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Spis skrotow i akronimow

< NAZWA
SKROT/AKRONIM NAZWA ANGLOJE ZYCZNA POLSKOJEZYCZNA
AAS Atomic Absorption Spectrometry Atomowa spek_trometna
absorpcyjna
AES Atomic Emission Spectrometry Atomowa spektrometria emisyjna
ANCOVA Analysis of covariance Analiza kowariancji
ANOVA Analysis of variance Analiza wariancji
APC] Atmospheric pressure chemical | Jonizacja chemiczna podsgieniem
ionization atmosferycznym
APPI Atmospheric pressure photoionization Fotojonizacja pod énieniem
atmosferycznym
CEC Capillary Electrochromatography Kapilarna elektrochromatografia
CRM Certified Reference Material Certyflkov_var_]y r_naterlai
odniesienia
cv Coefficient of Variation Wspotczynnik zmiennad
. . Atomowa spektrometria
CV-AAS Cold Vapor Atomic Absorption absorpcyjna z generowaniem
Spectrometry ;
zimnych par
CZE Capillary Zone Electrophoresis Kapilarna elektroforeza strefowa
DBT Dibutyltin Dibutylocyna
DDE Dichlorodiphenyldichloroethylene Dichlorodifenylodihloroeten
DDT Dichlorodiphenyltrichloroethane Dichlorodifenylotrichloroetan
DNA Deoxyribonucleic acid Kwasdeoksyrybonukleinowy
ECD Electron Capture Detector Detektor wychwytuelektrondyv
EDL Electrodeless Discharge Lamp Lampa z wytadowaniem
bezelektrodowym
ESI Electrospray ionization Jonizacja poprzez elektrorozpylanig
: . Atomowa spektrometria
ET-AAS Electrothesrmal Atomic Absorption absorpcyjna z atomizaci
pectrometry .
elektrotermiczna
. . Atomowa spektrometria
F-AAS FIameSAtomlc Absorption absorpcyjna z atomizagjv
pectrometry C
ptomieniu
, L Organizacja do Spraw Wywienia
EAO Food and Agnc_ulture O_rganlzat|on af i Rolnictwa Narodow
the United Nations :
Zjednoczonych
FIMS Flow Injection Mercury System Przep’fé/wowy wstrzykovyy uklad
0 oznaczaniagti
GC Gas Chromatography Chromatografia gazowa
Graphite Furnace Atomic Absorption Atom_owa spekt_rom_etng
GF-AAS S absorpcyjna z atomizagcyv piecu
pectrometry ,
grafitowym
Baltic Marine Environment Protection Komisja Ochrony Sodowiska
HELCOM L :
Commission Morskiego Battyku
, , , Atomowa spektrometria
HG-AAS Hydride (_Benerat|on Atomic absorpcyjna z generowaniem
Absorption Spectrometry .
wodorkow




High Performance Liquid

Wysokosprawna chromatografig
HPLC i
Chromatography cieczowa
. Mikroekstrakcja do fazy
HS-SPME Headspace Solid-Phase stacjonarnej z fazy
Microextraction . . .
nadpowierzchniowej
IAEA International Atomic Energy Agency| Miedzynarodowa Ag_enCJa Energ
Atomowej
Inductively Coupled Plasma Atomic Atomowa spektrometria emisyjna
ICP-AES gy : 7
Emission Spectrometry plazmy wzbudzonandukcyjnie
Inductively Coupled Plasma Mass Spektrometria mas z plazm
ICP-MS . e
Spectrometry wzbudzonaindukcyjnie
. Instytut Technologii
IFE Institute of Energy Technology Energetycznych
procesy biologiczne
in vitro przeprowadzane w warunkach
laboratoryjnych, poza organizmem
procesy biologiczne
in vivo przeprowadzane wewirz zywego
organizmu
INAA Instrumental Neutron Activation | Instrumentalna neutronowa analiz
Analysis aktywacyjna
Institute of Reference Materials and Instytut Materialdow Odniesienia
IRMM ) e
Measurements i Pomiaréw (UE)
UPAC International Union of Pure and Miegdzynarodowa Unia Chemii
Applied Chemistry Czystej i Stosowanej
LC Liquid chromatography Chromatografia cieczowa
LLE Liquid-liquid extraction Ekstrakcja ciecz-ciecz
LOD Limit of Detection Granica wykrywalnogi
LOQ Limit of Quantification Granica oznaczalnog
LPME Liquid phase microextraction Mikroekstrakcja do fazy ciektej
Matrix-assisted laser Wspomagana matrggonizacja
MALDI SO o
desorption/ionization Swiattem laserowym
MBT Monobutyltin Monobutylocyna
MeHg Methylmercury Metylorte¢
MEK Micellar Electrochromatography Elektrochromatografia micelanmn
Microwave Induced Plasma Atomic| Detektor emisji atomowej z plaa
MIP-AED o : ;
Emission Detector indukowanamikrofalowo
NaBEt, Sodium tetraethylborate Tetraetyloboran sodu
NaBPh Sodium tetraphenylborate Tetrafenyloboran sodu
NIST National Institute of Standards and Narodowy Instytut Wzorcow
Technology i Technologii (USA)
NRCC National Research Council Canada Kanadyjska Rada Bada
Naukowych
PCA Principal component analysis Analiza gtébwnych sktadowych
PCB Polychlorinated biphenyls Polichlorowane bifenyle
. . Zapewnienie i kontrola jakos
QA/QC Quality assurance/ Quality control wynikéw pomiaréw analitycznych
REE Rare earth elements Pierwiastki ziem rzadkich
RSD Relative Standard Deviation

Wzdhe odchylenie standardowe
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S Standard Deviation Odchylenie standardowe
SBSE Stir bar sorptive extraction . EI_<strakCJa z zastosowaniem
wirujacego elementu sorpcyjneg
SDME Single drop microextraction M'kroekStrail((%%;ij 0 pojedynczej
SIA Stable isotope analysis Oznaczanie statych izotopow
SPME Solid phase microextraction MlkroekstrakCJa d'o fazy
stacjonarnej
TBT Tributyltin Tributylocyna
TMAH Tetramethylammonium hydroxide Wodorotlenek_
tetrametyloamoniowy
TPIT Tripropyltin Tripropylocyna
TZO Persistent organic pollutants Trwate zanieczyszczenia
organiczne
WHO World Health Organization Swiatowa Organizacja Zdrowia

Wprowadzenie

Intensywny rozwdj romych gatzi przemystu i wzrost populacji ludzkiej sprawia,
ze do poszczegoélnych elementow ekosystemow morskittowane § duz ilosci réznych
zanieczyszcze Jako najwaniejsze nalgy wymieni:

- zwiazki organiczne, w tym trwate zanieczyszczenia orgame (TZO),

- nutrienty,

- metale w postaci réwch zwiazkow [1].

W przeciwigistwie do innych zanieczyszazénp. organicznych), metale stanavisardzo
trwate i trudne do zneutralizowania zanieczyszczenia. Po wprowadzeniodowiska
morskiego pozostajtam przez dtugi czas w formie niezmienionej lub estaci produktéw
przemian chemicznych, biochemicznych, fotochemicznych, dlategmaoeska fauna i flora
Sa haraone na zanieczyszczenie metalamzkimi.

Problem ten odnosi sirowniez do srodowiska Morza Battyckiego, ktore jest szczegdlnie
podatne na zanieczyszczenia. Jestqmine z oceanem tylko przezskie i ptytkie wody
Dunskich,

wiegC zanieczyszczenia wygtujace w wodach Baltyku magpozostawatam przez diugi czas

Ciesnin ktore ograniczgj wymiang wéd z Morzem Pdtnocnym,
[2]. Ze wzgkdu na swoje potanie geograficzne i ustroj hydrologiczny, Baltyk tjes
nieustannie nar@ny na rone przejawy antropopresji. Nakedo nich:

e eutrofizacja,

e zanieczyszczanie przez substancje niebezpieczne, w tym pestycydy, metale

cigzkie i odpady przemystowe i wojskowe;



« niszczenie siedlisk,

e stosowanie niebezpiecznego spuzwedkarskiego

« wprowadzanie gatunkéw obcych [3, 4].

Emisja zanieczyszche do srodowiska przyczynia si do zmian sktadu chemicznego
ekosystemu i zakiocania jego réwnowagi biologicznej. Zmiany te dzigédo czynnik
stresowy wplywaic na prawidtowe funkcjonowanie organizméwyjacych w danym
ekosystemie [5]. Dotyczy to réwnigfok battyckich, ktére bdac reprezentantami koncowych
ogniw tancucha pokarmowego ekosystemu Baltyku, pama & na niekorzystne dziatanie
ré6znorodnej i dynamicznej mieszaniny antropogeniczngeiinnikbw wywotugcych stres
srodowiskowy. Stres ten mezwywotywa rézne efekty toksyczne — od toksyczobs
chemicznej poprzez toksycznofisty az do tak zwanych odlegtych skutkow toksycznych.
Szczegolnie niebezpiecznymi ksenobiotykami mietale otzkie, ktdre wykazuy duza
zdolnos¢ do wiazania s¢ z grupami tiolowymi, karboksylowymi i aminowymi angkwasow,
przez co powodyj blokowanie biochemicznych funkcji tych zwkéw lub ich denaturagj
Dlugi okreszycia osobnikéw nalecych do grupy ssakow morskich, jak rowngtugi okres
wydalania toksyn z organizmu sprzyjaprocesowi kumulacji znacznych ilasréznych
zanieczyszczie Glownym zrodtem naraenia fok na zanieczyszczenie metalami jest ukiad
pokarmowy. Dlatego te rézna zawartos¢zanieczyszcze w organizmach wchodzych

w skiad diety fok moe prowadzi do romych zwartogi metali u osobnikow tego samego
gatunku, ale bytucych w rénych rejonach [6, 7].

Spogdd pierwiastkbw uznanych za potencjalnie niebezpecprzez ekspertow
Komisji Ochrony Srodowiska Morskiego Baityku (HELCOM), szczeg6loavage naley
zwrécic na Hg, Cd i Pb, a takzCu i Zn. Mimo, ze stzenia miedzi i cynku, jako
pierwiastkbw niezbgnych dla prawidtowego funkcjonowania organizmu, moly¢
naturalnie regulowane przez organizm, to jednak zawadn&tznie przekraczgja poziom
niezbedno&i moz prowadzi do zaburzé zdrowotnych [5].

Biorac pod uwag, modiwy szkodliwy wpltyw metali i innych pierwiastkow
sladowych na organizmyywe, istnieje potrzeba przeprowadzania adbejmujcych duz
grupy zwierat z romnych obszaréw Morza Baltyckiego w celu lepszego pamn wptywu
metali ckzkich i innych zanieczyszc#ena stan zdrowotny organizmow morskich. Jednym
znarzdzi do oceny stopnia zanieczyszczedradowiska morskiego jest stata kontrola
poziomow zawartasi zanieczyszczew poszczegolnych ezciach biotycznych i biotycznych

ekosystemu morskiego. Szczegplmwage nalery zwlaszcza pawieci¢ réznym formom
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chemicznym najbardziej toksycznych pierwiastkow, tj. edmy innymi metylor¢ci

I tributylocyny, poniewa juz od dawna wiadomaoze toksycznoséi biodostpnos¢ metali
zalezy od formy chemicznej w jakiej wygtuja w $rodowisku. Ze wzgidu na skaenie
srodowiska mieszaningoznorodnych zanieczyszazeniezbgne wydaje si opracowywanie
nowych procedur analitycznych, ktore zapewrmodiwos¢ jednoczesnego oznaczania
réznych analitow wysipujacych w badanej probce na zm¢owanych poziomach

zawartogi.

. CZESC TEORETYCZNA

1. Problem zanieczyszczenia Morza Baityckiego

Morze Baltyckie jest najwkszym naswiecie zbiornikiem wod stonawych, ktérego
objetosé wynosi ok. 21 tys. krh a powierzchnia ok. 370 tys. KmMimo, ze jest morzem
stosunkowo miodym (powstatym okoto 10-15 tys. lat temu), to niestety intensywny rozwgj
przemystu w XX wieku przyczynit sido znacznego wzrostu poziomu jego zanieczyszczenia.
Niski poziom zasolenia Battyku sprawize organizmy morskie w nimyjace znajduj Si¢
na krawedzi tolerancji fizjologicznej, a stres wywotany obeécia ztozonej mieszaniny
zanieczyszcze dodatkowo czyni je podatnymi na negatywne skutkazehkia srodowiska
wywotane przez ksenobiotyki, w tym edizy innymi metale eikie i organiczne zwzki
metali.

Metale mog tatwo przedostawasic do srodowiska morskiego, m.in. z wodami rzek,

w wyniku procesow suchej i mokrej depozycji pytdw do wod morskich, poprzez sptywy
nawozow z pol uprawnych lubzeptywy z miejsc sktadowania odpadow. W przecistevie

do innych zanieczyszciae(np.: organicznych), metale ¢¢kie charakteryzuj si¢ bardzo
diugim okres poftrwania i nie podlegapiodegradacji [8]. Zatem, §& raz pojawi Sie

w srodowisku, pozostajw nim przez bardzo dlugi okres czasu. Moto prowadzi

do zaburzenia réwnowagi chemicznej danego ekosystemu, co w efekcie dziata jako czynnik
stresowy wptywajcy na prawidtowe funkcjonowanie organizméwlimdych i zwierzcych.

Problem ten dotyczy rownieMorza Battyckiego, ktore ze wzglu na rozwingta linie
brzegows i cztery razy wikszy ni powierzchnia wlasna obszar zlewni, jest szczegolnie
nar&one na zanieczyszczenia splywea z nurtem rzek i z otacaaych je obszarow

ladowych. Na rysunku 1 przedstawiono informacje o aidzi emisji ze zrodet



zlokalizowanych w poszczegdélnych fsawach nadbattyckich w catkowitym tadun
zanieczyszcze odprowadzanych (w sli roku) do wéd Morza BaityckiegoSrodladowe
potozenie Morza Baltyckiego stosunkowo mata intensywnos&ymiany wod z Morzem
Potinocnym sprawigj ze ta sama woda pozostaje w nim prze-30 lat, wraz ze wszystkin
zawartymi w niej zanieczyszczeniami. Pdto Baltyk jest zimnym morzem, co spra,
zeproces biodegradacji zanieczysatzerzebiega wolniej i w cieplejszych wodac
morskich [9, 10].

Niemcy Dania

. <10 .
g Dania <1% Polska Szwecja <1% Niemcy
2% 9% B 3% <1%

. Litwa
Szwecja = Finlandi Polska
m e 2 p Finlandia .o
o Lotwa
. . 3% Litwa
Finlandia / Rosja O
A g Estonia T 13%
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- Rosja - Estonia
59% 59%
Niemcy

g Dania 0% o P%los,ka
1% /()
) - Litwa

. Szwecja 4%
5% .
otwa
L B 50,
0 Finlandia
6% Estonia
8 30
Rosja
W30

Rysunek 1 Udzial emisji zezrodet zlokalizowanych w poszczegdlnychnagtwach nadbattyckich
w catkowitym tadunku zanieczyszczeodprowadzanych (w skali roku) do wéd Morza Battyckie
w 2004 roku [11].

W ostatnich latach znacznie wzrosto rownminteresowaniérodowisk naukowycl
stanem zdrowotnym organizmow morskich wgpstiacych w rejonie Arktyki, w tym take
Grenlandii. Obszary Arktyki znajdajsic zwykle w znacznej odlegtok od gtownychzrodet
emisji zanieczyszcte pochodzenia antropogenicznego, cO nie o0znacza je
ze jest to obszar wolny ozanieczyszcze srodowiska. Wecz przeciwnie, flora i faun
obszaru Arktyki g nar&onena dziatanie zanieczyszdzepowodowane ich transgraniczn
naptywem z dugch odlegto€i w wyniku zjawisk atmosferyczny [12]. Przyktadowo,

coroku znaczne ilasi rteci atmosferycznej ulegajdepozycji na warstwach lodusniegu,
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ktore topniejc wiosna uwalniap czes¢ rteci do srodowiska. Nastpnie w srodowisku re¢
moze uleg& réznym przemianomrysunek?) w wyniku czego biologicznie degine famy
rteci moga ulec whczeniu wogniwatancuchéw pokarmowychrganizmow zamieszkagych
dany obszar i wptywanegatywnie na ich rozw [13]. Poza transportem transgraniczn
znaczny udziat w poziomiamisji zanieczyszczew rejonie Grenlandii ma réwni emisja
zwigzana z takimi przejawami dziatalredcztowieka jal gornictwo, przemyst metalurgiczn
a take poszukiwanie i wydobycie ropy naftowej i gazu ziemi [14-17]. Oprocz rci,
niepokoj mog rowniez budzt podwyszone poziomy kadmu i otowiu, czyli nali, ktore
podobniejak rte¢ nie wykazug zadnego pozytywnego wptywu na organizm, a jedn<ues
moa podlegé bioakumulac [18].

P
\(\)/ Depozycja Depozycja
\ ; i
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R g g
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E kS < i depozycja
_ v
i CH,Hg
. depozycja
Hg (1) d : , b
o T o LHg(0)__ p  odplyw
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ol . 3 g\
Odplyw 2N Metylacja Odplyw
\ -~ o P — m
0 o Biowzmacnianie it
g > g
D 3 » 2
A & Dyfuzja/ E
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b -E‘- " ¢
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1.1. Zanieczyszczenia wygpujace w organizmach morskich

Zwiazki chemiczne zawierage w swoim sktadzie metale, ktore tradidio ¥odowiska
morskiego poddawanes $6znym procesom. Magulega& degradacji oraz przeksztatceniom
do innych form, ktore z kolei magpodlegé bioakumulacji w organizmactiywych,
adsorpcji na powierzchni materii zawieszonej lubdepozycji w osadach dennych.

Gtoéwna drogy przedostawania sizanieczyszczedo organizmowzywych jest uktad
pokarmowy i/lub oddechowy. G& z nich mae zostd wydalona z powrotem do wody,
natomiast pozostate madpy¢ wykorzystane przez organizm (mikroelementy, np.. Z& Cr,
Cu, Se), a ich nadmiar oraz metale die dla organizmu (np. Hg, Pb, Sn, Cd, As) mog
podleg& akumulacji w mgsniach 1 narzdach wewntrznych wraz z przyjmowaniem

kolejnych porcji pokarmu.

1.2.  Akumulacja zanieczyszczé w organizmach zwierzcych z romych ogniw

tancucha troficznego

Zanieczyszczenia akumulowane w organizmach jako efekt ich pobieramgmioz
drogami (drogi pokarmowe, drogi oddechowe, przenikanie przeze)skbiora udziat
w transporcie biologicznym wzdtdancucha pokarmowego pogaszy od planktonu i rdi,
poprzez organizmy rdi©iozerne do drapimikow. Ze wzgeédu na tatwosdwnikania ekotoksyn
do organizmuzywego i ich kumulowanie siw ciagu categozycia, zagraaja one gtéwnie
osobnikom starszym i przedstawicielom tych gatunkéw, ktére zrggitpa koncu tacucha
pokarmowego, w tym rownie cztowiekowi [19]. Przyktadowo stenie rtci w tkankach
i naradach ryb, ptakéw i ssakow wodnych neoby nawet 10 tysicy razy wiksze nk
w otaczajcym je srodowisku wodnym [20, 21]. Jest to spowodowane tym,
ze zanieczyszczenia w organizmach podlegapcesom biowzmacniania i biowzbogacania.
Proces biowzmacniania, czyli proces wzrostezehia substancji toksycznych w tkankach
i naradach organizmoéw na wgzych poziomach feucha pokarmowego poprzez
przyjmowane porcje pokarmu, a takzbiowzbogacania, czyli proces kumulowania
ksenobiotykow w organizmach w wyniku ich kontaktusmedowiskiem bytowania, prowadzi
do wyskpowania tych ksenobiotykOw na wszych poziomach zawartmsniz poziomy
dopuszczalne (wynikage z uregulowa prawnych).

Pomimo zwgkszonej swiadomogi o toksycznym dziataniu metali egkich i ich
bioakumulacji w organizmackywych, s one nadal stosowane w wielu g@aach przemystu,
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zwickszajc ryzyko skaeniasrodowiska i zatrucia organizméw morskich oggmviacych sg
wodna faum i flora, w tym réwnie: dla cztowieka. Ri jest nadal stosowana w wydoby:
ztota w wielu rejonach Ameryki tafskiej. Arsenu uywa sie czesto w srodkach
dokonserwacji drewna, a tetraetylootow nadaywany jest jako dodatek do palivod 2005
roku jego stosowanie zabronione jest w Polsce i Unii Europejskiej w pal
samochodowych, ale nadal jesywany w paliwach lotniczyc).

W ostatnich latach zanotowano zmniejszenie emisji niektorychmetali (takich je
Pb czy Zn) zezrédetl antropogeniczny (rysunek 3) co jednak nie oznaczae od razt
zostanie zaobserwowany spadek zawartaych metali w srodowisku. Obecny poziol
zanieczyszczenia przez peerwiastki wynika z ich emisji w przeszigsoraz ich uwalniani

do wody z osadow, w ktérych nie swale wiazane[11, 22].
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Rysunek 3tadunek zanieczyszcaewprowadzanych do Morza Battyckiego z dorzeczy Wisty, O
i rzek przymorza w latach hydrologicznych 1¢-2008 [23].

Jednym z nakglzi do oceny negatywnego wptywu zanieczysaazasrodowisko jes
stata kontrola ich obecnosw srodcwisku. Dlatego te w literaturze ména znalec liczne
informacje na tematvynikdw bada monitoringowych ukierunkowanych na oznaczel
zawarto€i metali cezkich w tkankach i nargach organizmévna wszystkich poziomac
tancucha troficznego [280] oraz we wszystkich elementaghodowiska nieoywionego

(woda, osady, gleba, powietrz[31-36]. Poznanie poziomow zawartd procesoéw przemian
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zanieczyszczew organizmachrywych i w srodowisku, w ktorym te organizmayja, stwarza

mozliwos¢ prawidtowego zargzania zagragnymi gatunkami i ich ochrong
1.3. Wplyw zanieczyszcz# na organizmy morskie

Analiza danych literaturowych dotygza/ch zawartosi roznego typu ksenobiotykow
w probkach tkanek i nagdéw pochodacych od ssakéw i ptakéw morskich wskazuije,
ze poszczegoblne pierwiastki docelowo mogodlegé procesowi akumulacji w réwch
tkankach lub organach organizmu, np.: Pb wclkash, Cd w nerkach, nieorganiczne formy
Hg w watrobie, a metylokt¢ (MeHg) w mksniach i mozgu [37], przez co mpgvptywat na
ich funkcjonowanie i wygpowanie niekorzystnych zmian w procesagbigwych.

Zawartos¢ Cu czy Zn, ktore @ pierwiastkami niezl@dnymi do prawidtowego
funkcjonowania organizmu, jest regulowana homeostatycznie izyzaled stanu
fizjologicznego, skiadu diety, a takzwikszonych ilogi metioniny w organizmie, do ktorej
metale wykazuyj znaczne powinowactwo. Dlatega teoziom ich zawartad w tkankach nie
odzwierciedla ich zawarte$ w srodowisku. Z drugiej strony niedobdr tych pierwiastk
lub ich nadmiar mag powodowaé zaburzenia w przebiegu funkcji biochemicznych. Mate
stezenie miedzi mge wzmaga wchianianie kadmu w jelitach, ktory jest pierwiastk
toksycznym i zbgnym dla organizmu. W procesach regulacji zawartGu i Zn istotnarole
odgrywa metionina, ktéra w stanach niedoboru pierwiastkbw uwalnia je ze zgromadzonych
zasobow, natomiast w przypadku nadmiarezeije lub pomaga usuéa organizmu [38].

Mechanizm toksycznego dziatania kadmu azasny jest z jego dym
powinowactwem do wizania st z grupami tiolowymi (—SH) w proteinach, enzymach
I kwasach nukleinowych, a ta&kpodstawianie innych metali w metaloenzymach, zczs
cynku. Kadm moe wpltywa na pobieranie i dziatanie Zn ze wagli na tatwosdwiazania s¢
Z metioning Oba pierwiastki mag réwniez wywotywaé produkcg metioniny, co ma
znaczenie w przypadku detoksykacji kadmu (ae¢alg i Pb), gdy zwiazanie metali gizkich
z metalotioneinami ogranicza ich toksyczne oddziatywanie na organizm oraziwiaoch
transport i wydalanie. Z drugiej jednak strony, zmiany w homeostazie cynku wywotane
obecnogia kadmu mog powodowa zwickszone zatrzymywanie Zn watvobie i nerkach,
co zmniejsza jego daginos¢dla innych organow i reakcji biochemicznych [38].

Podwysszone zawart@$ kadmu w nerkach mag wskazywa& na diugotrwate
narazenie zwierzat na mate dawki tego pierwiastka [39]. W zadesci od obszaru bytowania,
warunkéw klimatycznych, stanu fizjologicznego i diety organizmy morskie amog
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akumulowa& rézne ilogi tego toksycznego pierwiastka. W wyniku przeprozead/ch bada
stwierdzono,ze foki szare z Baltyku zazwyczaj majizsza zawartosckadmu w tkankach ni
foki szare zSable Island czy tefoki obraczkowane zeSvalbardu [7]. Przypuszczalnie jest
to zwiazane z wiksza zawartofia Cd w poxwieniu organizmowzyjacych w wodach
morskich charakteryzagych s¢ wysokim poziomem zasolenia. Sugerowano nanegsaki
morskie zyjace w rejonie Arktyki, a zwtaszcza foki alozkowane wykazuyj sie zdolno<ia
do akumulacji znacznej il@s kadmu i co najwaniejsze nie stwierdzaegprzy tym objawow
uszkodzenia nerek [40].

Natomiast otdbw obecny w organizmie neohkamowad i nasladowa dziatanie wapnia,
przez co zaburzanes rocesy z udziatem Ca, a takpoprzez wzajemne oddziatywanie
z biatkami zawierajcymi grupy tiolowe, aminowe i fosforanowe neozwywotywa
zakiocenia w przebiegu proceséw biochemicznych.

Metale, ktére ulegajprocesowi akumulacji w organizmach ssakow morskicity
negatywnie wptywa na prawidtowe funkcjonowanie organizmu. W literaeimozia znaleéc
informacje dotycace oceny wptywu obecnog metali w organizmach morskich na ich stan
zdrowotny [41-43]. Zauw#ono, ze nagromadzenie znacznych dogteci i cynku w tkankach
byto przyczyra zwiekszonej$miertelno€i ssakéw wodnych [10, 44], co byto zwmane
z zaburzeniami uktadu odporrméwego [45]. Diugotrwata ekspozycja na te piervkast
moze powodowda immunosupresj lub nadmierna aktywnosé¢ uktadu odpornasiowego
[15, 46], co w efekcie keeowym moz prowadzi do chorob zakanych i ostateczniémierci
w zaleznosci od stanu zdrowia zwiegzia. Z drugiej strony, zmiany w zawartos
pierwiastkéwsladowych mogawystpowa: w wyniku standw zakanych lub zapalnych [47].
W tabeli 1 zestawiono informacje obragug rok i wplyw wybranych metali eizkich

na organizmy z raxych poziomow tacucha troficznego.
2. Ssaki morskie jako biowskahiki poziomu zanieczyszczenia Morza Baltyckiego

Okreslanie zmian zachodeych w srodowisku za pomec roznego rodzaju wskaikéw
biologicznych nazywa sibioindykacjy, ktéra ma zastosowanie jako jedna z podstawowych
metod w monitoringu zanieczyszadz&odowiska. Poniewaorganizmyzywe s najbardziej
miarodajnym zrodiem informacji o procesach zachadgch w srodowisku, w literaturze
naukowej mona znale¢ liczne doniesienia na temat wykorzystania organiznigwych

jako biowskanikdw.
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Tabela 1. Rola i wptyw wybranych metaliegkich na organizmy z rinych pozioméw tacucha troficznego

Ogniwa ftancucha troficznego w ekosystemie morskim

Rola i wplyw pierwiastkéw z grupy metali ciezkich

tluszczach wykazuaga podobne
drogi akumulacji co zwazki
chloroorganiczne jak np. DDT

grasicy i zmiany w rogéwce

5 ( G“?(Tzda I Litera
° przyktadowe . Inne metale lub icl . .
e organizmy) Cu Cd Zn Hg i MeHg Pb E— Dodatkowe informacje | tura
Regulowany metabolicznie;
Mieczaki wchodzi w sktad enzymoéw i Poziom regulowany
(osqtr i dlimaki hemocyjanin u niektérych W duzych ilosciach metabolicznie; sktadnik W duwveh iloiciach moz
Yal.s organizmoéw; skiadnik moze powodowé wielu enzyméw (m.in. Y . . Mn: sktadnik wielu enzymow,
morskie, ) . - . . ) powodowa peroksydagj thuszczow PR Pb, Cd, Hg, As, Se, Sb
S pigmentu oddechowego; w peroksydagj ttuszczéw | proteolitycznych) i ! . ) metaloenzymoéw i pigmentu . [48-59]
todziki S : ) . g i tworzenie adduktéw DNA, (dotyczy wszystkich
oémior’nice duzych ilosciach moe i tworzenie adduktéw | hemocyjanin u niektérych wolwa na metabolizm kon%érki oddechowego Zmow): Atakui
mate) ’ powodowa peroksydag DNA organizmoéw oraz piyw or_gamz_mow_). axu
tluszczow i tworzenie pigmentu oddechowego \liwaéalr(nalz sgrkgg_rupq
Q adduktéw DNA arboksylow faminovy
Q - — biatka w enzymach; usuwgj
= Skiadnik enzymow i L
o S . L fosforan ze zwizkéw lub
=)} hemocyjanin (u ] ] ) U samic skorupiakéw R .
> ¢ D Zwigkszone pobieranie ) ) . katalizup ich rozklad;
T dziesicionogéw; inne ) - . naraonych na dziatanie TBT : .
= Sk iaki skorupiaki nie posiadai Cd nastpuje ze Skfadnik wielu enzymow, stwierdzono: wywoluja reakcje redoks
0 oruplaxi upiaxi nie poslaca) wzgledu na brak bierze udziat w wielu wierczono. generujce reaktywne formy
m (widtonogi, hemocyjanin), wptywa na . « rozwoj cech naskich )
: . selektywnogi procesu | procesach ; - tlenu (RFT), jak np. [49-61]
krewetki, aktywnosc¢enzymatycza, - f ) * podwyzszony poziom ; ’
: . absorpcji Cu — Cd jest | enzymatycznych i . anionorodnik tlenowy &,
homary, kraby) | decyduje o prawidtowym ) ; androgenéw
) ] . pobierany w przypadku| metabolicznych . . nadtlenek wodoru (kD,),
przebiegu wielu proceséw niedoboru Cu « obnizony poziom estrogenu w rodnik hydroksylowy OH)
zyciowych (np. produkcja jaj, tkankach tlen sin )I/etow X(O")V%td !
wzrost organizmu). 9 Y 2 1td.
Szkartupnie E_Iement w!elu enzymow, Uczestniczy w reakcjach [49-52,
; bierze udziat w reakcjach .
(rozgwiazdy) biologicznych metabolicznych 58, 59]
Moze powodowé wycieficzeniu
organizmu, zmniejszenie
koordynacji, utrat apetytusmier¢; Se: bierze udziat w usuwaniu Hg
Ryby wplywa negatywnie na centralny z organizmu (jak u ptakéw).
(widcznik, ukfad nerwowy i uktad hormonalny . . Mn: Sktadnik wielu enzymoéw;
Q , : Powoduje zaburzenia L
g tunczyk, oraz prowadzi do zaburae behawioralne. wolvwak na regulowany metabolicznie
1S koryfena, Skfadnik wielu enzymow; Skfadnik wielu enzyméw; | rozmnaania, osmoregulacji, rzEvCie WZI"OStp r{:&f TBT: wywiera toksyczny [58,59,
2 dorada, cefal, regulowany metabolicznie regulowany metabolicznig orientacji, lokalizacji ofiary i ?netai:/)oliz’m' 2 'z'ki ¢ wplyw na: 62-73]
vz sardynkagledz, komunikacji mgdzy osobnikami . . W . « czerwone ciatka krwi, skrzela i
) ) nieorganiczne Pagakotworcze
szprot, dorsz, danego gatunku; powstaje watrobg,
krokodylec) metylor¢ (MeHg) rozpuszczalna * moze powodowa zanik
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Tabela 1. c.d.

