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1. BEVEZETES

A kémiai kornyezetterhelés révén a mikroelemek ¢és toxikus nehézfémek
felhalmozddasa egészségligyi, biologiai és dkologiai jelentséggel bir (KADAR 1995,
2001). A nehézfém szennyezddések nem bonthatok le természetes folyamatok révén, a
civilizaciés eredetii nehézfém terhelés allandé novekedése veszélyezteti az €lovilagot
(NAGY et al. 2000, 2002), a megfeleléen kivalasztott tesztélolényekben a
fémfelhalmozodas aranyosan valtozik a terhelés mértékével és idejével (NAGY et al.
2000, 2002).

A nehézfém szennyezddések kimutatasat célzo vizsgalatok soran jol hasznéalhatok a
halfajok, hiszen jelzik a vizmindség valtozasat (ARDELEAN 2007), tovabba a
nehézfémeket szerveikben felhalmozzak, igy azok elemzésébdl a nehézfémek
szervezetbe vald bekeriilésének utjara is lehet kovetkeztetni (SALANKI 1978, FAUSCH
et al. 1990, LASNE et al. 2007).

Az alap ¢és alkalmazott tudomdnyok Osszekapcsoldsaval, 0Osszehangolt
interdiszciplinaris kutatdsok keretében a halakban felhalmoz6d6é nehézfémek mérése
hozzéajarul a vizfolydsokat, viztereket érd szennyezddések kovetkezményeinek
vizsgalatdhoz, nyomon kovetéséhez. Indokolt tehat az Okologiai kutatdsok soran
alkalmazhat6 nagy érzékenységii elemanalitikai mdodszerek fejlesztése, melyek révén a
biologiai mintdk elemi OsszetevOinek szimultdn, széles rendszamtartomanyban
végezhetd elemzése megvalosithato.

Munkam sordan a kornyezeti nehézfém terhelés kimutatisara alkalmazhatd
modszerfejlesztést tiiztem ki célul a vizsgalati modszerek (AAS, ED-XRF, PIXE)
alkalmazhatosaganak, hatékonysaganak, teljesitoképességének 0Osszehasonlitdsa,
halmintak nehézfémtartalmanak elemzése szempontjabol.

A kutatdmunka soran vetddott fol a kérdés, hogy egy adott viztér nehézfém
szennyezeésének iddbeli lefolyasa rekonstrualhato-e a teriileten €16 halak pikkelyeinek
utdlagos analizisével (a novekvd halpikkelyekbe beépiild nehézfém szennyezdk sugar-
iranyu eloszlasabol meghatarozhato-e a szennyezés idobeli lefolyasa). A balin (Aspius
aspius L.) pikkely vizsgalatokhoz az ATOMKI-ban alkalmazott . -PIXE (Particle

Induced X-ray Emission) modszert alkalmaztuk, amely kivaléoan alkalmas a
pikkelysugar iranyt elemeloszlasok felvételére. Mivel ezen eloszlasok felvétele
rendkiviil iddigényes, eldszelekcids méréseket végeztiink rontgen-fluoreszcencias
analizis XRF (X-ray Fluorescence Analysis), valamint kihozott és belsd nyaldbos
PIXE modszerrel. Meghataroztuk az egyes elemekre az alkalmazott moddszerekkel
elérhetdé minimalis kimutathatosagi hatdrokat (MDL), melyek ismeretében le tudtuk
vonni a kovetkeztetést, hogy melyik elem esetében melyik modszert célszeri
elészelekcios mérésekhez alkalmazni. A pikkely elemanalitikai vizsgalata mellett egy
makro- és egy mikroelem (kalcium és cink) eloszlas vizsgalatara is sor keriilt PIXE



modszerrel. Ezt kovetden egy tobblépcsds kisérletsorozat keretében laboratoriumi
korilmények kozott eziistkaraszokban akkumulalodott rézkoncentracid vizsgalatat
végeztem el PIXE és ED-XRF modszerrel.

2. CELKITUZESEK

Kutatomunkam soran a kovetkezd elméleti és gyakorlati szempontb6l egyarant
fontos célkitlizéseket fogalmaztam meg a halmintak nehézfémtartalmanak elemzése

szempontjabol:

1. elemezni a nehézfémek felhalmozodasaban tapasztalt kiilonbségeket a cianid és
nehézfém szennyezést kovetden gyiijtott tiszai halfajok esetében AAS
mobdszerrel

2. vizsgalni a nehézfém koncentraciok eltérését AAS modszerrel a Tisza ot

kiilonbozo térsegeébdl kifogott egyedek vonatkozasaban

3. meghatarozni a csuka szerveiben felhalmozott nehézfém koncentraciok
valtozdsat AAS moddszerrel az egyed kordval vald Osszefiiggésben (adult egyed
¢s ivadék vizsgalata)

4. értelmezni a balin halpikkelyben ED-XRF ¢és PIXE moddszerrel detektalhatod
kalcium és cink eloszlast

d. elvégezni a balin pikkely elemanalitikai vizsgalatat

6. detektalni a rézakkumulaciot etetési kisérletbol szarmazo ezustkaraszokban ED-
XREF ¢és PIXE modszer segitségével

3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Tiszai halfajok nehézfémtartalmanak elemzése

A Tiszat 2000-ben ért nehézfém-szennyezéseket (GULYAS 2002, REGOSNE
KNOSKA 2001, SOLDAN et al. 2001, FERENC 2006) kovetden, a Tisza 6t kiilonbdzo
térségébdl (Tisza-Szamos, Tisza-Bodrog, Tisza-t6, Tiszaug, Tisza-Maros) kifogott
egyedek, balin (Aspius aspius L.), csuka (Esox lucius L.), harcsa (Silurus glanis L.),
kiisz (Alburnus alburnus L.), siilld (Sander lucioperca L.) szoveteinek elemzését



végeztem el. 122 szovetminta (kopoltyd, m4aj, izom) feldolgozésara keriilt sor,
melyekben mértik a Cu, Zn, Cd, Pb ¢és Hg mennyiségét. A gylijtott fajok
meghatarozasa (VUTSKITS 1918, VASARHELYI 1961, PINTER 1989, GYORE 1995,
HARKA 1997), illetve a mintdk preparalasa utan a fagyasztva szaritast, homogenizalast
kovetden a mintaeldkészitésénél az MSZ ISO 1442:2000 (hal) szabvany szerint jartunk
el. A mintdk roncsolasat és a fémanaliziseket a Hajdu-Bihari Onkormanyzatok Vizmi
Zrt. Laboratoriumaban végeztem. A feltaras homérsékletprogram alapjan tortént
(General Guidelines for Microwave Sample Preparation, 1994.), majd a mérémiiszer
(Perkin-Elmer 5000 atomabszorpcios spektrofotométer) linearis mérési tartomanyanak
megfelelden (Analytical methods etc., 1976) higitott mintabdl tortént a nehézfémek
meghatarozasa.

