eltérések figyelembevételére az extraktumok
teljes arzéntartalmat egy harmadik, ugynevezett ’flow injection’ modban is meghataroztam.
Ebben az esetben a kationos elvalasztasnal alkalmazott piridin-formiat puffert hasznaltam
eluensként (20 mM-os, pH 2.6) gy, hogy a nagynyomasu pumpa és az ICPMS kozott talalhatd
kromatografids oszlopot eltavolitottam. Ezek alapjan az extraktum teljes arzéntartalmat
kozvetleniil, elézetes roncsolas nélkiil, standard addiciés modszerrel hataroztam meg. A kis
mintamennyiség €s az alacsony Osszarzén koncentracio miatt a modosulatanalitikai vizsgalatokat
csak 16 minta esetében végeztem el. A vizsgalt mintakat a 12. tablazatban tiintettem fel, ahol a
teljes anyagmérleg kovetkez6 adatait is részleteztem:

e az extraktumok teljes arzéntartalma harom kiilonb6z6 mddszerrel meghatarozva
e extrakcids hatasfok

e oszlopvisszanyerési hatasfok kétféleképpen szdmolva

Az adatok tobb szempontbol is értékelhetdk, melyeket a kovetkezokben részletezem. Elészor
is az extrakcios hatdsfok a legtobb minta esetében 50 % alatti. Ezek az értékek erdsen eltérnek a
tengeri szervezetek esetében elért extrakcios hatasfokoktol (altaldban > 70 %, gyakran akar >95
%). Tovabba az extraktumok teljes arzéntartalmanak meghatidrozdsakor a szokvanyos

roncsolasos modszerrel végzett ICPMS vizsgalat eredményei és a *flow injection’ ICPMS mérés
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eredményei Osszhangban voltak. A legtobb minta esetében a kiilonbség 8 % alatti, ami
feltehetden a modszerek szordsabol adodik. Valamivel nagyobbak az eltérések a halak esetében
(pl.: busa 0.14 mg As/kg <& 0.16 mg As/kg), azonban az alacsony Osszarzénkoncentracié miatt

ezek az értékek is kozel azonosnak mondhatok.

12. tablazat Teljes anyagmérleg

Koncentracié [mg As/kg szarazanyag]

. Ossz. Asaz  Ossz. Asaz  Specieszek  Kinyeresi visgzsazrigz;ési vis(s)zsazlig)lz;ési
Mintak extr.-ban extr.-ban Osszege hatéSbek hatasfok 1 hatésfok 2
(roncsolassal (‘flow-inject.’ (HPLC- (%) (%)° (%)"
ICPMS)* ICPMS)* ICPMS)*
Algak
z0ld alga (€16) 3.59 3.54 3.48 38 97 98
z6ld alga (nap szaritotta) 0.49 0.48 0.44 10 90 92
Novények
stillé hinar 1.42 1.39 1.18 26 83 85
érdes tocsagaz 1.03 1.10 1.01 30 98 92
rucalirom 1.52 1.45 1.37 31 90 94
békatutaj 1.38 1.30 1.33 31 96 102
sas 0.66 0.69 0.56 53 85 81
Allatok
szivacs 2.46 2.70 2.51 30 102 93
kagylo (f6ag) 4.76 4.84 3.47 51 73 72
kagyld (holtag) 5.14 4.78 3.54 44 69 74
ivadék 1-2 napos 0.35 0.38 0.23 26 66 61
ivadék 1-2 honapos 0.33 0.39 0.25 27 76 64
busa 0.14 0.16 0.03 12 21 19
karikakeszeg A 0.94 0.74 0.37 59 39 50
karikakeszeg B 0.26 0.33 0.14 36 54 42
béka 1.62 1.67 1.69 64 104 101

* két parhuzamos extrakcio atlaga; az atlaghoz tartozo szoras minden esetben 5 % alatti

® kiszamitasa: ’teljes As az extraktumban (*flow injection’) / teljes As a pormintaban (roncsolas) * 100
¢ kiszamitasa: specieszek osszege / teljes As az extraktumban (roncsolas)

4 kiszamitasa: specieszek Osszege / teljes As az extraktumban (*flow injection”)

Harmadrészt a mintak egy részénél az oszlopra felvitt arzén mennyisége (teljes arzén az
extraktumban) jol egyezik a kromatografiasan meghatarozott komponensek mennyiségének
Osszegével. Kivételt képeznek a halmintdk, ahol az arzénkomponensek Gsszege az extraktum
teljes arzéntartalmanak csak 21-64 %-at teszi ki. A legrosszabb oszlopvisszanyerési hatasfokot a
busamintdk esetében tapasztaltam. Habar ez az észrevétel kiilonleges problémat sejtet, talalhato
ra ¢ésszeri magyardzat: ha a mintdkban taldlhaté kevés mennyiséglii Osszarzén tobb
arzénmodosulat kozott oszlik meg, az egyes arzénkomponensek a kimutatdsi hatar alatti

koncentraciok miatt nem kvantifikalhatok, igy a médosulatok osszegének kiszamitasakor nem is
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tudjuk figyelembe venni Oket. A kagyldmintak eredményeit megvizsgalva azonban kideriil, hogy
nem csak az alacsony Osszarzén koncentracié a felelds az alacsony oszlopvisszanyerési
hatasfokokért, ugyanis a nagysdgrenddel tobb arzént tartalmazé kagylok esetében is a
legnagyobb érték 73 % volt. Mindemellett a kagylomintdk szokatlan specieszeloszlast mutattak:
a f0 arzénmodosulat példaul varatlan kromatografids viselkedést mutatott, melyet a
késobbiekben fogok részletezni. Az eltérd specieszmintazat miatt elképzelhetd, hogy az édesvizi
kagylok olyan mas, eddig nem ismert formakban raktarozzak el az arzént, melyek az alkalmazott
kromatografids rendszerrel nem moshatok le az oszloprol.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a ’flow injection’ modszer alkalmas az extraktumok teljes
arzéntartalmanak roncsolés nélkiili meghatdrozasara. A mddszer eldnye, hogy figyelembe veszi a
kromatografids mérés soran esetlegesen fellépd matrixhatasokat. A kis arzéntartalmi mintak
vizsgalatanal nagy eldny, hogy a roncsolasos modszerrel ellentétben *flow injection’ esetén nem
kell tovabbi higitasi 1épéssel szamolni. Emellett a vizsgélat ido- és kdltségkimélo.

Az irodalomban gyakran taldlkozunk olyan eredményekkel, ahol a mért arzénkomponensek
mennyiségének Osszegét szdzalékosan adjak meg a minta teljes arzéntartalmahoz képest. Ez
azonban egyaltalan nem egyenld a kinyerési hatdsfokkal. Az anyagmérlegbdl lathatod, hogy a
kromatografids vizsgalatok sordn nem mindig tudjuk meghatdrozni az extraktumban talalhaté
Osszes arzénkomponens mennyiségét, ezért a kinyerés illetve az oszlopvisszanyerés

hatasfokanak meghatdrozasanal mindig koriiltekintéen kell eljarnunk.

5.2.2.5 Modosulatanalitikai vizsgalatok

A modosulatanalitikai vizsgéalatokhoz az 5.1.2 fejezetben bemutatott HPLC-ICPMS kapcsolt
technikakat alkalmaztam. Az anioncserés modszer egyik hatranya, hogy pH=5.6-on a
holttérfogattal elualodo arzenit nem hatarozhaté meg kozvetlentiil. Koncentracigja az anioncserés
elvalasztaskor a holttérfogatnal eludlodo cstcs alatti teriilet és a kationcserés elvalasztas soran
meghatarozott kationos komponensek csucsalatti teriilet-6sszegeinek kiilonbségébdl szamolhato.
A speciacios vizsgalatokhoz mintanként tobb parhuzamos extrakciot végeztem. Az

atlagértékekhez tartozo bizonytalansagok minden esetben 10 % alatt voltak (13. tablazat).
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13. tablazat Az édesvizi taplaléklanc egyedeinek arzénspeciacids eredményei

Koncentracio [mg As /kg szarazanyag]|

0X0- 0XO0- 0XO0- tio- tio-

Mintak As™ AsY MAY DMAY TMAO AB AC TETRA arzenocukor arzenocukor arzenocukor arzenocukor arzenocukor
-glicerol -foszfat -szulfonat  -glicerol -foszfat

zold alga (é16)  nkv. 036 <003 <003  <0.03 <0.02  <0.02 <0.02 2.98 <0.03 0.17 <0.04 <0.04
z6ld alga (nap 0.13 029  <0.03  <0.03  <0.03 <002 <002 wemok- ., <0.03 <0.08 <0.04 <0.04
szaritotta) ban

siillé hinar 0.26 092 <003 <003  <0.03 <0.02  <0.02 <0.02  <0.02 <0.03 <0.08 <0.04 <0.04
érdes tocsagaz 0.19 0.82 <003  <0.03  <0.03 <0.02  <0.02 <0.02  <0.02 <0.03 <0.08 <0.04 <0.04
rucatirém 0.40 .01 <0.03 <003  <0.03 <0.02  <0.02 <0.02  <0.02 <0.03 <0.08 <0.04 <0.04
békatutaj 0.25 1.00 <003 <003  <0.03 <0.02  <0.02 0.07  <0.02 <0.03 <0.08 <0.04 <0.04
sés 0.14 034  <0.03 “y{’)‘s‘lfk' <0.03 <0.02  <0.02 0.05  <0.02 <0.03 <0.08 <0.04 <0.04
szivacs 0.60 153 <0.03 012  <0.03 <0.02  <0.02 <0.02 0.29 <0.03 <0.08 <0.04 <0.04
kagylé (foag) nkv. <003 <003 <003  <0.03 011  <0.02 <0.02 0.89 1.85 <0.08 0.21 0.39
kagylo (holtag) ~ nkv. 0.07 <003  <0.03  <0.03 0.06  <0.02 <0.02 1.07 1.69 <0.08 0.48 0.06
ivadek 1-2 <0.02 0.10 <003 <003 Womok- 50 <0.02 <0.02 nyomokban  0.12 <0.08 <0.04 <0.04
napos ban

Lv,adek 1-2 <002 Womok- ;53 03 0.08 <0.02  <0.02 <0.02  <0.02 0.12 <0.08 <0.04 <0.04

onapos ban

busa <0.02 <003 <003  <0.03 0.03 <0.02  <0.02 <0.02  <0.02 <0.03 <0.08 <0.04 <0.04
karikakeszeg A <0.02  <0.03  <0.03  <0.03  <0.03 “y‘{)‘;‘l’k‘ <0.02 <0.02 nyomokban 0.4 <0.08 <0.04 0.07
karikakeszeg B <0.02  <0.03  <0.03  <0.03  <0.03 0.03  <0.02 <0.02  <0.02 0.21 <0.08 <0.04 0.07
béka 0.50 0.23 0.15 027 yomok- nyomok- myomok- 50 <0.03 <0.08 <0.04 <0.04

ban ban ban

n. kv. Nem kvantifikalhat6 az olddszerfronttal elualodo oxo-arzenocukor-glicerol magas koncentracidja miatt
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5.2.2.5.1 Edesvizi alga

