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1 BEVEZETES

A kutatok mar a XX. szazad elején felismerték, hogy egyes elemeknek a szervezetre gyakorolt
hatasa korant sem egyértelmii, hiszen azok hatdsmechanizmusa fiigg az adott elem oxidacios
allapotatol, kémiai formajatol. Az analitikai kémia azon viszonylag 0j agat, amely az elemek
teljes koncentracioja helyett azok kiilonbdzé szerves illetve szervetlen kotésben jelen levod
ugynevezett modosulatainak mindségi  €s mennyiségi vizsgalatat tlzte ki célul,
modosulatanalitikanak, vagy mas szdval speciacios analitikdnak nevezziik.

Az ember folyamatosan ki van téve a vizben és kiilonbozd €lelmiszerekben talalhatd szerves és
szervetlen arzénvegyliletek altal okozott hatasoknak. Az arzénkomponensek eltéré fizikokémiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, bioldgiai hasznosulasuk kiilonb6z6é. Lebontasi folyamatuknak
feltérképezése az allatokban és az emberekben éppen ezért egy igen Osszetett feladat. A tengeri
eredetii ¢lelmiszerek jelentds arzéntartalmat mar tobb mint 80 éve felismerték. A speciacios
szemlélet kialakulasa mégis egészen 1977-ig varatott magara, amikor is Edmonds és munkatarsai
egy addig ismeretlen, az emberi szervezetre artalmatlan szerves arzénkomponenst
(arzenobetaint-AB) izolaltak egy tengeri rak fajbol. Ezzel az attoré eredménnyel vette kezdetét
az a kutatdsi hullam, amely elsddleges feladatanak tekintette a természetben eléfordulod
kiilonboz6 arzéntartalmt vegyiiletek azonositasat és feltérképezését. Az arzenobetain felfedezése
utan szdmos olyan kutatdsi eredmény latott napvilagot, melyek egyhanglian bebizonyitottak,
hogy a tengeri rakokon kiviil a kagylok és halak arzéntartalméanak jelentds hanyadat az Gjjonnan
felfedezett vegyiilet alkotja. A tobb mint 20 éves kutatasi eredmények ismeretében a tengeri
eredetli élelmiszerekre vonatkozé arzén hatarértékeket eltorolték. Azonban a tengeri
¢él6lényekkel ellentétben a tenger- és édesviz tilnyomo részben szervetlen, az emberi szervezet
szdmara er6sen mérgezd arzénkomponenseket (arzenitet, arzendtot) tartalmaz. Ez azt a kérdést
veti fel, hogy a tengeri szervezetek szervetlen arzén akkumuldlo és atalakitd képessége hogyan
vetithetd tovabb bonyolultabb bioldgiai rendszerekre. Az ivoviz szervetlen arzéntartalma
vilagszerte komoly veszélyforrast jelent a lakossag egészségére. Human epidemiologiai
adatokra alapozva a szervetlen arzénkomponenseket karcinogenitas szempontjabol az els6
csoportba soroljak. Magyarorszagon foleg a dél-alfoldi régio ivovizkészletének magas
arzéntartalma jelent problémat, ahol az EU csatlakozéassal ujonnan bevezetett 10 ug/L arzén
hatarérték betartasa komoly kihivast jelent a vizmlvek szdmara. A kiilonféle szervezetek
akkumulalé képessége miatt az arzénspeciacié targyat képez6 mintadk legnagyobb hanyada vizi
kornyezetbol szarmazik. A vizsgalatok jelentOsége kettds. Egyrészt a bioindikator szervezetek

vizsgalata valaszt adhat a kornyezetet ért 6kologiai hatasokrol. Masrészt a taplalékként szolgalo



¢lolények fogyasztasabol eredd arzénkitettség is meghatdrozhatd az arzénkomponensek
vizsgalataval.

