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1. Bevezetés

A XX. és XXI. szazad szamos kivalo kutatast, talalmanyt és 1) technologiat nyujtott
a vilagnak, amelyekkel sokkal konnyebb, kényelmesebb ¢és praktikusabb a mindennapi
¢letiink. Azonban a fejlédés mindig magaval vonz Ujabb, nem varhaté vagy éppen
kiszamithaté problémakat is. Napjainkban is egyre inkabb el6térbe keriil a
kornyezetszennyezés elleni védelem témdja az ipar, a mezdgazdasag, a technolodgia, a
kozlekedés €s gyakorlatilag barmely, az emberiséghez kapcsolddo teriileten, termeldi,
szolgaltatoi és fogyasztdi szinten egyarant. Ennek megfeleléen mara egy kiilon kutatéasi
teriilet, egyfajta ipardg lett a kornyezetvédelem ¢és a ,,z0ld” megoldasok keresése.

A fejlett orszagok elérhetd ivovizkészlete is egyre tobb és egyre nagyobb veszélynek
van kitéve a folyamatos levegd-, viz- és talajszennyezés kovetkezményeképpen. Az
ivoviz és annak mindsége mindannyiunk szamara fontos, alapvetd sziikséglet. A
megfeleld mindségli ivoviz egyik legfébb kritériuma, hogy a benne talalhatd toxikus
elemek ionjainak mennyisége minimalis, de legalabbis a megengedett hatarértékek alatt
maradjon.

Ilyen toxikus hatast, amellyel mindennapi életiink soran kapcsolatba keriilhetiink,
mutatnak a Hg'-ion és  vegyiiletei. A Hg'-ion megtalalhatdé  néhany
gyogyszerkészitményben is, azonban a f6 forras, ahonnan a szervezetiinkbe keriilhet az
ivoviz és az elfogyasztott tengeri halak husa. Mindezek alapjan fontos feladatunk e
mérgezések elkeriilése érdekében az ivoviz, valamint a tengeri-, a talaj-, a felszini és az
asvanyvizek ellendrzése, ¢és sziikség esetén ezek tisztitasa is.

A tisztitasi folyamatok mellett egyre inkabb fontossa valik a kiillonbozé vegyiiletek
folyamatosan szigorodo hatarérték-kovetelmények magukkal vonjak az ilyen kis
koncentraciok kimutatasat is. Jellemzd, hogy minél kisebb koncentracidé kimutatasa a
cél, anndl magasabb az eljaras koltsége.

TDK munkamban egy olyan modszert dolgoztam ki, amelynek soran egy Zn'-ion
jelenlétében fluoreszkald molekula segitségével, kompeticiés folyamat révén
egyszertien, olcson €s igen kis koncentracidban lehetséges a Hg”-ion detektalasa vizes

oldatokban.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A higany

A higany, illetve elsésorban vegyiiletei az egyik leggyakrabban eléforduld toxikus
nehézfémion a vizeinkben.

A Hg a periddusos rendszer 80-as rendszamu eleme, az atmenetifémek koz¢ tartozik,
¢és azon kevés elemek egyike, amely elemi allapotban szobahémérsékleten cseppfolyos
halmazallapotu (1. abra). Ez a jellegzetes eziistfehér szinli nehézfém elemi allapotban
jol vezeti a hot és az elektromos aramot, ugyanakkor konnyen parolog, igy tarolasa zart

mroror

edényben torténik. Stirtisége (13,6 g/cm?) még az 6lomnal (Pb) is nagyobb [1].

1. abra A cseppfolyos elemi higany [2]

A fémhigany forrasa a vulkani tevékenységekbdl ered6 cannibarit (2. abra), vagy
masnéven higany-szulfid (HgS), amelyb6l porkoléses technikaval, a keletkezett gbz
kondenzaltatasaval nyerik [1].

HgS + O, — Hg + SO,

2. dbra A cannibarit dsvany [3][4]

Az elemi higany a kozel linearis h6tagulasi egylitthatdja (aranyos térfogatvaltozassal

reagal a homérsékleti kiillonbségekre), valamint széles folyadéktartomanya (kozel 400
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°C) miatt igen alkalmas a hémérckben, barométerekben, és a mindennapos hasznalatban
1€v0 ldzmérdkben valo felhasznalasra. Alkalmazzuk még higanygdzlampdkban, illetve a
mas fémekkel alkotott Otvizete, az amalgam forméban a fogaszatban a ragofogak
tomésében. Azonban az ilyen jellegli, mindennapos koélcsonhatassal jaro felhasznalasat
a fejlett orszagok igyekeznek felvaltani mas anyagokkal, illetve tiltjak, megsziintetik az
ilyen eszkozok gyartasat, forgalmazasat (2009. aprilis 4.-t6l az Eurdpai Parlament
dontése alapjan a nem elektronikus, higanytartalmi mérdeszkdzok — példaul ho- és
lazmérék — Kiskereskedelmi betiltasra keriiltek [5]). A legfontosabb ipari alkalmazasi
teriiletén a higanykatodos NaCl-elektrolizisben is egyre inkabb kezd hattérbe szorulni.
Az orvostudomany alkalmazza még megfelel6 mennyiségben és formaban egyes
gvogyszerekben (hashajtokban és hugyhajtokban) és kiilonbozd fertdtlenitoszerekben
[6].

Fontosabb vegyiiletei: higany(I[)—jodid (Hgl,), higany(l1)-klorid (HgCly), higany(l)-
klorid (Hg.Cl,, kalomel), higany(Il)-oxid (HgO), higany(l)-szulfat (Hg,SO4) és a
higany(I1)-szulfid (HgS).

A higanyvegyiiletek mérgezd hatasa régota ismert, helyi és idiilt mérgezést is
okozhatnak. Mérgezést leggyakrabban a szublimalt higanygdéz (fejfajast, remegést,
hugyholyaggyulladast, valamint emlékezetvesztést okoz), a higany(ll)-cianid
(Hg(CN);), valamint a kiilonboz6 higanysok (stlyos idegrendszeri elvaltozasokat)
okoznak. A higany szerves vegyiiletei mérgezdbbek az elemi higanynal vagy annak
szervetlen vegyiileteinél, mivel konnyebben felszivodnak [6].

A higany a vizelettel, nyallal és a széklettel uriil ki a szervezetbdl, vagy le is
rakodhat, els@sorban a bélrendszerben, az emésztérendszerben, a csontokban, az agyban
¢és a borben [6].

A higannyal és vegyiileteivel a fent emlitett hasznalati eszk6z6kon kivill az ivoviz, a
tengeri halak, a levegd, és az egyes permetezdszerekkel kezelt novényi taplalékok
fogyasztasan keresztiil keriilhetlink kapcsolatba. Magyarorszdgnak az Eurdpai Unidhoz
val6 csatlakozasaval az EU szabvanyok szerint eldirt ivévizre vonatkozé 1,0 pg/liter

hatarértéket kell betartania a Hg'"-iont tekintve [7].

2.2 A Hg" detektalasanak, koncentracio-meghatarozasanak lehetéségei

crer

meghatarozasa igen fontos feladat a tudomanyos életben. Természetesen szamos

klasszikus és miiszeres analitikai modszer all rendelkezésre erre a célra.
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Rodanid-mérdoldattal térténd titrdlassal is meghatarozhatoak a Hg'-ionok Volhard
szerinti végpontjelzéssel.

