Nyomelem speciacid old6szer mentes mikroextrakciés médszerekkel

1. Az 6sszes kromtartalom meghatarozasara tengervizbdl izotop higitasos
nagyfelbontasd induktiv csatolasu plazma-ionizacids tomegspektrometrias
modszert dolgoztunk ki, melynél a mintabevitelt GC elvalasztas utan
kozvetlenil oldottuk meg TFAs derivatizacioval. A mintak dsszes
krémtartalmat Ct I11-a redukaltuk kéndioxiddal telitett oldattal, majd tiflour-
acetil-acetonnal illékony Cr vegytiletet derivatizaltunk. A derivatizalt illékony
krok vegyuletet vagy hex&nnal extrahaltuk vagy szilard fazist mikroextrakcios
maodszert dolgoztunk ki, melynél plydimetilsziloxannal bevont szilicium alapu
tiin akkumulaltuk a minta Cr tartalméat. A témegspektrometrial megfelelé
elvalasztashoz kdzepes felbontast kellett alkalmazni, melynél az argid, az
argon klorid és argon oxid zavaro hatasat kikiiszobolhettik. Ezzel a
maodszerrel is kielégit6 precizitast értiink el hiteles anyagmintak
visszamérésével, azonban az SPME technika alkalmazasaval, melynél
olddszer mentes kézegben lehet dolgozni, nincs sziikség a tomegspektrométer
nagy felbontoképességére, tehat joval hatarozottabb jel/zaj viszony érhet6 el.
A kidolgozott technikéknal a mddszerek kimutatasi képessege a pg/mi
tartoméanyt érik el.

2. A mddszert tovabbfejlesztve dsszevetettiik a hatdsfokokat ECD EI-MS és ICP-
MS detektalasnal. A kelatkepzédést minden esetben egyszerii vizes kdzegben
vegeztik. Az akkumulalas szempontjabdl alapvet6 SPME kinetikat headspace
és folyadek fazis soran hasonlitottuk dssze, optimalva az extrakcio idétartamat
és megallapitva a lineéris tartomanyt. A kvantitativ analitika szempontjabél
alapvet6 derivatizacios folyamatot optimaltuk és hatarértékeket szabtunk meg.
Megaéllapitottuk mely kértlmények kdzott szabalyos a telitési gorbe. Harom, a
feladat szempontjabdl dsszevethet6 detektalasi technikat alkalmaztunk és
hasonlitottunk dssze kritikailag. Hiteles anyagmintat alkalmazva 6sszevetettiik
a detektorokat, megallapitva, hogy a kidolgozott technika multielemes
alkalmazéasa is lehetséges.

3. Megallapitottuk, hogy a metilhigany és etilhigany vegyuletek eltéréen
viselkednek mikrohulldamu besugéarzas hatasara, mely nagy mértékben
befolyasolhatja a speciacidés meghatarozasukat. Az analitikai modszer
kidolgozasara egy egyszerii, viszonylag kis koltségigényii, a GC-MS vagy
ICP-MS miiszeregyutteseknél joval olcsébb miiszercsaladot épitettiink ki,
mely az alabbi alapvet6 részegységekbdl all: egyszerii és olcs6 SPME szal,
barmilyen rutin feladatra alkalmazhaté GC, fiit6 kemence illetve egy atfolyo
klvettas nagyintenzitasu higany lampéaval ellatott atomfluorescens detektor
(sziir6s optika a 253.7 nm kornyékén 1évo ateresztéssel) elegendd. A vizes
metilhigany és etilhigany mintakat nartium tetraphenil boréattal derivatizaltuk.
A mintak elroncsolasara az utébbi idokben széles kdrben alkalmazott
mikrohullamu roncsol6t hasznaltuk, melynek energia tartomanya 20-160 W,
mig idétartomanya 2-10 percig terjed. A Kisérletek soran egyértelmiien
megéllapithato volt, hogy a két vizsgalt higany speciesz eltéréen viselkedik a
besugarzas hatasara. Gyakorlatilag nem volt tapasztalhatd merhet6 degradacio
metil higany 120 W-os 8 perces illetve 160W-0s 4 perces roncsolasa alatt, mig
etil higany esetén mar 40W 2 perces alkalmazasnal instabilitdsok léptek fel. A



tapasztalatokat a C-Hg kotések eltérése igazolja. Nyilvanvald, hogy a
besugarzas sok egyéb paramétere (edényméret, oldoszer, tavolsagok, stb.),
tovabbi vizsgalatra szorul , az azonban méar az eddigi kutatdsokbol is
nyilvanvald, hogy a modszer egy oldalrol kivaloan megoldja a
mintaelékeszités kényes miiveletét specieszelemzés elétt, mas oldalrol a
megfelelé matrixoknal és paramétereknel a specieszstabilitas
tanulmanyozando.

