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A téma cime: A langkemencés atomabszorpcios spektrometrias detektalas on-line 6sszekapcsolasa
elvalasztastechnikai modszerekkel (HPLC, GC, CE) kornyezeti kémiai és speciacios analitikai
vizsgalatokhoz

A kutatas id6tartama: 2002-2005

A speciacios vizsgalatok soran altalaban két fo problémaval szembesiil az analitikus:

1. Ugyanazon elem kiillonb6z6, meghatarozandé formainak elvalasztasat (kiilonosen ha a
komponensek fizikai, kémiai sajatsagai hasonloak) csak a leghatékonyabb, nagyfelbontoerejii
elvalasztastechnikai modszerekkel lehet elérni.

2. A természetes mintakban az egyes elemek, és még inkabb azok kiilonbozé formai igen kis
koncentracioban vannak jelen, ezek kvantitativ meghatarozasa igen nagy kovetelményeket tamaszt
a detektald modszerekkel szemben. Ennek megfelelden a lehetd legérzékenyebb elemszelektiv,
atomspektrometrids modszerekre van sziikség, amelyek segitségével lehetdség nyilik arra, hogy a
természetes mintak koncentracioszintjén hatarozzuk meg az adott elem specieszeinek
mennyiségét. Az ily modon kifejlesztett modszerekkel a nyomelemek meghatarozasat a gyakorlati
mintak eddiginél joval szélesebb korére terjeszthetjiik ki.

Az elemspeciacios analizisnek emiatt két f6 mozzanatat kiilonboztetjiik meg: a kelld hatékonysagu
elvalaszto rendszer kialakitasat és az elkiilonitett komponensek megfeleld érzékenységii on-line
detektalasat. [gy a speciaciés analitikiban a hatékony elvalasztastechnikak és az érzékeny,
elemszelektiv atomspektrometrias detektalas on-line Osszekapcsolasara van sziikség. Kutatdmunkam
célja az eddigieknél is nagyobb teljesitoképességli (jobb kimutatasi képességii, kisebb mintaigényi,
szelektiv, gyors, olcsd iizemi) elemspeciacidos modszerek kidolgozasa 1j AAS technikdk és
mintabeviteli modszerek kifejlesztésével, a legjobb hatékonysagu elvalasztastechnikai mddszerek
(nagynyomasu folyadékkromatografia, kapillaris elektroforézis) alkalmazasaval, illetve ezen technikak
on-line dsszekapcsolasaval. Célom tovabba a kifejlesztett kombinalt modszerek automatizalasa és
bevezetése a rutin analizisbe, illetve a kiilonb6z6 biologiai és kornyezeti mintakban élettanilag fontos,
illetve mérgezo elemek speciacios analitikai vizsgalata.

A kutatési idOszak alatt elvégzett munkat és az elért eredményeket az alabbiakban ismertetjiik roviden
(A kutatasi eredmények végén mindig megadjuk az adott témahoz kapcsolodd kozleményeket és
konferencia-osszefoglalokat, melyek a ,,Zarojelentés kozlemények” meniijében talalhatok meg, és az
ott kapott sorszamot szerepeltettiik itt hivatkozasi sorszamként. Azokat az eredményeket, melyeket
még nem kozoltiink, részletesebben ismertettiink):

