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ENVIRONMENTAL IMPACT OF BIOETHANOL PRODUCTION

WPLYW PRODUKCJI BIOETANOLU NA SRODOWISKO

Abstract: Renewable energy sources enable improvement of environmental protection and are an important
element of sustainable development. The contribution of renewable energy to the total world energy balance
will grow continuously. Ethanol produced from renewable energy sources - biomass, is the most promising
future biofuel. At present, it is used in fuel industry as an additive to petrol. In view of the development of
biofuel production and ecological aspects, according to the EU recommendations, it will be produced and
subsidised in the nearest several years. The use of biofuel has a positive effect on ecology, diminishes the
emission of exhaust gases and improves the work of transport facilities and energy safety. It is suggested that
fuelling cars with bioethanol would reduce greenhouse gas emission by 10+15% compared with ordinary
petrol. Presently, there are a number of advanced technologies of ethyl alcohol production in the world
depending on raw material subjected to fermentation. According to the degree of processing, raw materials for
the production of ethanol, the energy output of the process is different. In the future the production of ethanol
(for fuel) will depend largely on waste materials. The authors describe modern techniques of ethanol
production, dehydration systems mainly pervaporation and hybrid solutions. On the basis of available
literature and our own data, process energy efficiency was compared with different raw materials,
transformation technology and dewatering techniques.

Keywords: biofuel, ethanol production, dehydration

Over millions of years the solar energy was accumulated in form of fossil fuels such
as coal, petroleum, natural gas. The secondary carriers of energy that arose from their
processing, such as petrol from petroleum, coke and gas from coal, are being adjusted to
civilisation demands. The traditional fuels, intensely used for over 200 years now, are
reduced as they are used, irrespective of new geographical discoveries and technological
progress. In view of the approaching crisis, there is more and more interest in alternative
(renewable) carriers of energy, including biofuels, biomass, biogas, water power
industry, wind power industry, solar collectors, photovoltaic cells, heat pumps and
geothermal energy.

Renewable energy sources enable both improvement of environmental protection
and are an important element of sustainable development. According to the experts

! Faculty of Process and Environmental Engineering, Lodz University of Technology, ul. Wélczanska 213,
90-924 L.6dz, tel. +48 42 631 37 02
* Corresponding author: email: marszalek @wipos.p.lodz.pl
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programs of the World Committee of Energy Council, it is predicted that in 2070 the
contribution of renewable energy to the total world energy balance will be about 60%.
This results mainly from improving environmental protection due to reduction of the
emissions of carbon, sulphur and nitrogen oxides and waste minimisation [1-7].

Biofuels are liquid or gaseous fuels used in transport which are produced from
biomass - biodegradable fractions of products, wastes and remains from agricultural
production, forestry as well as biodegradable fractions of municipal and industrial
wastes. Ethanol produced from renewable energy sources - biomass, is the most
promising future biofuel. At present it is used in fuel industry as an additive to petrol that
heightens its octane number and combustibility. A small addition of ethanol to petrol
significantly increases the octane number of the mixture and at 10% content the present
engine structure need not be modified. Addition of ethanol to fuel means that combustion
is more efficient and emission of exhaust gases is reduced. In view of the development of
recoverable fuel production and ecological aspects, according to the EU
recommendations, ethanol will be produced and subsidised in the period of the nearest
several years (6% of all tranport fuels sold by 2010) [8-12].

According to a new analysis from Cornell and the University of California at
Berkeley bioethanol and biodiesel do not provide nearly as much energy as it takes to
create them. In that case we should ask questions: is production of bioethanol
energetically justified or is this a political reason only that we produce the ethanol and
talk about it?

Ethanol production technologies

Ethanol can be obtained by chemical synthesis or by ethanol fermentation
(biological method) which is much more frequently applied in industry. Fermentation is
a reaction induced by catalysts - enzymes produced by living cells. Raw materials in the
ethanol fermentation can be all products that contain simple sugars and polysaccharides
after relevant technological processing. In the process of alcohol fermentation affected
by zymase, ie a system of dozen or so enzymes contained among others in yeast, from
one molecule of glucose at least two molecules of ethanol and carbon dioxide arise. The
course of fermentation is affected by such factors as: pH, temperature, type of substrate,
dissolved oxygen, presence of nutrients, and biological impurities.

FEEDSTOCK CONVERSION PROCESS FUEL
Sugar A A

ST T Fermentation (enzymatic) Bioethanol
sugar beet =

Starch Enzymatic breakdown Fermentation (enzym atic) Bioethanol
eqg. malze, wheat é sugar

Cellulose Enzymatic breakdown

S e or acid hydrolysis Fermentation (enzymatic) Bioethanol

—.  Sugar

Fig. 1. Feedstocks, conversion processes and fuel-bioethanol from biomass
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There are a number of advanced technologies of ethyl alcohol production in the
world presently, depending on the raw material subjected to fermentation. The raw
materials containing simple sugars and suitable for direct processing through
fermentation are white beet and its processing products, sugar cane, domestic and citrus
fruits, some tropical plants (punk), juices of certain trees (birches, maple), honey. The
group of raw materials containing starch and polysaccharides, such as cellulose and
inulin used for the production of ethanol should comprise cereals in form of food grain of
rye, barley, corn, oat, wheat, sorghum, besides also vegetable bulbs of potato vegetable
roots, seeds of bifoliate plants, fruits, timber, grass, moss, etc. Figure 1 presents a range
of bioethanol with different feedstocks and conversion processes. Using current
production technology the cheapest bioethanol produced in world comes from sugar cane
in Brazil and in Europe from starch crops [13].

Presently the production of ethanol (for fuel) largely depends on waste materials:
lignocellulosic biomass such as crop residues, wasted and energy crops (switchgrass),
fast-growing trees such as poplar and willow, waste paper and package material, cereals
in form of grain unsuitable for consumption, domestic and agricultural waste (maize and
wheat stalks) [14-18]. However ethanol production from lignocellulosic biomass is not
yet at commercial scale, even though many technologies are mooted. The total potential
bioethanol production from crop residues and wasted crops is about 16 times higher than
the current world ethanol production (31- 10° dm® in 2001) [19].

a) ) .
fossil eneroy intake 5
(steam & electrical)
10 500 kJidm?
harvest, tractors,
fertilizer, etc hioethanol
——— = ethanol process s
5 600 klidm 21 500 kelfdm
b) . .
fossil energy mtale o
(steam & electrical)
3 500 k/dm?
harvest, tractors,
fertilizer, etc hinethanal
— 5~ ethanol process s
5600 ket fdm 21 500 kelfdm
)

fossil energy intake o
{(steam & electrical)

0 klfdm?
hatvest, tractors,
fertilizer, etc hioethanal

— =~ ethanol process

5 600 k/dm 21 500 klfdm’

Fig. 2. Ethanol energy balance depending on applied production technologies: a) based on processed
materials, b) currently worked out technologies, ¢) future technologies
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Energy contents are expressed as Lower or Higher Heating Value. For most biomass
feedstocks this difference appears to be 6+7% and depends upon the application. Ethanol
energy content for LHV amounts to 21.1 MJ/dm® and for HHV 23.4 MJ/dm® at ethanol
density (average) = 0.79 g/cm’.

Production costs of bioethanol vary and are dependent on the prices of raw materials,
the method of production, the extent of refining undertaken and the supplementary
utilisation of bioproducts and waste. Depending on the degree of processing the raw
materials for the production of ethanol, the energy output of the process defined as the ratio
of energy contents and energy supplied for production is different. The energy output in
case of ethanol production ranges from 1.7 to 3.8. The more processed the materials
subjected to fermentation, the lower the energy gain of the entire process (Fig. 2). Hence the
current vast interests in biofuel production technologies using waste materials eg
agricultural and forest waste such as straw or shavings. Among other eg the continuous
production process composed of thermo-pressure hydrolysis, enzymatic hydrolysis,
fermentation and ethanol dewatering is proposed, which is characterised by a high level of
heat recovery and recuperation (2.95) and low production price (0.24 EUR/kg EtOH) [20].
Another alternative for the future are biorefinery — multisystems producing fuels, solvents,
plastics and food from waste biomass and involving ethanol and lactic acid fermentation
[21].

Ethanol dehydration methods

Ethanol obtained during ethanol fermentation and rectification has about 95% vol.
ethanol. Production of anhydrous ethanol used for fuel purposes requires overcoming the
barriers of a positive homoazeotrope. Now, the most important ethanol dehydration
techniques used in the world industry include azeotropic distillation and dehydration on
molecular sieves.

Azeotropic distillation used in ethanol dehydration consists in adding a third
component which is directly connected with higher energy consumption, demand for
more space for the installation, complicated process control, increased labour
consumption of the ordering operations that minimise losses of the azeotropic agent and
environmental pollution [22].

The process of dehydration on molecular sieves can adsorb much water or other
compounds and removes liquid and gaseous pollutant to very low concentrations (ppm or
less). For ethanol dehydration on industrial scale, potassium and sodium zeolites are used
[23, 24]. Ethanol dehydration on molecular sieves is connected with cyclic work in
changeable conditions, consumption of big amounts of vapour under high pressure and
recycling big quantities of ethanol to the process.