76t oliwkowy)

przewlekte narzenie
moze zaburzé&
rozmnaanie, zaburza
reakcje estrogenne,
antyestrogenne i
endokrynne

metylorg¢ (MeHg) rozpuszczalna
tluszczach wykazuaga podobne
drogi akumulacji co zvazki
chloroorganiczne jak np. DDT

nieorganiczne Pagakotworcze

dimetyloarsynowy) bdace
metabolitami kwasu
dimetyloarsynowego (DMA) czy
dimetyloarsyny.

Ni: Powodujesmiertelnosé
zmniejsza tempo wzrostu
organizmu; w obecna$ miedzi
toksycznoséNi wzrasta.

Se: bierze udziat w usuwaniu Hg z
organizmu (jak u ptakéw).

Silne powinowactwo do grupy Zaleznosé
Sktadnik wielu enzymow; ‘ tiolowej (SH) kle’ratyn.y powoduje Se: Bierze udziat w mlq.dzy Zn-Cu-
regulowany metabolicznie; akumulacg w piérach; wptywa . ) .. | Hg: podobne
; . ] demetylacjiMeHg i w usuwaniugti )
wigzana przez eumelarin negatywnie na centralny uktad . ) drogi
: - . Z organizmu poprzez utworzenie ' .
(pigment) w pidrach, nerwowy i uktad hormonalny oraz . . . metabolizmu i
. L, : . Silne powinowactwo do grupy | nietoksycznego selenekct .
Ptaki (alka, akumulowana w piérach ze prowadzi do zaburZerozmnaania, - ) ’ - |. magazynowania
: - PR - . .| tiolowej (SH) keratyny (HgSe); selen pomaga w tworzeniu .
pterodroma, wzgledu na silne Wiazany przez osmoregulacji, orientacji, lokalizacj h I . ) : . tych metali;
) R L R powoduje akumulagjw piérach; | wykorzystaniu glutationu, ktéry R
burzyk, mewa, | powinowactwo do grupy Akumulowana z eumelaningpigment) w ofiary i komunikacji m¢dzy . : - : . Zaleznosé
. ) ) " L . . S . . . powoduje zaburzenia peni rok przeciwutleniacza oraz ] .
szablodziéb, tiolowej (SH) keratyny; wiekiem ze wzgldu na | piérach; Sktadnik wielu osobnikami danego gatunku; . . . ) migdzy Se-As i
; . D h ) 2 o behawioralne, wptywag na funkcje ochronnaprzed wolnymi
rybitwa, réwnomiernie rozmieszczona | powinowactwo do MT | enzymdw; regulowany akumulowana z wiekiem ze L . - i Se-Crw
P L . .| przezycie, wzrost, naukg rodnikami. .
kormoran, w tkankach mtodych ptakéw; metabolicznie wzgledu na powinowactwo do MT; A . S P nerkach: wana
N R metabolizm; zwdzki Mn: Sktadnik wielu enzymoéw;
burzyk) akumulowana z wiekiem ze usuwana w procesie linienia; ) ; . A rola Se w
. . N nieorganiczne Pmgakotworcze | regulowany metabolicznie ’
wzgledu na wysokie powstaje metyloe (MeHg) ) . magazynowaniu
) . Tlenek tri-n-butylocyny wywiera - "
powinowactwo do MT; rozpuszczalna w ttuszczach i detoksykacji
; . - : negatywny wptyw na A
nadmiar usuwany w procesie wykazupca podobne drogi s ) . AsiCr
A - L ptodnos¢i uktad immunologiczny
linienia akumulacji co zwgjzki
chloroorganiczne jak np. DDT
As: Nieorganiczne zwiki As s
toksyczne, zwikszaj ryzyko
E zachorowania na raka ptuc, skory,
4 watroby, nerek, pgherza
E Moze negatywnie moczowego; zwizki te zwikszap
@ wplywa¢ na DNA, ilo$¢ powstagcych nadtlenkow
£ RNA, syntez } tluszczow i wolnych rodnikéw,
I . Whplywa negatywnie na centralny . .
% rybosomu oraz me - wplywaja na spadek poziomu
& . ukfad nerwowy i uktad hormonalny RN ;
2 dezaktywowa wiele : selenu; zwizki organiczne As (np.
= . oraz prowadzi do zaburie ’
(o) . enzymow - " . . aresnobetaina, kwas
o Gady ¢otw . ; rozmnaania, osmoregulacji, Powoduje zaburzenia ]
= 3 . systemowych; posiada - " N ) . dimetyloarsynowy) mag
o = zielony, karetta, L orientacji, lokalizacji ofiary i behawioralne, wptywag na ;
> 3 .. wiasciwosci IS f ; L . wywotywaé efekty toksyczne np.
@ > z0tw . komunikacji mgdzy osobnikami przezycie, wzrost, naukg . :
N S szylkretowy teratogenne | danego gatunku; powstaje metabolizm; zwjzki DNA moze by niszczone przez
L X ! embriotoksyczne; ' ! wolne rodniki (jak np. nadtlenek
o
©
<
[S]
p}
~(.)
8
I
2
=
j=2
(e}

Ssaki (kotlik,
delfin Risso,
pregoboki,
ptetwal,
wieloryb
grenlandzki,
plywacz szary)

Regulowany przez mechanizn
homeostazy; wysoki poziom
Cu moz spowolnt ATPaz
sodowo-potasoww btonie
komoérkowej i moe

ograniczy modiwosé¢

regulacji potasu i rownowagi
osmotycznej; poziom Cu mez
wplyna¢ na absorpejinnych
metali

Regulowany przez
mechanizm homeostazy;
chroni przedswiatlem UV
niszcacym DNA

Whplywa negatywnie na centralny
uktad nerwowy i uktad hormonalny
oraz prowadzi do zaburae
rozmnaania, osmoregulaciji,
orientacji, lokalizacji ofiary i
komunikacji mgdzy osobnikami
danego gatunku; powstaje
metylort¢ (MeHg) rozpuszczalna
tluszczach wykazuga podobne
drogi akumulacji co zvazki
chloroorganiczne jak np. DDT

Powoduje zaburzenia
behawioralne, wplywaf na
przezycie, wzrost, nauké
metabolizm; zwjzki
nieorganiczne Pygakotworcze

Se: Chroni przedwiattem UV
niszcacym DNA; bierze udziat w
usuwaniu Hg z organizmu (jak u
ptakow).

TBT: Nagromadzenie przez ssaki
zwiazkéw butylocyny w vgtrobie i
nerkach moe powodowé obnizenie
odpornog¢i zwierzt

[50, 52, 53,
58-60, 62,
64, 74-78]
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Podstaw do klasyfikacji typow biowskanikbw mogi by¢ nastpujace parametry:
1. sposobu dziatania:
* biowskaniki/biomonitory procesu akumulacji zanieczyszgze
e biowskaniki/biomonitory do oceny efektow lub oddziatywania
zanieczyszczena fodowisko,
2. pochodzenia organizmow:
» aktywne biowskaniki/biomonitory,
e pasywne biowskaniki/biomonitory.
Kryteria jakie powinien speintda organizm (lub grupa organizméw) w przypadku
wykorzystania jako biowskaiki sa nastpujace:

* wzglednie osiadty tryb ycia wybranych organizmow,

» szeroki zasig wystpowania,

* duza liczebnosgopulacii,

» wzglednie dua tolerancja w stosunku do badanych zanieczydzcuetale aizkie,

Zwiazki organiczne),
» zajmowanie okrdonego poziomu troficznego,
» doskpnoséi tatwosé pozyskania materiatu do bada
Ssaki morskie, a wod nich foki szare z Baltyku, stanawe ostatnie ogniwo
tancucha pokarmowega $odatne na akumulowanie znacznychdiaganieczyszcze przez
co mog, by¢ wykorzystywane jako wskaiki poziomu skaenia danego obszaru. Oznaczanie
zawartogi zanieczyszczeodktadanych w tkankach i nadach fok w cigu dtugiego okresu
ich zycia, moz dostarcz§ cennych informacji o jakas srodowiska, ktorego asczescia.
Ze wzgkdu na moliwe réznice w dystrybucji zanieczyszazev ronych obszarach Morza
Baltyckiego, poziom zawartok ksenobiotykow w tkankach fok szarych reoby rézny.
Porobwnanie stopnia intoksykacji fok szarych z mgeh czsci Battyku by moze pozwoli

na ocer stopnia zanieczyszczenia tych rejonow.
3. Informacje o foce szarej

Foka szarghalichoerus grypusjrysunek 4) jest jednym z czterech gatunkow ssakow
morskich wystpujacych w Morzu Baltyckim. Pozostate dwa gatunki z hiagtizokowatych
to foka pospolita Phoca vitulina) i foka olaczkowana (Pusa hispida)oraz mogwin

(Phocoena phocoena) z rodziny waleni. Foka szara naturalniecpuyst w strefie

18



umiarkowanie zimnej i w obszarach subarktycznych w rejonie Oceanu Atlantyckiego i Morza
Battyckiego [79].

Samce foki szarejasznacznie wiksze od samic i masywniej od nich zbudowane.
Dlugos¢ ich ciatla stga 3 m, podczas gdy u samic jest to 1,7 -2,2 m. Wagacow
to 200 -300 kg, samic 100 -200 kg. Wierzch ciata ma baiemnoszar z szarobrunatnymi
lub czarnymi plamami i kleksami paej, spoéd jestzéttawobialy. Samice ss jasniej
ubarwione, a plamyasmniej wyrane. Glowa foki szarej ma ksztalt skowaty, a pysk jest
bardziej wydtuony niz u innych fok. Noworodki pokryteasbiatawym puchem nazywanym
lanugo.

Foka szara prowadzi przybeaey tryb zycia, hczy sk w niewielkie stada, jest
aktywna w dzié. Preferuje skaliste wybrza. Pltywajic porusza catym cialem, macha na boki
ogonem i konczynami tylnymi, ale przednie trzyma blisko tutovNa. lhdzie przemieszcza
sie wyginapc tukowato tutow. Przy wydostawaniwess wody nadd wykorzystuje ptetwy.

Pozywienie foki szarej stanowigtéwnie ryby — dorsze§ledzie, halibuty, tososie,
atakze bezkegowce [6]. Pokarm jest towiony wadznie w wodzie, zarowno w strefach

powierzchniowych, jak i na gbokosi do 130 m.

Rysunek 4. Foki szare w fokarium znajdeym sk przy Stacji Morskiej Uniwersytetu Gdakiego

w Helu.

W minionym stuleciu liczebnos¢populacji foki szarej w Baltyku ulegata
wielokrotnym zmianom. Na poatku wieku liczebnosépopulacji stigata prawdopodobnie
ok. 90 tys. osobnikéw, ale intensywne polowania sprawity,do konca lat czterdziestych
dwudziestego wieku zostata zmniejszona do ok. 20 tys. [80]. Polowania ustaty w trakcie Il
wojny swiatowej, ale liczebnosépopulacji spadata nadalzado lat siedemdziegiych.

Wowczas liczebnos¢ fok zamieszkujcych Morze Baltyckie nie przekraczata 4000
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osobnikéw, obecnie liczebnogdopulacji battyckiej fok szarych szacuje sia ok. 22 500

osobnikow.
4. Oznaczanie statych izotopow egla i azotu

Do oceny wplywu dziataln@é antropogenicznej na stan zdrowotny ssakow mdnskic
oraz zywotno$¢ populacji niezbgne jest uzyskanie informacji na temat meych drog
przemieszczania sizanieczyszczew ekosystemach morskich. Jednaetod pozwalagych
na poznanie powkan troficznych wsrodowisku, a co za tym idzie poznanie niw2go
przeptywu zanieczyszcaejest analiza statych izotopowegla i azotu (SIA). Naturalnie
wystepujace rémice w stosunkach poszczegélinych izotopéwgha (°C/HC) i azotu
(**N/*N) mog by¢ stosowane dosledzenia zwyczajéwzywieniowych i zalénosci
troficznych wysgpujacych w ekosystemach [81]. Zasada tej metody opietana tym,
ze izotopy wgla i azotu podlegaj procesowi frakcjonowania izotopowego pedry
poziomami troficznymi. Frakcjonowanie wynika z n® szybkog&i przemian
biochemicznych zachodeych w tkankach, gdylzejsze i bardziej mobilne izotopy reaguj
szybciej niz cigzsze i a fatwiej usuwane. Zjawisko to powodujge ckzszy izotop azotu
ulega wzbogaceniu, dgi czemu na podstawie stosunkiN/*“N mazna ocent pozycg
organizmu w facuchu pokarmowym. Im wAgj w piramidzie troficznej, tym wartosc¢
liczbowa tego stosunku jestekbza [82]. Natomiast w przypadkuwegla, stosunek ¢zszego
izotopu do 1ejszego zmienia sinieznacznie wzdtutzancucha pokarmowego i jest raczej
stosowany do badania preferengywieniowych badanych organizméw. W poréwnaniu
do wynikow badé tresci zotadkowej, ktére daj informacg tylko o ostatnio spoavanym
pokarmie, przeprowadzenie bada celu oznaczenia statych izotopow pozwala na oatie
rodzaj pokarmu byt przyswajany przez dany organizm przezszjupkres czasu. Skiad
izotopowy w organizmach znajdoych s¢ na pocatku tancucha pokarmowego roi sie
pomiedzy ekosystemami [83]. W obszarach o wysokiej proguRosci biologicznej
(np. strefa przybrzana i strefa podnoszeniagszimnych wéd morskichahg. upwelling),
zawierajcych substancje oghwcze, z wgkszych gébokosci na powierzchmi) wartosé
liczbowy stosunku™*C/**C jest zazwyczaj wysoka, natomiast w strefie pelagicznej i wodach
o silnej stratyfikacji, gdzie produktywnogést nizsza, wartosd¢ego stosunku jest niewielka.
Ponadto due rémice istniej pomidzy producentami ze wzglu na ich rozmiar i genetyke
duze rodiny, takie jak wodorosty czy trawa morska, posiadajeksza wartosc liczbowa
stosunkd®C’C niz organizmy wchodme w skiad fitoplanktonu. Mato intensywne
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mieszanie wéd i mata zawarto&€O, rozpuszczonego w wodach bentosowych wzmaga
intensywnoséprocesu gromadzeniaggszego izotopu wglach w organizmach naigcych

do peryfitonu. Nieznaczne zmiany w warto$tosunku eizszego izotopu wgla do kejszego

na wyzszych poziomach troficznych umloxiaja rozrézienie preferencjizywieniowych
danego osobnika (w organizmach ze strefy pelagicznej walitztiows parametrus™3C jest
nizsza nk w przypadku organizmow ze strefy przydennej) [&1], 8

Sredni wzrost wartasi liczbowej parametr'®C ze wzrostem poziomu troficznego

zostat oszacowany na ok. 1%, natomiast wzrost wairtiézbowej 5'°N waha st

w granicach 2-5 %0 poraidzy poziomami troficznymi [81].
5. Analiza specjacyjna

Katastrofy ekologiczne, jak te ktore mialy miejsce w zatobBnamata
czy wymieranie populacji ostryg, w zatoAecachon na potudniu Francji, w wyniku zatrucia
organicznymi zwizkami cyny zwrécity uwag naukowcow na zagrenie ptyrice ze strony
metali i ich zwhzkdéw. Stalo si jasne, ze toksycznos¢ mobilno$é biodostpnosé
I bioakumulacja metali zatg od form chemicznych oraz postaci fizycznych, wigakdany
pierwiastek wysipuje wsrodowisku. Na przykitad, nieorganiczne zmki arsenu g okoto sto
razy bardziej toksyczne hmiorganiczne pafzenia arsenu, a zwilaszcza arsen na trzecim
stopniu utlenienia, ktory posiada wtawosci rakotworcze [84]. Podobnie jest w przypadku
zwiazkéw chromu: C¥ jest uznawany za czynnik przyczyni@j sk do powstawania raka,
podczas gdy Cf jest zazwyczaj nieszkodliwy [85]. Odwrotna sytuacja jestciat ktorej
zarébwno zwizki nieorganiczne jak i organiczne sksyczne, jednak metylett powoduje
siiniejsze skutki toksyczne.

Oznaczenie poszczegolnych form, w jakich meggsipowa: metale wsrodowisku
stato sk modiwe dzieki analizie specjacyjnej. Termin ,specjacja” ma ssvgpocatki
w potowie lat sz&dziesatych dwudziestego wieku, kiedy pojawityegpierwsze publikacje
na temat specjacji. W artykutach tych opisywano techniki chromatograficzne, takie jak GC
i LC, stosowane do rozdzielania sktadnikow prébki oraz techniki spektroskopowe, takie jak
AAS i AES, wykorzystywane do identyfikacji poszczegolnych form metali [86, 87]. Jednak,
zanim to nagipito analityka specjacyjna byta kojarzona z biogewsltznym cyklem metali
w srodowisku wodnym. Na poatku lat pkcdziesatych rozroniano dwie formy metali —
metale zwizane z mateqi zawieszonai rozpuszczalne formy metali. W tej sytuacji
do rozdzielenia zawiesiny od fazy wodnej wystarczato przeprowadzenie procesu filtracji
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prébki wody przy uyciu filtra o érednicy poréw 0,45 um. Dalsze badania, szaane
z intensywnym rozwojem metod elektrochemicznych, umdty identyfikacje réznych form
w srodowisku wodnym — wolne jony metali i zyzki kompleksowe.

Wyniki bada prowadzonych nad mbwymi stanami rOéwnowagi pomdzy
organicznymi i nieorganicznymi jonami i ligandami, pokazaig, w srodowisku wodnym
istniep zrénicowane chemiczne formy metali [88].a8ttez, analityka specjacyjna znalazta
szerokie zastosowanie w obszarze lantksykologicznych, biologicznycBrodowiskowych
i zdrowotnych.

Nowe rozwhzania w zakresie aparatury pomiarowej i ragania metodyczne
umodiwity oznaczanie zawarta$ szerokiej gamy indywiduéw chemicznych, nie tylko
metali, ale rownie innych pierwiastkdw. Z powodu naptywu ogromnej dogpublikacji
z réznych dziedzin naukowych, obserwuje przejawy nietadu i nieporozunfielotyczcych
wiasciwego znaczenia terminu ,specjacja” i paranych z nim okrden.

Aby zapewnt jednolia nomenklatug, umodiwi¢ interdyscyplinara komunikacg
w zakresie specjacji, eksperci IUPAC opracowali i zaproponowakmaste definicje [89]:

I. Indywiduum @ng. chemical species specyficzna forma wygtowania pierwiastka
okreslona przez jego skitad izotopowy, elektronowy, stapitdenienia i/lub struktuy
czasteczkow lub kompleksow.

[l. Analiza specjacyjnaafg. speciation analysis- dziatalnoscanalityczna prowadza

do identyfikacji i/lub oznaczenia jednego lubeaej indywidudéw chemicznych w

badanej prébce.

ll. Specjacjagng. speciation) — wygpowanie danego pierwiastka w nych

indywiduach chemicznych w danym uktadzie.

6. Informacje literaturowe o procedurach stosowanych do oznaczania metali

cigzkich i zwigzkach metaloorganicznych w prébkach biologicznych.

Poskp w zakresie zdobywania informaciji o skladzie badangbiektéw materialnych
mozna uzyské poprzez:

. wprowadzanie do praktyki analitycznej nowych procedur unwaacych
wykrycie i oznaczenie w probkach o zémym skiladzie matrycy skladnikéw
wystepujacych na poziomieladow i ultragladéw [90], a take

. rozw@j technologii wytwarzania nowych generacji sfuz kontrolno
pomiarowego.
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Nalezy jednak pamgtaé, ze w obu przypadkach kluczowym zagadnieniem jestsciie
przygotowanie prébek do analizy. Bardzaesto jednak odpowiednie procedury graco-
i czasochtonne, a ponadto moby¢ zrodiem wielu bé¢ddéw [91]. Konieczne jest we
zastosowanie, oprocz zasad dobrej praktyki laboratoryjnej, rawodpowiednich naxgzi
do kontroli i zapewnienia jakae$ wynikow pomiaréw analitycznych (QA/QC) tak,

aby wyniki byty zrédtem miarodajnej informaciji a nie dezinformacj2]9
6.1. Pobieranie probek

W celu uzyskania miarodajnych wynikow oznatzeiezwykle wanym etapem
procedury analitycznej jest pobranie probki reprezentatywnej w stosunku do badanego
obiektu materialnego. Specjalseodki ostromnosci musz by¢ podgte nie tylko podczas
pobierania, ale réwnie w czasie transportu i przechowywania probek, zgg@yzemiany
chemiczne i fizyczne magprowadz¢ do strat analitdw. Dodatkowo w przypadku materiatu
biologicznego straty analitbw megrasapi¢c wskutek dziatania podwgzonej temperatury

lub aktywnogi mikrobiologicznej.

Poza mo#woscia wystapienia béddéw przypadkowych, w analizidadowej, istnieje
zwickszone prawdopodohistwo pojawienia si bltedow systematycznych, ktérycirddia
najczsciej] a1 zwiazane z [93]:

. procesami adsorpcji i desorpcji sktadnikédw prébki §wankach naczy (efekt
pamieci scianki),
. zmianami w sktadzie prébki wywotanymi przez dodawanie do prébkinyii

odczynnikOw na etapie jej przygotowania do analizy,

. oddziatywaniem skiadnikébw probek z powierzchnaparatury czy nacay
laboratoryjnych,
. wptywem czynnika ludzkiego.

Sposoby zmniejszania wptywu tych czynnikdw na wynik oznacdejmug miedzy innymi
wlasciwe przygotowanie nacay laboratoryjnych i urzdzean do pobierania probek.
W celu zminimalizowania zmian w sktadzie probki niedhe jest stosowanie dodatku
srodkéw stabilizugcych lub utrzymywanie prébki w niskich temperaturdezpoednio po

pobraniu [94].
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6.2. Przygotowanie probki

Etap przygotowania wraz z etapem pobierania prohekagstabszymi i najbardziej
czasochtonnymi ogniwami w procedurze analitycznej. khwsk, ze z tymi etapami ma
by¢ zwiazana wegkszos¢ bieddw jakimi obarczony jest koncowy wynik analizy. Ocenig si
ze mo@ one stanowd znacznaczesé catkowitego bd¢du jakim obarczoneaswyniki analizy
(rzedu 60 %). Operacje tey $0wniez praco- i czasochtonne. Ocenia,sie czas po#iccony
na wiasciwe przygotowanie probek do analizy necgtanowd nawet 70 % catkowitego czasu
analizy [92, 95, 96]. Dlatego tewtasciwe przygotowanie probki w znagzy sposob wpltywa
na miarodajnosdéizyskanych wynikow [97].

6.2.1. Oznaczanie form specjacyjnych metali

W przypadku oznaczania catkowitej zawadoénetali w probkach biologicznych
przygotowanie probki obejmuje jedynie proces liofilizacji i ewentualnie mineralizaciji.
Mineralizacja prowadzi do rozkfadu i utlenienia zekiéw organicznych zawartych w probce
do zwiazkOw prostych i przeprowadzenia prébki do roztwoRwoces ten zachodzi pod
wpltywem energii, np. cieplnej lub przez yweie odczynnika chemicznego, np. kwasu
lub stosujc oba te czynniki jednocgeie. Naley jednak pamita¢ réwniez o tym,
ze mineralizacja maz by zrodiem bedow systematycznych, ze wezdu na moliwosé
czesciowego rozktadu oznaczanego sktadnika lub wprowaidzeanieczyszchez kwasow

lub naczyt reakcyjnych. Znaneaslwie podstawowe grupy technik mineralizacji probek:

= mineralizacja na sucho: spopielanie, mineralizacja niskotemperaturowa w plazmie

tlenowej, mineralizacja w atmosferze tlenu, stapianie,
= mineralizacja na mokro: 2z zastosowaniem konwekcjonalnego ogrzewania,
z wykorzystaniem ultradvieckdw, promieniami UV, rozktad z udziatem kwasow wiéz
gazowej.
Etap przygotowania prébki w analizie specjacyjnej jest procesem bardzienyin
niz to jest w przypadku catkowitego oznaczania metaliejmuje rone etapy takie jak:

— mineralizacja (roztwarzanie probki),

— usuwanie lub maskowanie substancji przeszkadyel,

— ekstrakcja analitéw,

— oczyszczanie ekstraktu,

— derywatyzacja analitow,

— wzbogacanie analitow.
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Kazdy z tych etapow ma by prowadzony oddzielnie, ale corazetaej dazy sie
do taczenia kilku z nich w jedngpperacg. Pozwala to na skrécenie czasu calej procedury
analitycznej, zmniejsza ryzyko strat analitow, a &@kinniejsza mdiwos¢ zanieczyszczenia

probki, co ma szczegodlne znaczenie w analityad&w [98].
Wsepne przygotowanie probki do analizy specjacyjnej

Wstepne przygotowanie probek statych do dalszych etapinalizy specjacyjnej
obejmuje suszenie (najgxiej poprzez liofilizacje) oraz homogenizad)adanego materiatu
(z wykorzystaniem malzierza, specjalnych miynkéw lub wdzen rozdrabniajcych).

W przypadku analizy specjacyjnej probek biologicznych nidabe jest rownig
przeprowadzenie procesu uwalniania analitbw [99], ktére e&EE s zwiazane
z tancuchami biatek. Odpowiednia procedura wymywania igwval powinna zapewii
czesciowy rozktad matrycy badanego materialu bez zmifmyn chemicznych analitow
w nim zawartych. Do tego celu najsziej stosuje i

1. rozcieaczone kwasy (HCI, CECOOH) lub ich mieszaniny z alkoholami [100, 101],

2. alkoholowe roztwory wodorotlenkéw (NaOH, KOH lub TMAH) [102-107],

3. roztwory zawierajce enzymy (lipazy i/lub proteazy) [108, 109].
Proces roztwarzania matrycy prébki przebiega w znacznie tagodniejszych warunkach ni
mineralizacja, dziki czemu anality $ uwalniane w niezmienionej formie z zachowaniem

informacji specjacyjnej.
Ekstrakcja analitow

Ekstrakcja jest niezwykle viiaym etapem procedury przygotowania probki w analizie
specjacyjnej i stug ona médzy innymi do oddzielenia analitbw od matrycy i usunia
substancji przeszkadaajch. Niski poziom zawartef zwiazkdw metaloorganicznych
w probkach biologicznych sprawige w trakcie procesu ekstrakcji nastepuje rownei
wzbogacenie prébki w analit. Innym zadaniem ekstrakcji anlog zmiana matrycy przed
kolejnymi etapami przygotowania probki lub etapem oznaéoscowych [110]. Ekstrakcja
powinna by przeprowadzona w taki sposéb, aby oddgiehality od matrycy lub substancji
przeszkadzagych, ale bez zmieniania formy chemicznej analitow.

Dobér odpowiedniego ekstrahenta zgleod kilku czynnikdéw. Jako najwaiejsze
nalezy wymieni:

e rodzaj analitow,
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« charakter probki.

e dostpny sprzt analityczny.

W przypadku specjacji stabo polarnych organicznychazikdw cyny, takich jak TBT,
powszechnie stosowane ®iastpujace rozpuszczalniki: heksan [111, 112], benzen [113],
toluen [114], pentan [115] czy dichlorometan [116]. Spadelciilgéup organicznych przy
atomie cyny i zwgkszanie charakteru jonowego asteczki analitu powodujeze sita
oddziatywa analit-matryca rasie. Przektada sito na trudnosi z ilosciowa ekstrakcy mono-

i dibutylocyny. W celu zwikszenia wydajnad ekstrakcji stosuje si bardziej polarne
rozpuszczalniki oraz odczynniki komplekscg, takie jak tropolon
czy dietyloditiokarbaminian sodu [117-119]. Odczynniki te tworz analitami niepolarne
kompleksy tatwo przechodee do fazy organicznej, przez co zksza st odzysk analitow
[98].

Do ekstrakcji organicznych zawakéw rieci bardzo cgsto stosowana byta metoda
opracowana w latach 60 XX wieku przez Westd0 [120]. Polegata ona na konweszjkawi
rteci do ich chlorowanych lub bromowanych pochodnydtl@avych RHgX (X=ClI lub Br),

a nas¢pnie ekstrakcji tych pochodnych analitbw do fazyamigznej (benzenu). W celu
wyeliminowania innych zanieczyszazerganicznych rozpuszczalnych w benzenie konieczne
byto przeprowadzenie MeHglo fazy wodnej z jednoczesnym kompleksowaniem z cystein
Przed koncowym oznaczeniem z wykorzystaniem chromatografizowgej naleato
przeprowadzi reekstrake analitbw do fazy organicznej kompatybilnej z wybnan
detektorem. W chwili obecnej stosowang r®zne modyfikacje tej metody. Najexiej
uzywanymi rozpuszczalnikami organicznynait®luen, di- i trichlorometan lub metanol [121-
125]. W literaturze mzna znale¢ rowniez informacje na temat stosowania wstecznej
ekstrakcji analitéw z fazy organicznej do fazy wodnej w celu wzbogacenia i/lub oczyszczenia
probki w obecnasi cysteiny lub tiosiarczanu sodowego [125, 126].

Na skutecznosprocesu ekstrakcji analitdw z probek charakter@gh se¢ ztozonym
sktadem matrycy ma wplyw czas i temperatura trwania procesu, a fadarnosci sktad
ekstrahenta oraz obecno&ubstancji kompleksggych. Coraz oZciej wykorzystuje si
w praktyce analitycznej takie techniki ekstrakcji, w ktérej zastosowanie zaajddptkowe
czynniki (takie jak ultradwicki, promieniowanie mikrofalowe lub podwszone cinienie),
ktore wptywap korzystnie na efektywnos@rocesu ekstrakcji. Zwkszap one wydajnosé
ekstrakcji, jednak w przypadku ich stosowania mglezwrdécé uwag na moHwoSE

czesciowego rozktadu analitow, a takzna moliwos¢ zwigkszenia stzenia substancji
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przeszkadzagych w probce. W tabeli 2 przedstawiono informacjenajwazniejszych
technikach ekstrakcji metylaxti i tributylocyny z probek biologicznych.

