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1. Bevezetés

1. 1. Analitikai modszer fejlesztés a kornyezetterhelés vizsgalatara

Az indikator szervezetek alkalmazéasa kornyezetterhelést vizsgald tanulmanyokban az
elmult évtizedben jelentdsen megndtt (Clark, 1993; Dallinger, 1994; Herkovits and Helguero,
1998). A kornyezetvédelmi kutatasokhoz sziikséges kornyezetkémia analitikai kémiai része
jol fejlett és a rendelkezésre allo6 moddszerekkel a kis koncetrdcioban jelenlévd elemek
tanulmanyozasaraa is lehetéség van. Mikroanalitikai moddszerrel —mikrogramm
mérettartomanyba tartozd6 mintdk elemanalitikai vizsgalatat lehet elvégezni, amellyel
populécid szinten torténd elemanalitikai vizsgalatokra van lehetdség. Ezaltal a kis tomegu
gerinctelen szervezetek egyedenként elemezhetdk, nem sziikséges éatlagmintaval dolgozni.
Ugyanakkor a mikroanalitikai médszer masik elénye, hogy gerinceseken akér ujjperc (Simon
et al., 2010) vagy madartoll (Vallner et al. 1999) vizsgalatara is alkalmas, amely €16 allatokon

is elvégezhetd, igy nem jar az él6lények elpusztitasaval.

1. 2. Rovarok, mint bioindikator szervezetek

A rovarok sokféleségiik, nagy egyedszamban valé megjelenésiik miatt fontos szerepet
jatszanak a széarazfoldi kornyezetben (Zodl & Wittmann, 2003). A gerincteleneket széles
korben alkalmazzak bioindikator szervezetekként kornyezeti tanulmanyokban. (Lindqvist &
Block, 1997). Eldhelyiik szoros kapcsoltban van a talajjal (Nakamura et al., 2005), és
akkumulalhatjdk az ¢él0helyeiket ért szervetlen ¢és szerves toxikus komponenseket.
Eletciklusuk rendszerint révid és konnyen gyfijthetdek, ezért alkalmasak bioindikéator
szervezetnek a kornyezetszennyezések vizsgalatara (Zodl & Wittmann, 2003).

Kiilonb6z6 modszereket alkalmaznak szarazfoldi gerinctelenek gytijtésére. A kézi
gyljtés a legmegfelelobb gyiijtési mod az elemanalitikai vizsgalatokhoz, de ez nem kell6en
hatékony vagy reprezentativ (Leather, 2005). A talajcsapdazas egy egyszerl €s széles korben
alkalmazott moddszer talajlaké rovarok gytijtésére. Ez a mddszer olcsd, konnyl hasznalni,
amely nagyszamu ¢és fajgazdag rovar mintakat eredményez. Kiilonb6zé anyagok
alkalmazhatok a csapddkban, mint 6l6anyag, példaul: etanol (Nakamura & Taira, 2005) és

formalin (van den Berghe, 1992; Eichinger et al., 2007). A leggyakrabban etilén-glikolt
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hasznalnak 610 anyagként a csapdaban, foként hagyomanyos fagyallé forméjaban (Suarez et
al., 2000). Az okologia vizsgélatokban tartdsitoszerként leggyakrabban etanolt és formalint
hasznalnak. Habar, mind a csapddzasra és tartdsitdsra hasznalt anyagok hatékonysaganak
vizsgélata elég széles, ezen anyagoknak a rovarmintdk elemosszetételére kifejtett hatasa

kevéssé kutatott.

1. 3. Békak és varangyok bioindikator szervezetként valo alkalmazasa ujjperceik révén

Szamos tényezd okozza a kétéltli populaciok globalis szintli csokkenését. Ezek a
kovetkezOk lehetnek: ¢élohely csokkenés és fragmentacid (Beebee & Griffiths, 2005),
ultraibolya sugarzas és szennyezések (Blaustein et al., 2003), klimavaltozas és betegségek
(Pounds et al., 2006). A kétéltiiek valamennyi fejlédési szakaszukban vizhez kotddnek, ezért
kiilondsen érzékenyek lehetnek az éldhelyeiket ért szennyezésekre (Rowe et al., 1998).
Jelezhetik a szennyezések kozvetlen és kozvetett hatasait. A békakat és varangyokat egyre
inkdbb alkalmazzédk bioindikatorokként a szennyezések akkumuldciojat vizsgald
tanulmanyokban (Loumbourdis et al., 2007). Ezéltal az elemanalitikai vizsgalatok, kiilondsen
a nehézfémek vizsgalata kétéltliekben egyre nagyobb figyelmet kap (Herkovits & Helguero,
1998; Stolyar et al., 2008).

Az ujjperc levagas altalanosan alkalmazott modszer egyedek jelolésére, kiillondsen
békak és varangyok esetében (McCarthy & Parris, 2004). Ez egy egyszeri, biztonsagos
modszer, amely genetikai (Noonan & Gaucher, 2006), szovettani vizsgalatokra (Boyle et al.,
2004) vagy kétéltiiek szkeletokronologids kormeghatarozasara (Castanet & Smirina, 1990)
alkalmas. Osszegezve, az ujjperc levagas olyan modszer, amely nem jar komoly negativ

hatdssal a békdk és varangyok tovabbi ¢életére (Hartel & Nemes, 2006).

2. Célkitiizések

Kutatasaim céljai a kovetkezdk voltak:

(1)  Rovar mintdk elemanalitikai vizsgalatdhoz axidlis leképezésii induktiv csatolasu
optikai emisszids spektrométriai modszerfejlesztés ultrahangos porlasztoval (ICP-
OES-USN), amely alkalmas rovarok egyedenkénti elemosszetételének vizsgalatara. A

modszer fejlesztés soran a robosztus plazma paramétereket, kimutatdsi hatdrokat,



Kornyezeti terhelés vizsgalata egyedi elemtartalom alapjan 3

spektralis zavarasokat vizsgaltuk, illetve standard oldatok mintaként valo elemzését és
standard addicios vizsgalatot végeztiink.