An alternative to the discussed traditional methods of ethanol dehydration is
pervaporation (PV) or vapour permeation (VP). PV and VP are the new generation of
membrane separation techniques [25-27]. During pervaporation, a liquid stream is
separated on a semi-permeable membrane (for ethanol dehydration - hydrophilic
laminated membranes from PVAL) into two streams: a gaseous permeate and liquid
retentate. A permeate is enriched with a component transmitted preferentially by the
membrane (water) opposite to the retentate which has a small amount of this component.
Since separation on the membrane does not much depend on liquid-vapour equilibrium
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(in the pervaporation a transport of water is usually preferred), the process can be used
efficiently for separating azeotropes and near-boiling liquids [28].

The first and presently the broadest application of the pervaporation in the world
industry is dehydration of organic solvents, including alcohols, multifunctional systems,
esters, ethers and mixtures of solvents [29].

When analysing the literature on the subject, it is possible to identify concrete trends
in the development of pervaporation in ethanol dehydration industry. The PV installation
can be an independent, final stage of dehydration (in order to overcome the azeotropic
point), a direct stage after fermentation process (to concentrate the ethanol below the
azeotropic concentration) or an element of a hybrid solution combined with the presently
used techniques (distillation and dehydration on molecular sieves).

A comparison of cost for small installations (100 dm*/day) of ethanol dehydration
to 99.5% by different methods such as PV, distillation and adsorption shows PV
technique as the most advantageous [30]. The cost of ethanol dehydration by azeotropic
distillation is twice as high, and in the case of adsorption 1.5 times higher than in PV. It
enables cost reduction on the average by 1 US cent/dm’ of the produced ethanol.
Additionally, due to the modular nature of the process, costs related to pervaporation are
not so sensitive to scaling up as in the case of distillation or adsorption. For PV systems
operating above 100 dm’/h the product costs grow linearly with capacity. A comparison
of the costs of ethanol dehydration by various techniques in a bigger system (Tab. 1)
indicates that operating costs of the membrane techniques are smaller by half than other
dehydrating methods. The system of capacity was 30 Mg/day =~ 1580 dm’/h. Costs were
estimated in US$ per ton of dehydrated ethanol (99.8% wt.) [31, 32]. Distillation
becomes more cost-effective than pervaporation only just at the capacity of 5000 dm’/h
[33].

Table 1
Comparison of the cost of ethanol dehydration (94% wt.) by various techniques [US $/Mg] [19, 20]
Azeotropic Adsorption on
. Vapour . s e .
Operating costs . Pervaporation distillation molecular
permeation .
(cyclohexane) sieves
Vapour pressure - 3.2 25:37.5 20
reduction
Water cooling 1 1 3.75 2.5
Electric energy 10 4.4 2 1.3
Distillation component - - 1.2:2.4 -
Exchange of membranes or 475 4:8 ) 125
sieves
Total cost 15.75 12.6+16.6 31.95+45.65 36.3

Pervaporation is economically justified when at the inlet water concentration in the

system is less than 10% and when at the outlet we expect dehydration of the order of
100+10 ppm of its content. If still higher product dehydration is expected, then much
bigger membrane surface and higher pressure reduction on the side of permeate is
required. Cost of ethanol dehydration decreases with an increase of permeation flux and
mass fraction of ethanol in permeate and grows with an increase of membrane cost.



434 Joanna Marszatek and Wiadystaw Kamifiski

Pervaporation can be applied in continuous fermentation that is related to the
concentration of ethanol below the azeotropic concentration. For such a system
dehydrating 21 600 dm’/h ethanol [34], investment and operating costs become more
competitive than the traditional fermentation with distillation above (Fig. 3). This can be
obtained by using more efficient membranes or by increasing feed temperature. In the
future, we should tend to develop more selective membranes and decrease the production
cost. The latter constitutes 20% of the pervaporation cost (8% operating costs of the
whole system) and follows from a relatively small market [35].

In literature there are many examples of hybrid processes of pervaporation with
distillation (Fig. 4) [31, 33, 36]. Such hybrid processes enable savings of operating costs
but not always of investment outlays. Lower operating costs result mainly from a lower
energy demand and not from the use of additives. On the other hand, high investment
outlays are a result of process complexity and high membrane prices. The development
of hybrid processes of distillation-pervaporation and broad applications in industry will
depend not only on high process efficiency but first of all on reduction of the membrane
cost. The hybrid systems will bring about economic advantages at long-term processes
but they are not profitable in the case of small ethanol dehydration systems.

Pervaporation
oolant out

Condenser
Feed

Fermentor

Coolant in

Bleed

95%

Heater ethanol

Pump 2
79, Distillation
N

Fig. 3. Flow chart of continuous fermentation with ethanol removal by means of pervaporation [34]

Alcohol
Condensate

]

e
""" Permeate Condensate

Fig. 4. Flow chart of industrial ethanol production based on a hybrid process of pervaporation
and distillation with final PV stage [31]

Beside building of new ethanol dehydration systems based on hybrid processes of
distillation-pervaporation, producers offer also implementation of the pervaporation in
the already existing installations [25]. The main aim of such a procedure is
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de-bottlenecking of processes and effective cost reduction. The PV module can be placed
between the distillation and azeotropic column, this will be a double increase of
efficiency and related reduction of energy cost, dehydration costs, more efficient use of
the existing system and a possibility to control the PV module.

Similarly, the PV module can be connected to the already existing dehydration on
molecular sieves, this will cause an increase of process efficiency and the quantity and
quality of water removed, reduction of product recirculation degree and energy
consumption. Just this last application that consists in placing PV between distillation
and adsorption on molecular sieves, can bring in the future the biggest economic benefits
in the process of ethanol dehydration.

Reduction of greenhouse gas emissions

The emissions of CO, and other greenhouse gases are combined and represented as
with CO,-equivalent emission units by multiplying the different emissions by Global
Warming Potentials of the individual greenhouse gases and summing together, eg for
CO, GWP = 1; for CH; GWP = 21. This means that in 100 years, one tonne of methane
will have an effect on global warming that is 21 times greater than one tonne of carbon
dioxide.

The estimation of greenhouse gas and energy balances of bioethanol is complex. For
comparison with fossil fuels the full fuel cycle must be considered: production which
requires inputs and combustion which is considered to be CO,-neutral. The final
accounting is country-specific and is a function of raw material cultivated, the associated
agricultural yield and utilisation of by- and co-products.

Table 2
Overview of CO,-equivalent emissions (cultivation, production, distribution and vehicle emissions) savings
from bioethanol compared with reference fossil fuel vehicle [37]

CO;-equivalent emission savings

Feedstock [e/km] [Mg/1000 dm’]
Sugar crops 90 1.2
Starch crops 30 0.4
Lignocellulosic crops 183 2.5
Lignocellulosic residues 191 2.6
Brazilian sugar cane 212 2.9

Table 2 presents total greenhouse gas emissions weighted in terms of their global
warming potentials, as a result of utilising bioethanol over the corresponding fossil fuel.
Calculations were based on a reference petrol vehicle which consumes 2.5 MJ/km
(0.073 dm*/km) and produces 230 g/km CO,-equivalent emissions. The values in the last
column of Table 2 converts the estimates of the reductions in CO,-equivalent emissions
from g/km to the quantity CO,-equivalent emissions that would be saved by substituting
1000 dm’ of petrol with the energy equivalent biofuel dm®. For example:
1.2 Mg of COs-equivalent emissions saved per 1000 dm’ of petrol substituted with
energy equivalent bioethanol from sugar crops = (90 g/km)/(0.073 dm’/km)x1000 [37].

Use of European bioethanol yields CO, emission savings of 13+83% compared with
operation of standard petrol vehicle. Bioethanol produced from Brazilian sugar cane has
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a better well-to-wheels energy balance and CO, emission savings above 85% [37-39].
This is due to the high productivity of sugar cane crops in Brazil and use of by-products
to provide energy to nearly all processing plants. As a result, the fossil fuel requirement
is close to zero.

Conclusions

The dwindling fossil fuel resources and their increasing prices have led to
a worldwide search for alternative energy resources so the demand for alternative fuels is
on the increase these days. Biomass has been recognized as a major world renewable
energy source to supplement declining fossil fuel resources.

The most traditional biofuels, such as bioethanol is a petrol additive/substitute.
Ethanol can be produced not only from highly processed raw materials, such as corn,
wheat or sugar beets but also from plentiful, domestic, cellulose biomass resources,
agricultural and forestry residues, and a large portion of municipal solid waste and
industrial waste streams. The biochemical method of ethanol production is less expensive
and more efficient. The lower processed the materials subjected to ethanol production,
the more the energy gain of the entire process.

Using biofuels as a substitute of fossil fuels has a positive effect on ecology,
diminishes the emission of exhaust gases and improves the work of transport facilities
and energy safety. It is suggested that fuelling cars with European bioethanol would
reduce greenhouse gas emission compared with ordinary petrol even up to 80%.

