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ABSTRACT

The main goal of studies carried in our reasearch group - analytical chemistry
in investigation and protection of the environment is the evaluation of the impact of
human activity on environmental pollution, and creation of analytical procedures
that can be applied in environmental analysis. Detailed description of our research
can be found on webpage http://www.chem.uw.edu.pl/labs/pcas. In this paper we
would like to present only a few topics and analytical challenges that we were dealing
with during the last years. The application of anodic and cathodic stripping voltam-
metry for trace analysis of hazardous metals (cadmium, lead, thallium, platinum,
rhodium) in natural samples is described [4-6]. Voltammetry is also presented as
a tool used in speciation analysis, which is particularly important in the case of
elements which toxicity and assimilation depends on chemical form of the element
that is present in the environment (e.g. As) [8]. Attention is also paid to fractiona-
tion, which is a specific case of speciation analysis, extremely important for evalu-
ation of mobility and bioavailability of harmful or nutritious substances from soil.
As environmental monitoring often requires carrying measurements at trace levels,
it might be necessary to preconcentrate the analytes or simplify the composition of
the sample before the analysis. For such purposes solid phase extraction (SPE) is
widely used and frequently applied. Another analytical task presented in this work
is recognition of the defense mechanisms developed by hyperaccumulating plants,
e.g. white mustard. This species was investigated for synthesis of phytochelatins -
sulphur-rich polipeptides induced by high concentrations of As, T1, Cd, Pt, Pd and
Rh [14]. It is worth noting that plant species that are able to cumulate high amounts
of xenobiotics can be used for phytoremediation, which is one of so called “green
technologies”, used for restitution of polluted environment, particularly soil [19].

Keywords: woltamperometria, analiza specjacyjna, frakcjonowanie, fitoremediacja,
fitochelatyny

Stowa Kkluczowe: voltammetric methods, speciacion analysis, fractionation, phytore-
mediation, phytochelatins
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ASV
CSvV
AdSV
ICP MS
DTPA
WKER

HPLC FLD

PC,

HPLC ESI MS

SDS
SLE

SGX C18
DDTC
AF

TF

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

anodowa woltamperometria ze wstepnym zatezaniem
(ang. anodic stripping voltammetry)

katodowa woltamperometria ze wstepnym zateza-
niem (ang. cathodic stripping voltammetry)
woltamperometria z adsorpcyjnym zatezaniem (ang.
adsorptive stripping voltammetry)

spektrometria mas z indukcyjnie sprzezona plazma
(ang. inductively coupled plasma mass spectrommetry)
so6l kwasu dietylenotriaminopentaoctowego (ang.
diethylenetriaminepentaacetic acid)

wiszgca kroplowa elektroda rteciowa (ang. hanging
mercury drop electrode)

wysokosprawna chromatografia cieczowa z detek-
torem fluorescencyjnym (ang. high performance liquid
chromatography with fluorescence detection)
fitochelatyny (ang. phytochelatins) zwiazki tiolowe
o wzorze ogélnym (yGlu-Cys) -Gly, gdzie n = 2-11
wysokosprawna chromatografia cieczowa ze spektro-
metrig mas z jonizacja przez elektrorozpraszanie
(ang. high performance liquid chromatography with
electrospray ionization mass spectrometry)
dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecylsulfate)
ekstrakcja w ukladzie ciecz-cialo stale (ang. solid
liquid extraction)

zel krzemionkowy z grupami oktadecylowymi (ang.
silicagel with octadecylgroup)

jon dietyloditiokarbaminianu (ang. diethyl dithiocar-
bamate ion)

wspotczynnik zatezania ksenobiotyku przez roéline
(ang. accummulation factor)

wspolczynnik transportu (ang. transfer factor)
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Grupa badawcza w skladzie dr hab. Beata Krasnodebska-Ostrega, dr Joanna
Kowalska, dr Monika Sadowska, dr Natalia Ospina-Alvarez, dr Ewa Stryjewska, mgr
Katarzyna Kinska i mgr Ewa Biadun, prowadzi badania z zakresu stosowanej chemii
analitycznej w ocenie stanu skazenia $rodowiska naturalnego. Nasza grupa moze
zawsze liczy¢ na wsparcie prof. Jerzego Golimowskiego (profesor emeritus).

Gléwnym celem badan prowadzonych w grupie badawczej — chemia anali-
tyczna w badaniu i ochronie $rodowiska jest ocena wplywu dziatalnosci cztowieka
na zanieczyszczenie srodowiska oraz opracowywanie procedur analitycznych sto-
sowanych w analityce srodowiska. Szczegdtowo tematyka naszych badan przedsta-
wiona jest na stronie internetowej http://www.chem.uw.edu.pl/labs/pcas. W prezen-
towanej pracy przyblizono jedynie kilka tematoéw i zadan analitycznych, ktore byly
realizowane w ostatnich latach.