Hasonloan a korabbi vizsgalatokhoz a vizsgalt édesvizi algak f6 arzénkomponense az oxo-
arzenocukor-glicerol, mely a kinyerhetd arzén 84 %-at tette ki. Az oxo-glicerol mellett oxo-
szulfonat (5 %) és arzenat (10 %) is volt a mintdkban. A masik Cladophora faj esetében, melyet
a Duna partjan gy(jtottem, teljesen eltéré modosulatanalitikai eredményeket kaptam. Ebben az
esetben a teljes arzénnek minddssze 10 %-a volt kinyerhetd, 0sszehasonlitva az €16 alga esetében
elért 38 %-kal. A masik érdekes eredmény, hogy a szaraz algdbdl nem sikeriilt szerves
arzenocukor komponenseket kimutatnom. A kinyerhetd arzén legnagyobb része arzenat
formdjaban volt jelen, azonban a kinyert arzenat mennyisége megegyezik az ¢l algabol
kimutatott arzenat mennyiségével. Elképzelhetd, hogy az algaban felhalmozddott arzenocukor
komponensek a napfény és UV hatasara esetleg bakterialis aktivitds kovetkeztében olyan
arzénkomponensekké bomlottak le, melyek az adott modszerrel nem oldhatok ki. Egy masik
lehetséges magyarazat, hogy a széradast és a szovetek Osszesziikiilését kdvetden az arzenocukor
komponensek az elhalt sejtekben rekednek, ezért a kiszaradt sejtfal feltdrasahoz és a

komponensek kinyeréséhez a mintat erdsebb fizikai behatasoknak kell kitenni.

5.2.2.5.2 Edesvizi novények
A kontinentalis (nem tengeri) kornyezet arzénspeciacios irodalma alapjan egyértelmiien

elmondhato, hogy a ndvényekben talalhato {6 vizoldhaté arzénkomponensek a szervetlen arzenit
és arzenat, emellett kisebb mennyiségben az egyszeresen és kétszeresen metilalt MAY és DMAY
is el6fordulhat (KOCH, 1999; KOCH, 2000). Az altalam vizsgalt édesvizi novénymintak
speciesz mintazata megegyezik az irodalomban ko6zolt adatokkal. A novények teljes
arzéntartalmanak 26-53 %-at sikeriilt kinyernem, melynek 49-77 %-a szervetlen arzenat volt.
DMA"-t csak a sasban tudtam kimutatni, emellett a sis és a békatutaj mintak kisebb

mennyiségben TETRA-t is tartalmaztak.

5.2.2.5.3 Folyami szivacs
A szivacsok arzénspeciacids irodalma korlatozott, és a kordbbi tanulmanyok kozott egyik sem

foglalkozott az édesvizi szivacsok arzénmodosulatainak meghatirozasaval.  Shiomi és
munkatarsai két tengeri szivacs fajt (Halichondria okadai, Spirastrella insignis) vizsgéltak, és
arra az eredményre jutottak, hogy a tengeri ¢l6lényekre jellemzdéen a szivacsok f6
arzénmodosulata is az AB (SHIOMI, 1988). Yamaoka ¢és munkatdrsai az AB mellett nagy
mennyiségben oxo-arzenocukor-foszfatot és 4-9 %-ban oxo-arzenocukor-glicerolt mutattak ki

tengeri szivacsokbol (YAMAOKA, 2001). A tengeri szivacsokkal ellentétben az altalam vizsgalt

96



Csatolt technikak fejlesztése és alkalmazasa arzénmodosulatok meghatarozasara

édesvizi faj legnagyobb mennyiségben szervetlen arzenitet (20 %) és arzenatot (57 %)
tartalmazott. A szerves modosulatok koziil a DMA" (4 %) és az oxo-arzenocukor-glicerol (11 %)
volt kimutathatd. Tovabbi érdekes eredmény, hogy AB-t egyaltalin nem detektaltam a

szivacsmintakban.

5.2.2.5.4 Edesvizi kagylok
Az altalam vizsgalt két Unio pictorum kagylominta f6 arzénkomponensei a kiilonféle

arzenocukrok voltak, mig az AB aranya 1-2 % k&zott ingadozott. A kagylomintdk jellemzo

kromatogramjai a 32. abran lathatoak.

25000 - eluensfront ( a) 6000 1 cluensfront (b)
5000 -
20000 - AB
» 4000 -
» 15000 - g oxo-glicerol
= tio-foszfat & 3000 -
N 10000 1 tio-glicerol 2
2 = 2000
= oxo-foszfat ?
5000 - L/u; 1000 A
0 or— ; ; : ‘
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 10

retenciés id6 (perc) retencios id6 (perc)

5000 - eluensfront

4000 - C
® oxo-foszfat ( )
@ 3000 -
N
c
£ 2000 -
£

1000 Jk AsY tio-glicerol

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

retencios id6 (perc)

32. abra Holtagbol gytijtott kagylo jellegzetes kromatogramjai: (a) anioncserés elvalasztas,
pH=10.3; (b) kationcserés elvalasztas, pH=2.6; (c) anioncserés elvalasztas, pH=5.6

Az AB alacsony koncentracioja ellentétben all a tengeri kagylok esetében eddig megfigyelt
specieszmintdzattal, ahol az arzenocukrokkal egyiitt jelentés héanyadat képezték a teljes
arzéntartalomnak. Az oxo-arzenocukrok mellett nagyobb mennyiségii tio-arzenocukor-glicerol
¢és -foszfat is talalhatd a dunai kagylokban, melyek a kinyerhetd arzén 10 %-at tették ki. Korabbi

tanulmanyok sordn mar tobb izben szamoltak be tio-arzenocukrok jelenlétérdl tengeri
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(SCHMEISSER, 2004) és édesvizi kagylokban (SOEROES, 2005b), azonban a vizsgalt mintak
mindkét esetben évekig konzervként, vagy fagyasztva tarolt kagylok voltak. Tekintve, hogy a
munkam sordn vizsgalt kagylok frissen gytijtott és feldolgozott szervezetek voltak, megddlni
latszik az a feltevés, hogy a tio-arzenocukor komponensek jelenléte a tarolds soran fellépd
mikrobiologiai aktivitasnak koszonhetd. Eredményeim alapjan elmondhatd, hogy a kéntartalmu
arzenocukrok az édesvizi kagylok természetes arzénmodosulatai. Ezen komponensek eredete €s
kialakuldsa még nem tisztazott. A kornyezetbdl torténd felvétele szinte kizéarhato, hiszen a
talajban kizarolag szervetlen komponensek taldlhatok, illetve a nagy mennyiségli oxo-
arzenocukrok ellenére az alacsonyabb rendii algadkban sem mutattak még ki tio-arzenocukor
analogokat. Ezeket a vegyiileteket feltehetden a kagylok in vivo szintetizaljak és raktarozzak el
szoveteikben.

Néhany fontos gondolat erejéig visszakanyarodnék a 32/b abrara. Lathatd, hogy az oxo-
glicerol cukrot kdvetden egy tobb, mint 5 perc széles csucs jelenik meg a kromatogramon.
Kationcserés elvalasztasrol 1évén szo (Zorbax 300-SCX) a detektalt komponens viselkedése
szokatlan és elsd ranézésre kationos tulajdonsdgi arzénmoddosulat jelenlétére utal. A széles,
elkenddott csucs a nem megfeleld kromatografids paraméterek alkalmazasabol eredhet, azonban
a korabbi vizsgalatok és modszerkidolgozasok soran egyik standard arzénkomponens esetén sem
tapasztaltam hasonld retencios viselkedést. Figyelembe véve, hogy a komponens a TMAO
retencios idejénél jelentkezik, a jelenség a matrixhatasnak tulajdonithatd. A pontos azonositas
céljabol a csticsot 3 és 6 perc kozott legytijtottem, a kapott 4.5 ml oldatot beparoltam, majd 100
pl ioncserélt vizben visszaoldottam. A legytijtott komponens anioncserés kromatografiaval pH
5.6 esetén az oxo-foszfat retenciojandl jelent meg. Ezt kovetéen HPLC-ESMS szerves
tomegspektrométerrel sikeriilt bebizonyitanom, hogy a legylijtott csucs az oxo-arzenocukor-
foszfat. Mivel az alkalmazott paraméterek mellett az oxo-arzenocukor-foszfatnak kationcseréld
oszlopon a holttérfogattal kellene jonnie, az elticioban bekdvetkezd valtozas feltehetden a
kationcseréld oszlop elhasznalodasara vezethetd vissza. Ennek igazolasara egy teljesen 0j Zorbax
300-SCX oszlopon is megvizsgaltam az arzenocukor viselkedését, és arra az eredményre
jutottam, hogy az 0j oszlopon a varakozasnak megfeleléen az oxo-foszfat az oldoszer fronttal
eludlodott. Az oszlop szokatlanul gyors elhaszndlodasa feltehetéen a tio-arzenocukrok
szintézisénél hasznalt oldatok nagy H,S tartalmanak koszonhetd. Mivel a tio-arzenocukrok
egyéb uton torténd szintézise egyenlore még nem megoldott, vizsgalatukhoz az eljaras
alkalmazasa elengedhetetlen. Az egyetlen megoldas, ha az igy el0készitett standard oldatok

mennyiségét az oszlopon minimalisra csokkent;jiik.
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5.2.2.5.5 Edesvizi halak
A dunai kagylokhoz hasonloan az édesvizi halakndl szintén szokatlan, a tengeriektdl eltérd

moédosulateloszlast tapasztaltam. A busa kivételével minden halmintaban a {6 arzénmddosulat az
oxo-arzenocukor-foszfat volt, mig AB-t csak nyomokban detektaltam. Koch ¢s munkatarsai altal
publikalt eredményeket kovetden (KOCH, 2001) ez az elsd eset, hogy oxo-foszfatot sikeriilt
kimutatni édesvizi halakban. Az éltalam vizsgalt halak esetében mégis a kiilonlegesség az, hogy
az oxo-foszfat mellett eldszor detektaltam tio-arzenocukor-foszfatot édesvizi halakban. A
kromatogram a 33. abran lathat6. A teljes bizonyossag érdekében a mintdhoz ismert
mennyiségli standard oldatot adtam és ismét felvettem a kromatogramot. A két karikakeszeg
minta esetében a tio-foszfat a kinyerhetd arzén 10 %-at illetve 20 %-at tette ki. A busa minta
érdekessége, hogy a magasabb arzéntartalom ellenére az arzénnek csak a 12 %-a volt kinyerhetd
az altalam alkalmazott extrakcios modszerrel és a HPLC vizsgalatot kdvetden a kinyert arzénnek
csak 20 %-at tudtam meghatarozni. Tovabba a TMAO volt az egyetlen komponens, amit sikertilt
detektalnom, melyet korabban Edmonds és munkatirsai f6 komponensként mutattak ki a
Kyphosus sydneyanus tengeri halb6l (EDMONDS, 1997). A busa mellett az ivadék halak is
tartalmaztak néhany szazalékban TMAO-t, valamint arzenatot. Az emberi szervezetre gyakorolt
hatds szempontjabol fontos megjegyeznem, hogy a kifejlett halak hisa mérgezé hatast
szervetlen arzénmoddosulatokat nem tartalmazott. Az ivadékokban taldlt arzenat jelenléte
feltehetéen a hussal egyiitt feldolgozasra keriilt bels6ségekbdl - beleértve a belek és azok

tartalmat - ered.