Az arzén modosulatanalitikajanak fejlodésével mara mar tobb tucat, a természetben
eléforduld arzéntartalmit molekulat ismeriink, és feltehetéen szamuk még novekedni fog.
Jelentés hanyaduk toxikologiai tulajdonsiga azonban még ismeretlen. A kimutathatod
arzénkomponensek egyre novekvé szdma és azok eltérd toxicitdsa 1j, szelektivebb és
érzékenyebb modszerek kidolgozasat koveteli meg az analitikus tdrsadalomtol. A speciacios
analitikai modszerek foként csatolt rendszerek, ahol valamilyen elvalasztas-technikat csatolnak
egy arzén detektdlasara is alkalmas késziilékhez. A modosulatanalitika egyik sarkalatos pontja az
elvalasztas és a detektalas mellett a mintaeldkészités. A meghatarozando specieszek gyakran
instabil vegyiiletek (tarolasi koriilményekre és beavatkozasokra nagyon érzékenyek), ezért
eredeti allapotban tartasuk nehéz feladat a mintaelokészités soran. A moddszer fejlesztésénél
torekedniink kell arra, hogy a meghatarozas érdekében tett 1épések egyike se valtoztassa meg a
meghatarozand6 speciesz eredeti formdjat. Az arzénmodosulatok elvalasztasira a HPLC
technikak terjedtek el leginkabb. Ezek altalaban forditott fazist ionparképzos, illetve ioncserés
kromatografids modszerek. Mara mar dontden az ioncserés kromatografia javara billent 4t a
mérleg nyelve. Az elvélasztastechnikai modszerek egyre szelektivebbek és hatékonyabbak, igy
egyre tobb arzénkomponens egymas melletti egyidejii meghatarozasa valik lehet6vé. Az induktiv
csatolasu plazma (ICP) technikak és a tomegspektrometrids analizatorok megjelenésével az
arzénspeciacios modszerek kidolgozasa is 0j fordulatot vett. Az alacsony kimutatdsi hatarnak,
multielemes detektalasi képességének és a nagy dinamikus tartoméanyanak kdszonheten az
arzénmodosulatok vizsgalata terén a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia induktiv
csatolasu  plazmatomegspektrométer (HPLC-ICPMS) csatolds mara a legelterjedtebb
modosulatanalitikai modszerré nétte ki magat. A modosulatanalitikdban alkalmazott modszerek
fejlodését indukalta a speciacios célokra készitett hiteles anyagmintdk (CRM) megjelenése. A
teljes arzéntartalmon feliill a kiilonboz6 arzénkomponensekre is hitelesitett anyagmintak
alkalmassa valtak a kiilonféle arzénmodosulatok vizsgalatara kifejlesztett modszerek
validalasara. Az arzén modosulatanalitikdjanak fejlodése toretlen, melynek koszonhetéen egyre
jobban megismerhetjiik az arzén kornyezeti korforgasban betoltott helyét, lebontasi folyamatait,

valamint a kiilonb6z6 mddosulatok egészségre gyakorolt hatasat.



2 CELKITUZESEK

Az arzén moédosulatanalitikdjat az utdobbi harom évtizedben folyamatos fejloédés jellemezte,
mely tendencia a jovOben csak novekedni fog. A modszerek kimutatdsi hatara javul,
megteremtve ezzel a lehetdséget a kornyezetben eldforduld arzénmodosulatok bioszintézisének
¢és lebontasi folyamatainak megismerésére, valamint az jabb arzénmodosulatok azonositasara.
Az 0jabb arzénkomponensek szelektiv meghatarozasahoz 1j elvalasztastechnikai és detektalasi

modszerekre van sziikség. Doktori munkam célkitlizései ezek alapjan a kovetkezok:

e Kromatografids modszerek fejlesztése a kornyezetben eléforduld arzénmoédosulatok
szelektiv meghatarozasara, kiilonos tekintettel az oxo- és tio-arzenocukor vegyiiletekre.

o Az elemszelektiv detektalas mellett egyre nagyobb hangsulyt kap az arzénkomponensek
molekulaszelektiv meghatarozdsa. Doktori munkdm sordn célul tliztem ki egy olyan
HPLC-ES-MS/MS kapcsolt technikan alapuld speciacios modszer fejlesztését ¢és
bevezetését az arzénmodosulat-analitikaba, mely mennyiségi elemzés mellett szerkezeti
informéciot is szolgaltat az arzénmddosulatokrol.

e A kidolgozott modszerek alkalmazasa kdrnyezeti mintak vizsgalatara:

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

e Arzénspeciacids vizsgalatok alapjan az FEgei-tenger térségébdl szarmazo, nagy
arzéntartalmu [tenger gylimolcseil+nek fogyasztasabol eredd arzénkitettség kockazatanak
meghatarozasa.

e Edesvizi taplaléklanc egyedeinek arzénakkumulalo képességének meghatirozasa és a
benniik talalhatd arzénmodosulatok eloszlasanak feltérképezése. A specieszmintdzat
Osszehasonlitasa a tengeri szervezetekével.