1. WOLTAMPEROMETRIA W OZNACZENIACH SLADOWYCH
ZAWARTOSCI ANALITU W PROBKACH NATURALNYCH

Oznaczanie zawartosci wielu pierwiastkbw w probkach srodowiskowych
wymaga zmagania si¢ z ich niewielkimi stezeniami, a tym samym dysponowania
metodami analitycznymi charakteryzujacymi si¢ odpowiednio niskimi granicami
wykrywalnos$ci oraz wysoka precyzja pomiaru. Wsrod nich wymieni¢ nalezy wol-
tamperometri¢ inwersyjng, umozliwiajaca wstepne zatezenie analitu na powierzchni
elektrody. Badana jest zalezno$¢ rejestrowanego pradu od potencjatu przytozonego
do elektrody. Zatezanie analitu prowadzone jest na drodze jego katodowej redukcji
lub powierzchniowej adsorpcji jego komplekséw. W drugim etapie rejestrowane sg
prady bedace wynikiem anodowego utleniania analitu (woltamperometria anodowa
ASV), dalszej katodowej redukcji (woltamperometria katodowa CSV) lub redukcji
zaadsorbowanego w procesie zatezania kompleksu (woltamperometria z adsorp-
cyjnym zat¢zaniem AdSV). Mozna takze wykorzystywac efekty katalityczne, ktore
pozwalajg znacznie wzmocni¢ rejestrowane sygnaty. Najczgdciej stasowane byly
i sg elektrody rteciowe (kropla lub film), ale coraz czesciej zastgpowane sa przez
znacznie] mniej toksyczne elektrody metaliczne lub stopowe state. Oferowane
przez t¢ metode granice wykrywalnoS$ci sg porownywalne a czasami konkurencyjne
do granic wykrywalnosci metody ICP MS — dla wigkszo$ci pierwiastkéw w zlozo-
nych matrycach probki osiggaja utamki, ug L' a nawet ng L.

Powaznym ograniczeniem metod woltamperometrycznych oznaczania sa
interferencje od metali wykazujacych elektroaktywnos¢ w zblizonym zakresie
potencjatéow. Kadm, oldéw i tal utleniajg si¢ przy zblizonych potencjatach, wzajem-
nie uniemozliwiajac ich oznaczanie. Zastosowanie podpotencjalowego rozpusz-
czania zatezonych Cd, Pb i Tl na elektrodzie srebrnej oraz wariantu z odejmowa-
niem pradu tla pozwolilo na oznaczenie Pb w obecnosci znacznych zawartosci
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Cd i T1 w réznych probkach. Nalezy jednak podkresli¢, ze tal moze interferowa¢
sygnal kadmu [1]. Gdy zas jako elektroda pracujgca zostanie zastosowana elektroda
srebrno-zfota mozna oznaczy¢ sladowe zawartosci talu w obecno$ci namiaréw Cd
i Pb, jednak gdy te nadmiary sa znaczne, nalezy do elektrolitu podstawowego doda¢
komplekson — DTPA [2].Wiarygodnos$¢ metod oznaczania Pb i T1 w wodach, osa-
dach i roslinach byta sprawdzona w poréwnaniu miedzymetodycznym z oznacze-
niami metodg ICP MS. Zaleta proponowanych metod jest bez watpienia wdrozenie
elektrod z metali szlachetnych, biernych chemicznie i nietoksycznych oraz szybkich
(bez odtleniania przed pomiarem).

Woltamperometria z adsorpcyjnym zatezaniem ma z kolei istotne znaczenie
podczas oznaczen zawartosci platynowcéw w probkach srodowiskowych [3]. Zain-
teresowanie pierwiastkami tej grupy jest konsekwencja powszechnego stosowania
katalizatorow samochodowych i obserwowanego powolnego wzrostu ich ilosci
w $rodowisku. Platyna oznaczana jest na wiszacej kroplowej elektrodzie rteciowej
(WKER). W roztworze elektrolitu tworzy si¢ kompleks metalu z ligandem, ktory
jest adsorbowany przy odpowiednim potencjale na powierzchni elektrody. Bardzo
niskie granice wykrywalnosci platynowcow (ponizej 1 ng L) osiagane sa dzieki
wykorzystaniu procesu katalitycznego wydzielania wodoru. Zao i Fresier po raz
pierwszy zastosowali do oznaczen Pt elektrolit podstawowy zawierajacy formal-
dehyd, wodorosiarczan hydrazyny (lub wodorosiarczan hydroksyloaminy) i kwas
siarkowy. Ale stosowane mogg by¢ takze elektrolity, w ktorych hydrazyne zastepuje
semikarbazyd, tiosemikarbazyd czy oksym acetonu [4, 5]. Metoda pozwala takze na
jednoczesne oznaczanie platyny i rodu obok siebie. Sladowe ilo$ci obu pierwiastkéw
byly oznaczane w probkach roélin, gleb i piasku kwarcowego [4-6].

2. POSREDNIE BADANIE SPECJACJI W PROBKACH NATURALNYCH
- WOLTAMPEROMETRIA

Analiza specjacyjna jest jednym z najwiekszych wyzwan analitycznych, szcze-
golnie jezeli dotyczy to analityki srodowiska. Posrednie badanie specjacji opiera si¢
na oznaczeniu jednej z form pierwiastka bezposrednio, a drugiej za§ matematycz-
nie, poprzez odjecie od calkowitej zawarto$ci analitu - zawarto$ci formy uprzednio
oznaczonej. Metody te s3 istotnym elementem analizy specjacyjnej, mogg by¢ takze
metodami poréwnawczymi w walidacji metodyki opartej na rozdzieleniu chroma-
tograficznym i detekcji pierwiastkowej (najpopularniejsza metodyka specjacyjna).
Woltamperometria wychodzi naprzeciw konieczno$ci rozrézniania form chemicz-
nych pierwiastkow sladowych [7]. Szczegdlnie istotne jest to w przypadku analitow,
ktorych toksyczne wlasciwosci oraz przyswajalnos¢ zalezne sg od tego, w postaci
jakiego zwigzku pierwiastek jest obecny w srodowisku.