Therefore, the substitution of fossil fuels with biofuels has been proposed in the
European Union as part of strategy to mitigate greenhouse gas emissions from road
transport, increase security of energy supply and support of rural communities. Now
bioethanol is blended with petrol with no major changes in distribution systems and used
in conventional vehicles. In the near future, bioethanol will be supplied in the distribution
systems and used in conventional vehicles with only minor adaptations. Some
governments are already undergoing a fundamental change in their preference of fuel
sourcing and promote technologies with the most flexibility and best performance.
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WPLYW PRODUKCJI BIOETANOLU NA SRODOWISKO

Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska, Politechnika E.6dzka

Abstrakt: Odnawialne zrédta energii umozliwiaja zaréwno poprawe stanu ochrony $rodowiska, jak i sa
waznym elementem zréwnowazonego rozwoju. Udziat energii odnawialnej w ogélnym bilansie energetycznym
$wiata stale wzrasta takze z powodu zmniejszenia emisji gazow i minimalizacji odpadéw. Etanol wytwarzany
ze zrédet odnawialnych, jakim jest biomasa, jest najbardziej obiecujacym biopaliwem przysztosci. Poki co,
uzywany jest w przemysle paliwowym jako dodatek do benzyny. Z uwagi na szybki rozwdj produkcji paliw
i aspekty ekologiczne, zgodnie z wytycznymi Unii Europejskiej, produkcja etanolu i jego dodatek do paliw
w najblizszych latach bedzie wzrasta¢. Biopaliwa przynosza pozytywny efekt ekologiczny, zmniejszajac
emisj¢ gazé6w wylotowych, polepszajac zdolno$¢ spalania i bezpieczenstwo energetyczne. Przewiduje sig, iz
samochody na bioetanol w poréwnaniu z konwencjonalnymi mogtyby zredukowaé emisje¢ gazow
szklarniowych o 10+15%. Obecnie na $wiecie istnieje szereg zaawansowanych technologii produkcji alkoholu
etylowego w zaleznosci od surowca poddawanego fermentacji. Stopien zaawansowania technologii
i przetworzenia surowca wpltywa na wydajno$¢ energetyczna procesu. Przewiduje sie, iz w przysziosci
produkcja etanolu do celéw paliwowych w duzej mierze bedzie zaleze¢ od surowcéw odpadowych. W artykule
przedstawiono nowoczesne techniki produkcji etanolu, systeméw odwadniania, w tym giéwnie perwaporacji
i rozwiazan hybrydowych. Na podstawie dostgpne;j literatury i wlasnych do$wiadczen poréwnano wydajnosé
energetyczng procesu w zaleznosci od zastosowania surowcéw, technologii i technik odwadniania.

Stowa kluczowe: biopaliwo, produkcja etanolu, odwadnianie
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Abstract: The article presents results obtained in a study of 4 grassland areas containing halophyte plants
located within the Island Karsiborska Kepa, Island Chrzaszczewska, in the valley of the river Dziwna close to
Jarzebowo and in the valley of the river Rega, close to Wiodarka. The chemical properties of alluvial soils and
peat-silt-marshy soils (4 studied grassland areas) were determined as well as the chemical composition of
ground and surface waters (3 studied grassland areas), with special attention to the method of the agricultural
exploitation of soil. In general, the surface layer (0+25 cm) of the examined soils is acidic, it contains
considerable amount of organic matter (>20%), favorable ration of C:N, high content of 0.5 M HCI
extractable of magnesium, potassium and phosphorus (in the case of potassium, it was solely the soils in the
Karsiborska Kepa that showed its high content). Sodium concentration, extracted with 0.5 M HCI, fell within
the range 1280+3247 mg-kg™' and increased down the soil profile. The average salinity was within the range
to 3.45+11.68 g NaCl-dm™. Soil waters and surface waters from the areas of halophyte plant occurrence
showed elevated mineralization, with total salinity 2.0+8.0 g~dm’3A This elevated salinity resulted from the
inflows of salt marine waters and frequently (Chrzaszczewska Island) from the seepages of salt water (with
salinity ca
18 g NaCl-dm™) from the deeper ground layers. These seeping waters contained considerable amounts of
mineral and organic compounds of nitrogen and phosphorus as well as significant quantities of dissolved
organic matter (COD-Cr up to 250 mg O, - dm™). The mineralization of organic matter in soil waters went
under anoxic conditions leading to weak acidification (6.50 < pH < 7.00) of these waters. The redox status in
soil waters was reducing (Eh of the order of 110 mV) and influenced mainly by iron. In surface waters,
relatively well oxygenated and with 7.0 < pH < 8.0 (indicating the ongoing assimilation processes), the redox
status was oxidative (Eh of the order of 400 mV) and influenced by nitrogen compounds (redox pair

NO; / NH} ). Pasture or mowed-pasture type of agricultural exploitation is dominant in the studied grassland

areas, this type being favourable in halophyte communities protection.
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According to [1, 2], the natural environment in the Polish western coastal areas of
the Baltic Sea does not present optimal conditions for the development of halophytes.
The author based this opinion mainly on low salinity of the Baltic Sea (7.5%o on average,
in the Pomeranian Bay) and the geomorphological characteristics of the shoreline.
Because, both the cliff shores and sandy dunes obstruct the seepage of seawater inland.
For this reason it is solely the flat, lowland and marshy coastal areas where shallow
occurrences of salty ground water are encountered, facilitating the development of
halophilic plants.

The optimal conditions for halophytes occur within the mouth areas of the rivers,
especially within the Oder estuary, in the Swina and Dziwna valleys, which are
connecting the Szczecin Lagoon with the Baltic Sea [1-8]. The characteristic feature of
hydrological conditions in the Szczecin Lagoon is changeability. During storm surges,
accompanied by high sea level in the Pomeranian Bay, seawater from the Bay is
inflowing into the Lagoon through the Swina and Dziwna channels. The average salinity
of the Szczecin Lagoon is about 1.1%¢ and during the inflows of seawater it can rise to
6.0%0. Additionally, Quaternary sediments within the Kujawsko-Pomorski Belt are
touching upon Jurassic sediments rich in highly mineralized water, this resulting in salt
water occurrence in marshes and peat areas in the Kamien Pomorski region and close to
Kolobrzeg (between Budzistow and Kolobrzeg).

Similar situation, though on a much smaller scale, occurs in the northern, flat and
depression area in the Trzebiatow rural district, this area being supplied with water from
the rivers Rega, Blotnica and Debosznica. The latter one is inflowing into the lake Resko
Pomorskie. This lake, in turn, is connected with the sea by an artificial channel [9, 10],
therefore the salinity of groundwater and soil is much more pronounced here.
Additionally, according to [11], certain role in salinity of the groundwater and soil in this
region can be attributed to salt springs, coming out onto or under the surface soil due to
favorable geological conditions. Bosiacka [12] pointed out to the fact that marshy
salinas, supplied by salt springs, can have salinity several times higher than the seawater
in the Baltic Sea.

This article presents a synthesis of results (presented in fragments at a number of
scientific conferences) of studies carried out since 1998 and concerning the hydrological
and soil conditions in pastures and greenland areas with halophyte flora in the coastal
areas of the Western Pomeranian province (Poland).

Methods

Studies of soil in greenland areas in the western coastal areas of the Baltic Sea in
Poland were carried out by the Pedology and Toxicology Chairs of the Agricultural
Academy in Szczecin and by the Chemistry and Environmental Protection Chair of the
Szczecin University since 1998. Detailed soil studies were conducted in the Island
Karsiborska Kepa (10 study fields) and in the Chrzaszczewska Island (6 study fields).
Additional soil studies were carried out in the valleys of the rivers Dziwna (close to
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Jarzebowo locality - 4 study fields) and Rega (close to Wlodarka near Trzebiatow - 4
study fields). Soil and surface waters were also analyzed in the Karsiborska Kepa Island
and Chrzaszczewska Island as well as in the Wolin Island (close to Jarzebowo).

Altogether, 24 soil outcrops were prepared in the study fields and soil samples were
collected from defined layers for laboratory analyses. Additionally, 2 deep drillings were
made in peat-clay-marshy soils of the Chrzaszczewska Island and in the Rega valley to
document the composition and thickness of the gyttja-peat layer. The analyses of
collected soil samples comprised the determination of pH, organic matter content,
organic carbon, total nitrogen, total sulphur, assimilable potassium, phosphorus,
magnesium and sodium and salinity. Assimilable potassium and phosphorus in the soils
from the Karsiborska Kepa were determined using Egner-Riehm method, and assimilable
magnesium and sodium were determined in a CaCl, solution. In the other study fields,
assimilable forms of Na, K, P and Mg were extracted with 0.5 M HCI according to the
method by [13]. Additionally, concentrations of macro- and microelements extracted in
concentrated acid solution HNO;+HCI1O, (1:1) were determined by atomic spectrometry
(AAS Unicam Solaar 929), and phosphorus was analyzed by colorimetric method.
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Fig. 1. Location of measurement stations in the Karsiborska Kepa Island and Chrzaszczewska Island

Soil water samples, collected at 3 soil outcrops of 80 +20 cm depth, and surface
water, from 3 ditches and inundations, were sampled in the islands Karsiborska Kepa and
Chrzaszczewska every 3-4 months between 2002-2004. Soil water samples in the Island
Wolin and in the meadows of the Dziwna river valley, nearby Jarzegbowo, were collected
in two outcrops on single occasion. Location of sampling stations of soil and surface

water is presented in Figure 1. Water temperature, pH, redox potential (Eh) and HCO;
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concentration, determined as total alkalinity, were measured immediately in the field.
Separate samples were taken for dissolved oxygen determination. Water samples
destined for laboratory analyses were preserved [14] and the analyses were carried out
within 24 h. 20 water quality indicators were determined altogether including indicators

characterizing water mineralization (conductivity, the concentrations of CI, SOi’, Na*
and K* , separately Mg®* and Ca®" and water hardness), trophic level indicators (NOj ,

NO;, NHj, TN, POf’[, TP) as well as COD-Mn, COD-Cr, water saturation with

oxygen was calculated from the oxygen concentration values. All presented indicators
were determined based on methods described by Hermanowicz et al [14].