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

e Ravilagitani a modosulatanalitikai mérések minOségbiztositasanak fontossagara, annak

hianyabol ered6en elkdvetheto hibakra. Alkalmazhaté megoldasokra tett javaslatok.



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalataim soran analitikai tisztasagl vegyszerekkel dolgoztam. Ioncserélt vizként minden
esetben R<10 MQ ellendllasig tisztitott vizet hasznaltam. A kiilonboz6 pufferek készitéséhez
NH4H,PO, és NH4HCO; sokat, hangyasavat, piridint, ammoniat, valamint a tio-arzenocukrok
szintézis¢hez vas'-szulfidot hasznaltam. A hidridképzéses mintabeviteli technika soran
reagensként NaOH-ot, NaBHg-ot és K,S,05-ot alkalmaztam. A mintak roncsoldsat HNOs-val €s
H,0,-dal végeztem. Torzsoldatként a kovetkezd vegyiiletek alltak a rendelkezésemre: arzenat
(As"), arzenit (As"), dimetil-arzinat (DMA"), metil-arzonat (MA"). Az oxo-arzenocukor
standardokat, az arzenokolint (AC), arzenobetaint (AB), trimetil-arzonium-propionatot (TMAP),
trimetil-arzin-oxidot (TMAO) és a tetrametil-arzonium-kationt (TETRA) az Alkalmazott Kémia
Tanszék Kevin A. Francesconi professzortol (Ausztria) ajandékba kapta. A tio-arzenocukrokat
az oxo-arzenocukor analdogokbdl szintetizaltam. A mérések mindségbiztositdsdhoz DOLT-2,
DORM-2 ¢s BCR-710 hitelesitett referencia anyagokat hasznaltam.

Mintael6készitéshez alacsony nyomasallosagu (kb.: 2 bar) teflonbombékat és viszonylag nagy
nyomasallésagii (40 bar) mikrohulldmi roncsolé berendezést, valamint ultrahang szondat
alkalmaztam. A méréseket az alabbi csatolt rendszereken végeztem el: HPLC-(UV)-HG-AFS,
HPLC-ICPMS és HPLC-ESMS/MS. Az arzénkomponensek elvalasztasat er0s anion- illetve

kationcserélé gyantakon végeztem.

4 EREDMENYEK

4.1 Elvalasztastechnikai és detektalasi modszerek fejlesztése

Doktori munkdm soran elvalasztastechnikai moédszereket fejlesztettem tovabb, illetve 1j
modszereket dolgoztam ki az arzénmodosulatok szelektiv elvalasztdsara. A modszerek
tovabbfejlesztését az eddig nem vizsgalt arzénmodosulatok rutinszer(i vizsgalata kovetelte meg,
mig az uj mddszerek kidolgozasat az arzénspeciacioba bevezetett korszeriibb detektorok tették
sziikségessé. Az arzénmodosulatok ionos karakterébol adoddan a komponensek elvalasztasanak
alapjat er6s anioncseréld €s erds kationcseréld oszlopok alkalmazasa jelentette. Eltéré kémiai
tulajdonsagaik azonban nem teszik lehet6vé, hogy egy kromatografias modszerrel minden egyes
komponenst meghatarozhassunk. Anioncserét alkalmaztam az As"™, DMAY, MAY és As’
valamint az arzenocukrok vizsgalatdhoz, mig az AB, TMAP, TMAO, AC és TETRA

elvalasztasat kationcseréld oszlopokon oldottam meg.



A hidridképzéses (HPLC-(UV)-HG-AFS) mintabevitelen alapuld modszerfejlesztés soran
kibdvitettem a meghatarozhat6 arzénkomponensek korét az oxo-arzenocukor modosulatokra és a
kationos komponensekre. Ezek a komponensek eldzetes oxidacios 1épés nélkiil nem képesek
arzén-hidrid kialakitasara, ezért a hidridképzést megeldzden egy fotooxidacids 1€pést iktattam a

rendszerbe. Megvizsgaltam a komponensek hidridképzési hatasfokat a hozzaadott K,S,Os

crer

s

piridin-formiathoz képest a 20 mM piridin-formiat jelentds jelcsokkenést idézett eld, ezért az
elvalasztas soran torekedtem a lehetd legalacsonyabb piridin-formiat alkalmazasara.