Derywatyzacja

Najczsciej stosowane procedury w analizie specjacyjnepzarne § z chromatograficznym
rozdzielaniem analitow i ich oznaczaniem za pogozutego i selektywnego detektora
(spektrometr atomowy, emisyjny lub detektor mas). Tak jak wybor procedury przygotowania
probki zaley od rodzaju matrycy w jakiej wygbuja anality, tak wybér techniki rozdzielania
zalezy od wiaciwosci fizyko-chemicznych analitu (tj. lotnoi tadunku, polarnas).

Z tego wzgédu chromatografia gazowa znalazta zastosowanie dalzielania
zwiazkéw lotnych (lub takich, ktére moa przeprowadzi w lotne i stabilne), stabilnych
termicznie i obajtnych (w postaci citeczkowej) [127]. Natomiast chromatografia cieczowa
jest odpowiedni technika do rozdzielania pozostatych zkow [128].

Gtébwnym zadaniem etapu derywatyzacji analitow jest zapewnienid¢iwoégi ich
ilosciowego rozdzielenia w przypadku, gdy stosuje t@chnike chromatografii gazowej
na etapie rozdzielania i oznaczania analitow.¢cRAZ0s¢ zwiazkOw metaloorganicznych
wystepuje wsrodowisku w formach jonowych, niestabilnych termiezno niskiej lotnogi,
ktore wykazug witasciwosci polarne. Proba rozdzielenia tych zmkoéw z wykorzystaniem
uktadéw chromatograficznych stuzgch do rozdzielania substancji niepolarnych enoz
doprowadzé do uszkodzenia kolumny ze wzdu na moliwos¢ sorpcji polarnych substanciji
na miejscach aktywnych kolumny. Dodatkowo jonowa forma analitbw przyczygria si
do ogonowania pikéw, co mezutrudnig& ich interpretagj [129]. Z drugiej jednak strony w
trakcie derywatyzacji ma nasipi¢ niezamierzone zanieczyszczenie prébki, adagtraty
analitow na skutek niecatkowitego przebiegu reakciji.

W przypadku chromatografii cieczowej derywatyzapyzeprowadza sinie tylko
w celu utatwienia rozdzielania analitéw, ale rownpe to, aby umdiwi ¢ wykrycie analitow
i/lub zwigkszy¢ czutos¢ oznaczé koncowych [130].

Wprowadzenie etapu derywatyzacji analitdw do odpowiedniej procedury analitycznej
jest pomocne rowniew przypadku wzbogacania analitoiw w probce czy dezyszczania
ekstraktu. W analizie specjacyjnej zwkdéw metaloorganicznych derywatyzacja powinna by
przeprowadzona w taki sposob, aby zapéwmiworzenie lotnej i stabilnej formy analitu przy

zachowaniu oryginalnych wkan metal-wegiel.
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Tabela 2. Informacje literaturowe o najwaejszych technikach ekstrakcji , derywatyzacji i wzbogacania pochodnygcito+ti cynoorganicznych z prébek biologicznych

Analit Rodzaj probki Warunki ekstrakciji Derywatyzacja/oczyszczanie/wzbogacanie Literatura
Kwasowe roztwarzanie matrycy z wykorzystaniem mieszaniny Ekstrakcja wsteczna z wykorzystaniem odczynnika kompleksgp
Ryby KBrO/KBrO4/CuSQ, nastpnie ekstrakcja analitow z (Na:S,05), ekstrakcja analitéw do fazy organicznej z wykorzystaniem [131]
MeHg, EtHg wykorzystaniem ChLCl, CuCL+CH,ClI,
Zasadowe roztwarzanie matrycy przyyciu NaOH (18%), Derywatyzacja przyiyciu NaBPh, wzbogacanie analitéw z
DORM-2 S 2 d 2 o . [130]
przeniesienie analitbw do metanolu wykorzystaniem techniki wymywania i wylapywania (purge-and-trap)
Kwasowe roztwarzanie matrycy z wykorzystaniem mieszaniny
MeHg Ryby KBrO/KBrOs/CuSQ,nastpnie ekstrakcja analitow z Ekstrakcja wsteczna z I-cystai(il,5% wi/v) [132]
wykorzystaniem toluenu
Kwasowe roztwarzanie matrycy zyciem mieszaniny HCI/MeOH |i : L . . .
MeHg, EtHg, Zoobentos dodatkiem kwasu cytrynowego (w celu maskowania jonéi) Fe Ekstrakcja analitow do faz_y stalej (C18) z wykorzystaniem odczynrika [133]
PhHg L kompleksugcego (2-merkaptoetanolu)
wspomagane eneegmikrofalows.
. Kwasowe roztwarzanie matrycy z wykorzystaniem mieszaniny . . . .
MeHg Watroba foki . KBrO/KBrOs/CuSQ, ekstrakcja analitow do fazy organicznej Ekstrakcja wsteczna z \{vykorzys,tanlem odczynnl_ka kolmpIlegp [134]
obraczkowanej . . . (Na,S,05), ekstrakcja analitéw do fazy organicznej (toluen)
(mieszanina dichlorometan-heksan)
DBT, TBT, . . . Odparowanie ekstraktu do sucha w strumieniu azotu, ponowne
DPhT, TPhT Ostryga Ekstrakcja z octanem etylu i wodnym roztworem NaCl i HCl rozpuszczenie w metanolu, ekstrakcja analitow do fazy statej [135]
Ekstrakcja z mieszanirkwasu octowego i metanolu wspomagana
promieniowaniem mikrofalowym
Ekstrakcja z wodnym roztworem TMAH wspomagana
MBT, DBT, CRM-477 promieniowaniem mikrofalowym . .
TBT (tkanka maty) | Enzymatyczny rozkiad probki (mieszanina lipazy i proteazy)ita Derywatyzacja z wykorzystaniem NaBEt [136, 137]
termostatycznej wspomagana wysaniem
Ekstrakcja z mieszanirkwasu octowego i metanolu wzta
termostatycznej wspomagana wysaniem
MBT, DBT, Jednoczesna derywatyzacja (z wykorzystaniem NgBEkstrakcja (z
TBT, MPhT, Migsnie ryb Ekstrakcja z KOH w tani termostatyczne; ywalyzacja (z wykorzy ) [104]
izooktanem)
DPhT, TPhT
Dodanie wody, kwasu octowego i chlorku sodu i ekstrakcja analitow z
MBT. DBT uzyciem mieszaniny tropolon-toluen, odparowanie ekstraktu w strumjeniu
TiST ' | Watroba biatuchy Ekstrakcja z TMAH azotu i rozpuszczenie pozostatow heksanie, derywatyzacja z [138]
odczynnikiem Grignarda (bromek etylomagnezu), oczyszczanie na

kolumience z wypetnieniemzelu krzemionkowego




Do najczsciej stosowanych technik derywatyzaciji w przypadgacgacji reci i cyny
naleza [139]:

- derywatyzacja za pomgodczynnikdéw Grignarda,

- generowanie wodorkow przy yiu borowodorku sodu,

- tworzenie lotnych zwizk6w z wyciem alkiloboranéw sodu.

W tabeli 3 zestawiono najwmiejsze informacje o wadach i zaletach wymienionych

technik derywatyzacji stosowanych w analizie specjacyjnejzkéiw metaloorganicznych.
Wzbogacanie analitéw i oczyszczanie ekstraktow

Organiczne zwizki metali zazwyczaj wyspuja w prébkach biologicznych na bardzo
niskich poziomach sten, dlatego te konieczne jest stosowanie etapu wzbogacania awalitd
w prébce w celu obiaenia wartogi granic oznaczalnos. Proces ten polega na zkszaniu
stezenia analitow w probce, tak aby detektor o ékneej czuto€i mogt dostarczy
miarodajne informacje na temat ich zawacio$ Niestety jednoczmie z analitami
wzbogacaniu magulega& réwniez substancje mage zakidca proces rozdzielania i detekcji
analizowanych zwjzkéw. Bardzo czsto substancje te wygtuja w probce w dua wigckszych
ilosciach ni te, ktére chcemy oznaczy Stwarza to potrzeb@czyszczania ekstraktow,
CO zazwyczaj jest przeprowadzane rowndniez etapem wzbogacania.

Wybér sposobu wzbogacania analitow uzaieny jest zaréwno od pogtkowego ich
stezenia w prébce oraz od rodzaju detekcji w danej piocee analitycznej. Do tego celu
najczsciej stosuje i jedna spogod wielu technik ekstrakcji. Najwkszym powodzeniem
cieszy s¢ ekstrakcja ciecz-ciecz (LLE) ze wedlu na uniwersalnosétatwosé wykonania,
niski koszt i stosunkowo wysokie wspotczynniki wzbogacenia. Jednak zpaweada tego
sposobu wzbogacania analitow jesywanie znacznych ilad rozpuszczalnikéw, ktore mag
by¢ szkodliwe dla zdrowia, a przy tym ich oczyszczahid utylizacja jest trudna
i kosztowna.

Inng technikawzbogacania analitow jest ekstrakcja do fazy s{&BjE). Wykorzystuje
siec w niej rénego rodzaju zkm o silnie rozwinitej powierzchni pokrytej zwizkami
z polarnymi grupami funkcyjnymi. Do najexiej stosowanych sorbentéw najetlenek
glinu, zel krzemionkowy iFlorisil [141]. Wykorzystanie r@ic powinowactwa analitow
I substancji przeszkadaaych do powierzchni zi@ pozwala na przeprowadzenie

jednoczesnego oczyszczania i wzbogacania.
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Tabela 3. Informacje o0 najegciej stosowanych technikach derywatyzacji w analizie specjacyjnejzkdiv metaloorganicznych

Derywatyzacja gg%i?/vr\lﬁi?(? Zalety Wady Literatura
- nietrwatc¢ utworzonych pochodnychediowych
- fatwos¢ i szybka¢ wykonania (reakcja przebiegasvodowisku ;ijZI'WOSC.ZﬁChOdZ.ema reakcji
_ wodnym) ysproporatlznowggl?( o
Generowanie NaBH,;, KBH, - mozliwo $¢ oznaczania zwezkow tworzcych lotne wodorki - W przypadku probek o ztonym skiadzie [138, 140, 141

wodorkéw

- mazliwo$¢ jednoczesnego oznaczania zkdéw cynoorganicznych
z grupami metylowymi i butylowymi

matrycy (dua zawarté¢ jondw innych metali,
substancji humusowych i ttuszczéw) mog
wystapi¢ problemy z wydajnécia generowania
wodorkow i powtarzalnicia wynikow

I

Alkilowanie (przy
uzyciu zwiazkdw
Grignarda)

R'MgX, gdzie R' to
grupa metylowa,
etylowa, propylowa,
butylowa, heksylowa
lub fenylowa

- tworzone g stabilne i lotne pochodne analitéw
- szeroki wybor odczynnikéw do derywatyzaciji
- uniwersalnéé

- dwza wydajnd¢ reakcji

- praco- i czasochtondé ze wzgtdu na
koniecznd¢ prowadzenia reakcji irodowisku
bezwodnym (ekstrakty przed derywatyzaejusz
zost& osuszone i/lub przeniesione do innego
rozpuszczalnika)

- po derywatyzacji konieczne jest usoié
nadmiaru odczynnika magnezoorganicznego

- zwiazki magnezoorganiczne ghie reaguj z
siarka elementara obecr w prébce, tworgc
pochodne mogee zakidca proces detekcji
pochodnych cynoorganicznych (prziyaiu takich
detektoréw jak FPD czy MS)

[142]

Alkilowanie (przy
uzyciu
alkiloboranéw)

NaBEtu, NaBPg,
NaBPh

- mozliwo$¢ przeprowadzenia ekstrakcji i derywatyzacji w tym
samym czasie, co znacznie skraca etap przygotowania probki

- tworzone pochodneydrwate chemicznie i umiarkowanie lotne,
dzieki czemu maliwe jest ich rozdzielenie z wykorzystaniem
chromatografii gazowe;j

- mata wraliwos¢ na obecn& jonéw metali, biatek, ttuszczéw czy
substancji humusowych, przez cozady stosowana przy analizie
prébek rénego pochodzenia, w tym prébek biologicznych

- mazliwo$¢ jednoczesnego oznaczania organicznychzwiw cyny,
rteci i otowiu

- propylowanie umgiwia jednoczess specjaci pochodnych
etylowych i butylowych zwizkéw metaloorganicznych bez utraty
informacji o poszczegolnych formach pierwotnie obecnych w prg

- mata liczba odczynnikéw do derywatyzacji
dostpnych handlowo

- w wyniku reakcji poszczegoélnych organicznyg
form otowiu z NaBEj tracona jest informacja
specjacyjna poniewgoowstaje ten sam produkt,
czyli PbEL; podobnie jest w przypadku
derywatyzacji nieorganicznych zygkow rici i
etylorteci, obie formy tworz ten sam zwizek,
HgEL

- NaBPh jest selektywny tylko w stosunku do
zwiazkow ricioorganicznych

- kosztowna i skomplikowana synteza NaBPr

Eegawia,ie nie jest on zwizkiem dostpnym
omercyjnie

h

[98, 143-148]
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Ekstrakt zawieracy anality przenoszony jest na czoto kolumieize ztzem sorbent,
anastpnie anality § wymywane z uyciem niepolarnego rozpuszczalnika (heksan, o
etylu, eter etylowy lub ich mieszaninyTechnikata cechuje si wysokimi wartociami
liczbowymi wspoiczynnikw wzbogacenia i selektywnoi&q, a takie modiwoscia
automatyzacji. Z drugiej jednak strony wymagaksizych naktadow finansowyc

W ostatnich latach z uwagi na dbatad&rodowisko mona zaobserwowadazenie
do stosowania tzw.iglonych technik przygotowania prébek.a&ttez naspit gwattowny
rozwoj technik mikroekstrakcyjnych. Moa tu zaliczy: mikroekstrakej do fazy stacjonarne
(SPME), mikroekstrakej do fazy ciektej (LPME), ekstrakgjz zastosowaniem wiragego
elementu scyjnego (SBSE), mikroekstrakcj do pojedynczej kropli (SDME
Charakteryzyj sic one znikomym ugciem rozpuszczalnikéw lub catkowitym ich braki

6.3. Rozdzielanie zwijzkdéw metaloorganicznyct

W analizie specjacyjnej, gdzie poziomyzsh analitow w prébkah srodowiskowych
sa bardzo niskie, w celu uzyskania miarodajnych wynikOw nidme jest zapewnien
odpowiedniej czutadi i selektywnogi. W tym celu stosowane sechniki hczone, ktéredcza
technike rozdzielania (najegciej GC lub LC) z czutym i seleywnym detektorem. Po r¢
pierwszy takie paiczenie zostato wprowadzone na przetomie lat 70 i 80 ubiegtego °
[149, 150]. Na rysunku Horzedstawiono klasyfikagj najczsciej stosowanych techn

rozdzielania w analizie specjacyjr

Techniki
rozdzielania

I
I l I

Chromatografia

P— HPLC Elektrochromatografia
— kolL{m}na_z | znormalnym I CZE
uepeuemen uktadem faz
——  kolumna kapilarna , — CEC
| zodwroconym
uktadem faz
kolumna

wielkokapilarna — MEK

——  par jonowych

—  jonowymienna

Rysunek 5 Klasyfikacja najbardziej popularnych technik rozdzielania analitovanalizie
specjacyjnej.
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W tabeli 4 przedstawiono informacje o napmeejszych zaletach i wadach technik

rozdzielania analitow stosowanych w analityce specjacyjneizkéw metaloorganicznych.

Tabela 4. Zalety i wady technik rozdzielania stosowanych w analizie specjacyjnajgkdwi
metaloorganicznych

Techniki
rozdzielania

Zalety Wady Literatura

- fatwos¢ taczenia z rénymi
detektorami,

- wysokie whasnéci rozdzielcze
Chromatografia | - mazliwo$¢ osihgniecia bardzo niskich
gazowa granic wykrywalngci

- etap derywatyzacji unitiwia

- konieczné¢ stosowania

derywatyzacji analitow, co
wydtuza etap przygotowania | [139, 151]
prébki i zwieksza ryzyko strat

stosowanie tej techniki do rozdzielania analitow
szerokiej gamy zvazkOw
- przydatna do rozdzielania zyzkéw,
ktére charakteryzujsic wysoky
temperatu wrzenia i nie mog by¢
przeksztalcone w lotne pochodne
- szeroki wybor rénych rodzajow
chromatografii cieczowej czyn |
technilq bardzo wszechstroanktéra - wysokie wartéci granicy
. umazliwia rozdzielanie stabo lotnych wykrywalnasci [98, 136,
Chromatografia o : L . . .
_ zwiazkOw 0 matej tak jak i diej masie | - wysokie koszty aparatury i 139, 142,
cieczowa . . :
czasteczkowej problemy zwizane z4czeniem | 152-156]
- oskgniccie lepszej rozdzielcZoi tej techniki z detektorami

pikbw mazna osigm¢ zaréwno poprzez
dob6r odpowiedniej fazy stacjonarnej jak
i modyfikacje fazy ruchomej

- brak konieczng&i przeprowadzania
derywatyzaciji przed etapem rozdzielenia
analitow

- w celu osignigcia niskiej
granicy oznaczalrigi
konieczne jestaycie
wysokoczutego detektora (np.
ICP-MS lub MS-MS) ze
wzgledu na bardzo mat
objetos¢ probki jalka mozna
analizowd

- trudnagci w uzyskaniu dobrej
powtarzalndci

- wlasndgci rozdzielcze zblione do
chromatografii gazowej

- szybkd¢ przebiegu analizy

- mozliwo$¢ jednoczesnego oznaczanig
analitow wystpujacych na rénych
stopniach utlenienia

Elektrochromatog

afia [157, 158]

6.4. Techniki oznaczé koncowych

Wybor techniki detekcji analitow zatg od formy chemicznej w jakiej dany analit
wystepuje oraz od zastosowanej techniki rozdzielania.ePrbardzo dlugi okres czasu

najcketniej stosowanymi, ze wzgdu na wysokaselektywnosc¢i czutosé byty techniki
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spektroskopii atomowej. Trzy rodzaje spektroskopii — absorpcji atomowej, emisyjnej
i fluorescencyjnej — byty z powodzeniem stosowane jako selektywne detektoryezguu

z GC lub LC do specjacji zwikdw metaloorganicznych [136].

Modyfikacje juz znanych technik oraz nowe rozwania konstrukcyjne w zakresie
technik spektroskopowych sprawity ogromny wzrost zainteresowania w stosunku
do spektrometrii mas z plazmvzbudzanandukcyjnie (ICP-MS) lub atomowej spektrometrii
emisyjnej z indukcyjnie ogniskowan plazmy (ICP-AES). § to techniki uniwersalne,
charakteryzujce st wysoka czutoLia i selektywnogia, stosowane zaréwno w analizie
specjacyjnej organicznych zwikdéw metali oraz przy oznaczaniu catkowitej ich ze&gi.
Dodatkowg zalet stanowi moliwos¢ jednoczesnego oznaczania wielu pierwiastkéw. Latwo
mozna dotrzé do informacji literaturowych na temat ICP-MS ze Verly na weksza czutosé
niz ICP-AES [141]. Wrod literatury naukowej maa znale¢ doniesienia na temat
opracowania technikiagtzenia tego sposobu detekcji z¢kgzogcia stosowanych technik
rozdzielania (GC-ICP-MS, LC-ICP-MS, CE-ICP-MS) [159-161]. W gpekniu
z chromatografi gazow swoje zastosowanie znalazt rownieetektor emisji atomowej
z mikrofalowo wzbudzagnplaznmy (MIP-AED) [162].

Oprocz wymienionych waej istnieje réwnie wiele innych technik stosowanych
do oznaczania réwch pochodnych metaloorganicznych. Zaliczy moina spektrometry
mas z réaymi sposobami jonizacji: jonizacja strumieniem élekéw (ESI), MALDI, APCI
i APPI. Najbardziej popularntechnikaz tej grupy jest ESI, ktora nale do tzw. tagodnych
technik jonizacji, generagej jony bez znaerej fragmentaciji. Jestrodtem dokladnej
informacji na temat masy i strukturyasteczek wysfpujacych w probce na bardzo niskim
poziomie sgzen, przez co jest technikktdéra jest powszechnie stosowana w laboratoriach
analitycznych.

Istniep rowniez specyficzne detektory o dej czutogi, ktére @ stosowane
do oznaczania konkretnych zwkoéw, jak na przyktad detektor fluorescencji atompwe
stosowany w specjacji zw#kOw rkci czy tez ptomieniowo-fotometryczny wivany
do oznaczania pochodnych cynoorganicznych [163, 164].

W tabeli 5 przedstawiono informacje o technikaghzébnych wykorzystywanych
w analizie specjacyjnej metyledi i tributylocyny w probkach biologicznych z uzyskeni

dla tych pohczen wartociami granic wykrywalnéci.
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Tabela 5. Informacje o technikachckonych stosowanych w analizie specjacyjnej pochodnych
rtecio- i cynoorganicznych w prébkach biologicznych

T Technika Technika : - -

Rodzaj probki rozdzielania detekgji Granica wykrywalnosci Literatura
Tkanka ryby GC ECD 7 ng/g (dla MeHg) [128]
Zooplankton GC AFS 2,12 ng/g (dla MeHQ) [165]

0,5 pg (dla MeHg)
Owoce morza GC ICP MS 1.0 pg ( dla EtHg) [166]
0,2 ng/g (dla MeHg,)
Tkanki ptakéw HPLC CVAFS 0,06 ng/g (dla PhHg) [163]
0,12 ng/g (dla EtHg)
Tkanka ryby HPLC ICP-MS 0,025 pg/g (dla MeHg) [167]
Tkanka ryby GC MS 0,037 g/g (dla MeHQ) [168]
0,7 ng/g (dla MBT), 1,2 ng/g
Skorupiaki GC ICP-MS (dla DBT) 1,3 ng/g (dla [169]
TBT)
2 ng/g (dla TBT)
Tkanka ryby GC FPD 2 ng/g (dla DBT) [104]
5 ng/g (dla MBT)
0,19 ng (Sn)/g (dla TBT)
Matze GC ICP-MS 0,1 ng (Sn)/g (dla DBT) [132]
0,26 ng (Sn)/g (dla MBT)
6,2 ng (Sn)/g (dla TBT)
Watroba mofwina GC FPD 7 ng (Sn)/g (dla DBT) [164]
10 ng (Sn)/g (dla MBT)

II. CEL | ZAKRES PRACY

Stansrodowiska morskiego w skali globalnej jak i stan zzegoIinych ekosystemow
morskich jest zagrany przez emisj szerokiego spektrum substancji organicznych i metal
Pomimo podijtych szeregu przedsizi¢¢ zarowno organizacyjnych jak i technologicznych
w celu ograniczenia ila@$ ksenobiotykow wprowadzanych doodowiska, problem ten jest
nadal aktualny ze wzgtlu na duzatrwatos¢ niektérych zanieczyszcadub produktow ich
degradacji. W zwjzku z dazniem do coraz doktadniejszego poznania stanu pegabtrg/ch
elementowsrodowiska i ekosystemow niezlire wydaje i prowadzenie prac badawczych
ukierunkowanych m.in. na:

. opracowanie  nowych  procedur analitycznych  stanoydh narzdzia
do uzyskiwania miarodajnych informacji o stanie poszczegdlnyefticarodowiska

i ekosystemoOw oraz procesdw w nim zachggzh,
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. poszukiwania organizmow biowska@kowych, ktore moma by wykorzysta
do oceny stopnia antropopresji danego ekosystemu poprzezeapailzek tkanek

I naradow tych organizmow pod kam obecnasi roznych ksenobiotykow.

Foki szare jako ostatnie ogniwontaucha pokarmowego w Morzu Baltyckim, a takz
ze wzgkdu na dlugi okreszycia i diugi biologiczny okres poftrwania zanieczggeh sa
podatne na akumulowanie w swoich tkankach znacznycti t6znorodnych ksenobiotykdw,
przez co podjto prébe okreslenia ich zdolnogi biowskanikowych do oceny stopnia
zanieczyszczenia Morza Baltyckiego. W tym celu badania zostaty ukierunkowane

na oznaczanie zawarts

. metali ciezkich i innych pierwiastkdw w probkachatvoby fok szarych pobranych
od osobnikéw, ktore zostaty mdercone jako przytdw, martwe wyrzucone
na brzeg lub odstrzelone,

. statych izotopéw wgla i azotu w celu oceny skfadu diety pokarmowej fok

szarych.

Ze wzgkdu na duzatoksycznoséorganicznych zvazkOw rieci i cyny istnieje potrzeba
ich monitorowania w rinych sktadnikach ekosysteméw morskich. Wymaga taagwania
nowej procedury, ktéra umbiwi jednoczesne oznaczanie metytmiti wybranych zwizkéw
Z grupy cynoorganicznych w prébkach o skomplikowanym sktadzie matrycy, jak np. tkanka

watroby. Gtéwnym celem tej e&ci bada byta proba opracowania:

. optymalnych warunkéw przygotowania prébektmby,
. optymalnych warunkéw oznaczd&oncowych z wykorzystaniem techniki GC-MS
oraz

. okreslenie podstawowych parametréw walidacyjnych proceshalitycznych.

Zastosowanie zaawansowanych technik chemometrycznych i sztucznej inteligencji
do obrébki wieloparametrowych zbiorbw danych pomiarowych uimbz zbadanie
potencjalnych zaleosci wyskpujacych medzy zmiennymi. Oceniony zostanie wptyw
obszaru bytowania, sktadu diety czy twieku danego osobnika na poziom zanieczyszcze

obecnych w badanym organizmie.
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CZESC DOSWIADCZALNA

Aparatura i odczynniki

1.1.

foczej

1.1.1.

1.1.2.

Oznaczanie zawarto§i pierwiastkow sladowych w probkach watroby

Odczynniki i wzorce

kwas azotowy (Suprapur), 65 % — firrivkerck (Niemcy)
L-cysteina, 98 % — firmélacalaiTesque, IndJaponia)
dodatek B — firma WakoPureChemicallndustries, Ltd. (Japonia)
dodatek M — firma POCKPolska)
roztwor buforowy, pH = 7,00 + 0,05 — firma POCh (Polska)
wzorce:
* MSHG o0 stzeniu 100 pg/g w HCI dla Hg - firma
InorganicVentures, Inc. (USA)
* roztwér wzorca wielopierwiastkowego do ICP-MS @zshiu
1000 mg/cmi (W rozcigiczonym kwasie azotowym) — firma
Merck (Niemcy)
certyfikowane materiaty odniesienia:
* NIST 1577b: calkowita zawartospierwiastkbw w vgtrobie
bydlecej — firma NST (Gaithersburg, MD, USA)
* BCR-463: re¢ catkowita i metylor¢ w tunczyku — firma RMM,
(Geel, Belgia)
« ERM-CE278: calkowita zawartosgpierwiastkbw w tkankach
malzy — firma IRMM, (Geel, Belgia)
« DORM-2: ri¢ catkowita i metylorg¢ w tkance ryby — firma
NRCC(Kanada)

Sprzet laboratoryjny i aparatura

mozdzierz agatowy — firma GGiese KG. (Niemcy)
kolbki 0 obj. 25 cri— firma Brand (Niemcy)
pipety automatyczne (poj. 20-200 pL i 100-1000 pL) — firma Brand (Niemcy)
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1.2.

1.2.1.

1.2.2.

todeczki porcelanowe — firma Nippon Instruments Corporation (Japonia)
waga elektroniczna — firma Sartori@idiemcy)

dejonizator wody Millipore — firmaMilli-Q Water Purification System (USA)
liofilizator, pojemnosc¢6 L — firma LABCONCO(USA)

mineralizator mikrofalowy — firmavilestone Ultra Clave, EML%Leutkirch,
Niemcy)

piec do wypraania tédek ceramicznych — firntéeraeus(Niemcy)

analizator rgci MA — 2000 — firma Wopon Instruments Corporation (Japonia)
spektrometr mas z jonizacjw plazmie indukcyjnie spezonej (ICP-MS),

model Finnigan Element 2 — firma ThermoScieni@remen, Niemcy)
Oznaczanie statych izotopdw wgla i azotu w prébkach watroby foczej
Odczynniki i wzorce

chloroform (cz.d.a.) — firma Merdiiemcy)
metanol (cz.d.a.) — firmilerck (Niemcy)
kwas solny (cz.d.a.) — firma Mer¢Kiemcy)
nadchloran magnezu (do analizy elementarnej) — firma Matiekncy)
wzorce i materiaty odniesienia:
* laboratoryjny materiat odniesienia do wewm@e] kontroli
(pstag) — przygotowany w Institute of Energy Technology,
Norwegia
o USGS-24 (grafit) — firma IAEA (Austria)
* V-PDB (pierwotny materiat odniesienia - wzorzec statgdlan)
dla wegla i tlenu) — firma AEA (Austria)
* |AEA-N-1i IAEA-N-2 (siarczan amonu) — firmeBAEA (Austria)

Sprzet laboratoryjny i aparatura

mtyn kulowy MM 400 - firma Retsch (Haan, Niemcy)

wirowka 5702 — firma Eppendo(Niemcy)

kapsutki cynowe (8x5 mm) do wprowadzania probki — firfBarovector
(Wtochy)

analizator elementarny — firma Eurovec{@vtochy)
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1.3.

