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ABSTRACT

Selected examples of studies conducted by the research group from Laboratory
of the Basic Aspect of Analytical Chemistry (Faculty of Chemistry, University of
Warsaw), related to the investigation of chemical speciation with the use of coupled
techniques were discussed in this work. The pioneering investigation was focused
on the study of the speciation of mercury in fish tissues and in clinical samples.
Then, the intensive researches were conducted towards understanding of the spe-
ciation of antimony and selenium in water, plants and clinical objects. Interestingly,
the evaluation of the speciation of aluminium become a challenge in respect of the
establishing of the reliable analytical procedure, and the use of flow injection for
sample operation were explored in this case. The last but not least, the non - routine
analytical procedure was developed in the case of zinc speciation in plant exposed
to the harmful environmental conditions.

Keywords: chemical speciation, atomic spectrometry, mass spectrometry, coupled
techniques

Stowa kluczowe: specjacja chemiczna, spektrometria atomowa, spektrometria mas,
techniki tgczone
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WPROWADZENIE

Zagadnienia zwigzane z badaniem wplywu pierwiastkéw na organizmy zywe
od wielu lat interesuja badaczy z réznych dziedzin nauki. Szereg badan wskazywato
na to, ze znajomo$¢ jedynie sktadu pierwiastkowego nie jest wystarczajaca, stad
powstalo zainteresowanie, w jakich formach chemicznych wystepuje dany pierwia-
stek. Zagadnieniem tym zajmuje sie analiza specjacyjna, ktéra pozwala na okresle-
nie réznorodnosci form chemicznych wystepujacych w badanym obiekcie.

Wryniki badan specjacyjnych moga by¢ istotne w wielu dziedzinach. W bada-
niach geologicznych istotna jest wiedza na temat przemian fizykochemicznych,
ekolodzy z kolei szukaja odpowiedzi na pytania, jakie substancje chemiczne wpro-
wadzane do $rodowiska naturalnego wykazujg dzialania toksyczne wzgledem orga-
nizméw zywych, farmakolodzy interesujg sie aktywnos$cig poszczegolnych form
chemicznych danej substancji, bedacej kandydatem na lek, a specjalisci ds. Zzywienia
i fizjolodzy zainteresowani sg poznaniem zaréwno pozytywnego, jak i negatywnego
wplywu réznych substancji na organizm ludzki.

Istotnym elementem w badaniach specjacji jest dobor odpowiedniej procedury
pomiarowej, poprzedzonej wlasciwym przygotowaniem obiektéw badan, tak aby
uzyskana odpowiedz w sposdb wiarygodny pozwalala na poznanie sktadu chemicz-
nego w oryginalnym materiale.

Umieszczone w tytule okredlenie ,,specjacja chemiczna” zostalo wprowadzone
intencjonalnie. Wynika to przede wszystkim z tego, zZe pierwotne znaczenie terminu
»Specjacja” ma odniesienie do gatunkotworczych proceséw biologicznych. Termin
»specjacja” w odniesieniu do obszaru chemicznego to wystepowanie danego pier-
wiastka w réznej postaci, czyli w formie réznorodnych indywiduéw chemicznych.
Badanie specjacji chemicznej jest ogromnym wyzwaniem dla analityka, przede
wszystkim ze wzgledu na konieczno$¢ dostosowywania procedury analitycznej do
danego problemu. Wyzwaniem jest nie tylko oczekiwana specyficznos¢ i czulos¢
metody pomiarowej, ale zastosowanie takiego postepowania szczegélnie na etapie
przygotowania probki, ktore nie narusza pierwotnych réwnowag chemicznych
w badanym obiekcie.

W Pracowni Teoretycznych Podstaw Chemii Analitycznej (PTPChA) Wydzialu
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego tematyka zwigzana z badaniem specjacji
zostala podjeta z poczatkiem lat dziewiecédziesiatych ubiegtego wieku, wtedy gdy
badanie obecnosci rteci i jej form chemicznych wzbudzato ogromne zaintereso-
wanie nie tylko chemikéw, ale przede wszystkim lekarzy, fizjologow, toksykologow
i oczywiscie badaczy $rodowiska naturalnego. Badania specjacyjne wymagaja jed-
nak dostepu do odpowiedniego instrumentarium, a w szczegélnosci do zlozonych
uktadéw pomiarowych, w sktad ktorych poczatkowo wchodzity metody spektrome-
trii atomowej a w dalszych latach spektrometrii mas. Szczegélne zainteresowanie
zastosowaniem detektoréw spektralnych wynikalo oczywiscie ze specyfiki zainte-
resowan grupy badawczej. Znaczace osiagnigcia w obszarze badan mechanizméw
atomizacji i wzbudzania w technikach spektrometrii atomowej oraz spektrometrii
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mas pozwolily na ich zastosowanie w opracowywanych scenariuszach pomiarowych
w badaniu specjacji.