Hg?* + SCN” — HgSCN*

HgSCN™ + SCN™ = Hg(SCN);

A végpont elérésekor az 6sszes higany a Hg(SCN), részecske formaban van jelen,
igy ez a pont vas(lll)-ionokkal indikalhato a vas(Ill)-rodanid vorés szinének
megjelenésével [8].

Ugyanakkor altalaban gyakoribb a miiszeres analizis, ilyen példaul a higanygdézos
atomabszorpcios technika, az indukalt csatolasu plazma atom emisszioS (ICP-AES)
vagy langatomabszorpcios spektroszkopia (ICP-AAS), valamint a tomegspektrometridas
detektalasu ICP. Ezen mddszerek igen hatékonyak, pontosak ¢s megbizhatoak, azonban
mérési elvei nagyon dsszetettek, a méréberendezések nagyok, dragak, haszndlatuk pedig
rendszerint specialis tudast, gyakorlott felhasznalot igényel.

Az egyre tobb vilagszerte folyo kutatoi és fejlesztdi tevékenységekbdl eredden tjabb
és Ujabb modszerek és készillékek keriilnek a piacra, amelyek a pontos Hg'-ion
koncentraci6 meghatarozast szolgaljak. Ezek koziil most bemutatnék néhanyat.

A MILESTONE cég gyart egy DMA-80 tipusu kozvetlen higanymeghatdrozo
késziiléket, amely alkalmas a higany szilard és folyadék-mintabdl torténd kdzvetlen
meghatarozasdra. A késziilék a mintdk analizisét teljesen automatikusan képes
elvégzeni, és azt szamitogépes vezérléssel teljeskoriien dokumentdlni. A késziilék

miikodési elvét a 3. abra mutatja [9].
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3. abra A DMA-80 tipusu kozvetlen higanymeghatdrozo késziilék miikodési elve [9]
A 40 féréhelyes mintatartd csonakjaiba bemért szilard vagy folyadék-mintakat
eldszor folyamatos oxigénaramban eldszaritjdk, majd elégetik. A Kkatalizator-

kemencében tovabbi bomlast szenvedd égéstermékek koziil a felszabadul6 higany gdzei

a hideg arany-amalgamatoron megkotédnek, majd az amalgamator felfiitése utan onnan
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elparologva a beépitett atomabszorpcids fotométerbe keriilnek. A higany mennyiségi

meghatarozasa 253,65 nm-en torténik [9].
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4. abra A DMA-80 tipusu kozvetlen higanymeghatarozo késziilék
egy szokasos mérésének eredménye [9]

A 4. abran lathato grafikon egy szokdsos mérést mutat, ahol két csucs lathato. Az
elsd (magasabbik) jel a hosszt cellabol szarmazik, ebben a celldban 0,02 és 20 ng
kozotti teljes higanyt lehet meghatarozni. A masodik jel a révid cellabdl jon és 20 és
1,000 ng kozotti teljes higanyt képes megmérni. A késziilék teljes higanyt mér ng
egységben, amelyet a szoftver koncentracioba (ppb) szamol at. A TRICELL
késziilékben két detektor és egy harmadik mérécella is megtalalhaté, amely még
alacsonyabb tartomanyban, 0,0015 ng és 10 ng k6z6tt mér. Minden mér6eellanak kiilon-
kiilon kalibracios gorbéje van a széles méréstartomany érdekében [9].

A MILESTONE kifejlesztett egy 1j DMA-80L tipusu higanyanalizdtort is folyadék
mintakhoz. A késziilék alkalmas ivoviz, felszini viz, talajviz kozvetlen, és roncsolt
mintak analizisére egyarant. A vizmintaknal 0,1 ppt kimutatasi hatar érhetd el, a
késziilek méréstartomanya pedig 6 nagysagrendet fog at. A késziilékben taldlhato
kiilonleges atomabszorpcids spektrométer harom egymastol fiiggetlen Hg jelet
szolgaltat minden mérésnél [9].

A késziilék elsd 1épésben atomabszorpcional hasznélatos hideggézos On-kloridos
eljarast végez, majd a higanyt arany-amalgamatoron 0sszegytjti, majd ezt kovetden a
higanyt elparologtatja. A  detektalas harom mérdcellas, higanyra-szelektiv
spektrométeren torténik. A késziilék 36 fér6helyes automatizalt mintatartoval van

felszerelve, egy minta megmérése kevesebb, mint két percet vesz igénybe [9].

2.3 Az ujabb modszerek

A kiilonbozd fémionok detektalasaval szamos publikacié foglalkozik. A leglijabbak
kozott talalunk olyanokat, amelyek fluoreszcencian alapuld mérési elveket igyekeznek

kidolgozni, illetve bemutatni.



llyen kozleményt jelentetett meg példaul kinai kutatok egy csoportja 2012-ben,
amelyben a Cd"- és Zn'"-ionok egymas melletti mennyiségi meghatarozasarol irnak.
Ehhez egy 1j fluorescens szenzort, a N-(quinolin-8-il)-2-(quinolin-8-iloxi)acetamidot
(HL) szintetizaltak, amely szenzor nagyfoku szelektivitast és érzékenységet mutat Cd''-
ionra etanolos oldatban. Ugyanakkor ez a HL szenzor a Cd'-ionoktol képes
megkiilonboztetni a Zn"-ionokat azok eltéré érzékeld mechanizmusa, koordinalodasi
konformacidja alapjan (fotoindukalt elektron transfer (PET) a kadmiumnal és bels6
toltés atvitel (ICT) a cinknél). A fluorescens abszorpcids titralasok és rontgen-
krisztalografias mérések alapjan a Cd'"/HL és a Zn"/L™ komplexek osszetétele 1:1-nek
adodott [10] (5. abra).
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5. abra A 10 sz. cikk dsszesito abrdja kézépen a HL szenzor szerkezeti képlete, az also
sarkokban a szenzormolekula Cd"-ionnal, illetve Zn"-ionnal alkotott komlpexének
szerkezete, a fenti sarkokban pedig a 329 nm-es gerjesztést kovetd fluoreszcencia

emisszios spektrumok lathatoak a kiilonbozo féem-ion: HL molaranyoknal [10].

A cikkirok altal alkalmazott szenzor-tervezési stratégia, mely szerint egyes ionparok
megkiilonboztetése fluoreszcencias szenzorral specidlis szerkezeti kolcsonhatasok
alapjan alkalmas lehet mas egymastol nehezen megkiilonboztethetd ionok esetén is.

Egy indiai kutatocsoport is fluoreszcencian alapuld detektalassal foglalkozott,
mégpedig az altaluk szintetizalt Hg"-ion megkotésére alkalmas kétpolust tiokarbamat

templathoz kapcsolodo hisztidineket tartalmazo kémiai szenzorral (6. abra) [11].
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6. abra A Hg"-ion megkotesére alkalmas kétpolusu tiokarbamat templathoz kapcsolodo
két isztidint tartalmazé kémiai szenzor Hg'-komplexének szerkezete [11]

A Hg'"-ion kemoszenzorhoz valé kotédése a fluoreszcens spektrum intenzitasanak
19-szeres novekedését, illetve 50 nm-es cstcseltolodast okozott a kék tartomany felé a

szabad ligandum spektrumahoz képest (7. abra).

9,0x10° 540 nm

6,0x10°

3,0x10°

Fluoreszcencia intenzitas

590 nm

0,0 = .