3.2. Balin pikkely vizsgalata PIXE modszerrel

A kutatomunka sordn vetddott fol a kérdés, hogy egy adott viztér nehézfém
szennyezésének iddbeli lefolyasa rekonstrualhato-e a teriileten €16 halak pikkelyeinek
utolagos analizisével (a novekvd halpikkelyekbe beépiild nehézfém szennyezOk sugar-
iranyu eloszlasabol meghatarozhato-e a szennyezés idébeli lefolyasa). A balin (Aspius
aspius L.) pikkely vizsgalatokhoz az ATOMKI-ban alkalmazott . -PIXE (Particle

Induced X-ray Emission) modszert alkalmaztuk, amely kivaloan alkalmas a
pikkelysugéar iranya elemeloszlasok felvételére. Mivel ezen eloszldsok felvétele
rendkiviil iddigényes, eldszelekcids méréseket végeztiink rontgen-fluoreszcencias
analizis XRF (X-ray Fluorescence Analysis), valamint kihozott €s belsd nyaldbos
PIXE modszerrel. Meghataroztuk az egyes elemekre az alkalmazott modszerekkel
elérheté minimalis kimutathatosagi hatarokat (MDL), melyek ismeretében le tudtuk
vonni a kovetkeztetést, hogy melyik elem esetében melyik moddszert célszerii
eldszelekcios mérésekhez alkalmazni. A pikkely elemanalitikai vizsgalata mellett egy
makro- és egy mikroelem (kalcium és cink) eloszlas vizsgalatara is sor keriilt PIXE
modszerrel.

3.3. Rézakkumulacié vizsgilata laboratériumi Kkisérletb6l szarmazo
eziistkaraszokban

Egyiittmiikodés keretében, a Kaposvari Egyetem Allattudomanyi Karanak
Hallaboratériumaban egy tobblépcsds méréssorozat keretében zajlott a kisérlet 2006.
01.30.-2006. 02.27 kozott. Arra kerestiik a valaszt, hogy a halakban ismert expozicids
1d6, és takarméanyon at bevitt meghatarozott rézmennyiség esetén hogyan valtozik az
akkumuldlodott rézkoncentracid. A mérések elvégzése az MTA Atommagkutato
Intézetében tortént.



A kisérleti alanyként valasztott faj az eziistkarasz (Carassius gibelio B.) volt,

amelynek egyedei a Dinnyési Szaporitd és Ivadékneveld Togazdasagbol kertiltek
beszerzésre. Tekintettel arra, hogy ez a halfaj tipikusan tag tolerancia-intervallummal
rendelkezik (LUTZ & NILSON 1994), a kisérlet tervezésekor feltételezhet6 volt, hogy a
nehézfém-terhelést is jobban fogja toleralni. A kisérlet soran ez igazolodott, egyetlen
egyed sem pusztult el. Az alkalmazott pisztrangtap (ALLER SAFIR) energiatartalma
17,3 ME MJ/kg (4145 kcal/kg), Osszetétele a szarazanyagon beliil: Nyersfehérje-
tartalom: 45%, Nyerszsir-tartalom: 20%, Szénhidrat-tartalom: 16%, Hamu-tartalom:
8%, Celluloz-tartalom: 2%, Foszfor-tartalom: 1%.
A réz bevitele CuSO,4 x 5 H,O formajaban tortént a tapba, 1 kg tap 500 mg rezet (500
ppm Cu) tartalmazott. A tap atlagos szemtomege 0,03 g volt. A kristalyos rézszulfatot
porceldncsészében vald szétzuzéast kovetden vizben feloldva szivattuk fel a tappal,
majd 35°C-on tomegallandosagig szaritoszekrényben szaritottuk. A kisérlet soran 16
akvariumban helyeztiik el a halakat, mindegyikbe egyet. A kisérleti ciklusok soran
rogzitett testtomeg, testhossz, takarmanyfogyasztds, rézfogyasztas értékeket az S.
tablazat mutatja be. A halak etetése naponta egyszer tortént, majd az etetést kovetden 1
ora elteltével, amikor az egyedek mar nem tdplalkoztak, a maradék tap eltavolitasra
keriilt az aljzatrol, hogy a kioldodas ne befolyasolja mérési eredményeket. A kisérlet
28 napig tartott ugy, hogy hetente négy egyedet emeltiink ki a kisérletbdl. A kiemelt
egyedeket tulaltatast kovetden a minta elokészitésig fagyasztoszekrényben taroltuk
(CzeDLI et al. 2008, 2012). A liofilizalas utan a mintak Orlése nagyteljesitményii
daraloval tortént, a poritast dorzsmozsarban végeztem el. Tekintettel a kisérletben
felhasznalt halak kis méretére, a mdj, kopoltyll €s izom mintak preparaldsara nem
keriilt sor, az egyedek poritott mintdinak homogenizalasa tortént. A PIXE (V1S 2001)
és XRF (INJUK & GRIEKEN 2001) modszerrel tortént vizsgéalatokhoz haltablettakat
készitettiink (kotdanyagot/adalékanyagot nem hasznaltunk) az MTA Atommagkutato
Intézetében. A tablettakészités sordn a minta Gsszepréseléséhez 50 kp/cm2 nyomast
alkalmaztunk. A présedényt minden tabletta elkészitése utan etilalkohollal tisztitottuk
meg a szennyezések elkeriilése végett, tovabba az egyes elkésziilt tablettakat a mérésig
aluféliaba csomagolva, szeparaltan taroltuk.