Klasycznym przykladem takiego analitu jest arsen. Dla organizmdéw najbardziej
szkodliwe dzialanie wykazujg nieorganiczne arseniany(III), charakteryzujace sie sil-
nym powinowactwem do grup tiolowych i dezaktywujace dzialanie wielu enzymow,



CHEMIA ANALITYCZNA W BADANIU I OCHRONIE SRODOWISKA 741

oraz arseniany(V), ktore ze wzgledu na swoje podobienstwo do fosforandw zaburzaja
cykl Krebsa. Kwasy monometyloarsenowy i dimetyloarsenowy sg znacznie mniej
szkodliwe, podczas gdy arsenobetaina i arsenocholina uznawane sg za catkowicie
nieszkodliwe. Selektywne oznaczenie nieorganicznych form As(III) i As(V) moze
by¢ prowadzone metodg woltamperometrii inwersyjnej na wiszacej kroplowej elek-
trodzie rteciowej. W roztworach kwaséw nieorganicznych jedynie nieorganiczny
As(III) jest aktywna elektrochemicznie forma tego pierwiastka. Ze wzgledu na nie-
wielka jego rozpuszczalno$¢ w rteci przeprowadzenie oznaczen wymaga obecnosci
w elektrolicie podstawowym, ktérym jest najczesciej kwas solny, jondw miedzi (II).
Oznaczenie zawarto$ci nieorganicznych zwigzkéw As(V) wymaga przeprowadzenia
wstepnej chemicznej redukeji As(V) za pomoca KI i kwasu askorbinowego, chloro-
wodorku hydroksyloaminy czy ditionianu sodu. Metoda woltamperometrii katodo-
wej umozliwita nam oznaczenie nieorganicznych arseniandw(III) i (V) w ekstrak-
tach gleb, pobranych na terenach skazonych tym pierwiastkiem [8]

Metody anodowej woltamperometrii inwersyjnej ze wstepnym zatezaniem
(ASV) cechujg sie bardzo niskimi granicami oznaczalno$ci w przypadku talu,
dlatego z powodzeniem moga by¢ wykorzystywane do oznaczania zawartosci
sladowych ilodci tego metalu w prébkach naturalnych. Fakt, ze obie formy (TI(I)
i TI(III)) wystepuja w Srodowisku naturalnym i réznig sie reaktywnoscig oraz
toksycznoscia powoduje, ze w przypadku tego pierwiastka badanie specjacji
w $rodowisku jest takze konieczne [9, 10]. Jon talu(I) nie napotyka praktycznie
zadnych barier w organizmie, ze wzgledu na podobienstwo do jonu potasu, za$
szkodliwo$¢ talu(III) jest poréwnywalna do Hg(II). Zwiazki talu(I) i talu(III) réznia
sie szeregiem wlasciwosci, miedzy innymi elektroaktywnos$cia. Mozna wykorzy-
sta¢ te réznice w definiowaniu specjacji. W celu oznaczenia specjacji talu w probce
wody morskiej metoda réznicowej woltamperometrii inwersyjnej z anodowym
zatezaniem (DPASV) nalezy wykona¢ dwie serie oznaczen. Pierwsza to oznaczenie
calkowitej zawartosci talu, czyli sumy TI(I) i TI(III) po redukeji do TI(I). Drugie
oznaczenie polega na okresleniu zawartosci TI(I) bezposrednio w probkach, w kto-
rych TI(III) pozostaje w postaci nieaktywnego elektrodowo kompleksu z DTPA.
Metoda ta umozliwia rozréznienie obu tych from, gdy zawarto$¢ TI(III) stanowi co
najmniej 3% catkowitej zwartosci talu. Nie jest za$§ wrazliwa na znaczne zasolenie
probki, czy wysokie zawartosci Pb i Cd, jonéw interferujacych pomiar talu [11].
Duzo trudniejszym obiektem badan jest ekstrakt roélinny. Wymaga to przygoto-
wania roztworu elektrolitu podstawowego tak, aby umozliwial pomiar §ladowych
ilo$ci metalu w obecnosci zwiazkéw organicznych, ktére takze sa elektroaktywne.
Schemat analizy jest oparty na oznaczeniu calkowitej zawartosci talu po minerali-
zacji ekstraktu w piecu mikrofalowym i oznaczeniu zawartosci T1(I) po dodatku do
naczynia pomiarowego roztworu DTPA i zywicy anionowymiennej. W tych warun-
kach jedynie jednowarto$ciowy kation talu ulega zat¢zeniu na elektrodzie rteciowej
[12]. Obie metody posredniego oznaczania specjacji talu zostaly ocenione poprzez
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badania odzysku i poréwnanie migdzymetodyczne z wynikami oznaczenia metoda
ICP MS po rozdzieleniu na kolumnie wykluczania.