420 480 540 600 660

Hullamhossz (nm)

7. dbra A kemoszenzorhoz adagolt Hg"-ion hatdsdra bekovetkezd fluoreszcencia
novekedés és spektrum eltolodas [11]

A Hg'"-ion detektalasat vizes oldatokban UV-fénnyel, illetve papircsikokra felvitt
kemoszenzor alkalmzasaval végezték. A szenzor fluoreszcenciaja pH-fliggd, azonban
5,5 és 8,0 pH érték kozott maximalis a fluoreszcencia valasz, igy biologiai rendszerek
pH-koriilményei kozott is jol alkalmazhaté ez a detektaldo modszer. Ebbdl kiindulva
megvizsgaltak a szenzor mikodését €16 szervezetekben (baktériumsejtek és zebrahalak)
is [11].

Egy 2012-ben amerikai kutatok altal kozolt cikkben a Hg'-ion fluoreszcencia
csillapitd hatdsanak lehetséges okait kutattak. A Hg'"-ion N-(9-antracenilmetil)-N-(2-
piridinilmetil)-2-piridinmetanamin  (ADPA) ligandummal alkotott komplexének
szerkezetét vizsgaltak. A [Hg(ADPA)CI,HgCl,] komplexben (8. 4bra) a Hg'-ionokat



Cl-ionok kétik dssze hidként, a két Hg'-ion egyike pedig az ADPA ligandum harom N-

donoratomjahoz kapcsolodik [12].
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8. abra A [Hg(ADPA)CI,HgCI,] komplex szerkezete [12]

Megallapitottak, hogy az utobbi Hg'-ion m-kotést alakit ki a fluorofér antracenil-
csoport egyik szénatomjaval. Ez a kolcsénhatas pedig fontos a Hg'-ADPA komplex
fluoreszcencia csillapitdsa szempontjabol. Két Hg'-N kotés rovid, mig a harmadik, a
kozépsé telitetlen N-nel kialakitott kotés hosszabb. Ez a bizonyos hossza Hg'-telitetlen
N kotés lehetdséget ad a fotoinduktiv elektron transzer effektusra (PET), ezaltal
csillapitva a fluorofér antracenil fluoreszcenciajat.

A [Hg(ADPA)Br,] komplexben a Hg'"-Cl-kétésekhez képest sokkal kovalensesebb
jellegii Hg"-Br-kotés hatasara hosszabb Hg'"-C és Hg'-telitetlen N—kotés alakul ki.
Mindezek alapjan megallapitottak, hogy extra ligandumot adva a Hg'"-(ADPA)
komplexhez a kovetkezd sorrend szerint fejtenek ki a ligandumok fluoreszcencia
csillapitasd hatast: OH" ~ CI" >> Br > I'. Ezt a novekvO PET effektussal értelmezték
[12].

2.4 A TFLZn-festék, és hasonlo molekulak

Az egyik legkorabbi cikk, amelyben a TFLZn egyik alkalmazasarol szo6l, még 1997-
ben irédott. A kutatas célja a szabad cink leképezése volt szinaptikus csatolasokban az
agyveld bizonyos részében, a hipocampuszban. Ehhez az akkoriban ijjonnan szintetizalt
cink-érzékeny fluoreszcens szenzort, a TFLZn-t (N-(6-metoxi-8-quinolil)-p-
karboxibenzil-szulfonamid acetoxi-metilészter) (9. a) abra) hasznaltak fel. A mérni
kivant cinkkoncentracié 200-300 uM volt. Kisérleteik soran a megfelelden eldkészitett

kiilsnbdz6é Zn'-ionban gazdag agyvelérészlet szeleteit 1-1,5 6ran at aztattik 0,25 mM



TFLZn-oldatban, majd mérték a mintak fluoreszcencia intenzitasat. E vegyiilet

segitségével intercellularis Zn'-ion detektalasra nyilt lehetéségiik a szerzéknek [13].
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9. abra a) A TFLZn és b) a TSQ és ¢) a Zinquin molekulak szerkezeti képletei [14]

A TFLZn szinképi jellemz6it 120 mM KCI-t, 20 mM NaCl-t és 10mM HEPES-t (N-
2-hidroxietilpiperazin-N’-2-ctanszulfon sav) (pH=7,25) tartalmaz6 oldatban vizsgaltak.
Ez egy vizoldhatd vegyiilet (~1 mg/ml), amely a TSQ-vegyiilet (N-(6-metoxi-8-
quinolil)-p-karboxibenzil-szulfonamid)(9. b) abra) szintézisének analogjaként lett
szintetizalva nagy szelektivitist mutat a Zn'-ionra &sszehasonlitva més kationokkal
[14].

A TFLZn és a hozza hasonlé quinolin-szulfonamid alapu fluoreszcens festékek a két

N-atomjukon keresztill kapcsolodnak a Zn'"-ionhoz kiszoritva az amidcsoportok

protonjait (10. abra) [15].

10. dbra A quinolin-szulfonamid alapii festékek Zn"-ionnal képzett komplexe [14]

Cink hianyaban a festék kismértékii fluoreszcenciat mutat, majd Zn'-ion
jelenlétében megné a fluoreszcencia emisszio [14, 15], 0,25 mM TFLZn oldat
intenzitasa 100-szorosara n 100 pM-os Zn'-ion koncentracional. A gerjesztd és az
emisszios spektrumok cstcsai rendre 360 nm és 498 nm-nél voltak (11 abra). Novelve

crer

intenzitas feléhez tartozo értéket mar 20 mM Zn'-ion hatésara elérték [14].
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11. abra A TFLZn gerjesztési és emisszios spetruma, illetve a normalizalt fluoreszcencia
intenzitds a Zn"-ion koncentrdcié fiiggvényében [14]

Osszehasonlitva a Zn'-ion altal keltett fluoreszcencia értékeket az azonos

_jonok hatasaval a Zn'-

koncentracioban (100 uM) jelenlevd cd"-, co'-, cu'"- vagy Fe
ion kiemelkedé értéket mutat (12. abra). A Ca'- és Mg'-ionok még nagyobb
koncentracioban (1 mM) sem okoztak jelentSs fluoreszcenciat, a Cu'-ionok pedig még

kvencselték is a Zn'-ion hatasat [14].

100

10

Fluoreszcencia intenzitas

12. abra A TFLZn féemérzékenysége
(Cepta=2 mM, gerjesztés-360 nm, emisszio-510 nm)[14]

A TFLZn kisebb affinitast mutatott a fehérjék és metallotioneinek kelat-Zn'-
ionjéhoz egy masik akkoriban szintetizalt Zn"-ion szenzorhoz, a zinquin nevii festékhez
(9. c) abra) képest [14].

Amerikai kutatok a fent emlitett a TFLZn molekulahoz szerkezetben nagyon

hasonl6 zinquin molekula tulajdonsagait tanulmanyoztak szélesebb korben. A Zn'-iont
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fluoreszkalé komplexként kot zinquint az emberi agy bizonyos részeiben a Zn'-ionok
mennyiségének kvalitativ meghatarozasara, illetve a Zn'-ionok membranon valo
transzportjara hasznaltdk fel. Vizsgaltdk a molekuldk membranokon valo
diffuzioképességét, és megallapitottak, hogy a szabad savas formaju zinquin és TFLZn
képes atdiffundalni a vizsgalt szinaptikus holyagon [15].