(2) Csapdazo és tartositd folyadék hatdsanak vizsgalata a rovar mintak testtomegére és
elemosszetételére.

3) Kiilonb6z6 mindségli etilén-glikol hatasanak vizsgalata rovarmintdk testtomegére és
elemdsszetételére.

(4) Az ujjperc altal reprezentalt csontok vizsgalata elemdsszetétel alapjan.

(5)  Varosiasodas hatasanak vizsgalata béka ujjpercek elemdsszetétele alapjan.

3. Anyag és modszer

3.1. ICP-OES-USN médszer mérési koriilményeinek optimalisa

Az analitikai mddszer kifejlesztése soran ICP-OES IRIS Intrepid II XSP Duo tipusu,
Thermo gyartmanyu késziiléket és CETAC 4500 AT tipusti ultrahangos porlasztot és
deszolvatdld rendszert hasznaltunk. A késziiléken elvégeztik a mérési paraméterek
optimalasat, amelyek késziilékfiiggdek. Kalibralashoz 0,001; 0,005; 0,01; 0,5; 1,0 mgL'1
multi-elemes kalibracios oldatot (Merck ICP multielement standard solution IV) hasznaltunk.
Az analitiaki modszerfejlesztéshez az egyes elemeknek 4 vagy 5 atom vagy ionvonalat
hasznaltuk. Egyes alkélifémek esetében (Li, Na és K) egy szinképvonalat hasznaltunk. A
kivalasztott szinképvonalak esetében spektrais zavarast nem tapasztaltunk.

A robusztus plazmaparaméter meghatarozas Mg 11 280,270 nm atom /Mg I 285,213
oldat mérésével Mermet (1991) ajanlasa alapjan. A gerjesztési energia bedllitdsa 850, 950,
1150, 1250 és 1350 W kozott, mig a mintagdz nyomasa 15, 20, 25, 30, 35, 40 és 45 psi kozott
volt, és ezek kombinaciojat randomizéalast alkalmazva allitottuk sorrendbe. A kimutatési
hatarokat 10 parhuzamos mérés 3 szigma értékei alapjan hataroztuk meg, figyelembe véve a
Mg II 280,270 nm atom /Mg I 285,213 nm ion vonalak intenzitdsi hanyadosat. A standard
addicios vizsgalat soran a bodobacs egyedekbdl készitett homogenizatumhoz a vizsgalt
elemeket ismert mennyiségben adtuk hozza. Az eredmények értékelésekor a vart és a mért
koncentraciokat hasonlitottuk Ossze. A modszer ellenérzésére az addiciot matrix nélkdl is

elvégeztiik, és a standard oldatokat mintaként roncsoltuk és mértiik.
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3.2. Verdokolté bodobacsok (Pyrrhocoris apterus)

Kifejlett verékoltd bodobacsokat kézzel gyljtottiink vizsgalatainkhoz 2008 majusaban
a Debreceni Egyetem Campuséan. Osszesen 100, 250 és 450 é16 egyedet gytijtottiink polietilén
kémcsovekbe. Az egyes kémcesovek tartalma 10 egyed volt. Fagyasztva 6lést alkalmaztunk -
18 °C-on. A mérési koriilmények optimalasahoz sziikséges kisérletben verdkolté bodobacs
homogenizatum lett készitve. A tovabbi kisérletekben a kontrol mintdk fagyasztva voltak
tarolva a mintafeldolgozasig. A tobbi minta esetében csapdazé és tartositdé anyag hatdsanak
vizsgalatahoz a kovetkez6 kezeléseket alkalmaztuk: 2 hetes etilén-glikolos, 1 honapos etilén-
glikolos, 2 hetes etilén glikolos + 2 hetes etanolos és 1hdnapos etilén-glikolos + 1 hénapos
etanolos kezelés. Kezelésenként 20 egyedet elemeziink. A kiillonb6zé mindségii etilén-

glikolok hatasanak vizsgalatdhoz szintén 2 hetes €s 1 honapos kezeléseket alkalmaztunk.

3.4. Békak és varangyok

A Rana esculenta fajkomplex egyedek begytjtésére 2007-ben keriilt sor. A
mintavételi hely a Nagyerdei Békas-t6 volt (47°33' N, 21°37' E), Debrecenben. A véaros
kozéppontjaba talalhatd éldhely jelentds kozlekedési forgalomnak és egyéb antropogén
hatasnak van kitéve (termélfiird6 befogadd hely). Kézi haloval 10 egyedet gyijottik. A
laboratériumba szallitast kovetden kloroformos altatast végeztiink. Valamennyi nagy csontot
(skull, spinal, femur, tibiafibula, tarsal bones, metatarsus, humerus és hatsé és mellsé ujjak)
hidrogén-peroxidba helyeztiik, tisztitas céljabol. A hidrogén-peroxid elemdsszetételre kifejtett
hatasat a femur csontokon teszteltiik. A jobb femur csont a tobbi csonthoz hasonldan 5 napig,
mig a bal femur 8 napig azott a hidrogén-peroxidban. Ezt a tisztitdsi modszert alkalmaztuk az
ujjpercek esetében, de itt az aztatas idOtartama 2 nap volt.