oldoszer front

3000 -
oxo-foszfat
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2000 | ——minta
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£ 1500 -
C
i .
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33. abra Karikakeszeg minta anioncserés kromatogramja (pH=10.3)
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5.2.2.5.6 Edesvizi béka
Annak ellenére, hogy a kétélttiek jelentds részét képezik az édesvizi 6koldgiai rendszernek, az

irodalomban nem talalhatok ezen ¢€l6lények arzéntartalmanak és arzénmodosulat-eloszlasanak
meghatarozasaval foglalkoz6 tanulmanyok. Munkam soran ezért fontosnak talaltam kiterjeszteni
a vizsgalatok korét ezekre az allatokra is. Kromatografids vizsgalatok sordn a vizes extrakcioval
kinyert arzén (64 %) teljes mennyiségét sikeriilt meghatdroznom, azaz a modosulatok
érdekes specieszmintazatot mutatott. A két f0 komponens a szervetlen arzenit (30 %) és a
négyszeresen metilalt TETRA (35 %) volt. Emellett mindharom (MA, DMA, TMAO) kdoztes
metilacios terméket sikeriilt kimutatnom. A 34. dbran lathatd, hogy a béka minden olyan
arzénmoddosulatot tartalmazott, melyek részt vesznek a feltételezetten arzenattal kezdodd és
TETRA-val végz0dé biometilacidés folyamatokban (FRANCESCONI, 1997). A fent emlitett
komponenseken kiviil AB és AC is jelen volt az altalam vizsgalt mintdkban. Korabbi
laboratoriumi vizsgalatok kimutattdk, hogy a soksortéjiiek rendjébe tartozo (Polychaeta) tengeri
férgek képesek az arzenatot TETRA moddosulatta alakitani, azonban ebben az esetben DMA-t
nem talaltak az allatokban (GEISZINGER, 2002b). A béka esetében kimutatott érdekes
specieszmintdzat miatt, érdemes lenne egyéb béka fajok arzénspeciacios elemzését is elvégezni,
megjegyeznem, hogy az allatokat egészben dolgoztam fel, igy tovabbi hasznos informaciot
nyujthat a fébb szervek és szovetek kiillon-kiilon vizsgalata. Habar a békak alapvetden édesvizi
allatok, néhany faj, mint pl. a mangrove mocsarakban €16 Rana cancrivora sotiir6. Ez a faj
tengeri rakokkal taplalkozik, igy az arzénspecieszek eloszlasanak Osszehasonlitdsa az altalam
vizsgalt egyedekkel szintén érdekes informdaciokat szolgaltathatna a két eltérd Okologiai

rendszerben lezajlo lebontési folyamatokban fellelhetd kiillonbségekrol.

3500 1 elyensfront 4000 - (b) TETRA
3000 - (a) 3500 -
eluensfront
2500 - Agll 3000 -
® S » ,
% 2000 § 2500
N 2000 -
$ 1500 | DMA" 3
< £ 1500 |
1000 -+ MAVY AsY 1000
500 A 500 -
0 : : : : . 0 ‘ : : : ‘
0 2 4 6 8 10 0 1 2 3 4 5
retencios id6 (perc) retencios id6 (perc)

34. abra Béka minta jellegzetes kromatogramjai: (a) anioncserés elvalasztas, pH=5.6; (b)
kationcserés elvalasztas, pH=2.6
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5.2.2.6 Mindségbiztositas

Méréseim mindségbiztositdsanak egyik részét az 5.2.2.4 fejezetben, az anyagmérleg
részletezésével mar targyaltam. A vizsgalat targyat képezo élolények sokfélesége miatt optimalis
esetben minden egyes mintamatrixra kiilon CRM-et kellett volna alkalmaznom, azonban ezen
anyagmintak elérhetdsége miatt ezt nem allt médomban megvaldsitani. A teljes arzéntartalom
meghatarozasanal igyekeztem minél tobb, a rendelkezésemre allo6 anyagmintat felhasznalni és
megvizsgalni. Ezek alapjan megvizsgaltam egy referencia vizmintat, egy paradicsomlevél
matrixot, egy tengeri hal hisabdl és méajabol késziilt referenciamintat és egy tengeri mohamintat.
A vizsgalt CRM-ek, hitelesitett értékiik €s az altalam mért értékek a 14. tablazatban lathatoak.
Mivel egy CRM kivételével mindegyik anyagminta kizardlag teljes arzéntartalomra volt

hitelesitve, a speciacids vizsgalatokat csak a DORM-2 esetében végeztem el, ahol az altalam

mért AB koncentracioja 15.9 £ 0.3 mg As/kg volt.

14. tablazat Teljes arzéntartalomra vizsgalt hitelesitett anyagmintak

Hitelesitett érték Meért érték
CRM neve Mintamatrix Latin elnevezés
mg As/kg mg As/kg

NIST 1640 édesviz 26.67 £0.41 29.89 +1.72
NIST 1573a  paradicsom levél  Lycopersicon esculentum 0.112 + 0.004 0.163 £ 0.01

DORM-2 tiiskéscapa husa Squalus acanthias 18.0+ 1.1 171+1.2
DOLT-1 tiiskéscapa maja Squalus acanthias 10.1£1.4 109+£0.5
BCR-60 tengeri moszat Lagarosiphon major 8* 6.9+0.3

* nem hitelesitett érték

5.2.2.7 Edesvizi kontra tengeri szervezetek, altalanos kovetkeztetések

Annak ellenére, hogy az édesvizi kornyezet élélényeiben eléforduld arzénmoddosulatokrol
sz6l6 tanulmanyok szama elmarad a tengeri €¢l6lényekrdl sz6lo tanulmanyok szamahoz képest,
szamos érdekes egyezést és kiilonbséget tapasztaltam a két él6hely lakoiban felhalmozodo
arzénmodosulatok eloszlasa kozott. Az algak esetében mind a tengeri mind az édesvizi fajokra az
arzenocukor dominancia jellemz6, mig a novények {6 arzénkomponensei a szervetlen
moddosulatok. Az arzénmintazat ily mértékli egyezése azonban egyaltalin nem mondhato el a
vizsgalt allatok esetében. A tengeri allatok magasabb arzénakkumulald képessége mar régota
bizonyitott. A moédosulatanalitikai eredményeket megvizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottam,
hogy a kiilonbség f6 oka az arzenobetain relativ mennyiségének tulajdonithatd. Emlitettem, hogy
az arzenobetain neve a hozza hasonld, és az arzén helyett egy nitrogén atomot tartalmazé

glicinbetain elnevezésébdl ered. A glicinbetain egy igen fontos ozmolit, mely a sejtekben egy
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aktiv transzportmechanizmus segitségével akkumulaldédik és tobbek kozott fontos szerepet
jatszik az ozmotikus egyensuly fenntartdsaban ¢és a  szovetek  kiszdradasdnak
megakadalyozasadban. Ez a folyamat a nagy sOkoncentraci6 miatt sokkal kifejezdbb a tengeri
¢l6lények esetében. Egy friss tanulmany kimutatta, hogy az AB koncentracié a Mytulis edulis
kagylokban a viz sotartalmanak fiiggvényében valtozik (CLOWES, 2004), ugyanis az
alacsonyabb sotartalmt vizben nevelt allatokhoz képest a magasabb sétartalmu vizben nevelt
példanyok szignifikdnsan tobb AB-t vettek fel. Korabbi kutatasok szerint ugyanis az AB egy
jarulékosan jelenlévdé ozmolit vegyiilet, mely a szerkezeti hasonldésag miatt egyszeriien csak
csatlakozik a glicinbetaint szallité transzporter molekuldhoz (FRANCESCONI, 1997). Az AB
dominancidja valamint hidnya a tengeri illetve az édesvizi ¢él6lényekben szintén lehetséges
magyarazata az édesvizi allatok esetében tapasztalt alacsony kinyerési hatdsfokoknak. Polaros
tulajdonsdganal fogva az AB mind vizben, mind metanolban - mint a két leggyakrabban
alkalmazott oldészerben - kivaldan oldodik. Igy az édesvizi allatokkal szemben, ha a f6
arzénkomponens az arzenobetain magas kinyerési hatdsfok érhetd el. Feltehetden az édesvizi
szervezetekben jelenlévd, és nem kinyerhetd arzénkomponensek a tengeri szervezetekben is
jelen vannak, azonban a teljes arzéntartalomnak olyan kis hanyadat teszik ki, hogy jelenlétiik
felett ezidaig elsiklottak a kutatok. Az eredmények toxikologiai szempontbdl is jelentdsek,
hiszen a halak ¢s kagylok esetében az arzénre vonatkozo hatarértékek eltorlését a tengeri eredetli
halak vizsgalata soran kapott eredményekre alapoztdk. Az altalam vizsgalt halak ¢és kagylok
kinyerhetd arzénmodosulatainak legnagyobb héanyada arzenocukor, melyeknek szervezetre
gyakorolt hatdsa egyenlére még nem ismert. Ezek a vegyiiletek feltételezhetéen nem mérgezoek,
azonban felvetddik a kérdés, hogy a ki nem nyert arzén milyen formaban van jelen a mintdkban?
Az alacsony kinyerési hatasfokok miatt toxikologiai kovetkeztetéseket ugyan nem tudunk
levonni, azonban érdemes elgondolkodni a halak arzéntartalmara vonatkozd hatarértékek
feliilvizsgalatan. A nem kinyerhetd arzénkomponensek tovabbi vizsgalatai hasznosak lehetnek a
lebontasi folyamatok megismerésében, ¢és az eltérd ¢él6helyekrdl szarmazo é€l6lények
arzénspeciesz-eloszlasdban eddig ismeretlen hasonlosagok, esetleg eltérések keriilhetnek

napvilagra.
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5.2.3 HPLC-ESMS/MS kapcsolt technika alkalmazasi lehetoségei kornyezeti

mintak arzénmoddosulatainak meghatarozasara

Ebben a fejezetben az altalam Gjonnan kifejlesztett HPLC-ESMS/MS kapcsolt technikanak az
alkalmazhatdsagat mutatom be néhany kordbban HPLC-ICPMS-sel mért minta vizsgélatan
keresztiil. A mintdk elemzése soran kitérek a mindségi és mennyiségi meghatarozasokra, az
azokat terheld hibakra, valamint a hibak kikiiszobolésének modjara. A vizsgalatokhoz az alabbi
mintakat valasztottam ki: TORT-2 CRM, édesvizi kagyl6 és hal (karikakeszeg), valamint tengeri
alga (Fucus serratus) mintak. A mintak kivélasztasa soran két f6 szempontot vettem figyelembe:
(1) A mintak teljeskorli arzénspecidcios vizsgalatat kordbban mar elvégezték, illetve elvégeztem
HPLC-ICPMS csatolt technikakkal, igy azokat az eredményeket O0ssze tudtam hasonlitani a
HPLC-ESMS/MS esetén kapott eredményekkel. (i1) Masrészrdl a tengeri algdk és édesvizi
mintak arzénspeciacios vizsgalata az oxo- illetve tio-arzenocukor komponensek pontos és preciz

meghatarozasa miatt kihivast jelent az arzénspeciacioval foglalkozo6 kutatok szdmara.