A transzport folyamat valdszintisithetd mechanismusa a kovetkez6: eldszor kialakul
a toltés nélkili 1:1 ardnyu Zn”-zinquin komplex, mikézben felszabadul egy proton. A
kovetkez6 1épésben egy ujabb zinquin molekula kotédik a komplexhez, ezaltal
kialakitva a -2 t5ltésti 1:2 aranya Zn'-zinquin komplexet és felszabaditva egy ujabb
protont. Ezutdn a membran masik oldalan kilép a komplexbél a Zn'-ion, illetve a
zinquin ligandum felvesz két protont. Ez a mechanizmus magyarazza a membran két
oldala kozott kialakulé pH-gradienst [15].

Megmérték mind a zinquin, mind a TFLZn relaxacios spektrumat is frekvencia
tartomany (frequency domain techniques) technikékkal. A zinquin esetében a relaxacios
id6 4,8 ns, ami 18 ns-ra nott Zn'-ion hatéséra. Ezt a ndvekedést a szerzok a fokozatosan
kialakulo 1:1 komplexszel értelmezték. A TFLZn viszont ugyanazt a relaxacios idot
mutatta (1,8 ns) széles Zn":TFLZn molardny-tartomanyban, ami bizonyitotta, hogy
vizes oldatokban kizarolag 1:2 (fém:ligandum) aranya komplex képzddik ezen
ligandum esetén [15].

Egy masik kézleményben két, a TFLZn-hez hasonléan quinolin alapu fluoreszcens
szenzort, a zinquin két formajanak — a zinquin-észter és zinquin-sav — Zn'"-ionnal
kialakitott komplexét vizsgaltak fiziologias kornyezetben. Ezen molekulak szerkezeti

képét 13. a) és b) abra mutatja.

CHj CH,4
a) b)
O:?:O O:?:O
NH NH
NS -CHs N CHs
EtOOC O HooC o

13. abra a) A zinquin-észeter és b) zinquin-sav szerkezeti képlete [16]

Egyensulyi modellszamolasok alapjan megallapitottdk, hogy a zinquin-észterrel

kialakult komplex Zn'"-ion jelenlétében fiziologias pH-n (7,2) kizardlag 2:1

11



ligandum:fém aranyban, azaz ZnL, alakban van jelen (14. a) abra), mig a zinquin-sav
esetében ilyen koriilmények kozott foként ZnL,” és ZnLoH formaji komplexek

alakulnak ki (14. b) abra) [16].

100 100
o LH:Zn?* =2:1 a) (%] - LH: Zn2* =21 b)
80 -

LH

50
1 zn2+

i Zn
40 - ke

20 |

05 e M

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
-log [H30"] —log [H307]

14. abra A kiilonbozd specieszek eloszlasgorbéi a pH fiiggvényében a) zinquin-észter és
b) zinquin-sav esetében (2,5 mM Zn"-ion és 5 mM ligandum)[16]

A zinquin-Zn" komplexek potenciometrias, UV-lathaté spektroszkopids és
fluorimetrids vizsgalata alapjan meghataroztak a zinquin-sav-Zn'"-komplex stabilitasi
allandojat, ami logk = 13,5-nek adodott fizioldgias koriilmények kozott. UV-lathatod
abszorbciés mérésekbdl (a spektrumok valtozasa alapjan) megallapitottak, hogy a
zinquin-észter és zinquin-sav forma érzékeny a pikomolaris koncentracidban jelen levo
Zn'-ionra. Ugyanakkor felhivtak a figyelmet arra, hogy a Cu'-ion hasonl¢ ionsugara és
+2-es toltése miatt zavarja a Zn'-ion ilyen fluoreszcens meghatirozasat, ezért azt

érdemes egy Cu'-megkotd proteinnel maszkirozni a biologia mintdk mérése soran [16].
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3. Célkitiizés

alkalmas, fluorszcencian alapuldé moddszer tanulmanyozasa, ¢és kidolgozasa
laboratoriumi koriilmények kozott. A kétszeresen ioncserélt vizes Hg'"-oldatok mellett
tervezem a baktériumok taplalékaul és életteréiil szolgalod tapoldatokban torténd Hg'-
koncentraci6 meghatarozas lehetéségének vizsgalatat is, hogy kozelebb keriiljek a

modszer gyakorlati alkalmazhat6sagahoz.
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4. Kisérleti rész

4.1. Fluoreszcencia spektroszkodpia leirasa

A fluoreszcencia alatt azt a jelenséget értjiikk, amikor az anyag ultraibolya vagy
lathaté fénysugarzas hatasara gerjesztddik, majd az elnyelt energiat fény formajaban, az
elnyelttel azonos vagy kisebb energidju (nagyobb hulldmhosszusagli) fényként
sugarozza ki. Az elektron altaldban a gerjesztést kdvetéen ns-us (vagyis 10°-10° S)
iddtartam elteltével visszakeriil az alacsonyabb energiaszintre, ezaltal a fényemisszio
gyakorlatilag azonnal megszlinik a fénybesugarzas megsziintével. Minden fluorofor
anyag jellemzd6 hullamhosszisagu fénnyel besugarozva késztethetd fluoreszkalasra, igy
az emittalt fénysugarzas spektruma is eltérd a kiilonb6z6 anyagoknal.

A spektrofluoriméter alkalmas a fluoreszcencia mérésére. A miiszerben két
monokromatort kell alkalmaznunk, hiszen a megvilagitdé fény hullamhosszanak
szabalyozasa mellett a kibocsatott fénybdl is ki kell tudnunk vdlasztani a kivant
(ellemzd) hulldmhosszsagii komponenst. A megvilagitast és a detektalast végzo
optikai elemek nem egy tengelyen helyezkednek el, hanem egymassal valamilyen
szoget (leggyakrabban derékszoget) zarnak be, ezzel kikiiszobolve a besugarzd
nyaldbnak az azzal azonos hullimhosszon keletkezd kibocsatott fénysugarzas mérésére
kifejtett zavard hatdsat. A mintdk mérését leggyakrabban kvarckiivettdkban végzik.
Altaldban azok a molekuldk mutatnak intenziv fluoreszcenciat, amelyek aromas
jellegliek vagy tobbszordsen konjugalt kettds kotést tartalmaznak, tovabbd merev, sik
szerkezetiiek [16].

A fluoreszcencias fénysugarzas intenzitdsa aranyos a besugarzé fény intenzitasaval,
az okozott abszorpcioval és a koncentracioval. Ezt az Gsszefliggést a kovetkezd képlet

irja le:

ahol ¢ a minta koncentracioja, ¢ az elnyelés (besugarzas) hullamhosszan érvényes
molaris abszorpcids egyiitthato, 1°a besugarz6 monokromatikus fény intenzitasa, Kk
pedig a kiivettara és a miiszerre jellemzdé allandok és a vizsgdlandd vegyiilet

kvantumhasznositasat 6sszegz6 aranyossagi allando [7].
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4.2. A fluorimetrias mérésekhez felhasznalt anyagok és eszkozok

A toxikus ionok mennyiségének meghatdrozasahoz egy TFLZn elnevezésh festéket
(2.4 fejezet) terveztem felhasznalni, amely Zn'"-ionnal Zn(TFLZn), komplexet alkotva
fluoreszkal. A két évvel ezelotti OTDK-dolgozatomban kezdtem el ezzel a témaval
foglalkozni, igy az akkori kisérleteim mar kizartik a Hg"-ion és a festék kozvetlen
kolcsonhatasanak alkalmazhatosagat, ugyanis az igy kialakult komlpex nem fluoreszkal.
Ezért jelen munkam soran kompeticios kisérleteket terveztem, amelyekben a Zn"-jonnal
telitett festékoldathoz adott Hg”-ion kiszorithatja a komplexbdl a Zn"-iont, igy a
cinkkomplex altal okozott fluorszcencia csokkenhet. A Koncentraciok beallitasa soran
TFLZn:Zn" = 2:1 aranya komplexképz6dést figyelembe véve allitottam elé az
oldatokat, ¢s terveztem meg a kisérletsorozatokat.