Lagos feltaras és fenilezési rekcid kidolgozésaval SPME-GC-AFS mddszert
dolgoztunk ki halmintak higanyspecieszeinek meghatarozasara.

A szilard fazisi mikroextrakciot szamos mikroelem meghatarozasakor
hasznaljak, mint gyors és szerves olddszerektél mentes mintael6készitési
technikat. Ehhez az eljarashoz illékonnya kell tenni a meghatarozandd
komponenst. Az illékonysag névelésének hagyomanyos modszere a Grignard-
reakcion alapult, ma mar azonban inkabb a vizes fazisban lejatszodo alkilezési
(etilezés, fenilezés vagy propilezés) reakciokat részesitik elényben. Szerves
higany szarmazékok mérése soran haromféleképpen szoktak el6késziteni a
mintat : savas feltarassal, lugos feltarassal vagy desztillaciéval.

Mivel az €16 szervezetek jol akkumulaljak a metil-higanyt, sokan mértek mar a
tengeri halak, kagyldk higany tartalmat, hiszen sok helyen ez az emberek 6
taplaléka. Ezekben az elélényekben a higany 90%-ban metil-higanyként van
jelen és szarazanyagra vetitett koncentracidja 50-500 ng/g kozott van.

Munkank célja elsésorban az volt, hogy bizonyitsuk, az SPME-GC-AFS
rendszerunk alkalmas a gyakorlati élet szempontjabol fontos kis higany
tartalmu élelmiszermintdk metil-higany tartalmanak meghatarozasara.
Mindezek mellett hazankban az édesvizi halfogyasztas is jelentés, és mivel
egy édesvizi 6koszisztéma teljesen mas mint egy tengeri, kornyezetvédelmi és
egészségvédelmi szempontbol fontosnak talaltuk az itt €l6 szervezetek
vizsgalatat.

A haltartalmu élelmiszermintakat OT-SAFE-QLK1-CT 2001-01437 szamu
Project keretében gyujtottik dssze. Magyarorszagon 2000-ben statisztikai
adatok szerint a harom legnagyobb mennyiségben fogyasztott tengeri halbol
készitett termékeket vizsgaltuk. A kiskereskedelmi lancolat 97%-éat lefed6
cegek kinalatabol vettink reprezentativ mintat, 5-8kg halat vasaroltunk a
beszallitoktol. Az argentin hekk (Merluccius hubbis) minta fagyasztott
haltorzskent, a lengyel hering (Clupea harengus) ecetes pacban vagy
paradicsomos illetve olajos konzervként, a thaifoldi szardinia (Clupea
pilchardus) pedig olajos és paradicsomos konzervként van forgalomban.
Forgdkéses homogenizatorral homogenizaltuk, majd liofileztlik mintéinkat.
Az altalunk vizsgalt Afrikai harcsédk a Tiszantulrél szarmaznak.
Flizesgyarmaton és Szarvason termal illetve recirkulaciés vizekben tenyésztett
halakrol van sz9, valamint Tukarol szarmazo harcsa is van mintaink kozott.
Eléhelyenként 10-10 halat vizsgaltunk, melyeket tisztitas és darabolés utan
liofilizaltunk, majd homogenizaltunk.



A mintaelékeszités soran 25%-0s KOH-ot tartalmazd metanollal [5,8,12],
illetve 17.6%-0s NaOH-ot tartalmazd metanollal 3 éran at 75°C-on
ultrahangos kezelésnek vetettilk ala mintainkat. A roncsolmanyban a mérendé
komponens MeHg+ ionként van jelen, mely ilyen formaban nem alkalmas
gazkromatogréfias elvalasztasra. Szarmazékképzé reagensként natrium-
tetrafenil-borat (NaBPh4) 1%-os oldatat hasznaltuk, mely fenilezi a MeHg+
iont illékony MeHgPh molekuldva. A derivatizacids reakcidhoz sziikséges
optimalis kémhatast pH=5-6s Na-acetat puffer biztositotta.