A HPLC-ICPMS legfébb elénye - példaul a HG-AFS technikdval szemben -, hogy a
vizsgalandd oldatban talalhatd arzénkomponensek kozvetleniil, eldzetes derivatizacios 1épés
kozbeiktatasa nélkiil meghatarozhatéak. A kationos arzénkomponensek elvalasztasahoz egy 1j,
az Agilent cég altal kifejlesztett erds kationcseréld kolonnat hasznaltam (Zorbax 300-SCX). Az
oszlop sajatossaga, hogy a szulfonsavat egy aromas gylrl segitségével kapcsoltak a gélhez,
csokkentve ezzel a vizsgdlandd minta és az allofazis kozott kialakuld hidrogén hidas
rendszernél hasznalt Adsorbosphere oszloppal (Rt=20 perc), ebben az esetben a komponensek
elvalasztasa kevesebb, mint 6t perc alatt tortént. Az ICPMS elényeit kihasznalva a HPLC-(UV)-
HG-AFS csatolt rendszernél alkalmazott anioncserés elvalasztast is tovabbfejlesztettem, melynek
koszonhetden a retencids idok csokkentek, a csucsok élesebbé valtak, javitva ezzel a felbontast
¢s a kimutatasi hatarokat. Az oxo-arzenocukrok vizsgalatara alkalmazott anioncserés elvalasztas
mellett egy masodik anioncserés kromatografids modszert dolgoztam ki az ugynevezett tio-
arzenocukrok meghatarozasara.

A standard oldatok hianya és az elemspecifikus detektorok hidnyossdgai miatt az arzén
modosulatanalitikja egyre inkdbb megkdveteli az olyan detektdlasi modszerek alkalmazésat,
melyek lehetdvé teszik a komponensek szerkezeti vizsgalatat és mennyiségi meghatdrozasat
egyarant. Erre alkalmasak az igynevezett lagy ionizacios technikak, ahol a molekulakat bomlas
nélkiil ionizaljuk, majd a tdmegspektrométerbe juttatjuk. Eltéréen az eddig ismertetett kapcsolt
technikaktol a HPLC-ESMS/MS kapcsolas esetében mind az elvalasztds mind a detektalas terén
kevés informacio all rendelkezésre, rutinszerli alkalmazasa egyenlore még nem megoldott. Ezért
elvégeztem mind a detektalasi, elvalasztastechnikai, valamint a mintatisztitasi paraméterek
optimalasat és a modszer validalasat. A legjobb jel/zaj arany elérés¢hez az ionforras
paramétereket és komponensfiiggd paramétercket egyarant optimaltam. A vizsgalat soran a

kivant vegyiilet molekulaionjdt hasitva, annak két jellemzd ¢és intenziv fragmensionjat



detektaltam. A  detektalasi paraméterek optimalasat kovetden az arzénmodosulatok
elvalasztasanak kidolgozasat végeztem el. Az ES ionizaci6 s6érzékenysége miatt az AFS és ICP-
MS detektalas esetén alkalmazott mozgofazisokat illékony pufferekkel kellett helyettesitenem.
Ezen okokbdl 0j kromatografids modszereket fejlesztettem ki a 15 arzénvegyiilet elvalasztasara.
Ismert, hogy a szerves, illékony olddszerek elonydsen befolyasoljak az érzékenységet ESMS
detektalds esetén. Azonban ezek sok esetben - féleg, ha apolaris szerkezet is jellemzo a
molekulara - a retencidt is befolyasolhatjak. Ezért a mozgo fazis szerves olddszertartalmanak az
elvalasztasra és az érzékenységre gyakorolt hatdsat egyarant megvizsgaltam. A HPLC-
ESMS/MS moddszer fejlesztése soran egy olyan elvalasztastechnikai megoldas dolgoztam ki,
mellyel lehetdség nyilt az oxo- és tio-arzenocukrok egyidejii meghatdrozasara. A szelektiv
anyaion—>fragmension atmenetek monitorozasaval nem sziikséges feltétel a komponensek teljes
kromatografias elvalasztasa. Azonban kisérletekkel bizonyitottam, hogy vannak olyan specialis
esetek, amikor bizonyos komponensek nem megfelelé elvalasztasa azonositasi hibakhoz
vezethet. A kidolgozott HPLC-ESMS/MS modszer alkalmas a kiilonb6z6 arzénmodosulatok

mindségi és mennyiségi meghatarozasara.