Minden kisérletsorozatnal kvarckiivettaban 1évé 1,5 ml, ugyanabbdl, az eredeti

cre

cre

festék tulajdonsagait probaltam jobban megismerni Zn'"-ionok segitségével, ehhez az
elobb leirt festékmintat 3,750% 10 M koncentracioji ZnCl; oldatottal titraltam. A Hg”-
ionnal végzett kisérletek soran 3,750x10* M koncentracioju Hg(NOs), oldatot
hasznaltam.

A kisérleteket ugy terveztem, hogy a Zn'-tartalmu oldat 8 pl-es részlete tartalmazza
a festékhez mérten egy ekvivalens mennyiségti Zn'-iont, illetve a Hg'-iont tartalmazo
oldat 8 pl-es részlete tartalmazza a festékhez mérten egy ekvivalens mennyiségii Zn'-
ion teljes kiszoritasdhoz sziikséges mennyiségii Hg"-iont. Az LB tipoldatban végzett
kisérleteknél a tapoldatot higitds nélkiil alkalmaztam olyan térfogatban, amelyeket a
tiszta vizes oldoszerben végzett Hg'-ionos kisérleteknél hasznaltam, azaz pl-es
nagysagrendben. Minden titralas kezdeti szakaszdban 2 pl-enként adagoltam a
titraloszert.

A fluoreszcenciat F-4500 HITACHI tipusu fluoriméterrel A = 400-600 nm
hullamhossz-tartomanyban mértem, 950 V-os érzékenységgel. A mintakat minden
alkalommal ugyanabban az 1x1 cm uthosszi kvarckiivettaban 360 nm
hullamhosszsagu fénynyalabbal sugaroztam be. A maximalis fluoreszcencia 495 nm-
en volt mérhetd. Minden kisérletsorozatot tobbszor — kétszer vagy hdromszor —

megismételtem.
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4.3. Az Luria-Bertani (LB) tapoldat

Az LB tépoldat a legtobb baktérium szdmara megfeleld ¢l6kdzeg, amely biztosit

minden tdpanyagot és €életkoriilményt.

Osszetétele:

Elkészités:

10 g tripton (Ez egy peptip keverék, amely a proteaz tripszin altal feltart
kazeinbdl ered. Altaldban a mikrobiologidban hasznaljak E. coli és egyéb
mikroorganizmusok szaporitasara tapoldatul. Aminosavakat biztosit a
novekvo baktériumoknak [17])

5 g ¢élesztd kivonat

10 g NaCl

kb. 2 ml 1 M NaOH (pH ~ 7)

1 L oldatot készitiink milliQ vizzel.

Az Osszetevoket egy 1-L-es mérOhengerben magneses keverd segitségével feloldjuk

a vizben. Az elkésziilt sarga szinli oldatot 20 percig sterilizaljuk, majd hiilni hagyjuk.

Felhasznalas el6tt az adott attelepiteni kivant baktériumsejtekkel torténd atoltas eldtt

a tapoldathoz laminaris aramlasu (steril) flilke alatt antibiotikumot (ampicillin, 0,8 M

végkoncentracid) adunk, hogy elkeriiljiik a nemkivanatos baktériumok szaporodasat.
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5. A mérési eredmények kiértékelése

A Hg"-ionok mennyiségének pontos és egyszerli meghatirozasdhoz kerestem uj
modszert. A 2.4 fejezetben ismertetett TFLZn elnevezésti (Sigma) vegyiilet Zn'"-ionnal
komplexet alkotva fluoreszkal. Korabban mar megvizsgaltam, hogy a festék képes-e
mas fémionokat, példaul a szamomra is érdekes Hg'-iont is megkétni és hatasara
fluoreszkalni, azonban az ilyen kozvetlen kolcsonhatason alapulé megvaldsitas nem volt
sikeres, ugyanis a festék nem fluoreszkalt a Hg"-ion jelenlétében. Ezutan az az otlet
meriilt fel, hogy lehetséges-e a festékhez kotott Zn"-ion és a Hg”-ion versengése alapjan

megoldani a detektalast. Ez esetben ez egy uj mérési modszer lehetne az altalam

cres

5.1 A Zn'-festék rendszer részletes tanulmanyozasa

Ahhoz, hogy megvizsgalhassam, hogy a Hg'"- és a Zn'-ion versengése alapjan fel
tudom-e hasznalni a modszert, sziikségem volt a Zn'"-festék rendszer részletesebb
vizsgalatara, hogy értelmezhessem a kompeticios kisérleteket.

El6szor a Zn sorozatok keretein beliil a TFLZn oldathoz Zn"-iont tartalmazé oldatot

adagoltam, mikdzben mértem az oldat fluoreszcenciajat (15. abra A és B).
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15. abra A: A Zn sorozatok egyikének spektrumai kiilonbozo Zn“:festék
molaranyoknal, FLU = fluoreszcencia intezitds.

B: A Zn sorozatok higulassal korrigalt fluoreszcencia intenzitas (FLU) atlaganak
abrazoldsa a legnagyobb intenzitast mutato 495 nm hullamhosszon a kiilonbozo
Zn“.festék molaranyoknal. Az abran a mért értékek szorasat is feltiintettem.

A 15. A) abran lathaté, hogy feltiintetett spektrumok alakja minden
oldatosszetételnél megegyezik. Az elsd kisebb maximum az oldészerhez (készeresen

ioncserélt viz) tartozik. Ugyanakkor a spektrumokat leird értékekbol latszik, hogy a
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maximalis intenzitdst mutatd hulldmhossz érték az szakirodalomban leirtakhoz
hasonldan kis mértékben eltolodott (495 nm — 490 nm).

A 15. B) abran bemutatott gorbe jo egyezést mutat a szakirodalomban kozolt
eredményekkel (11. dbra, [14]), hiszen az 2:1 ligandum:fémion aranyt, azaz az abran az
Inzn/2neger értéket elérve a cinket feleslegben adva a rendszerhez telitésbe hajlik az
oldat fluoreszcencidjanak intenzitasa.

T
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16. abra A Zn sorozatok kezdeti szakasza, a legnagyobb intezitdst mutato
495 nm hullamhosszon mért és a higuldassal korrigalt fluoreszcencia intenzitasokra
(FLU) illesztett egyenesek, és azok metszéspontja. Az abran a mért értékek szorasat is
feltiintettem.

E mérések soran jol lathato, hogy 1,0 nzn/2ngsex molaranynal a gorbe telitésbe hajlik
(16. abra). A gorbe alakja alataimasztotta, hogy a festék ilyen koriilmények kozott
telitédik Zn'"-ionokkal, azaz a szakirodalomban leirtaknak megfeleléen féként
Zn(TFLZn), osszetételi fluoreszcens komplex képzodik.