1. ANALIZA SPECJACYJNA: MOZLIWOSCI I OGRANICZENIA

Trudno jest przeceni¢ znaczenie analizy specjacyjnej we wszelkiego rodzaju
badaniach zwigzanych z poznawaniem proceséw zachodzacych w organizmach
zywych, z ochrona i monitoringiem $rodowiska naturalnego, z okre$leniem jako$ci
i bezpieczenstwa zywnosci czy z nadzorem nad procesami przemystowymi. Pro-
wadzone w laboratoriach analitycznych pomiary, czgsto z wykorzystaniem naj-
nowszych rozwigzan aparaturowych, umozliwiaja poznanie skladu materii, a tym
samym zapewniaja prowadzenie badan zaréwno podstawowych, tych dotyczacych
struktury materii, jak rowniez badan niezbednych dla réznych obszaréw aktywno-
$ci cztowieka w odniesieniu do zapewnieniu zaréwno oczekiwanej jakosci zycia, jak
i efektywnej dziatalnosci gospodarczej.

Szczegblne zainteresowanie poznaniem form chemicznych, w jakich wystepuje
dany pierwiastek zapoczatkowaly dramatyczne przypadki skazenia Srodowiska natu-
ralnego substancjami o niezwykle toksycznych wtasciwoéciach. Przelomowa byla
sytuacja w Japonii, gdzie zdiagnozowano wystepowanie ,,dziwnej choroby” u miesz-
kancow znad zatoki Minamata. Przypadek zatrucia metylowymi pochodnymi rteci
byt opisywany w bardzo wielu pracach, mozna nawet powiedzie¢, ze przyczynit sie
do rozpoczecia badan specjacyjnych, zwtaszcza w obszarze biologicznie aktywnych
substancji chemicznych.

Zgodnie z definicjami podanymi przez IUPAC, specjacja (ang. speciation) to
wystepowanie danego pierwiastka w roznych formach chemicznych. Natomiast
analiza specjacyjna (ang. speciation analysis) to badania ukierunkowane na identy-
tikacje poszczegolnych indywidudéw chemicznych (ang. species) oraz ich ilosciowe
oznaczenie w danym obiekcie. W zakresie takich badan wyrdznia si¢ réwniez frak-
cjonowanie (ang. fractionation), czyli dzialania pozwalajace na identyfikacje i ewen-
tualne oznaczenie ilo$ciowe grupy zwiazkow zawierajacych dany pierwiastek, grupy
(frakcji) o okreslonych wlasciwoséciach i/lub dziataniu [1].

W pierwszych latach rozwoju analizy specjacyjnej badacze zajmowali sie przede
wszystkim pierwiastkami, ktore zaliczane byty do grupy toksycznych a prowadzone
badania pozwolily na okreslenie wpltywu poszczegdlnych form chemicznych danego
pierwiastka na organizmy zywe. Aktualnie analiza specjacyjna zajmuje si¢ znacznie
liczniejsza grupg pierwiastkow i ich zwiazkow, w znaczacym stopniu w kontekscie
ich roli w organizmach zywych, obiegu w przyrodzie, jak réowniez w kontekscie
identyfikacji substancji niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania organi-
zméw zywych.

Z punku widzenia wlasciwosci chemicznych, w badaniach specjacji mozna
wyrézni¢ grupy zwiazkéw charakteryzujacych si¢ zréznicowaniem pod wzgledem,
na przyklad stopnia utlenienia, wystepowaniem w postaci zwigzkéw nieorganicz-
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nych lub ich organicznych pochodnych, a w przypadku polaczen organicznych
- zwigzkow malo i wysoko czasteczkowych [2, 3].

Istotnym problemem zwigzanym z badaniem specjacji jest latwos¢ zaktoce-
nia réwnowag chemicznych indywiduéw, w ktérych wystepuje dany pierwiastek
w badanym obiekcie. Z tego powodu bardzo wiele uwagi pos$wieca sie konieczno-
$ci stosowania wlasciwie dobranych procedur analitycznych, co obejmuje zaréwno
przygotowanie probek, jak rowniez pomiar zawarto$ci danej substancji [4].

Dostepne sg wprawdzie techniki pomiarowe, ktére zapewniajg prowadzenie
bezposrednich badan specjacyjnych, bez koniecznosci przeprowadzenia poszuki-
wanych zwigzkéw chemicznych do roztworu. Do najczedciej polecanych mozna
zaliczy¢ spektroskopie rentgenowska w obszarze bliskim progu absorpcji (ang.
X-ray Absorption Near Edge Structure, XANES) oraz spektroskopie Mdssbauera.
W obu przypadkach mozliwe jest poznanie stopnia utlenienia danego pierwiastka
wraz z jego otoczeniem chemicznym, bezposrednio w probce stalej. Techniki te
wykorzystywaliémy do badania specjacji selenu w roslinach [5] oraz zelaza w papie-
rze [6, 7]. Biorac pod uwage, ze techniki te wymagaja bardzo specjalistycznej apa-
ratury, niedostepnej w wielu laboratoriach analitycznych, wigkszos¢ badan specjacji
jest prowadzona za pomocg procedur uwzgledniajacych réznego rodzaju ekstrakeje
analitow do roztworu, a nastepnie wykorzystywanie technik faczonych. Polaczenie
selektywnych technik rozdzielania indywiduéw zawierajacych dany pierwiastek
(najczesciej technik chromatograficznych) z czutymi i specyficznymi technikami
detekcji (najczesciej stosowane sg techniki spektrometrii atomowej i spektrometrii
mass) pozwala na prowadzenie zaawansowanych badan specjacyjnych [8, 9].