4.2 Tengeri eredetii élelmiszerek arzénspeciacios elemzése

Szamos tanulmany foglalkozott a tengeri él6lényekben talalhato arzénkomponensek mindségi
¢s mennyiségi meghatarozasaval. Azonban a metabolizacios folyamatok lejatszodasa és a tengeri
¢lolények altal akkumuldlt arzénmodosulatok mindsége fiigg a vizsgalt fajtol, illetve a
taplaléklancban betoltott szerepétdl. Ezen feliill meghatarozo tényezdk az adott teriilet 6kologiai
jellemz6i, melyek szoros Osszefiiggésben vannak a tenger fizikai és kémiai paramétereivel.
Doktori munkam egyik részeként az Egei-tenger térségében talalhato, emberi fogyasztasra szant
kagylo- és halmintak arzénspeciacios elemzését végeztem el. A vizsgalat fo célja a tengeri
¢lolények fogyasztasabol eredd, a gorog lakossag egészségét veszélyeztetd kockazat felmérése a
vizsgalt egyedekben taldlhaté arzénmodosulatok meghatarozasan keresztiil. Ennek fényében
megvizsgaltam, hogy az éldlények teljes arzéntartalma és arzénmodosulatainak eloszlasa a
mintavétel helyétél fliggden miként valtozik, illetve, hogy van-e Osszefiiggés a mintak
zsirtartalma és a kinyerhet6 arzénkomponensek mennyisége kozott. Az eredmények alapjan
mind a kagylok mind a halak esetében nagyobb arzénkoncentracid jellemezte a nagyvarosok és
iparilag fejlett teriiletekrol szarmazé mintakat. A kinyerhetdé arzén mennyisége mintatipustol
fliggden 53% ¢€s 98% kozott ingadozott. Nem paraméteres statisztikai proba (Spearman R=-0.55,
p=0.02) elvégzését kovetéen elmondhatd, hogy a nagyobb zsirtartalmi mintdkban az arzén
szignifikans része zsiroldhat6 frakcidoban van jelen. A modosulatanalitikai soran kimutattam,
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hogy mind a kagylok, mind a halak f6 arzénkomponense az emberi szervezetre nem mérgezd
AB. Mindossze két kagylomintdban mutattam ki szervetlen arzenitet (0.6%-1%.). Tovabba a
teljes arzéntartalom novekedésével az AB és az arzenocukrok mennyisége is novekszik. Ezzel
ellentétben az extraktum arzenit és a DMA" koncentracidja nincs Osszefiiggésben a teljes
arzéntartalommal, vagyis a magasabb arzéntartalmu kagylok és halak fogyasztasa nem feltétlentil
jar egylitt a mérgezés kockazatanak ndvekedésével. Amennyiben a gorog 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 elviselhetd napi arzénbevitel

(Tolerable Daily Intake = 2 pg/nap/ttkg) alatt van. A speciaciés eredményeket is figyelembe
véve - mely szerint az arzén legnagyobb része az emberi szervezet szamara nem mérgezé AB
formajaban van jelen a mintdkban - a vizsgalt tengeri eredetii élelmiszerek fogyasztisa nem

jar egészségkarosito hatassal.

4.3 Edesvizi taplaléklanc egyedeinek arzénspeciaciés vizsgalata

Annak ellenére, hogy szamos orszagban, koztiik Magyarorszagon is a fogyasztott halak nagy
része édesvizb6l szarmazik, kevés adat all rendelkezésiinkre az édesvizi szervezetekben talalhatd
kisebb arzéntartalma és annak alacsony kinyerési hatasfoka miatt a rendelkezésre allo vizsgalati
modszerek nem voltak alkalmasak ezen szervezetek arzénmoddosulatainak meghatarozasara.
Néhany kivételtdl eltekintve a tengeri szervezetek esetében bevalt extrakcios modszerek
hatasfoka édesvizi él6lények esetén, eddig még tisztazatlan okokbol sokszor nem éri el a 40-
50%-ot. Feltételezhetd, hogy ezekben az esetekben az arzén olyan ismeretlen modosulatok
formajaban van jelen a mintaban, mely er6sen kotddik a matrixhoz, ezért a hagyomanyos
modszerekkel nem kivonhato. Ez felveti azt a kérdést, hogy vajon az édesvizi kdrnyezetben a
tengeritdl teljesen eltérd arzénakkumuldlasi ¢és lebontdsi folyamatok jatszodnak-e le?
Amennyiben a valasz igen, at kell gondolnunk, hogy valdban helyes-e a tengeri élolények
vizsgalati eredményei alapjan az édesvizi halakra is eltordlni az arzénre vonatkozd
hatarértékeket. A fentiek miatt a doktori munkam részeként édesvizi taplaléklanc kiillonbozo
egyedeinek modosulatanalitikai vizsgalatat végeztem el.