A Bufo bufo ujjpercek mintavételezésére 2007 tavaszan keriilt sor, szaporodasi
periddusuk idején 3 kiilonbozd teriiletrdl: Garancsi-to (43°37'N, 18°48°E) (N=21), Naplas-to
(47°30°N, 19°14’E) (N=5) és a Debreceni Nagyerdei Békas-t6 (47°33'N, 21°37°E) (N=11).
Elébbiek természetkozeli, utobbi varosi teriiletnek sorolhat6 be a teriiletek jellemzése alapjan.
A két természetkozeli €l6helyrdl elpusztult egyedek ujjperceit gyljtottik.

A vérosi teriiletrdl a kifejlett varangy egyedeket kézi haloval gytijtottiik. A csonkoldst
rozsdamentes sebészi szikével végeztiikk, amit minden vagas eldtt alkohollal fertdtlenitettiink,

majd az érintett ujjakat Green (2001) ajanlasainak megfeleléen kezeltiik. Az eltavolitott
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ujjperceket milanyag Eppendorf csovekben feldolgozasig fagyasztott allapotban taroltuk. Az
ujjpercekrdl az elézo részben leirt hidrogén-peroxidos tisztitdssal tavolitottuk el a kdtdszoveti

részeket.

3.6. Mintafeldolgozas

Valamennyi minta esetében a nedves tomeg mérésére azonnal sor keriilt. A mintakat
egy €jszakdra 105 °C-ra szaritdszekrénybe helyeztiik, majd visszamérést kovetden hataroztuk
meg a szdraz tOmeget. A nagyobb béka csontok és bodobacsok tomegének méréséhez
PRECISA 240A analitikai, mig az ujjpercek tomegméréséhez SATORIUS LE 26P analitikai
mikromérleget hasznaltunk. Ezt kdvetden a mintakhoz 2 ml 65% (m/m) salétromsavat adtunk,
¢s 4 h keresztiil 80 °C-on, fézdpoharban roncsoltuk, majd az elroncsolt mintakat oldatba
vittiik és 20 (ujjpercek ¢és bodobacs), 50 (bodobacs) és 100 (nagy béka csontok) ml
végtérfogatra toltottiik fel. A vizsgalt csapddzd ¢és tartdsitd szerek feltardsa sordn
meghatdrozott mennyiségben szarazra paroltuk a mintdt, majd salétromsavas roncsolast

alkalmaztunk az elobbiekben leirtak szerint.
3.6. Adatfeldolgozas

A statisztikai értékeléseke SPSS/PC+ és R programcsomagokkal végeztik. A
varianciadk homogenitasat Levene probaval értékeltiik. A kiilonbozo teriileteknek a varangy
ujjpercek elemosszetételére kifejtett hatasat, valamint az etilén-glikolnak és az etanolnak
bodobacsok elemosszetételre kifejtett hatasanak elemzésére kanonikus diszkriminancia
analizist (CDA) ¢és egyutas ANOVA-t alkalmaztunk. Azokban az esetekben, ahol szignifikans
kiilonbséget tapasztaltunk Tukey Osszehasonlitd tesztet végeztiink. A kecskebéka egyedek

csontjainak vizsgalata soran linearis regressziot €és t probat alkalmaztunk.
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4. Eredmények

4.1. Analitikai médszerfejlesztése rovarmintak elemzéséhez

A modszer robosztus plazma koriilményeinek meghatdrozdséhoz a magnézium
280,270 nm-es ion (Mgll) és 285,213 nm-es atom (Mgl) vonalanak intenzitds aranyait
hasznaltuk fel. A kedvez6é Mgll/Mgl >8 tartomany viszonylag tag hatarok kozott elérhetd. Az
elemzésekhez 17 elem 64 szinképvonalat valasztottuk ki. A szinképvonalak kivalasztdsanal az
alabbiakat vettiik figyelembe: kimutatasi hatarok eltéré Mgll/Mgl intenzitas ardnyok mellett,
spektralis zavaras. A legkisebb kimutatasi hatarokat a kedvezé Mgll/Mgl >8 tartomanyban
kaptuk, melyek a a kovetkezOk mg L'-ben kifejezve: Ba: 0,006; Ca: 0,008; Cd: 0,001; Co:
0,004; Cr: 0,002; Cu: 0,003; K: 0,003; Li: 0,002; Mg: 0,001; Mn: 0,001; Na: 0,002; Ni: 0,004;
Pb: 0,013; Sr: 0,002 és Zn: 0,003. A kivalasztott szinképvonalak esetében spektarlis zavarast
nem tapasztaltunk egyik elem esetében sem. .A standard oldatok mintaként torténd
elemzésekor nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a vart és mért elemkoncentracio
kozott. A standard addicids vizsgdlat sordan valamennyi elem esetében a standard oldatok
visszamérésekor kapott eredmények megegyeztek a vart értékekkel. A standard addici6 soran
szintén nem tapasztaltunk kiilonbséget a homogenizatum ¢és az addicionalt mintak
elemtartalma kozott. Eredményeink bizonyitjdk, hogyzavard hatasokkal nem kellett
szdmolnunk a mérések sordn. A moddszer alkalmasnak bizonyult kistomegli rovarok
egyedenkénti elemzésére, ezaltal lehetdség nyilik a rovarpopuldciok elem-Osszetételbeli

variabilitasanak vizsgalata.