3. BADANIE MECHANIZMOW OBRONNYCH HIPERAKUMULATORA
ROSLINNEGO - ANALIZA SPECJACYJNA

Rosliny porastajace zanieczyszczone tereny narazone sa na wplyw podwyzszo-
nych zawartosci wielu pierwiastkow, ktorych obecno$¢ stanowi powazne zagrozenie
dla przebiegu ich wegetacji. Istniejg jednak gatunki wykazujgce zdolno$¢ bardzo
efektywnego zatezania ksenobiotykow (substancji chemicznych niebedacych natu-
ralnym skfadnikiem organizmu) w tkankach, bez widocznych zmian w ich morfo-
logii czy tez produkcji biomasy. Jakie mechanizmy obronne wykorzystuja? Jedna
z reakcji organizméw na dziatanie czynnika stresowego, jakim jest podwyzszona
zawarto$¢ niektorych pierwiastkow, jest synteza bogatych w grupy tiolowe zwigzkow
— fitochelatyn. Fitochelatyny sg niskoczgsteczkowymi peptydami, stanowigcymi
I1I klas¢ metalotionein i pelnigcymi niezwykle istotna funkcje, poniewaz sa zdolne
do bezposredniego kompleksowania jondw ,,metali ciezkich” Tak skompleksowane
jony transportowane s3 do wakuoli, gdzie nie stanowig juz zagrozenia.

Badania zwigzane z ta tematyka, podjete w naszej grupie wykorzystuja gatu-
nek wykazujacy zdolnos¢ akumulacji pierwiastkéw o toksycznych wlasciwosciach
(m.in. As, Pt, T1) [13]. Jest to gorczyca biata (Sinapis alba L.), rodlina powszechnie
uprawiana, a takze dziko wystepujaca w Polsce oraz w wielu innych krajach znajdu-
jacych sie w strefie klimatu umiarkowanego. Nalezy do rodziny krzyzowych (Brassi-
caceae), zwyczajowo nazywanych kapustnymi.

Oznaczenia fitochelatyn syntezowanych w tkankach roslin prowadzone s3 po
ich chromatograficznym rozdzieleniu (HPLC) wykorzystujac detektor fluorescen-
cyjny (FLD), detektor UV lub spektrometr mas z jonizacjg przez elektrorozprasza-
nie (ESI MS). Przed oznaczeniami fitochelatyn i innych zwigzkéw tiolowych, aby
zapewnic ich trwalo$¢ stosowana jest czesto derywatyzacja przedkolumnowa z uzy-
ciem monobromobimanu, ktdry reaguje z tiolami szybko w temperaturze pokojowe;j
w roztworach o pH 8, dajac tioetery charakteryzujace si¢ wysoka emisja promienio-
wania fluorescencyjnego. Zastosowanie metody HPLC FLD w derywatyzowanych
probkach roélinnych pozwolito ustali¢, czy gorczyca biala w obecnosci zwigzkow
arsenu [14], platyny, palladu, rodu czy talu syntezuje fitochelatyny. W trakcie badan
wykazano obecnos¢ fitochelatyn PC2, PC3 i PC4 w lisciach i korzeniach oraz fito-
chelatyny PC3 w fodygach gorczycy biatej uprawianej z dodatkiem nieorganicznych
soli arsenu. Zastosowanie metody HPLC ESI MS w prébkach nie poddawanych pro-
cesowi umozliwilto identyfikacje kompleksow arsenu As-PC3 i As-PC4 w korzeniach
gorczycy. W przypadku pierwiastkéw z grupy platynowcoéw najwieksze zawartosci
fitochelatyn (PC2, PC3 i PC4) znaleziono w lisciach roélin porazonych przez sole
palladu. W przypadku talu nie stwierdzono syntezy fitochelatyn. Podjeto za$ bada-
nia, ktére miaty na celu okreslenie frakcji réznych form talu wystepujacych w tkan-
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kach roslinnych, a rézniacych si¢ hydrofobowoscia. W celu okreslenia, jaka cze§é
talu zawartego w tkankach gorczycy uprawianej hydroponicznie jest tatwo rozpusz-
czalna, zastosowano ekstrakcje wodg. Wytrzgsanie w obecnosci buforu octanowego
i DTPA mialo z kolei na celu wymycie frakeji rozpuszczalnej w obecnosci jonow
kompleksujacych, a w szczegolnosci wymycie talu z ewentualnych potfaczen TI(III).
Uzycie 4% SDS (dodecylosiarczanu sodu) miato na celu sprawdzenie, czy tal wyste-
puje w roslinie w potaczeniach hydrofobowych (np. bialkowe kompleksy). Uzyskane
wyniki wskazaly, ze 50% catkowitej zawartosci talu w liSciach jest rozpuszczalna
w wodzie. Wzrost wydajnosci ekstrakcji roztworem wodnym DTPA i octanéw do
65% moze sugerowa¢, ze DTPA podstawia ligandy w stabych kompleksach z TI(III).
Poréwnywalna wydajnos$¢ ekstrakeji roztworem SDS i wodg $wiadczy o braku pola-
czen hydrofobowych talu [15].