2. BADANIE SPECJAC]JI RTECI

Badanie specjacji rteci bylo pierwszym powaznym wyzwaniem analitycznym
w aspekcie badan $rodowiskowych. Poznanie zjawiska wyjatkowo groznego dziata-
nia rteci i wyjasnienie pojawienia si¢ metylowych pochodnych rteci w pozywieniu
mieszkancow nadmorskiej wioski zapoczatkowalo badania nad zréznicowanym
oddzialywaniem poszczegdlnych form chemicznych danego pierwiastka. Wpraw-
dzie toksyczne dzialanie rteci znane bylo juz od czasdéw starozytnych, to jednak
dopiero wspdlczesne badania pozwolily na poznanie przemian biochemicznych
iich konsekwencji w odniesieniu do organizmdéw zywych. Szczegdlnie istotny okazat
sie proces biometylacji, a nastepnie kumulacji pochodnych metylowych w taiicuchu
pokarmowym.

Do najczesciej stosowanych technik analitycznych pozwalajacych na badanie
specjacji rteci mozna zaliczy¢ chromatografie gazowa (ang. Gas Chromatography,
GC) poczatkowo wyposazong w detektor wychwytu elektrondéw (ang. Electron-Cap-
ture Detector, ECD), a w miare rozwoju technik pomiarowych w emisyjny detektor
elementarny, co byto mozliwe dzigki zastosowaniu plazmy wzbudzanej w polu o czg¢-
stotliwo$ci mikrofalowej (ang. Microwave Induced Plasma, MIP). Kluczowym ele-
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mentem rozwijanych procedur analitycznych byto opracowanie odpowiednich spo-
sobdw przygotowania probek, w tym tkanek ryb oraz surowicy krwi. Przelomowym
podejsciem okazalo sie uwolnienie zwigzkéw rteci polgczonych w matrycy orga-
nicznej z grupami tiolowymi, skompleksowanie wydzielonych form, a nastepnie ich
ekstrakcje do fazy organicznej i derywatyzacje za pomocg odczynnika Grignarda.
Niezmiernie istotne bylo zastosowanie kolumny kapilarnej, co w poczatkowym
rozwoju analizy specjacyjnej nie bylo do$¢ powszechne. Opracowana, nowatorska
wtedy procedura analityczna umozliwila jednoczesne oznaczenie zawartos$ci jonow
nieorganicznych rteci, jak réwniez form organicznych, przede wszystkim metylor-
teci [10].

Dalsze prace pozwolily na przystosowanie wczesniej opracowane]j procedury,
do badania specjacji rteci w krwi ludzkiej, gdzie zawartos¢ rteci byta na znacznie
nizszym poziomie w poréwnaniu z tkankami ryb. Badania prowadzono zaréwno
dla probek krwi ludzkiej, jak réwniez dla liofilizowanej krwi ludzkiej, kandydata na
material odniesienia do oznaczania catkowitej zawartosci rteci. Badania umozliwity
zaproponowanie wartosci certyfikowanych dla obu form chemicznych rteci (jonow
nieorganicznych oraz metylorteci) w przygotowanym materiale odniesienia [11].

W dalszych badaniach podjeto probe zastosowania selektywnego rozdzielania
zwiazkow rteci z wykorzystaniem odpowiednio dobranych sorbentéw. Badania
dotyczyly specjacji rteci w wodach naturalnych technikg atomowej spektrometrii
absorpcyjnej z wydzielaniem zimnych par rteci (ang. Cold Vapour Atomic Absorp-
tion Spectrometry, CV AAS). Wprawdzie stwierdzono, ze nieorganiczne i organiczne
formy rteci zatezaja sie efektywnie na wielu sorbentach, bez wzgledu na ich wia-
$ciwosci, to jednak zastosowanie selektywnego wymywania pozwolilo na opraco-
wanie uzytecznej procedury postepowania, wykorzystujacej jednoczesne zat¢zenie,
a nastepnie selektywne wymywanie jonow rteci roztworem tiomocznika w obec-
nosci 3% HCI (wymywanie nieorganicznych jonéw rteci) lub w obecnosci 8% HCI
(wymywanie jonéw metylorteci) [12]. Skutecznie dzialajagca w obecnosci jonow
zelaza i miedzi procedure przedstawiono schematycznie na Rysunku 1.
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Roztwér: 10 pg/L Hg?', 10 ng/L PhHg",
50 mg/L Cu®" i 50 mg/L Fe**

!

Zatezanie na sorbencie Dowex Wx4

|

Oznaczanie Cu®" i Fe’* Usuwanie z sorbentu Cu?" i Fe?*
metoda FAAS roztworem 0,5 mol/L KF
Redukcja PhHg" roztworem Wymywanie PhHg"
0.2% NaBHas w 5% HCl
Oznaczanie PhHg" Wymywanie Hg?"

l

Redukeja Hg?" roztworem
0,025% NaBH4 w 3% HCl

!

Oznaczanie Hg?"