Az édesvizi szervezetek arzénspeciacids vizsgalata soran az iiledék és vizmintak mellett
igyekeztem a teljes taplaléklancot atfogd fajokbdl mintat gytijteni: algak, szivacsok, novények,

kagylok, békak, mindenevo €s ragadozo halak. A vizmintak mérése alapjan kijelenthetd, hogy a



Duna vizsgalt szakasza arzénszennyezettség szempontjabol nem sorolhaté a veszélyeztetett
tertiletek kozé. A viz alacsony arzénkoncentracidja ellenére a vizsgalt teriiletekrol szarmazo
¢lolények egy részében azonban jelentés mennyiségi arzént mutattam ki. A legnagyobb mértékii
akkumulacié a kagylok esetében volt megfigyelhetd. Ezzel szemben a legkevesebb arzént az
édesvizi halak esetében detektaltam.

Annak ellenére, hogy az édesvizi kornyezet él6lényeiben el6forduld arzénmodosulatokrol
sz0l6 tanulmanyok szdma elmarad a tengeri €l6lényekrdl szol6 tanulmanyok szamédhoz képest,
szamos érdekes egyezést és kiillonbséget tapasztaltam a két él6hely lakoiban felhalmozodo
arzénmodosulatok eloszlasa kozott. Az algdk esetében mind a tengeri mind az édesvizi fajokra az
arzenocukor dominancia jellemz6, mig a ndvények f6 arzénkomponensei a szervetlen
modosulatok. A dunai kagyloknal és halaknal egyarant szokatlan, a tengeriektdl eltérd
modosulateloszlast tapasztaltam. Egy halfaj kivételével minden mintaban a f6 arzénmoédosulat az
oxo-arzenocukor-foszfat volt, mig AB-t csak nyomokban detektaltam. Az altalam vizsgalt halak
esetében mégis a kiilonlegesség az, hogy az oxo-arzenocukor-foszfat mellett eldszor detektaltam
tio-arzenocukor-foszfatot édesvizi halakban. Az eredmények toxikologiai szempontbol is
jelentdsek, hiszen a halak és kagylok esetében az arzénre vonatkozd hatarértékek eltorlését a
tengeri eredetii halak vizsgalata soran kapott eredményekre alapoztak. Az altalam vizsgalt halak
¢s kagylok kinyerhetd arzénmodosulatainak legnagyobb hdnyada arzenocukor, melyeknek

szervezetre gyakorolt hatdsa egyenlére még nem ismert.

4.4 HPLC-ESMS/MS kapcsolt technika alkalmazasi lehetéségei kornyezeti
mintak arzénmddosulatainak meghatarozasara

Az tjonnan kidolgozott HPLC-ESMS/MS moddszer alkalmazhatdsagat vizsgaltam néhany
kordbban, HPLC-ICPMS-sel vizsgalt tengeri és édesvizi minta arzéntartalmanak meghatarozésan
keresztiil. A mintak elemzése soran kitértem a mindségi és mennyiségi vizsgalatokra, az azokat
terhel6 hibakra, valamint a hibak kikiiszobolésének modjara. A modosulatok meghatarozasara
anion- ¢és kationcserés kromatografiat alkalmaztam, mely soran minden arzénkomponens
esetében a két legjellemzobb ¢€s legintenzivebb atmenetet monitoroztam. A mindségi vizsgalat
soran olyan komponenseket is sikeriilt azonositanom a mintdkbol, melyek HPLC-ICPMS
illetve az altalam alkalmazott HPLC-ESMS/MS nagyobb szelektivitasdban és jobb kimutatasi
hataraban keresendd. Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy az ionizaciés hatasfokot a
mintamatrix nagymértékben visszaszorithatja, megnehezitve ezzel a pontos mennyiségi

