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Arsen — pa den fede made

Arsenolipider — en ny gruppe arsenholdige naturstoffer

Grundstoffet arsen findes i relativt hoje koncentrationer i biota fra det marine miljo. |
havvand findes arsen primaert som vorganisk arsen, der kan optages i fodekaeden og
biotransformeres til en lang raekke forskellige kemiske forbindelser
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I dag er der identificeret mere end 40 forskellige naturligt fore-
kommende vandoplgselige arsenforbindelser i det marine miljg.
Der kan ogsa findes relativt hgje koncentrationer af arsen i fiske-
olie, men vores viden om disse arsenholdige lipidforbindelser
(arsenolipider) er p.t. begraenset. Det skyldes bl.a., at analysen af
arsenolipider er en analytisk udfordring, som der farst for nylig
er fundet en lgsning pa. Anvendelse af det nye analytiske veerk-
tgj til analyse af arsenolipider i marine olier vil kunne hjelpe

os naermere en opklaring af struktur og kemiske egenskaber for
disse nye arsenforbindelser.

Arsen er et grundstof, som introduceres til miljget fra naturli-
ge kilder som udvaskning af arsenholdige mineraler og vulkansk
aktivitet, mens antropogene kilder er ansvarlige for en mindre
andel af tilfarslen af arsen til naturen. Arsen kan forekomme

i hgje koncentrationer i biota fra det marine miljg. | havvand
er koncentrationen ca. 1-2 pg As/l, men i marine organismer
bioakkumuleres arsen og koncentrationer pa over 200 mg
As/kg er fundet i visse fiskearter [1]. Der er dog stor variation i
arsenkoncentrationerne for forskellige fiskearter som illustreret
i tabel 1. Arsen undergr biotransformering i naturen, og det har
fart til eksistensen af en lang reekke naturligt forekommende
arsenforbindelser. | dag er mere end 40 forskellige uorganiske
og organiske arsenforbindelser blevet identificeret i marine
prover og regelmaessigt rapporteres om fund af nye forbindelser
i den videnskabelige litteratur [2]. Disse arsenforbindelser er
typisk ekstraheret ud af preaven med vandige ekstraktionsmedier,
og det er saledes vandoplaselige forbindelser, forskningen isar
har fokuseret pa. Der kan dog ogsa forekomme relativt hgje
koncentrationer af arsen
i lipidfasen, men vores
viden om til disse fedtop-

lgselige arsenforbindel-

Pragvetype Art Koncentration (mg kg™ vv) sers kemiske strukturer
i og egenskaber, er sterkt
Fisk Laks 0,6-48 begraenset 3],
Torsk 04-524 Hvorfor er mere viden
Makrel 21-6.1 om arsenolipider vigtig?
' ’ Det hgje koncentrations-
Sild 09-26 niveau af arsen i marine
olier kan udgere et bety-
Rokke 118 - 257 delig bidrag til den totale
””””””””””””””” arsenkoncentration i ma-
Skaldyr Rejer 13-96 rine organismer. | fede
fisk kan op til en tredjedel
Hummer 36 - 69 af den totale arsenmang-
g ; . de saledes forefindes som
Blamusling 13-28 lipidbundne arsenforbin-
@sters 41-9,2 delser. Det er endnu uvist,
) om disse udger et fade-
Kammusling 21-94 varesikkerhedsproblem.
------------------------------------------------------------------------------------ Det kan ikke besvares, far
Alger Brune 2-179 man far mere viden om
forbindelsernes udbre-
Rede 0,4-45 delse, kemiske strukturer
Granne 01-23 og toksicitet. Hverken na-

tionalt eller pa EU-plan er

Tabel 1. Arsenkoncentrationer i forskellige marine organismer [1,14].
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der fastsat graenseveerdier
for indholdet af arsen i
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fgdevarer. Men for foderstof-
fer og foderstofingredienser
har EU indfgrt maksimal-
greenseveerdier for total arsen
[4]. Hvis et parti overskrider
disse maksimalgreenseveer-
dier, kan det ikke omsettes.
Der findes tilfeelde, hvor
fiskeolier til anvendelse i
foderstofindustrien har haft
arsenkoncentrationer over
EU’s greenseveerdi pa 15 mg
As/kg [5]. Men eftersom
man ikke kender hverken

de kemiske strukturer eller
toksiciteten af disse forbin-
delser, er det et spargsmal,
om denne maksimalgren-
seveerdi er relevant eller ej.
Der er derfor stor interesse
fra foderstofindustriens side
for at fa afklaret, om disse
arsenolipider er toksiske
eller ikke, s& greensevardien
kan fastsattes ud fra et bedre
og mere velfunderet viden-
skabeligt grundlag. Hvis det
viser sig, at arsenolipiderne
ikke er toksiske, bar den
eksisterende greenseveerdi
revurderes, s man undgar uretmaessig tilbageholdelse af indu-
strielle fiskeolier fra foderstofmarkedet.

Fra et biologisk synspunkt er spgrgsmalet, hvordan arsenoli-
piderne dannes i naturen, naturligvis ogsa interessant. | havvand
findes arsen primart som uorganisk arsen, der optages af marine
planter og dyr og omdannes til organiske former. Der har varet
flere bud pa arsens biotransformationsrute(r) i naturen [6,7],
men her har fokus udelukkende veret pa de vandoplaselige for-
bindelser. Dannelsen af forbindelsen arsenobetain, som typisk
udgar >80% af det totale vandoplgselige arsen, er specielt inte-
ressant. Men hvorledes arsenolipiderne indgar i arsens naturlige
biotransformation er endnu uklart. Endvidere dukker spgrgsma-
let op, hvorfor arsen bliver inkorporeret i lipiderne, og om disse
forbindelser har en aktiv biologisk funktion i dyrene?