4.2. Csapdazo és tartositoszer hatasanak vizsgalata bodobacsok testtomegére és

elemosszetételére

Az elemkoncentraciok vizsgalata soran a vonatkoztatdsi alap a nedves és/vagy szdraz
tomeg, ezért fontosnak tartottuk a csapdazo és tartositd folyadékok tomegekre kifejtett
hatasanak vizsgalatat. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a 2 hetes etilén-glikolos kezelés
26 %-o0s, a 4 hetes pedig 37 %-0s nedves tomeg ndvekedést eredményezett a kontrolhoz
képest. A széaraz tomegeket elemezve a 4 hetes etilén-glikolos + 4 hetes etanolos kezelés

szignifikdnsan kisebb szaraz tomeget eredményezett a kontrolhoz képest.
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Az alabbi elemek keriiltek kiértékelésre: Ca, Cu, K, Mg, Mn, Na, Sr és Zn.
Osszehasonlitva a kezelt egyedek elemdsszetételét a kontrol egyedekével, szignifikans
kiilonbséget tapasztaltunk valamennyi elem esetében, kivéve a Mg-ot és Zn-et. Egyes elemek
(K) kioldodhatnak, mig masok (Ca, Sr, Mn és Na) feldusulhatnak a rovar szovetekben.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az etilén-glikollal csapdazott egyedek
elemdsszetételét elemanalitikai vizsgalatok sordn dvatosan kell kezelni, kiilonds tekintettel a
makroelemekre (Ca, Na és K). Vizsgélataink alapjdan megéllapithatd, hogy a rovarokat
bioindikator szervezetként alkalmazé tanulmanyokban az élve fogd csapdazés, illetve az
etanol jelentds tomegesokkentd hatdsa miatt pedig a fagyasztva tarolas lehet a legmegfelelobb

modszer.

4.3. Kiilonb6z6 mindségii etilén-glikolok hatasa bodobacsok testtomegére és

elemosszetételére

A mintdkban a kdvetkezd elemeket vizsgaltuk: Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Sr és
Zn. Vizsgalataink soran az etilén-glikolos kezelés utan szignifikdns nedves és szdraz tomeg
novekedést tapasztaltunk valamennyi glikolos kezelés soran. Az elem koncentracidkat eredeti
nedves tomegre, kezelés utini nedves tomegre, mért ¢és becsiilt szdraz tomegre
amennyiben a vonatkoztatasi alap mért szaraz tomeg volt. Nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget az elem koncentraciok Osszehasonlitisdban, amikor a vonatkozatasi alap az
eredeti nedves tomeg €s a becsiilt szaraz tomeg volt. Megéllapithatd, hogy az alkalmazott
glikolos kezelések tomegnovekedést eredményeznek, ezaltal torzulnak a gerinctelenek
elemanalitikai vizsgéalatainak eredményei.

A kiilonb6zé mindségi glikolokban mért elemkoncentraciok alapjan kiszamoltuk a
szulfat hamu tartalmukat, amely valamennyi jelenlévd Ossz szervetlen szennyezdt fejezi ki.
Ezek alapjan megallapitottuk, hogy az analitikai és puriss mindségli etilén-glikol elemtartalma
a mindsitd nyomtatvanyban megadott értéket nem haladta meg. A kiilonb6z0 mindségii
glikolok szulfat hamu tartalma alapjan torténd Osszehasonlitasa alapjan a kovetkezd rangsor
allithat6 fel mindségi szempontbol: analitikai, puriss, technikai, hagyomdnyos fagyallo.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy valamennyi glikol esetében hasonldé mértéki
tomegnovekedést tapasztaltunk, €s a vonatkoztatasi alap megvaltozasa torzitja a bodobacsok

elemosszetételére kapott elem koncnetracidkat.
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4.4. Béka csontvaz elemanalitikai vizsgalata

A nagyobb tomegli csontok elemdsszetételének vizsgalatakor a kovetkezé elemeket
értékeltiik: Ca, P, Mg, S, Na, Mn, Ba ¢és Zn. A hidrogén-peroxidos tisztitds hatasat vizsgalva
az elemosszetételre nem tapasztaltunk szignifikdns kiillonbséget az 5 napos és 8 napos
kezelések kozott, kivéve a Mn tartalmat, mely esetében marginalisan szignifikdns csokkenést
tapasztaltunk. A csontOsszetételben szerepet jatszo foelemek (P, Ca, Mg, S és Na) esetében
szorosabb, mig a Ba ¢és Zn gyengébb kapcsolatot tapasztaltunk, mely utébbi elemek kisebb
mennyiségben val6 jelenlétével magyarazhat6 a csontban.

Az ujjpercek elemzésekor a csontok Ca, P, Mg és Zn tartalmat értékeltiik, mivel az
alkalmazott mérési modszerrel a fentebb emlitett elemek koziil a S (<0,01 mg L), Na
(<0,002 mg L), Mn (<0,001 mg L™")és Ba (<0,006 mg L") kimutatasi hatar alatt volt. Az
ujjpercek mért elemosszetételét a nagyobb csontokban mért elemosszetétele alapjan becsiilt
elemosszetétellel hasonlitottuk Ossze. A tibia-fibula, metatarsalis csontok, hatso és mellso
végtagok ujjainak elemdsszetétel nem kiilonbdzott szignifikansan a mért értékektol.

A kifejlesztett modszer €16 allatokon alkalmazhato, az ujjperc levagasos modszer egy
tovabbi modjanak lehetdségét jelenti, amely kornyezeti allapot becslésre alkalmazhatd a

békak, mint bioindikator szervezetek hasznalataval.

4.5. Varosiasodas hatasa barna varangy ujjpercek elemosszetételének vizsgalata alapjan

A barna varangy ujjpercek elemdsszetételét vizsgalatuk varosi és természetkozeli
allapotu teriileteken. Meggallapitottuk a kiilonb6zd elemek szazalékos ardnyat, melyek a
kovetkezok: varosi: Ca-20,5 %, P-14,6 %, természetkozeli teriileteken: Ca-30,4 % és 29,6%,
P-22,4 % ¢és 21,7 %. A Zn, B és Mn %-o0s aranya kevesebb volt a féelemekhez képest. Az
ujjpercek elemtartalma alapjan a varosi teriilet elkiiloniilt a természetkozeli teriiletektdl. A Ca,
P és Mg koncentracié szignifikdnsan nagyobb volt a természetkozeli teriileteken, mig a Zn
koncentracio a varosi teriiletekrél szarmazo ujjpercekben volt a legmagasabb.