elemzést. Az erés matrixhatas kikiiszobdlésére az altalanos gyakorlat tobbféle modszert hasznal.
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Egyrészt torekedni kell a komponensek megfelel visszatartasara, mely altal a matrixionok
elkiilonitheték a vizsgadlandd molekulaktol. Az eredmények alapjan megallapitottam, hogy
standard addiciés kalibracié alkalmazasdval a matrix okozta jelcsokkenés kikiiszobdlheto.
Azonban nagyszdmu minta rutin elemzése esetén ez a bonyolult és iddigényes kalibracid a
vizsgalati modszer hatrdnyava valhat. Ezért a matrix ionizaciora gyakorolt hatdsanak
csokkentése céljabol kiilonboz6 on-line és off-line mintatisztitdsi modszereket vizsgaltam meg.
A tisztitott mintarészlet kromatogramjat a tisztitatlan extraktum kromatogramjaval
Osszehasonlitva azt tapasztaltam, hogy a mintamatrix - foként a kis retencios id6vel rendelkezd
komponenseknél - a mennyiségi meghatarozast nagymértékben zavarhatja. A tisztitasi 1épések
szignifikdnsan nem csokkentették a zavard hatdsokat, ezaltal azok alkalmazasa nem ajanlott.
Vizsgélataim alapjan elmondhatom, hogy a tisztitdsi modszerek helyett a modosulatok elégséges
visszatartasa (6-8 perc) célravezetébb. Amennyiben a komponens kémiai szerkezete ezt nem
teszi lehet6vé, standard addicios kalibracio, vagy izotopjelzett modosulat (mint belsé standard)

hasznéalata javasolt.

4.5 Hiteles anyagminta arzénmodosulatainak teljes jellemzése

Elvégeztem egy AB-re hitelesitett CRM (BCR-710) jellemzését. Osszehasonlitottam a
kiilonb6z6é metanoltartalmt olddszerrel végzett extrakciok hatasfokat, tovabba meghataroztam a
mintaban talalhato arzénkomponensek mindségét és mennyiségét. A mintaban 12 azonositott €s
2 azonositatlan komponenst detektaltam, tovabba kimutattam, hogy az oxo- és tio-arzenocukrok
aranya a mintdban az extrahdloszer metanoltartalméanak fiiggvénye. A moddosulatanalitikai
eredményeket felhasznalva, standard oldatok hianydban a CRM alkalmas lehet az oxo- és tio-

arzenocukrok vizsgalatara kdrnyezeti mintdkban.

4.6 Minoségbiztositas a modosulat-analitikaban

A munkam soran nagy figyelmet forditottam a méréseim mindségbiztositasara. Ehhez minden
esetben a mintakkal egyiitt teljes arzéntartalomra és AB-re hitelesitett CRM-et hasznaltam,
tovabba minden esetben elkészitettem a teljes anyagmérleget. A HPLC-ESMS/MS vizsgalatok
esetén két atmenet egyidejii monitorozasaval és azok aranyanak figyelembevételével gy6zédtem
meg a mindségi vizsgalatok helyességérdl. Az édesvizi mintak esetében az alacsony kinyerési
hatasfok mellett a kinyert arzénnek csak egy részét tudtam kromatografiasan meghatarozni. Ez
bizonyitja, hogy az extrakcios hatasfok és az oszlopvisszanyerési hatasfok nem azonos, ugyanis

a kromatografidasan meghatarozott komponensek 6sszegének aranya a teljes arzéntartalomhoz

11



képest nem feltétleniil egyenlé a kinyerés hatasfokaval. A két kiilonb6zo érték meghatarozasa

soran koriiltekintden kell eljarni.

5 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Nagy hatékonysagi folyadék-kromatografian alapulé anion- ¢és kationcserés
elvalasztastechnikai modszereket dolgoztam ki az arzénkomponensek szelektiv
meghatarozasara HG-AFS, ICPMS ¢és ESMS/MS detektalasi modszerek alkalmazasa

mellett.