A mérés megkezdeseig az igy elékészitett mintékat fénytdl elzarva hiitében t
aroltuk.

Ismert tény, hogy szilard fazisi mikroextrakcios eljaras soran egy kettos
egyensulyi rendszerrel van dolgunk. A mérendé komponens szempontjabél
egyensulynak kell lennie az oldat és a gézfazis kdzott, valamint a g6zfazis és
az SPME szal adszorpcios felulete kozott headspace mddon térténé mintavétel
esetén.

Ezen egyensulyi rendszer létrejottéhez szlikséges id6t vizsgaltuk meg vizes
standard oldatok esetén, mind oldatfazisbol, mind géztérbél torténd
mintavétellel. Az eredményeket azt mutatjak, hogy metil-fenil-higany
eseténl10 perces extrakcidval mindkét mintavétel esetén elérjuk a telitési
szakaszt, tehat ez az id6 az extrakcio optimélis idejének tekinthets. Hasonlo az
eredmény difenil-higany esetében is amennyiben oldatfazisbol vesziink mintat,
headspace mintavétel esetén azonban az alkalmazott korilmények kozott
Ph2Hg nem detektalhato.

Megvizsgaltuk tovabba, hogy mennyi extrakcios id6 szlikséges ahhoz, hogy az
alkalmazott paraméterek mellett a difenil-higany megjelenjen a géztérben is.
Azt taldltuk, hogy az alkalmazott koncentrécié tartomanyban 120 perc
sziikséges, hogy ezen komponens detektalhato legyen géztérben.

A mintael6készités soran hasznalt lugos metanolos kézeg miatt a késébbi
higitasi faktor fuggvényeében eltéré az SPME-re el6készitett oldatok metanol
tartalma. Megvizsgaltuk a metanol tartalom hatasat a jelintenzitasra. A
metanol tartalom novekedésével exponencialisan csokkent az intenzitas, 10%
metanol tartalom esetén 4.5-szer kisebb jelet kapunk mint amikor oldatunk
metilalkohol tartalma csak 1%-0s volt. Vizsgalatokat végeztink, melynél
tanulmanyoztuk a pH hatasat a derivatizacios reakciora

Ezen kisérlet soran MeHgClI standard oldatot vittlink derivatizacios reakcioba
NaBPh4 reagenssel kiilonb6z6 pH-ju kdzegben és mértik a jelintenzitast. Az
eredményeken jol latszik, hogy pH=4-5 az optimalis kémhatas a fenilezési
reakcié szempontjabol.

Modszeriinket BCR 464- és TORT-2 CRM minték, valamint T34 LRM minta

metil-higany tartalmanak mérésével validaltuk. Az eredményeket az 1.tablazat
tartalmazza.

Minta Hitelesitett MeHg konc. (ug/g) Mért MeHg konc. (ng/g)

BCR 464 5.50 +0.17 473+0.11
TORT-2 0.163 +0.013 0.157 +0.005



T34 0.117 £ 0.014 0.105 = 0.004
1.tablazat. A validalas soran mért MeHg-koncentraciok. A mintaelokészites
soran enzimes fehérjebontast is alkalmaztunk

A BCR 464 és a TORT-2 CRM minték, valamint a T34 LRM minta esetén
rendre 86%-, 89%- es 77%-os Kinyerési hatasfokot értlink el a validalas soran.
Az utdbbi két minta esetén sikerilt 90%- illetve 96%-ban kinyerni a vizsgalt
komponenst, amikor a 1tgos roncsolés elétt enzimesen elbontottuk a matrix
fehérjéit.

Az éltalunk megmért halmintdk metil-higany tartalma 0.060-0.200ug/g k6zo6tt
volt. Osszehasonlitva ezeket az értékeket a total higany koncentraciokkal
megallapithatjuk, hogy hasonldan a tengeri halakhoz az édesvizi halak higany-
tartalma is 85-90%-ban metil-higany formaban van jelen.

Kijelenthetjlk, hogy rendszeriink alkalmas a gyakorlati analitika
szempontjabol és egészsegvedelmi szempontbol fontos koncentracio
tartomanyban megbizhatéan metil-higany koncentréaciot mérni.