Habar szemmel lathato fizioldgiai és morfologiai kiilonbségeket nem tapasztaltunk a
kiilonbozd éldhelyekrdl gyljtott varangy ujjpercek kozott, eredményeink azt mutatjak, hogy
az antropogén hatdsok okozhatnak kiillonbségeket a béka ujjpercek elemosszetételében.

Bizonyiték erre, a f6 csontalkot6é elemek koncentracidja (Ca, P és Mg) kisebb volt a varosi
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teriiletekrél  szdrmazd wujjpercek esetében. Ezzel ellentétben a Zn koncentracidja
szignifikansan nagyobb volt a vérosi teriiletrél gylijtott béka ujjpercekben.

A mikrogramm mérettartoményban 1év6é ujjpercek elemosszetétel megbizhatdan
mérhetd a vizsgalt elemek esetében az alkalmazott analitikai mddszerrel. Habar szemmel
lathato fiziologiai kiilonbéskete nem tapasztaltunk, a f6 csont alkotd elemek mennyisége
jelentden kisebb volt a a vérosi teriiletrél gy(ijtott ujjpercekben. Eredményeink azt mutatjak,
hogy az ¢l6 békak/varangyok indikator szervezetekként alkalmasak lehetnek ujjperceik révén

kornyezetterhelésbecslésre.
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5. Osszefoglalas

A doktori értekezés célja kornyezeti terhelés kimutatisira alkalmzahat6
mikroanalitikai modszerfejlesztés volt, amellyel mikrogramm mérettartomanyba tartozé
¢l6lények mintdit lehet mérni. A kifejlesztett mddszerrel gerinctelenek koziil a verdkoltd
bodobécsokat, gerincesek koziil pedig béka és varangy ujjperceket vizsgaltunk. A modszer
fejlesztés feltétele volt, hogy alkalmas legyen egyetlen rovar, illetve ujjperc
elemosszetételének vizsgalatara. Ezéltal mind a rovarok, mind a békak/varangyok
elemdsszetételbeli valtozasa populacidszinten vizsgalhatd legyen kornyezetterhelést vizsgélo
tanulmanyokban. Ezek alapjan az értekezés f0bb tudoméanyos eredményei a kovetkezok.

Induktiv csatolast plasma optikai emisszids spekrtometriai modszer €s ultrahangos
porlaszté (ICP-OES-USN) mérési koriilményeit optimaltuk rovar mintdk egyedi
elemanalitikai  elemzéséhez.  Meghatdroztuk a  késziilékre  jellemzd  robusztus
plazmaparamétereket, illetve az analitikai moddszer fejlesztés sordn az elemek
szinképvonalanak érzékenységét, kimutatdsi hatarait és spektralis zavarasait vettiik
figyelembe. A rovarmintak elemanalitikai vizsgalataihoz 16 elem 36 szinképvonalat ajanljuk
vizsgalataink alapjan. A kifejlesztett mikroanalitikai modszer kis tomegli rovarmintak
egyedenkénti vizsgalatara alkalmas, ezaltal egy uj lehetdséget jelent a rovarpopulaciok
elemtartalmanak valtozasara a kornyezetvédelmi tanulmanyokban.

Vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy a csapdazoé és tartositod oldat jelentds hatassal van
a rovarok elemosszetételére. Egyrészt, ezek az oldatok jelentds hatissal vannak a rovar
mintdk nedves és/vagy szaraz tOmegére. Masrészt, a csapdazod oldatként hasznalt
hagyoményos fagyalld jelentés mennyisében tartalmaz szervetlen szennyezdket, amelyek
bejuthatnak a rovar szovetekbe, ezaltal torzitva a relevans elemkoncentraciokat.

A kiilonb6zé mindségii higitatlan glikolokkal végezett kisérletiinkkel bizonyitottuk a
csapdazo anyagként hasznalt oldatok tomegndvekedést okozd hatasat, amely torzitja a
rovarok elemosszetételre kapott eredményeket.

A modszerfejlesztéssel lehetdség van gerincesek koziil a béka/varangy csontok elem-
Osszetételbeli vizsgalatara is. A vizsgéalatok bizonyitjak, hogy a kis tomegli ujjpercek
elemdsszetétele alapjan a vazrendszer egy része reprezentalhato.

A vérosiasodas hatdsanak vizsgalata sordn eredményeink azt mutatjdk, hogy az

antropogén hatdsok okozhatnak kiilonbségeket a ujjpercek elemosszetételében. Igazolja ezt,
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hogy a focsont alkotd elemek koncentracidja alacsonyabb volt a vérosi teriiletrdl gytjtott
varangy ujjpercekben.

Az altalunk kifejlesztett mikroanalitikai modszer alkalmas kis tomegl gerinctelenek és
gerincesek szerveinek vizsgalatara. Eredményeim azt mutatjak, hogy gerinctelenek esetében
az ¢lvefogd csapdazas és a fagyasztva tarolas a legalkalmasabb moédszer a gerincteleneket
indikator szervezettként alkalmazd kvantitativ analitikai vizsgalatokban. Ugyanakkor a
béka/varangy ujjpercek elemosszetételének vizsgélata pedig egy 0j lehetdséget jelent, amely
alkalmazhaté €16 4llatokon, ezdltal a kornyezetmindsités becslésében indikator

szervezetekként alkalmazhatok.
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Analysis of environmental load based on the elemental contents of

individuals

1. Introduction

1.1. Development of analytical method for environmental purposes

The use of indicator organisms as biological indicators in environmental pollution
studies began to attract in the past decade (Clark, 1993; Dallinger, 1994; Herkovits and
Helguero, 1998). Analytical chemistry is essential for environmental research. Available
methods are relatively well developped and they allow the determination of elements in very
low concentrations. In population level the elemental analysis may be a new opportunity in
studies of environmental pollution. In certain cases the available amount of sample is small,
e.g. the weights of invertebrates and the weights of some body parts of vertebrates. Previous
studies have usually worked with large amount of material provided by averaging of
individual samples. Investigation of elements in population level needs the analysis of
individuals. With the use of microanalytical methods it is not necessary to kill vertebrates for
the analytical samples. This approach may be usefull in sampling body parts of alive animals,

e.g. toe bones (Simon et al., 2010) or bird feathers (Eens et al. 1999; Vallner et al. 1999).