1.3.1.

spektrometr mas do okilania skladu izotopowego — firmu Instruments
Horizon (Wielka Brytania)

Oznaczanie metylorgci i tributylocyny w probkach w atroby foczej
Odczynniki i wzorce

wodorotlenek potasu, tabletki (cz.d.a.) — firma Mdiidlemcy)
wodorotlenek sodu, tabletki (cz.d.a.) — firma Sigma-Aldrich (Niemcy)
kwas octowy (cz.d.a.) — firma POC{Rolska)

bezwodny octan sodu — firma P.P.H. Stanlab (Polska)
bezwodny siarczan sodu — firma Eurochem BGD (Polska)
n-heksan LiChrosolv® — firma Mergiiemcy)

metanol LiChrosolv® — firma Merc{Niemcy)

tetraetyloboran sodu (97 %) — firma Sigma-Aldrich (Niemcy)
tetrafenyloboran sod®99,5 %) — firma Byma-Aldrich (Niemcy)
tlenek glinu (70-230 mesh ATM) — firma Mer{Xdiemcy)
silanizowana wata szklana — firma AlltechAsocigi&9

wzorce:

» chlorek metylorgci (Il) — firma Sgma-Aldrich (Niemcy)

chlorek tributylocyny — firma MerckNiemcy)

dichlorekdibutylocyny — firma MerciNiemcy)

trichlorekmonobutylocyny — firma Sigma-Aldrich (Niemcy)

chlorek tripropylocyny — firma MerciNiemcy)
certyfikowane materiaty odniesienia:
e DORM-2: r&¢ catkowita i metylog¢ w tkance ryby — firmaNRCC
(Kanada)
* BCR - 463: rg¢ catkowita i metylog¢ w tunczyku — firmalRMM,
(Geel, Belgia)
* ERM - CE477: mono-, di-, tributylocyna w tkance ayal firma
IRMM, (Geel, Belgia)

1.3.2. Sprzet laboratoryjny i aparatura

probdéwki szklane — firma Cole — Parm@ySA)

szklane pipety Pasteura — firma Brand (Niemcy)
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— kolby miarowe, poj. 25 cf 50 cnf — firma Brand (Niemcy)

— fiolki do automatycznego podajnika probek, o eobici 1,5 cnf,
z membranami uszczelmnaymi wykonanymi z politetrafluoroetylenu (PTFE)
oraz naketkami z tworzywa sztucznego — firndgilent (USA)

— pipeta automatyczna (10, 100, 1000, 2500 firma Eppendorf (Niemcy)

— pipeta elektroniczna Handy Step - firma Brand (Niemcy)

— wytrzasarka laboratoryjna Promax 2020 — firmeidtblph (Niemcy)

— wiréwka 5702 — firma Eppendo(Niemcy)

— pH-metr CI-316- firm&lmetron(Polska)

— urzadzenie z tania wodna do odparowania probek w strumieniu azotu
TurboVap LV - firma Caliper Life Scienc@$SA)

— taznia ultradfvickowa — firma BindelinSonorefNiemcy)

— waga analityczna XP50H — firma Mettler Toledo (Szwajcaria)

— chromatograf gazowggilent Technologies7890gprzzony ze spektrometrem
mas Agilent Technologies 5975@racupcy w trybie SIM (monitorowanie

wybranych jonéw)
2. Charakterystyka analizowanych probek

Jako materiat badawczy wykorzystano probki tkaneiriiy) pochodacych od fok
szarych (Halichoerus grypus)nalezacych do populacji tych gatunkéw zamiesziayich
Morze Baltyckie. Na rysunku 6 przedstawiono obszary stajevérodowisko bytowania
padtych fok, z ktdrych pobrano prébki do baddrébki watroby fok zostaty dostarczone
ze Srodowiskowego Banku Gatunkéw znajatggo st przy Muzeum Historii Naturalnej
w Sztokholmie. W placowce tej znajduje siigdzy innymi ogromny zbidr tkanek i nadow
fok z obszaru Morza Baltyckiego, ktére dostarczame pszez pracownikdéw steg
przybrzeznej, rybakow, myliwych i innych. Ponadto e&¢ probek zostata przekazana przez
Stacig Morska Instytutu Oceanografii Uniwersytetu Gakiego w Helu. Probki zostaty
pobrane w latach 2006-2010 od 76 fokmigrconych w wyniku przytowu (przypadkowe
Zlowienie w sieci organizmu, ktéry nie byt zamierzonym celem potowu), martwych

wyrzuconych na brzeg lubzéok odstrzelonych.
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Rysunek 6. ObszaryMorza Baltyckiego w olgbie ktérych znajdowano martwe osobniki fi
szarych.

3. Procedury analityczne
3.1. Oznaczanie zawarto€i pierwiastkow sladowych w prébkach watroby fok

W oparciu o informacje zawarte w dgshych zrodtach literaturowych dotyazych
oznaczania pierwiastkdw w prébkach biologicznych do baddrano technikgpektrometri
mas zjonizacph w plazmie sprgzonejindukcyjnie (ICPMS). Jest to nowoczesna techn
analityczna, ktéra umdivia wielopierwiastkows analiz probek roztworow ioznaczenie
analitow wystpujacych w tych probkach na poziomie nawet subnanogramc.

Tatechnika pomiarowa charakteryzuje gakimi zaletami ja:
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* latwym sposobem wprowadzania probki do przgitzkontrolo-pomiarowego,

» krotszym czasem analizy prébek (agzenie ICP),

* duza doktadnogia pomiaru i niskawartogia liczbowa granicy wykrywalnogi
[170].

W przypadku oznaczania zawantdsrteci catkowitej w probkach biologicznych
zastosowano technikatomowe] spektrometrii absorpcyjnej z generowan@mnych par,
poniewa charakteryzuje siona:

* wysoka selektywnogia (pomiar prowadzony jest przy dlugs fali
charakterystycznej dla eti — 253,7 nm; uwolniona z probkictt ulega
wzbogaceniu na ztarzze ztotem — tworzy siamalgamat — reakcja selektywna
dla rteci),

* niskimi wartociami liczbowymi granicy wykrywalnad (z wykorzystaniem
techniki CV-AAS uzyskano nsz wartos¢ LOD niz w przypadku techniki
ICP-MS, odpowiednio 0,2 ng/g i 48 ng/qg),

* duzapowtarzalnogia i doktadnogia pomiaru,

* mozliwosciag automatyzaciji.

3.1.1. Procedura oznaczania zawartasi pozostatych pierwiastkow sladowych

w probkach watroby fok z wykorzystaniem techniki ICP-MS

Oznaczenia pierwiastkbw w prébkach atwby zostaty przeprowadzone
we wspotpracy z zespotem pracownikdw z Wydziatu Biologii Norweskiego Uniwersytetu
Nauki i Technologii w Trondheim w Norwegii.

Etap przygotowania prébek, przed prapgstniem do oznacie koncowych
z wykorzystaniem techniki ICP-MS, obejmowat liofilizacjhomogenizagj i mineralizacy
tkanek. Schemat calej procedury zastosowanej do oznaczania metali w prébkach
biologicznych zostat przedstawiony na rysunku 7.

Kalibracg przyrzadu pomiarowego wykonano stostjmetodewzorca zewrnkznego
z wykorzystaniem wielopierwiastkowych roztwordw wzorcowych przygotowanych
w roztworze wodnym HN® (0,6 mol/dni). Krzywa kalibracyjng sporadzono w oparciu
o wyniki oznaczé zawartogi analitow w 5 probkach roztworéw wzorcowych. W el
sprawdzenia stabilnok pracy uktadu, co dziegh analizowanaprébke, dozowano jeden

z wielopierwiastkowych roztworéw wzorcowych.

41



Pobieranie probek

Liofilizacja

Mineralizacja na mokro
wspomagana promieniowaniem
mikrofalowym

Oznaczenie zawartodei metali
technikg [CP-MS

Przechowywanie probex
w lemperaturze -18°C

T=-51"C

t=48h

Mozdzierz :

0.5 g probi +3,25 em? HNO3
+ 3,25 cm”wody dejonizowanej

T=250"C
t=1h

przeniesienie zmineralizowanych
prabek do kolb o poj. 50 cm3
1 rozeieficzenie woda dejonizowana

Rysunek 7 Schemat procedury oznaczania metali w prébkach biologicz

W celu oceny poprawnad stosowanej procedury przeprowadzono araprobek
certyfikowanego materiatlu odniesienia (NIST 15 - watroba bydéca). Probki teg:
materiatu poddananalizie z wykorzystaniem tej samej procedury jak w przypadku pi
rzeczywistych. Wdbeli 6 zestawiono wartogcertyfikowane jak i wyniki uzyskane w trakc

bada analitycznych.

Tabela 6 Wyniki oznaczé zawartdci pierwiastkbw w préobkach certyfikowego materiatu

odniesienia
. . Wartos¢ Wartosé . ,
Pierwiastek 0ZNACZON: S certyfikowana Niepewnos« | Odzysk
Ha/g %
Glin 0,86: 0,308 £ - 86
Antymon 0,002741 0,000307 0,003 - 91
Arsen 0,0435( 0,00187 0,05 - 87
Kadm (111} 0,48: 0,00539 0,5 0,0z 97
Kadm (114) 0,471 0,00328 0,5 0,0z 94
Wapn 109 1,78 116 4 94
Kobalt 0,22¢ 0,00716 0,25 - 91
Miedz 149 1,30 160 8 93
Zelazo 176 3,77 184 15 96
Otéw 0,11 0,00105 0,129 0,00¢ 87
Magnez 605 17,5 601 28 101
Mangan 10 0,110 10,5 1,7 96
Rteé 0,0031¢ 0,00199 0,003 - 105
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Tabela 6. — c.d.

Molibden 3,51 0,0623 3’5 - 100
Fosfor 9810 90,4 11000 300 89
Potas 7355 441 9940 20 74
Rubid 12,7 0,0636 13,7 11 93

Selen (78) 0,689 0,0445 0,73 0,06 94
Srebro 0,0423 0,00313 0,039 0,007 10§

Sod 2340 67,7 2420 60 97
Stront 0,132 0,00214 0,136 0,001 97
Siarka 7700 117 7850 60 98
Wanad 0,104 0,00517 0,123 - 85
Cynk 123 0,483 127 16 97

@ wartosé niecertyfikowana

P\wartosé w nawiasie oznacza odmiaizptopovy

Granica wykrywalnoéi zostata oszacowana jako trzykrotna wartoséichylenia
standardowego dldlepej proby, natomiast granica oznaczatmagostata wyznaczona jako
trzykrotnos¢ wartogi granicy wykrywalnogi. W tabeli 7 przedstawiono wartosliczbowe
granicy wykrywalnog€i dla procedury obliczone na podstawie wynikéw pemdiv
analitycznych.

3.1.2. Procedura oznaczania zawartosi rteci w probkach watroby fok

z wykorzystaniem techniki CV-AAS

Catkowita zawartosdteci w badanych probkach zostata oznaczona z wykamieshn
atomowej spektrometrii absorpcyjnej w gateniu z technikazimnych par (CV-AAS).
W pomiarach wykorzystano automatyczny analizatai MA-2 firmy NIC (Japonia).

Pomiar absorpcji promieniowania odbywa girzy dtugogi fali 253,7 nm. Analizator

ten dziata w oparciu o technikimnych par (wysoce selektywmny przypadku oznaczania
rteci). Niewatpliwa zalet, zastosowania tego typu analizatora jest brak kanici
wieloetapowego przygotowania prébki, co znacznie zmniejsza ryzyko strat analitbw oraz
skraca catkowity czas analizy. Przed przg&niem do pomiaru wymagana jest jedynie
liofilizacja oraz homogenizacja probki. Probka ulega rozkladowi po wprowadzeniu
do analizatora, a wydzielonagé¢telementarna (po ewentualnej redukcji kationogeiytpo
przegciu przez system pituczek zostaje wzbogacona nauzesorpcyjnym (pokrytym
Zlotem), po czym w wyniku ogrzania zi@nastpuje jej uwolnienie i przeniesienie do kuwety
pomiarowej, gdzie nagbuje pomiar absorbancji. Kalibracanalizatora kci, podobnie jak w

przypadku uktadu ICP-MS, przeprowadzono stgsupetodekrzywej kalibracyjnej. Spaéd
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dostpnych metod przygotowania roztworow wzorcowych piemhi uradzenia MA-2000

zaleca stosowanie L-cysteiny.

Tabela 7. Wartéci liczbowe granicy wykrywalnéci dla poszczegdlnych pierwiastkéw dla

procedury ich oznaczania w prébkach biologicznych

. Granica
- Granlca, : o wykrywalnosci
Pierwiastek wykrywalnosci Pierwiastek
Wells) Ha/g
Ag 0,0028 Mo 0,0028
Al 0,028 Na 1,5
As 0,0035 Nb 0,00030
Au 0,00010 Nd 0,0012
B 0,011 Ni 0,0070
Ba 0,0026 Pb 0,00055
Be 0,00070 Pd 0,0070
Bi 0,00015 Pt 0,00070
Ca 1,4 Pr 0,000042
Cd 0,00030 Rb 0,0018
Ce 0,000030 Sb 0,00043
Co 0,0010 Sc 0,00060
Cr 0,0016 Se 0,011
Cs 0,00028 Si 0,60
Cu 0,0091 Sm 0,000075
Dy 0,00030 Sn 0,00015
Er 0,000045 Sr 0,0038
Eu 0,00028 Ta 0,000040
Fe 19 Tb 0,000028
Ga 0,00098 Th 0,000075
Ge 0,0030 Ti 0,0081
Hf 0,00040 TI 0,000060
Hg 0,048 Tm 0,000080
Ho 0,000020 U 0,000035
K 0,75 V 0,00045
La 0,00028 W 0,00015
Li 0,0045 Y 0,000056
Lu 0,000028 Yb 0,000056
Mg 0,053 Zn 0,0059
Mn 0,00090 Zr 0,0040

Przy takim przygotowaniu roztworow nale pamktac o zachowaniu ich trwalas,

ktéra zmniejsza giz uptywem czasu (roztwory o zawartosteci 100 g/g powinny zosta

przygotowane
10 yglg i

mniejsze]

ponownie

po  uptywie

roku

natomiast o

zaweairtosrteci

po sZeiu miesycach) oraz w przypadku przechowywania
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w nieodpowiednich warunkach (naje przechowywa roztwory w chtodnym i ciemnym
miejscu).

Roztwory wzorcowe o steniu 0,1 19/g,1,0 19/g oraz 10 g/g, zostaly przygotowane
przez na drodze kolejnych rozaezen roztworu wzorcowego o @teniu reci 100 1g/g
w wodnym roztworze L-Cysteiny.

Poprawnoséstosowanej procedury zostata oceniona na podstayuekow analizy
probek certyfikowanych materiatdw odniesienia: BCR-463 (tunczyk), ERM-CE278 (tkanka
makzy), DORM-2 (tkanka ryby). Informacje oegeniach analitow obliczone na podstawie
wynikbw pomiarow wraz z odpowiednimi wartdami certyfikowanymi zestawiono
w tabeli 8.

Tabela 8. Wyniki oznacze zawartdgci pierwiastkbw w probkach certyfikowanego materiatu
odniesienia

Materiat Wartos¢ : < x Wartos¢ : <z
N Niepewnos¢ . Niepewnosé¢ | Odzysk
odniesienia | oznaczona certyfikowana
Ho/g %
BCR-463 2,77 0,23 2,85 0,16 97,1
ERM-CE278 0,194 0,010 0,196 0,009 99
DORM-2 4,72 0,27 4,64 0,26 101,8

3.2. Oznaczanie zawarto§i statych izotopdw wegla i azotu w prébkach watroby fok

Oznaczenie zawartok statych izotopow wgla i azotu w probkach atroby zostato
przeprowadzone we wspotpracy z zespotemstitute of Energy TechnolodiFE) w Kjeller
w Norwegii.

Organizmy morskie posiadagwykle znaczne ilad ttuszczow, ktérych zawartosé
moze sk rézni¢ w zaleznosci od sktadu diety, sposohiycia, pory roku czy stopnia rozwoju
danego osobnika. Ze wzglu na stosunkowo wysoki stopieprzemian tluszcze
charakteryzuj sic mniejsa zawartogia izotopu °C w poréwnaniu do biatek i
weglowodandéw. Tkanki biologiczne rbia sie miedzy soba zawarto€ia tluszczéw, co
sprawiaze tkanki bogate w tluszcze (npatroba, mésnie) s bardziej zubogne w izotop*C
w porownaniu do tkanek charakterygoych sg niska ich zawartoéia (np. wiosy lub
paznokcie) [171]. W celu zminimalizowania ro¢ w zawartogi statych izotopéw wgla
wynikajacych z roihej zawartoéi ttuszczow w tkankach, przeprowadza sivykle ekstrake
tluszczéw przed przygbieniem do oznaczenia zawartostatych izotopoéw [172]. Do tego
celu wykorzystano modyfikagj metody zaproponowanej przez Folcha

i wspotpracownikow [173]. Zhomogenizowane  prébki atnoby  (ok. 100 — B0 mg)
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ekstrahowano mieszaninchloroform:metanol (w stosunku ebpsciowym 2:1) poprzez
wytrzasanie przez 30 s, po czym gatieszaningpdstawiono na 30 min. Po tym czasie prpbk
odwirowywano (przy 1300 rpm) w celu umlowienia rozdzielenia faz. Zebrangiecz
przenoszono déciekéw, a stat pozostatospoddawano ponownej ekstrakcji do momentu,
gdy ciecz powstata w wyniku wirowania byta bezbarwna. Po wyekstrahowaniu ttuszczow
prébka byta suszona przez 24 h w temperatur£60

Oczyszczona tluszczéw probkgoddawano analizie na zawart@iatych izotopow
wegla i azotu. W tym celu ok. 1 mg probki odiemo w cynowych kapsutkach
i wprowadzano do zestawu do analizy elementarnej (Eurovector), gdzepavesb jej
spalenie w obecna$ O, i Cr,Oz w temperaturze 170C. Redukcja NQ prowadzona byta
w piecu z katalizatorem z miedzi w temperaturze €50Przed rozdzieleniem ;N CO
w uktadzie GC (z wykorzystaniem kolumny z wypetnieniem typu Poraplot) z probki zostata
usungta woda — adsorpcja na ztoaMg(ClOy),. Nastpnie, poprzez automatyczny system
wprowadzania probek w postaci gazowej 8O, byly wprowadzane do analizatora mas do
okreslania sktadu izotopowego w celu oznaczetie i 5™°N.

Sktad izotopowy wyrzany w postaci wart@d liczbowej parametru delta) oblicza

Si¢ korzystajc z nastpujacej zalenosci:

X = KMJ - J} 1000 [%o] (1)

gdzie:
X -°C lub™N,
- Rosbka - Stosunek intensywnok izotopow wegla (°C/°C) lub azotu N/*N)
w probce,
Ruzorzec - Stosunek intensywnok izotopéw wegla (°C/*°C) lub azotu N/A*N)
we Wzorcu.
Wzorcami uytymi do wyznaczenia wartokliczbowej parametru Borzecbyty:
- USGS-24 dId®C, kalibrowany wobec Peedeebelemnite (PDB),
- IAEA-N-1 i IAEA-N-2 dla **N, kalibrowany wobec azotu atmosferycznege)(N
Poprawnos¢i precyzja stosowanej procedury zostaty wyznaczoaepodstawie analizy
laboratoryjnego materiatu odniesienia (tkankaggsty przygotowanego w IFE. Bezwzdhy

btad oznaczenia wynosit 0,06 %o dlagta i 0,12 %o dla azotu.
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4. Wyznaczenie optymalnych parametrow procedury jednoczesnego oOznaczania
metylorteci i zwigzkbw z grupy cynoorganicznych (mono-, di-, tributyla@yny)

w probkach watroby foczej

Jednym z zadarealizowanych w ramach rozprawy byta préba opraciavprocedury
jednoczesnego oznaczania metyoirti zwiazkéw z grupy cynoorganicznych (mono-, di-,
tributylocyny) w probkach biologicznych.

Zazwyczaj metyloki¢ i pochodne cynoorganiczng sznaczane oddzielnie, pomimo
faktu, ze procedury przygotowania probeks $ardzo podobne. W wielu metodach
stosowanych do oznaczania tributylocyny i jej pochodnych wykorzystywana jest ekstrakcja
ciecz-ciecz oraz derywatyzacja za pomtairaetylboranu sodu. Ze wzdl na toze stzenie
zwiazkdéw cynoorganicznych w probkach biologicznych emtwyczaj bardzo male, istnieje
koniecznosé¢wzbogacenia analitbw w ekstrakcie (np. poprzez mmpanie probki) w celu
obnizenia wartoéi granicy wykrywalnogi. Procesy ekstrakcji i derywatyzacji metytamit
moga by¢ prowadzone w tych samych warunkach, coazkdw cynoorganicznych, zatem
uzasadnione jest opracowanie procedury analitycznej limajace jednoczesne oznaczenie
tych zwhzkédw. Jednak podczas etapu wzbogacania obserwowanenaczne straty
etylowanej pochodnej MeHg, spowodowane dlgtnoscia tego zwazku. Rozwazanie dla
tego problemu mae stanowé nowe podeicie metodyczne poleggje na zastosowaniu
dwuetapowej operacji derywatyzacji polegagj na:

— przeksztalceniu metylagti w pochodna fenylowa (z wykorzystaniem
tetrafenyloboranu sodu — NaBfha nastpnie

— przeksztalceniu zvwaezkdédw z grupy cynoorganicznych w pochodne etylowe
(z wykorzystaniem tetraetyloboranu sodu — NaREt

Lotnosc¢ fenylowej pochodnej MeHg jest znacznie mniejszaatylowej, wobec czego
przewiduje st zmniejszenie strat metyledi w wyniku odparowywania ekstraktu.
Zastosowanie tego rozg@ania jest mdiwve dzicki temu, ze zwhzki cynoorganiczne nie
reaguj z tetrafenyloboranem sodu.

Analiza danych literaturowych oraz wiasne wWi@dczenia uzyskane w trakcie béada
prowadzonych w ramach innych projektow stanowity podstdavwniosku, & najwidciwsze
bedzie zastosowanie techniki chromatografii gazowejzgone] ze spektrometyi mas
na etapie identyfikacji i ilos§iowego oznaczania metyled i wybranych zwazkéw z grupy
cynoorganicznych w badanych prébkach.
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Jak juz wspomniano wczmiej zwiazki takie jak metylori¢ czy tributylocyna mog
powodowa réznego rodzaju zaburzenia zdrowotne, nie tylko u zzgteale réwnie u ludzi.
Z tego wzgtdu konieczne jest opracowywanie procedur analityclangzeki ktorym bedzie
mozliwe oznaczenie tych ksenobiotykéw réwhiev produktach spoavanych przez
cztowieka. Dlatego te przy wyborze techniki oznacZzekoncowych oraz poszczegolnych
etapoOw przygotowania probki kierowano ¢ simoAdiwoscia zastosowania opracowanej
procedury w rutynowych laboratoriach analitycznych. Szerokielimosgci analityczne jakie
daje chromatografia gazowa sprawitye uklady typu GC-MS & juz praktycznie
podstawowym wyposganiem komercyjnych laboratoriéw. ldaym tropem wybrano rownie
prost i nie wymagaica skomplikowanej aparatury technikgvalniania analitbw z matrycy,
jaka jest ekstrakcja ciecz-cialo state wspomagana preiegte wytrzsanie probki.
W przypadku konieczriai przeprowadzenia dej liczby oznaczeé daje ona mdivosé
jednoczesnego przygotowaniachszej liczby prébek jednocgeie.

Stosowanie chromatografii gazowej w tego typu badaniach pozwala na rozdzielenie
i oznaczenie wielu grup analitbw podczas pojedynczej analizy. Dodatkowym atutem jest
latwos¢ taczenia tej techniki z rédwmi detektorami, w tym ze spektrometrem mas.
Przy wyborze techniki GC do specjacji azkdéw metaloorganicznych nale pamktac, ze
niezbedny tu jest etap derywatyzacji, ktory neowydtuz/¢ czas catej procedury i przyczyni
si¢ do powstawania straty analitéw. Jednak obecniezgajiej stosowanymi odczynnikami
derywatyzujcymi sy zwiazki z grupy alkiloborandw, przez co etap przekszaig analitdw
jest mniej pracochtonny, prostszy w wykonaniu, bardziej wydajny, gidzamu, ze reakcja
przebiega wsrodowisku wodnym istnieje mdéwos¢ polaczenia procesu derywatyzacji
I ekstrakcji w jeden etap. 48t tez waznym etapem opracowywania tego typu procedur jest
dobdr optymalnych warunkow ekstrakcji (czas ekstrakcji, rodzaj ekstrahenta) analitow
z matrycy oraz ich derywatyzacji, tak aby bylo hnee ich oznaczenie jakofowe

i ilosciowe.
4.1. Przygotowanie roztworow wzorcowych

Substancje wzorcowe zostaty zakupione w ¢magice] postaci: chlorek metylasti
(1) (ciato state), trichlorek monobutylocyny (ciato state), dichlorek dibutylocyny (ciato state),
chlorek tributylocyny (ciecz), chlorek tripropylocyny (ciecz). Odpowiedimds¢ wzorca
(odmierzonalub odwaona) umieszczono w kolbach miarowych i rozpuszczono @tamolu
uzyskupc roztwory podstawowe oeeniu ok. 1 mg/crh( przechowywane w temp. -£8).
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Wszystkie sizenia podawane asw przeliczeniu na kation danego zwku, ktory jest

wyrazany odpowiednim skrétem (tabela 9).

Tabela 9. Stosowane w pracy skroty nazw i wzoréw chemicznych oznaczanygtkawi

zl\\Ilv?;Z\lljj Metylort ¢¢ | Monobutylocyna | Dibutylocyna | Tributylocyna | Tripropylocyna

Kation C:HgHg+ C4H98n+ (C4H9)28n+ (C4H9)3Sn+ (C3H7)3Sn+

Skroét MeHg MBT DBT TBT TPIT
4.2. Dobér optymalnych warunkéw procesu derywatyzacji analitow (na

podstawie roztworéw wzorcowych)

Etap derywatyzacji analitow jest czynnikiem determioyin moziwos¢ oznaczenia
badanej grupy zwazkoéw za pomog techniki GC-MS, dlatego tebadania nad opracowaniem
optymalnych warunkow procedury analitycznej prowgdg do jednoczesnego oznaczania
metylorteci i zwiazkdw cynoorganicznych rozpogp od sprawdzenia il@é odczynnika
derywatyzujcego i czasu derywatyzacji potrzebnych dodiowego oznaczenia badanych
zwiazkéw. W pierwszej kolejn@d sprawdzono warunki procesu derywatyzacji metytoyt
anastpnie zwhzkOw cynoorganicznych. W tym celu przygotowano pidbdztworow
wzorcowych MeHg i osobno roztworéw wzorcowych zawigrggh mieszanindBT, DBT,
TBT w buforze octanowym (pH=5, c=1 mol/dmndo ktérych dodawano 2 ¢eksanu oraz

odpowiednie iloéi odczynnikow derywatyzagych.
Dobor warunkow derywatyzacji metylect

Badano wplyw ilogi NaBPh (0,5; 1; 2 cm) i czasu trwania procesu derywatyzacji
(20, 20, 40 minut) na jej efektywnas®la danego czasu reakcji fenylowania sprawdzono
rézne obgtosci dodanego odczynnika derywatyzeggo (po 3 powtOrzenia kdy).
W dodwiadczeniu uyto 1 %-owego wodnego roztworu NaBPhDane dotyczce
efektywnogi ekstrakcji i wptywu na ni innych czynnikdw, podane zostaty jako wadio$
znormalizowane, gdzie jako 100 % prag najwiksza uzyskanawartosé Otrzymane wyniki
przedstawiono w formie wykresu stupkowego na rysunku nr 8. Anatizufyskane dane
mozna stwierdz, ze najwysz efektywnos¢derywatyzacji badanych analitbw w prébkach
wzorcowych uzyskano dla 10 i 20 minut prowadzenia reakcji prygiuz0,5 cni NaBPh,
Wydtuzanie czasu derywatyzacji | zgliszanie ilo€i dodawanego odczynnika
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derywatyzugcego nie poprawia jej efektywnas Jednak ze wzegtlu na dagnie do skracania

etapu przygotowania probki
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Rysunek 8. Wplyw czasu prowadzenia procesu derywatyzacji 4ciilalodanego odczynnika
derywatyzuacego na powierzchai pikébw chromatograficznych uzyskanych w wyniku analizy
roztworéw wzorcowych metylogti z wykorzystaniem techniki GC-MS.

120%

100%

80% -

EMBT
EDBT
BTBT

60% -

40% -

20% -

Znormalizowana wartosé¢ powierzchni piku

0% -

5 10 15 20
Czas derywatyzacji [minuty]

Rysunek 9. Wptyw czasu prowadzenia derywatyzacji na powierzcpikibw chromatograficznych
uzyskanych  w wyniku analizy roztworéw wzorcowych zawkéw cynoorganicznych
z wykorzystaniem techniki GC-MS.
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do dalszych badawybrano krétszy czas derywatyzacji. Wybrane paramptowadzenia

procesu derywatyzacji metyled zostaty zestawione w tabeli 10.

Dobor warunkoéw derywatyzaciji MBT, DBT i TBT

W przypadku procedury do oznaczania cynoorganicznych sprawdzono wptyw czasu

derywatyzacji na jej efektywnosprzy uzciu 0,5 ml wodnego roztworu NaBEb stzeniu

1% (po 3 powtorzenia dla kdej z probek). Wybrane parametry prowadzenia procesu

zestawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Parametry prowadzenia procesu derywatyzacji

Odczynnik Czas derywatyzaciji llos¢ Stgzenie
derywatyzujcy min cn’ %
NaBPh 10 0,5 1
NaBEt, 15 0,5 1
W celu potwierdzenia, ze derywatyzacja metylati przebiega ilogiowo,

przygotowano trzy roztwory wzorcowe zawieygg wszystkie anality w buforze octanowym

i przeprowadzono dwuetapawderywatyzagj wedtug dobranych warunkéw prowadzenia
reakcji. Na chromatogramie uzyskanym w wyniku analizy (rysunek 10) nie stwierdzono
obecnoéi piku pochodzcego od etylowanej pochodnej MeHg (ktéra mogtaby sieiv

w drugim etapie derywatyzacji), co n@swiadczy o catkowitej derywatyzacji tego analitu

za pomog tetrafenyloboranu sodu.

Rysunek 10. Chromatogram uzyskany w wyniku analizy probki roztworu wzorcowego zamegra]
MeHg i MBT, DBT, TBT, TPrT z zastosowaniem dwuetapowej derywatyzacji.
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4.3. Warunki prowadzenia analizy chromatograficznej

Wyniki wczesniejszych bada prowadzonych w Katedrze Chemii Analitycznej
Wydzialu Chemicznego PG stanowity podstawdo zaproponowania odpowiednich
warunkéw prowadzenia analizy chromatograficznej. Informacje na temat podstawowych

parametrow pracy uktadu GC-MS wykorzystywanego w badaniach zestawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Podstawowe parametry pracy uktadu GC-MS

System dozowania prébki Split/Splitless- bez podzialu strumienia
Objetos¢ dozowanej prébki 1ul

Gaz ndény Hel

Kolumna ZB — 5MS

(30 m; 0,25 mm; 0,2pm, temp. max. 320/240°C)

40°C przez 4 minuty
40°C do 130°C (20°C/min)
Program temperaturowy 130°C do 210°C (10°C/min)
210°C do 260°C (5°C/min)
260°C do 300°C (10°C/min)

Temperatura atza 280 °C

Agilent5975C inert MSD z jonizagjelektronow pracujcy w trybie SIM

DB (monitorowania wybranych jonéw)
Temperaturarodia jonizaciji 230°C
Temperatura kwadrupola 150°C
Energia strumienia elektronéw 70 eV
System integrucy MSD ChemStation
4.4. Identyfikacja i oznaczanie analitow

Identyfikacja analitbw zostata przeprowadzona w oparciu 0 czasy retencji jonéw
fragmentacyjnych charakterystycznych dla danego azmi. W celu zwikszenia
selektywnog&i w trakcie analizy monitorowano po dwa jony fragieeyjne wybrane
z widma masowego uzyskanego dla danego analitu. Jeden z jonoyv dtuzanalizy
ilosciowej, natomiast drugi jon stanowit potwierdzerie,na chromatogramie widoczny jest
szukany zwizek. W tabeli 12 zestawiono informacje na temat @zasetencji analitbw oraz
mas jonéw fragmentacyjnych powsigych w trakcie jonizacji analitow w spektrometrze
mas.