A haltablettak réztartalmat fiiggetlen PIXE (VIS 2001) és ED-XRF (INJUK &
GRIEKEN 2001) mérésekkel hataroztuk meg. A PIXE méréseket az ATOMKI makro-
PIXE mérdberendezésével (KERTESZ et al. 1999) végeztiik 2 MeV protonenergia és 40
nA nyalabdram alkalmazasaval. A nyalabatmérd a minta feliiletén 5 mm volt. A fenti
méréberendezéssel — amelynek kiterjedt alkalmazasi korébe a biologiai mintak
analizise (KERTESZ et al. 2005) is beletartozik — a magnéziumnal nagyobb rendszamu
elemek detektalhatok. Eldszor a tablettak f66sszetevd koncentracidit hataroztuk meg,
majd ezt kovetden a nyomelem koncentracidkat. Az utdbbi esetben a minta és a

rontgendetektor kozzé egy 25 upum vastag aluminium folidt helyeztiink a



konnytielemektdl szarmazd rontgensugarzas csokkentésére, mig az elébbiben a foliat
eltavolitottuk. A meérési 1d6 a fodsszetevok meghatirozasa esetén 500 s, mig a
nyomelemek meghatarozasa esetén 1500 s volt. Az ED-XRF méréseket az ATOMKI
altal kifejlesztett mérdberendezéssel végeztiik. Ez a miliszer egy Oxfordi gyartmanyu,
XTF6000BR tipusu, rédium céltargyas rontgencsével gerjeszti a mintat, a kibocsatott
sugarzast egy 2 mm vastag aluminium foéliaval megsziirve. A rontgencsovet 30 kV
fesziiltségen, 200 pA elektronaram mellett iizemeltettiik. A minta besugarzott
feliiletének nagysaga kozelitéleg 25 mm?® volt, a mérési id6 6500-11000s kozott
valtozott. A mintabdl kibocsatott karakterisztikus rontgensugarzast 1€gkori nyomason
¢szleltiik, amely a mangannil nagyobb rendszdml elemek nagy érzékenységii
analizisét tette lehetové. A spektrumok kiértékelése az AXIL szoftverrel (SANDOR et
al. 2004) tortént, ,,direkt 0sszehasonlitd” lizemmodban, a kalibracidhoz IAEA/V10
biologiai sztenderdet alkalmaztunk.

4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. Tiszai halfajok nehézfémtartalmanak vizsgalata AAS modszerrel

A cianid ¢és nehézfém szennyezést kovetden gylijtétt tiszai halfajok
nehézfémtartalméanak vizsgéalata soran a nehézfémek felhalmozddasédban tapasztalt
kiilonbségeket elemezve megallapithatjuk, hogy az akkumulacio legfébb helye a maj,
a kopoltyu, a vese és a gonadok (KAPLAN et al.1995, HERMESZ et al. 2001, LANGE et
al. 2002). Az akkumulalodott fémek sorrendje maj> vese> kopolty(™> boér> izom
(ADHIKARI et al. 2009). A nehézfém koncentraciok értékelése a hatalyos 17/1999.
(VI.16.) EiiM. rendeletben megszabott értékek alapjan tortént. A réz €s cink értékeket
az egyeéb allati belsdségek, valamint a majra és vesére alkalmazott hatarértékekkel
vetettiik egybe (NAGY et al. 2002). A Hg esetében nem volt hatarérték tallépés. A
harcsak izomszovetében Tiszaugtol az alvizi szakasz felé haladva azonban a Hg
koncentracio novekedése figyelhetd meg. Az Pb koncentracid a balin majaban (Maros
1,127 mg/kg), csuka (Tisza-to tarozotér 0,54 mg/kg) és a csukaivadék izomszovetében
(Tisza-t6 tarozoterében 0,837 mg/kg), (Tisza Maros torkolat eldtt 0,668 mg/kg)
haladta meg a hatarértéket. A kiisz kopoltytl mintadkban a Felsd-Tiszatol Szeged felé
haladva csokkent az Pb koncentracio (1,111 mg/kg — 1,036 mg/kg — 0,306 mg/kg).
A siill6 mintakat a kozépszakaszon emelkedett koncentracié jellemzi, az Also-Tisza
szakasz fel¢ haladva kisebb oOlomtartalom figyelhet6 meg. A Cu koncentraciok
tekintetében megallapithato, hogy hatarérték tallépés nem volt érzékelhetd, azonban a
kovetkezd eredmények mutatkoztak: balin majmintak esetében emelkedd tendencia
figyelhet6 meg a Fels6-Tiszatol a Maros felé haladva, addig a csuka méajmintakban



mért réz koncentracidja linedrisan csokkend tendencidt mutatott az alvizi szakasz felé
haladva (21,52 mg/kg — 15,27 mg/kg — 10,18 mg/kg). A harcsdkbol szarmazo
majmintak esetében Tiszaugtol a felvizi illetve az alvizi szakasz felé haladva emelkedd
tendencia mutatkozik. A kiisz majmintakban a legmagasabb értékek a Bodrog torkolat
elotti (5,77 mg/kg) és a Tokaj folotti (3,41 mg/kg) mintavételi helynél adodtak. A mért
Cd koncentraciok alapjan megallapithatd, hogy a Tisza-tavi csukak izomszovetének
kadmium koncentracidja a hatarérték kétszerese, a Marosbol szarmazé egyed majaban
pedig a hatarérték 3,64-szerese volt. A harcsak esetében a Szamosbdl (0,212 mg/kg) és
a Marosbo6l (0,403 mg/kg) szarmazo egyedek méjmintdiban mértilk a maximalisan
megengedett fémtartalom kétszeres illetve négyszeres értékét. A kiisz kopolty mintak
esetében azt tapasztaltuk, hogy a Maroson vett minta Cd tartalma (0,252 mg/kg) 21-
szerese volt a Szamoson vett mintaénak (0,012 mg/kg). A siillé6 mintak esetében a Cd
koncentraciok hatarérték alatt mozogtak.