1.2. Insects as bioindicator organism

Insects play an important role in most terrestrial environments owing to their great
abundance, biomass and diversity (Z6dl & Wittmann, 2003). Invertebrates have also been
widely used as bioindicators in environmental studies (Lindqvist & Block, 1997). The habitats
of ground-living species are in close contact with soils (Nakamura et al., 2005), and these
animals may accumulate inorganic and organic toxic compounds. The life cycle of
invertebrates is usually short and their collection is easy making them suitable as indicators of
concentration of environmental contaminants (Z6dl & Wittmann, 2003).

Different methods are used to collect terrestrial invertebrates. Hand collecting is the
most appropriate way to collect animals for elemental analysis, but this is not always effective
nor representative (Leather, 2005). Pitfall trapping is a simple and widespread method for
sampling flightless or ground-living insects. This collection method is inexpensive, easy to
use and operate round the-clock, resulting in large, species-rich samples (Clark & Blom,

1992). Various substances have been used as killing agents in the traps, e.g. ethanol solution
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(Nakamura & Taira, 2005) and formalin (van den Berghe, 1992; Eichinger et al., 2007).
Ethylene glycol is often used, frequently in the form of automobile anti-freeze as an
inexpensive filling fluid for traps (Suarez et al., 2000). In ecological studies, the most
common preservative solutions are formalin and ethanol for animal fixation. However, the

effects of filling fluid on the elemental composition of sampled insect material is less known.

1.3. Frogs and toads as bioindicator organism used their phalanges

Amphibian populations are declining globally which is caused by several factors such
as habitat loss and fragmentation (Beebee & Griffiths, 2005), ultraviolet radiation and
chemical pollution (Blaustein et al. 2003), climate change (Pounds, 2001) and epidemic
disease (Pounds et al., 2006). Pond breeding amphibians are especially sensitive to
contaminations because of their complex life cycles (Rowe et al., 1998). Therefore, they may
present opportunities for direct and indirect effects of contaminations. Anurans and toads are
increasingly used as bioindicators of accumulation of contaminants in pollution studies
(Loumbourdis et al., 2007). Elemental analysis, especially that of heavy metals in amphibians
began to attract special attention (Herkovits & Helguero, 1998; Stolyar et al., 2008).

Toe clipping is a commonly used standard method to identify individuals, particularly
frogs and toads (McCarthy & Parris, 2004). It is simple, safe and applicable for genetics
(Noonan & Gaucher, 2006), histological examinations (Boyle et al., 2004) or amphibian
skeletochronological age determination (Castanet & Smirina 1990). Toe clipping is an
acceptable method, which does not cause any serious negative effects (Hartel & Nemes,

2006).

2. Objectives

In my dissertation, the main aims of studies were the following:

1. Development of an axial Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy
(ICP-OES) with Ultrasonic Nebulizer (USN) method for the analysis of insect samples
which is sensitive enough for measuring individual insects. During the development of
the method the following aspects have been considered: the robustness of plasma

parameters, the limit of detection, model solution experiment and standard addition.
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ii.  Study the effects of trapping and conservation fluids on body mass and elemental
contents of insect samples.

iii.  Study the influence of different quality of ethylene glycol as trapping liquid on the
body mass and elemental contents of insect samples.

iv.  Study the elemental composition of frog skeleton and gain information about which
part of skeleton may be represented by the elemental composition of toe bones.

v.  Study the effects of urbanization on elemental contents of toad toe bones.

3. Material and methods

3. 1. Optimization of USN-ICP-OES

During the method development IRIS Intrepid II XSP Duo type ICP-OES produced by
Thermo, equipped with a CETAC 45 000 AT+ ultrasonic nebulization was used. The
conditions of measurements have to be optimized since they are instrumental dependent. We
used a seven-point calibration procedure (0.001, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 and 1.0 mg L'l)
using multi-element calibration solution (Merck ICP multi-element standard solution IV). The
analysis was performed using four or five atomic or ionic lines of the corresponding elements.
In the case of alkaline metals (e.g. Li, Na and K) single lines were used. All of the selected
lines were free of spectral interferences in insect and bone matrixes.

To determine the robust plasma parameters the Mgll 280.270 nm / Mgl 285.213 nm
intensity ratios were studied by measuring 0.1 mg L™ magnesium containing solution based
on Mermet (1991) recommendation. The excitation energy was set to 850, 950, 1150, 1250
and 1350 W, while the sample gas pressure to 15, 20, 25, 30, 35, 40 and 45 psi. These values
were set in certain combinations of a randomized sequence.Standard deviation was
determined by 10 parallel measurements of blank solution for determining the limit of
detection by means of 3 times standard deviation. Detection limits were determined by four
different plasma conditions according to the robustness.