W celu przeprowadzenia analizy iméwej wybrano metodgvzorca wewntfznego
ktéra polega na dodawaniu do analizowanych probek znanej wodstanciji, ktéra nie
wystepuje naturalnie w probce, ale tavosciami przypomina anality, jest stabilna
termicznie, a czas retencji i odpowiedfetektora rownie s3 zblizone do substancji

oznaczanych.
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Tabela 12. Masy i czasy retencji monitorowanych jonéw fragmentacyjnych analitbw z grupy
zwiazkdw cynoorganicznych i metylarti (jony oznaczone pogrubiarczcionk zostaty wybrane do
analizy ilosciowej)

Anali Monitorowane jony Czas retencji
nalit : .
fragmentacyjne [min]
MeHg 294, 279 10,39
MBT 17¢, 235 9,45
TPrT 151, 163 10,05
DBT 17¢<, 263 10,99
TBT 291, 263 12,57

W przypadku ZW4zkow cynoorganicznych zastosowano tripropylacyn
(TPrT) — substangj powszechnie uwam jako wzorzec wewgtrzny w analityce
specjacyjnej tych zwazkow [169, 174]. Natomiast §& chodzi o oznaczanie metylgdi
w probkach pochodzenia biologicznego, brak komercyjniegdogth i przys¢pnych cenowo
zwiazkow, ktére mogtyby petdirole wzorca wewntfznego stanowi powae ograniczenie
w zastosowaniu tej techniki kalibracji. W literaturze mazznale¢ informacje na temat
stosowania dipentylogti jako wzorca wewrigznego, co jednak wymaga samodzielnej
syntezy tego zwiazku [175]. Istnieje rownie moAdiwos¢ zastosowania chlorku propyleci
[176], ktdrego wysoka cena czyni tego typu arghimktycznie nieoptacain

Z tego powodu zdecydowanee do ilociowego oznaczenia metyled w prébce
zostanie wykorzystana rownieTPrT. Gldwnym argumentem przemawi@jm za tym

podegciem byly bardzo zhiione czasy retencji pochodnych (po derywatyzacji)ylogtci
i tripropylocyny.

4.5. Kalibracja ukfadu GC-MS oraz wyznaczenie granicy wykrywalnogi

i oznaczalno€i

Technika chromatografii gazowe] jest jedrm technik opartych na pomiarze
wzglednym, czyli takim, w ktorym poréwnuje isygnat detektora uzyskany dla probki
wzorcowej (0 znanym &teniu) i probki badanej. W tym celu niezimge jest przeprowadzenie
etapu kalibracji dla kzdego analitu, z wykorzystaniem wynikow analizy roatéw
wzorcowych odpowiednich substancji. Najézie] stosowana technikkalibracyjna jest
technika krzywej wzorcowej.

W przypadku stosowania spektrometrii mas jako techniki detekcjnanspodziewa
Si¢ zmian w czutogi detektora w czasie, co m®znaczco wptywa na powtarzalnoséanaliz.
W celu skompensowania tych zmian zalecastosowanie dodatku wzorca westniznego

do roztworéw wzorcowych niezblych do przygotowania krzywych kalibracyjnych oraz
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przygotowania probek do analizy. Zastosowanie wzorca wemmego pozwala nie tylko
na przeprowadzenie analizy ilméwej, ale rownie na zniwelowanie kbdéw mogcych
powsta& podczas ekstrakcji czy etapu wzbogacania analippmjewa stosunek zawartog
analitu do wzorca wewgirznego powinien by staty. W ten sposdb moa zminimalizowé
wptyw sktadu matrycy prébki rzeczywistej na wynik pomiaru.

Badaniu poddano probki roztworéw wzorcowych w ktérych anality gpgstiaty
na poziomach sken w zakresie od (0,05+5,0) ug dla MeHg do (0,004+Qg)dla MBT,
DBT i TBT. Do kadego roztworu dodano oldtena ilos¢ tripropylocyny jako wzorca
wewndrznego, tak aby jej zawartoséw roztworze wzorcowym wynosita 5 ug.
Tak przygotowane probki roztworow wzorcowych zostaly poddane derywatyzacii,
a nastpnie oznaczeniu w ukiladzie GC-MS. Uzyskane wynikanstvity podstaw
do wyznaczenia krzywych Kkalibracyjnych przedstawgggh zalenos¢é masy analitu
w funkcji stosunku powierzchni piku analitu i powierzchni piku wzorca wémnego.
Warto&i liczbowe parametréw regresyjnych krzywych kaldyjaych stanowity podstagv
do oszacowania wartog granicy wykrywalnogi i oznaczalnasi uktadu GC-MS. Granica
wykrywalnogi (LOD) definiowana jest jako najmniejsza zawartaéalitu jaka moe zosta
wykryta (bez jej ilo€iowego oznaczenia) za pomoatanego uktadu kontrolno-pomiarowego.
Natomiast granica oznaczalmog{LOQ) oznacza najmniejgzlos¢ lub najmniejsze skenie
mozliwe do ilosciowego oznaczenia za pomodanego ukladu z zatona doktadnogia
I precyzj.

Spo&dd wielu znanych metod szacowania granicy wykrywadn [177] wybrano
metode obliczania LOD na podstawie odchylenia standardowefioru sygnatow dla
najmniejszej zawartas analitu oraz kia nachylenia krzywej kalibracyjnej (rownanie 2).

33[s

LOD = )

gdzie:
s — odchylenie standardowe wspotczynnika odpowiedzi spektrometru mas przy najmniejszym
stzeniu danego analitu,
a — wspotczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjnej.
Przy obliczaniu wartei liczbowej granicy oznaczaldo (LOQ) wykorzystano
zaleznos¢, opisywam za pomog rownania:
LOQ=3[LOD (3)
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W celu sprawdzenia poprawrmdvyznaczonej granicy wykrywalnosnalezy spetni
nastpujace warunki:
LOD<c 4)

10 LOD>c 5)
gdzie ¢ — najrisza warté¢ stzenia (lub zawartad) analitu w probkach wzorcowych.
W tabeli 13 zestawiono obliczone wartogranicy wykrywalnogi oraz wyniki weryfikaciji
poprawno€i wyznaczenia tej granicy. Na podstawie tych dangahmna zauwayé, ze nie
zostat spetniony warunek (4), czyli zawartod@alitow w przygotowanych wzorcach jest
za mata. Po odrzuceniu najszego punktu krzywej kalibracyjnej ponownie oblicaon
warto&i granicy wykrywalnoéi na podstawie krzywej sktadagj st z 5 punktéw
pomiarowych i sprawdzono poprawnosyznaczenia tej granicy (tabela 13). Uzyskane
wyniki wskazuj, ze wartos¢ liczbowa granicy wykrywalnad obliczona na podstawie
5-punktowej krzywej kalibracyjnej zostata wyznaczona poprawnie.
Tabela 13. Wartgci liczbowe granicy wykrywalngci oraz wyniki weryfikacji poprawngi wyznaczenia tej

granicy na podstawie sg@o- i pieciopunktowej krzywej kalibracyjnejN oznaczaze dany warunek nie zostat
spetniony, T oznaczade dany warunek zostat spetniony

MeHg | MBT | DBT | TBT
Hg
Krzywa kalibracyjna 6-punktowa
LOD 0,059 0,0001 | 0,014 | 0,015
c 0,05 0,004
LOD <c N N | N | N
Krzywa kalibracyjna 5-punktowa
LOD 0,32 0,017 | 0,021 | 0,023
c 0,5 0,04
LOD<c T T T T
10LOD >c T T T T
LOQ 0,96 0,051 0,063 0,069

Warto&i liczbowe parametrow krzywych kalibracyjnych uzgek w wyniku analizy
prébek 5 nowych roztworow wzorcowych zostaly zestawione w tabeli 14. Angalizuj
wartoLi liczbowe wspétczynnika regresjir)( ktéry okrela stopi@é zaleznosci miedzy
badanymi wielkogiami (stosunkiem powierzchni piku analitu do powdmi piku wzorca
wewndrznego i odpowiadagej mu zawartasi analitu), mona stwierdzi, ze w badanym

zakresie s{zen istnieje liniowa zal&nos¢ pomiedzy tymi zmiennymi.
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Tabela 14. Parametry krzywych kalibracyjnych uzyskanych w wyniku analizy prébek roztworéw
wzorcowych metylorci i zwiazkéw z grupy cynoorganicznych

Analit Réwqanie Krzywej r
kalibracyjnej
MeHg y =0,228x - 0,041 0,998
MBT y = 0,755x + 0,00060 0,9995
DBT y = 0,335x - 0,0034 0,9997
TBT y =0,161x + 0,000024 0,999

4.6. Procedura jednoczesnego oznaczania metyledi i zwiazkbw z grupy

cynoorganicznych (mono-, di-, tributylocyny) w probkach watroby focze;.

W wyniku przeprowadzonych bafla opracowano proceder jednoczesnego
oznaczania metylogti i wybranych zwazkéw z grupy cynoorganicznych. Poej zostat
przedstawiono schemat (rysunek 11) opracowanej procedury, a w kolejnych podrozdziatach
opisano opracowanie poszczegolnych etapdéw przygotowania probki do analizy.

Uzyskany ekstrakt heksanowy poddawany byt oczyszczaniu w celu ecisuni
ttuszczow, w ktore bogata jest tkankatmeby, a ktére ulegly ekstrakcji razem z analitami.
Oczyszczanie prowadzone byto przyyoiu kolumienek ekstrakcyjnych przygotowanych we
wilasnym zakresie przedstawionych na rysunku 12. W pipPesteura, zabezpieczonej
na wylocie warstw silanizowanej waty szklanej, umieszczono tlenekwl(3 % wody),
na ktéry nanoszono ekstrakt heksanowy. Od goéryezilzO; byto zabezpieczone warsfw
bezwodnego siarczanu sodu o gruboék. 1 cm w celu usuetia wody, ktGra mogta
przypadkowo dostasie do ekstraktu podczas jego pobierania z fiolki.

4.7. Dobér optymalnych warunkéw przygotowania probki

Przygotowanie préobki stanowi istotny etapz#te@ procedury analitycznej magj
na celu oznaczenie analitbw na poziomidadéw czy ultrdladow w prébce
o skomplikowanym  sktadzie matrycy. W  przypadku oznaczania azkowv
metaloorganicznych natg tak dobr& warunki przygotowania prébki, aby nie utraci
informacji specjacyjnej zawartej w probce. Do nawajszych etapow natg zaliczy
uwalnianie analitow z matrycy oraz ich derywatyzacfizieki ktorej modiwe bedzie
wykorzystanie techniki GC-MS na etapie oznacz®ncowych. W pierwszej kolejnog
dokonano doboru optymalnych warunkéw prowadzenia procesu derywatyzacji (@@mo,
wykonuje s¢ ja dopiero po etapie uwalniania analitdw z probkipastpnie dla ekstrakcji.

Ten tok postpowania podyktowany byt konieczrmg poznania optymalnych warunkéw

56



derywatyzacji andibw, aby mokwa byta ocena efektywnos ich ekstrakcji z probe

watroby.

Pobieranie probek
Liofilizacja
Homogenizacja

Przechowywanie probel
w temperaturze -18°C
p="0,027 mbar, '=-51"C.t=48 h
Mozdzierz agatowy

0,2 g probki
10,5 em? TPrT 0 c=10.4 pglem?
15 em> NaOIl o c=10% (wiv) w MeOIl
wytrzgsaitie (60 min.)

Ekstrakeja analitow

{n‘,vpnnmgmm H’,]ff':qi‘!}?“f’f]?)

1,5 em® CH,COOH

Neutralizacja ekstraktu wirowanie (3 min., 4400 obr./min.)

4 em? ekstraku
+ 8 om’ butoru octanowezo (pH=5, ¢=Tmol/dm’)
+ 2 ¢m’ heksanu
1 em’ tetralenyloboranu sodu o e=10 %, wytrzasanic (25 min.)
+ 1 em? tatractyloboranu sodu o ¢=1%, wytrzasanic (20 min.)
wirowanic (3 min., 4400 obr./min.)

Derywatyzacja 1 ekstrakcja analitow
do fazy organicznej
fwspomagana wytrzgsaniem)

Oczyszczanie kondycjonowanie - | em® heksanu
ekstraktu heksanowego :

i odparowanic w strumieniu azotu

dozowanie probki - 2 em
wymywanie analitéw - 10 em® heksanu

Rysunek 11.Schemat procedury jednoczesnego oznaczania meggloit zwiazkéw z grupy
cynoorganicznych w prébkachatroby.

pipeta Pasteura
surowy
rozpuszczalnik ekstrakt
bezw.
MNazS0s
sorbent JRLLECITES
zatyczka
z waty szklanej
—_—
a i
pa - anality) oczyszczony
ekstrakt

:l - substancje przeszkadzajace (interferenty)

Rysunek 12 Schemat procesu oczyszczania ekstra
Etapy: A - kondycjonowanie zipa za pomog heksanu,
C, D — elucjaanalitow za pomog heksanu, E- koniec oczyszczania ekstraktu [9
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4.7.1. Dobor optymalnych warunkoéw derywatyzacji analitow w ekstrakcie z probki

watroby

Jak juz wspomniano wczmiej ze wzgédu na wybrangechnikerozdzielania analitow
(chromatografia gazowa) musodne zosta uprzednio poddane derywatyzacji. Skiadniki
matrycy, ktore ulegaj ekstrakcji razem z analitami mpgileg& reakcji z odczynnikiem
derywatyzuacym i przez to wptywé na efektywnoséderywatyzacji badanych zgakow.

Z tego wzgtdu konieczne byto sprawdzenie warunkow prowadzesékaji derywatyzacii
analitéw nie tylko w roztworach wzorcowych, ale rownig ekstrakcie z watroby. W tym
celu przeprowadzono ekstrakcprobki swinskiej watroby (sprawdzonej pod kem braku
obecnogi catkowitej zawartasi rteci i cyny) za pomog 5 cnt roztworu wodorotlenku sodu
o skzeniu 10 % w metanolu wspomaganiiradavigkami (60 minut). Uzyskany ekstrakt
zneutralizowano za pomad&wasu octowego, wirowano i zebrano znad statej g do
nowej fiolki. Do tak przygotowanego ekstraktu dodano mieszasulstancji wzorcowych
o stzeniu 2,5 pg/crh kazdego ze zwizkdw, a naspnie buforu octanowego o pH=5
(c =1 mol/dm) i 2 cn? heksanu. W pierwszej kolejrmssprawdzono czas trwania reakcji
tworzenia fenylowej pochodne] metylect i ilos¢ potrzebnego do tego celu odczynnika
derywatyzujcego, a nagpnie podobne dediadczenie wykonano dla wybranych zwkow

Z grupy cynoorganicznych.
Dobor warunkéw prowadzenia procesu derywatyzacji megdort

Spodziewano s, ze w przypadku probek z ekstraktem z matrycy potreetuazie
uzycie nadmiaru odczynnika derywatyzcggo, poniewa bedzie on reagowat nie tylko
z analitami, ale rowniez innymi sktadnikami obecnymi w probce po ekstrakg] tym celu
do odpowiednio przygotowanych prébek ekstraktu zawieyah metyloré¢¢ dodawano raze
objetosci NaBPh o r&nych stzeniach i poddawano derywatyzacji przez 10 minut.
Na podstawie uzyskanych wynikdw przedstawionych na rysunku llnana@auwayc,
ze najwkksz efektywnad¢ derywatyzacji osignicto dopiero po dodaniu do ekstraktu prébki
1 cn® roztworu tetrafenyloboranu sodu @zgniu 10 %. W kolejnym etapie sprawdzono
wptyw czasu na efektywnogsrocesu derywatyzacji analitdw dla wybranej dioddczynnika
derywatyzuacego. Analiza danych przedstawionych na rysunku 18zemprowadzi

do wniosku, ze optymalny czas prowadzenia reakcji fenylowania2%% minut. Ponadto
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uzyskane wyniki stanowi dobrm podstaw do stwierdzeniaze wystpuje duzy wplyw
matrycy prébki na efektywnogérzebiegu derywatyzacji analitc

— 120%
: I
N 100% L
3
S 80% NaBPh,
= T " 1%
g2 60%
s 2 E 5%
= T
g A% - 10%
N
'c—é 20% -
S
Ej 0% T T T T T T T

1 2 1 2 0,5 1 15

llo$¢ dodawanego NaBPh4 [cH)

Rysunek 13. Wplywilosci dodanego odczynnika derywatyaoggo na powierzchai pikéw
chromatograficznychuzyskanych w wyniku analizy probek ekstraktow ztmeby z dodatkiemn
roztworu wzorcowego metylogti za pomog GC-MS.

120%

100% T I

80%
2 60%
o

40%

20%

0% T T T T 1
10 15 20 25 30

Czas derywatyzacji [minuty]

Znormalizowana wartosé¢ powierzchni

Rysunek 14. Wplywu czasprowadzeni derywatyzacji na powierzch@ipikéw chromatograficznyct
uzyskanych w wyniku analizy prébek roztworu wzorcowego metgto z odwzorowaniem matry
za pomog GC-MS.

Dob6r warunkéwprocesuderywatyzacji MBT, DBT i TBT

Podobnie jak w przypadku rtylorteci sprawdzeniu poddano wptyw niych obgtosci
dodanego odczynnika derywatyzcggo. W probkachekstraktéw wgtroby, zawierajcych
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dodatek oznaczanych zwgkdéw cynoorganicznych oraz metylget, przeprowadzano
najpierw derywatyzaej metyloreci z uzyciem NaBPh, a nasipnie do kadej serii prébek
dodawano inndlos¢ (1; 1,5; 2; 2,5 i 3 ci) roztworu tetraetyloboranu sodu @zsniu 1 %

I energicznie wytrgsano przez 15 minut. Uzyskane wyniki byty podsi@e stwierdzeniaze
uzycie 1cni roztworu tetraetyloboranu sodu jest wystargzej do przeprowadzenia
derywatyzacji wybranych analitow. Ze@kszanie ilo€i dodawanego odczynnika
derywatyzuacego nie powodowato wzrostu efektywnbsreakcji. W nasgpnym kroku
sprawdzono wplyw czasu trwania derywatyzacji na jej efektywénoOdpowiednio
przygotowanie probki ekstraktow atvoby z dodatkiem substancji wzorcowych poddano
procesowi derywatyzacji ktorych czas wynosit odpowiednio: 10, 20 i 30 minut, gonasst
poddano analizie w uktadzie GC-MS. Uzyskane wyniki przedstawione na rysunku 5 mog
by¢ podstaww do stwierdzenia,ze optymalny czas procesu derywatyzacji aakbw
cynoorganicznych wynosi 20 minut, czyli nieco ddihiz w przypadku probek wzorcowych

bez odwzorowania matrycy.

120%

100%

80% -

EMBT
EDBT
TBT

60% -

Zmormalizowana wartos¢ powierzchni
piku

10 20 30
Czas derywatyzacji [minuty]

Rysunek 15. Wptyw czasu prowadzenia derywatyzacji na powierzghikbw chromatograficznych
uzyskanych w wyniku analizy roztworow wzorcowych z odwzorowaniem matrycyazigiv
cynoorganicznych z wykorzystaniem techniki GC-MS.

4.7.2. Dobor optymalnych warunkow ekstrakcji analitow z badanych probek

W analityce specjacyjnej zwikdéw cyno- i recioorganicznych do roztwarzania
matrycy w celu uwolnienia analitdw powszechnie stosuje Bdzcieiczone kwasy
lub roztwory wodorotlenkow. Sprawdzono skutecznoébu tych poddg stosujc

do ekstrakcji roztwor kwasu bromowodorowego w metanolu, roztwor wodorotlenku potasu
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lub wodorotlenku sodu w metanolu. Dodatkowo w sprawdzono wpltyw czasu oraz rodzaj
czynnika wspomagagego (wytrasanie i ultradwicki) na efektywnosé procesu ekstrakciji.

W badaniach wykorzystano prébki rzeczywistatfaba focza) o nieznanymegeniu
metylorteci i zwiazkOw z grupy cynoorganicznych, do ktorej przed elstp dodawano
znana ilos¢ substancji traktowanej jako wzorzec wedvany (TPrT). Z tego wzghu dane
dotyczace efektywnogi ekstrakcji i wptywu na i innych czynnikdw, podawane byty jako
wartoLi wzglkdne (znormalizowane wobec wzorca wewngego), jako 100 % przyjmag
najwigkszy uzyskanawartosé

W pierwszej kolejnaéi sprawdzono midiwos¢ wykorzystania roztworu kwasu
bromowodorowego w metanolu (1:1 v/v) do roztwarzania matrycy i uwalniania analitow.
Derywatyzaci analitbw prowadzono w warunkach ktére obrano w dpam wyniki
przeprowadzonych dwedadczé opisanych powiej. Jednak otrzymane wyniki nie byty
zadowalagce ze wzgidu na duy rozrzut wynikdw w danej serii pomiarowej (CV > 30dla
trzech powtorze). Nastpnie zdecydowano @izastosowa roztwor wodorotlenku potasu
w metanolu do ekstrakcji analitéw z prébki. W trakcie wykonywaniavifdczenia okazato
si¢, ze tetrafenyloboranu sodu reaguje w pierwszej kolgnasjonami potasu obecnymi
w roztworze, tworzc biaty osad tetrafenyloboranu potasu. Z tego wdiglpostanowiono
zashpi¢ wodorotlenek potasu wodorotlenkiem sodu. Do eksjra&nalitow uxto 5 ml
roztworu NaOH o steniu 10 % w metanoluw(v). Uzyskane wyniki przedstawiono
narysunku 16. Na ich podstawie mez stwierdzt, ze proces ekstrakcji powinien &y

prowadzony przez 60 minut.

120%

100%

80% -
=MBT
EDBT
TBT
= MeHg

60% -

40% -

20% -

0% -

Znormalizowana wartosé¢ powierzchnia
piku

40 60 90 120

Czas ekstrakcji [min]

Rysunek 16. Wptyw czasu na efektywsdqprocesu ekstrakcji analitow z prébektnoby foczej.
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4.7.3. Oczyszczanie ekstraktow i wzbogacanie analitow

W wyniku ekstrakcji probek o skomplikowanym sktadzie matrycy do roztworu, oprocz
analitow, przechodgzréwniez substancje przeszkadzeg (interferenty). Substancje te mog
skrac& zywotno$¢ aparatury analitycznej poprzez osadzanie re powierzchni raiych
elementéw, np. magpowodowa zanieczyszczenia dozownika, kolumny, detektdradta
jonow), a take mog powodow& niestabilnos¢ czasow retencji oraz By zrodiem
zwiekszonego poziomu szumoéw. Aby uniknaéekorzystnego wptywu tluszczéw, w ktére
bogata jest tkanka atroby, wprowadzono etap oczyszczania ekstraktu,egtbrprzebieg
przedstawiono schematycznie na rysunku 12. Na tym etapie wykorzystano kolumienki
przygotowane we wtasnym zakresie. Oczyszczanie ekstraktu odbywa gitox z tlenku
glinu (zawierajcego 3 % wody) posiadglym polarne grupy funkcyjne, na ktorym
zatrzymywane & zwiazki polarne i/lub te o dwej masie czsteczkowej. Natomiast pochodne
cynoorganiczne i metylagti charakteryzuj sic stosunkowo niewielkgnas czasteczkovy
oraz niskapolarnogia (w wyniku derywatyzacji), co sprawige s wymywane z kolumienki
jako pierwsze. Jednak w wyniku oczyszczania ¢page znaczne rozaiezenie ekstraktu,
azatem zmniejszenie ¢genia analitu w olgtosci probki, przez co czutos&tosowanego
detektora moe okaza si¢ niewystarczajca do zapewnienia miarodajnych wynikow. Dlatego
tez powszechnie stosuje e¢sietap wzbogacania analitow w ekstrakcie. W ramach
prowadzonych bada po etapie oczyszczania wprowadzono etap odparowania
rozpuszczalnika w atmosferze gazu ebwggo (azotu). Ekstraktu odparowywano
do objtosci ok. 0,3 cni i nastpnie poddawano analizie koncowej z wykorzystaniem uktadu
GC-MS.

4.8. Walidacja procedury jednoczesnego oznaczania metylati i wybranych
zwiagzkdw z grupy cynoorganicznych (MBT, DBT, TBT)

Kazda nowo opracowana procedura analityczna powinnezoseniona pod kem
jej przydatnogi do uzyskiwania miarodajnych wynikow oznagz®/ tym celu wyznacza si
podstawowe parametry walidacyjne, takie jak:

— liniowos¢ i zakres pomiarowy,
— granica wykrywalnogi i oznaczalnasi,
— powtarzalnos¢

— precyzg posedna.
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Kalibracja procedury powinna w jak najlepszym stopniu odwzorowyreeznosci
miedzy stzeniem analitu w probce a sygnatem analitycznym edlatte nalezy uwzgkdni¢
mozliwy wptyw sktadnikdw probki na wielkosdego sygnatu ze wzglu na moliwosé
wystepowania efektow matrycowych. W tym celu krzywe kedityjne sporgdzono
w oparciu o roztwory z odwzorowaniem matrycy. Do prébekraby swinskiej dodano
odpowiednie ilo€i roztworow wzorcowych, co odpowiada zawacioleHg od 0,5 do 5 ug
i zawartogi OTC od 0,04 do 0,4 pug, a ngstie przygotowano je zgodnie z opracowan
procedus. Rownolegle przygotowano probki roztworéw wzorcotvypoprzez dodanie tej
samej iloci analitow bezpaednio do odczynnika ekstrakcyjnego i poddano jeahamm
z wykorzystaniem tej samej procedury analitycznej, co probki z odwzorowsainya.

Na podstawie wynikéw uzyskanych w trakcie analizy probek wzorcowych (matrycowych
I bezmatrycowych) wykrdono krzywe kalibracyjne i zbadano wielkod&ptywu efektu
matrycowego na intensywnos&ygnatu analitycznego. Wplyw ten zostat oszacowany
na podstawie  stosunku liczbowego wspotczynnikow kierunkowych liniowych mdwna
regresji krzywych kalibracyjnych. Wartcisliczbowe tego stosunku oraz réwnania krzywych
kalibracyjnych dla odpowiednich analitéw przedstawiono w tabeli 15.

Tabela 15. Parametry krzywych kalibracyjnych uzyskanych w wyniku analizy prébek roztworéw

wzorcowych metylorci i zwiazkéw z grupy cynoorganicznych przygotowanych z i bez
odwzorowania matrycy

Stosunek
. . : . . . wspotczynnikéw
Rownanie krzywej Rownanie krzywej . .
. kalibracyjnej kalibracyjnej klerunkowych z Wzmocn!en!e
Analit : r : r odwzorowaniem | (+)/ostabienie
bez odwzorowania z odwzorowaniem |
matrycy matrycy matrycy/bez_ (-) sygnatu
odwzorowania
matrycy
MeHg y=0,217x-0,026 | 0,998 | y=0,191x + 0,033 | 0,997 0,82 -18%
MBT y =0,738x - 0,0011 | 1,000 | y =0,504x + 0,0045| 0,999 0,68 -32%
DBT y =0,372x - 0,0036 | 1,000| y=0,147x-0,0027| 0,995 0,40 -60%
TBT y =0,210x - 0,0029 | 1,000 | y =0,133x - 0,00033| 0,998 0,63 -37%

Na podstawie danych przedstawionych w tabeli macgtwierdzi znaczny wptyw sktadnikow
matrycy na ostabienie intensywrmsygnatu analitycznego badanych gzkiow. Dlatego te
podczas procesu walidacji wartbsliczbowe granicy wykrywalnad, liniowos¢ i zakres
pomiarowy, a take poprawnoséprocedury wyznaczano w oparciu o krzywe kalibraeyjn
Z matrya.

Krzywe kalibracyjne uzyskane w wyniku analizy roztworéw wzorcowych z dodatkiem

matrycy charakteryzowaty sliniowoscia w badanym zakresieegen. Korzystajc z wzoréw
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podanych w rozdziale 4.5. obliczono waiokOD i LOQ oraz sprawdzono poprawnadgh
wyznaczenia. Dane te zostaly przedstawione w tabeli 16.

W kolejnym etapie sprawdzono poprawnasdpracowanej procedury na podstawie
analizy prébek certyfikowanych materiatéw odniesienia, BCR-463, DORM-2 oraz CE-477.
Tabela 16. Warteci liczbowe granicy wykrywalnéci oraz wyniki weryfikacji poprawngci

wyznaczenia tej granicy na podstawieg@bpunktowej krzywej kalibracyjnejN oznaczaze dany
warunek nie zostat spetniony, T oznaczadany warunek zostat spetnigny

MeHg MBT DBT TBT
Mg
LOD 0,35 0,0090 0,011 0,0075
c 0,5 0,04
LOD<c T T T T
10LOD >c T T T T
LOQ 1,0 0,027 0,033 0,023

W tym celu przygotowano po 6 prébekzkago z materiatdw zgodnie z opracowana
procedus i poddano analizie w uktadzie GC-MS. Wyniki analprobek ekstraktow

rozpuszczalnikowych badanych probeitnoby przedstawiono w tabeli 17.

Tabela 17. Odzysk analitow z prébek certyfikowanego materiatu odniesienia

Certyfikowany MeHg MBT DBT TBT
materiat n
odniesienia Odzysk + U (k=2) [%]
BCR463 6 25+5,8 - - -
DORM-2 6 61 + 11 - - -
CE477 6 - 71+6,8 171 + 17 67 + 10

Na ich podstawie mma zauway¢, ze odzysk procedury analitycznej nie jest
na zadowalajcym poziomie. Akceptowalny odzysk dla tego typu enpbwinien zawier&
si¢ w przedziale od 80 do 120 %. Dla trzech analitoweklg, MBT i TBT) odzysk nie
przekracza 71 %, natomiast dla DBT obliczona zawartm$écznie przewssza wartosé
certyfikowanag co ma swoje odzwierciedlenie w wysokim odzysku thgo zwazku.
Poniewa proces ekstrakcji analitow z probki i ich derywatga g najbardziej krytycznymi
w calej procedurze, w tych dwdch etapach haledoszukiwg sie przyczyn
niezadowalajcych odzyskéw. Podczas etapu ekstrakcji analitowblad nie zostaje
catkowicie roztobna; po zakonczeniu ekstrakcji oprocz ekstraktu w fiolce obeesf |
robwniez stata pozostaks. Ze wzgkdu na to,ze zwhzki metaloorganiczne wygtujace
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w srodowisku mog silnie wiaza¢ sie z tkankami biologicznymi, probka powinna ulec
catkowitemu rozpuszczeniu, tak aby uwolnieniu ulegly wszystkie anality. Natomiast
substancje wzorcowe dodawane do probki nie oddziatujaki sam sposéb jak zyaki
pierwotnie zwiazane w tkance. $Sone stabiej zwizane z matryc probki, przez co $
efektywniej i szybciej ekstrahowane. Dlatega prawdopodobnie warunki ekstrakcji dobrane
W SposOb opisany w pracy, czyli w oparciu 0 argpizdbek watroby z dodatkiem substancji
wzorcowych, § niewystarczajce do ilociowego przeniesienia badanych zmkiow
do roztworu. Ponadto probki tkanek zwigrych charakteryzaj sic bardzo ziosonym
sktadem matrycy, przez co w ekstrakcie, oprécz analitow, obecnych jest wiele innych metali,
zwiazkbéw organicznych, tluszczow i bialek, ktére mogaktoc& przebieg procesu
derywatyzacji.Swiadczyé o tym moz dua ronica w wartogiach odzysku dla MeHg dla
dwoch CRM réhiacych st skladem matrycy. Mimaze oba materiaty zostaty przygotowane
Z tego samego rodzaju tkanki — e8ni (BCR-463 z tunczyka, a DORM-2 z kolenia
pospolitego), to jednak réua sie one znacznie zawartdg thuszczow. Taczyk zawiera duz
wiecej tluszczédw (ok. 16 %) mikolen (ok. 5 %), ktére mogzaktdcd przebieg procesu
derywatyzacji. B¢ moz, podobnie jak w przypadku procesu ekstrakcji, waru
derywatyzacji, czyli ilos¢ odczynnika derywatyzagego i dtugosé trwania reakcji,
Sa niewystarczajce do zniwelowania wptywu matrycy i iloowego przeksztatcenia analitdw
w pochodne. Mdiwe rozwiazanie tego problemu znaleziono w literaturze naulolepszy
odzysk procesu etylowania metykgrt uzyskano stosag dwie porcje tetraetyloboranu sodu
(jedna po drugiej) [178], wC by¢ moz to samo podggie naleatoby sprawdz w procesie
tworzenia fenylowej pochodnej metylect oraz etylowych pochodnych zagkow
cynoorganicznych.