A nehézfém koncentraciok eltérésének értelmezését a Tisza ot kiilonbozo
térségébdl kifogott halegyedek esetében az egyes mintavételi térségek szerinti
értékelések abrai szemléltetik (11-21. abra). A halak husaban megengedhetd €s mért
maximalis nehézfém koncentracio értékek alakuldsat a tiszai halmintdkban (mg/kg
teljes testtomegben) a Fiiggelék 2. abraja mutatja be. A Szamoson fogott egyedek
kozil a balin izomszovetében mértiink hatarértéket meghaladdé Hg koncentraciot
(0,249 mg/kg), a tobbi elem koncentracidja a vizsgalt mintdkban kimutathatdsagi hatar
vagy hatarérték alatt mozgott. A kiisz és a balin kopoltytijaban mért emelkedett Hg és
Pb koncentraciora magyarazatként szolgal FLEIT szerint, hogy a tiszai szennyezés
soran érkezett zagyban 1évd toxikus nehézfémek bioldgiai hozzaférhetésége magas,
igy kozvetlen felvétel révén a halakba kopoltytin keresztiil is bejuthatott (FLEIT 2001).
A Fels6-Tisza Szamos el6tti szakaszan a nehézfémek koncentracioi nem haladtdk meg
a hatarértékeket. A Tisza Vasarosnamény folotti szakaszan a legmagasabb Cd
koncentraciot a kiisz izomszovetében mértilk, a Zn pedig a balin kopoltyujdban
kozelitette meg a hatarértéket. A tobbi mintdban a vizsgalt nehézfémek koncentracioja
a kimutathatosagi hatarérték alatt volt. A Bodrog torkolat el6tt a csuka és csukaivadék
kopoltytjaban mértiink magas Zn koncentraciot (231,1 mg/kg és 171,1 mg/kg), a Cu
és Pb koncentraciok a csuka és csukaivadék mintakban hatarérték alatt voltak. A
legmagasabb Cd koncentracio (csukaivadék kopoltyuban 0,005 mg/kg, kiisz majaban
(~0,049 mg/kg) adodott, a Hg koncentracié maximalis értékét csuka izomszovetben
mértiik (0,176 mg/kg). Tokaj folott a vizsgélt elemek koncentracidi hatarérték alatt
mozogtak, Zn esetében a maximalis koncentraci6 a csuka kopoltyujaban volt mérhetd
(95,4 mg/kg). A Tisza-to tarozé térben a csuka kopoltyujaban (184 mg/kg) illetve a
csukaivadék kopoltyajaban (120,7 mg/kg) mértiik a legmagasabb Zn koncentraciot. A
Cu, Cd, Hg értékek nem haladtdk meg a hatarértéket, az izomszovetben mért Pb
értékek a csuka (0,54 mg/kg), a siillé (2,033 mg/kg), és a csukaivadék (0,837 mg/kg)



esetében is meghaladtak a hatarértéket. A Tisza-tavi szakaszon csukaivadék
kopoltytijaban volt mérheté magas Zn koncentracio (109,2 mg/kg), Cu esetében nem
tapasztaltunk hatarérték tallépést, a tobbi elem koncentracioja kimutathatdsagi
hatarérték alatt volt. A kiskorei duzzasztd alatt vett siillé és siilld ivadék mintadk
eredményeit Osszehasonlitva lathatd, hogy a Zn, Cu, Hg esetében nincs szamottevd
kiilonbség. A siilld ivadék kopoltyjaban mértiik a legmagasabb Pb tartalmat (0,885
mg/kg). Tiszaug térségében hatarértéken felilli eredmény adodott a kovetkezd
mintadkban: (csukaivadék kopoltya Zn 158,2 mg/kg, maj Hg 0,148 mg/kg) valamint
(stillé maj Hg 0,104 mg/kg). A Maros torkolat el6tt a Cu és Cd koncentracid hatarérték
alatt volt a mintdkban, csukaivadék valamint a kiisz izomban az Pb (0,668 mg/kg) és
Hg (0,210 1ill. 0,212 mg/kg) koncentrdci6 meghaladta a hatarértéket. A vizsgalt
nehézfémek alapjan a Maros volt a legszennyezettebb (21. abra), pedig a 2000. évi
szennyezés ezt a folydszakaszt nem ¢érintette. Az Erdély teriiletén zajld aktiv ipari
tevékenység hatdsara a Marosban €16 halakban detektdlhatdo bioakkumuléacidt késdbbi
vizsgalatok is igazoltak (KOVACS & Kiss 2010).

Megvizsgaltam a csuka szerveiben felhalmozott nehézfém koncentracidk valtozasat
a kifogott egyedek koraval Osszefiiggésben. A mért eredmények oOlom esetében
alatamasztjak, hogy a halak szervezetében felhalmozott antropogén eredetli anyagok
szintje fiigg az egyedek méretétdl és koratol (PHILIPS 1980, BEUMER & BACHER 1982).
Eletkortol fiiggden a fémmegkotés eltéré a halak esetében. Fiatal egyedek
szervezetébe az intenziv taplalkozds miatt nagyobb mennyiségben keriilnek
nehézfémek, tovabba a felvételt és az eliminaciot nem képesek szabalyozni. (PHILIPS
1969).