1. A korabban ismertetett BIFF-AAS technikanal (A.Gaspar, H.Berndt: Beam Injection Flame
Furnace Atomic Absorption Spectrometry: a new flame method, Anal.Chem., 2000, 72, 240-246)
a folyadéksugar iitkdztetéses porlasztas a langkemence belsd 1000°C-os homérsékletii terében
kombinalodik a keletkezd aeroszol azonnali, gyors, spontan elparolgasaval. Ily modon a
folyadé¢kmintat 100%-os hatasfokkal lehet gdézzé alakitani az atomizald térben. Ezt az uj
mechanizmusu  mintabeviteli  eljarast  tanulmanyoztuk és  folyadéksugar {itkoztetéses
elparologtatasnak (jet impact vaporization, JIV) neveztik el. Megallapitottuk, hogy mivel a
langkemence belsé felilletének hémérséklete messze az oldoszerek Leidenfrost pontja felett van, a
kezdetben keletkez6 aeroszolcseppek visszaverddnek az izzo falrdl, igy nem okozhatnak jelentOs,
kedvezotlen memoriahatast (Leidenfrost jelenség). A TSFF rendszer optimalasa soran részletesen
megvizsgaltuk a kiilonb6z6 mérési paraméterek (pl. nyomas, aramlasi sebesség, kapillaris bels6é
atmérd6je, mintatérfogat, stb.) analitikai jelekre gyakorolt hatdsat. Megallapitottuk, hogy a nagy
belsé atmérdjii TS kapillarisokban (d > 200 um) a folyadék aramlési sebessége olyan naggya


https://core.ac.uk/display/11852913?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

2.

valik, hogy a folyadékminta a kapillaris ftott végében csak nagyon révid ideig tartézkodik,
ezalatt a rovid 1d6 alatt pedig a folyadék jelentds része nem tud g6zz¢ alakulni. Kis belsé atmérdjt
TS kapillarisok alkalmazasa esetén azonban a gyorsan, nagy mennyiségben keletkezé g6z jelentds
ellennyomast fejt ki a kapillarisban araml6 folyadékra (25 um-es belsé atmérd esetén emiatt mar
egyaltalan nem kaptunk jeleket). Mindezek miatt a 75 és 100 um bels6 atmérdji TS kapillarisokat
talaltuk optimalisnak. Az eredmények részletes leirasa: [8, 27, 28, 29]

A termospray lingkemencés (TSFF) és a folyadéksugar bevezetéses (BIFF) langkemencés
atomabszorpcios modszerek tovabbfejlesztése, optimadldasa kromatografidas technikdkkal valo
osszekapcsolasa  céljabol.  Hatékony, pulzalasmentes ,.gaz-pumpat” konstrudltunk a
folyadékmintak 4ramoltatasdhoz. Egy automata mintaadagolot (Contiflo) atalakitottunk, a
langkemencés AAS technika automatizalt mukodtetése érdekében. A kordbban hasznalt fém
termospray kapillarisok helyett egy specialis 0.5 mm belsé atméréji, nagy tisztasagi keramia
kapillarist alkalmaztunk. A specialis (Micropart) fuvoka bevezetésével olyan BIFF-AAS rendszert
allitottunk 6ssze, melynél a folyadéksugar eldallitasat 1 bar-nal kisebb nyomadssal is eltudtuk érni,
igy a korabban hasznalt nagynyomasi pumpak helyett, egy standard perisztaltikus pumpat is
alkalmazhattunk automata mintaadagoloval. Az eredmények részletes leirasa: [7, 27]

Szerves oldoszerek alkalmazasanak hatasa a langkemencés detektdalo modszerrel kapott jelekre. A
szerves oldoszerek atomizalotérbe juttatasa jelentdsen modositja a langkemencében az atomizalas
korilményeit (reduktiv karakter, hdmérséklet, kiillonb6zé gyokok jelenléte, stb.). Egyes szerves
oldoszerek az atomizalasi folyamatot segitik, mig masok hatraltatjak. Az elemek egy része az
atomizalas szempontjabol nagyon érzékeny az atomizaldotér koriilményeinek megvaltozasara, mig
masok kevésbé. Mindezek miatt tanulmanyoznunk kellett a kromatografiaban hasznalatos szerves
oldoszerek (metanol, acetonitril, hexan) hatasat a langkemencés technikak miikodésére és az egyes
elemekre (Hg, Cd, Pb) kapott jelek nagysagara. Az eredmények részletes leirasa: [24, 29]
Kistérfogatu (néhany mikroliter) mintak elemzési lehetéségének kidolgozasa. A langkemencés
AAS technika egyik specialis elonyds jellemzdje, hogy egészen kis térfogatu minték is érzékenyen
elemezhetok. Ennek oka, hogy a folyadékmintabol viszonylag nagy térfogatu kb. 1000°C-os g6z
képzodik, mely kitolti a langkemence teljes belso térfogatat (kb. 8 mL). A mikroliter térfogatu
folyadékminta szegmensek transzportja soran a mintak diszperzioja kicsiny. Mindezek miatt
rendkiviil jo kimutatasi hatarokat kaptunk a 0.3-10 pL térfogati mintdkra, melyek elemzése a
hagyomanyos langtechnikas modszerekkel gyakorlatilag nem volt lehetséges. Az eredmények
részletes leirasa: [6, 8]