Rysunek 1.  Procedura oznaczania jonéw Hg’* i PhHg" technika CVAAS w obecnosci Cu® i Fe™*
Figure 1. The procedure of Hg*" and PhHg" determination using CVAAS in the presence Cu®* and Fe**

W ostatnich latach wiele prac ukierunkowanych jest na zastosowanie ele-
mentarnej spektrometrii mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ang.
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICPMS), jako detektora w badaniach
specjacji chemicznej. W badaniach poswieconych mozliwo$ci oznaczania rteci
technikag ICPMS stwierdzono wystepowanie interferencji specyficznych, wplywa-
jacych na wszystkie stabilne izotopy rteci, ale réwniez wystepowanie interferencji
niespecyficznych, zwiazanych z formg chemiczna, w jakiej rte¢ wystepuje w bada-
nym obiekcie. Stwierdzono znaczne réznice w czulosci oznaczania, co wskazuje na
konieczno$¢ stosowania odpowiedniego sposobu kalibracji spektrometru mas [13].
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3. BADANIE SPECJACJI SELENU

Selen jest pierwiastkiem wzbudzajagcym ogromne zainteresowanie badaczy,
przede wszystkim z powodu kontrowersyjnych doniesien na temat jego wlasciwosci
i oddzialywania na organizmy zywe. Po odkryciu selenu, byt on poczatkowo uwazany
za calkowicie obojetny, nastepnie zaliczony zostat do silnych trucizn, aby po wielu
latach badan zosta¢ zaliczony do pierwiastkow niezbednych do funkcjonowania
organizmoéw zywych. Wieloletnie badania wykazaly w konsekwencji réznorodnos¢
oddziatywania selenu i jego zwigzkow, w zaleznosci od stezenia ale rowniez formy,
w jakiej wystepuje w przyrodzie. W zwigzku z tym od dluzszego czasu utrzymuje
sie ogromne zainteresowanie rozwojem procedur analitycznych pozwalajacych na
badanie zwigzkéw selenu, w tym wystepujacych na réznych stopniach utlenienia
w polgczeniach nieorganicznych lub ich pochodnych organicznych [4].

W naszej grupie badawczej od wielu lat prowadzone sa badania nad mozliwo-
$cig okreslenia specjacji chemicznej selenu w obiektach pochodzenia roélinnego lub
zwierzgcego. Glownym celem tych badan jest opracowanie odpowiednich procedur
analitycznych wykorzystujacych techniki chromatograficzne polaczone ze spektro-
metrig atomowg, w tym spektrometrig mas.

Do metod charakteryzujgcych sie dostateczng czuto$cig, pozwalajaca na ozna-
czanie sladowych ilosci selenu, zaliczy¢ mozna metody spektroskopowe, zaréwno te
wykorzystujace spektrometrie czasteczkowa, jak i spektrometrie atomows, w tym
pierwiastkowa spektrometri¢ mas. Najczulszg technika analityczng, z grupy metod
spektrometrii atomowej, jest spektrometria mas z jonizacja w plazmie sprzezone;j
indukcyjnie. Wiadomo jest jednak, ze techniki spektrometrii mas pozwalaja na
oznaczenie calkowitej zawartosci danego pierwiastka, natomiast mozliwos¢ bada-
nia specjacji wymaga nie tylko wstepnego wydzielenia zwigzkéw selenu z badanego
obiektu, na przyklad z tkanek roslinnych, ale réwniez ich rozdzielenia. Istotnym
problemem, podobnie jak w przypadku oznaczania rteci, jest wrazliwo$¢ odpo-
wiedzi detektora ICPMS na rodzaj zwigzku, w jakim selen wystepuje w badanym
obiekcie. Na Rysunku 2 pokazane sg zaleznosci kalibracyjne dla wybranej grupy
zwigzkow selenu, stosowanych jako substancje wzorcowe.
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Rysunek 2. Zaleznoéci kalibracyjne uzyskane dla pieciu zwigzkéw selenu: Se-cystaminy, Se-Met-Se-cysteiny,
Se-metioniny, Se(IV), Se(VI) o stezeniu selenu odpowiednio 25, 50 i 100 ug/L. Elucja gradien-
towa, bufor octanowy 5 i 100 mmol/L, pH = 4,7, detekcja ICPMS, badany izotop **Se

Figure 2. Calibration curves for five selenium compounds: Se-Cystamine, Se-Met-Se-Cysteine, Se-
Methionine, Se(IV), Se(VI), with the concentration of selenium at 25, 50 and 100 pg/L, respecti-
vely. Gradient elution, acetate buffer: 5 and 100 mmol/L, pH = 4.7, detection: ICPMS, monitored
isotope: “’Se

Waznym osiggnieciem bylo opracowanie procedury pomiarowej oznaczania
specjacji selenu w tkankach Allium Cepa L., a do tego celu zastosowano chroma-
tografie anionowymienng polaczong z detektorem ICPMS. Zwigzki selenu byty
wstepnie ekstrahowane za pomocg ekstrahentéw, o réznej mocy i réznym powino-
wactwie chemicznym, a nastepnie rozdzielane w kolumnie chromatograficznej [14]
(Rys. 3). Uzyskane wyniki zostaly nastepnie potwierdzone za pomocg bezposredniej
techniki badania specjacji XANES [5]. Badania prowadzono dla roslin hodowanych
w obecnosci nieorganicznych soli selenu na IV lub VI stopniu utlenienia. Na pod-
stawie obserwacji wzrostu korzeni oraz na podstawie wynikéw oznaczania catko-
witej zawartosci selenu w poszczegélnych czgéciach roéliny stwierdzono, ze roslina
pobiera znacznie bardziej efektywnie jony zawierajace selen(VI), za§ w obecnosci
jonow zawierajacych selen(IV) nastepuje zahamowanie wzrostu korzeni. Te wyniki
byly gléownym powodem podjecia szczegélowych badan dotyczacych specjacji
selenu w tkankach roélin, zwlaszcza w tkankach cebuli jadalnej. Zainteresowanie
wzbudzily ewentualne réznice w mechanizmie pobierania réznych form chemicz-
nych selenu z pozywki oraz dalsze mozliwosci biotransformacji selenu w roslinie.
Dzigki zastosowaniu opracowanych procedur badania specjacji mozliwe bylo
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poznanie, jakie zwigzki powstaty w roslinach hodowanych w obecnosci soli zawie-
rajgcych nieorganiczne zwigzki selenu na réznych stopniach utlenienia.