4.2. Balin pikkely vizsgalata PIXE moddszerrel

A balin halpikkely elemanlaitikai vizsgéalatit ED-XRF ¢és PIXE modszerrel
végeztem. Rontgenfluoreszcencias analizissel, mintegy ,,szelekcios vizsgalatként”
#Am 60 keV-es vonalaval, majd pedig szekunder targetes elrendezésben vizsgaltam a
pikkelyben felhalmozodott fémtartalmat. Ezt kdvetéen PIXE moddszerrel kihozott
nyaldbbal, illetve belsé nyalabbal végeztem el a nehézfémek detektalasat.
Megallapithato, hogy a Z<31 elemek esetén a bels6 nyalabos PIXE modszer (KERTESZ
et al. 2005) hasznalata célszer(i, mig a Z>31 elemek esetén a rontgenfluoreszcencias
analizis egy hatékony eldszelekcios eljaras. A kihozott nyaldbos elrendezés esetében a
konnyti elemekhez (P, Ca,) tartoz6 rontgencsticsok jobban, mig a nehezebb elemekhez
tartozo rontgencsucsok (Zn, As, Se, Br, Sr) kevésbé intenzivek (CZEDLI et al. 2011).
Makro- és mikroelemeket, atmeneti fémeket, nehézfémeket egyarant kimutattunk a
pikkelyben. A Ti, V, Fe, Cu, Zn, Pb esetében lokalis akkumulaciok figyelhetok meg a
vonal mentén felvett eloszlasgérbéken. Ahol magas Zn koncentracié mérhetd, ott a Fe,



Pb, Cu, Ti is nagyobb koncentracidban van jelen. Megallapithatd, hogy ezek a
csucsértékek  Osszefiiggésbe hozhatok kiils6 mikroszennyezé terheléssel. A
nehézfémszennyezés ugyanis ritkan jelent egyetlen elemmel valo szennyezettséget, a
kémiai elemek csoportjai okozzak a kdrnyezeti elemek terhelését. A Ca és Zn PIXE
modszerrel tortént feliileti eloszlasdnak meghatdrozasa soran a kalciumeloszlas a
kalcifikalodas mértékének megfeleléen volt detektalhatd, a cinkeloszlds ¢és a
pikkelynovekedés intenzitasanak ismeretében megadhatd, hogy a detektalt fémterhelés
idében mikor érte az adott egyedet (CzEDLI et al. 2014 b).

4.3. Réz akkumulicio vizsgalata etetési kisérletb6l szarmazé eziistkaraszokban
PIXE és ED-XRF modszerrel

A rézakkumulédcio vizsgalata etetési kisérletbdl szdrmazd eziistkaraszokban
(Carassius gibelio B.) ED-XRF (INJUK & GRIEKEN, 2001) és PIXE (ViIs 2001)
modszerrel keriilt kimutatasra. Ca (25500-60100 ppm), P (14000-23700 ppm), K
(9500-12150 ppm) mint 6 elemek vannak jelen nagy mennyiségben a mintakban, a S
(6500-8400 ppm), CI (3100-4600 ppm), Fe (110-850 ppm), Zn (150-260 ppm), Sr
(100-380) alacsonyabb koncentracidban mutathato ki. Detektalni tudtuk igen alacsony
koncentraciokban a mintakban jelenlévo V (4-8 ppm), Cr (2-14 ppm), Mn (5-17 ppm),
Cu (5-11 ppm) és Br (40-70 ppm) elemeket.

A réztartalom és rézfogyasztas kapcsolatat elemezve lathatd, hogy a kisérleti ciklus
soran a halak altal elfogyasztott taplalékkal aranyosan ndtt a szervezetiikben
akkumulalodott réz mennyiség, melyet az ED-XRF ¢és PIXE moddszerrel tortént
mérések egyarant igazoltak. Az akkumulalédott Cu koncentraciéja a halak
szervezetében mar rovid expozicios id6 (7, 14, 21, 28 nap) alatt is jol kimutathato,
mérheté mennyiség (CZEDLI et al. 2008, CzEDLI et al. 2014a).



Uj és tjszerii tudomanyos eredmények osszefoglalisa

A halak nehézfémtartalmanak kiilonb6z0 elemanalitikai modszerekkel tortént
elemzése sordan kapott ) tudomanyos eredményeinket az alabbiakban foglalhatjuk
0ssze:

e Jgazoltuk csukdk vizsgalata soran, hogy a szervezetiikben felhalmozott 6lom
mennyisége fligg az egyedek méretétdl €s koratol.

e Kimutattuk a halpikkely vizsgalatok esetében, hogy a PIXE moddszer
érzékenysége csokken a rendszam szerint, az XRF mddszeré pedig novekszik.

e Megillapitottuk, hogy a PIXE modszer lehetdséget nylUjt a pikkelyek
¢vgylriithez kotott elemdusuldsok vizsgalata révén a nehézfémszennyezés
idébeliségének €s mértékének tanulmanyozéasara

o Kimutattuk, hogy Z<31 elemek esetén a belsé nyalabos PIXE modszer, Z>31
elemek esetén pedig az XRF analizis hatékony eldszelekcidos eljaras a
pikkelyvizsgalatok soran

e Bizonyitottuk, hogy az akkumuldlodott réz koncentracidja a halak
szervezetében mar rovid expozicidos i1d0 alatt is jol kimutathatdo, meérhetd
mennyiség

o Kimutattuk, hogy a halak fiziolégiai allapotat befolydsolo elemek kalciumra
vonatkoztatott relativ koncentraciol jelzik rovid expozicios 1dd alatt a vizi
kornyezetben bekovetkezd valtozasokat.

e Elemanalitikai moddszereket teszteltink ¢és optimalizaltunk halakban 1évd
toxikus nyomelemek detektalasa céljabol



1. INTRODUCTION

Through chemical environmental load the accumulation of microelements and toxic
heavy metals have health, biological and ecological significance (KADAR 1995, 2001).
Heavy metal contamination cannot be decomposed via natural processes and the
continuous increase of heavy metal load of civilization origin endangers the biosphere
(NAGY et al. 2000, 2002). In the selected test living creatures metal accumulation
increases proportional to the extent and time of load (NAGY et al. 2000, 2002).

Fish species can be used well in the course of the studies aiming to prove heavy
metal contamination as fish indicate the change in water quality (ARDELEAN 2007).
Moreover fish accumulate heavy metals therefore analysing them may reveal the way
of heavy metals enter the organization (SALANKI 1978, FAUSCH et al. 1990, LASNE et
al. 2007).

Connecting scientific and applied research in the framework of a well established
interdisciplinary project the measurement of heavy metals accumulating in fish
contributes to trace and understand the consequences of contamination in rivers and
other waters. As a result the development of highly sensible element analysis methods
applicable in the simultaneous, wide range analysis of the element composition of
biological samples.