Zaskakugcym okazato s uzyskanie wysokie] wartof odzysku dla dibutylocyny.
Moze to by zwiazane z degradagjtributylocyny do dibutylocyny, do ktorej mogtoby
dochodzé pod wplywem swiatta w trakcie procesu ekstrakcji lub derywatyzadnna
mozliwos¢ stanowi rozktad tributylocyny podczas przechowywancertyfikowanego
materiatu odniesienia.

Niewatpliwie uzyskane wyniki nie g zadowalajce i uniemofiwiaja zastosowanie
opracowanej procedury do oznaczania badanychazkéw w prébkach rzeczywistych.
Niezbedne jest przeprowadzenie dodatkowychwdagiczeéy, ktére pozwal na znalezienie

wystepowania zodta bedow i ich wyeliminowanie.
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5. Wykorzystanie technik chemometrycznych na  etapie  opracowania
wieloparametrowych zbioréw danych pomiarowych uzyskanych w wyniku badéa

probek watroby

W wyniku przeprowadzonych batlaizyskano ogromy zbior danych pomiarowych,
ktorych interpretacja jest niezwykle trudna i skomplikowana. Z tego powodu digzbe
staje st zastosowanie technik chemometrycznych w celu wydabyxtecznych informacji
z wieloparametrowych danych pomiarowych. Nowoczesne wielowymiarowe techniki
chemometryczne umbwiaja jednoczesne opracowanie praktycznie nieogranicziice)y
zmiennych dzki wykorzystaniu matematyki, rachunku prawdopodabi®a, statystyki
i informatyki. Chemometria stanowi @thna dziedzingnauki, ktéra mee by wykorzystana,
migdzy innymi, w monitoringurodowiska:

— do analizy zmian poziomowegten analitbw w czasie,
- identyfikacji #6det zanieczyszchea take
— do wyjasnienia zalenosci pomidzy grupami analitow [179].

Analiza statystyczna i chemometryczna uzyskanych wieloparametrowych zbiorow
danych pomiarowych zostata przeprowadzona we wspotpracy z dr Tomaszem Ciesielskim,
pracownikiem Norweskiego Uniwersytetu Nauki i Technologii w Trondheim w Norwegii
oraz z Frankiem F. Riget, pracownikiem Uniwersytetu w Aarhus w Danii.

Analizie chemometrycznej poddano wieloparametrowy zbior danych pomiarowych
uzyskanych w wyniku oznaczenia pierwiastkbw w prébkachirab pobranych od fok
szarych. Prébki te zostaty podzielone na 6 grupzzeéeod tego w jakim obszarze zostaty
znalezione dane osobniki (zeknik 1, rysunek 5). Do baflavybrano osobniki wchodze
w skiad nasfpujacych grup wiekowych: szczegta (do 1 rokuzycia), mtodociane (1-3 lata)
oraz doroste X 4lat). Przed przysipieniem do analizy chemometrycznej zmienne zostaly
sprawdzone pod kam rozkiadu normalnego. Jest to spowodowane tanstosowane testy
statystyczne przy porownywaniu zbiorow pomiarowych oraz metody regresyjne stosowane przy
tworzeniu modeli zalsosci pomkdzy zmiennymi zaktadaj ze rozktad zmiennej ma charakter
rozktadu normalnego lub jest do niego zbily. Zastosowanie tych technik do zmiennych nie
posiadajcych rozktadu normalnego mez prowadazt do bkdnych wnioskow bdz
nieprawdziwych zabenosci. W wyniku przeprowadzonych testow stwierdzore, zmienne
w badanych zbiorze danych nie spelpiaprunkow rozktadu normalnego, dlatego tez poddano je

transformacji logarytmicznej tak, aby uzyskazktad maksymalnie zlidony do normalnego.
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W pracy techniki chemometryczne zostaty wykorzystane do zbadania:

— wystepowania statystycznie istotnych ré¢ w srednich wartoéiach s¢zen
pierwiastkbw medzy romymi grupami wiekowymi oraz radzy ronymi
obszarami geograficznymi (ANOVA, ANCOVA),

— miegdzy ktérymi grupami wyspuja statystycznie istotne raice (test Tukeya,
tzw. test post-ho¢po fakcie)),

— czy pomedzy zawartécia pierwiastkdw, stosunkiem molowym Se:Hg,
wartociami 8°C i 8N i danymi biometrycznymi (wiek, dtugost masa
ciata) istnieje korelacja liniowa (korelacja Pearsona),

- wewndrznej struktury danych pomiarowych i opisania jeg pomog
,utajonych” parametrow (gtéwnych sktadowych), ktére z tej struktury
wynikaja (PCA ) [179].

Zastosowanie techniki analizy wariancji uriieia monitorowanie zmian zawartois
pierwiastkbw w prébkach organizmoéw w zate@sci od ich przynalegnosci gatunkowej,
wielkosci (wieku), regionu wyspowania i innych parametrowrodowiskowych [180].
Analiza wariancji stug do poréwnania rdrc pomkedzy wartociami $rednimi
w wydzielonych grupach, innymi stowy jest naiziem do badania wptywu czynnikéw
(zmiennych niezalewych, np. obszaru wygiowania, grupy wiekowej, ptci) na zmienna
zalezna (np. zawartos¢ danego pierwiastka w prébce). Zastosowanie techaikdlizy
wariancji stuy do sprawdzenia, czy wartwsbadanej cechy odzwierciedlajvptyw danego
czynnika, czy te ksztaltup sic niezalenie od niego. Analig wariancji stosuje si
do poréwnaniarednich w 3 lub wikszej iloci grup. Natomiast w celu poréwnania warios
srednich w dwdch grupach stosuje ghacznie prostszy tesStudenta. Idea analizy wariancji
opiera s¢ na weryfikacji hipotezy zerowej, diktéra gtosi,ze srednie w poréwnywanych
grupach (populacjachlagowne, co jest rownowae twierdzeniu o braku wptywu zmiennej
niezaleenej na zmiennazalezna. W analizie wariancji wykorzystuje ¢test F Snedecora.
Ma on postailorazu dwéch niezalmie oszacowanych wariancji, gdzie w liczniku podsige
tzw. wariancg miedzygrupow, a w mianowniku tzw. wariangjwewnatrzgrupova. Uznaje
sig, ze analizowany czynnik ma wplyw na zmienmalezna (czyli hipoteza zerowa zostaje
odrzucona) wtedy, gdy obliczona wartds¢jest wigksza (lub réwna) @i wartos¢ krytyczna
dla przygtego poziomu istotna$ (p) i okreslonej liczby stopni swobody.

W przypadku, kiedy na zmienrealezna, wptywa inna zmienna niezeaidea niebeaca
przedmiotem analizy, pomocne staje zastosowanie analizy kowariancji (ANCOVA). Jest
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to technika, ktéraaczy w sobie elementy analizy wariancji, korelacji i regresjickizczemu
istnieje moAwos¢ wyeliminowania wptywu innej cechy (tzw. zmiennej towarzysy) majcej
wptyw na badanzmienmn, zalezna.

W wyniku przeprowadzenia analizy wariancji/kowariancji otrzymuggisformacg,
czy srednie w grupach rdva sic w sposéb statystycznie istotny. Jednak brak jdetrmacji
na temat, ktére z analizowanygtednich § odpowiedzialne za odrzucenie hipotezy zerowe.
Aby dowiedzié sig, ktére wartogi srednie ronia sic miedzy sola w sposob statystycznie
istotny, a ktére s roéwne, niezbgdne jest zastosowanie tzw. testéw po fakgies( hog.
Jednym z takich testow jest test Tukeya, za pankb@rego poszukuje sirdznic pomedzy
wszystkimi paramirednich.

W celu zbadania wygbowania zalenosci pomidzy badanymi zmiennymi
wykorzystano jednaz najczsciej stosowanych technik statystycznych — arakorelacii.
W pracy wykorzystano wspétczynnik korelacji Pearsara Ktory stuy do okrélenia sity
zwiazku prostoliniowego midzy dwiema cechami mierzalnymi oraz kierunek tejekaji.
Wspotczynnik ten przyjmuje wartokliczbowe z przedziatu [-1;1]. Im wartos¢jest blizsza
zera tym zwazek jest stabszy, natomiast im4gj 1 (lub -1), tym zwgzek jest silniejszy.
Dodatnia wartosdiczbowa wspotczynnika korelacji informuje o dodajdiniowej zaleznosci
pomiedzy zmiennymi (ze wzrostem wartbsparametrux wzrasta wartosé¢parametruy),
natomiast wartoséujemna wskazujeze zmienne $ ujemnie skorelowane (ze wzrostem
warto&i jednego parametru maleje wartadtugiego). Przyjmuje sinastpujace oceny sity
zwiazku (pamétajac o odpowiedniej liczebnas préby):

Tabela 18. Ocena stopnia korelacji peddy dwiema zmiennymi na podstawie waitd
wspotczynnika korelacji

r sita zwiagzku korelacyjnego
00-02 brak
02-04 staba
04-07 srednia
0,7-09 silna
09-10 bardzo silna

Ze wzgkdu na mofiwos¢ istnienia licznych wspétzateosci pomigdzy zmiennymi
istnieje mofiwos¢ wystkpowania zjawiska redundanciji, czyli powielania imi@acji. W celu
umodiwienia wizualizacji istniegcych zaleénosci oraz poprawnej interpretacji uzyskanego
zbioru danych wykorzystuje gianaliz gtownych sktadowych, deki ktérej uzyskuje si
redukcg liczby badanych zmiennych do znacznie mniejszepljcwzajemnie niezakaych
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(nieskorelowanych) czynnikow, tzw. gtownych sktadow Sktadowe gtowne otrzymujees
w wyniku obliczenia tzw. wart@$ wlasnych ang. eigenvalug¢ korelacji lub macierzy
kowariancji probek [181].Skiadowe te $ sortowan w kolejnoLi malepcego zasob
zmiennog€i (informacji), ktora dany skfadnik wyjénia. Pierwsza sktadowa wnosi napkszy
ilos¢ informacji, a kada kolejna skiadowa zawiera jej mniDla daneo zestawu danych
istnieje tyle gtébwnych skdowych, ile bto zmiennych objgniajacych, dlatego konieczne je

ustalenie ile sktadowych gtéwnych najewnzia¢ pod uwag [182].

6. Wyniki oznaczei zawartosci pierwiastkbw i statych izotopéw w prébkach

watroby
6.1. Poziomy zawartogi statych izotopéw wegla i azot

Analize statych izotopéw wgla i azotu przeprowadzono we wszystkich probk
watroby i organizméw, ktérymiywia sic foki. Wartosé¢ 8*°N obliczona dla prébek atroby
miescita sk w zakresie od 1% u osobnila z Zatoki Botnickiej do 1%. u osobnika
z Baltyku wigciwega Srednia wartosédla wszystkich badanych probek wynosita %o.
W przypadkus™*C zaréwno najriisz (-22 %o), jak i najwysz wartosq-16 %o) obliczono dla
osobnikbw z Baltyku wigciwego, a wartc¢ srednia dla wszystkich badanych protk
wynosita -19 %0Uzyskane wyniki badazostaty przedstawiorw zahczniku 2.

Podobnie jak w przypadku zawartos pierwiastkOw przeprowadzono anal
kowariancji w celu sprawdzenia, czy obszar geograficzny wptywéredni wartosé 5*°N

i 5°C. Uzyskane wyniki zaprezentowano w formie wykrna rysunku Z.

-17.5 18,0

S L hm ] i
ol 1 |e3
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] o b L mp

13,5

-21,0 13,0
I 1] Y V \ Il i v \ \

Obszar geograficzny Obszar geograficzny

8'3C
5N

-20,5

Rysunek 17 Srednie wartéci liczbowe parametrévs®™N i 8'°C uzyskane w wyniku analizy prébe
watroby fok szarych z6znych obszarévgeograficznych.
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W przypadku obu badanych zmiennych obszar w sposéb statystycznie istotny wptywat
na ich wartos¢érednia; dla 8"°N wartosé parametru kes wynosita 14,75, p < 0,0001,
natomiast dl&**C wartosétego parametru wynosita 4,16, p = 0,002. Probdtroby pobrane
od fok szarych znalezionych w alie polskiego wybrzea charakteryzowaly siznacaco
wyzszymi wartogiami zmiennejs*>N w poréwnaniu do prébek pobranych od fok szarych
z obszaru Morza Alandzkiego i Zatoki Botnickiej (Tukey HSD; p < 0,0002) oraz z obszaru
Basenu Bornholmskiego (Tukey HSD; p < 0,02). 28ae wartéci zmiennej §*°C
w poréwnaniu do Zatoki Botnickiej oznaczono w probkach pobranych od fok z takich
obszarow jak Morze Alandzkie, Niecka Zachodniogotlandzka i wybrzmlskie (Tukey
HSD; p < 0,05).

Zbadano rownie czy wiek fok wptywa w istotnym stopniu na waito liczbowe
ocenianych zmiennych. Stwierdzon®, zaréwno wartas 5N jak i §**C réznia sic w sposob
statystycznie istotny poradzy grupami wiekowymi; wart@$ parametru F wynosity
odpowiednio F70= 4,23, p < 0,02 2 70= 3,18, p < 0,05. Osobniki doroste charakteryzowaty si
wyzszymi wartogiami 8*°N w poréwnaniu do grupy szczeh{Tukey HSD; p < 0,02).

W przypadku zmiennejs'®C nie zaobserwowano statystycznie istotnychni®z
pomiedzy grupami wiekowymiT{ukey HSD; p > 0,05).

6.2. Poziomy zawarto€i metali w probkach watroby fok szarych

W badanych prébkach oznaczona@zehia 58 pierwiastkéw. Pierwiastki, ktorych
stezenia 0znaczono na poziomiezszym ni wartos¢ granicy wykrywalnogéi w wigcej niz
50 % badanych probek, zostaly wykluczone z dalszej analizy statystycznej
i chemometrycznej. Byty to: glin (Al), beryl (Be), chrom (Cr), hafn (Hf), niob (Nb), skand
(Sc), tantal (Ta), tytan (Ti), tul (Tm), uran (U) i cyrkon (Z8tednie wartoéi Stzen
makropierwiastkdw, pierwiastkdw ziem rzadkich i pierwiastk@ladowych oznaczone
w probkach zamieszczone w gatniku 2. Wszystkie gkenia podaneasw ug/g suchej masy.
Spogod pierwiastkbw uznanych przez ekspertow HELCOM patencjalnie
najbardziej niebezpieczne, tj. Hg, Cd, Pb, Cu i Zn, na$ay stzenia oznaczono dlaexi,
ktore zawieraly & w przedziale 0,69 — 917g/g, a wartos¢srednia oraz odchylenie
standardowe dla tego zakresu wynpS8 + 149 \g/g. Najwysze s§zenie rtci oznaczono
w probkach pobranych od dorostej samicy, foka nr 75, i od samca (najstarszego ze wszystkich
badanych osobnikoéw — 26 lat), foka nr 51, i wynposae odpowiednio 917 i 828)/g. Probki
pobrane od czterech innych osobnikéw (nr 50, 53, 70 i 71) réva@eieraj znaczne ilogi
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rteci, powyzej 200 ng/g. Srednie sgzenia takich metali eizkich jak Cd, Pb i Sn wynosz
odpowiednio 1,4 +5,1; 0,055 + 0,036 i 0,8 = 1¢g. Oprécz wci, na wysokich poziomach
stezen oznaczono rownietakie pierwiastkisladowe jak: Cu (63 + 4Qg/g), Se (30 £ 54
ug/g), Mn (11 = 4,5ug/g) i Rb (7,1 + 2,519/g). W przypadku selenu najwgze stzenia
oznaczono w probkach pobranych od dorostych osobnikéw (51 #g/§), nastpnie
w grupie miodocianych (17 + 189/g), a najnisze w grupie szczetti(2,3 £ 0,2ug/g). Foki,
w ktérych oznaczono najwgzy zawartosérteci (nr 51 i 75) zawieraj rOwniez wyzsze
poziomy selenu i pozostate badane osobniki, 340 i 2&fq. odpowiednio.Srednia
zawarto$¢ cynku oznaczona w badanych probkach wynosita 1%8 gg/g. Spogdd
pierwiastkéw ziem rzadkich najwgzesrednie stzenia oznaczono w przypadku Ce, Dy i Er
I wynosz one odpowiednio 68 = 82; 40 £ 491 27 + 33 ng/g.

W probkach pobranych od osobnikéw oznaczonych nr 65 i 69 stwierdzono bardzo
wysokie zawartasi Al, Si, Cd i kilku pierwiastkdéw ziem rzadkich, enoz wskazywa na to,
ze probki te zostaly przypadkowo zanieczyszczone.tafpsone wykluczone z analizy

statystyczne.

6.2.1. Przestrzenne zr@nicowanie w zawarto&i pierwiastkow w probkach watroby fok

szarych

Korzystapc z analizy kowariancji sprawdzono czy obszar, we¢bier ktérego
znaleziono foki szare, wptywa na poziom zawastodanego pierwiastka w analizowanej
probce. Poniewana poziom zawarta$ pierwiastkow w prébkach atroby moze wplywa
nie tylko obszar bytowania foki, ale rownigej wiek, naleéato wyeliminow& wplyw tej
zmiennej (nazywanej zmienngwarzysaca). Niestety dla niektdrych osobnikéw fok wiek
nie zostat okrédony, wigc zamiast wieku jako zmienngwarzysaca wykorzystano diugosé
ciala foki. Na podstawie uzyskanych wynikow zestawionych w tabeli 18enaauwayc,
ze tylko w przypadku kilku pierwiastkow istnigjstatystycznie istotne raice pomedzy
zawarto€ia danego pierwiastka a obszarem geograficznym (zaenac pogrubiona
czcionka).

Najmniejszy wptyw obszaru geograficznego ®seednh zawartos¢ pierwiastka
oszacowano dla Yb @7 = 2,45, p = 0,04), a najekszy w przypadku Ni (57 = 13,1,

p < 0,001). W wyniku zastosowania tesfpost hocokreslono, ze srednie stzenia takich
pierwiastkéw jak B, Ni i Sr (Tukey HSD; p < 0,01) oznaczone w préobkaginotyy foczej
zgrupy V (znalezionych w obbie polskiego wybrze) s statystycznie wisze
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Tabela 18. Ocena wplywu obszaru geograficznegosnealnie s¢zenia pierwiastkbw w prdébkach atroby (wart@gci zaznaczone pogrubignczcionk

wskazup statystycznie istotne pdice) oraz wysipowanie statystycznie istotnych afic pomedzy poszczegélnymi obszarami (cyfry rzymskie przy

sredniej wartdci stezenia wskazuj pomiedzy, ktdrymi obszarami istnigjstatystycznie istotne pdice, test Tukeya)

Obszar geograficzny

| Mu Mm N'IVk " t:/ BV| .
. rz rz | rze n
2@ B Bot(r)ﬂclfie Alar?dziie Zachodnieocgcilandzk p)glsk%e Bornﬁsotlemski o P
Srednie stzenia [ug/g]
Pierwiastki §ladowe
Ag 0,41 0,34 0,34 0,48 0,83 0,62 1,11 0,37
As 0,28""Vv! 0,56 0,48 0,51 0,42 0,63 4,66 0,001
B 0,0060"""" 0,019 0,013 0,047 0,13V 0,072 10,99 < 0,0001
Ba 0,017 0,017 0,010 0,019 0,048V 0,014 3,39 0,009
Bi 0,13 0,33 0,18 0,58 0,48 0,30 0,52 0,76
Cd 0,62 1,04 0,79 2,7 0,56 0,81 2,17 0,07
Co 0,054 0,065 0,066 0,061 0,057 0,047 1,34 0,26
Cs 0,047 0,051 0,048 0,058 0,057 0,067 1,45 0,22
Cu g2V 45"V 75" 7™ 34V 57 5,12 0,0005
Ga 0,0012 0,0017 0,0014 0,0020 0,0038"V! 0,0083 4,12 0,003
Ge 0,012 0,011 0,013 0,0058 0,0077 0,0060 1,54 0,19
Hg 45 47 28 118 167 72 1,29 0,28
Li 0,0044 0,0055 0,0035 0,0057 0,010 0,0061 3,23 0,01
Mn 11,9 11,7 11,6 10,5 12,6 6,8 1,7 0,15
Mo 2,3 1,9 2,0 2,0 2,0 1,7 1,79 0,13
Ni 0,015 0,010 0,008% 0,0072 0,12MMVV! 0,010 13,1 < 0,0001
Pb 0,034 0,048 0,046 0,067 0,082 0,049 1,71 0,14
Rb 8,8 6,4 7,6 7.8 5,8 4,7 3,44 0,008
Sh 0,0028 0,0038 0,0021 0,0041 0,0052 0,0070 2,92 0,02
Se 19 17 12 44 63 30 1,65 0,16
Si 3,6 4.4 4,8 4,8 8,6 1,7 2,3 0,06
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Tabela 18. — c.d.

Sn 0,26 0,74 0,44 1,4 0,18 0,31 0,74 0,6
Sr 0,27V 0,14V 0,075V 0,17 0,38V 0,76V 10 < 0,0001
Th 0,00036 0,00028 0,00018 0,00019 0,0006%"VV! 0,0001Y 3,83 0,004
Tl 0,0096 0,010"V 0,0056 0,006 0,0051 0,0042 4,68 0,001
\Y; 0,090 0,28 0,17 0,22 0,39 0,20 2,11 0,08
W 0,0011 0,0035 0,0022 0,0021 0,0029 0,0012 1,97 0,09
Zn 196 166 162 182 210 129 2,53 0,04
Makropierwiastki
Ca 246 177 167 178’ 252"V 325 3,26 0,01
Fe 1030 858’ 942 1010 1414 1158 2,83 0,02
K 24600 24013 24525 23582 23428 21372 0,65 0,67
Mg 603 611 621 602 610 526 1,3 0,27
Na 4014/ 397¢ 4237 4549 5437 4530 4,43 0,002
P 8976" 8817" 9133" 8688 8309 7048"" 4,41 0,002
S 10026 10217 10390""! 10099’ 9758 9124" 3,02 0,02
Pierwiastki ziem rzadkich
Ce 0,034 0,075 0,053 0,077 0,10 0,031 1,16 0,34
Dy 0,00037 0,00067 0,00053 0,0010 0,00080 0,00031 2,19 0,07
Er 0,00035 0,00060 0,00046 0,0010 0,00074 0,00026 1,65 0,16
Ho 0,00012 0,00020 0,00015 0,00033 0,00024 0,00010 0,94 0,46
La 0,019 0,045 0,031 0,045 0,060 0,017 0,97 0,44
Lu 0,000035 0,000048 0,000036 0,00011 0,000056 0,000021 2,35 0,05
Nd 0,015 0,029 0,022 0,031 0,038 0,013 1,09 0,37
Pr 0,0038 0,0077 0,0056 0,0080 0,010 0,0034 1,04 0,4
Sm 0,0022 0,0038 0,0030 0,0043 0,0051 0,0019 1,21 0,31
Tb 0,00019 0,00031 0,00027 0,00039 0,00039 0,00015 1,59 0,18
Y 0,0033 0,0051 0,0041 0,0082 0,0059 0,0023 1,68 0,15
Yb 0,00022 0,00037 0,00023 0,00079 0,00042 0,00015 2,45 0,04
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w porownaniu darednich stzen tych pierwiastkdw oznaczonych w probkach z pozgshat
obszarow. Natomiastednie stzenia takich pierwiastkdw jak Ba, Fe, Ga, Li, Na i (Tukey
HSD; p < 0,05) w grupie V okazatyesstatystycznie najasze w porownaniu do pozostatych
obszarow. W przypadku eten takich pierwiastkow jak Cu, P, Rb, S i Tl statyziyie
najwyzsze okazaty si te warto€i, ktére obliczono dla grup I-lll. Analiza wariamcj
przeprowadzona dla Cd nie wykazala statystycznie istotnychicrédla stzenia tego
pierwiastka pomidzy analizowanymi obszarami geograficznymi. Jednedegrowadzony
test post hocujawnit, ze w obebie grupy V wysipuje statystycznie nsze stzenie tego

pierwiastka w poréwnaniu do grupy Il i lll (Tukey HSD; p < 0,007).

6.2.2. Wplyw wieku fok szarych na zawartosé¢ pierwiastkbw w probkach
watroby

Korzystajc z jednoczynnikowej analizy wariancji zbadano wphiweech grup
wiekowych (szczerta, mtodociane i doroste) eedni zawartosépierwiastkdw w probkach
watroby. W wyniku analizy ujawniono silny wptyw zmiegjnwiek na zawartoséiektérych

pierwiastkéw (tabela 19).

Tabela 19. Ocena wplywu grupy wiekowej &@dnie s¢zenia pierwiastkbw w probkach atroby

(wartosci zaznaczone pogrubign czcionkh wskazuj statystycznie istotne édice) oraz

wystepowanie statystycznie istotnychzmlic pomidzy poszczegdlnymi grupami (litery prayedniej

wartosci stgzenia wskazuj pomigdzy, ktérymi grupami wiekowymi istniej statystycznie istotne
roznice, test Tukeya)

grupa wiekowa
Szczengta | Mlodocianeg Doroste =
(a) (b) () 27 P
Srednie s¢zenia [Lg/g]

Pierwiastki §ladowe
Ag 0,13* 0,36 0,64 9,52 | 0,0002
As 0,57 0,44 0,51 0,85 0,43
B 0,019 0,023 0,059 5,7 0,005
Ba 0,015 0,019 0,021 0,43 0,65
Bi 0,032 0,18 0,67* 24,92 | <0,0001
Cd 0,18°¢ 2,0 1,3+ 22,01 | <0,0001
Co 0,051 0,053 0,071 | 8,27 | 0,0006
Cs 0,050 0,052 0,058 0,84 0,43
Cu 38 80™¢ 53 10,59 | 0,0002
Ga 0,00091 | 0,0028 | 0,0023" 11 | <0,0001
Ge 0,011 0,0083 0,0093 0,35 0,7
Hg 3,5 38 147+ 31,9 |<0,0001
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Tabela 19. — c.d.

Li 0,0054 0,004% | 0,0068 4,05 0,02
Mn 12 10 12 0,53 0,59
Mo 1,5¢ 1,9 2,2 14,38 | <0,0001
Ni 0,011 0,014 0,026 0,27 0,76
Pb 0,047 0,051 0,061 1,29 0,28
Rb 6,3 7,0 7.4 0,07 0,93
Sh 0,0014¢ | 0,003¢° | 0,0057 | 22,73 | <0,0001
Se 2,6° 16°¢ At 22,84 | <0,0001
Si 5,9 4,5 4,4 0,7 0,5
Sn 0,049° 0,38 1,48" 13,75 | <0,0001
Sr 0,14 0,26 0,21 2,69 0,07
Th 0,00035 | 0,00030| 0,00023 0,73 0,4¢
Tl 0,0080 0,0068 0,0083 1,1 0,34
v 0,047 0,10 0,47" 56,23 | < 0,0001
W 0,0020 0,0018 0,0032 1,23 0,29
Zn 140 169 198 5,03 0,009
Makropierwiastki
Ca 178 230 182 0,14 0,87
Fe 778 1020 1063 1,16 0,32
K 22410 24388 23665 0,5 0,59
Mg 620 600 600 0,5 0,62
Na 4147 4377 4399 0,81 0,45
P 8900 8730 8534 0,9 0,39
S 9586 9928 10339 4 0,02
Pierwiastki ziem rzadkich
Ce 0,018¢ 0,037 0,17" 32,23 | <0,0001
Dy 0,00018 | 0,00062 | 0,0009%" | 30,55 | < 0,0001
Er 0,00014¢ | 0,00065° | 0,00085° | 29,86 |<0,0001
Ho 0,000058 | 0,0002%f | 0,00028" | 25,56 |<0,0001
La 0,0084¢ | 0,022 0,067* 337 | <0,0001
Lu 0,00002% | 0,00007% |0,000066| 15,23 | <0,0001
Nd 0,0062¢ | 0,018 0,044* | 30,85 | <0,0001
Pr 0,0018¢ | 0,0046° | 0,012* | 32,21 |<0,0001
Sm 0,00088¢ | 0,0023° | 0,0058" | 31,18 | <0,0001
Tb 0,000071¢| 0,00024* | 0,00048" | 30,66 | < 0,0001
Y 0,0014° | 0,0053° | 0,0078" | 29,37 | <0,0001
Yb 0,000097 | 0,00055 | 0,00048"| 27,73 | <0,0001
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Ogodlnie fokiz grupy (orostych osobnikéw charakteryzowahe siyzszymi srednimi
stezeniami pierwiastkdéw i foki z grupy miodocianych i szczewj co moe $wiadczy
o wystepowaniu zjawiska bioakumulacji éndd badanych osobnikévOdwrotna zaleznosé
stwierdzono w przypadku Cu, gd prébki pochodace od grupymtodociarych osobnikow
zawieraty najwyzsze s¢zenia w porOdwnaniu do szczehii dorostych (Tukey HSD;
p < 0,0005). Silnywptyw zmiennej wiek(F, 71> 20) zaobserwowano dla takich pierwiastk
jak Bi, Cd, Hg, Sb, Se, \Skzenia pierwiastkow z gruj pierwiastkdéw zim rzadkich (REES)
rowniez byly wyzsze w przypadku osobnikdéw najstarszych w poréwnaniu do pozos
(p <0,0001). Spavd pierwiastkdéw zaliczanych do grupy makroelementow jedyriesia
siarki réxnity si¢ w sposob statystycznie istotny paagy grupamwiekowymi.