2. Elséként végeztem arzénspeciaciés vizsgalatot FEgei-tengerbél szarmazo, emberi
fogyasztasra alkalmas kagylo- és halmintakon.

o Kimutattam, hogy a vizsgalt szervezetek 5.3-34 mg/kg mennyiségili arzént tartalmaznak.

e  Megallapitottam, hogy a halak esetében a felhalmozott arzénmaodosulatok tobb, mint 90%-a
az emberi szervezet szamara nem mérgezd AB forméjadban van jelen, mig a kagylok
esetében az AB mellett 18-41%-ban arzenocukrokat sikeriilt kimutatnom.

o Figyelembe véve a gordg lakossag taplalkozasi szokasait megallapitottam, hogy a nagy
arzénkoncentracio ellenére a térségbol szarmazo kagylok és halak fogyasztasa nem jelent

egészségiigyi kockazatot.

3. Meghataroztam az édesvizi taplaléklanc egyes egyedeinek teljes arzéntartalmat, illetve
megvizsgaltam a felvett arzénmodosulatok eloszlasat.

o Megallapitottam, hogy a Duna vizének alacsony (1.1 ng/ml) arzénkoncentracioja ellenére
az ¢édesvizi algdk, novények, kagylok ¢és békak hasonldoan a tengeri fajokhoz
nagymértékben képesek az arzént akkumuldlni, mig az édesvizi halak teljesarzén-
koncentracidja 1-2 nagysadgrenddel elmarad a tobbi vizsgalt mintakéhoz képest.

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

o A novényekben szinte kizarolag szervetlen arzenitet (Asm) ¢és arzenatot (ASV) talaltam.

o Megéllapitottam, hogy a vizsgalt édesvizi béka fajban talalhatd f6 arzénkomponensek a
szervetlen arzenit (30%) ¢és a négyszeresen metildlt tetrametil-arzonium-kation (35%).
Emellett mindharom koztes metilalt arzénforma (mono-, di-, ¢és trimetil

arzénkomponensek) kimutathatd, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a béka dnmaga
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képes a mérgezd, szervetlen arzénmodosulatokat nem mérgezd, négyszeresen metilalt
komponensekké alakitani.

Megallapitottam, hogy ellentétben a tengeri kagylokkal az édesvizi kagylok dominans
arzénmodosulatai az arzenocukrok, illetve az eddig csak tengeri szervezetekben kimutatott
tio-arzenocukrok. Arzenobetaint csak nyomokban sikeriilt kimutatni a vizsgalt mintakban.
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.

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

A szerves arzénmoddosulatok fragmentacidja soran felvett termékion tomegspektrum
alapjan  meghatdroztam a komponensek detektdlasahoz  sziikséges optimalis
komponensfiiggd paramétereket.

Megvalositottam az oxo- és tio-arzenocukrok egyetlen kromatografias modszerrel torténd
vizsgalatat.

Megéllapitottam, hogy néhany arzénkomponens esetében akar két nagysagrenddel jobb
kimutatasi hatar érheto el, mint az altalam alkalmazott elemspecifikus detektalasok soran.
Bebizonyitottam, hogy néhany arzénkomponens esetében sziikség van azok eldzetes
kromatografias elvalasztasara az esetleges azonositasi hibak elkertilése érdekében.

Hiteles anyagmintdk mérésével igazoltam, hogy az altalam kifejlesztett 1j kapcsolt
technika alkalmas az arzénmodosulatok mindségi vizsgalatara standard oldatok hasznalata
nélkdl.

Bebizonyitottam, hogy a kiilonb6z6, kromatografian alapuldé mintatisztitasi eljardsok nem

csokkentik a mintamatrix ionizaciora gyakorolt hatasat.

Elvégeztem egy teljesarzén-tartalomra és AB-re hitelesitett referencia minta (BCR-710)
jellemzését a benne talalhato arzénkomponensek eloszlasa szempontjabol.

Az arzenobetain mellett 11 ismert [Tkoztiik 2 oxo- és 2 tio-arzenocukrot [1és 2 ismeretlen
arzénkomponenst sikeriilt kimutatnom a mintabol.

Kiilonboz6 oldoszereket 6sszehasonlitva megallapitottam, hogy mig az oxo-arzenocukrok
vizes extrakcidval nyerhet6k ki nagyobb hatasfokkal, addig a tio-arzenocukrok kinyerése
szerves olddszer alkalmazasa esetén hatékonyabb.

A teljes anyagmérleg elkészitésével bebizonyitottam, hogy a kinyerhetd arzén teljes
mennyiségét sikeriilt meghataroznom.
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