5.2.3.1 Mintaelokészités

A teljes arzéntartalom meghatdrozast mar korabban elvégeztem, igy roncsolasos
mintael6készitést ebben az esetben mar nem alkalmaztam. Az arzénkomponensek kinyeréséhez
minden minta esetében ugyanazt az eljarast alkalmaztam, amelyet kordbban az ICPMS
vizsgalatok soran. A vizsgalatokhoz minden esetben harom parhuzamos extrakciot végeztem. A
TORT-2 hiteles anyagmintanal, illetve a kagylo- €s halmintdknal az 5.2.2.2 fejezetben leirt
mintael6készitést hajtottam végre. A tengeri algaminta Madsen és munkatérsai altal tisztitott és
vizsgalt alga extraktum volt (MADSEN, 2000). A mérés eldtt a beparolt extraktumhoz 1 ml

ioncserélt vizet adtam és homogenizaltam.

5.2.3.2 Arzénmodosulatok mindségi vizsgalata HPLC-ESMS/MS mdodszerrel

A vizsgélatokat minden esetben MRM modban végeztem el az 5.1.3 fejezetben optimalt
paraméterek bedllitdisa mellett. A modosulatok meghatirozdsara anion- ¢és kationcserés
kromatografiat alkalmaztam, mely soran minden arzénkomponens esetében a két legjellemzdbb
¢és legintenzivebb atmenetet monitoroztam. A TORT-2 CRM esetében az irodalmi adatokkal
megegyezoen DMAV-t, AB-t, TMAP-t, AC-t, TETRA-t, oxo-arzenocukor-foszfatot és -
szulfonatot egyarant sikeriilt kimutatnom. Vahlen ¢és munkatarsai 0.093 + 0.069 mg As/kg
mennyiségben MA"-t is talaltak, melyet azonban a magas kimutatasi hatir miatt nem tudtam

kimutatni. Tovabba az emlitett oxo-arzenocukrok mellett a mésik két oxo-arzenocukrot (-glicerol
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¢és -szulfat), illetve TMAO-t is azonositottam. Ezeket a komponenseket az ICPMS-sel torténd
detektalas soran feltehetéen a nem megfelel6 elvalasztas miatt nem tudtdk kimutatni. A minta két
jellemzd kromatogramja a 35. abran lathatd. A TMAO és a TMAP ugyanis hasonld retencios
viselkedést mutat kationcserés kromatografia esetén, tovabba a nagy mennyiségben jelen levo
AB szintén eltakarta a hozza kozel eludlodod oxo-glicerol csucsat. Ezzel szemben az atmenetek
szelektiv monitorozasa miatt az ESMS/MS detektdlas MRM modban nem koveteli meg a

komponensek teljes elvalasztasat, lehetdvé téve ezzel a koelualddé komponensek azonositasat.

DMA
4000 5 13991 oxo-szulfat
13989 60 409—329
3500 - . 409—-97
50 | oxo-szulfonat
3000 - fosafit 393597
vt (R R 393237
w» 2500 483237
B 483-329
N 2000 -
2
£ 1500 A
1000 -
500 -
0 1 1 1 T 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35
retencids id6 (perc)
5000 5 AB TMAP oxo-glicerol
as00 | 179120 1935120 | | 300 3295237
179105 193105 | | 2% 3295195
4000 ~
150
3500 - 100
50
ﬁ 3000 ~ TMAO o kel PRI oAt
% 2500 - 137107 0 5 10 15
= J 137—89
€ 2000 AC TETRA
165->121 135—120
l\ 165—>147 135—103
: ..Z:}%mm;:,«w.ﬂ A= bl R
oty o m% e YN - -‘ * o '~v,~‘>v'v:$ o

0 5 10 15 20 25
retencids id6 (perc)

35. abra TORT-2 CRM HPLC-ESMS/MS anioncserés (fent) és kationcserés (lent)
kromatogramja

Az édesvizi kagylok HPLC-ESMS/MS kromatogramjai a 36. abran lathatok. A HPLC-
ICPMS vizsgalatokkal megegyezOen oxo- €s tio-arzenocukor-glicerolt, valamint oxo- és tio-
arzenocukor-foszfatot detektaltam a legnagyobb mennyiségben. Emellett DMA", oxo-szulfat és

TMAO is kimutathaté volt a mintdkban. A HPLC-ICPMS vizsgalatok soran feltehetéen az
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anioncserés oszlopon a holttérfogattal elualodd nagy mennyiségii oxo-glicerol tehetd feleléssé
azért, hogy a kismértékben visszatartott DMA" a koelucié miatt nem volt detektalhatd. Az
¢desvizi halminta esetében a korabban detektalt arzénmodosulatok mellett kisebb mennyiségben
szintén detektdltam DMA -t és TMAO-t (36. dbra). Ebben az esetben nem a koeltcio, hanem a
kimutatasi hatarok kozotti kiilonbségeknek kdszonhetd a tovabbi két speciesz azonosithatosaga a
halmintakban. HPLC-ICPMS vizsgalatokkal kimutattak, hogy a tengeri alga mind a négy oxo-
arzenocukrot tartalmazza, melyeket HPLC-ESMS/MS-sel szintén azonositottam. Tovabbi

arzénmodosulatokat ebben az esetben nem sikeriilt kimutatnom.
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36. abra Edesvizi kagylo anioncserés (a) és kationcserés (b) kromatogramjai, illetve az édesvizi
hal anioncserés (c) és kationcserés (d) kromatogramjai

A fent bemutatott példdk alapjan elmondhatom, hogy az é&ltalam kidolgozott HPLC-
ESMS/MS moédszer alkalmas kiillonb6zé kornyezeti mintdk szerves arzénmodosulatainak
meghatarozasara. Tovabba a komponensek szelektiv monitorozasa €s az alacsonyabb kimutatasi
hatarok lehetévé tették az ICPMS-sel nem kimutathaté komponensek detektalasat. A modszer

elénye, hogy az azonositashoz nincs sziikség standard oldatokra.
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5.2.3.3 Minéségi vizsgalatok mindségbiztositasa HPLC-ESMS/MS esetén

A molekulaszelektiv ESMS/MS detektalas mindségbiztositasa az elemszelektiv detektalasi
modszereknél bemutatott 1€péseken tl tovabbi lehetdségeket rejt magaban. Munkam soran négy
kiilonb6z6 modon gydz8dtem meg az arzénkomponensek azonositasanak helyességérdl. E16szor
is jol bevalt gyakorlat az arzénmoddosulatok retencids idejének Osszehasonlitdsa standard és
minta oldatok esetén. Azonban a nagy matrixhatas miatt a specieszek sikeres azonositdsa
érdekében ez a mddszer nagy eldvigydzatossagot igényel. Egy masik ismert eljarads a cstucsok
azonositasara az igynevezett spike-olds, mely soran a mintaban feltételezett komponens standard
oldatabdl hozzdadunk a mintdhoz. Ez az eljaras azonban még mindig nem bizonyitja, hogy a
mintaoldat esetén az adott atmenetre kapott cstcs a vizsgalt komponenstdl szarmazik és nem
valamilyen matrixhatas eredménye. A HPLC-ESMS/MS modszer kidolgozasakor és az el6z6
fejezetben is bemutattam, hogy minden komponens esetében a két legjellemzdbb illetve
legintenzivebb anyaion—>fragmension atmenetet monitoroztam. Amennyiben a vart retencios
idénél csak az egyik atmenet jelenik meg, biztos, hogy a detektalt jel nem a vizsgalt
komponenstél, hanem a minta egyéb matrixkomponenseitdl szarmazik. Az atmenetek
szelektivitasanak kdszonhetden az abbdl eredd hibalehetdség, hogy a kivant retencional mindkét
atmenet megjelenik és egyik sem az altalunk vizsgalt komponenstdl szdrmazik, minimalis.
Tovabba, ha megvizsgaljuk a két atmenethez tartozd csucs alatti teriiletek aranyat, azt
tapasztaljuk, hogy ez az érték a mért koncentraciotol fiiggetlen. Tehat ha a retencidés idok
egyezésén til a mintdban mért arzénkomponensek atmeneteinek aranya megegyezik a standard
oldatok esetében meghatéarozott értékkel, a komponensek azonositasa sikeres. A 15. tablazatban
a standard vegyiiletek és a vizsgalt mintdban talalhaté arzénkomponensek retencids idejét és az
atmenetek aranyat hasonlitottam 0ssze.