Na podstawie wynikéw uzyskanych za pomocg uktadu pomiarowego HPLC
ICPMS (ang. High Performance Liquid Chromatography) (po ekstrakcji z tkanek
roéliny) lub za pomoca techniki XANES (bezposrednio w tkankach roéliny) stwier-
dzono istotng réznice w oddzialywaniu selenianéw(IV) oraz seleniandw(VI). Roz-
nica ta dotyczy przede wszystkim odmiennego mechanizmu transportu obu form
chemicznych selenu przez btony komérkowe. Nieorganiczne jony selenu(VI) tatwo
wnikaja do korzenia, ale s transportowane drogg apoplastyczng, czyli bez przecho-
dzenia do wnetrza komoérek korzenia, wraz z pradem wody w niezmienionej che-
micznie formie jonowej. Nieorganiczne jony selenu(IV), po wniknieciu do korzenia
maja natomiast zdolnos$¢ do przenikania przez plazmoleme do wnetrza komdrek,
a w konsekwencji wykorzystujac transport symplastyczny podlegaja biotransforma-
cji do zwigzkdw organicznych. Potwierdzily to badania, w ktorych wykryto znaczne
ilosci Se-metyloselenocysteiny w ekstraktach z tkanek rogliny hodowanej w obecno-
$ci jondéw selenu(IV). W dalszym etapie badan wykorzystano réwniez metody bio-
logiczne pozwalajace na oceng efektywnosci podzialéw mitotycznych do potwier-
dzenia zaproponowanych mechanizméw oddzialywania réznych zwigzkéw selenu
z tkankami roélin [15].

3000

[liczba zliczen]

Intensywnos$¢

Czas [min]

Rysunek 3. Chromatogram uzyskany dla zwigzkéw selenu, zawierajacych selen o stezeniu, o ¢ = 100 pg/L:
1,9 min - Se-cystamina, 2,8 min - Se-Met-Se-cysteina, 4,5 min — Se-metionina, 10 min - sele-
niany(IV), 18,7 - seleniany(VI). Elucja gradientowa, bufor octanowy 5 i 100 mmol/L, pH = 4,7,
detekcja ICPMS, badany izotop **Se

Figure 3. Chromatogram of selenium compounds with selenium concentration ¢ = 100 pg/L: 1.9 min -
Se-Cystamine, 2.8 min - Se-Met-Se-Cysteine, 4.5 min — Se-Methionine, 10 min - Se(IV), 18.7 min
- Se(VI). Gradient elution, acetate buffer: 5 and 100 mmol/L, pH = 4.7, detection: ICPMS, moni-
tored isotope: **Se

Badania dotyczace specjacji selenu byly réwniez istotne w poznaniu metabo-
lizmu w tkankach zwierzecych. W tym obszarze ciekawa okazala sie¢ wspdtpraca
z grupg profesora M. Czauderny z Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana
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Kielanowskiego PAN. Wspdlnie prowadzone badania dotyczyly poznania metabo-
lizmu zwierzat karmionych pasza, zawierajacg oprocz innych skladnikéw réwniez
zwigzki selenu [16-18].

4. BADANIE SPECJACJI ANTYMONU

Zainteresowanie analiza specjacyjng antymonu wsrod naukowcoéw pojawilto
sie w zawigzku z poszerzajacym si¢ obszarem zastosowan tego pierwiastka (elek-
tronika, farmacja, metalurgia) i wigzgcym sie z tym wzrostem iloéci antymonu
w obiegu w srodowisku naturalnym. Najczesciej badanymi formami antymonu byty
zwiazki nieorganiczne, co wigzalo sie¢ z ich najszerszym rozpowszechnieniem w $ro-
dowisku. Warto réwniez podkresli¢ fakt, ze podjecie badan nad specjacja antymonu
byto mozliwe dzigki opracowaniu nowych, bardzo czulych technik oznaczania anty-
monu, co jest niezbedne w analizie specjacyjne;j.