A 15. B) abrabol kiindulva, ahol lathatd, hogy koriilbeliil 10-szeres cinkfelesleg
felett a telitésbe hajlik a gorbe, a tovabbi kisérleteimben a titralast ekkora, vagy ennél

Kisebb cinkfelesleget tartalmaz6 oldatokkal végeztem.

5.2 A Zn"-Hg" kompeticios kisérletek

A kovetkezé Hg sorozatokban a Zn"-ion és a Hg'-ion lehetséges versengését
vizsgiltam meg. Ebben az esetben a Zn'"-ionnal telitett (hétszeres cinkfelesleget

tartalmazo) festékoldatot titraltam Hg"-iont tartalmazd vizes oldattal. A lejatszodo
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kiszoritasos folyamatot, amelynek hatasara a titralas soran varhatéoan bekdvetkezd
fluoreszcencia intenzitas csokkenését kovettem fluoriméterrel. A 17. abran jol lathat6 ez
a jelenség, a novekvd Hg”-ionkoncentrécié hatésara csokkent az intenzitas. A titralas
sordn el8szor a feltételezett Hg(TFLZn), komplex kialakulasdhoz sziikséges Hg'-
oldatot adagoltam, majd tovabbi Hg"-iont adva az oldathoz megvizsgaltam a Hg'

feleslegének hatasat is.
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17. abra A Hg sorozatok higulassal korrigalt fluoreszcencia intenzitds (FLU) dtlagainak
abrazolasa a legnagyobb intenzitast mutato 495 nm hullamhosszon kiilonbozo
Hg":festék molardnyokndl. Az abran a mért értékek szérdsdt is feltiintettem.

Amint a 17. dbra mutatja, a Hg"-ion adagolas hatasara a fluoreszcencia egyenes
mentén csokken, ami azt jelenti, hogy a Hg'-ion valoban sokkal stabilisabb komplexet
képez a festékmolekulaval, mint a Zn"-ion. Igy a megjelend kompetitor teljesen
kiszoritotta a Zn'"-iont a komplexbdl. Ugyanakkor az is latszik, hogy koriilbeliil 0,9
NHg/2Ngestek MOlaranynal sikeriilt minimalis értékre lecsokkenteni (~ 130 FLU-ra) a
fluoreszcenciat ami tovabbi Hg"-adagolésra mar nem valtozott. Ebbdl megallapithato,
hogy a Hg'-ion ugyszintén 1:2 aranyban reagal a TFLZn festékkel (Hg(TFLZn),
komplex alakul ki), valamint, hogy az igy kialakult komplex nem fluoreszkal. Tehat a
fenti mérések eredményei azt mutatjak, hogy a modszer elképzelésiinknek megfeleléen
alkalmazhato6 a Hg"-koncetréoié mérésére a HgII ésaZn" kompeticidja alapjan.

Azaz a fent mért gorbébdl egy kalibracidos gorbe szarmaztathatd, melynek

segitségével egy ismeretlen Hg“-tartalmﬁ oldat koncentracidja kozvetleniil leolvashato a
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mért fluoreszcencia ismeretében. A meghatarozashoz tehat a kdvetkezd adatok
sziikségesek:
e ismert festékkoncentracio,
e aZn"-jonnal telitett festékoldathoz tartozo fluoreszcencia intenzitas érték
e az ismeretlen koncentracioju Hg”-tartalmﬁ oldat hozzaadasat kovetd intenzitas
értek

e ¢s a kalibracios gorbe.
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18. dbra A Hg"-ion kiszoritdsi folyamatanak kalibréciés gorbéje, feltiintetve a kezdeti
szakasz meredekségét és a kimutatasi hatart.
Az abrdan a mért értékek szorasat is feltiintettem.

A 18. abra mutatja a méréseim alapjan felallitott kalibracios gorbét. Analitikai
ismereteink alapjan egy analitikai modszerre vonatkozé kimutatasi hatar (D) az a
koncentracid6, amely mérése soran kapott vélaszjel mar egyértelmiien
megkiilonboztethetd a hattértél. Ezt a koncentracio értéket altalaban azzal a
koncentracioval kozelitjiik, amely a vakminta (a mérend6t nem tartalmaz6 minta)

szorasanak haromszorosaval egyezd nagysagu jelet ad.

3-8,
DL :Tk

ahol sy« a vakminta szorasa, S pedig az érzékenység (kalibracios gorbe

meredeksége)[16].
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Esetiinkben az sy« érték 56,57 (vakminta a Hg"-iont nem tartalmazé Zn'-ionnal
telitett festék), az érzékenység pedig az abrardl leolvasva 2347,8 ppm, igy a képlet
alapjan kapott kimutatasi hatar 0,0723 ppm, azaz 2,663x10"' mol/dm® Hg"-ion.

5.3 A tapoldat hatasanak vizsgalata

Korabbi kutatasaim soran genetikailag modositott baktériumtenyészetek Hg”-ion
baktériumok taplalékaul ¢és életteréiil szolgalo LB tapoldatban (4.3 fejezet)
szaporittottuk a baktériumokat, majd Hg'-tartalmu vizes oldatot adtunk a tenyészethez.
Végiil a centrifugalassal baktériumsejtektdl elvalasztott tapoldat Hg“-koncentréciéjét
mértiik ICP-AES modszerrel. Azonban a tapoldat magas szervesanyag-, valamint
szilardanyag-tartalma miatt nem volt Iehetséges a kozvetlen mérés, igy
hidrogénperoxid-salétromsav eleggyel roncsoltuk az oldatok szervesanyag-tartalmat.
Ellenben gyakran még ez sem volt elég hatékony, és valosziniilleg Hg'-veszteséget is
okozott a roncsold eljaras, igy maguk a mért adatok nem voltak kielégitek, ugyanis
gyakrolatilag minden kisérletnél jelentds (atlagosan 20%) veszteség lépett fel. A
baktériumoktol centrifugalassal elvalasztott roncsolt tapoldatban, valamint a
visszamaradt sejttsrmelék savas-peroxidos feltarasabol eredd mintakban mért Hg'-
mennyiségek 0sszege nem egyezett meg pontosan az eredetileg a baktériumtenyészetet
tartalmazé oldatba bemért Hg'-mennyiségekkel. Ebbdl kifolydlag az akkumulécios
folyamatok vizsgalata is kevésbé volt megbizhato6.

Az igy felmeriilé probléma megoldasahoz a mintaeldkészitési folyamat nehézségei
miatt egy Uj koncentracio-meghatarozasi eljarast kerestink. A fenti biztatd
fluoreszcencids eredményekbdl kiindulva egy Hg"-iont tartalmazo tapoldat Hg"-

Ennek érdekében elszor megvizsgaltam a T1 sorozatban a Zn"-festék komplexhez

adagolt tapoldat hatasat.
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19. abra A T1, T2 és T3 sorozatok higuldssal korrigalt fluoreszcencia intenzitas (FLU)
atlagainak abrazoldsa a legnagyobb intenzitdast mutato 495 nm hullamhosszon
kiilonbozo, a Hg“-tartalmbi oldat adagolasanal alkalmazott térfogatadagokban (ul-es
egységekben) adagolt LB-tdpoldat térfogatdanak fiiggvényében a kiilonbozo kiinduldsi
oldatok esetében.A kiinduldsi oldatok: m: a Zn(TFLZn), komplex kialakulasdhoz képest
7-szeres Zn"-ion felesleget tartalmazé festékoldat m: Zn"-ionokat nem tartalmazo
festékoldat - : kétszeresen ioncserélt viz.