During the standard addition experiment, the studied elements were added to the
firebug homogenization in known amounts. We compared to the measured and expected
elemental concentrations. To control the method in the model solution experiment standard

solutions were digested and handled as sample. Homogenized firebug samples were processed
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using normal calibration method. The weight of homogenized firebug was 0.02 g similarly to

the average dry body mass of bugs

3. 2. Firebugs (Pyrrhocoris apterus)

Adult firebugs were hand collected during their reproductive period in the University
of Debrecen Campus, Hungary in May 2008. We collected 100, 250 and 450 iThe live insects
were collected into polyethylene tubes in groups of 10 specimens. The firebugs were killed by
freezing at -18 C. Control samples were stored in a freezer and the following treatments were
used: insect kept in trapping fluid for 2 weeks, and for 1 month, trapping fluid for 2 weeks
plus 2 weeks in ethanol, and trapping fluid for 1 month plus ethanol for 1 month. Twenty
individuals were analysed in all treatments.

In the experiments four different grade of glycol were tested as trapping fluids:
analytical, puriss, technical and common anti-freeze. In our study two weeks period and one

month period was used also.

3. 3. Frogs and toads

Rana esculenta speciemens were collected during the summer of 2007. The sampling
site was the Frog Pond (Békas t6) in Debrecen City, which is an urban pond with heavy traffic
around and other anthropogenic effects (e.g. receiving thermal bath) in the centre of the city
(47°33' N, 21°37" E). Ten adult frogs were collected by hand net. On arrival at laboratory,
frogs were anaesthetized with chloroform. Each large bone cleaned with hydrogen peroxide
for 5 days. Femur was chosen to test the effect of hydrogen peroxide on elemental contents of
frogs. Similarly to the other bones, the right femurs were placed into 5 ml 30% (m/m)
hydrogen peroxide for 5 days, while the left femurs for 8 days.

The specimens of toad Bufo bufo were collected during their reproductive period from
three different ponds during spring of 2007. Two of these were rural sites: Garancsi Pond
(43°37'N, 18°48°E) and Naplas Pond (47°30'N, 19°14°E). The third sampling site was the

Frog Pond which was an urban pond with heavy traffic around the pond and anthropogenic
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effects (thermal path and pharmaceutical factory) in the centre of the city Debrecen (47°33'N,
21°37E).

The adult toads were collected by hand net in the urban sites. In the two rural samples
sites toe-bones were cut out from died specimens. The toe-clipping was made by stainless
steel, surgical folding knife following Green (2001) recommendations. The removal toes were
stored in a freeze in plastic Eppendorf tubes to sample processing. The toes were placed into 2
hydrogen peroxide to 2 days because of using this procedure the toe bone could clean from

the fraction of conjunctive tissues.

3.4. Sample preparation

In the cases of all samples the wet body mass were measured immediately. The
samples were dried overnight at 105 °C, and the samples were reweighted to determine their
dry mass. The large bones of frogs and firebugs were measured with a PRECISA 240A
analytical balance while in the cases of phalanges SATORIUS LE 26P micro analytical
balance was used. The material was then digested using 2 mL 65% (m/m) nitric acid
(Scharlau) in the same container at 80 °C for 4 h. Digested samples were diluted to 20 (frog
phalanges and firebugs), 50 (firebugs) and 100 (large frog bones) mL using a 1% (m/m) nitric

acid.

3. 5. Statistical analysis

Calculation were performed by the SPSS/PC+ and R software packages. Homogeneity
of variances was tested by the Levene test. Canonical corresponding analysis and One—Way
ANOVA evaluated the effects of the three sites on elemental composition of toad specimens
and the effects of ethlyene glycol and ethanol on the body mass and elemental composition of
firebugs. In the case of significant Tukey’s Multiple Comparison test was used. Linear
regression models were used to evaluate the relationships between the element contents and
the weight of bones and in the case of standard addition. The measured and estimated
elemental contents of phalanges and measured and expected concentration in the model

solution experiment were tested with t test in the case of bones of frog.



Analysis of environmental load based on the elemental contents of individuals 17

4. Results and discussion

4. 1. Analytical methods for insect samples

The robust plasma conditions were determined with the 280.270 nm ion (Mgll) and
285.213 nm atomic (Mgl) / intensity ratios. The positive MglIl / MgI> 8 range is relatively
broad limits available. Robust plasma conditions resulted small limit of detections in case
most of the elements excepting easy ionisable ones. For the analysis 36 lines of 16 elements
were selected. The limits of detection were determined by difference Mg II/Mg I intensity
ratios. The following limits of detection were found in the Mg II/M gl > 8 ratios, are given mg
L' Ba: 0.006, Ca: 0.008, Cd: 0.001, Co: 0.004, Cr: 0.002, Cu: 0.003, K: 0.003, Li: 0.002,
Mg: 0.001, Mn: 0.001, Na: 0.002, Ni: 0.004, Pb: 0.013, Sr: 0.002 and Zn: 0.003. Low sample
gas flow and at high excitation energy provided robust plasma and resulted low limit of
detection. Spectral interferences were not found in the cases of selected lines. In the model
solution experiment significant difference was not found between the expected and measured
concentrations During the standard addition the investigated elemental concentration were not
differ by using the two method. Neither spectral interferences nor matrix effects were detected
by the selected lines. The developed method is suitable for the analysis of small weight

samples which allows to study elemental composition of individual insects.

4. 2. Effects of trapping and preservation solution on the body mass and elemental

composition of firebugs

The elemental concentration usually reported per g wet weight and dry weight. Thus,
the effect of trapping and preservation solutions on body mass is an important result. Our
results show that insects kept in trapping fluid gained mass with respect to control: 26% for
the short trapping and 37% for the long trapping. A significant loss in dry mass only occurred
in the long trapping plus long preservation treatment. The following elements were analysed:
Ca, Cu, K, Mg, Mn, Na, Sr and Zn. We found significant difference in the concentrations of

elements among the four treatments in the case of all elements, except magnesium and zinc.
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Certain elements (e.g. potassium) leached out of insect tissues, while others (e.g. calcium,
strontium, manganese, and sodium) may enrich insect’s tissues.