A negyedik mindségbiztositasi mdodszer a tomegspektrométer egyik mérési modjan alapszik.
Ez az ugynevezett IDA modszer, mely az angol Information Dependent Acquisition sz6
roviditése. A vizsgalat soran az el6zéekhez hasonlban MRM modban monitorozzuk a kivant
anyaion—>fragmension atmeneteket. Azonban ha az egyik atmenetre jelet kapunk, a késziilék
atvalt EPI modba, mely sordan az anyaiont harom kiilonb6z6 energian fragmentalva regisztralja a
keletkezett fragmensionok tomegspektrumait, melyek ujjlenyomatszertien minden egyes
molekula esetében egyediek és nagyon jol jellemzik azt. A standard vegyiilet harom energian
felvett EPI spektrumaval 0Osszehasonlitva a minta esetén kapott EPI spektrumokat

leellendrizhetjiik, hogy valoban a kivant molekulat detektaltuk.
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15. tablazat A retencids idok és az atmenetek aranyanak 6sszehasonlitasa

Standard Tort-2 Edesvizi kagylé Edesvizihal  Tengeri alga

atmenet t; atmenet tz atmenet tz atmenet tz atmenet ty
aranyok perc aranyok perc aranyok perc aranyok perc aranyok perc

DMA 1.25 6.1 1.21 6.0 1.12 6.0 1.06 6.3 n.d. n.d.
oxo-foszfat 2.26 6.0 2.05 5.8 222 6.1 2.04 6.0 2.12 6.2
oxo-glicerol 3.23 7.7 2.64 7.5 2.97 7.5 2.4 7.4 3.33 7.8
oxo-szulfonat 1.06 8.5 1.17 8.5 n.d. n.d. n.d. n.d. 1.06 8.5
oxo-szulfat 1.88 13.2 1.65 134 1.43 13.4 n.d. n.d. 1.88 13.2
tio-foszfat 1.81 22.5 n.d. n.d. 1.68 22.3 1.54 223 n.d. n.d.
tio-glicerol 3.25 8.1 n.d. n.d. 3.32 7.7 n.d. n.d. n.d. n.d.
AB 1.60 5.46 1.61 5.29 n.d. n.d. 1.69 5.3 n.d. n.d.
TMAP 1.44 13.2 1.43 12.8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
TMAO 3.84 12.1 3.47 11.8 2.12 12 4.04 11.8 n.d. n.d.
AC 1.79 18.3 1.27 17.9 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
TETRA 1.83 24.1 1.7 23.7 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

5.2.3.4 Arzénmodosulatok mennyiségi vizsgalata HPLC-ESMS/MS
modszerrel

Koréabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy az ionizécios hatdsfokot a mintamatrix nagymértékben
visszaszorithatja, megnehezitve ezzel a pontos mennyiségi elemzést. Ezért a mennyiségi
meghatarozds mar nem olyan konnyen megvalosithatd ESI ionforrds mellett, mint az ICP-MS
esetében. Az erés matrixhatas kikiiszobolésére az altalanos gyakorlat tobbféle modszert hasznal.
Egyrészt torekedni kell a komponensek megfeleld visszatartdsara, mely altal a matrixionok
elkiilonithetdk a vizsgalandé molekulaktol. A leggyakrabban alkalmazott forditott fazist
elvalasztasnal ez a folyamat konnyen megvalosithatd, hiszen a zavard sok (ionok) konnyen
elkiilonithetdk az er6sen visszatartott apolaris komponensektdl. Esetemben az ioncserés
kromatografia nem hordozza ezeket az elényoket, ezért az elvalasztastechnikai modszerek
kidolgozasa soran a komponensek lehetd legjobb visszatartdsara torekedtem. Az 5.1.3.2 és
5.1.3.3 fejezetekben bemutatott standard kromatogramokon l4thato, hogy a legkorabban elualodé
komponensek is kell6 mértékben elvalnak a holttérfogattol.

A megfeleld visszatartds azonban nem mindig bizonyul elégségesnek a matrixhatas
kikiiszobolésére. Tovabbi lehetdség a mintdk eldzetes tisztitdsa off-line, vagy még gyakrabban
on-line kromatografids modszerekkel. Az arzénspecidcios gyakorlatban tobbszor talalkozhatunk
ilyen tisztitasi lépésekkel, melyek hatasfokat ez idaig nem vizsgaltadk (MCSHEEHY, 2002).
Munkdm soran megvizsgaltam, hogy a mintamatrix milyen modon befolyasolja az egyes
komponensek mennyiségi meghatarozasat. Ehhez viszonylag egyszerli mintatisztitasi eljarasokat

¢s kalibracios modszereket alkalmaztam a TORT-2 CRM-re, mely arzénmodosulatait HPLC-
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ICPMS-sel korabban mar meghataroztak (WAHLEN, 2004). Legelso 1épésben megvizsgaltam,
hogy a kifejlesztett kromatografias modszer milyen hatékonysaggal képes elvalasztani a
vizsgalandd arzénmodosulatokat a mintamatrix egyéb komponenseitél. Mivel a matrix
jelcsokkentd hatdsa révén meghamisithatja a kiils6 kalibracioval kapott eredményeket, a minta
arzénmodosulatainak mennyiségét standard addicios kalibraciéval is meghataroztam. A két
kalibracidos modszer eredményeit a 16. tablazatban tiintettem fel. A TETRA, TMAO, AC,
TMAP és oxo-glicerol esetében nincs szignifikans eltérés a két kiillonbozo kalibracioval kapott
eredmények kozott. Mint ahogy azt a mindségi meghatdrozasnal mar emlitettem, a korabbi
ICPMS vizsgalatok sem TMAO-t, sem oxo-glicerolt nem mutattak ki a mintabol. Ezzel szemben
a HPLC-ICPMS-sel mért AC mennyisége joval magasabb volt. Ez aldtdmasztja azt a
feltételezésemet, hogy a TMAO a komponensek koelicidja miatt nem detektalhato HPLC-
ICPMS technikéval (16. tablazat), és a detektalt komponens legnagyobb része nem AC, hanem
TMAO volt. A koran elual6dé arzénmodosulatok esetében - tigy, mint DMA", AB, oxo-foszfat -
kiilonbség van a kiils6 kalibracié és a standard addicios kalibracio kozott (16. tablazat).
Legkifejezettebb a hatds az AB esetében, ahol egy nagysdgrendnyi a kiilonbség. Azonban a
DMAY és az AB esetében a matrix okozta jelcsokkenés standard addicié alkalmazasaval
kompenzalhatd, mig az oxo-foszfat cukor esetében a HPLC-ICPMS eredmények nagy szérdsa

miatt az adatok 0sszehasonlitdsa nem lehetséges.

16. tablazat TORT-2 hitelesitett anyagminta arzénmoddosulatainak mennyiségi meghatarozasa
kiilonboz6 kalibraciés modszerek és mintatisztitasi eljarasok alkalmazasaval

Kalibraci6s modszerek Kromatografids mintatisztitasi modszerek
HPLC- Kiilsé Meéretkizarasos Forditott fazisu Ellentétes toltésii
ICPMS wiso. Standgrd oszlo el6tét oszlo ioncserés el6tét
kalibracio addicio P . P .
Vabhlen et al. (off-line)* (on-line)*  oszlop (on-line)*
ug As kg ug As kg
TETRA 44 + 8.8 41.1£3.2 469 +2.8 37.3+4.7 452 +3.1 423+£29
TMAO n.d.*** 45.7+2.7 514 £2.3 482+44 455142 46.8+3.3
AC 43+9.8 6.94+0.8 935 £1.6 6.25+0.9 7.08 £0.8 6.91+£09
AB 14250 +£997 907 +76 13800 £ 620 1160 £ 95 818 £ 69 856 £ 58
TMAP 836+ 72 834 +37 1120 + 82 894 + 81 813 + 63 639 + 46
oxo-glicerol n.d. *** 294+ 19 301 +£21 290 + 28 264+ 17 217+ 14
DMAY 840 + 100 313+£13 928 +44 341 £25 304 £20 248 £19
oxo-foszfat 231 +£150 142+1.3 357 +£3.2 124+£0.8 13.3+£0.9 126 £1.1
oxo-szulfonat 22.5+7 n.kv. ** n.kv.** n.kv.** n.kv. ** n.kv. **

*  kiils6 kalibracioval meghatarozva
**  detektaltam, de a rendelkezésemre all6 standard oldat kis mennyisége miatt nem kvantifikaltam
*#%* Vahlen és munkatarsai nem detektaltak ezeket a modosulatokat
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A fenti tablazatbol lathaté, hogy a standard addiciés kalibracio alkalmazasaval a matrix
okozta jelcsokkenés kikiiszobolhetd. Azonban nagyszamu minta rutin elemzése esetén ez a
bonyolult és iddigényes kalibracié a vizsgalati modszer hatranyava valhat. Ezért a matrix
ionizéciora gyakorolt hatdsanak csokkentése céljabol kiilonbdzo on-line és off-line mintatisztitasi
modszereket vizsgaltam meg. Tisztitdshoz a legnépszeriibbek a szemipreparativ kromatografias
technikak, melyeket, ha egymas utdn alkalmazzuk, mas-mas fizikai-kémiai folyamatok alapjan
valaszthatjuk el a mérendd alkotdkat a matrixtol. A mintatisztitasi modszerek kivéalasztasa soran
az alabbi szempontokat vettem figyelembe. A matrixhatast tobb kiilonféle molekula jelenléte
okozhatja: (i) ezek lehetnek nagy molekulatomegi fehérjék vagy poliszaharidok; (ii) kis
molekulatdmegii apolaris vegyiiletek, mint példaul a zsirok; és (iii) kis molekulatomegl polaros
anyagok, ionok és sok. Az elsd esetben a méretkizarasos kromatografia hatékony eszkoz lehet a
nagy molekuldk elvalasztdsara a vizsgalt arzénkomponensektdl. A masodik esetben egy forditott
fazisu eldtétoszlopon megfelelé mozgofazissal visszatarthatok az apoléaris komponensek. Mivel
az arzénkomponensek anionos/kationos formdban vannak jelen a HPLC-s vizsgalatok soran, a
harmadik esetben az ionos komponensek ellentétes toltésii el6tétoszlopokkal visszatarthatokka
valnak. Ez azt jelenti, hogy kationcserés elvalasztds sordn anioncserés eldtétoszlopot, mig
anioncserés elvalasztds esetén kationcserés eldtétoszlopot hasznilunk. Munkdm sordn a fent
emlitett harom tisztitasi eljarast hasonlitottam 0ssze.

Elsoként egy méretkizardsos tisztitdst alkalmaztam, melyre az jellemzd, hogy a nagy
molekuldkat visszatartja, a kis molekuldk viszont az oszlop holttérfogataval, nagy retencids
idével hagyjak el az oszlopot. A méretkizardsos kromatografia (Size Exclusion Chromatography,
SEC) csak off-line modban volt alkalmazhatd, mivel a maximalisan megengedett nyomas nem
tette lehetové a 0.4 ml/percnél nagyobb aramlasi sebesség hasznalatat. A mintatisztitas elvégzése
elott standard oldatok segitségével (100 ng/ml AB, AC, TMAO, TMAP, TETRA, MAY, DMA",
oxo-glicerol és oxo-foszfat) felvettem az arzénkomponensek elucids profiljat. Szemipreparativ
célok miatt érdemes minél nagyobb mintatérfogatot injektalni a kolonndra, valamint olyan
mozgofazist alkalmazni, mely a mintafrakcié legyljtése utan liofilezéssel konnyen elillan. A fent
emlitettek miatt készitettem egy 350 pl-es mintabevivé hurkot, és eluensnek a 20 %-os MeOH-t
hasznaltam. Aramlasi sebességnek 0.4 ml/percet allitottam be. Az oszlopot elhagy6 frakcidkat a
kovetkezd iddintervallumokban gytijtottem: 0-30 perc, 30-35 perc, 35-40 perc, 40-45 perc, 45-50
perc, 50-55 perc, 55-60 perc, 60-65 perc (az oszlop holtideje 62.5 perc). A frakcidkat egyenként
flow-injection modban megmérve figyeltem, hogy mely frakciokban elualédtak az egyes
arzénmoddosulatok.