W poczgtkowym okresie problemem byt brak dobrze zdefiniowanych i efek-
tywnych metod ekstrakcji antymonu i jego zwigzkow. Czesto stosowano ekstrakcje
ciecz—ciecz, w ktorej wykorzystywane bylo zjawisko selektywnego tworzenia w $ro-
dowisku kwasnym komplekséw antymonu(III) ze zwigzkami takimi jak: kwas mle-
kowy czy zielen malachitowa, ktore to kompleksy byly nastepnie ekstrahowane za
pomocg rozpuszczalnikdw organicznych: chloroformu lub ketonu metyloizobutylo-
wego. Okreslenie stezenia antymonu(V) odbywato sie posrednio, po zredukowaniu
Sb(V) do Sb(III), za pomocy jodku potasu. Trudnosci wystepujace w tej procedu-
rze to z jednej strony brak odpowiednich wzorcéw zwigzkéw organicznych anty-
monu, a z drugiej strony staba odtwarzalnos¢ wynikéw przy oznaczaniu antymonu
w rozpuszczalnikach organicznych metodami atomowej spektrometrii absorpcyjnej
z atomizacjg w piecu grafitowym (ang. Graphite Furnace Atomic Absorption Spec-
trometry, GF AAS) lub z generowaniem wodorkéw (ang. Hydride Generation Atomic
Absorption Spectrometry, HG AAS). Z tego wzgledu zaproponowano zmiang proce-
dury badania specjacji antymonu poprzez zastosowanie selektywnego dla Sb(III)
odczynnika, N-benzylo-N-fenylohydroksyaminy. Zamiast oznacza¢ zawarto$¢ Sb(III)
w fazie organicznej, proces ekstrakeji stuzyt do usuniecia jonéw Sb(III) z badanej
probki. Oznaczana byla zawartos¢ Sb(V) w fazie wodnej i catkowita zawarto$¢ anty-
monu w probee. Dzigki temu, z réznicy pomiedzy calkowitym stezeniem antymonu
i stezeniem Sb(V), mozliwe bylo obliczenie zawartosci Sb(III) [19].

W przypadku ekstrakeji ciecz—cialo stale, selektywne zatezanie wybranej formy
antymonu prowadzono przy uzyciu takich samych czynnikéw kompleksujacych
(np. pirolidynoditiokarbaminianu amonu), jak w przypadku ekstrakeji ciecz—ciecz
z tym, ze zastapiono etap ekstrakeji do fazy organicznej adsorpcja powstatego kom-
pleksu Sb(IIT) na kolumnie wypelnionej heksadecylosilanem. Zaadsorbowany kom-
pleks antymonu (III) wymywano metanolem i oznaczano zawarto$¢ antymonu za
pomoca GF AAS. Calkowitg zawarto§¢ antymonu okreslano na tej samej drodze
postepowania poprzedzonej redukeja Sb(V) do Sb(III) przy uzyciu L-cysteiny [20].
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Inne stale sorbenty, stosowane do ekstrakeji zwigzkow antymonu, zawieraly
grupy aminowe i amidooksymowe. W trakcie przeprowadzonych badan stwier-
dzono ilo$ciowe powinowactwo antymonu do wymienionych wyzej grup funkeyj-
nych. Zmiana pH z kwasnego na zasadowe pozwolila na nieselektywng sorpcje nie-
organicznych jondéw antymonu przy pH = 2 lub na selektywna sorpcje jonéw Sb(III)
przy pH = 10. Oznaczenie zawartosci zaabsorbowanego antymonu prowadzono
bezposrednio w wodnej zawiesinie sorbentu, podawanej do atomizera. Dzieki temu
mozliwe bylo istotne obnizenie granicy wykrywalnoséci proponowanej procedury
[21].

Modyfikacja powyzszej procedury bylo zastosowanie wymieniacza zawierajg-
cego rowniez grupy aminowe, lecz zastosowanego w ukladzie przeplywowo-wstrzy-
kowym z detekcja za pomocg atomowej spektrometrii absorpcyjnej z atomizacja
w plomieniu (ang. Flame Atomic Absorption Spectrometry, F AAS). Pozwolito to
na skrocenie czasu analizy dla pojedynczej probki przy zachowaniu granic wykry-
walnosci porownywalnych z GF AAS (bez zatezania). Wyznaczenie stezenia jonow
Sb(V) bylo mozliwe na podstawie wynikow zawartosci calkowitej antymonu
i zawartosci jonéw Sb(III) [22].

Rozwinigciem metod ekstrakcji ciecz-cialo stale w trybie przeptywowo-
-wstrzykowym bylo zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej,
w wyniku czego uzyskano lepsza rozdzielczos¢ dla poszczegdlnych form chemicz-
nych. Badania z zastosowaniem techniki HPLC prowadzono w celu okreslenia
specjacji antymonu w obecnosci wybranych biatek surowicy krwi. Zaproponowane
warunki chromatograficzne pozwolily na rozdzielenie jondéw Sb(V) i Sb(III) w cza-
sie 15 minut. W badaniach zastosowano detekcje off-line z uzyciem atomowej spek-
trometrii absorpcyjnej z atomizacja w piecu grafitowym [23].

5. BADANIE SPECJACJI CYNKU

Jednym z grupy pierwiastkow, ktére wzbudzaja duze zainteresowanie badaczy
jest takze cynk, ktory jest sktadnikiem ponad 200 enzymoéw odgrywajgcych nie-
zmiernie wazna role w procesach fizjologicznych [24]. Z drugiej strony wiele obser-
wacji wskazuje, ze w przypadku zanieczyszczenia $rodowiska naturalnego zwigz-
kami cynku, mozliwe sg efekty toksyczne [25]. Wspdlpraca z fizjologami roélin
wskazala, ze ciekawym gatunkiem pod wzgledem badawczym jest Plantago lance-
olata L., roslina, ktéra przystosowala sie¢ do warunkéw wzrostu na hatdach przemy-
stowych zawierajacych znaczne zawartoéci cynku. Podjete badania mialy na celu
przede wszystkim opracowanie wiarygodnej procedury analitycznej umozliwiajacej
badanie specjacji cynku w tkankach roslin [26].