Water quality was assessed based on the Decree [15], ie following the procedures
applied by PIOS (National Inspectorate for Environmental Protection) in the national
monitoring and water quality assessment schemes in that period.

Results and discussion

Halophyte occurrence in the western coastal areas of the Baltic Sea in Poland is
determined by the following conditions:

- the coastal meadows and pastures have low location in relation to sea level and
additionally there is the effect of a backflow - seawater from the Pomeranian Bay is
pushed by storm winds into the Szczecin Lagoon and other coastal basins in the
Western Pomerania;

- salty groundwaters occur in this region, they are called salt springs, and exert
influence on the soil and flora of the region;

- morphological properties of pasture and greenland soils on which halophyte flora
occurs,

- exploitation methods of meadows and pastures containing halophytes.

Location of study fields in relation to adjacent terrain

Topographic charts 1:10 000 point out that it is the Island Karsiborska Kepa that is
showing the lowest location in relation to sea level; its ordinates vary from 0.1 m over the
sea level at the shores to not more than 1.25 m inland. The island is protected against
inflows by 1.0+1.5 m flood barrier.

The area nearby Jarzebowo in the Dziwna valley is also located on a slight elevation
over the sea level, and the left shore of the Dziwna river exceeds the sea level of only
0.1 m and this is not protected by a flood barrier. Halophyte communities occur in this
area in pastures of not more than 1.25 m height over the sea level. At similar elevation
(not exceeding 1.25 m over sea level), halophyte plants occur also in the valley of the
river Rega, close to locality Wlodarka. The area is protected against flooding by a 4 m
flood barrier.

The described study fields, become partly flooded and the lower parts become
completely flooded during strong storms despite the protective barrier, while during
draughts - water is detected at the depth of 85+90 cm (Karsiborska Kepa - 2008).

Quality assessment of soil water and surface water
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The results of quality indicators determination and quality assessment of soil water
(soil outcrops) and surface water (irrigation ditches and floodings/inundations), in the
form of multi-year means are presented in Table 1. Quality assessment was conducted
following the criteria of the Decree [15] regarding groundwater and surface water.

Table 1
Results of chemical investigation of surface waters of stagnation pockets, irrigation ditch and soil waters in the
Karsiborska Kepa Island and Chrzaszczewska Island (in brackets: water quality classes according to the

Decree 2004)
Karsiborska Kepa Island * Chrzaszczewska Island * WOI“.‘ )
Island **
No Water quality indices| Station | Station | Station | Station | Station | Station | Station
(units) No. 1 No. 2 No. 3 No. 1 No. 2 No. 3 No. 1
soil irrigation [stagnation soil irrigation |stagnation| soil
waters ditch pockets | waters ditch pockets | waters

Mineralization indices

1 Cffggzgjifylefig‘?ﬁfl] 6530 (V) | 3704 (V) | 4076 (V) | 4358 (v) | 4992 (V) | 10837 (v) | 3235 (V)
CI” [mgCl-dm™] 2360 (V) | 1292 (V) | 1510 (V) | 1532 (V) | 1942 (V) | 4967 (V) | 1141 (V)
S04> [mg SO4-dm™] | 295 (V) | 282 (V) | 265 AV) | 422(V) | 230 V) | 216 (V) | 214 OV)
Na* [mg Na~dm’3] 1176 (o.c.)| 664 (o.c.) | 796 (o.c.) |1009 (0.c.)[1054 (0.c.)|3188 (0.c.)|277 (o.c.)
K* [mg K-dm™] 49 (o.c.) | 35(0.c.) | 33(o.c) | 8(o.c) 10 (0.c.) | 24 (o.c.) | 23 (o.c)
Ca®* [mg Ca-dm™] | 142 (I 85 (I) 101 (1) | 248 (IV) | 200 (1) | 359 (IV) | 136 (1)
Mg [mgMg-dm™] | 199av) | 9o@m | 104av) | 137av) | 99am | 113av) | 102 av)
HCO;™ as total

8 alkalinity 483 (@ | 173aD | 172D | 366D | 244 | 230() | 127 D
[mg CaCO;3-dm™]

Bl [o N A0, 3 B2 LOS ) § N9}

Selected biogenic abundant indices

NO;~
9 [mg N-NO3-dm73] 0.66 (I) 0.74 () 0.47 () 0.09 () 0.40 () 041 () | 0.24 (D
NO;~
10 [mg N-NOz-de] 0.019 (1) | 0.017 (1) | 0.013 (D) | 0.003 () | 0.032 (A1) | 0.023 (I) | 0.033 (II)
11 NHy 1.09 (II1) | 0.58 (1I) 0.42 () 1.20 (I | 0.40 (D) 1.45 (I | 0.51 (0

[mg N-NH4-dm™]
12 Ny [mg N-dm™]  [10.50(0.c.)| 8.40 (II) | 6.20 (D) |9.80 (o.c.)| 6.30 () | 4.90 () [3.30 (0.c.)

=,
[m§884j1(‘;;1,3] 0.50 () | 0.37 (1D | 0.59 (D) | 0.54 (1) | 0.70 (D) | 0.31 (D | 0.21 (D)

14| Py [mgP- dm™] 0.33() | 0450 | 0.38(D) | 0.49 (1) | 0.81 (IV) | 0.74 (AIV) | 0.23 (1)
Indices classificated acid-bases and redox status

15 pH [pH units] 6.86 () 7.76 () 7.72 () 6.64 () 7.20 () 6.56 () 7.94 ()

16 Eh [mV] 110 (o.c.) | 375 (o.c.) | 374 (o.c.) | 203 (o.c.) | 409 (o.c.) | 218 (o.c.) |233 (o.c.)
COD-Mn

17 [mg Oy dm™] 28.5(V) | 25.7(V) | 23.5(V) | 29.5(V) | 247 (V) | 27.7 (V) |18.3 (IV)
COD-Cr

18 [mg O, dm™] 243.7 (V) | 158.1 (V) | 158.7 (V) | 220.0 (V) | 120.2 (V) | 77.7 (V) -

19 | Oz4iss [mg O dm™] | 0.0(V) | 9.1 (D 67(0M | 00V) | 67D | 25(V) | 32(V)

20 Samra‘ioﬁyb]y 0291 0.0 (0.c) [93.2 (0.c)| 714 (0.c)| 0.0 (0.c) [63.4 (0.0)|22.7 (0.c)[28.4 (0.c.)
‘0

(D...(V) and (o.c.) - water quality class and waters not included (o.c. - over classification) after the Decree
(2004) respectively

Explanations:

*) Mean value of sampling on: 05.2002; 03.06.2003; 24.10.2003; 28.05.2004; 24.09.2004

#%) Near Jarzebowo Village - mean values of sampling from two soil stations on 24.09.2004 (sampling from
two soil stations)
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measured concentration of O,

##5) Calculated as: -100%

saturated concentration of O, in pure water

Judging by the conductivity values as well as chloride and sulphate(VI)
concentrations, all the examined waters showed considerable mineralization. Soil waters
from the Island Karsiborska Kepa showed the highest salinity, chloride concentration
reached ca 2.4 g - dm™ while the total sum of ionic macrocomponents (total salinity) was
ca 4.0 g - dm™, hence it was a lower level of mineralization than measured at present in
the seawater of the Pomeranian Bay in the backflows into the Szczecin Lagoon [16].

As regards surface waters, the highest salinity was measured in samples from the
Island Chrzaszczewska, with chloride concentrations reaching 5.0 g - dm™ and total
salinity up to 8.0 g - dm™. This high salinity of water in inundations in the Island
Chrzaszczewska, exceeding the mean salinity of seawater in the Pomeranian Bay [16]
gives evidence that the inundations were supplied by waters seeping from deeper soil
layers. Seepages of salty Cretaceous and Jurassic waters (chloride concentration up to
10.0 g - dm™) into Quaternary level appear in the region of Kamien Pomorski [17, 18].
The lowest salinity was found in soil waters from Jarzebowo location in the Wolin Island
(ca 1.15 g CI" dm™ and total ca 2.0 g - dm™). The lowest salinity in surface waters was
found in irrigation ditches in the Island Karsiborska Kepa (ca 1.30 g CI” - dm™ and total
ca 2.2 g - dm™). It was salinity very much alike the one in the straits of the Old Swina
and Dziwna rivers, indicating their seeping into or flooding over the respective study
fields.