Tapasztalataim alapjan a permanens kationos komponensek (AC és TETRA) sajnos nem

moshatok le az oszloprél a 20 % MeOH tartalmu eluenssel. Feltételeztem, hogy az allofazis €s a
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kationos komponensek kozott egy kémiai interakcid (ionos kotés) alakul ki, mely kdvetkeztében
a komponensek erdsen visszatartodnak. Ezek szerint az allofazis negativan toltott feliileteket
tartalmaz. Mivel az 4llofazis egy poli-dextran, poli-agar6z polimerizalt cukor fazis, feltehetdleg a
nem reaktiv -OH-csoportok az alkalmazott pH-n (pH=7.4) deprotonalddtak, ezaltal anionos
toltéstivé valtak. Emiatt célszerlinek lattam savas kémhatasi mozg6 fazis alkalmazasat.
Kovetkezd 1épéskeént 20 % MeOH mellett 1% HCOOH-t is tettem az oldatba (pH=2.6 lett), és
igy a felvitt arzén teljes mennyisége lemoshatova valt. A 37. abran lathat6, hogy az
arzénkomponensek 45-55 perc kozott elualédnak az oszloprél. A nagyobb molekulatomegii
arzenocukrok egy része valamivel elébb, a 40 perces frakcioban taldlhatd. A vizsgélatot oxo-
szulfonat és -szulfat, valamint tio-arzénmodosulatok esetében a rendelkezésre alld standard
oldatok kis mennyisége miatt nem végeztem el. Azonban a molekulatomegiiket figyelembe véve
feltételeztem, hogy ezek a komponensek is 40-55 perc kozott jutnak &t az oszlopon. A TORT-2
CRM tisztitasahoz szintén 350 pl extraktumot vittem fel a SEC oszlopra, majd egyetlen frakciot
gylijtottem 40 és 55 perc kozott. A kapott 6 ml oldatot liofileztem, majd 350 pl ioncserélt vizben
visszaoldottam, igy tovabbi higitassal nem kellett szamolnom. A tisztitott minta kromatografis
vizsgalatat a korabbi vizsgalatokkal megegyezé mddon végeztem el. Az eredményeket a 16.

tablazatban foglaltam Ossze.
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37. abra Arzénkomponensek elticioja SEC tisztitas soran

A SEC tisztitds mellett az analitikai oszloppal on-line csatolt, forditott fazisu és ellentétes
toltésti elotét oszlopok hatdsat is megvizsgaltam a matrixhatds csokkentése érdekében. A
mennyiségi kiértékeléshez minden esetben kiilsé kalibracidt alkalmaztam. A 16. tablazatban a

tisztitatlan és tisztitott mintdk eredményeit Osszehasonlitva megallapithatd, hogy egyik
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mintatisztitasi 1épés sem alkalmas a mintamatrix kelld mértékii elvalasztasdhoz. Feltehetéen nem
a nagy méreti molekuldk, hanem a kisebb ionok és sok jelenléte a zavard, melyeket az
eldtétoszlopokon az elvélasztashoz haszndlt mozgo6fazissal nem sikeriilt megfeleldé mértékben

visszatartani.

5.2.3.5 Kovetkeztetések

Az 5.2.3 fejezetben bemutatott eredmények alapjan elmondhato, hogy az altalam kifejlesztett
HPLC-ESMS/MS mddszer alkalmas az arzénmodosulatok mindségi meghatarozasara kornyezeti
mintakbol. A retencids idé és molekulanként két atmenet egyidejii monitorozdsa minimalisra
csokkenti az arzénkomponensek azonositasdban elkovetheté hibakat. A kimutatdsi hatar és az
ismételhetdség Osszevethetd, sok esetben jobb, mint elemszelektiv detektalas esetén. A speciesz
szelektiv detektalds olyan komponensek azonositasat teszi lehetdvé, melyek ICPMS-sel nem
voltak kimutathatok. Maésrészrél az eredményekbdl vilagosan latszik, hogy mennyiségi
vizsgalatok esetén jelentds hatrany az ionizacid hatékonysagat csokkentd matrixkomponensek
jelenléte a mintdkban. A tisztitott mintarészlet kromatogramjat a tisztitatlan extraktum
kromatogramjaval 6sszehasonlitva azt tapasztaltam, hogy a mintamatrix - féként a kis retencids
iddvel rendelkezé komponenseknél - a mennyiségi meghatarozast nagymértékben zavarhatja. A
tisztitasi 1épések szignifikansan nem csdkkentették a zavar6 hatasokat, ezaltal azok alkalmazasa
nem ajanlott. Vizsgéalataim alapjan elmondhatom, hogy a tisztitdsi modszerek helyett a
modosulatok elégséges visszatartasa (6-8 perc) célravezetObb. Amennyiben a komponens kémiai
szerkezete ezt nem teszi lehetové, standard addicids kalibracid, vagy izotdpjelzett modosulat

(mint belsé standard) hasznalata javasolt.
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5.2.4 BCR-710 referencia minta arzénmodosulatainak teljes jellemzése

A bevezetében bemutattam, hogy a biologiai mintdk arzénspeciacids vizsgalata esetén foként
ioncserés vagy forditott fazisi nagyhatékonysagu folyadékkromatografias elvalasztast
kapcsolnak valamilyen elem vagy molekula szelektiv detektorhoz, gyakran hidridképzéses 1€pés
kozbeiktatasaval. A legéltalanosabban alkalmazott mintaeldkészitési modszerek viz, metanol,
vagy a kettd kiilonbozd ardnyl elegyével végzett razatdsos, mikrohulldmu vagy ultrahangos
technikdk. Azonban az alkalmazott eljarastdl fliggetleniil a mddosulatanalitikai vizsgéalatok
eredményeinek pontossagat ellendrizniink kell, vagyis minden esetben sziikség van a moddszer
mindségbiztositasara. A korabbi fejezetekben kitértem az anyagmérleg elkészités fontossagara,
illetve felhivtam a figyelmet a kinyerési hatasfok és oszlopvisszanyerési hatasfok kozti
kiilonbségre. Ezen feliill méréslink pontossagat hiteles anyagmintakkal is ellendrizniink kell.
Annak ellenére, hogy a CRM-ek hasznélata sordn fontos szempont a vizsgalt komponensre is
hitelesitett megfeleld matrix kivalasztasa, a modosulatanalitika célokra gyartott CRM-ek szama
kevés, tovabba a hitelesitett érték a teljes arzéntartalmon kiviil csak egy vagy két modosulat
esetében van megadva. Ezzel szemben sok esetben akér tobb mint tiz arzénkomponens is
eléfordulhat a hitelesitett mintdkban. Példaul az egyre nagyobb népszertiségnek drvendd oxo- €s
tio-arzenocukrok vizsgalata esetén nem talalunk olyan CRM-et, melyek ezekre a komponensekre
lennének hitelesitve, holott az algdkban, kagylokban, st az édesvizi él6lényekben is nagy
mennyiségben fordulnak eld. Bar a standardok hasznosak a komponensek retenciés id6 alapjan
torténd azonositdsdhoz, az emlitett arzenocukor komponensek kereskedelmi forgalomban nem
kaphatok, laboratoriumi szintézisiik az oxo-glicerol kivételével ez idaig még nem megoldott.

Céljaim kozé tartozott egy olyan hitelesitett anyagminta arzénkomponenseinek teljes
jellemzése a mddosulatok eloszlasan keresztiil, mely a lehetd legtobb specieszt minél nagyobb
koncentracioban tartalmazza. Ezért esett a valasztdisom a BCR-710 elnevezésit CRM-re, mely
osztriga izomszoveteibdl késziilt homogén minta. A minta a teljes arzéntartalmon feliil (25.7
2.7 mg As/kg) AB-re van hitelesitve (13.89 £ 1.79 mg As/kg). Lathato, hogy az AB a CRM
teljes arzéntartalmanak csak 54 %-at teszi ki, tehat az 0sszes arzén masik fele valamilyen mas
arzénmodosulat vagy modosulatok formajaban van jelen.

A minta arzénspeciesz mintazatanak meghatarozasa hasznos segitség lehet a komponensek
retencids id6 alapjan torténd azonositdsdban, ha a vizsgélt vegyiiletek standard formaban nem

allnak rendelkezésiinkre.
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5.2.4.1 Mintaelokészités

A vizsgalat soran teljes arzéntartalom meghatarozast €s specidcios elemzést egyarant
végeztem. A CRM ¢és az extraktumok teljes arzéntartalmanak meghatarozasahoz a mintat az
anyag ¢és modszer fejezetben részletezett mikrohulldmu roncsolassal készitettem eld. A
specidcios vizsgalatokhoz a mintabol 250 mg-ot mértem be 0.1 mg pontossaggal, majd 10 ml
extrahaldészert (metanol, viz, metanol:viz = 1:1) adtam hozza. Egy éjszakan at razattam, majd
centrifugaltam (4500 fordulat/perc, 20 perc) és sziirtem (0.20 um). Minden esetben harom
parhuzamos extrakciot végeztem. Az extraktumok arzénmoddosulatait HPLC-ICPMS kapcsolt
technikédval hatdroztam meg, mely sordn az 5.1.2 fejezetben bemutatott anioncserés és

kationcserés elvalasztiastechnikai modszereket alkalmaztam.

5.2.4.2 Eredmények

Az altalam mért teljes arzén mennyisége 26.5 és 27.1 mg As/kg kozott volt, mely a
hitelesitett koncentracidtartomanyba esik.