W efekcie szczegélowych badan zaproponowano specyficzny protokét poste-
powania obejmujacy ekstrakcje zwigzkéow cynku z tkanek rosliny a nastepnie
dwuwymiarowe (2D) rozdzielenia chromatograficzne z detekcja obecnosci cynku
w danej frakeji technikg ICPMS. W odniesieniu do dwuwymiarowego rozdzielania



714 E. BULSKA, M. WOJCIECHOWSKI

chromatograficznego zastosowano chromatografie jonowa (ang. Ion Chromatogra-
phy, IC) oraz chromatografie wykluczenia (ang. Size Exclusion Chromatography,
SEC) w ukladzie sekwencyjnym, zmieniajgc przy tym kolejno$¢ zastosowania obu
sposobow rozdzielania. W przypadku SEC zastosowano réwniez detekcje UV, tak
aby mozliwa byta ocena obecnosci zwigzkéw o rdznej masie czasteczkowe;.

Opracowana procedura okazala si¢ wyjatkowo pomocna w przypadku bada-
nia specjacji cynku, przede wszystkim umozliwiajac uzyskanie istotnych informa-
cji mimo braku wzorcéow dla réznych zwiazkéw cynku. W efekcie mozliwa byla
obserwacja wplywu pH ekstrahenta na calkowitg wydajno$¢ ekstrakeji (procedura
okreslania calkowitej zawartosci) i specjacje cynku (2D HPLC ICPMS). Zauwa-
zono, ze wraz ze wzrostem pH ekstrahenta ro$nie réznorodno$¢ specjacyjna form
cynku, ale maleje ogolna wydajnos¢ ekstrakcji. Scenariusz analityczny zastosowano
do poréwnania réznorodnosci specjacji cynku dwoéch populacji rosliny Plan-
tago — populacji roélin rosnacych w warunkach niezanieczyszczonych i populacji
hatdowych. Poréwnano réwniez specjacje cynku w podziemnych i nadziemnych
czesciach roslin obu populacji. Stwierdzono wystepowanie réznic pomiedzy eks-
traktami z cze$ci nadziemnych i podziemnych. W czesciach nadziemnych zaob-
serwowano sygnaly od trzech frakcji: (1) zwigzkéw cynku o masach ponizej 1360
j-m.a., (2) zwigzkéw cynku o masach od 3000 do 4000 j.m.a., (3) zwigzkéw cynku
o masach okoto 350 000 j.m.a. W ekstraktach korzeni nie potwierdzono wystepo-
wania najciezszej frakeji. Zastosowanie chromatografii 2D pozwolilo wykazaé, ze
ekstrakty czesci nadziemnych i podziemnych réznig sie specjacja cynku i wzgledna
intensywnoscig sygnaléw pochodzacych od poszczegélnych form cynku. Zapro-
ponowany scenariusz analityczny nie potwierdzil zasadniczych réznic w specjacji
cynku mig¢dzy populacjami haldowa i naturalna roéliny Plantago. Zaobserwowano
natomiast réznice we wzglednych intensywnos$ciach poszczegdlnych sygnalow,
ktére moga by¢ wynikiem osobniczej zmienno$ci pomiedzy poszczegdlnymi rosli-
nami danej populacji. Otrzymane dane nie wskazujg na wplyw pochodzenia rosliny
na specjacje cynku w jej poszczegdlnych czesciach, tym samym nie zaobserwowano
wplywu mechanizmoéw tolerancji na specjacje cynku [27].

6. BADANIE SPECJAC]JI GLINU

Zainteresowanie oznaczaniem glinu oraz jego zwiazkéw wynika przede wszyst-
kim z faktu, ze w $rodowisku naturalnym wystepuje w wielu réznych formach,
zaleznych od pH roztworu oraz do obecnosci innych substancji. Mimo stosun-
kowo duzego rozpowszechnienia glinu, w warunkach naturalnych jego zawarto$¢
w wodach nie jest duza, co wynika z niewielkiej rozpuszczalnos$ci jego zwigzkow
wystepujacych w mineratach. Zanieczyszczenie srodowiska, a w szczegdlnosci jego
zakwaszenie spowodowalo istotny wzrost obecnosci rozpuszczalnych w tych warun-
kach substancji, w tym zwiazkow glinu. W literaturze pojawilo si¢ wiele doniesien,
w ktorych autorzy podkreslaja zagrozenie dla organizméw zywych, wskazujac na
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zaleznos¢ toksycznosci od formy chemicznej glinu [28-30]. Warto réwniez pod-
kresli¢, ze glin zajmuje szczegdlne miejsce w badaniach specjacji, z powodu malej
stabilnosci jego form chemicznych, przede wszystkim jonéw hydratowanych oraz
réznorodnych komplekséw z ligandami nieorganicznymi i organicznymi. W pracy
przegladowej [31] przedstawiono najwazniejsze informacje dotyczace toksyczno-
$ci, biodostgpnosci i obiegu glinu w $rodowisku naturalnym, w kontekscie jego
wystepowania w wodach naturalnych. Zwrécono uwage na konieczno$¢ stosowania
odpowiedniego rezimu pobierania probek oraz wlasciwych warunkéw ich przecho-
wywania, tak aby nie zaburzy¢ oryginalnych réwnowag chemicznych. Podkreslono
réwniez fakt obecnosci glinu w koloidalnych frakcjach wod naturalnych oraz wyste-
powania polaczen z ligandami organicznymi.