Basing on SEC and chloride concentrations, the examined waters were classified in

the V water quality class, and SO; and Mg** levels resulted in IV quality class

assessment. High concentrations of SO; and Mg®* are indicative of the marine origin of

these macrocomponents. This marine origin seems to be proved also by the quantitative
relations between the mineral components of the examined waters, though they are
slightly different from those in seawater of the Pomeranian Bay, but this fact can be
easily explained by the influence of soil sorptive complexes [19].

Regarding nitrogen and phosphorus pools in the studied waters, the concentrations
of respective compounds were relatively high, resulting in the classification of II-III

water quality class with respect to NH] and TN as well as PO; and TP. Nutrient

concentrations in the examined waters were of the order of nutrient levels found in the
peatbogs adjacent to the Szczecin Lagoon [20, 21].

The analyzed soil waters were usually acidified (6.5 < pH < 7.0) and showed low
Eh, ca 110 mV in the Island Karsiborska Kepa, ca 200 mV in the Island Chrzaszczewska
and ca 230 mV close to Jarzebowo in the Wolin Island. These soil waters did not contain
oxygen (from Karsiborska Kepa and Chrzaszczewska islands) or had very low oxygen
content (Jarzebowo in the Wolin Island). This fact was indicative of the ongoing
processes of organic matter mineralization (acidification) with the use of different from
oxygen oxygenating agents [19]. These waters contained considerable amounts of
dissolved organic matter (COD-Cr over 200 mg - dm™), with significant contribution of
the easily oxidizable organic matter (COD-Mn ca 30 mg O, - dm™ in waters from the
Karsiborska Kepa and Chrzaszczewska islands, and ca 20 mg O, - dm™ in waters from
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the Jarzebowo locality in the Wolin Island). Redox potential of the studied waters was
clearly influenced by iron [22].

The pH of surface waters was usually >7.0 and Eh values fell in the range
375+400 mV. It was solely water from the inundation in the Chrzaszczewska Island,
strongly affected by salty groundwater seepage, that showed pH <7.0 and Eh ca 220 mV.

Oxygen concentrations in surface waters, except for the inundation in the
Chrzaszczewska Island, were relatively high and the corresponding saturation values,
calculated against saturation of pure water at the same temperature, were also elevated.
Taking into account considerable mineralization of the analyzed waters, in which the
solubility equilibrium of oxygen was decidedly lower than in pure water, their observed
oxygen content indicated good oxygenation and even oversaturation with oxygen,
suggesting that intensive assimilation processes were active in these waters.

Surface waters contained considerable amounts of dissolved organic matter (in
samples from the Karsiborska Kepa COD-Cr was ca 160 mg O, dm™, in Chrzaszczewska
Island - ca 120 mg O, - dm™, with COD-Mn ca 25 mg O, - dm™ in both cases), though
smaller than measured in the soil waters, with the exception of water from the inundation
in the Chrzaszczewska Island which showed characteristics similar to soil waters. The
values of COD-Cr and COD-Mn together with oxygen concentration were indicative of
effective organic matter oxidation processes ongoing in the examined surface waters.

The redox potential of the analyzed waters was apparently influenced by the ionic

pair NO;/ NHj [22], as indicated by relatively high concentrations of both ions in
these waters.

Soils and their properties

The results of pedologic studies and laboratory analyses of the soils (Tab. 2)
revealed morphologic characteristics and properties of the soils in the study fields. The
studies showed the Island Karsiborska Kepa as a special area with majority of alluvial
soils [23], formed due to the interaction of riverine and marine waters. The soils are
composed of sandy sediments, frequently layered, with labile and often powdery sand in
which gleying is increasing down the soil profile. These sandy sediments are covered
with a layer of silt and alluvion (their thickness is not exceeding 20 cm) rich in organic
matter (9.7+51.0%). In the Island Karsiborska Kepa, hydrogenic silty-marsh soils occur
besides the alluvial ones (up tp 71% of organic matter), on the layer of sandy mineral
sediments.

In the remaining study areas (Chrzaszczewska Island, Jarzebowo locality,
Wlodarka), the dominant soils are the hydrogenic peat-silt-marsh ones or peat-silty ones
(Tab. 2). These soils are built of low peat (in the case of Chrzaszczewska Island - reed
low peat). The common feature of these sediments is considerable content of silt in their
surface layer, at times down to 40 cm thickness.

The acidity of organic soils was usually <7.0, and incidentally it happened to be
highly acidic (pHkc = 4.3+5.6), however the alluvial soils of the Karsiborska Kepa
revealed much stronger acidification, especially in the deeper layers, where the lowest
measured pH reached 2.3. This high acidification was determined in both organic peat
mass and in the sandy, strongly gleyed, alluvial layers. Pracz [24] also pointed out to the
fact of strong natural acidification of soils in the Polish coastal areas during studies of
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soil salinity and ionic composition of ground and surface waters. Despite the strong
acidification of the soils, the determined C:N ratio was on average from 12.4:1 to 14.4:1.
Table 2
Chemical properties of surface layer (0+20 cm) of organic soil in areas with halophyte plants exploited as
grassland

Halophilous areas
Karsiborska Kepa | Chrzaszczewska

Dziwna river valley | Rega river valley

Island Island
Cheml‘cal Depth Soil sub-type
properties of [em] | Peat-muck, mud- Peat-mud-muck
soils muck, marsh alluvial Peat-mud Peat-mud-muck . >
. mineral-mud-muck
soils
Minimum- Minimum- Minimum- Minimum-
Average . Average| . |Average| . Average .
maximum maximum maximum maximum

Organic  [0+25%| 43.4 9.7+71.0 24.1 | 127383 | 37.2 | 17.3+753 | 40.6 | 28.7+60.1
matter [%] |25+50| 18.8 1.6+44.6 15.0 | 104203 | 62.7 | 47.7+86.2 | 23.3 3.8+57.8
pHxal 025 3.6+5.3 4.3+5.6 52+54 4.8+5.3

25+50 2.5+5.0 4.75.7 4.3+5.5 5.1+6.3
025 | 132 11.3+15.5 | 12.8 | 104+15.7 | 13.0 | 11.5+14.6 | 12.4 | 11.8+13.0
25+50] 14.4 12.7+16.3 | 129 | 9.7+15.0 | 12.8 | 12.4+13.3 | 139 | 12.9+15.0
025 | 355 96+612 36.2 2.2+58 187.1 | 51.8+383.0 | 77.7 |42.4+146.7
2550 116 14366 35.7 2.6+58 80.3 |48.0:167.6 | 49.7 | 25.5+82.8
Available 025 29.5 13.2+54.4 | 105 | 3.5+23.0 | 235 2.6+39.6 67.5 |13.2+215.6

C:N

forms P 2550 11.0 9.1+14.0 4.4 1.8+6.2 23.6 | 6.2+145.2 | 29.5 8.8+48.4
[mg - M 025 | 1168 | 750+1672 | 515 | 327606 | 1242 | 448+2296 | 570 578+648
kel £25:50] 1012 | 1003090 | 594 | 4763804 | 1341 | 9282032 | 416 99+1152

Na 025 | 3247 | 850+10050 | 1519 | 601+3093 | 1280 | 720+2110 no o
25+50( 3774 | 150+12130 | 1450 | 985+1605 | 1664 | 912+2418 o o

[Sgall\lggl] 025 | 4.12 | 1.08+11.96 | 3.45 | 1.24+6.60 | 11.68 | 4.81+25.72 | 9.21 |3.36+14.64
am=] 25+50{ 7.80 | 1.70+20.07 | 4.95 |2.26+8.91 | 12.30 | 4.80+35.34 | 10.07 | 1.54+22.80
Na 025 | 3.96 | 0.95+12.90 | 1.67 |0.90+3.25 | 1.88 | 0.95+3.56 | 2.53 | 1.16+4.40

25+50] 5.98 |0.30+14.40 | 4.29 [1.40+11.95| 2.90 | 1.95+4.04 | 2.07 | 1.10:2.87

K 025 3.92 | 2.20+6.50 | 3.31 |0.63+5.18 | 25.2 |13.89+50.98| 19.2 |9.21+31.61

Total 25+50{ 4.06 | 0.22+5.25 | 3.16 | 0.80+4.63 | 1.90 | 0.82+3.26 | 20.7 |5.00+40.00
forms P 0+25| 093 | 0.55+1.36 | 0.53 |[0.15+0.92 | 047 | 0.26+-0.68 | 0.75 | 0.51+0.90
[mg - 25+50{ 0.52 | 0.18+0.68 | 0.33 |0.11+0.66 | 0.38 | 0.29+0.55 | 0.43 | 0.31+0.51

kg™ d.m.] M 025 | 3.70 | 2.55+6.07 | 3.41 [0.70+5.29 | 3.45 | 1.84+5.24 | 2.40 | 1.87+3.13
£l25:50] 4.76 | 030+7.13 | 451 |4.09+4.95 | 3.80 | 2.77+438 | 2.70 | 1.51:3.61

030 | 21.1 4.3+-68.4 1.8 0.2+2,1 8.0 3.3+16.2 3.8 1.5+6.1

3060 13.0 4.5+26.8 3.6 0.9:8.5 323 | 14.1:57.7 3.4 0.5+9.1

* The thickness of soils in the Karsiborska Kepa Island is usually 017 (20 cm)
n.o. - not determined
d.m. - dry matter

S

According to the criteria presented in the IUNG Guidelines [13] for organic soils
classification, the examined soils were classified as having low or very low content of
phosphorus and potassium. Though, an exception were the soils from the Karsiborska
Kepa, in which high amount of potassium was found. Both phosphorus and potassium
content were decreasing down the soil profiles. Contrary to low phosphorus and
potassium contents in the analyzed soils, the concentration of Mg**, extracted with
0.5 M HCI, was medium to very high. Similar levels of assimilable phosphorus,
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potassium and magnesium was determined by [25], and the authors pointed out to low
concentrations of these components in the meadow greenness growth.