A modosulatanalitikai eredményeket a 17. tablazatban foglaltam 0Ossze. A kinyerés
hatasfokat az extraktum teljes arzéntartalmanak és a porminta teljes arzéntartalméanak
hanyadosabodl szamoltam. Az extrakcios hatasfok 70-78 % kozott ingadozott, a legjobb kinyerést
metanol-viz elegyének alkalmazasa esetén értem el. A 17. tablazat negyedik oszlopaban
argonnal atbuborékoltatott vizzel végzett extrakcid eredményeit tiintettem fel. Ennek
magyarazatara a késobbiekben térek ki. A mintdban 14 arzénmodosulatot detektaltam, melyek
kozil 12-t sikeriilt azonositanom. A minta kationcserés kromatogramjan megfigyeltem, hogy a
standard komponenshez képest a TMAO fél perccel késobb eludlodott, ezért a mintdhoz standard
TMAO oldatot adagolva ismét felvettem a minta kromatogramjat, mely soran egy dupla csucsot
kaptam. Ez azt bizonyitja, hogy a mintaban detektalt csuics nem TMAO volt. Standard addiciot
alkalmazva arra a megallapitasra jutottam, hogy a TMAO retencidjahoz kdzel TMAP eluélodik.
A két komponens megfeleld elvalasztasdhoz 10 mM-ra csokkentettem a mozgofazis
ionerdsségét. A minta kationcserés elvalasztasat a 38. abra mutatja. A kisebb ionerdsség
hatdsara a TMAO és a TMAP kellden elvaltak egymastol, azonban a kromatogram ideje 5
percrdl 8 percre novekedett. A fent emlitett két komponens mellett AB-t (71.5 %), oxo-glicerolt
(5.1 %), AC-t (2.2 %) és TETRA-t (0.7 %) szintén sikeriilt szelektiven meghataroznom a
kationcseréld oszlopon. A hitelesitett értékkel Osszevetve, az altalam meghatarozott AB

koncentracoja (14.57 £ 0.44 mg As/kg) 6sszhangban volt.
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38. abra BCR-710 CRM kationcserés kromatogramja (10 mM piridin-formiat esetén)

17. tablazat BCR-710 CRM arzénmoddosulatainak mennyisége kiilonb6z6 kinyerés esetén

Koncentracio (mg As/kg szarazanyag)®

Arzénmodosulatok o Extrakeio Extrakcié  Extrakci6 argonnal
Extrakcio vizzel metanol-viz ,
clegyével metanollal kezelt vizzel
As(V) nyomokban nyomokban <0.03 nyomokban
MA nyomokban <0.03 <0.03 nyomokban
DMA 0.44 £ 0.02 0.54+0.03 0.47 £ 0.03 0.49 +£0.03
AB 13.96 +0.76 14.48 +0.45 14.83 + 0.57 14.97 + 0.66
AB2 0.14£0.01 0.15£0.01 0.15+0.01 0.15+0.01
AC 0.42 £0.03 0.39+£0.04 0.31+0.02 0.39+£0.02
TMAO nyomokban nyomokban nyomokban nyomokban
TETRA 0.15£0.02 0.16 £0.01 0.14 £0.01 0.15+£0.01
oxo-glicerol 0.99+£0.07 0.97 £ 0.06 0.33+£0.03 1.00+0.11
oxo-foszfat 1.23£0.08 1.22+£0.15 0.29 +£0.02 1.26 £ 0.03
tio-glicerol 0.65+0.04 0.69 +0.03 1.23£0.08 0.67 £ 0.03
tio-foszfat 0.76 £ 0.03 0.79 £0.04 1.46 £0.09 0.84 £ 0.04
ismeretlen U1 0.56 £ 0.04 0.79 £ 0.05 n.d. 0.48 £ 0.02
ismeretlen U2 0.11 £0.01 0.097 £ 0.039 n.d. 0.13£0.01
specieszek Osszege 19.5£0.8 20.3+£0.9 19.1£0.7 20.5+£0.5
osszes arzen az 18.7+ 1.1 20.9+0.7 19.5+ 1.6 19.4+0.8
extraktumban
kinyerési hatasfok 70% 78% 73% 73%
A 17. tablazatbol lathaté, hogy az oxo-glicerol kivételével az egyes kationos

arzénkomponensek mennyisége az extraktumban fiiggetlen az extrakcid sordn alkalmazott

oldoészertdl. Ezzel szemben az anionos komponensek kinyerési hatékonysaga lathatdan

oldoszerfiiggd. Arzenat és MA" csak nyomokban taldlhatd a mintiban, azonban a metanollal
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végzett extrakcio soran egyiket sem sikeriilt kimutatnom. Az oxo- ¢€s tio-arzenocukrok minden
esetben jelen voltak az extraktumban, azonban érdekes megfigyelés, hogy aranyuk a mintaban az
alkalmazott oldoszer fliggvényében valtozott. Az oxo-arzenocukor analdégok koncentracidja a
vizes extraktumban nagyobb, mig a tio-arzenocukrok mennyisége metanolos extrakcid soran
novekedett meg. Ha jobban megvizsgaljuk a glicerol- ¢és foszfat-arzenocukrokat, lathato, hogy az
oxo- ¢€s tio-arzenocukrok dsszege vizes €s metanolos extrakcio esetén megegyezik. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a vizzel végzett extrakcid alatt a tio-arzenocukrok egy része oxidalddhatott.
Az oxidéci6 az extraktum tdrolasa soran nem kovetkezhetett be, mivel a kinyerést kovetden a
mintadkat rogton mértem. A feltételezett oxidacié bizonyitdsara az extrakcid soran olyan
ioncserélt vizet alkalmaztam, melybdl az oldott oxigént argon gazzal kihajtottam. Az
eredményeket szintén a 17. tablazatban mutatom be. Lathatd, hogy az argonnal kezelt viz
esetén a hagyomanyos vizes extrakcidval megegyezd eredményeket kaptam. Ez azt mutatja,
hogy az oxo- és tio-arzenocukrok kinyerése nagymértékben fiigg az alkalmazott
extrahalészerektdl. Mig az oxo-arzenocukor komponensek vizben oldédnak jobban, addig a tio-
arzenocukrok metanollal nyerhetdk ki nagyobb hatasfokkal.

Az anyagmérleg alapjan elmondhatom, hogy az extrakcid soran kinyert arzén teljes
mennyiségét sikeriilt meghataroznom, mivel a komponensek mennyiségének 0sszege minden
esetben megegyezik az extraktum teljes arzéntartalmaval. A 14 arzénmodosulatbol 12-t
azonositottam. A modosulatanalitikai eredményeket felhaszndlva a CRM alkalmas lehet standard

oldatok hidnydban az oxo- ¢és tio-arzenocukrok vizsgilatdra kornyezeti mintdkban.
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6 UJTUDOMANYOS EREDMENYEK

Nagy hatékonysagti  folyadék-kromatografian  alapulé  anion- és  kationcserés
elvalasztastechnikai modszereket dolgoztam ki az arzénkomponensek szelektiv

meghatarozasara HG-AFS, ICPMS és ESMS/MS detektalasi modszerek alkalmazéasa mellett.

Elséként végeztem arzénspeciacios vizsgalatot Egei-tengerbdl szarmazo, emberi fogyasztasra

alkalmas kagylo- ¢és halmintékon.

e Kimutattam, hogy a vizsgalt szervezetek 5.3-34 mg/kg mennyis€gii arzént tartalmaznak.

e Megallapitottam, hogy a halak esetében a felhalmozott arzénmodosulatok tobb, mint
90%-a az emberi szervezet szdmara nem mérgez6 AB form4jaban van jelen, mig a
kagylok esetében az AB mellett 18-41%-ban arzenocukrokat sikertilt kimutatnom.

e Figyelembe véve a gordg lakossag taplalkozasi szokéasait megallapitottam, hogy a nagy
arzénkoncentracio ellenére a térségbdl szairmazo kagylok és halak fogyasztasa nem jelent

egészségiigyi kockazatot.

Meghataroztam az édesvizi taplaléklanc egyes egyedeinek teljes arzéntartalmat, illetve

megvizsgaltam a felvett arzénmodosulatok eloszlasat.

e Megallapitottam, hogy a Duna vizének alacsony (1.1 ng/ml) arzénkoncentracidja ellenére
az édesvizi algdk, novények, kagylok ¢és békadk hasonléan a tengeri fajokhoz
nagymértékben képesek az arzént akkumulalni, mig az édesvizi halak teljesarzén-
koncentracioja 1-2 nagysagrenddel elmarad a tobbi vizsgalt mintdkéhoz képest.

e Kimutattam, hogy az édesvizi algdk hasonléan a tengeri fajokhoz tobb mint 90%-ban
arzenocukrokat tartalmaznak.

e A névényekben szinte kizarolag szervetlen arzenitet (As'") és arzenatot (As") talaltam.

e Megallapitottam, hogy a vizsgalt édesvizi béka fajban talalhaté f6 arzénkomponensek a
szervetlen arzenit (30%) €s a négyszeresen metilalt tetrametil-arzonium-kation (35%).
Emellett mindharom koztes metilalt arzénforma (mono-, di-, ¢és trimetil
arzénkomponensek) kimutathatd, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a béka dnmaga
képes a mérgezod, szervetlen arzénmoddosulatokat nem mérgezo, négyszeresen metilalt
komponensekké alakitani.

e Megallapitottam, hogy ellentétben a tengeri kagylokkal az édesvizi kagylok domindns

arzénmodosulatai az arzenocukrok, illetve az eddig csak tengeri szervezetekben
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kimutatott tio-arzenocukrok. Arzenobetaint csak nyomokban sikeriilt kimutatni a vizsgalt
mintadkban.

e Megallapitottam, hogy az édesvizi halak AB-t csak nyomokban tartalmaznak, ezzel
szemben a f6 komponens az oxo-arzenocukor-foszfat. Kimutattam, hogy a vizsgalt
halfajok tartalmazhatnak olyan tio-arzenocukrokat, melyeket eddig halakban nem

mutattak ki.

4. Uj, ESMS/MS detektalason alapulé csatolt analitikai modszert dolgoztam ki a szerves
arzénmodosulatok meghatarozasara.

e A szerves arzénmoddosulatok fragmentacidja sordn felvett termékion tomegspektrum
alapjdn meghataroztam a komponensek detektalasahoz sziikséges optimalis
komponensfiiggd paramétereket.

e Megvaldsitottam az oxo- és tio-arzenocukrok egyetlen kromatografids modszerrel torténd
vizsgalatat.

e Megallapitottam, hogy néhany arzénkomponens esetében akar két nagysagrenddel jobb
kimutatasi hatar érhetd el, mint az altalam alkalmazott elemspecifikus detektalasok soran.

e Bebizonyitottam, hogy néhany arzénkomponens esetében sziikség van azok eldzetes
kromatografis elvalasztasara az esetleges azonositasi hibak elkeriilése érdekében.

e Hiteles anyagmintdk mérésével igazoltam, hogy az altalam kifejlesztett uj kapcsolt
technika alkalmas az arzénmodosulatok mindségi vizsgalatira standard oldatok
hasznalata nélkiil.

e Bebizonyitottam, hogy a kiilonb6zd, kromatografian alapuld mintatisztitasi eljarasok nem

csOkkentik a mintamatrix ionizdciora gyakorolt hatdsat.