Sprawdzono rownie czy grupa wiekowa wptywa w sposob statystycznie ist
na wartosé¢stosunku molowgc Se:Hg. Obliczone wartok liczbowetego stosunku zawiera
si¢ w przedziale 0,84 — 3,Nie zaobserwowano statystycznie istotnego wphzmiennej
obszar geograficzny na wartotggo stosunku i es= 0,23, p = ®5), natomia: stwierdzono
silny wptyw wieku na ¢ wartos¢ (F2,7:=18, p < 0,0001). Na rysunku pBzedstawionor&dni
wartos¢ liczbowastosunku molowego Se:Hg w poszczegolnych ach wiekowycl. Wartosé
tego stosunku byta statystycznie istot wyzsza w pzypadku szczeni (2,5 + 0,86)
w poréwnaniu do mtodocianyc(1,3 + 0,51)i dorostych(0,97 + 0,11 Tukey HSD; p < ,001)
Réznice w srednich wartociack liczbowych stosunkuSe:Hg pomiedzy grupa dorostych

i mtodocianych rowniz okazaly st by¢ statystycznie istotn(Tukey HSD; p < ,0004).

Rysunek 18Srednie wartdci liczbowe stosunku Se:Hg w obbie raznych grup wiekowyct
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6.2.3. Korelacje pomiedzy pierwiastkami, statymi izotopami wegla i azotu oraz

danymi biometrycznymi (wiek, dtugos¢i masa ciata)

Wyznaczenie wart@ liczbowych wspoétczynnikow korelacji Pearsona utiveio
wskazanie pomedzy, ktorymi sgzeniami pierwiastkOw w tkance atvoby istnieje liniowa
zaleznosé. Najsilniejsze (takie, dla ktérych wartowéspétczynnika korelacji byta wksza lub
réwna 0,7) wykryte korelacje zestawiono w tabeli 20.

Tabela 20. Statystycznie istotne wspotzalesci miedzy pierwiastkami ¢0,7) w prébkach wtroby
fok szarych (wszystkie podane zah®sci maja charakter dodatni i zostaty olglene dla p<0,01)

Ag | Bi, Se, Hg Mo | Zn
. Ce, Dy, Er, Ga, Ho, La, Lu, Pr, Sm,
Bi Ag, Hg, Se Nd Th. V. Y. Yb
Ca | Sr P Mg
Ce, Dy, Er, Ga, Ho, La, Lu, Nd, Sm,
Cd | Ce, La, Nd, Pr, Sm, Th, Y Pr Tb, V.Y, Yb
Cd, Dy, Er, Ga, Ho, La, Lu, Nd, Pr, .
Ce | sm, Tb, V, Y, Yb Se | Ag, Bi, Hg
D Ce, Er, Ga, Ho, La, Lu, Nd, Pr, Sm, sm Ce, Dy, Er, Ga, Ho, La, Lu, Nd, Pr,
Y | Tb,V, Y, Yb Th, V, Y, Yb
Ce, Dy, Ga, Ho, La, Lu, Nd, Pr, Sm,
Er Th, V.Y, Yb Sr Ca
Ga Ce, Dy, Er, Ho, La, Lu, Nd, Pr, Sm, Tb Ce, Dy, Er, Ga, Ho, La, Lu, Nd, Pr,
Th, V, Y, Yb Sm,V,Y,Yb
, Ce, Dy, Er, Ga, Ho, La, Lu, Nd, Pr,
Hg | Ag, BI. Se V' | Sm, Th, Y, Yb
Ho Ce, Dy, Er, Ga, La, Lu, Nd, Pr, Sm, v Ce, Dy, Er, Ga, Ho, La, Lu, Nd, Pr,
Th, V, Y, Yb Sm, Th, V, Yb
La Ce, Dy, Er, Ga, Ho, Lu, Nd, Pr, Sm, Yb Ce, Dy, Er, Ga, Ho, La, Lu, Nd, Pr,
Tb, V, Y, Yb Sm, Th, V, Y
Ce, Dy, Er, Ga, Ho, La, Nd, Pr, Sm,
Lu Th, V.Y, Yb Zn Mo
Mg | P

W przypadku badania korelacji pogdzy warto€ia statych izotopow i sten
pierwiastkéw najsilniejsze zwrki pomiedzy zmiennymi okréono dla §*°N-Ag, §*°N-Ni,
8°N-Sn, 5°C-Hg i 8°C-Se (p < 0,001). Natomiast najstabiej skorelowane &\ z takimi
pierwiastkami jak B, Cs, Ga, Sb, Sr, Vi Zn (p < 0,01). Silne korelacje zaobserwowano

pomiedzy pierwiastkami ziem rzadkich (r > 0,84, p < 0,006daz dtugogia ciata (p < 0,005).
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6.3. Analiza gtdwnych sktadowych PCA)

W wyniku przeprowadzonej analizy PCA vnaczono cztery gtdwne sktadov
(ktorych warto€i wiasne byty weksze od jednéxi) wyjasniajacych ponad57 % catkowitej
zmienno€i danych.Na rysunku 9 przedstawiono wykregmiennych uwidaczniagy ich
wplyw na dwie pierwszegtowne sktadow (w tabeli 21przedstawiono wszystkie zmien
opisupce dam gtbwna sktadow, tadunki znacgce wyrdmniono pogrubiongzcionky. Kazda
z tych zmiennych jest reprezentowana na rysunku w postaci wektora, ktérego
i kierunek okréla, w jakim stopniu kada ze zmienrch wptywa na poszczegolne skiado
gtéwne.Ponadto z wykresu moa odczyté zaleznosci wystpujace medzy zmiennymi

— gdy dwie zmienne le na wykresie blisko siebie, oznacza te,sz ze soh silnie
dodatnio skorelowan

- gdy s do siebie prostopadie, oziza to, ze nie wystpuje medzy nimi
korelacja;

- gdy znajduy sie po przeciwnych stronach, oznacza te s silnie uemnie

skorelowane.
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Rysunek 19 Potazenie wektorow tadunkéw wzgtlem dwéch pierwszych gtéwnych sktadowy
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Pierwsza sktadowa gtdbwna (PC1l) jest skonstruowana gtownie z pierwiastkow
nalezacych do grupy metali ziem rzadkich (Ce, Er, Ho, Bg,Sm, Y), ktére wnoszpodobny
wktad w gtdbwnasktadows i sa ze sobadodatnio skorelowane oraz takie pierwiastki jak Ba,
Th, Vi Zn, ktérych udziat jest nieco mniejszy. M@zj zatem zinterpretowigako zawartosc¢
pierwiastkbw pochodzenia antropogenicznego, ktore odzwierciedigptyw réznych
przejawOw antropopresji na foki szare.$Md zmiennych opisagych drug gtowm
sktadowa (PC2) wyranie zaznaczyly si dwie grupy pierwiastkow; w skiad pierwszej
wchodz takie pierwiastki jak B, Ca, Sr, natomiast do dejigirupy momna zaliczy¢: Cu, Mg,
Mn, Mo i P. Pierwiastki jednej grupy sljemnie skorelowane z pierwiastkami z drugiej grupy
i wszystkie § zaliczane do grupy biopierwiastkow. W skiad trzpsktadowej (PC3)
wchodz pierwiastki zaliczane do grupy metalggkich (Hg, Ni i Sn) oraz Se, ktory poprzez
interakcje z kcia zmniejsza jej toksycznos®statnia gtdwna skladowa (PC4) jest opisywana
w gtdbwnej mierze przez takie pierwiastki jak Co i S. Siarka w organizmiecpujst jako
jeden z gtownych sktadnikow budulcowych biatek i witamin, ale roavngéko czynnik
wspomagajcy usuwanie toksyn z atroby, std tez prawdopodobnie wynika najekszy
udziat siarki i kobaltu (jako metalu gikiego, ktory mog podlega akumulacji) w olxbie
czwartej sktadowej.

Tabela 21. Wartéei tadunkéw czynnikowych wyznaczonych dleesin pierwiastkbw w prébkach
watroby pobranych od fok szarych

. tadunki sktadowych

Pierwiastek 51T pc2 | pc3 | PCa
Ag 050 | -006 | 035 -046
As 006 | -020| -030| 028
B 039 | 058 | -016 | -0,06
Ba 073 | -005 | -012 | 010
Bi 039 | 046 | 045 | 006
Ca 041 | 053 | 002 | -003
Cd 009 | 034 | 034| 045
Ce 0904 | 001 | 001 | -015
Co 004 | -005| -022| 069
Cs 012 | 038 | 008 040
Cu 038 | -063 | 044 | -028
Er 090 | 005 | 013 | -012
Fe 005 | 031 | -030| -040
Ge 010 | -008| 003| 008
Hg 026 | 045 | 077 | 013
Ho 088 | 005 | 019 | -012
K 028 | 011 | 015 | -0.16
La 095 | 003 | 004 | -014
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Tabela 31. — c.d.

Li 0,53 0,33 -0,23 0,37
Mg 0,22 -0,62 0,18 0,25
Mn 0,36 -0,78 0,22 0,09
Mo 0,22 -0,66 0,38 -0,16
Na -0,06 0,44 -0,25 0,49
Ni 0,19 -0,19 -0,67 0,16
P 0,10 -0,66 0,17 0,31
Pb 0,58 -0,21 -0,11 0,33
Pr 0,95 -0,03 0,01 -0,10
Rb 0,17 -0,09 0,52 0,29
S 0,10 -0,20 0,27 0,67
Sb 0,57 -0,01 0,23 0,00
Se 0,20 0,34 0,60 0,21
Si 0,58 -0,07 -0,36 0,02
Sm 0,94 0,00 -0,02 -0,05
Sn 0,42 0,41 0,62 0,04
Sr 0,44 0,57 0,01 -0,18
Th 0,80 -0,19 -0,41 -0,15
TI -0,20 -0,16 0,00 0,51
\Y 0,71 0,16 -0,16 0,23
W 0,41 -0,24 -0,22 0,10
Y 0,93 0,00 -0,13 -0,03
Zn 0,61 -0,24 0,40 0,02
Zmiennos¢
calkowita [%] 22,41 11,9 10,1 7.8

Przedstawienie wynikow dla poszczegolnych osobnikéw fok w uktadzie dwoch
pierwszych gtébwnych sktadowych zostato umieszczone na rysunku 20 Aymbkolorami
zaznaczono obiekty (foki) przypamdkowane do poszczegolnych obszarow geograficznych
Morza Baltyckiego, w olabie ktérych byly znajdowane ich zwtoki. Vépna wizualna ocena
otrzymanego wykresu pozwala zauwy& odrbne grupowanie i obiektow
przyporzdkowanych do obszaru 1 (Zatoka Botnicka), obszgmybrzeze polskie) i obszaru
6 (Basen Bornholmski) oraz wspoélne grupowanie sbiektow przyporgdkowanych
do obszaru 2 (Morze Botnickie), 3 (Morze Alandzkie) i 4 (Niecka Zachodniogotlandzka).
Naktadanie s obiektéw z obszaréw 2, 3 i 4 prawdopodobnie w giéwmierze wynika
z bliskiego geograficznego poleria tych obszarow wzglem siebie i mdiwej migracji fok
pomiedzy nimi. Trudno rownig ocené czy wyodebnianie st grup 1, 5 i 6 wynika z raych
zawarto<i pierwiastkbw w probkach atroby fok z danego obszaru czy jest mafektem

matej liczebnoéi tych grup w poréwnaniu do grup z centralnejsckz Battyku.
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Wykonanie wykresuprzedstawiagjcego rozrzut obiektow w ptaszeaye kolejnych
gtéwnych sktadowych (rysune20 B) réwniez nie pozwala na jednoznaczne wygmrienie
poszczegolnych grup geograficznych. Tym samym ni¢imezstaje st stwierdzenieze na
podstawie zawarta$ okreslonych pierwiastkbw maia rozpoznéaz jakiego obszaru Battyk
pochodzity foki,od ktorych pobrano prébk

Na rysunku 21 przedstawiono wykres przedstawi@y rozrzut obiektov
w ptaszczynie dwoch pierwszych gitébwnych skladow' (czes¢ A) oraz trzeciej i czwartej
skltadowej (czs¢ B), na ktorym, zamiasgeograficznej przynammosci fok, zaznaczon
przynalegnos¢ do danej grupy wiekow. Wizualna ocena pozwala zauwé wyrazne
grupowanie s obiektdw w grupy wiekowe, co mezpotwierdza zjawisko wys¢powaria

bioakumulacji pierwiastkow wraz z wiekiem osobn
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Rysunek 20 Wykres przedstawiagy rozrzut obiektéw w ptaszczpie: A — dwdch pierwszych
gtéwnych skiadowych, B -—trzeciej i czwartej gtéwnej sktadow. Numery -6 oznaczone
odpowiednimi kolorami oznaczajbszar geograficzny Morza Battyckie
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Rysunek 21 Wykres przedstawiagy rozrzut obiektow w ptaszczpie: A — dwoch pierwszych
gtéwnych skladowych, B -trzeciej i czwartej gtownej sktadowejOdpowiednimi koloram
oznaczono grupy wiekowe fok.

7. Omodwienieuzyskanych wynikow
7.1. Zawartos¢ statych izotopow wegla i azotu

Powszechnie wiadomag zanieczyszczenia mog®dlegé procesowi bioakumulac
wzdtuz tancucha pokarmowego. Z tego wgdl coraz cgzsciej obok oznaczania samy:

zanieczyszcze przeprowadza sioznaczenia statych izotopéwegla i azotu w celu ocer
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pozycji troficznej badanego organizmu i zbadania preferenmjiieniowych, co pomaga
w identyfikacji modiwych zrodet pochodzenia ksenobiotykéw w badanym osobniku.

Warto&i liczbowe 8N i 8'°C oznaczone w trakcie badaprzeprowadzonych
w ramach tej pracyasna podobnym poziomie jak te uzyskane w trakcie hatdawadzonych
wsrod fok szarych z Baltyku przez innych autorow [183hieszca sie one w zakresie
od -8 do -21 %o dI&™N oraz od 12 do 19 %o di&*C. Natomiast w przypadku fok szarych
zamieszkujcych inne obszary (np. Potinocnowschodni Atlantyk)azzono wysze wartosi
tych parametréw, co wskazujee prawdopodobnie osobniki z tego obszaswia si¢
organizmami znajdacymi Sk wyzej w piramidzie troficznej [184, 185]. Roice
w wartogiach liczbowychs™®N uwidaczniag sic réwniez w przypadku badanych osobnikéw
Z obszarow wewrtsiz Battyku, wskazujc na mo#we réznice w preferencjachywieniowych
fok szarych pomizy réanymi populacjami. Znaero wyzsze wartogi liczbowe stosunku
izotopdéw azotu oznaczono w przypadku fok przypdknwanych do obszaru obejmoggo
polskie wybrzee, co mogtoby wskazywa ze osobniki z tego rejonu znajdujsie
na wyzszych szczeblach piramidy troficzneprioki z pozostatych obszarow Battyku. Foki
z grupy IV i VI réwniez odzwierciedlag wyzsze wartoéi 5°N w poréwnaniu do grup I-IIl.
Jest to zwgzane z wysipowaniem w Morzu Baltyckim gradientu zasolenia (neki 22),

a co za tym idzie gstotliwoscia wystepowania okrglonych gatunkow ryb (np. dorsza, ktory
rozmnaa sk tylko w obszarach o zasolenkti10 %o i znajduje & na wyszym poziomie
troficznym niz sledz[183]). Im mniejsze zasolenie, tym mniejsza bio@rodnosé

Oznaczone wisze wartoéi liczbowe §°C wéréd osobnikéw z potudniowych
obszaréw Battyku w poroéwnaniu do obszaréw pétnocnych (Zatoka i Morze Botnickie) moga
wskazywa, ze foki bytupce w tym obszarze ctmiej zywia sie gatunkami organizmow
bentosowych [186], do ktérych zaliczany jest dorszdrh. Gatunki tych ryb obokledzia
i siei pospolitej stanowipodstaw diety fok szarych. Natomiast w przypadku poétnocnych
obszaréw Battyku do gtéwnych sktadnikow diety fok zaliczeskdzia, tososia i fldre, czyli
gatunki pelagiczne [6].

Na podstawie uzyskanych wartosliczbowe stosunku izotopow qgla moia
zauway¢ zarysowujca Sie granie pomidzy dwoma obszarami Baltyku obrazy rézne
preferencjezywieniowe. Mona tu wyrdmi¢ czes¢ potnocnaobejmujca grupe | i 1l oraz
czg$¢ potudniowy obejmupca grupy IV, V i VI. Ze wzgkdu na to,ze poziom zawart@
réznych zanieczyszche w organizmach fok zwezany jest ze skladem diety nma

spodziewd sic wystpowania roaic w ich zwartogi pomigdzy tymi dwoma obszarami.

83



———ma i am— . oo I - ~ons I ~ons I . -« ras I - - e I . ras
R - R TR e e | I T T — PRRSEERY, | . R

Rysunek 22 Zasolenie Morza Baltyckie¢ A — wody powierzchniowe, B- wody przydenne,
C — na przekroju Kattegat Zatoka Botnicke[187].

Uzyskane wyniki oznactewskazuy réwniez znacace roxnice pomgdzy grupam
wiekowymi. W prébkach pobranych od osobnikéw dorostych oznaczoniszeywartoi
8N i 8°C mogce wskazywa na ich wysz pozycg w tancuchu troficznym w poréwnani
do osobnikbw miodocianych i szczehioraz preferencjezywieniowe ukierunkowan
na gatunki bentosowelest to zwjzane z tym,ze osobniki do pierwszegooku zycia
wykazup mniejsze zdoln@i do diugiegonurkowania na dwe gicbokosci, co sprawia,

ze odxywiaja sig onemniejszymi gatunkami pelagicznyi

7.2. Przestrzenne zrG@nicowanie zawartosci pierwiastkbw w prébkach

watroby foczej

Uzyskane wynikianaliz chemicznych i statystyczn: (tabela 18) wskazuj ze obsza

geograficzny, w olmbie ktérego znajdywano foki, wptywa na poziom zwartay przypadkt

84



tylko kilku pierwiastkéw (As, Cu, Zn, Rb, TI, B, Ni i Sr). Jednak interpegtujtrzymane
wyniki nalezy pamktac, ze gromadzenie sipierwiastkow w tkankach i organach ssakow
morskich zaley nie tylko od stzen tych substancji vérodowisku i paywieniu, ale réwnie

od procesOw homeostatycznych zachmyzh w organizmie, ktére odpowiadaj

za pobieranie, rozprowadzenie i wydalanie pierwiastkbw. Ponadto foki szare charalteryzuj
sie dos¢ duzymi sezonowymi migracjami porgdzy ronymi obszarami Baityku [188]. Miode
foki odbywaj dalekodystansowe asirowki do czasu znalezienia odpowiedniej dla siebie
kolonii fok, z ktorej w poniejszym czasie regularnie udaic na polowania. Na rysunku 23
przedstawiono migracje dwoch miodych fok wypuszczonych na wolne$¢2010.
Przedstawione dane obrazujnformacje o trasach edréwek tych fok przez pierwsze

9-10 mies¢cy po wypuszczeniu na wolnasé

Rysunek 23. Trasy gdréwek fok szarych wypuszczonych w 2010 roku [189].

Oszacowana powierzchnia charakteryzajareat osobniczy indywidualnego osobnika
foki szarej w Morzu Battyckim miei sic w zakresie od 1088 - 6400 kni190], dlatego t&
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przyporadkowanie fok do okrdonych grup moe okazéa si¢ kiopotliwe ze wzgidu na
mozliwe migracje pomgdzy obszarami.

Dostpnych jest stosunkowo niewielka ilogtodet informacji naukowych na temat
aktualnych poziomoéw zawartog pierwiastkow w tkankach fok szarych z obszaru Ador
Baltyckiego. Ostatnie doniesienia literaturowe na ten temat obgjendjza grupg badanych
osobnikow pochodg sprzed 10 lat [191]. W tabeli 21 zestawiono infocjeana temat
poziomow zawartasi pierwiastkow w witrobie fok szarych z rdwch obszarow
geograficznych w skaliwiatowej oraz innych ssakow morskich.

W przypadku arsenu najisiza zawartos¢coznaczono w probkachatvoby pobranych
od fok z obszaru Zatoki Botnickiej, podczas gdy najszg w probkach wtroby pobranych
od fok z obszaru Basenu Bornholmskiego. ée te mona wyttumaczy preferencjami
zywieniowymi fok z tych obszaréw. Jak juwgspomniano, na podstawie warntdstosunku
izotopow wegla momna przypuszcza ze foki z potudniowego Baltyku prefetujgatunki
organizmow przydennych. Ze wzglu na wysokie skanie osadéw dennych z obszaru
potudniowego Baltyku arsenem [5] organiziyjace w strefie przydennej megvykazywa
kumulowanie tego pierwiastka w organizmie. Rovinasady z rejonu Zatoki Botnickiej
zawierap znaczne iloéi arsenu [192], ale ze wzglu na toze foki bytupce w tym obszarze
zerujg raczej na osobnikactyjacych w strefie pelagicznepsv mniejszym stopniu natane
na akumulowanie arsenu. W tabeli przedstawiono weairtsigzen arsenu oznaczone przez
inne zespoty badawcze i w przypadku probekroby znajduy sic na tym samym poziomie,
jak uzyskane w tej pracy.

Zawartosétakich sktadnikow jak Cu czy Zn zwdana jest ze stanem fizjologicznym
danego osobnika. Wgze zapotrzebowanie na te pierwiastki, ktoee rsezbgne do
prawidtowego funkcjonowania organizmu, wykagusobniki mtodociane laace w stanie
intensywnego rozwoju [193, 194]. Fakt ten mostanowt wyttumaczenie wygszych
pozioméw s¢zen w probkach wtroby fok z grupy |, gdzie wkszos¢ stanows osobniki
do 4 roku ¥cia.

W przypadku pierwiastkow takich jak Rb i Tl zaobserwowam®,ich zawartos¢
w probkach wtroby wzrasta w kierunku pétnocnym. Rubid jest pistkiem wykazujcym
podobne wiaciwosci jak K i Cs, przez co jest podejrzewe,ste wchianiany jest do
organizmu tymi samymi drogami co K [195].
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Tabela 21. Zestawienie informacji literaturowych na temat pozioméw zasearmierwiastkOw w probkach siroby ssakéw morskich z #dych rejonow
geograficznych podane jako wagto srednie (wyhtek stanowd niektére wartéci arsenu oznaczone w tkance tluszczowej)

Rok As B Ca Cd Co Cr Cu Fe Hg K M{; Mn Mo Na Nii P S Si 5r Tl \ Zn
Gatunek Obszar pobierania
prébek png/g s.m.
W?ig’vby 1980-1990| 12* 79 |0,0590,050| 0,35| 46 | 1479 86 515 | 7,9 0,030/ 0,59 | 46 0,17 | 152| [42]
Po?uac:%l:)wy 1996-2003| <0,96<0,65 270 | 0,16 20 | 1010| 113 | 4140 360 | 59| 1,3| 289 34| 05 74,7 | [196]
Zatoka Botnicka 1996-1998 1,3 257 66 [197]
Foka _zatoka | 4gg9 1991 2 53 590 218 | [198]
szara Liverpoolska
F\Ar,‘;’l‘gf;‘;';'e 1998-2001 15 51 368 204 | [199]
Wyspa Sable | 1996-199 5,9 360 92,4 [194]
Wyspy owcze | 1993-199% 51 39 60 23 57 | [200]
po';?)lgellita K(;'lﬁgr”sia 1983-1987| 2,7+ 211 | 0,066 0,026 0,46 | 13 | 1155 1,5 574 | 12 0,020 0,33| 3.4 0,079 92 | [42]
Foka
obraczkowa| Zatoka Botnickd 1980-1986| 14* 168 | 2,1| 0,059 0,15| 15 | 3464 145 663 | 7,3 0,063 0,53| 63 0,20| 106| [42]
na
Foka Azerbejdzan,
canioka | Kazachstan, | 2000 | 052 2,8 | 0,061 0,33| 17 | 3333 18 19 | 15 0,058 16 0,024| 0,30 | 275| [201]
Pl Turkmenistan
ba'jzlfz;(lzka Jezioro Bajkat 2001 0,29| 0,91| <0,07<0,7 | 10,.9| 2540 6,53| 054 6,16 0,56 3,2 <0,8| <1,7| 6,26 066 <1,0 94,2 | [202]
pr'zge(')fg;ki V\Sﬁggﬁff 1979-1982 17 | 0,041 052| 34| 670 439 87| 46 0,079| 140 2,1 | 0,011 0,26| 129/ [203]

* wartosci oznaczone w tkance ttuszczowej
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Wyniki bada przeprowadzone przez innych autorow magigerowd, ze Rb jest
pierwiastkiem niezbgnym do prawidtowego funkcjonowania organizmu [20B}ak jest
danych na temat zawartogubidu w innych ssakach morskich z obszaru Baityl#tzyskane
wartoi Rb s nieco wysze w poréwnaniu do pozioméw zawadiosoznaczonych
w tkankach grindwala ze wschodniego wylizeStanéw Zjednoczonych [205]. Wsze
stezenia Rb w probkach atroby pobranych od fok z grupy | mady¢ zwiazane z wysoka
zawartog<ia tego pierwiastka w pgavieniu fok. Badania przeprowadzone w latach 80-tych
nad zawartasia Rb w réxnych gatunkach ryb ujawnity,e gatunki stodkowodne (np. psr
teczowy lub sieja pospolita) zawieawyzsze stzenia tego pierwiastka w poréwnaniu
do gatunkow stonowodnych (ndefizia lub dorsza) [206].

Z kolei Tl jest uwaany za pierwiastek potencjalnie toksyczny, nawetibiaj niz rte¢
czy kadm. Mimo to, badania dotygze zawartéci tego pierwiastka w rdwch elementach
biotycznych ekosysteméw morskich naledo rzadkogi. Jest to ponield) zwiazane z niska
czutoscia wobec tego pierwiastka gkszogi instrumentéw analitycznych wykorzystywanych
do oznaczé pierwiastkow [207]. Nie znalezion@adnych informaciji literaturowych na temat
zawarto<i tego pierwiastka w organizmach baltyckich, al@maxzzone w ramach tej pracy
warto<i znajduj sic na podobnym poziomie jak te dla delfinggwbokiego z wdéd w rejonie
Japonii [203] i foki kaspijskiej [201].

Na podstawie uzyskanych danych dotmzh zawartodi B i Ni mozna zauway¢
wzrost ich zawartad w grupach od | do V, a wafek stanowd jedynie wartogi uzyskane dla
prébek pobranych od fok z grupy VI. Tendencja ta ma swoje odzwierciedlenie w eigctos
8'°N i 8'°C, co potwierdzaze nawykizywieniowe fok wplywaj na zawartos@pierwiastkéw
w ich organizmie. Ogolnie zawartodtiklu w watrobie fok szarych uwana jest za dos¢
niska, w wielu pracach naukowych oznaczane zawarttggo pierwiastka znajdowatycsi
ponizej warto<i granicy wykrywalnogi [42, 196].

Rowniez w przypadku strontu moa zauwayé, ze jego zawartoséjest wysza
w prébkach wtroby pobranych od fok z obszaru V i VI w porownardo obszaréw
potnocnych. Prébki wtroby z obszaru Basenu Bornholmskiego zawieratysag stzenia
w porownaniu do obszaru wybezepolskiego. Moliwe wyjasnienie tej rGnicy zwiazane jest
z wplywem zasolenia wody morskie] na zawartasirontu [208]. Organizmy bytage
w obszarze o waszym zasoleniu (Basen Bornholmski) wykazywalycksiza zawartosé
strontu w poréwnaniu do obszarow o niskim zasoleniu (Zatka Botnicka). Korelacje

wystepujace pomegdzy strontem, wapniem | barem potwierdzajpodobiéstwo
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we wiaciwosciach biogeochemicznych tych pierwiastkow. Strontwyniku podobnego
do wapnia zachowania esiw organizmie mog zasgpowa go W niektérych procesach
fizjologicznych [209].

Wplyw obszaru geograficznego na zawarttaich pierwiastkow jak Ba, Li, Sb i Th
byt niewielki lub ich stzenia znajdowaly gi na poziomie lub pownej poziomu wartosi
granicy wykrywalnogi. Z tego wzgtdu jakiekolwiek zalenosci czy tendencje w zawartos

tych pierwiastkow byty trudne do zaobserwowania.
7.3. Wptyw wieku na zawartos¢ wybranych pierwiastkdw

Uzyskane wyniki analiz chemicznych i statystycznych (tabela 19) wskazugilny
wptyw wieku fok szarych na zawartogtiektorych pierwiastkédw, m.in. Bi, Cd, Hg, Sb, Se,
Sn, V i pierwiastkow ziem rzadkiclSrednie s¢zenia tych analitow okazatyeshajwyzsze w
grupie osobnikow dorostych.

Wzrost zawartasi rteci w zaleznosci od wieku organizméw ssakéw morskich byt
wielokrotnie badany i dokumentowany przez inne grupy badawcze [41, 42, 49, 199].
Organizmy te przyswajajrte¢ z pozywienia gtdwnie w formie metylogti, ktora jest bardziej
toksyczna od formy nieorganicznej. Dlatega wamiast oznaczania wagiznie catkowitej
zawarto€i tego pierwiastka coraz ¢xiej zastpuje st oznaczaniem poszczegOlnych form
specjacyjnych wci, a tak#e innych pierwiastkdw toksycznych, w tym organicZmyc
pochodnych cyny. Ze wzglu na nieudan probe opracowania procedury oznaczania
metylorteci i zwiazkdw cynoorganicznych w ramach rozprawy doktorsiigliza probek pod
katem tych ksenobiotykdéw nie zostata przeprowadzona.

Uwaza sk, ze zawartosémetylortci w watrobie ssakdéw morskich stanowi ok. 3-12 %
catkowitej zawartogi Hg [210]. Jednak zauwano spadek zawartosMeHg wraz z wiekiem,
co spowodowane jest procesem demetylacji zacloytiz w watrobie oraz potencjalnym
udzialem selenu w tym procesie. Obecna wtrobie rt¢ taczy sk z selenem, w wyniku
czego powstaje kompleks tych dwoch pierwiastkéw, o czym emiwiadczy wysoki
wspotczynnik korelacji pomtzy tymi pierwiastkami (r = 0,99, p < 0,0001). Zastvgowano
rowniez, ze stosunek Se:Hg zmniejsza siraz z wiekiem. Wysza zawartoséselenu u
osobnikow mtodych maz by zwiazana z rénicami w sposobie ogaviania lub znacznie
wigckszym przenoszeniem Se od matki do dziecka w okidesimienia w poréwnaniu do
ilosci przenoszonej ¢ti. Potwierdzay to badania przeprowadzone na grupie matek i
szczenit stoni morskich fMirounga angustirostrig ktore wskazuwj, ze najwikszy transfer Se
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od matki do dziecka nagtuje w okresie karmienia, podczas grgérjest najintensywniej
przekazywana w czasieagy, czyli do ptodu [211].

Stezenia Hg i Se wykazywaly silngozytywna korelagjz wartogia liczbows 5'3C, co
wskazuje, ze przyswajanie tych pierwiastkow zaje w duzj mierze od preferencji
zywieniowych. Ponadto wasze stzenia oznaczono w przypadku osobnikéw znalezionych w
potudniowej czsci Battyku, gdzie prawdopodobnie foki preferugatunki organizméw
bentosowych.