The total content of phosphorus, potassium and magnesium (after extraction with
a mixture of concentrated acids HNO;+HCIO,4) was typical of the hydrogenic soils with
considerable contribution of silt (Tab. 2), characteristically occurring in the Pomeranian
region of Szczecin. The data presented in Table 2 point out to rather low contribution of
0.5 M HCI soluble fraction of phosphorus and potassium in their total contents in the
soils; 1.2+9.0% and 0.2+9.1%, respectively. The contribution of 0.5 M HCI soluble
magnesium in its total content fell within the range 13.2+36.0%. The growth of halophyte
flora is influenced by water salinity and also by soil salt content. The highest
concentrations of sodium (labile and total) were determined in surface soil layers in the
Island Karsiborska Kepa, lower in the soils from the Chrzaszczewska Island and the
minimal ones were found in the soils from the Jarzebowo locality in the river Dziwna
valley (Tab. 2). Labile sodium amounted up to 33.8+90.0% of its total content in these
soils. Also, an increasing tendency of sodium concentration with the soil depth was
noted. Deeper soil layers showed higher salinity as well. As regards the soils from the
Island Karsiborska Kepa, [6, 26] pointed out to the fact that sodium concentration along
the soil profile increased parallel to organic matter content. The deep, peat layers of these
soils, which contained considerable amounts of organic matter, showed salinity of the
order of 31.5 g NaCl - dm™. In the case of the soils from the river Rega valley, in the low
peat (>80% of organic matter), salt content was within the range 33.8+44.9 g NaCl - dm™
at 200+400 cm depth [27]. The presented data contradict the long living conviction
concerning the organic soils under grassland areas in the western coastal areas in Poland
that their low salinity is unfavorable for halophyte flora development. This situation is
observed solely in the surficial 0+25 (30) cm soil layer, where the meadow plants and
halophyte roots are found. Studies by [28] indicated that sodium chloride concentration
of about 5+10 g - kg™' in the soil is close to optimal for halophyte Puccinella dystans,
while its concentration exceeding 10 g - kg™ disables rooting of the meadow greenness.

The examined soils showed also high content of total sulphur, ie extracted with the
mixture of concentrated acids. The values presented in Table 2, reaching up to
68.4 g - kg™ at some study fields, are indicative of considerable pollution of these soils
with sulphur, taking into account limit values suggested by [29]. This issue was
explained by [11] and [24] who pointed out that groundwaters of chloride-sodium

character could contain significant amounts of SOi’ anions, this could, under certain

circumstance, result in accumulation of sulphides in these waters, mainly in the form of
pyrite. Further transformation of sulphides in chemical-microbiological processes could
lead to strong acidification of the soil and formation of sulphide soils. Such soils occur in
the coastal areas around Mrzezyno, especially in close vicinity of acidic sulphate soils
[11].

Agricultural exploitation of meadows and greenlands with halophyte flora

Besides the natural conditions of the habitat, concerning the optimal soil humidity in
the growing season, chemical composition of water and soil (including salinity level), the
occurrence of halophytes is strongly dependent on agricultural exploitation of the
ground. The conducted studies provided evidence that the protection of halophyte
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communities requires continuous inflow of salty waters and extensive agricultural
exploitation of meadows. A minimal requirement of a single mowing per year prevents or
weakens the succession of reed (Phragmites australis), which delimits or supplants
halophyte species from the greenness growth. The recommended method of active
protection is pasture or mowing-pasture exploitation with horses, cattle and sheep. Such
active protection is facilitated nowadays by EU donations. Both agricultural systems
became more intensive in recent years and are well observed in the study fields (Figs. 2
and 3).

Fig. 2. Meadows and pastures extensively exploited in the Island Karsiborska Kepa

Fig. 3. Meadows and pastures extensively exploited in the valley of the river Dziwna close to
Jarzebowo

Conclusions

The occurrence of halophyte communities in the meadow greenness in the Polish
western coastal areas of the Baltic Sea results from the fact that these pastures are
situated in lowland locations, the ground- and surface waters are salty, their occurrence is
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also facilitated by soil properties and pasture or mowed-pasture type of agricultural
exploitation.

1.

In the studied areas, pastures containing halophyte flora occur on alluvial soils
(formed as a result of the marine and riverine water influence) and on hydrogenic
soils, mainly peat-silt-marshy.

Soil waters and surface waters from the spots with halophyte flora showed atypical
high total salinity, 2.0+8.0 g - dm™ (V water quality class) caused by seeping
seawater and frequently (Chrzaszczewska Island) by salt water (salinity ca
18 g - dm™) seepages from deeper soil layers, which contained nutrients (IT and IIT
water quality classes) and organic matter (V water quality class) at levels typical of
the soil waters and drained waters (ditches and inundations) in peatbogs surrounding
the Szczecin Lagoon.

The examined soils showed the following properties in the surface (0+25 cm) layer:
acidic pH, high content of organic matter (>20%), favorable C:N, low content of
0.5 M HCI soluble phosphorus and potassium (the soils in the Karsiborska Kepa
Island showed high content of those elements) and high content of magnesium. The
concentration of sodium, extracted with 0.5 M HCI, was 1280+3267 mg - kg’l, on
average, and increased downwards along the soil profile. Soil water salinity was
3.45+11.68 g NaCl - dm™, on average.

Agricultural exploitation of the examined areas in the form of pastures or
mowed-pastures is an active protection method of the halophyte communities.
Because of the origin of these areas, their stratygraphy, plant diversity (especially
halophyte flora), as well as their function as bird refuge, they form meadow
representations of high agricultural and natural values.
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WARUNKI WODNO-GLEBOWE SPRZYJAJACE ROZWOJOWI HALOFITOW

W ZACHODNIE]J STREFIE PRZYBALTYCKIEJ POLSKI

Katedra Gleboznawstwa, Zachodniopomorski Uniwersytet Techniczny w Szczecinie

Katedra Toksykologii, Zachodniopomorski Uniwersytet Techniczny w Szczecinie

Katedra Chemii i Ochrony Srodowiska Wodnego, Wydziat Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet Szczecinski

Abstrakt: Praca przedstawia wyniki uzyskane z badan 4 obiektéw uzytkéw zielonych za zbiorowiskami
halofitéw wystepujacymi w obrebie Wyspy Karsiborskiej Kepy, Wyspy Chrzaszczewskiej, doliny Dziwny
k. miejscowosci Jarzgbowo i doliny Regi k. miejscowosci Wiodarka. Okreslono wiasciwosci chemiczne gleb
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aluwialnych i torfowo-mutowo-murszowych (4 badane uzytki zielone) oraz chemizm wdd glebowych
i powierzchniowych (3 badane uzytki zielone), zwracajac przy tym uwage na sposéb uzytkowania terenu.
W ogélnym ujeciu gleby te w powierzchniowej 0+25 cm warstwie wykazuja odczyn kwasny, duza zawarto$¢
materii organicznej (wigkszej od 20%), korzystny stosunek C:N, duzg zawarto$¢ magnezu i matg zawarto$¢
fosforu i potasu rozpuszczalnego w kwasie solnym o stezeniu 0,5 mol + dm™ (w przypadku potasu jedynie
gleby Karsiborskiej Kepy wykazywaly si¢ duza zawarto$cia tego pierwiastka). Zawarto$¢ sodu
rozpuszczalnego w kwasie solnym o stezeniu 0,5 mol - dm™ wynosita $rednio od 1280 do 3247 mg - kg™
gleby i wzrastata z glgbokoscia profilu, a zasolenie utrzymywato si¢ $rednio od 3,45 do 11,68 g NaCl - dm™,
Wody glebowe i powierzchniowe w miejscach wystgpowania halofitow to wody o zwigkszonej mineralizacji,
ktérych zasolenie ogdlne wynosito 2,0+-8,0 g - dm™ i bylo zwigzane z naptywami stonych wéd morskich
i niekiedy (Wyspa Chrzaszczewska) z podsigkaniem wody stonej (o stezeniu ok. 18 g soli - dm™) z glebszych
warstw ziemi, cechujace si¢ znaczng zawarto$cia mineralnych i organicznych zwiazkéw azotu i fosforu,
a takzZe zawierajace znaczne iloéci rozpuszczonej materii organicznej (ChZT-Cr do 250 mg O, - dm™), ktéra,
ulegajac mineralizacji w warunkach beztlenowych w wodach glebowych, zakwaszata je nieznacznie (6,50 <pH
<7,00), przy statusie redoks redukujacym (Eh rzedu ok. 110 mV), ksztaltowanym przez zwiazki zelaza, za$
w wodach powierzchniowych - stosunkowo dobrze natlenionych o pH: 7,0 < pH < 8,0 (co $wiadczy
o zachodzeniu w nich proceséw asymilacyjnych), o statusie utleniajacym (Eh rzgdu 400 mV), ksztalttowanym
przez mineralne zwiazki azotowe (para redoksowa NOs; /NH4*). Na badanych uzytkach zielonych dominuje
system gospodarowania pastwiskowy badz pastwiskowo-ko$ny sprzyjajacy ochronie halofiléw.