Kolejne badania dotyczyly specjacji chemicznej talu w prébkach gorczycy
bialej. Zastosowano metode LC ICP MS z kolumng anionowymienng oraz wyklu-
czania. Rozdzielenie TI(I) i TI(III) z uzyciem kolumny anionowymiennej trwa
prawie 4-krotnie krocej niz w kolumnie wykluczania, metoda ta jest jednak zbyt
malo selektywna w przypadku znacznego nadmiaru TI(I) w stosunku do TI(III).
Do takich prébek nalezy stosowaé kolumne wykluczania, aby unikng¢ nakladania
sie sygnatow obu form talu. Obecnos¢ TI(III) stwierdzono w roslinach uprawianych
w réznych warunkach - zaréwno w kulturach hydroponicznych, jak i na podlozu
stalym [16]. W uzyskanym materiale TI(III) stanowit do 10% calkowitej zawar-
tosci wyekstrahowanego T1 [10]. Wiekszy udziat formy utlenionej zaobserwowano
w przypadku roslin zdrowych, nie wykazujacych zmian w morfologii, co wskazuje
na istnienie mechanizmu obronnego, polegajacego na utlenianiu TI(I) do TI(III)
w celu jego detoksykacji [17]. Analiza pozywki, w ktdrej uprawiane byty roéliny, nie
wykazala obecnosci TI(IIT). Tal jest zatem pobierany jako TI(I) i utleniany dopiero
w tkankach roélin. Mozliwos¢ istnienia mechanizmu detoksykacyjnego Tl polegaja-
cego na jego utlenianiu potwierdzaja takze badania oddziatywan réznych form che-
micznych Tl z syntetycznymi oligonukleotydami - chelat TI(III), w przeciwienstwie
do jonéw TI(I), nie powoduje uszkodzen nici DNA [18].

4. FITOREMEDIAC]JA - OCZYSZCZANIE SKAZONEGO SRODOWISKA

Fitoremediacja jest jedng z proponowanych obecnie metod oczyszczania ska-
zonego srodowiska, szczegdlnie gleb [19]. Ta metoda, zaliczana do tzw. ,zielonych
technologii’, wymaga wskazania roélinnych remediatoréw. Sa to takie gatunki roélin,
ktore wykazuja zdolno$¢ zatezania znacznych ilo$ci ksenobiotykéw w swoich tkan-
kach, a takze charakteryzujg si¢ szeregiem cech pozadanych z punktu widzenia fito-
remediacji - szybkim przyrostem biomasy, niewielkimi wymaganiami glebowymi
oraz odpornoscig na niekorzystne warunki atmosferyczne.

Ocena przydatnosci gatunku do fitoremediacji rozpoczyna si¢ od jego cha-
rakterystyki w warunkach laboratoryjnych [20]. Poczatkowo badania prowadzone
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sg na roslinach uprawianych w hodowlach hydroponicznych, co pozwala na pelng
kontrole warunkéw rozwoju roslin i gwarantuje, ze jedynym stresorem jest doda-
wany do pozywki ksenobiotyk. W kregu naszych zainteresowan sg zwigzki arsenu,
talu i metali z grupy platynowcéw. Tolerancja gorczycy na obecno$¢ ksenobiotyku
okreslana jest na podstawie wizualnej oceny stanu roélin uprawianych w obecnosci
roznych stezen soli badanego pierwiastka w pozywce. Obserwowane sg nieswoiste
zmiany w morfologii roélin, obejmujace spadek produkcji biomasy, ograniczony
wzrost, odbarwienia i deformacje lisci. Najistotniejsze zmiany obserwowano u roslin
narazonych na obecno$¢ soli talu, juz wtedy, gdy jego stezenie w pozywce przekra-
czalo 100 pg L. Stopien deformacji byt wigkszy przy jednoczesnym oddziatywaniu
na roéline talu oraz kadmu [17]. Nie obserwowano znacznych efektow fitotoksycz-
nych u roélin uprawianych w obecnosci jonéw platyny i rodu nieprzekraczajacych
500 ug L™, podczas gdy rosliny narazone na obecnos¢ 500 pg L' palladu oraz wyzsze
stezenia Pt i Rh charakteryzowaly si¢ zahamowanym wzrostem oraz obsychaniem
i zmianami w kolorze lici. Z kolei obecno$¢ zwigzkow arsenu, nawet na poziomie
1000 pg L™ nie tylko nie wptywa negatywnie na rozwdj roslin, lecz wrecz przyspie-
sza ich wzrost (Rys. 1).