My primary aim was to develop methods applicable for detecting environmental
heavy metal load considering the applicability and efficiency comparison of various
methods (AAS, ED-XRF, PIXE) and the heavy metal analysis of fish samples.

The question whether the change of heavy metal contamination in time in a given
water area could be reconstructed by the subsequent analysis of the squama of fish
living in the area (whether the pattern of the contamination in time could be
determined from the radius orientated distribution of heavy metal contaminants
incorporated into the growing squama) or not was raised in the course of the research.
For the bream (Aspius aspius L.) squama investigations the . -PIXE (Particle Induced
X-ray Emission) method used in the Institute for Nuclear Research was applied which
is excellent for identifying squama radius orientated element distribution. Since the
measurement of such element distribution is time consuming pre-selection
measurements were made using X-ray fluorescence analyses and brought out and inner
beam PIXE method. Minimum detection limits (MDL) achievable by the methods
applied for each element were determined. Based on the results, the optimal
measurement methods were selected for each element. Apart from the element
analytical investigation of the squama a macro- and a micro-element (calcium and
zinc) distribution analyses were also made using the PIXE method. Following these |
measured the copper concentration accumulated in Prussian carp was measured in the

10



framework of a multiple-stage experiment series using the PIXE and ED-XRF
methods.

2. AIMS OF THE STUDY

The main objectives of my thesis are the following:
1. to analyse the differences in the bioaccumulation of heavy metals in fish species
which were collected from the river Tisza after its heavy metal and cyanide

pollution

2. to investigate the differences in the heavy metal content of fish specimens
which were collected from five different areas of the Tisza with AAS method

3. to determine the variation of the heavy metal content of the different organs of
pike specimens in relation to their age applying AAS method

4. to interpret the zinc and calcium distribution which were detected in bream
scales applying ED-XRF and PIXE analytical methods

5. to perform the elemental analysis of bream scales

6. to detect the accumulated copper content of silver crucian specimens applying
ED-XRF and PIXE analytical methods following a feeding experiment
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3. MATERIALS AND METHODS

3.1 Analysis of the heavy metal content of fish species living in the river Tisza

| analysed the tissue of bream (Aspius aspius L.), pike (Esox lucius L.), glanis
(Silurus glanis L.), bleak (Alburnus alburnus L.), and pike-pearch (Sander lucioperca
L.) caught in five regions of the Tisza river (Tisza-Szamos, Tisza-Bodrog, Tisza-to,
Tiszaug, Tisza-Maros) following its heavy metal contamination in 2000. The number
of analysed tissue samples was 122 (branchia, liver, muscle), Cu, Zn, Cd, Pb and Hg
were measured. In the course of samples preparation following the species
determination of the already taken samples (VUTSKITS 1918, VASARHELYI 1961,
PINTER 1989, GYORE 1995, HARKA 1997) and frost drying and homogenising the
Hungarian standard, MSZ 1SO 1442:2000 was applied. Destruction of the samples and
the metal analyses were made in the laboratory of the Hajdu-Bihar Local Governments
Waterworks clnc. Exposition was made according to a temperature program (General
Guidelines for Microwave Sample Preparation, 1994.) then heavy metal determination
was made from the sample diluted according to the linear measurement range
(Analytical methods etc., 1976) of the device (Perkin-Elmer 5000 atomabsorption
spectrophotometer).

3.2. Analysis of bream scales applying PIXE method

The question whether the change of heavy metal contamination in time in a given
water area could be reconstructed by the subsequent analysis of the squama of fish
living in the area (whether the pattern of the contamination in time could be
determined from the radius orientated distribution of heavy metal contaminants
incorporated into the growing squama) or not was raised in the course of the research.
For the bream (Aspius aspius L.) squama investigations the x-PIXE (Particle Induced
X-ray Emission) method used in the Institute for Nuclear Research was applied which
is excellent for identifying squama radius orientated element distribution. Since the
measurement of such element distribution is time consuming pre-selection
measurements were made using X-ray fluorescence analyses and brought out and inner
beam PIXE method. Minimum detection limits (MDL) achievable by the methods
applied for each element were determined. Based on the results, the optimal
measurement methods were selected for each element. Apart from the element
analytical investigation of the squama a macro- and a micro-element (calcium and
zinc) distribution analyses were also made using the PIXE method.
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3.3. Investigation of the bioaccumulation of copper in silver crucian specimens
following feeding experiments

The feeding experiments were performed in the Fish Laboratory at the University
of Kaposvar, Hungary. The fish species were kept in 16 fish tanks (one fish in one
tank). The length of feeding period was 7 days in tank (4, 8, 11, 13), 14 days in tank
(5, 9, 14, 16), 21 days in tank (1, 2, 10, 12) and 28 days in tank (3, 6, 7, 15). Our
experimental model species was Prussian carp (Carassius gibelio B.) purchased from
the Fish farm of Dinnyés. This specie was chosen as a model because of its wide
tolerance range thus its rather high immunity for heavy metal loading. This assumption
was found to be correct as no animal was lost during the experiment. The feed was
special crucian nutrient (ALLER SAFIR) with an energy content of 4145 kcal/kg,
while the composition of the dry material was as follows: Raw protein: 45%; Raw fat:
20%; Carbohydrate: 16%; Ash: 8%; Cellulose: 2%; Phosphorous: 1%. The copper was
administered and mixed into the feed as CuSO, x 5 H,0, 1 kg of the feed contained
500 mg copper. For a long time well tolerable copper content range for fish is
somewhere between 0.001-0.01 mg/l, depending on the physical and chemical
characteristics of water and the sensitivity of the fish species. The average copper
content of fish is around 0.5 mg/kg (ppm). The feeding frequency of fish was once per
day. One hour after feeding — when fish did not eat any more — all remaining feed was
removed from the container to prevent that long time dissolution influences the results.
Several parameters for each specimen were monitored including starting weight and
length, weight increase, copper consumption and feed consumption (the difference
between the added and removed dry food). At the end of the feeding period the fish
specimens were removed, put down and stored in refrigerator till processing (CZEDLI
2008, 2012). During the processing of the fish they were dried, powdered and tablets
were pressed. The copper content of the fish tablets was determined by PIXE (Vis
2001, STORI et al 2013) and ED-XRF (INJUK 2001, MATASIN et al 2011) methods
independently. PIXE measurements were performed with the macro-PIXE
experimental setup (KERTESZ et al 1999) of ATOMKI applying 2 MeV proton energy
and ~ 40nA beam current. This setup enables the detection of elements above
magnesium and had wide range applications — including elemental analysis of
biological samples — before (KERTESZ et al 2005).