Stowa kluczowe: zbiorowiska halofitéw, warunki wodno-glebowe, uzytkowanie terenu
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DIVERSITY OF FUNGI IN NESTS AND PELLETS
OF MONTAGU’S HARRIER (Circus pygargus)
FROM EASTERN POLAND - IMPORTANCE OF CHEMICAL
AND ECOLOGICAL FACTORS

ROZNORODNOSC GRZYBOW W GNIAZDACH
I WYPLUWKACH BLOTNIAKA LEAKOWEGO (Circus pygargus)
WYSTEPUJACEGO WE WSCHODNIEJ POLSCE -
WPLYW CZYNNIKOW CHEMICZNYCH I EKOLOGICZNYCH

Abstract: General species amount, diversity and frequency of saprophytic and potentially pathogenic for
homoiothermic organisms fungal species were studied in 7 nests and pellets of Montagu’s Harrier (Circus
pygargus) from pit bogs of Calcereous Marshes near Chelm (Poland). It was found that examined nests
exhibited the environmental properties promoting a great diversity and frequency of Micromycetes
communities. Mitosporic fungi were the most representative taxonomic groups among these communities. In
ecophysiological aspect, the fungal communities found in nests belonged mostly to ubiquitous fungi
(polyphags) including cellulolytic species, while keratinolytic species were less abundant. On the other side,
both ubiquitous and keratinolytic species were isolated from pellets. Among characterized fungi, the most
common were: Trichoderma viride in nests and Doratomyces stemonites in pellets. The two tested sources
were found to be settled by typically saprophytic but also potentially pathogenic fungi, including Aspergillus
fumigatus, Scopulariopsis brevicaulis, Chrysosporium tropicum and Ch. georgii. Water content, pH and
temperature during nestling affected the profile of fungal species in nests and pellets, which was demonstrated
by the presence of hydrophilic, alkalitolerant and thermotolerant species isolated from examined material.

Keywords: fungi, nests, pellets, Montagu’s Harrier, chemical and ecological factors

Nests of wild birds are the specific niche of microscopic fungi which is rarely
studied in ecological and chemical aspects [1]. Relatively precise information concerns
keratinolytic species dermatophytes and Chrysosporium genus [2]. These fungi colonize
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and gradually degrade keratin-containing material in nests: feather, hair and food
leftovers [1-3]. Some of these fungi, eg Microsporum gypseum, are opportunistic
pathogens responsible for human and animal mycoses. Special danger, also for birds in
light of increased mortality among nestling, arises from Aspergillus fumigatus, a main
factor of lung aspergillosis [1, 4-6]. Pellets are even less studied in mycological aspects
[1]. Pellets, produced by some groups of birds, as shrikes (Lanidae), corvids (Corvidae)
and birds of prey, are small bullets containing remains of birds’ prey, with lots of
indigested leftovers of their quarry. The content of pellets depends of food preferences of
particular raptor species; pellets serve also as a medium for fungal growth [7].

Montagu’s Harrier nests and pellets, still hardly known as a niche of fungi, are
interesting models for studies on diversity of fungal species. This bird is a diurnal raptor,
highly specialized at hunting for rodents (Rodentia), which supplements his diet with
insects (Insecta) and small passerine (Passeriformes) [8]. Montagu’s Harrier nests on
ground, which facilitates its access for researchers [9] and its pellet can be collected in
nests and under perch sites for adults, localized near nests.

The aim of this work was the presentation of diversity of microscopic fungi found in
nests and pellets of Montagu’s Harrier (Circus pygargus) and analysis of some chemical
and ecological factors determining occurrence of particular groups and species of fungi.

Study area and methods
Nests: content and structure

Material for research was isolated from 7 nests of Montagu’s Harriers from Blota
Serebryckie Marsh, collected in 2004 (nests I and II) and 2005 (nests III, IV, V, VI and
VII) year. Blota Serebryckie Marsh is one of pit bogs of Calcareous Marshes near Chelm
(Eastern Poland: 51°07°-51°11°N, 23°30’-23°42’E). The Marshes are lowland bogs lying
in CaCO; beds. Bogs are dominated by Cladietum marisci community. Water table
levels fluctuate in range: 40+10 cm in the spring and 20+-0 cm in the summer. In studied
area, Montagu’s Harriers locate their nests exclusively in fields of saw sedge (Cladium
mariscus) where pH of soil ranges between 7 and 8 [10].

Montagu’s Harriers’ nests in basal and external parts are constructed with twigs,
usually birch’s (Betula sp.) and willow’s Salix sp. ones, common reed Phargmites
australis stems of 10+50 cm in length and other plants, often including goosefoots
(Chenopodium sp.) and common broom (Sarothamnus scoparius). Nests lining is build
from saw sedge leaves. Center of nests, where the birds lay eggs, is stuffed with delicate
straw leaves and radicles, mixed with females’ feathers. During incubation and early
nestling period, the nest is rarely being rebuilt; its extension may happen only in case of
water soaking. However, during late nestling period, the nest becomes to be developed
and rebuilt. This process lasts until the young leaves the nest. Within this period, the
content of organic substances in nest is enriched with new nest material, young’s pellets,
feces and leftovers of non-consumed food. The nest, at the moment of eggs-lying, is
usually oval with 39 cm in diameter (22+51 cm), with internal lining sphere of 10+15 cm
in diameter (unpublished data). Within the time, the nest, containing feathers, pellets and
other materials, becomes pressed by weight of growing young. For the ethic reasons,
nests for studies were collected after fledging of chicks, at the end of July 2004 and
2005.
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Pellets

Pellets for analysis, containing undigested leftovers of food, were collected from
under perch sites (bushes, dead trees, pales or other elements sticking out over the fields
of saw sedge, where the birds clean their plumage, rest or look out for a danger.
Montagu’s Harriers pellets are composed mainly of hair and bones of rodents, usually
common voles (Microtus arvalis), feathers of passerines and leftovers of insects, mainly
great green bush cricket (Tettigonia viridissima) and beatles (Coleoptera) armours. For
the studies, 5 Montagu’s Harrier pellets were collected from perches localized near the
nests within the nestling period.

Estimation of frequency and identification of fungal species

Nest material was isolated from the lining (inner layer), side part (outer layer) and
the part in between (middle layer) [11]. In case of one of the studied nests, with hardly
distinguished layers, the material for studies was taken from the whole nest. Samples for
experiments (100200 g) were collected from randomly chosen fragments of nests, taken
together and homogenized. Samples from pellets were collected in analogous mode.

Fungi were isolated by plate dilution method using Martin medium (1951),
containing (g in dm™ H,0): glucose 10.0, pepton 5.0, KH,PO, 1.0, MgSO,-7H,0 0.5,
agar 20.0, bengal rose 33.3 mg, streptomycin 0.03%, chlorotetracycline 0.002% and
Sabouraud medium [13] containing (g - dm™ H,0): glucose 40.0, pepton 10.0, agar 20.0,
streptomycin 0.03%, chlorotetracycline 0.002%. Choice of isolation media was
determined by kind of nestling material, its chemical composition and anticipated
ecological status of fungi colonizing the nests. Martin medium is used for isolation of
saprophytic fungi colonizing mainly plant leftovers in different environments and was
developed for identification of soil fungi [12]. Sabouraud medium is commonly applied
for isolation of pathogenic or potentially pathogenic (for people and animals) fungi [13],
indirectly transferred by animal substrates. All fungal cultures, in triplicate, were
incubated at 26°C.

Frequency of fungi was estimated in average values of cfu g™ of dry mass of nest
material. Dry mass was estimated by drying method at 105°C. Pure fungal cultures were
transferred to glucose-potato medium (PDA [g - dm™]: glucose 20.0, agar 20.0, potato
extract 1 dm’ or Sabouraud medium. Identification of isolates was performed on a base
of macromorphological features observations (colonies) and micromorphological
observations of microcultures, using systematic pictorial dictionaries: Domsch et al [14],
Kwasna et al [15], van Oorschot [16].