Rysunek 1. Porownanie roslin pochodzacych z wybranych upraw: gorczyca biata po 4-tygodniowej uprawie
w pozywkach zawierajacych sole talu, kadmu, arsenu (500 pg L™') oraz bez obecnosci ksenobio-
tykow (K)

Figure 1. White mustard plants after 4 weeks of hydroponic cultivation in nutrient solutions containing
inorganic salts of thallium, cadmium, arsenic (500 ug L™') and without any xenobiotics (K)

Calkowitg zawarto$¢ wybranych pierwiastkow w poszczegolnych organach
rodlin oznaczono metoda ICP MS i na tej podstawie wyznaczono wspoélczynniki
zatezania (AF) oraz wspoélczynniki transportu (TF). Warto$ci te postuzyly do oceny
efektywnosci pobierania ksenobiotykow z podtoza oraz ich translokacji do nadziem-
nych czesci rodliny. Gorezyca biala wykazuje zdolno$¢ zatezania znacznych ilosci
talu w tkankach (AF = 200-600), a takze efektywnie transportuje ten pierwiastek do
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nadziemnych organdw roéliny (TF > 1). Kadm przeciwnie, jest zatrzymywany glow-
nie w korzeniach, podobnie jak arsen i platynowce. Jony platyny podawane w for-
mie azotanu sg znacznie lepiej przyswajane i efektywniej transportowane do czesci
nadziemnych (AF = 50-1500; TF ~ 0,1) niz te znajdujace si¢ w formie chlorkowej
(AF = 5-1500; TF << 0,1) czy tez w postaci nanoczastek (AF = 1-200; TF << 0,1)
[21]. Zwigzki arsenu akumulowane sg gtéwnie w korzeniach gorczycy - ponad 80%,
ale w istotny sposob zalezy to od formy tego pierwiastka w pozywce. Najwyzszy
wspolczynnik translokacji (0,5-2,7) obserwowany jest w przypadku wprowadzenia
do pozywki dimetylowych pochodnych tego pierwiastka.

Kolejny etap to badania rolin uprawianych na stalym podlozu w warunkach
laboratoryjnych oraz zebranych w miejscach ich naturalnego wystepowania, takze
na terenach zanieczyszczonych. W przypadku upraw na stalym podiozu, gdzie
zachodzi czg$ciowe unieruchomienie pierwiastkow w glebie, czgsto nie obserwuje
sie zmian w morfologii roélin. Uprawy gorczycy w obecnosci osadéw dennych [10],
zawierajacych odpady przerdbki rud siarczkowych, stanowigce zrédlo skazenia
wieloma metalami, potwierdzaja zdolnos¢ gorczycy do selektywnej ekstrakcji talu
z podloza (znacznie wyzsze wspotczynniki zatezania Tl niz Cd, Zn czy Pb), co jest
interesujaca wlasciwo$cig i moze zosta¢ wykorzystane do oczyszczania metoda fito-
remediacji terendéw skazonych odpadami poflotacyjnymi, ktore w Polsce stanowig
gltéwne zrodlo zanieczyszczenia srodowiska talem [22]. Badania roélin naturalnie
porastajacych tereny skazone arsenem - takie jak trawy czy paprocie w Zlotym
Stoku - wykazaly - podobnie jak w przypadku upraw hydroponicznych, ze arsen
kumulowany jest gtéwnie w podziemnych czesciach rolin. Ale, co warto podkre-
8li¢, w lisciach traw wykazano obecnos¢ organicznych pochodnych arsenu [23].

Wyzwaniem dla wspolczesnych technologii jest dobor korzystnych ekono-
micznie metod, ktore sa najbardziej efektywne, optacalne i zgodne z wytycznymi
dla ,zielonych technologii”. Prowadzenie fitoodzysku talu na terenie olkuskiego
rejonu wydobycia rud olowiowo-cynkowych z wykorzystaniem gatunku Sinapis
alba L. [10] bez watpienia stanowi tego rodzaju technologie. Zastosowanie fitore-
mediacji w skali technologicznej wymaga szeregu dziatan, miedzy innymi oceny
ekonomicznej oplacalno$ci. Stwierdzilismy, na podstawie danych literaturowych
i wlasnych symulacji ekonomicznych, ze ze wzgledu na parametry fizykochemiczne
gleb w rejonie olkuskim [24], zastosowanie fitoekstrakeji talu bez wspomagania
chemicznego moze nie przynies¢ pozadanych rezultatéw. Diugotrwalos¢ procesu
redukeji stezenia metali do pozadanego poziomu przemawia na ekonomiczng nie-
korzys¢ zastosowania remediacji w oparciu o fitoekstrakcje. Wymienione trudnosci
jakie dotycza fitoekstrakeji, sktania¢ moga do pochopnych wnioskéw, iz daje ona
nieoplacalne rezultaty zastosowania. Stanowi ona jednak doskonale uzupelnienie
metod tradycyjnie stosowanych w oczyszczaniu gruntéw skazonych. Warto zatem
podjac probe jej stosowania dla uzyskania trwalych efektéw oczyszczania i ochrony
gleb [25].
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5. TECHNIKA EKSTRAKCJI DO FAZY STALE]
- WYDZIELENIE I ZATEZENIE ANALITU Z PROBEK NATURALNYCH

Pierwiastki w $rodowisku bardzo cz¢sto wystepuja na bardzo niskim poziomie
stezen, ponizej granicy wykrywalnosci metod oznaczania, a ich oznaczanie jest nie-
zbedne. Aby poprawi¢ granice oznaczalno$ci procedury analitycznej nalezy analit
wydzieli¢ lub/i zatezy¢. Technika idealnie nadajaca si¢ do tego celu analitycznego
jest ekstrakcja do fazy stalej (SPE). W SPE, podobnie jak w technice chromatogra-
fii cieczowej, rozdzielenie nastepuje miedzy faze ciekly (matryca probki), a faze
stala (sorbent). Pierwszy etap ekstrakcji to przemycie sorbentu odpowiednim roz-
puszczalnikiem w celu aktywacji grup znajdujacych si¢ na nim. W drugim etapie
nastepuje wprowadzenie badanej probki. W czasie przepuszczania probki nastepuje
cze$ciowe oddzielenie matrycy. Cze$¢ matrycy moze zosta¢ wspolzatrzymana na
sorbencie. Nastepnie skladniki matrycy s3 wymywane w obecnosci odpowiedniego
rozpuszczalnika, ktory nie wymyje analitu z sorbentu. Ostatni etap polega na wymy-
ciu analitu.