Przeprowadzone badania ujawnity réwnekumulacg kadmu wraz z wiekiem fok.
Oznaczone gtenia g nizsze w pordwnaniu dogten oznaczonych w probkach organizmow
morskich pochodgych z obszaru Arktyki i wod atlantyckich. Jest teigzane z tymze w
obszarach tych wysokie zawartbskadmu wystpujace w srodowisku g zjawiskiem
naturalnym, przez co organizmy taiyace zdotaly si do nich przystosowai nie wykazug
w wyniku tego zaburze w funkcjonowaniu nargdow (np. nerek) [18, 40]. W Morzu
Baltyckim stzenia Cd § stosunkowo mate, zatem baltyckie organizmy morske s
przystosowane do jego poduszonych zawart@d i nawet mate zmiany w zawartosci tego
pierwiastka mog objawi& si¢ zaburzeniami w prawidtowym funkcjonowaniu.

Innym pierwiastkiem silnie skorelowanym z wiekiem fok jest wanad, co zostato
réwniez opisane w pracach naukowych innych autorow we wiegszych latach [42, 205].
Dostpne dane literaturowe na temat poziomow zwartd® w probkach narmdow ssakow
morskich g§ raczej ograniczone. Sugeruje,sie V moz by pierwiastkiem niezlanym dla
tej grupy organizméw ze wzglu na m.in. potencjalne dziatanie przeciwnowotworowe
Obecnosétego pierwiastka w wirobie badanych osobnikéw meivynika z jego obecnad
w srodowisku jako efekt emisji, w wyniku spalania paliw

Silna korelacg pomkdzy zawartogia a wiekiem fok okrédono rownie w przypadku
cyny. Obecnosétego pierwiastka i jego zwdkow organicznych w wirobie ssakow
morskich byta wielokrotnie badana, ze wajl na duzatoksycznosézwiaszcza tych drugich.
Obecnosécyny wsrodowisku jest w gitdwnej mierze spowodowana szerakaistosowaniem
zZwigzkOéw cynoorganicznych, m.in. jako dodatek do farbepiwporostowych stosowanych
we wczéniejszych latach do pokrywania kadtubow statkowojsodek grzybobdjczy i inne.
Nagromadzenie przez ssaki zwkOw cynoorganicznych w atrobie i nerkach ma
prowadzt do obnienia odpornasi zwierat, co w konsekwencji m& przyczyné sie do
rozwoju wielu chordob, np. zaniku grasicy, niedokrwistpimfocytopenii oraz podatnos na

choroby zakane.
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Zwiazki cynoorganiczne magpodlegé& bioakumulacji w watrobie organizmow morskich
[73], gdzie prawdopodobniea sone metabolizowane i przechowywane w postaci cyny
nieorganicznej. Wysokie zawartms cyny oznaczone w futrze organizméw z rodziny
ptetwonogich mog wskazyw& na mokwy mechanizm usuwania tego pierwiastka z
organizmu wianie poprzez siét [212].

Znaczny wzrost zastosowania pierwiastkdw ziem rzadkich w prtemy ostatnich
latach przyczynit si prawdopodobnie do zwkszenia ich obecroi w organizmach
morskich. Na podstawie uzyskanych wynikoéw zaobserwowano lsdrelacg pomikdzy REE
I wiekiem, co wskazuje na ich bioakumulacjednak jak dat istnieje niewiele publikaciji
naukowych dotycacych zawartosi tych pierwiastkobw w réaych czsciach ekosystemu

morskiego i ich wptywu na nie.

7.4. Mozliwosé wykorzystania fok szarych jako organizmoéw

biowskammikowych

W rozdziale drugim cgci teoretycznej tego opracowania podano Kkryteriaiejak
powinien spetni@ organizm (lub grupa organizmow) w przypadku wykastapia jako
biowska&nikow. Foka szara po exi spetnia te warunki lalac potencjalnym kandydatem na
organizm biowskanikowy do oceny stopnia zanieczyszczeniang@h czsci ekosystemu
Morza Battyckiego, a mianowicie charakteryzuge si

* szerokim zasigiem wystpowania — poza strgprzybrzena Szwecji, Finlandii i
Estonii coraz cgsciej mona zaobserwowaprzedstawicieli tego gatunku w
potudniowych obszarach Baittyku,
* duzaliczebnosc¢populacii (wzrastaga w ostatnich latach), co sprawia wzrasta
doskpnosé¢ pozyskania probek do bada
* wzglednie duzatolerancy w stosunku do badanych zanieczysadareetale aizkie),
* zajmowanie okréonego poziomu troficznego.
Jednak doséspora mobilnosdok pomedzy rénymi obszarami Battyku wyklucza mibaosé
zastosowania tych organizmow do oceny stopnia zanieczyszczenia wybranych w tej pracy
obszarow geograficznych. Bardzo bliskie pehoie niektérych z wybranych obszaréw
stwarza dug prawdopodobiestwo, ze miejsce znalezienia zwiok foki nie odzwierciedd |
faktycznego areatu osobniczego.
Na podstawie uzyskanych wartostosunkow statych izotopdwegla i azotu mena

zauway¢ zarysowujca Sie granie pomidzy dwoma obszarami Battyku obrazey rézne
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preferencjezywieniowe. Z kolei romne preferencjezywieniowe w obgbie tych dwdch
obszar6w mogaprzektada sic na okrélona zawartos¢ zanieczyszcze w organizmach
umoZiwiajac ich wykorzystanie jako biowskaikow. Zatem sugeruje giaby w przysziasi
rozpatrywg zdolnoci biowskanikowe fok szarych pod kam oceny stopnia
zanieczyszczenia jedynie dwdéch gtownych obszarow Baltyku, z ktérych pierwszy
obejmowaltby Zatoke¢Botnicka i Morze Botnickie, natomiast drugi obszar obejmdwat

Niecke ZachodniogotlandzkdBasen Bornholmski i wybrze polskie.
8. Podsumowanie

Wyniki bada prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej mbga podstaw do

wyciagniecia nas¢pujacych wnioskow:

- W efekcie bada analitycznych ukierunkowanych na oznaczenie zawartos
pierwiastkow sladowych, makropierwiastkow i metali ziem rzadkichpnobkach wtroby
pobranych od fok szarych z obszaru Morza Baltyckiego uzyskano zbiér informacji na temat
poziomow zawartas tych analitbw w organizmach z obszaru Morza Badtggo. Istnieje
bardzo nieliczna liczba publikacji przedstawa poziomy zawart@$ tych analitow

w organizmach fok szarych. Ostatnie doniesienia literaturowe na ten temat pospioad

10 lat [197]. Przedstawiony zbior danych pomiarowych enstanowd istotne uzupetnienie
stanu wiedzy na temat stopnia intoksykacji battyckich fok szarych przez metgteeciraz

inne pierwiastki.

— Oznaczono zawartos&tatych izotopow wgla i azotu w celu lepszego poznania

I zobrazowania preferencjrywieniowych fok szarych, a takz w celu identyfikacji
mozliwych zrédet pochodzenia ksenobiotykéw w badanym osobniku.

- Na podstawie uzyskanych wynikow analiz statystycznych naozstwierdz
zachodzenie procesu bioakumulacji niektorych pierwiastkbw (m.in. REE, Bi, Cd, Hg, Sb,
Se, Sn, V) wraz z wiekiem fok.

- Wykluczono mofiwos¢ zastosowania fok szarych jako wskikow do poréwnywania
stopnia zanieczyszczenia w $eel wybranych cgiciach ekosystemu Morza Baltyckiego,

co prawdopodobnie w gtdwnej mierze spowodowane jest licznymi migracjami osobnikéw
pomiedzy rémnymi akwenami Baltyku, ale takz zbyt mad liczba osobnikow
reprezentuyjcych niektore obszary (np. obszar Zatoki Botnickieyybrzeza polskiego).

Sugeruje s modiwos¢é wykorzystania fok szarych do oceny stopnia zanisozzenia

92



dwéch gtownych obszaréw Morza Baltyckiego, z ktérych pierwszy obejmowaltby Zatoke
Botnicka 1 Morze Botnickie, natomiast drugi obszar obejmdwat Niecke
ZachodniogotlandzkaBasen Bornholmski i wybrze polskie.

- Podjeto prébe opracowania procedury jednoczesnego oznaczania lariety

i zwiazkOw z grupy cynoorganicznych w probkachitmeby fok szarych. Ze wzgtiu

na skomplikowany skfad, jakim charakteryzgje probki tkanek zwiergkych nie udato si
uzysk& zadowalajcego odzysku, co wyklucza nloos¢ zastosowania tej procedury
w badaniach nad prébkami rzeczywistymi. Niahie jest przeprowadzenie szerszych hada

nad doborem odpowiednich warunkow ekstrakcji i derywatyzacji analitow.
Streszczenie

Stansrodowiska morskiego w skali globalnej jak i stanzzz®gdlnych ekosystemow
morskich jest zagrany przez emisj szerokiego spektrum substancji organicznych i metal
Wystepowanie stosunkowo dago stzenia tych zanieczyszczew wodach Morza
Battyckiego jest spowodowane ich statym doptywem gtébwnie z wodami rzecznymi.
Srodladowe potoznie i ustréj hydrologiczny Battyku utrudraajvymiare wod z oceanem,
dlatego organizmy morskieasnieustannie nav@ane na szkodliwe skutki antropopresji.
Pomimo podgtych szeregu przedsizig¢ zarowno organizacyjnych jak i technologicznych
w celu ograniczenia il@$ ksenobiotykéw wprowadzanych doodowiska, problem ten jest
nadal aktualny ze wzgllu na duzatrwatos¢ niektdrych zanieczyszcadub produktéw ich
degradac;ji.

Foki szare jako ostatnie ogniwaataicha pokarmowego w Morzu Balttyckim, a takz
ze wzgkdu na dtugi okreszycia i diugi biologiczny okres péitrwania zanieczgseh sa
podatne na akumulowanie w swoich tkankach znacznycti it6znorodnych ksenobiotykow,
przez co podjto proke okreslenia ich zdolnogi biowskanikowych do oceny stopnia
zanieczyszczenia Morza Baltyckiego. W trakcie przeprowadzonychnbadaaczano
poziomy zawartodi pierwiastkbw w prébkach atroby foki szarej Idalichoerus
grypu9. Badane probki otrzymano z&rodowiskowego Banku Tkanek znajdcggo st
w Muzeum Historii Naturalnej w Sztokholmie (Szwecja) oraz ze Stacji Morskiej Instytutu
Oceanografii Uniwersytetu Gdskiego w Helu. W probkach atroby oznaczono zawartos¢
58 pierwiastkbw z wykorzystaniem spektrometrii mas spwrej z plazm wzbudzona
indukcyjnie (ICP-MS). Ponadto, ze wgdu na duzatoksycznos¢organicznych zwazkow

rteci i cyny, podgto probe opracowania nowej procedury jednoczesnego oOznaxzani
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metyloreci i zwiazkObw cynoorganicznych. Ze wzglu na skomplikowany sktad, jakim
charakteryzuj sie probki tkanek zwiergych nie udato giuzysk& zadowalaicego odzysku,

co wyklucza mofiwos¢ zastosowania tej procedury w badaniach nad prébkami
rzeczywistymi.

Zaawansowane techniki chemometryczne i sztuczna inteligencja do obrobki
wieloparametrowych zbioréw danych pomiarowych zostaly zastosowane w celu zbadania
potencjalnych zalaosci wystkpujacych medzy zmiennymi. Oceniony zostat wptyw obszaru
bytowania, sktadu diety czy zavieku danego osobnika na poziom zanieczysrzabecnych

w badanym organizmie.
Abstract

The state of the marine environment on a global scale as well as the status of each
marine ecosystem is threatened by the emission of a wide range of organic compounds
and metals. The occurrence of relatively high concentrations of these pollutants in the Baltic
Sea is mainly caused by the constant inflow of river water. Inland location and the Baltic
hydrological regime impede the exchange of water from the ocean, which is why marine
organisms are constantly exposed to the harmful effects of human impact on the environment.
Despite a number of projects undertaken, both organizational and technological, to reduce the
amount of xenobiotics into the environment, the problem is still present due to the high
stability of certain pollutants or their degradation products.

Grey seals as the final link in the food chain in the Baltic Sea, as well as due to the
long life and a long biological half-life of toxin elimination are likely to accumulate in their
tissues significant amounts of a variety of xenobiotics. These aspects attempt to assess their
ability as a bioindicators of contamination degree in the Baltic Sea. The objective of the
studies was to measure the levels of elements in the liver samples of grayasiehbérus
grypug. The samples were obtained from the Environmental Specimen Bank located at the
Museum of Natural History in Stockholm (Sweden) and the Marine Station of the Institute
of Oceanography at the University of Gdansk in Hel. The liver samples were analyzed for 58
elements with the use of mass spectrometry coupled with an inductively coupled plasma
(ICP-MS). In addition, due to the high toxicity of mercury and organic tin compounds, it was
attempted to develop a new procedure for the simultaneous determination of methylmercury

and organotin compounds.

94



Advanced chemometric techniques and artificial intelligence for processing multi-
parameter measurement data sets were used to investigate potential relationships existing

between variables and to facilitate the visualization of the results.
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ZAL ACZNIKI

Zatacznik 1. Dane dotyczce osobnikow fok szarych, od ktorych pobrano do lhada

probki watroby i nerek.

. Masa | Diugosé
Nr foki Lokalizacja znaﬁ):zt?enia Pte¢ ® }1\2; l; ciata cig’ra
[ka] [cm]
Grupa |
2 Luled 02.08.2009 M 6 125 200
18 Luled 03.07.2008 M 0 40 92
21 Haparanda 13.07.2008 M 1 52 144
24 Haparanda 11.07.2008 M 2 68 175
28 Haparanda 13.07.2008 M 2 54 165
29 Luled 14.05.2009 F 2 70 130
30 Luled 10.09.2009 M 2 70 170
31 Luled 22.05.2009 F Bd 70 145
32 Luled 22.05.2009 F bd 60 130
Grupa Il
1 Hudiksvall 09.11.2009 M 6 135 180
3 Hudiksvall 25.05.2009 M bd 180 200
4 Bjorkon 11.07.2009 M 12 123 198
6 Bramon 23.04.2009 M 17 117 186
7 Bramon 22.04.2009 M bd 129 194
8 Bottenhavet 19.04.2009 M 16 115 188
9 Gavle 28.01.2009 M 12 174 193
10 Stocka 19.12.2008 M bd 117 181
11 Ljusne 14.01.2009 M 15 137 199
12 Ljusne 14.01.2009 M 13 169 194
13 Bottenhavet 06.08.2008 M 20 154 192
14 Korvgrund 10.05.2008 M 14 141 195
15 Stocka 13.11.2008 M 20 138 192
16 Soderhamn 06.02.2008 M 16 228 203
17 Funngrunden 11.06.2008 M 39 109
19 Norrsundet 09.06.2009 M 34 116
20 Hudiksvall 17.06.2008 M 42 121
22 Soderhamn 01.05.2008 M 9 120 190
23 Norrsundet 09.06.2009 F bd 26 107
25 Korvgrund 24.04.2008 F 2 55 132
26 VingAland 13.02.2008 M 1 63 134
27 Soderhamn 12.04.2008 M 1 67 147
35 Eggegrund 16.12.2008 M 11 158 192
37 Furuvik, Gavle| 17.06.2009 M 9 159 192
44 Korsholmen 14.08.2009 F bd 40 129
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Zalcznik 1. - c.d.

70 | — | 18042009 M | bd | 92 158
Grupa Il
33 Osthammar 07.11.2009 M 8 180 165
34 Osthammar 02.05.2009 M bd 260 232
38 Missing 31.08.2009 ™ bd 61 145
39 Vaddo 02.10.2009 M 2 bd 151
40 - 07.09.2009 M bd 82 160
41 Horssten 02.05.2009 - 1 50 130
42 Sjalkobbarna 16.04.2009 M 1 60 140
43 Gronskar 16.04.2009 F 1 50 142
Grupa IV
5 Gréno 11.09.2009 F 3 84 161
36 Flatlogen 28.06.2009 M 6 150 195
45 Figeholm 01.08.2009 M bd 123 181
46 Figeholm 09.10.2009 M 1 60 145
48 - 21.11.2008 M 5 160 215
49 - 06.10.2008 M 10 200 230
50 Braviken 25.01.2009 M 14 217 215
51 Oskarshamn 09.11.2008 M 26 250 198
52 Flatlogen 04.05.2008 M 3 110 165
53 Far6, Gotland 11.04.2009 M bd 18( 218
54 Stora Asko 05.09.2008 M 3 77 162
55 Stora Asko 06.09.2008 M 3 88 177
56 Stora Orskar 06.10.2008 M 4 72 156
57 Monsteras 16.10.2008 F 3 72 158
58 Soreskaret 24.09.2008 M 1 61 137
59 Loftahammar 17.08.2008 M 0 42 124
62 Furillen 08.06.2009 M bd 40 121
63 Herrvik 10.12.2007| F bd 47 134
64 Stora Asko 24.07.2008 M 3 72 157
68 — 16.09.2009 F bd 52 126
69 - 16.04.2010 F bd 50 150
71 - 16.05.2010 F bd 120 170
72 - 16.04.2010 M bd 140 205
Grupa V
73 Westerplatte 14.04.2006 M bd 89 203
74 Wiladystawowo | 02.02.2007 F bd 67 107
75 Hel 27.03.2007 F bd 106 188
76 Czotpino 08.07.2008 F bd 46, 130
77 Hel 27.11.2008 M bd 89 181
78 Kotobrzeg 24.04.2009 M bd 79 162
79 Dziwnow 29.06.2009 M bd 41 134
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Zalcznik 1. - c.d.

Grupa VI
47 Lomma 27.09.2008 M bd 110 197
60 - 13.01.2010 M bd 85 166
61 Karlskrona 03.12.2009 M bd 49 135
65 Smygehuk 01.01.2009 F 1 51 139
66 Beddingestrand  10.01.2008 M 3 84 160
&M — samiec, F — samica

® bd — brak danych
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Zalacznik 2. Wartdsci srednie, minimalne i maksymalne oraz odchylenie standardogeenspierwiastkow (podane w pg/g suchej masy) i
statych izotopéw wgla i azotu oznaczone w prébkachtwby pobranych od fok z poszczegdéinych obszaréw geograficznych Baltyku

S n=9 n=24 n=8
srednia min max S srednia min max S srednia min max S
d"*Cypos -20 22 -19 1,0 -19 21 -18 0,48 -19 -19 -18 0,46
d"Nar 14 13 16 0,76 14 13 15 0,54 14 14 15 0,41
Pierwiastki sladowe

Ag 0,41 0,1075 0,77 0,22 0,34 0,09( 0,90 0,2p 0,34 0,17 0,36 0,14
As 0,28 0,17 0,51 0,10 0,56 0,27 1,2 0,23 0,4b 0,32 0,517 0,11
B 0,0060 0,0060 0,0060  0,00000 0,018 0,0060 0,000 0,018 0,013 0,0060 0026 0,0083
Ba 0,017 0,003 0,055 0,018 0,017 0,0024 0,14 0,0p8 0,0099 0,0020 0,033 0,012
Bi 0,13 0,0083 0,29 0,092 0,33 0,0089 1,3 0,35 0,18 0,083 0,45 g,13
Cd 0,62 0,18 1,0357 0,30 1,0 0,052 2,2 0,70 0,79 0,26 1,5 0,47
Co 0,054 0,033 0,067 0,011 0,065 0,032 0,18 0,023 0,066 0,039 0,12 0,032
Cs 0,047 0,026 0,097 0,026 0,051 0,034 0,11 0,017 0,048 0,020 0,078 g,018
Cu 82 26 136 34 45 9,9561 175 38 75 15 158 44
Ga 0,0012 0,00055| 0,0024 0,00065 0,0017 0,00055 0,0040 0,0010 0,0014 0,00055 0,0030 0,00091
Ge 0,012 0,0041 0,058 0,017 0,011 0,0039 0,058 0,014 0,013 0,0041 0,055 0,017
Hg 45 15 102 38 47 2 282 61 28 4,2 55 18
Li 0,0044 0,0023 0,018 0,0053 0,0055 0,0023 0,018 0,0p39 0,0035 0,0023 0,0059 D,0017
Mn 12 4,9 15 3,3 12 6,0 40 6,7 12 8,7 15 2,3
Mo 2,3 1,2 3,1 0,67 1,9 1,1 2,7 0,44 2,0 1,7 2,5 0,28
Ni 0,015 0,0035 0,052 0,016 0,01( 0,0035 0,071 0,014 0,0085 0,0035 0,021 0,0067
Pb 0,034 0,022 0,055 0,0091 0,048 0,016 0,18 0,0p4 0,046 0,022 0,091 0,029
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Zalacznik 2.- c.d.

Rb 8,77 5,39 18 4,13 6,4 3,6 13 1,9 7,6 3,5 11 2,1
Sb 0,0028 0,0011| 0,0081 0,0028  0,0038  0,0005 0,019 0,0037  0,0021 0,0012 0,0033 0,00090
Se 19 2,3 42 15 17 2,1 96 21 12 3,2 24 7,1
Si 3,6 0,43 13 3,8 4,4 0,401 29 6,0 4,8 0,67 13 4.4
Sn 0,26 0,039 0,56 0,21 0,74 0,025 4,2 0,89 0,44 0,0060 1,8 0,48
Sr 0,27 0,052 1,9 0,61 0,14 0,037 0,56 0,12 0,075 0,055 0,11 0,024
Th 0,00036 0,0000| 0,001 0,000350 0,00028 0,000040 0,0016 0,00038 0,00018  0,00004 0,00045  |0,00012
Tl 0,0096 0,0046 0,020 0,0049 0,010 0,0027 0,0p7 0,01 0,0056 0,0024 0,011 0,0034
\Y; 0,090 0,037 0,17 0,059 0,28 0,034 0,93 0,24 0,17 0,082 0,34 0,12
w 0,0011 0,00073 0,001 0,00036 0,0035 0,00063 0,031 0,062  0,0022 0,0011 0,0037 0,0010
Zn 196 144 260 37 166 97 305 45 162 133 195 21
Grupa v v V_'
n=23 n=7 n=
srednia min max S srednia min max srednia min max S
d"Cypos -18 -22 -16 1,2 -19 -20 -17 1,1 -19 -19 -19 0,22
d"™Nar 15 13 19 1,2 17 15 18 1,0 15 14 16 0,52
Ag 0,48 0,0044 1,5 0,42 0,83 0,037 3,3 1,2 0,62 0,11 1,4 0,55
As 0,51 0,10 1,1 0,23 0,42 0,20 0,65 0,19 0,683 0,41 0,93 0,23
B 0,047 0,0060 0,52 0,10 0,13 0,052 0,29 0,097 0,072 0,0060 0,13 0,048
Ba 0,019 0,0022 0,084 0,021 0,045 0,02p 0,073 0,016 0,014 0,01 0,024 0,0068
Bi 0,58 0,0088 4,9 1,1 0,48 0,015 2,4 0,87 0,30 0,029 0,68 0[26
cd 2,7 0,060 45 9,3 0,56 0,0064 1,7 0,68 0,81 0,16 3,0 1}2
Co 0,061 0,031 0,16 0,033 0,057 0,020 0,18 0,089 0,047 0,034 0,067 0,016
Cs 0,058 0,035 0,094 0,014 0,057 0,038 0,077 0,015 0,067 0,055 0,079 0,010
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Zalacznik 2.- c.d.

Cu 7 19 167 39 34 10 59 20 57 32 127 40

Ga 0,0020 0,00055] 0,0084 0,0018 0,0038  0,00055  0,0076 0,0023 0,0083 0,00055 0,037 0,016
Ge 0,0058 0,0015 0,013 0,0024 0,0077 0,0086 0,011 0,0P30 0,0060 0,0035 0,0095 D,0023
Hg 118 2,8 823 182 167 0,69 917 338 72 55 193 71

Li 0,0057 0,0023 0,024 0,0056 0,010 0,0046 0,016 0,0p47 0,0061 0,0023 0,0099 D,0029
Mn 10 3,9 21 3,2 13 7,5 17 3,0 6,8 3,9 9,8 2,5

Mo 2,0 0,41 3,7 0,64 2,0 1.2 2,6 0,53 1,7 15 2,1 0,22

Ni 0,0072 0,0035 0,022 0,0053 0,11 0,018 0,20 0,11 0,0p97 0,0035 0,019 0,0060
Pb 0,067 0,022 0,21 0,043 0,082 0,028 0,1y 0,052 0,049 0,024 0,10 0,030
Rb 7,83 4,53 13,20 2,42 5,8 4,9 6,9 0,57 4,1 3,9 59 0,7

Sb 0,0041 0,00045 0,013 0,003% 0,0052 0,0023 0,013 0,0040 0,0070 0,0027 0,013 D,0042
Se 44 2,2 285 63 63 2,8 340 124 30 3,6 74 26

Si 4,8 0,56 29 6,0 8,6 4,5 14 3,8 1,7 0,80 3,0 0,87

Sn 1,4 0,021 14 2,9 0,18 0,026 0,42 0,16 0,31 0,045 1,2 0,49

Sr 0,17 0,042 0,55 0,13 0,38 0,14 0,71 0,21 0,76 0,31 1,3 0,38

Th 0,00019 0,000040 0,00072 0,00018 0,00065 0,00024 0,012 0,00036 0,00011 0,000040 0,00015 |0,000045
Tl 0,0066 0,0027 0,015 0,0034 0,0051 0,0017 0,014 0,0p40 0,0042 0,0025 0,0065 D,0016
\Y 0,22 0,029 0,97 0,23 0,39 0,02¢ 15 0,54 0,20 0,062 0,69 0}27

w 0,0021 0,00071 0,0041 0,0010 0,0029 0,001L2 0,0050 0,015 0,0012 0,00043 0,0018 D,00051
Zn 182 114 362 54 210 111 343 91 129 104 162 27
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Zalacznik 2. - c.d.

Makropierwiastki
| ] 11
Grupa n=9 n=24 n=8
srednia min max S srednia min max srednia min max S
Ca 246 124 893 245 177 128 287 34 167 130 278 48
Fe 1030 557 1444 315 858 275 171¢ 329 942 453 1336 355
K 24600 22126 27624 1873 240138 17494 296p1 31016 24525 17p60 32196 1671
Mg 603 423 692 77 611 476 753 71 621 508 746 81
Na 4014 2340 6519 1327 3979 2547 4996 504 42387 2638 8150 1808
P 8976 6524 10803 1129 8817 7259 10572 890 9183 7414 11041 1409
S 10026 8845 10542 598 10217 8084 11636 778 10390 9445 11648 522
Grupa v V VI
n=23 =7 n=
srednia min max S srednia min max srednia min max S
Ca 178 135 411 54 252 193 310 49 325 149 558 197
Fe 1010 290 2005 451 1414 830 1967 457 1148 898 1336 204
K 23582 18169 28464 2639 23428 21535 267p9 1697 21372 18188 23316 1901
Mg 602 463 724 68 610 545 739 64 526 448 592 58
Na 4549 2786 8171 1034 5437 4572 7453 1044 4530 3938 5556 137
P 8688 6771 10459 961 8309 7363 9439 722 7048 6189 7826 113
S 10099 8505 12599 1050 9758 8687 10336 604 91p4 8387 10285 V33
Metale ziem rzadkich
| ] 11
Lz n=9 n=24 n=8
srednia min max S srednia min max srednia min max S
Ce 0,034 0,0049 0,074 0,024 0,075 0,0050 0,28 0,075 0,05 0,016 014 Q,039
Dy 0,00037 0,00015 0,00085 0,00028 0,00067 0,00015 0,0023 0,00057 0,00053 0/00015 0,0013 0,00040
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\ Er \ 0,00035 o,ooooz$ o,ooo7p 0,00027 0,00Q60 o,ooq>025 o,Qozs o,q)0057 000046 o),00012 p,001o 0,00033
Zatacznik 2. - c.d.

Ho 0,00012 0,000010 0,00024 0,00008 0,00020 0,000029 0,0p073 0,00017 0/00015 0,000051 0,00034 0,00011
La 0,019 0,0042 0,041 0,013 0,045 0,0032 0,17 0,046 0,031 0,00916®/084 0,024
Lu 0,000035 0,000015 0,000093 O 0,000048 0,000015| 0,0002| 0,000038,000036/ 0,000015| 0,000077| 0,000023
Nd 0,015 0,0021 0,033 0,011 0,029 0,0020 0,094 0,027 0,022 0,0064 0,052 D,015
Pr 0,0038 0,00056 0,0083 0,002y 0,0077 0,00049 0,027 0,0075 0,0056 0,0016 0,014 0,0041
Sm 0,0022 0,00037 0,0052 0,0016 0,0038 0,0003 0,012 0,0034 0,0030 0,00086 0/0069 0,0020
Th 0,00019 0,000033 0,00044 0,00013 0,00031 0,000015 0,0010 0,00027 0,00027 0,000085 (0,00058 0,0002
Y 0,0033 0,0010 0,0066 0,0022 0,0051 0,00052 0,019 0,0045 0,0041 0,0011 0,0088 0,0028
Yb 0,00022 0,000030 0,00058 0,00017 0,00037 0 0,0013 0,0p031 0,00023 0,000030 0/00059 0,00019
Grupa v v Vi
n=23 n=7 n=5
srednia min max S srednia min max S srednia min max S
Ce 0,077 0,0064 0,55 0,11 0,10 0,0043 0,25 0,11 0,031 0,016 0,063 0,019
Dy 0,0010 0,00015 0,0085 0,0018 0,00080 0,00015 0,0p22 0,00075 0,00031 0,p0015 0/00079 0,00028
Er 0,0010 0,000059 0,011 0,0022  0,00074 0,000074 0,0020 0,00071 0,00026 0,00014 0,00055 0,00017
Ho 0,00033 0,000010 0,0033 0,00069 0,00024 0,000010 0,00067 0,00024 0,00010 0,000047 0,00023 |0,000076
La 0,045 0,0037 0,32 0,065 0,060 0,0014 0,1b 0,066 0,017 0,0087 0,036 0,011
Lu 0,00011 0,00001% 0,00154 0,00030 0,00009€000015| 0,00013 0,00003®,000021| 0,000015| 0,000046/ 0,000014
Nd 0,031 0,0028 0,22 0,044 0,038 0,0012 0,097 0,040 0,013 0,0071 0,028 0,0082
Pr 0,0080 0,00068 0,057 0,011 0,010 0,00032 0,0p6 0,011 0,0034 0,0018 0,0070 D,0021
Sm 0,0043 0,00049 0,029 0,0057Y 0,0051 0,00031 0,013 0,0053 0,0019 0,0010 0,0041 0,0013
Th 0,00039 0,000031 0,0021 0,00053 0,00039 0,000037 0,0010 0,00038 0,00015 0}{00009 0,00033 0,00010
Y 0,0082 0,00059 0,079 0,016 0,0059 0,00052 0,016 0,0057 0,0023 0,0012 0,0053 0,0017
Yb 0,00079 0,000030 0,011 0,0028 0,00042 0,000075 0,0011 0,00036 0,00015 0,000062 0,00039 0,00013
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