Az abrdan a mért értékek szorasat is feltiintettem.

A 19 abra narancssarga szinnel rajzolt gorbéjébdl egyértelmiien megéllapithato,
hogy a tapoldat hatdséara a fluoreszcencia valtozik. Ennek tobb oka is lehet: vagy maga a
tapoldat fluoreszkal, vagy a tapoldat valamely komponense reagal az oldatban 1évo Zn'"-
ionokkal, vagy a festékmolekulakkal; esetleg magaval a Zn(TFLZn), komplexszel, ami
nagyobb mértékii fluoreszcenciat okoz.

Ugyanakkor a fluoriméterrel felvett teljes spektrumokat tekintve (20. abra) az
lathato, hogy a tapoldat hatasara a spektrum alakja megvaltozik, maximuma eltolodott a

kisebb hullamhosszak, azaz a nagyobb energiak felé.
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20. abra A T1 sorozat spektrumai kiilonbozo hozzaadott tapoldat térfogatnal, szaggatott
vonallal jelolve a legnagyobb intenzitast mutato 495 nm hullamhossz.
FLU = fluoreszcencia intezitds.

A téapoldat hatasara bekdvetkezd folyamatos fluoreszcencia ndvekedés okéanak
kideritésére a kovetkezd kisérleteket végeztem. A T2 sorozatokban a festék mellett
jelenlevé Zn"-ionok lehetséges hatasat kivantam megvizsgalni, ennek érdekében Zn''-
ionokat nem tartalmazd festékoldathoz adagoltam a tapoldat megfeleld
térfogatmennyiségeit. Igy megfigyelhettem a festék és a tapoldat egyiittesének hatasat,
amelyet az 19. abran rozsaszinnel jelolt gérbe mutat. Jol lathato, hogy ebben az esetben
i1s az els@ hozzaadott tapoldatmennyiség hatisasra is nétt a fluoreszcencia mértéke.
Ezenkiviil az is megfigyelhetd, hogy a gorbe alakja nem valtozott jelentdsen. Igy ez a
kisérlet egyérletmiien bizonyitja, hogy a Zn'-ionok nincsenek hatassal a tapoldat altal
okozott fluoreszcencia valtozasra.

Ezutan a tapoldat és a festék kdlcsonhatasabol esetlegesen fluoreszkald komplex
kialakulasdnak  lehetdségét  ellendriztem, ezért a  tapoldat  megfeleld
térfogatmennyiségeit most nem a festékoldathoz, hanem azzal megegyezd térfogatt (1,5
ml) kétszeresen ioncserélt vizhez adagoltam (T3). Az igy kapott mérések eredményét
mutatja a gorbe a 19. abran. Az ismét novekvé fluoreszcencia értékeket, valamint
az azonos lefutasu gorbe kétséget kizaroan azt jelzi, hogy a festék dnmagaban is
fluoreszkal (fiiggetleniil a jelenlévo festékmolekulaktol vagy Zn"-ionoktol).

A spektrumok maximuma a T1 sorozatokban tapasztaltakhoz hasonléan eltolodott a

T2 és T3 kisérletsorozatok esetében is.
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Mindezen kisérletek alapjan megallapithatd, hogy a tapoldat (valosziniileg valamely
komponense) fluoreszcenciat mutat, illetve hogy ez a hatas folytonos valtozast mutat a
tapoldat mennyiségének novekedésével. Az, hogy a gérbék minden esetben ugyanolyan
alakuak, azaz kiilonbségiik egy kozel allando értéket ad (21. abra), arra enged
kovetkeztetni, hogy mivel a tapoldat nem reagélt semmilyen moédon a moddszerben
felhasznalt anyagokkal (festék, Zn'-ion, komplex), nagy valésziniiséggel a Hg'-ion

kiszoritasi folyamatat sem fogja befolyasolni.
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21. abra T1, valamint T2 sorozatok a legnagyobb intenzitast mutato 495 nm
hullamhosszon mért, higuldssal korrigalt fluoreszcencia intenzitas (FLU) atlagainak
és a T3 sorozat ugyanezen intenzitasértékeinek kiilonbsége
a kiilonbozo LB-tapoldat térfogat fiiggvényében

5.4 A tapoldat és Hg”-ion egyiittes hatasanak vizsgalata

A T1, T2 és T3 kisérletek alapjan megbizonyosodtunk arrol, hogy a tapoldat nem
befolyésolja a festék és a Zn'"-ion komplexképzését, igy nagy valosziniiséggel a Hg'-ion
és festék kolesonhatasat sem. Abban az esetben, ha ez valoban igy van, akkor a Hg'-ion
el6szor kiszoritja a Zn'"-iont a festék melldl, és csokkenti a fluoreszcencia intenzitasat,
majd miutan az 6sszes komplexet alkoto Zn"-ion lecserél3dott Hg”-ionra, az mar nem
okoz tovabbi intenzitasvaltozast. Emellett viszont a tapoldat folyamatosan noveli az
intenzitast, a teljes kiszoritast kovetdéen pedig csupan ennek a hatasa jelentkezik.
Végeredményként tehat a Zn"-ionokkal telitett (hétszeres cinkfelesleg) festékoldathoz,
mint kiindulasi oldathoz adagolt Hg'-ion hatasara kirajzolod6 FLUma(495nm)-

NHg/2Nfesiek gOrbe (22. abra m) és az ugyanilyen kiinduldsi oldathoz a Hg'-iont
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tartalmazo oldat részleteinek megfeleld térfogati tapoldat hatdsat mutatdo gorbe (22.
abra m) 6sszege adodik elméletileg a Hg'-tartalmu tapoldat Zn"-ionnal telitett festékhez

val6 hozzaadasat kovetden. Ezt a szamitott gorbét mutatja a 22. abra 112 grafikonja.

2000,0 -
E | = tapoldat
c tapoldat és Hg(ll) ELMELET!I
Lo | —— tapoldat és Hg(ll) KISERLETI
(o)) }
< 3 Hg(ll)
~~ 1000,0
©
E .
) |
—
LL 1
0,0 it ‘ -
0,0 1,0 2,0 3,0

anlznfesték

22. abra A Hg és a T1 sorozatok, valamint a szamolt (elméleti) és kimért (kisérleti) HgT
sorozatok fluoreszcencia intenzitas atlagainak (FLU) dbrazolasa a legnagyobb
intezitast mutato 495 nm hulldmhosszon kiilonbozo Hg”:festék molaranyoknal.

Az abrdan a mért értékek szorasat is feltiintettem.

A HgT sorozatok keretein beliil a Zn'-ionnal telitett festékoldat Hg'-tartalmu
tapoldattal valo titralasa a 22. abran lathato kék gorbét eredményezte. A kisérleti és a
szamitott gorbe jO egyezést mutat. Ez azt jelenti, hogy a tapoldat valoban nem
befolyasolja a Hg'- és Zn"-ionok kozott lejatszodd kiszoritasi folyamatot. A kisérleti
eredmények szerint a gorbe itt iS ~1,0 molaranynal éri el a minimumot, majd a

tovabbiakban mar csak a tdpoldat hatésa lathato.