W badaniach wykorzystalismy metodyke SPE do wydzielenia i zat¢zenia T1(III)
z wody morskiej zawierajacej obie formy talu (TI(I)i TI(III)). Zastosowali$my zel
krzemionkowy z grupami oktadecylowymi (SGX C18) modyfikowany chemicz-
nie poprzez nalozenie na sorbent dietyloditiokarbaminianu (DDTC). Wykazano,
ze dopiero tysigckrotny nadmiar Zn(II), Sn(II), Cd(II) oraz juz siedemsetkrotny
nadmiar Pb(II) zaburza prawidlowg prace¢ sorbentu, natomiast duzo wyzsze nad-
miary Cu(II) oraz obecnos¢ chlorkéw (do 3%) nie majg wplywu na zatezanie TI(III).
Prawidlowo$¢ dziatania sorbentu SGX C18 i trwato$¢ kompleksu TI(II)DDTC sg
zachowane w przypadku prébek o objetosci 2-20 mL. Tal(III) w postaci wewnetrz-
nego kompleksu z karbaminianem wymywano etanolem, ktéry mozna bylo odpa-
rowac¢ (zatgzenie). W probkach naturalnych, w ktorych przewazat tal (I) wzgle-
dem talu (III) zredukowana forma tego pierwiastka po etapie nakladania probki
czeSciowo pozostawala w kolumience i zawyzala wartosci odzysku TI(III). Dlatego
dodano dodatkowy etap ,domywania” TI(I) wodg DI i rozciennczonym roztworem
kwasu azotowego [26].

Oznaczanie Pt oraz Rh w préobkach gleb i piaskow zbieranych podczas diugo-
terminowego monitoringu wplywu szlakéw komunikacyjnych na stan $rodowiska
wzdluz tych tras jest praktycznie niemozliwe bez wydzielenia tych metali z matrycy
probkiiich zatezenia. W tym celu w naszych badaniach wykorzystaliSmy anionowy-
mienny sorbent Cellex-T. Przeprowadzona optymalizacja procedury wykazata, ze
sorbent ten efektywnie zatrzymuje platyne (>95%), natomiast nie zatrzymuje rodu
(<10%). Efektywne wymycie zatrzymanych na kolumnie platynowcéw (Pt i Pd) naj-
czeéciej prowadzone jest z wykorzystaniem roztworu tiomocznika. Na podstawie
badan stwierdzono, ze niezaleznie od pH roztworu tiomocznika jedynie odzysk
palladu jest ilosciowy (100 + 9%), podczas gdy odzysk platyny nie przekracza 75%.
Zastgpienie roztworu tiomocznika 2 mol L™ HCI pozwolito na 100% odzysk Pt, co
wigcej stwierdzono, ze platyna moze by¢ zatezona z 50 mL probki. Obecnos¢ jonow
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Pb(II), Cd(II), Zn(II), Ni(II) oraz Fe(II) nie wptywa na zatrzymanie i wymycie pla-
tyny. Opracowang procedure ekstrakcji do fazy statej zastosowano przed woltampe-
rometrycznym oznaczaniem Pt w probkach gleb. Podobnie jak w przypadku certy-
tikowanego materialu odniesienia BCR-723 (pyt drogowy) zaobserwowano znaczne
poprawienie czuto$ci i powtarzalnosci metody po procesie ekstrakeji. Wyniki otrzy-
mane metoda woltamperometryczng byly zgodne z tymi otrzymanymi metodg ICP
MS [6].

6. FRAKCJONOWANIE W BADANIU ABIOTYCZNYCH ELEMENTOW
SKAZONYCH EKOSYSTEMOW

Do abiotycznych elementdéw srodowiska przyrodniczego zalicza si¢ wode oraz
glebe, ktore pozostaja w $cislej zaleznosci z biocenozg. Skladaja sie one z roztwo-
réw, substancji mineralnych oraz fazy organicznej, ktéra jest srodowiskiem zycia
dla wielu organizméw. Odgrywaja one wazng role w funkcjonowaniu ekosystemow,
a takze w obiegu pierwiastkéw w $rodowisku, dlatego tak wazne jest ich badanie
i to nie tylko oznaczanie catkowitych zawartosci ksenobiotykéw. Bardzo istotna jest
ocena ich mobilnoéci, wskazanie faz odpowiadajacych za ich retencj¢. Tego typu
analize nazywa si¢ analizg specjacyjna. Szczeg6lnym przypadkiem tego typu ana-
lizy jest frakcjonowanie. Frakcjonowanie to proces klasyfikacji analitu lub grupy
zwigzkow ze szczegdlnej probki wzgledem ich fizycznych (rozmiar, rozpuszczal-
nos$¢) lub chemicznych (wigzania, reaktywnos¢) wiasciwosci. Izolujac okreslona
frakcje i okreslajac jej sklad ilosciowy oraz jakos$ciowy prowadzimy frakcjonowa-
nie definiowane operacyjnie. W tym ujeciu, pod pojeciem frakeji, rozumiane jest
ilosciowe zdefiniowanie analitu wymywanego okreslonym ekstrahentem w danych
warunkach. Gtéwnym narzedziem pracy analitycznej z osadami, a takze z glebami,
jest ekstrakcja probki statej roztworem okreslonego reagenta. Ekstrakcja tego typu
zwana jest potocznie SLE z angielskiego Solid Liquid Extraction. Natomiast jako faza
rozumiana jest ta cz¢$¢ osadu, z ktdrej uwalniana jest frakcja w danych warunkach
[27].