Modszereket dolgoztunk ki metilhigany(ll) és a szervetlen higany(ll) forditott fazisi
kromatografias oszlopon, illetve szilardfazisu extrakcios oszlopon (SPE cartridge), kis- és
nagynyomasu folyadékrendszerekben valo elvilasztasara és dusitasara. Mivel a folyadékaram az
elvalasztoegység utdn kisnyomasu rendszerbe lép ki, a folyadékot szallito kapillaris végét
egyszerien egy rovid, rugalmas PVC cs6darabkaval osszekothettiik a keramia termospray
kapillarissal. A kromatografias rendszerek és a termospray langkemencés atomabszorpcios
rendszereket on-line moédon kapcsoltuk. Az elvalasztast/disitast komplexképzé vagy mas
szeparacios adalék nélkiil végeztiik el. Az optimalis elucids folyadék 30:70 % acetonitril-viz
keverék az elvalasztdshoz és 100% acetonitril a dusitdshoz. Az acetonitril a hagyomdanyos
pneumatikus porlasztasos montabevitelnél is 10-30 %-os jelnagysagnovekedést eredményezhet a
kisebb viszkozitas, feliileti fesziiltség és jobb porlaszlasi paraméterek miatt, de a langkemencés
technikaknal is segiti a langkemencében vald jobb atomizalast a magasabb homérséklet és
reduktiv atomizalasi feltételek kovetkeztében. 50 mL térfogati mintaoldat kromatografias
oszlopon torténd dusitasaval a vizsgalt specieszekre 45-50-szeres dusitasi faktort értiink. Az 50 puL
térfogati  mintaoldatok kombinalt HPLC-TSFF/AAS rendszerben valé elemzésekor a
metilhiganyra és a szervetlen higanyra 1,3 ug/mL, illetve 4,2 ng/mL kimutatasi hatarokat értiink
el. Ezek a kimutatdsi hatar értékek sokkal jobbak, mint amit a hagyomanyos HPLC-FAAS
modszerrel kaphatnank, ugyanakkor még mindig nem értiik el a kornyezeti mintak atlagos
Az analitikai kémiaban (kiilonosen a bioanalitikaban) az utobbi évek egyik egyértelmi torekvése a
miniatiirizalds. A miniatiirizalas egyarant célozza a felhasznalt minta mennyiségének minimalisra
csokkentését (nanoliter térfogatu oldatok elemzését) €s a mérOberendezés fizikai méreteinek
redukciojat. A késziilék  méretének  csokkentése, illetve a  sokkal  kisebb