5. Elvégeztem egy teljesarzén-tartalomra ¢s AB-re hitelesitett referencia minta (BCR-710)
jellemzését a benne taldlhato arzénkomponensek eloszlasa szempontjabol.

e Az arzenobetain mellett 11 ismert - koztiik 2 oxo- és 2 tio-arzenocukrot - €s 2 ismeretlen
arzénkomponenst sikeriilt kimutatnom a mintabol.

e Meghatiroztam mind a 14 arzénmodosulat mennyiségét a mintaban.

e Kiilonb6zo oldoszereket Osszehasonlitva megallapitottam, hogy mig az oxo-
arzenocukrok vizes extrakcioval nyerhetok ki nagyobb hatdsfokkal, addig a tio-
arzenocukrok kinyerése szerves olddszer alkalmazasa esetén hatékonyabb.

o A teljes anyagmérleg elkészitésével bebizonyitottam, hogy a kinyerhetd arzén teljes

mennyiségét sikeriilt meghatdroznom.
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7 OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam sordn kiillonbozé elvalasztastechnikai €és detektaldsi eljarasokon alapuld
csatolt modszereket dolgoztam ki a kornyezetben leggyakrabban eléfordul6é arzénkomponensek
meghatarozasara kiilonféle kornyezeti mintdkbol. A komponensek elvalasztasat ioncserés
kromatografidval (HPLC) végeztem el, melyhez detektorként atomfluoreszcens spektrométert
(AFS), induktiv-csatoldsu-plazma-tomegspektrométert illetve elektroporlasztasos-tandem-
tomeg-spektrométert kapcsoltam.

Munkém elsé felében a hidridképzésen alapuld6 HPLC-HG-AFS technika alkalmazhatosagat
terjesztettem ki a tobbszordsen metildlt kationos arzénkomponensekre és oxo-arzenocukrokra.
Megvizsgéltam az eluensben alkalmazott piridin és a mdédosulatok oxidacidjanak eldsegitésére
hasznalt K,S,0s jelképzésére gyakorolt hatasat. A mddszert alkalmazva meghataroztam, hogy az
Egei-tengerbél szarmazé kagylok és halak 5-30 ppm mennyiségben képesek az arzént
felhalmozni, melynek t6bb mint 70-90 %-a nem toxikus arzenobetain forméjaban van jelen. A
kagylomintdk az arzenobetain (AB) mellett nagyobb mennyiségben oxo-arzenocukor
moédosulatokat is tartalmaztak. A gorog lakossag taplalkozasi szokésait és az elviselhetd napi
arzénbevitelt figyelembe véve elmondhato, hogy ezen tengeri élelmiszerek fogyasztdsa nem jar
egészségkarosito hatassal.

A HPLC-ICPMS vizsgalatok soran az oxo-arzenocukrok mellett a tio-arzén komponensek
elvalasztasat is megoldottam, mely soran a meglévd ioncserés modszerek mellett egy tovabbi
anioncserés elvalasztast is alkalmaztam. A kapcsolt technikédval édesvizi tdplaléklanc egyedeinek
arzénspeciacios vizsgalatat végeztem el. A tengeri szervezetekkel Osszehasonlitva az édesvizi
algdk és kagylok hasonld mértékben, mig a halak kisebb mértékben képesek az arzént
akkumulalni. Az algdk f6 arzénkomponensei az oxo-arzenocukrok voltak. Azonban a tengeri
kornyezetben dominans AB csak nyomokban volt megtalalhaté a vizsgalt édesvizi kagylo- és
halmintdkban. Ebben az esetben a f arzénkomponensek szintén az oxo- és tio-arzenocukrok
voltak.

Az elemszelektiv detektalas mellett, egy 1j, molekulaszelektiv detektalason alapuld
modosulatanalitikai moddszert (HPLC-ESMS/MS) dolgoztam ki az arzénkomponensek
meghatarozasara. A modszerkidolgozas soran az ionforras paramétereket és komponensfiiggd
paramétereket egyarant optimaltam. Az elektroporlasztasos ionizacié miatt a kromatografiahoz
eddig alkalmazott puffereket illékony pufferekkel valtottam fel és megoldottam az oxo- és tio-
arzenocukrok egy modszerrel torténd elvalasztasat. Az elem szelektiv detektdlason alapuld
modszerekkel 0sszehasonlitva egy nagysagrenddel jobb kimutatasi hatart sikeriilt elérnem. A
moddszer alkalmazhatosagat néhany korabban, HPLC-ICPMS-sel vizsgalt tengeri és édesvizi

119



Schdffer Richard

mintdk meghatarozasaval bizonyitottam, mely sordn ICPMS-sel nem detektalt komponensek
jelenlétét is sikertilt kimutatnom. A mennyis€gi meghatarozasok soran bebizonyosodott, hogy a
koran elualédé komponensek esetében fellépd matrixhatas tobbdimenzids kromatografids
modszerekkel nem kikiiszobolhetd. Az egyetlen megoldasnak a standard addicids kalibraciod
bizonyult.

Elvégeztem egy AB-re hitelesitett CRM (BCR-710) jellemzését. Osszehasonlitottam a
kiilonbdzé metanoltartalma oldoszerrel végzett extrakciok hatasfokat, tovabba meghataroztam a
mintaban talalhaté arzénkomponensek mindségét és mennyiségét. A mintdban 12 azonositott és
2 azonositatlan komponenst detektaltam, tovabba kimutattam, hogy az oxo- és tio-arzenocukrok
aranya a mintaban az extrahaldszer metanoltartalmanak fliggvénye. A moddosulatanalitikai
eredményeket felhasznédlva, standard oldatok hidnyaban a CRM alkalmas lehet az oxo- és tio-
arzenocukrok vizsgalatara kdrnyezeti mintakban.

A munkam soran nagy figyelmet forditottam a méréseim mindségbiztositasara. Ehhez minden
esetben a mintdkkal egylitt teljes arzéntartalomra és AB-re hitelesitett CRM-et hasznaltam,
tovabba minden esetben elkészitettem a teljes anyagmérleget. A HPLC-ESMS/MS vizsgélatok
esetén két atmenet egyidejli monitorozasaval €s azok aranyéanak figyelembevételével gy6zddtem
meg a mindségi vizsgalatok helyességérdl. Az édesvizi mintdk esetében az alacsony kinyerési
hatasfok mellett a kinyert arzénnek csak egy részét tudtam kromatografidsan meghatarozni. Ez
bizonyitja, hogy az extrakcids hatasfok €s az oszlopvisszanyerési hatasfok nem azonos, ugyanis
a kromatografidsan meghatarozott komponensek 0sszegének ardnya a teljes arzéntartalomhoz
képest nem feltétleniil egyenld a kinyerés hatasfokaval. A két kiilonboz6 érték meghatarozésa

soran koriiltekinten kell eljarni.
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8§ SUMMARY

In the frame of my Ph.D. study different type of coupled methods were developed for the
determination of inorganic and organic arsenic compounds occurring in the aquatic environment.
The separation of the arsenic species was performed by high performance liquid chromatography
(HPLC) while the detection was carried out using atomic fluorescence spectrometer (AFS),
inductively coupled plasma mass spectrometer (ICPMS) and electrospray tandem mass
spectrometer (ESMS/MS).

In the first part of my work an HPLC-HG-AFS coupled method was developed for separation
and detection of twelve arsenic compounds including the oxo-arsenosugar compounds. The
twelve arsenicals were separated and determined on the basis of their difference in two
properties: (i) the pKa values and (i1) hydride generation capacity. The separation was carried out
both with an anion- and a cation-exchange column, with and without photo-oxidation. In all the
samples arsenobetaine (AB) was detected as the major compound (70-90%), with trace amounts
of arsenite (As"), dimethylarsinic acid (DMA") and arsenocholine (AC), also present.
Arsenosugars were detected only in the mussel samples. Taking into consideration the speciation
results, where it was proved that about 90% of the incorporated arsenic is nontoxic
arsenobetaine, it can be concluded safely that there is no risk posed by the consumption of
seafood originating from the Aegean Sea.

Beside the oxo-arsenosugars the separation and detection of the thio-arsenosugar analogues
were also achieved by HPLC-ICPMS. Total arsenic and arsenic species were determined in a
range of freshwater samples, collected from the river Danube in Hungary. The dominating
arsenic species in the extracts of freshwater algae were arsenosugars, whereas arsenate was
present only as a minor constituent. On the other hand, plant extracts contained only inorganic
arsenic. The oxo-arsenosugar-phosphate and the oxo-arsenosugar-glycerol as well as their thio-
analogues were found in the mussel and fish extracts, while arsenobetaine (AB) was present as a
minor species only. Collectively, the data indicate that arsenobetaine, the major arsenical in
marine animals, is virtually absent in the freshwater animals investigated, and this represents the
major difference in arsenic speciation between the two groups of organisms.

A new speciation method based on molecular selective detection was developed for the
determination of 15 organoarsenic compounds. The results demonstrate that the developed
HPLC-ESMS/MS methods are powerful approaches for the identification of organoarsenic
species in crude sample extracts. The detection limits, linearity as well as reproducibility for
most of the species are comparable or even better than those measured by the HPLC-ICPMS

technique. The qualitative analysis of the extracts shows that the developed methods allow for
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the identification of arsenicals, which were not detectable by ICPMS. It was also demonstrated
that the signal suppression caused by matrix effects means a significant limitation in the
quantification of arsenicals by ESMS/MS detection. This drawback is manifested especially in
the case of the slightly retained species. The three sample-cleanup chromatographic methods
including off-line size-exclusion, on-line reversed-phase and on-line oppositely charged ion-
exchange approaches proved to be ineffective for separation of the signal-suppressive matrix
from the analytes. The standard addition calibration seems to be a suitable solution for such
problems.

Characterization of a certified reference material (CRM) called BCR-710 was performed, by
HPLC-ICPMS. Three extraction methods (extraction with water, methanol-water 1:1 and
methanol) were applied for extraction of arsenic species. Beside AB, 13 minor arsenic
compounds including two unknown species were quantified. On the other hand the extractability
of some arsenic species depended on the applied extraction method. Oxo-arsenosugars are more
water soluble, while in the case of thio-arsenosugars higher extraction efficiency was achieved
with methanol. Although the used extractant affects the extracted amount of arsenic species the
results can provide useful information for identification of arsenic compounds in biological
samples by retention time using BCR-710.

Finally quality control was carried out at each stage of the analysis. In all cases a reference
material certified for AB was also measured together with the samples and mass balance was
calculated to investigate possible reasons for the low overall recovery of arsenic species. It is
often informative to quote the quantities of the various arsenic species detected as a percentage
of total arsenic in the extract. I believe that on balance this approach provides the most
informative picture of the arsenic speciation pattern in the extracts. In the case of HPLC-
ESMS/MS monitoring the retention time together with the two parent ion—>fragment ion

transitions for each analytes minimize the potential for arsenic species misidentification.
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