Men igen, far man kan begynde at forsgge at svare pa disse
spergsmal, kraeves starre viden om udbredelsen og identificering
af de kemiske former af arsenolipider. Det bringer derfor i farste
omgang bolden videre til analysekemikeren for udvikling af
analysemetoder til lgsning af dette spgrgsmal.

Et kort historisk tilbageblik

Arsen blev farste gang bestemt i marine organismer i 1890’erne
[8], og i perioden 1920-40 blev det Klart, at arsen kunne fore-
komme som organiske forbindelser, sakaldt fish arsenic [9]. Lidt
senere blev det ogsé Kklart, at arsen kunne optreede bade som
vand- og lipidoplgselige forbindelser, og det blev rapporteret,
at arsenolipiderne i hgjere grad findes blandt phosphorlipider
end blandt de neutrale lipider [10]. I slutningen af 1960’erne og
begyndelsen af 1970’erne skrev den norske forsker Gulbrand
Lunde en doktorafhandling om bl.a. arsenolipider [11]. Han
rapporterede arsenkoncentrationer i fiskeolier pa 8-20 mg As/kg
og fandt, at der findes flere forskellige arsenolipidforbindelser.
Et forsebningsforsgg viste, at visse arsenolipider falger fedtsy-
rerne under forsaebningen, mens andre omdannes til vandoplg-
selige forbindelser. Hans arbejde naede desvarre ikke frem til
egentlige kemiske strukturer, men blev afbrudt af hans tidlige
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Figur 1. Fiskeolier klar til analyse i laboratoriet.
Foto: NIFES.

ded i midten af 70’erne. Siden da er der kun udgivet ganske fa
videnskabelige publikationer om arsenolipider, mens antallet af
artikler, som omhandler vandoplgselige arsenforbindelser findes
i hundredvis.

Analyse af arsenolipider med HPLC-ICPMS
Analyse af vandoplgselige arsenforbindelser (specieringsanalyse
af arsen) gares som regel ved brug af HPLC koblet til ICPMS
(Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) som ar-
senspecifik detektor. Typisk anvendes ionbytning eller omvendt
fase-kromatografi med vandige mobilfaser til separation af
arsenforbindelserne for detektion med ICPMS. F.eks. blev mere
end 20 forskellige vandoplgselige arsenforbindelser i et ekstrakt
fra en kammusling-nyre separeret ved samme metode baseret péa
gradient eluering i kationbytningskromatografi koblet til ICPMS
[12]. Men for at kunne separere de non-polare fedtoplgselige
arsenlipidforbindelser ma man benytte normalfase (NP)-kroma-
tografi, hvor organiske solventer anvendes som mobilfaser. | sin
standardopsztning kan ICPMS ikke handtere disse organiske
solventer. Ved for hgj belastning med organisk solvent bliver
argonplasmaet ustabilt og carbon aflejres i instrumentets inter-
face. For nylig publiceredes en metode, som muligger analyse af
arsenolipider ved brug af NP-HPLC-ICPMS [13]. De &ndringer,
der er ngdvendige i forhold til standardopsetningen, er:
e Reduceret prgveflow (40-80 pl/min).
e Anvendelse af udstyr som er kompatibelt med organiske
solventer.
e Kontrol af damptrykket vha. kaling af spraychamber til
-5°C.
e Reduktion af carbon-aflejring pa ICP-conerne ved tilsaet-
ning af oxygen til carrier gas.
e Anvendelse af torch med lille indre diameter (1,0 mm mod
normalt 2,5 mm til vandige prever).
Far analyse fortyndes olierne med et organisk solvent. Arseno-
lipidforbindelserne separeres ved brug af normalfase-kroma-
tografi med isokratisk eluering. Udlgbet fra den analytiske

dansk kemi, 88, nr. 8, 2007



MILO

kolonne kobles med nebuliseren pa
ICPMS-instrumentet vha. et kort
stykke PEEK-slange. ICPMS tunes
til m/z 75, som er massen af det
monoisotopiske arsen, og et kroma-
togram optages, hvor hver top svarer
til en arsenolipidforbindelse. Figur
2 viser to kromatogrammer af hhv.
en blandingsfiskeolie til anvendelse
i den marine foderindustri og en
hvalolie, som er blevet analyseret
ved Fgdevareinstituttet i samarbejde
med NIFES. Kromatogrammerne
antyder tilstedevaerelsen af mindst
4 forskellige arsenolipidforbindel-
ser, og at der tydeligvis er forskel
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arsenolipidforbindelserne er endelig
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af arsenolipidforbindelser, der findes
i marine olier. Men det helt store
gennembrud i forskningen i arsenoli-
pider kommer imidlertid farst, nar de
kemiske strukturer klarleegges. Her
ma alternative analysemetoder som
kan give information om molekylmasse i brug, f.eks. elektro-
spray ionisering tandem masse spektrometri (ESI MS/MS).
Nar de kemiske strukturer er klarlagt, vil man for alvor kunne
videreudvikle de analytiske metoder og indlede kortleegningen
af udbredelse og koncentrationsniveauer. Endvidere vil man
kunne igangseatte studier af toksiciteten og metabolismen af
arsenolipider og gge vores viden om disse forbindelsers rolle i
biotransformationen af arsen i naturen. Fgrst da vil man kunne
svare pa, om tilstedeveerelsen af arsenolipider er noget man bar
bekymre sig om, nar det geelder fadevaresikkerhed.
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Figur 2. Kromatogrammer fra analyse af fiskeolier. a) Industriel fiskeolie, arsenkoncentration = 10,8 mg
As/kg; b) Hvalolie, arsenkoncentration = 2,2 mg As/kg.
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