Our results demonstrated that the use of commercial antifreeze as a trapping fluid and
the preservation of invertebrates in ethanol may lead to biased elemental concentrations,
particularly in macro-elements (calcium, sodium and potassium). Live trapping for collection
and frozen fixation for preservation is recommended as a more reliable method if the aim of
elemental analysis is the precise measurement of environmental pollutants in insect samples

but it should study in the future.

4. 3. Effect of ethylene glycol quality on the body mass and elemental composition of

insects

The samples were analyzed for the following elements: Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, Sr and Zn. We found that the wet and dry mass increased significantly in all glycol
treatment experiments. Concentrations had reference for the initial wet body mass, after
treatment wet body mass and dry body mass, respectively. We found significant difference in
the concentration of elements among the five treatments when the elemental concentrations
had reference to the measured dry mass in the case of all elements. There were no significant
differences when the reference bases were the initial wet mass and calculated dry mass except
potassium and sodium. The trapping fluids resulted in an increase of the body mass biasing
the results of elemental analysis of invertebrates.

Our results showed that different grade of glycol could classify based their sulphate
ash contain. The sulphated contain was calculated based on the measured elemental contents.
The rank of quality of glycol based on sulphate ash contents was as expected analytical,
puriss, technical garde and common anti-freeze. Our results suggested that in the cases of all
glycol similar body mass increasing was found, which might bias elemental concentrations.
Our result indicated that live trapping could be a more reliable method in the quantitative

analytical studies.
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4. 4. Frog skeleton elemental analysis

In the large bones, P, Ca, Mg, Mn, Na, S and Zn elements were measured. There was
no significant difference between the 5 and 8 days long hydrogen peroxide cleaning for the
studied elemental concentrations except the manganese. In the case of manganese content, we
found weak significant decrease in the concentration. Our result showed that strong
correlation was between the main components of bone (P, Ca, Mg, S and Na) and weights. In
the case of Ba and Zn the relatively lower correlation may have resulted from their smaller
concentration in bones. In the cases of phalanes, the following elemental contents were
analysed: Ca, P, Mg and Zn. Other elements, S (<0.01 mg L), Na (<0.002 mg L"), Mn
(<0.001 mg L") and Ba (<0.006 mg L") were below detection limits. Measured elemental
contents of phalanges were compared to the estimated elemental contents based on large
bones to test the usefulness of the method. The measured and the estimated elemental contents
of phalanges were not different significantly based on the tibia—fibula, metatarsalis bones,
front and hind limb digits.

Our result showed that the elemental analysis based on phalanges adds a further way
of use of these bones for environmental quality assessment. Thus, frogs by their phalanges

may be useful biological indicators of contamination in the pollution studies.

4. 5. Effects of urbanization on elemental analysis of toe bones of common toad

The percent rates of calcium and phosphorus of the rural and urban sites were the
following: urban: Ca-20.5%, P-14.6%, rural: Ca-30.4% and 29.6%, P-22.4% and 21.7%,
respectively. The percent rate of zinc and manganese were small in the toe bones. The
element concentrations of toe bones the urban and two rural ponds are separated. The
concentration of calcium, phosphorus and magnesium was significantly higher in the toe
bones from rural sites and the zinc concentration was the highest in the urban sites.

Although, physiological differences and morphological deformities were not found in
the toe bones, the concentrations of the main elements in bone were markedly lower in the

urban site than in the rural. In spite of the small size of the toe bones the elemental
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concentrations may be measured reliably. Thus, frogs by their toe bones may be useful

biological indicators for the assessment of contamination in the pollution studies.

5. Summary

The main aim of my dissertation was to develop method for analysis of small amount of
animal samples which is suitable for individual analysis of insects and analysis of toe bones
of amphibians. Elemental composition of insects and the toe bone of anurans were determined
in population level which gives a more detailed study of environmental loads. In my
dissertation the main scientific results are the following:

Measured parameters of ICP-OES-USN were optimized for insect sample analysis.
The robust plasma parameters were determined based on ratio of Mg II 280.270 nm / Mg |
285.213. Selection of spectral lines was based on intensities, limit of detections and results of
model solution and standard addition experiments. Therefore, 36 spectral lines of 16 elements
are recommended for analysis of insect samples. In the cases of other lines of elements, their
limit of detections and their tolerance of interference were higher. This method is suitable for
small weight insect samples and it provides a new opportunity studying variability of
elemental contents of insects in population level in environmental studies.

Based on our result trapping and conservation fluids were significant effect on
elemental composition of insect samples. These fluids changed the wet and dry body mass
therefore they biased the determination of elemental concentrations. On the other hand
impurities of the common anti-freeze solution were enriched in insect tissues.

Similar effect on body mass was found, when high and low quality ethylene glycols
were used as trapping fluid. The analytical, puriss and technical glycols did not contain
measurable impurities.

Micro analytical methods give a new opportunity using anurans as bioindicators. A
small toe bones provide appropriate amount of sample estimating elemental composition of
bones. Our results showed that elemental composition of toe bones correlated by large part of
skeleton .

Anthropogenic activity of urbanized areas has effect on the elemental composition of
toad toe bones. Concentration of major elements Ca, P, Mg was higher in the toe bones in

rural sites, while concentration of Zn was the highest in urban sites.
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The developed method is appropriate for elemental analysis of small weight
invertebrates and small body parts of vertebrates. In the cases of invertebrates the live
trapping collection and storage under freezing conditions could be a more reliable method for
quantitative analytical studies. Analysis of anurans toe bones is a new fault-free method
which could apply without serious damage of living frogs. It may open further ways in

environmental load assessments.
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