Ugyanakkor, ha mas szempontbdl kozelitjilk meg a kapott eredményket, kivonva a
tapoldat hatasat mutatd gorbe értékeit a tapoldat és Hg"-ion egylittes hatasat szemlélted
gorbébdl a Hg kisérletsorozatok alapjan felrajzolt kalibracids gorbét kellene elméletileg
visszakapnunk. A 23. abran lathato sotétlila gérbe mutatja ezt az abrazolasmodot a
kisérleti adatokbdl szamolva (HgT-T1). A kék gorbe elméleti értékektdl valod eltérése
igy felnagyitodik, ennek kovetkeztében az abran a sotétlila és gorbék nagyobb
eltérést mutatnak, mint a és kék gorbék. Ugyanakkor mivel erre az uj

abrazolasmodu sotétlila gorbére illesztett egyenesek metszéspontja is ugyanazt a
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NHg/2Nkestek aranyt mutatja, mint a kisérleti HgT-re illesztett egyenesek metszéspontja, a

nagyobb meredekségli egyenes miatt ez az abrazoldsmdd nagyobb kimutatasi hatart

eredményez.
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23. abra A Hq, a szamolt (elméleti) és kimért (kisérleti) HQT sorozatok fluoreszcencia
intenzitas atlagainak (FLU), valamint a HQT kisérleti sorozat és a T1 sorozat FLU
értékeinek kiilonbségének abrdazolasa a legnagyobb intezitdast mutato 495 nm
hullémhosszon kiilonbozd Hg' ifesték molardnyokndl.

Az abran a mért értékek szorasat is feltiintettem.

A 24. abran a festék Zn"-ionnal torténd titralasa, majd a Hg"-tartalmﬁ tapoldattal

valo tovabbi titralasa soran rogzitett fluoreszcencia spektrumok lathatok.
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24. dbra A festék Zn"-ionnal torténd titraldsdahoz, majd a Hg'-ion tartalmii
tapoldattal valo tovabbi titraldashoz tartozo spektrumok.
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Az 4bran a piros arnyalati spektrumok mutatjak a festék Zn'-ion hozzaadasara
bekovetkezd FLUy95 nm novekedést, majd a kék arnyalataknél csokkenés figyelhetd
meg a Hg"-ion kiszoritd hatasanak koszonhetben, végiil a zold arnyalatuak jelolik a
teljes kiszoritast kovetd FLU495 nm novekedést a tapoldat hatasara. Az is jol lathato, hogy
amint tapoldat keriilt a rendszerbe, a spektrum alakja megvaltozik a 20. abrahoz
hasonloan.

Kisérleteink alapjan egyértelmiien megallapithato, hogy a fenti modszer

crer
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25. abra A Hg"-ion tdpoldatos mintaban végbemend kiszoritasi folyamatdanak
kalibracios gorbéje, feltiintetve a kezdeti szakasz meredekségét és a kimutatdsi hatart

A 23. dbra HgT kisérleti-T1 gorbe pontjait atszamolva ppm-be a Hg'-iont
tartalmazo tapoldattal valo titralasra is adodik egy, a 18. dbran feltiintetett kalibracios
gorbéhez hasonlo kalibracios gorbe (25. abra). Az kezdeti szakaszra illesztett egyenes
kiss¢ kisebb meredekségli (Muposar = -2193,2), mint a tiszta vizes oldatban
meghatarozott kalibracios gorbe kezdeti szakaszara illesztett egyenesé (Myizes = -
2347,8), igy erre az esetre a Hg'"-ion kimutatasi hatar értéke nagyobbnak, 0,0789
ppm (2,906x10°" mol/dm?®) adodik a képlet alapjan.

Minden eredményt Osszevetve megallapithatd, hogy a modszer a baktériumos
kisérleteknél alkalmazott Hg“-ion koncentraciok esetében nagyszertien alkalmazhato
lehet ezen a vizes oldokban meghatarozott hatarértékhez hasonléan kedvezé kimutatasi

hatar.
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6. Osszefoglalas

A mai kor szamara egyre fontosabb feladat a kornyezetvédelem. A szennyezd
forrdsoknak szamos formaja létezik, dolgozatom témdjanak kdzéppontjaban az egyik
toxikus nehézfém, a higany altal okozott kdrnyezeti probléma all.

A Hg”-ion vegyiiletei foként az ivovizben jelentenek problémat. Igy eltavolitasa,
szigorodo kovetelmények betartdsdhoz azonban az egyre kisebb koncentracio-értékek
(ppm, ppb) mérésének lehetdségét is biztositania kell a kutatoknak.

Dolgozatomban egy Uj Hg”-ion meghatarozasra alkalmas modszert dolgozunk ki.
Az eljaras alapjat egy Zn'-ionnal 1:2 aranyban fluoreszkalé komplexet alkoté TFLZn
elnevezésli szerves festék adja, amely festék mellsl Hg'-ionnal kompeticié soran
kiszorithaté a Zn"-ion. A folyamat kozben kialakulo nagy stabilitasi Hg'-festék
komplex nem fluoreszkal, és a kiszoritas linearis intenzitdscsokkenéssel jar. Ez lehetvé
teszi a Hg'-ion mennyiségének egyszerli kvantitativ meghatdrozasat az alabbi

kalibracios gorbe alapjan.
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Kisérleteimben a festék titralasaval fokozatosan kialakitott Zn'"-festék komplex
fluoreszcencidjanak intenzitdsat mértem 400 és 600 nm hulldmhossztartomanyban 360
nm-en torténd gerjesztést kovetden. A maximalis fluoreszcencia 495 nm-en volt

mérhetO.
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crer

Kor4bbi kutatasaimban modositott baktériumtenyészetek Hg'-ion akkumulaciojat
vizsgaltam, azonban a baktériumok taplalékaul és életteréiil szolgalo LB tapoldat Hg'-

crer

ion koncentracidjanak meghatarozasa problémat okozott. Egy ilyen vizes tapoldat Hg”-
megvizsgaltam a Zn"-festék komplexhez adagolt tapoldat, majd a Hg'-tartalma tapoldat
hatdsat. Ugyan meglepd moddon a tapoldat hatisara a fluoreszcencia intenzitasa
folytonosan novekedett, de ez a Hg"-ionok hatasat nem befolyasolta.

Kisérleteim alapjan elmondhat6, hogy sikeriilt egy olyan, fluoreszcencian alapuld
modszert talalnom, amely alkalmas Hg'-koncentracié meghatarozasra vizes oldatokban,

valamint emellett tapoldatos mintakban is 0,0800 ppm-es koncentracidig.
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9. Roviditések

ICP-AES indukalt csatolasu plazma atom emisszios spektroszkopia
ICP-AAS indukalt csatolast plazma langatomabszorpcids spektroszkdpia
ICP-MS indukalt csatolasu plazma tomegspektrometria
HL N-(quinolin-8-il)-2-(quinolin-8-iloxi)acetamid
ADPA N-(9-antracenilmetil)-N-(2-piridinilmetil)-2-piridinmetanamin
PET fotoinduktiv elektron transzer effektusra
e N-(6-metoxi-8-quinolil)-p-karboxibenzil-szulfonamid acetoxi-
metilészter
HEPES (N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etanszulfonsav
TSQ N-(6-metoxi-8-quinolil)-p-karboxibenzil-szulfonamid
EDTA etilén-diamin-tetraecetsav dinatrion soja
LB Luria-Bertani
E. coli Escherichia coli
FLU fluoreszcencia intenzités
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