The beam spot on the target was 5 mm in diameter. First the concentrations of light
matrix elements (above magnesium) were measured and after that the trace element
concentrations. The measurement times were 500 and 1500s respectively. During the
measurement of trace elements a 25 pm thick aluminium absorber was placed between
the target and the X-ray detector while during the measurement of matrix elements
absorber wasn’t used. The ED-XRF analysis was carried out by the setup which was
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developed by ATOMKI (UzoNyY1 2009). The samples were excited by filtered (2-mm
Al filter) primary radiation from an X-ray tube (Oxford Instrument, XTF6000BR)
having Rh target. The tube was operated at 30 kV voltage and 200 pA electron beam
current. The sample probing area was approximately 25 mm?, the measurement time
varied between 6500-11000 s. The characteristic X-rays of elements were detected
under atmospheric pressure condition enabling the detection of trace elements above
manganese with high sensitivity. The evaluation of the spectra was carried out with the
AXIL software (SANDOR et al 2004) in a Direct Comparison mode using the
IAEA/V10 biological standard for calibration.

4. RESULTS AND DISCUSSION

4.1. Analysis of the heavy metal content of fish species living in the river Tisza
applying AAS method

Studying the differences in the accumulation of heavy metals experienced in the
course of heavy metal content investigation of fish species in the Tisza river taken
after the cyanide and heavy metal contamination, it can be stated that the primary
fields of accumulation are the liver, the branchiae, the kidney and the gonads (KAPLAN
et al.1995, HERMESZ et al. 2001, LANGE et al. 2002). Order of the accumulated metals
are liver> kidney> branchiae> skin> muscle (ADHIKARI et al. 2009). Interpretation of
the heavy metal concentrations was based on the values determined in the effective
Ministry of Health decree 17/1999 (VI. 16.). Copper and zinc values were compared to
limit values for other animal harslets and for liver and kidney (NAGY et al. 2002).
Values did not exceed the limit in the case of Hg. Increase in Hg concentrations in the
muscular tissue of glanis, however, can be detected from Tiszaug downstream.
Concentration of Pb exceeded the limit values in the liver of bream (Maros, 1.127
mg/kg) and in the muscular tissue of pike (storage area of the Tisza lake, 0.54 mg/kg)
and pike brood (storage area of the Tisza lake, 0.837 mg/kg; in the Tisza before the
outlet of the Maros). Concentration of Pb decreases from the upper Tisza towards
Szeged in the bleak branchiae samples (1.111 mg/kg — 1.036 mg/kg — 0.306 mg/kg).
Increased concentrations characterise pike-perch samples in the central parts of the
Tisza while smaller lead content can be observed in the lower parts of the Tisza.
Considering Cu concentrations, no overstepping of the limits was found, however, the
following values were obtained: increasing values from the Upper Tisza towards the
Maros river in the case of bream liver samples. Concentrations of copper in pike liver
samples show linear decrease downstream (21.52 mg/kg — 15.27 mg/kg — 10.18
mg/kg). Increasing tendency was experienced from Tiszaug towards both upstream
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and downstream in glanis liver samples. Highest values in the bleak liver samples were
found just before the Bodrog inlet (5.77 mg/kg) and above Tokaj (3.41 mg/kg). Based
on the measured Cd concentrations, it can be stated that the cadmium concentration of
the pike muscular tissues in the Tisza lake are double the limit value while in the liver
of the fish from the Maros the Cd concentration was 3.64 times the limit value.
Regarding glanis, double and fourfold of the maximum limit value were measured in
the liver samples of glanis from the Szamos (0.212 mg/kg) and the Maros (0.403
mg/kg). Cd content of bleak branchiae samples from the Maros were 21fold of that
taken from the Szamos (0.012 mg/kg). In the case of pike-perch samples, Cd
concentrations were below the limit values.