vegyszer/mintafelhasznalads kovetkeztében a meghatarozasok koltsége és id6tartama jelentOsen
csokkenthetd. A kis mintatérfogatok fogyasztasa az elemzésnél elsésorban bioldgiai, klinikai
mintak, illetve draga anyagok (standardok) vizsgalata esetén lehet kiillondsen elényds. Bar az
analitika fejlodésében jol érzékelhetéek ezek a miniatiirizalasi torekvések (pl. lab-on-a-chip
technika), ezek mindeddig jobbara elkeriilték az atomspektrometriat. A néhany éve altalunk
kifejlesztett termospray langkemencés atomspektrometrids modszerek kidolgozasakor és a
tapasztalt jelenségek tanulmanyozasakor felfigyeltiink arra a lehet6ségre, hogy egészen kicsiny,
akar 1 pL-nél kisebb térfogata oldatok is érzékenyen elemezhetok. Tobb elem esetén 1ényegesen
jobb kimutatasi hatart értiink el 0,3 pL térfogati oldatokat elemezve, mint a hagyomanyos
langspektrometrias technikaval 100 pL-nyi oldatbol. A langkemencés technikanal azért van esély
ilyen kicsiny térfogatok érzékeny elemzésére, mert igen kis (pl. 1 pl) térfogata folyadékbdl is
olyan nagy térfogatt 1000°C homérsékletii gbéz képzodik, amely mar teljesen Kkitdlti a
langkemence belsd terét. (Langkemencés elemzéseknél a cél az, hogy a langkemencét minél
jobban ki tudjuk tolteni a mintabdl képz6do atomok gozeivel.) A termospray langkemencés AAS
technikanal bevezett egyszerii termospray mintabeviteli elvet felhasznalva Osszeallitottunk egy
nagyon kicsiny langemisszids spektrométert is, mely alkalmas 100 nL térfogati mintaoldatbol
alkalifétmek mg/L. koncentracidban torténd meghatdrozasara. E miniatiirizalt langemisszios
spektrometrias technika alkalmazasakor még szamos nehézség és probléma var megoldasra (pl. a
mérések reprodukalhatdésaga még 5 RSD% koriili). Az eredmények részletes leirasa: [6]

T 100
1mg/L Li
80 -
60 -
40
1. abra A termospray effektus tanulmanyozasa langspektrométer
miniatiirizalasidhoz 20 4
1! 1 0 T T T T 1
fiber optics
600 620 640 660 680 700
flare emission 3 — _ - nm
. gkt - Z 4000 -
SS capillary ID 0.5 mm, 8 | ;
inside: quartz capillary 1D: 0.2 mm OD: O.Im (sampie)
PBgas-— ¢ ' 3000 -
£ SPEEDCON AL
2000 -
0-500 nL
I
sample segme| 1000 |
0

mg/L

3. abra Litium meghatdrozasa a miniatiirizalt
langspektrométerrel

2. abra Langemisszids atomspetrométer miniatiirizalasana TS
hatas alkalmazasaval



7. FElvalasztasi és dusitasi modszerek kidolgozasa kapillaris elektroforézis modszerrel Hg vegyiiletek
dusitasahoz és specidcios vizsgalatihoz. A jelenleg leghatékonyabb elvalasztasi technikdk az
elektroforézis elvén alapulnak, melynek lényege, hogy elektromos térben az oldott anyagok
kiilonb6z06 sebességgel vandorolnak. Ma, 20 évvel bevezetését kovetden a kapillaris elektroforézis
(CE) egy olyan nagyteljesitképességii analitikai modszerré valt, mely jol egyesiti a nagy
elvalasztasi hatékonysag, a gyors elemzés, kis mennyiségli minta- és vegyszerfelhasznalas, illetve
polaros és nem-poldros anyagok elemzésének lehetdségét. Mivel az elektroforetikus, illetve a
kromatografidas elvalasztasok mechanizmusai eltérnek, igy e vizsgalatok kolcsondsen
kiegészithetik egymast. A CE kiilonboz6é technikai kivalé felbontoerejilknek kdszonhetéen jol
hasznalhatdak fémspecidcios analitikai célokra. Higany(I)-vegyiileteket (metilhigany-, etilhigany-
, fenilhigany- és szervetlen higanyklorid) valasztottunk el kapillaris zonaelektroforézis (CZE)
modszerrel. Mivel a vizsgalt higanysok gyakorlatilag nem disszocidlnak, tdltéssel nem
rendelkeznek, és UV-tartomanyban is csak kevéssé nyelnek el, az elektroforetikus elvalasztast
megel6zden a higanyvegylileteket ciszteinnel reagaltattuk. Az igy, gyakorlatilag 100%-ban és
azonnal keletkez6 higanyvegyiiletek enyhén bazikus kdzegben mar nettdé negativ tdltéssel, eltérd
toltés/méret arannyal rendelkeznek, €s spektrofotometriasan jol detektalhatok. A higanyvegyiiletek
elvalasztasat kiilonbozo kornyezeti (folydvizek, ivoviz) €és human bioldgiai mintdk matrixaiban
(nyal, vizelet, liquor, szérum) is elvégeztiik. Az eredmények részletes leirasa: [13, 15, 21, 22, 26,
33]