W badaniach specjacji glinu wazne miejsce zajmuja obliczenia, dzigki ktérym
przewidujac sktad chemiczny badanego obiektu oraz znajac wartosci statych réwno-
wag, mozliwe jest teoretyczne obliczenie zawartosci poszczegdlnych form chemicz-
nych [32, 33]. Wprawdzie informacje uzyskane w wyniku obliczen teoretycznych
zalezg od przyjetego modelu i wartosci wyjsciowych, moga by¢ uzyteczng wska-
z6wka odnosnie prawdopodobienstwa obecnosci danego jonu, czy zwigzku zawie-
rajacego glin w wybranym otoczeniu chemicznym.

W przypadku metod analitycznych wykorzystuje si¢ rézne sposoby wstepnego
rozdzielania, w tym najczeéciej rozdzielanie chromatograficzne z wykorzystaniem
anionowymiennej chromatografii cieczowej lub niechromatograficzne techniki
ekstrakeji do fazy cieklej lub statej. W kolejnej pracy przegladowej [34] omdéwiono
mozliwosci réznych procedur analitycznych wykorzystujacych migdzy innymi
szybkos¢ reakcji, zdolno$¢ sorpcyjna, wielkos¢ jonéw do badania specjacji glinu,
szczegdlnie wykorzystujac przeplywowe systemy pomiarowe. W pracy zwrdcono
uwage przede wszystkim na to, ze badanie specjacji glinu nie zapewnia oznaczania
poszczegdlnych indywiduéw chemicznych, lecz grupy jonéw o podobnych wtasci-
woséciach odnosnie danej cechy. W praktyce wykorzystano opisywane mozliwosci
analityczne do oznaczania zawarto$ci réznych zwigzkéw glinu w naparach z lisci
herbaty [35, 36] oraz w ekstraktach glebowych [37].

W literaturze pojawilo si¢ wiele prac, w ktérych autorzy zwracaja uwage na duze
zawartosci glinu w lisciach herbaty [38]. Biorgc pod uwage to, Ze napary herbaty sg
powszechnie stosowane w diecie cztowieka w wielu krajach, wydawalo si¢ zasadne
sprawdzenie, jaka cze$¢ zwigzkow glinu moze rozpuszczaé si¢ w trakcie zaparza-
nia oraz w jakich formach glin wystepuje w naparze. W badaniach wykorzystano
ekstrakcje do fazy stalej, stosujac do tego celu rézne sorbenty, takie jak: chelatu-
jacy Chelex 100, kationowymienny Dowex HCR-S oraz anionowymienny AG MP1.
Badania prowadzono zaréwno dla roztworéw modelowych zawierajacych okreslong
ilo$¢ taniny oraz dla dwodch rodzajéw popularnych i dostepnych handlowo w Pol-
sce odmian herbat. Na podstawie uzyskanych wynikéw oszacowano, ze okoto 60%
wyekstrahowanych z lisci herbaty zwigzkow glinu stanowig formy organiczne.
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W przypadku badania specjacji glinu w ekstraktach glebowych zastosowano
dwa, sposréd wymienionych wyzej sorbentéw: Chelex 100 oraz AG MP1. W pracy
zaproponowano warunki eksperymentalne prowadzenia badan w kierunku iden-
tytikacji réznych form chemicznych glinu w ekstraktach z gleb o réznej zawartosci
substancji organicznych. Stwierdzono, ze w glebach piaszczystych glin wystepuje
w formie zwigzkéw o znacznie mniejszej rozpuszczalnosci w poréwnaniu z glebami
o duzej zawartosci substancji organicznych. Poza tym ekstrakty réznily si¢ stosun-
kiem zawarto$ci form kationowych do anionowych. Na tej podstawie mozliwe jest
okreslenie rodzaju gleby, co zostalo roéwniez potwierdzone wynikami analizy ele-
mentarnej (CHNS) oznaczenia zawarto$ci wegla, wodoru, azotu i siarki [37].

PODSUMOWANIE

W niniejszym artykule opisano wybrane przyklady zastosowania technik
faczonych wykorzystujacych detekcje spektralng do badania specjacji chemicznej
wybranych pierwiastkow. W pracy wykorzystano przede wszystkim badania prowa-
dzone w Pracowni Teoretycznych Podstaw Chemii Analitycznej Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego. Prowadzone przez nasza grupe badania rozpoczely
sie od analizy specjacyjnej zwigzkow organicznych rteci. Nastepnie rozpoczelismy
szeroko zakrojone badania specjacji antymonu i selenu w réznego rodzaju obiek-
tach, w wodzie, w roélinach oraz w prébkach klinicznych. Duzym wyzwaniem byly
badania dotyczace poznania form chemicznych glinu, przede wszystkim ze wzgledu
na niestabilno$¢ rownowag chemicznych. W tym przypadku badania pozwolily na
poznanie specjacji grupowej, okreslanej czesto jako frakcjonowanie. Niezmiernie
ciekawym przykladem byty podjete stosunkowo niedawno badania specjacji cynku.
Mimo braku wzorcéw udato si¢ opracowaé nierutynowy sposob postepowania,
w ktérym zastosowanie w trybie sekwencyjnym dwoch réznych mechanizméw roz-
dzielania chromatograficznego umozliwito uzyskanie pozadanych informacji.

PODZIEKOWANIA

Czes¢ badan byla finansowana w ramach projektu NCN 2012/05/B/ST4/01219
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