Interpretation of the differences of heavy metal concentrations in the fish of five
different regions of the Tisza are illustrated by the figures of sampling area
interpretation (Figures 11-21). Comparison of the limit and measured maximum values
in the flesh of fish from the Tisza (mg/kg in the total mass of fish body) are presented
in Figure 2 of the attachment. Hg concentration (0.249 mg/kg) above the limit was
measured in the muscular tissue of bream caught in the Szamos while the
concentration of the rest of the elements in the studied samples was below or around
the limit value. According to FLEIT, higher Hg and Pb concentrations can be explained
by that the biological availability of toxic heavy metals in the slime arrived during the
contamination along the Tisza is high therefore they coud enter the fish via their
branchiae directly (FLEIT 2001). Heavy metal concentrations in the Upper Tisza above
the Szamos inlet did not exceed the limit values. Highest Cd concentration was
measured in the muscular tissue of bleak in the Tisza above Véasarosnamény while Zn
approached the limit value in the branchiae of bream. In the rest of the samples the
concentration of heavy metals stayed below the detection limit. Above the Bodrog
inlet high Zn concentrations were measured in the branchiae of pike and pike brood
(231.1 mg/kg and 171.1 mg/kg) while Cu and Pb concentrations stayed below the limit
in the pike and pike brood samples. Highest Cd concentrations were measured in pike
brood branchiae (0.005 mg/kg) and in bleak liver (~0.049 mg/kg). Maximum values of
Hg concentration were measured in pike muscular tissue (0.176 kg/kg). Concentrations
of the studied elements stayed below the limit above Tokaj and the maximum
concentration of Zn was measured in pike branchiae (95.4 mg/kg). Highest Zn
concentration in the Tisza lake storage area was measured in pike branchiae (184
mg/kg) and in pike brood branchiae (120.7 mg/kg). Cu, Cd, Hg values did not exceed
the limit while Pb values measured in muscular tissues exceeded the limit in the cases
of pike (0.54 mg/kg), pike-perch (2.033 kg/kg) and pike brood (0.837 mg/kg). In the
section in the Tisza lake high Zn concentration (109.2 mg/kg) was measured in pike
brood branchiae. In the case of Cu values did not exceed the limit while the
concentration of the rest of the elements was less than the detection limit. Comparing
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the pike-perch and pike-perch brood samples taken from below the dam at Kiskére, no
significant differences can be observed regarding Zn, Cu and Hg. Highest Pb content
(0.885 mg/kg) was measured in pike-perch brood branchiae. Values higher than the
limit were obtained around Tiszaug in the following samples: pike brood branchiae
(Zn 158.2 mg/kg), liver (Hg 0.148 mg/kg) and pike-perch liver (Hg 0.104 mg/kg).
Before the Maros inlet the concentration of Cu and Cd remained below the limit in the
samples while Pb (0.668 mg/kg) and Hg (0.210 and 0.212 mg/kg) concentration in
pike brood and bleak muscle exceeded the limit. Based on the studied heavy metals the
Maros river was the most contaminated (Figure 21) even though the contamination at
2000 did not affect this area. Bioaccumulation detectable in fish living in the Maros
due to the effects of active industry in Transylvnia was proved by later investigations
as well (KovAcs & Kiss 2010). | compared the concentration of heavy metals
accumulated in the organs of pikes to the age of the fish studied. Results support the
idea that the level of material of anthropic origin accumulated in fish depends on the
size and age of fish (PHiLIPS 1980, BEUMER & BACHER 1982). Heavy metal
accumulation in fish is different depending on age. Heavy metals get into younger fish
due to intensive eating and they cannot control intake and elimination (PHILIPS 1969).

4.2. Analysis of bream scales with PIXE method

Element analysis of bream fish-scale was performed using ED-XRF and PIXE
methods. Metal content accumulated in the scale was studied by X-ray fluorescent
analyses by the 60 keV gamma ray of ***Am as a “selection analysis” then in
secondary target setting as well. Following these the detection of heavy metals was
performed using the PIXE method with brought out beam and with inner beam. It was
found that in the case of element number Z<31 the application of the inner beam PIXE
method (KERTESZ et al. 2005) is practical while in the case of element number Z>31
the X-ray fluorescent analysis is the more effective pre-selection method. In the case
of brought out beam setting, X-ray peaks associated with lighter elements (P, Ca) are
more while peaks associated with heavier elements (Zn, As, Se, Br, Sr) are less intense
(CzepLI et al. 2011). Macroelements, microelements, transitional metals and heavy
metals have been detected in the fish-scale. Local accumulations can be observed in
the distribution curves taken along the line in the case of Ti, V, Fe, Cu, Zn, Pb. In case
Zn concentration is high, Fe, Pb, Cu and Ti are present also in higher concentration.
These maximum values can be associated to outer micro-pollutant load. Heavy metal
contamination seldom means contamination with only one element, mostly a group of
chemical elements are responsible for the pollution. In the course of the determination
of the surface distribution of Ca and Zn using the PIXE method calcium distribution
was detected corresponding to the grade of calcification therefore based on the Zn
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distribution and fish-scale growth intensity the time at which the detected metal load
affected the fish can be given (CzEDLI et al 2014b).

4.3. Investigation of the bioaccumulation of copper in silver crucian specimens
following feeding experiments applying PIXE and ED-XRF methods

Copper accumulation measurements in Prussian carps (Carassius gibelio B.) from
feeding experiments were made using the ED-XRF (INJUK & GRIEKEN, 2001) and
PIXE (Vis 2001) methods. Ca (25500-60100 ppm), P (14000-23700 ppm), K (9500-
12150 ppm) are present in the samples in large quantity as major elements while S
(6500-8400 ppm), CI (3100-4600 ppm), Fe (110-850 ppm), Zn (150-260 ppm), Sr
(100-380) can be detected in lower concentrations. It was also possible to detect V (4-
8 ppm), Cr (2-14 ppm), Mn (5-17 ppm), Cu (5-11 ppm) és Br (40-70 ppm) present in
the samples in very low concentrations. Analysing the connection between copper
content and copper consumption it is clear that the amount of copper accumulated in
the fish increased together with the amount of consumed food during the experiment.
This was proved by both the ED-XRF and PIXE measurements. Concentration of the
accumulated Cu in the fish was possible to be detected in a short period of exposition
time (7, 14, 21, 28 days) (CzEDLI et al. 2008). Our experiments proved that PIXE and
ED-XRF methods are capable of the quantitative analysis of different metals (V, Cr,
Mn, Cu, Br) at trace level in the body of fish. It was possible to detect the
accumulation of Cu in the fish after a short period of exposition time (7-28 days). Our
results show that the average copper concentration in the body of fish increases with
the amount of consumed copper by them. Consequently fish is a promising candidate
for the monitoring of heavy metals in water (CzEDLI et al 2014a).
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Summary of the new scientific results

e We verified by the analysis of pike specimens that the amount of accumulated
lead in their body depends on their size and age

¢ Analyzing fish scale targets we concluded that the sensitivity of PIXE method is
decreasing while the sensitivity of XRF method is increasing with the increase
of the atomic number

e We concluded that micro-PIXE method enables the investigation of the extent
and time dependence of the pollution by the analysis of the lateral distribution
of polluting metals in fish scales

e We proved that PIXE under vacuum conditions (for Z<31) and XRF (for Z>31)
are effective methods for the pre-selection of fish scales for further more
thorough analysis

e We proved that the accumulated copper content in the body of fish can be
detected and quantitatively analyzed already after a short exposure time

e We proved that the concentration of those elements which have an influence on
the physiological state of fish, relative to calcium is an effective indicator of the
changes in water environment already after a short exposure time

e We tested and optimized analytical methods for the detection of toxic elements
in fish at trace level
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