8. A higanyvegyliletek elvalasztdsahoz cisztein mellett mas ionos, tiolcsoportot tartalmazo
komplexképzé (2-merkapto-1-metilimidazol, glutation, 2-merkaptonikotinsav, merkaptoecetsav)
alkalmazhatosagat is megvizsgaltuk, és megallapitottuk, hogy ezek is jo reagenseknek bizonyultak
higanyvegyiiletek elvalasztasahoz és meghatarozasahoz. A kidolgozott modszereket optimaltuk és
analitikai teljesitoképességi adataikat 6sszehasonlitottuk. Az eredmények részletes leirasa: [13, 14]

9. Ahhoz, hogy a higanyvegylileteket 1ézerindukalt fluoreszcens (LIF) modszerrel detektalni tudjuk,
a higany ciszteines komplexeibdl fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) fluoreszcens szarmazékot
képeztiink. Optimaltuk a szarmazékképzés koriilményeit (pH, hoémérséklet, reakcio ido),
megvizsgaltuk, hogy a korilmények valtoztatdsa milyen hatassal van a keletkezo
reakciotermékekre. A cisztein és a FITC reakcidjaval képz6dé cisztein-FITC mennyiségének
novekedését és a FITC fogyasat kdvetve az idoben, a szarmazékképzéshez minimalisan sziikséges
id6tartamot 6 draban allapitottuk meg. A LIF mddszerrel metilhigany(Il) esetén tobb mint harom
nagysagrendnyi, szervetlen higany(Il) esetén pedig majd harom nagysagrendnyi
érzékenységndvekedést tudtunk elérni az UV detektalashoz képest. Mindkét higanyspecieszre a
kimutatasi hatar nmol/dm’-es nagysagrendii, amivel mar kozelitjik a kornyezeti mintdk Hg
szintjét. Az eredmények részletes leirasa: [20, 21, 23]

A kutatasi id@szak utolsdé harmadaban a fentebb ismertetett témakon tdl, a bemutatott kutatasi témahoz
szorosan nem kapcsolédva, eredményes vizsgalatokat végeztiink szervetlen ionok, kefalosporin
antibiotikumok és cianobakteridlis toxinok klinikai, biologiai €és kornyezeti mintakban vald
meghatarozasa témajaban kapillaris elektroforézis modszerrel. E kutatasainknak nagy jelentdsége van
a jovobeli kutatasi céljaink meghatarozasaban.

10. A nitrit és nitrat meghatarozasahoz kapillaris elektroforézist és UV spektrofotometrias detektalast
alkalmaztunk. A nitrit és nitrdt meghatdrozasat megkonnyiti, hogy 190 és 225 nm kozott
mindkettonek jo elnyelése van, ugyanakkor az olyan zavar6 anionnak, mint a klorid, 200 nm felett
nincs elnyelése. A nitrit és nitrat kimutatasi hatarai 0,14 és 0,21 pg/mL-nek adodtak, a migracios
idok precizitasa 1 RSD % alatti, mig a jelteriilet szorasa 2 RSD % alatt volt. A jelteriilet és a
koncentracio kozott 1 és 100 pg/mL kozott linearis a kapcsolat (R*> 0,999). A modszer
optimalasat kdvetden human nyalmintak elemzését végeztiik el. A nitrit és nitrat mennyisége a
mintavételezett nyalmintakban idoben egyre kisebb. A nitrat mennyisége gyorsabban csokken,
mint a nitrité, mivel a nyalban él16 baktériumok a nitratot nitritté redukaljak. Kb. 90 perccel a
mintavétel utdn a nitrit és nitrat jele teljesen eltinik, mig a modszeriinkkel szintén
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12.