Ekstrakcje pojedyncza, czyli jednokrotne dzialanie danym odczynnikiem
na porcje osadu, stosuje sie najczesciej w celu okreslenia mobilnoéci oraz biodo-
stepnosci pierwiastkdw toksycznych lub substancji odzywczych dla roslin. Przez
biodostepnos¢ rozumiana jest tu ekstrapolacja dostepnosci na podstawie ogolnie
przyjetych schematéw ekstrakcji typu SLE badanych pierwiastkéow dla organi-
zmow zywych. Pojecie mobilnosci definiuje ilos¢ analitu, ktéra w wyniku zmian np.
potencjatu ,,redox” lub pH gleby moze ulec transformacji i redystrybucji w obrebie
badanej matrycy. Ekstrakcja pojedyncza kwasem octowym jest powszechnie akcep-
towanym narzedziem analitycznym w definiowaniu mobilnosci metali w glebach.
Mozna skroci¢ czas trwania ekstrakeji z 16 godzin do 45 minut wspomagajac ja
ultradzwigkami [28]. Wykorzystujac pojedyncze ekstrakcje kwasem octowym, octa-
nem amonu oraz nadtlenkiem wodoru stwierdzilismy, ze 15% calkowitej zawartosci
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metali w zawiesinie odciekow tatwo zostanie wymyta podczas procesu biodegrada-
cji odpadow.

Ekstrakcja w uktadzie sekwencyjnym polega na nastepujacych kolejno po sobie
wymyciach z tej samej probki z uzyciem ekstrahentéw o coraz wiekszej mocy. Kaz-
dym z kolejnych roztwordéw dziala si¢ na pozostato$¢ probki po reakeji z poprzed-
nim odczynnikiem. Stosowanie ekstrakcji sekwencyjnej daje szerszy obraz wigzania
wybranych ksenobiotykéw z matryca gleby. Wskaza¢ mozna poszczegélne frakcje
mineralne odpowiadajgce za retencje wybranych analitéw oraz okresli¢ warunki,
kiedy zostang one wtaczone w obieg chemiczny. W przypadku osaddw takie badania
tez byly prowadzone, i potwierdzily teze, Ze weglany sg gtéwnym zrédtem mobilnych
metali domieszkujacych rudy Pb-Zn [29].W przypadku odpadéw z hald odpadow
przemystu metalurgicznego zastosowanie frakcjonowania w ukladzie ekstrakcji
sekwencyjnej jest zrédtem cennych informacji o mobilnosci przed i po biolugowa-
niu okreslonymi szczepami bakterii [30, 31].

Specjacja fizyczna uwzglednia wystepowanie analitu w badanej probce
w postaci wolnej badz zwigzanej. W przypadku probek wod czes¢ analitu wystepuje
W postaci rozpuszczonej, za$ pozostala czg$¢ zwigzana jest z zawiesing. Przesaczenie
probki na saczku umozliwia rozdzielenie obu frakcji. W przypadku prébek wod-
nych najczesciej w celu rozfrakcjonowania stosuje si¢ saczenie na filtrze o $rednicy
0,45 pm. Wykorzystujac pofaczenie frakcjonowania fizycznego (filtracja) w ukladzie
pojedynczym i sekwencyjnym oraz ekstrakcji chemicznej z fazy zawiesiny udalo sie
oceni¢ zawartos$¢ catkowita [24] oraz udzialy poszczegdlnych frakcji w tej zawar-
tosci dla szeregu metali w wodzie odpadowej. Stwierdzono, Ze zawiesina odgrywa
istotng role w ich dystrybucji [9], a zmienno$¢ opadéw jest czynnikiem istotnym
w ograniczeniu migracji tych metali, szczegdlnie w rejonach silnej eksploatacji z16z
rud metali.

PODSUMOWANIE

Nasza praca badawcza jest nie tylko zwigzana z badaniami podstawowymi, stu-
zacymi zrozumieniu natury zjawisk zachodzacych w srodowisku naturalnym. Cze-
sto jej efekty moga by¢ bezposrednio wykorzystane w procesie oceniania skutkéw
skazenia roznych ekosystemoéw. Dostarczajg narzedzi — procedur analitycznych,
ktére definiuja metode pobrania i przygotowania probki, podaja sposéb rozktadu
probki oraz jej analizy, a takze metodyke oceny jako$ci uzyskanych wynikow.
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