meghatarozhatd, és a nyalban viszonylag nagy mennyiségben megtalalhat6é tiocianat jele nem
valtozik. A mintavételezést kovetéen a nyalmintdkhoz azonnal NaOH-t adtunk és a mérésig
hiitében taroltuk, hogy a nyalban ¢él6 baktériumokat elpusztitsuk, és a nitrit/nitrat mennyiségét
megorizzik. A kidolgozott moddszerrel kiillonbozo betegektdl, dohanyos €s nem dohanyos
személyektdl a szajlireg kiillonbozo helyeirdl, illetve nyalmirigyekbdl (pl. a Wharton-vezetékbal,
illetve a Stenon-vezetékbol) vett mintakat elemeztiik, ily modon a kapillaris elektroforézist
nyalmintak orvosdiagnosztikai vizsgalatara tettiik alkalmassa. Az eredmények részletes leirasa: [2,
17, 18, 34]

A cianobakterialis toxinok biologiai hatdsukban hasonldé anyagok, kémiailag azonban nagyon
kiilonbozoek lehetnek (pl. oligopeptidek, fehérjék, alkaloidok). Ezen anyagok egyetlen méréssel
valé kimutatdsa, meghatarozasa éppen ezért nagy kihivasnak szamit. Sikeriilt olyan kapillaris
elektroforézis modszert kifejleszteni a micellaris elektrokinetikus kapillaris kromatografias
technika segitségével, mellyel egyszerre harom gyakran eléforduld toxint is meg lehet hatarozni
(Anatoxin-a, Cylindrospermopsin, Microcystin-LR). E  toxinok detektalasdhoz UV
spektrofotometriast alkalmaztunk. A diddasoros spektrofotometrias detektalas lehetévé teszi a
jellemz6é UV  spektrummal rendelkezd toxinok mindségi azonositdsat, a csucstisztasag
megallapitasat. Az eredmények részletes leirasa: [1, 3, 5, 12, 32, 35]

A kefalosporinok félszintetikus  antibiotikumok, melyeket eddig els6sorban nagy
teljesitoképességli folyadékkromatografiaval (HPLC) hataroztak meg, napjainkban azonban egy
viszonylag 1j moédszer a kapillaris elektroforézis is kivaloéan alkalmasnak tlinik e vegyiiletek gyors
¢és nagy hatékonysagu elvalasztasahoz és meghatarozdsahoz. Munkank soran tizennégy kiillonb6zo
kefalosporint valasztottunk el kapillaris zonaelektroforézis (CZE) alkalmazasaval. Megvizsgaltuk,
hogy az elvalasztas kiilonb6z0 paraméterei (pufferelektrolit pH-ja és koncentracidja, elektromos
térerd, injektalas soran alkalmazott nyomas, stb.) milyen hatast gyakorolnak a kefalosporinok
migracios idejére, az elvalasztds hatékonysagara. A detektalast 270 nm-en UV
spektrofotometriasan végeztiikk. Habar a kefalosporinok szilard allapotban viszonylag stabilak,
vizben feloldva kiilonb6z6 bomlastermékek képzodése mellett lassan hidrolizalnak. Az egyes
antibiotikumok mennyiségét vizben vald feloldasukat kovetd 260 oraig CZE modszerrel
folyamatosan nyomon kdvettiik. A kidolgozott modszert validaltuk és alkalmaztuk idegsebészeti
mintakban (liquor, szérum, vizelet, sebvaladék) a kefalosporinok orvosdiagnosztikai célu

crer

crcr

¢és igen kis mennyiségli mintabol vald kozvetlen meghatarozasara, amely segitséget nytjthat a
gyakorld orvosok szamara a miitétek soran preventiv vagy terdpias céllal adott antibiotikumok
adagolasanak pontosabb megtervezésében. Az eredmények részletes leirdsa: [4, 10, 11, 16, 31]
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