Estimation of humidity and chemical composition of nests

Water content in nests was determined using drying method at 105°C. Chemical
analysis included estimation of: pH and total carbon and total sulphur contents, using
high-temperature firing in oxygen and temperature conductivity methods, organic carbon
content by Tiurin method, total nitrogen and total phosphorus contents by flow
spectrophotometry method, potassium content by flame emission spectrometry and Ca
and Mg content by atomic absorption spectrometry method.
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Evaluation of results

Results of fungal groups frequency estimation were analyzed by the statistic method,
counting the standard deviations (SD). Analysis of diversity of fungal communities (on
a base of fungal isolates frequency representing particular species in analyzed groups)
was performed on a base of Simpson factor [17], calculated according to a formula:

D=1-3p;
i=1

where p; is a percentage of isolated species from “i” species in particular fungal
community (the nests or one of its layers) and is equal to a ratio of amount of species
isolates to amount of isolates of all species on particular isolation medium. Values of
Simpson factor ranged between 1 and 1/S, where S is an amount of all species in
community [17].
Species domination [18] was determined using a formula:
D=100- (Sa:S)

where Sa is a sum of isolates from species “a” and S is a sum of isolates from tested
group. Systemic groups domination on fungal class level was determined analogically,
according to the same formula, where Sa is a sum of isolates from systemic unit isolated
on particular medium and S is a sum of isolates of all fungi isolated on this medium. For
estimation of frequency of fungal species and taxonomic groups, the following scale was
accepted:

sporadically <1%
rarely 1+10%
often 10+25%
very often (abundantly) 26+50%
massively >50%
Results

1. Chemical content, pH and humidity of Montagu’s Harriers nests

Nests of Montagu’s Harrier contained high but diverse amounts of basal nutritious
components necessary for fungal growth, mainly organic carbon and nitrogen. pH of
nests was close to neutral or slightly alkaline values which was probably due to a high Ca

content in the soil and also to presence of nitrogen (in a form of NH} groups, resulting

from degradation of keratin from hair and feathers) and uric acid-containing birds’ feces.

Table 1
Chemical content of Montagu's Harrier nests
Content [ % of d.m.]
Nest number C total C organic N total S total P K Ca Mg
I 43.15 41.46 2.19 0.25 0.21 | 0.14 1.27 | 0.055
I 45.77 42.43 1.44 0.19 0.09 | 0.11 | 0.85 | 0.040
11 45.97 44.14 2.50 0.36 0.19 | 0.20 | 0.76 | 0.046
v 26.86 25.74 1.31 0.16 0.08 | 0.22 1.95 | 0.144
\4 44.42 41.60 1.52 0.19 0.14 | 0.19 1.08 | 0.059
VI 4443 41.14 2.72 0.42 040 | 0.25 1.35 | 0.080
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Humidity was high but also diverse and was the highest for nest V and the lowest for
nest III. In some nests (IV) humidity of lining was higher than that observed for other
layers (Tabs. 1, 2).

Table 2
Water content and pH in particular layers in Montagu's Harrier nests

Nest number Layer pH Humidity [ %]
HO KCl1
1 - - 25.12
it 2 - - 25.17
3 - - 23.26
1 - - 40.15
v 2 - - 63.11
3 - - 45.68
1 7.60 7.50 70.65
A% 2 7.36 7.47 70.69
3 7.33 7.40 70.61
1 7.26 7.35 71.72
VI 2 7.70 7.60 70.58
3 7.58 7.60 68.62
Vil - 6.70 7.10 52.50

Explanations: 1, 2, 3 - nest layer; 1 - outside, 2 - middle, 3 - lining; ,,-“ not studied

2. General frequency of fungi in Montagu’s Harrier nests

General frequency of fungal isolates in Montagu’s Harrier nests was high. In
case of saprophytic fungi isolated on Martin medium it ranged between
6.0 - 10°+1.2 - 10’ cfu g™ dry mass (Fig. 1A). Isolation of saprophytic fungi from nests
collected in 2004 was impossible, because of the massive overgrowth of isolating plates
by Mucorales; therefore, in Figure 1A only the data concerning the nests collected in
2005 were presented. Frequency of fungi isolated on Sabouraud medium, favoring the
growth of pathogenic species, was lower: 7.0 - 10*+1.1 - 10° cfu g™ dry mass (Fig. 1B).

Significant diversities in frequency of saprophytic and pathogenic fungal groups for
particular nests were found. These parameters were determined by nests humidity. Nests
of higher humidity (V, VI and VII) were characterized by higher content of saprophytic
species than those of lower humidity (III and also VI) (Tab. 2, Fig. 1A). Fungi were
isolated on Sabouraud medium with the highest frequency for nest II and the lowest for
nest III (Tab. 2, Fig. 1B).

Frequency of fungal species within the particular nest spaces was also distinct and
the most significant in most humid nests: V and VI. In nest V, the most fungal species
was observed within the lining in comparison with outer layer. In nest VI the observation
was the opposite (Fig. 1A, B). In one case (nest IV) the most numerous fungi were
observed for middle layer, when compared with others (Fig. 1B).
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Fig. 1. General frequency of fungi isolated from Montagu's Harrier nests collected in 2005:
A - Martin medium, B - Sabouraud medium. Explanation as in Table 2

3. Species and ecological diversity of fungi settling the nests of Montagu’s Harrier

Among 7 tested nests of Montagu’s Harrier (2 collected in 2004 and 5 in 2005) 2070
fungal species were isolated. They were identified as belonging to 28 genera and 50
species: 45 isolated were classified to genera only while 110 (in majority yeasts and dark
pigmented and nonsporing moulds) were not classified (Tabs. 3-5). On average, 8
species of fungi were found per 1 nest. Considering the amount of isolated species, two
groups of fungi, isolated either on Martin or Sabouraud medium, were similar and
contained 28 or 29 species, relatively; however, they differed in species content. The
difference was reflected in, eg, the lack of Trichoderma spp. and sporadically appearing
Chaetomium species within the fungi growing on Sabouraud medium. The differences
concerned also the frequency of particular populations. It was found that 81% fungi
growing on Martin medium and 66% fungi growing on Sabouraud medium represented
mitosporic fungi (Fungi imperfecti). 28% and 33% of isolated species, relatively, were
classified to Zygomycetes (Absidia, Mucor, Zygorhynchus). Ascomycetes (Chaetomium)
represented approximately 1% of all fungal isolates (Tabs. 3-5).
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Table 3
Fungal species isolated from Montagu's Harrier nests and pellets (2004 and 2005)

No. Species of fungus nl\i?;:::; S?::;::::d
1 | Absidia glauca Hagem - +
2 | Acremonium kiliense Griitz + +
3 | A strictum W. Gams + -
4 | Actinomucor elegans (Eidam) C.R. Benjamin & Hesseltine + -
5 | Alternaria alternata (Fr.) Keissler + +
6 | Aspergillus flavus* Link ex Gray + -
7 | Aspergillus fumigatus Fres. + -
8 | Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. - +
9 | Botritis cinerea Pers. Ex Nocca & Balb. + -
10 | Botryotrichum piluliferum Sacc.& March. - +
11 | Candida sp. - +
12 | Ch. elatum Kunze ex Steud. + -
13 | Ch. funicola Cooke +
14 | Ch. globosum Kunze ex. Steud. + +
15 | Chrysosporium georgii* (Varsavski & Ajello) van Oorschot +
16 | Ch. merdarium* (Link ex Gray) Carm. + -
17 | Ch. queenslandicum™ Apis & Ress + +
18 | Ch. pannicola (Corda) van Oorschot & Stalpers - +
19 | Chrysosporium pannorum (Link) Hughes + +
20 | Ch. tropicum Carmichael + +
21 | Chrysosporium anam. Arthroderma curreyi Berk + +
22 | Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries + +
23 | CL sphaerospermum Penz. + -
24 | Cylindrocarpon destructans (Zinssm.) Scholten - +
25 | Doratomyces microsporus (Sacc.) Morton & G. Sm. +
26 | D. stemonites (Pers. Ex Steud) Morton & G. Sm. + +
27 | Emmonsia parva (Emmons & Ashburn) Cif. & Montemartini
28 | Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Sny & Hans - +
29 | F. sporotrichioides Sherb. - +
30 | Geotrichum candidum Link ex Leman +
31 | Gliocladium roseum Bain. - +
32 | Mortierella biramosa* van Tiegh. + -
33 | Mucor circinelloides van Tiegh. + -
34 | M. hiemalis Wehmer + +
35 | M. mucedo Mich. Ex St.-Am. - +
36 | M. pusillus Lindt + -
37 | M. racemosus Fres. + -
38 | M. spinosus van Tiegh. + +
39 | M. ramonissimus Samutsevitsch + +

40 | Myrothecium roridum Tode ex Steudel - +

41 | Paeciliomyces marquandii (Massee) Hughes +
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42 | P. lilacinus* (Thom) Samson - +
43 | Penicillium chrysogenum Thom +
44 | P. expansum Link ex Gray - +
45 | P. janthinellum* Biourge + -
46 | P. nigricans* Bain ex Thom + -
47 | P. verrucosum Dierckx + -
48 | Phoma exiqua Desm. + +
49 | P. herbarum Westend. - +
50 | Scedosporium apiospermum* (Sacc.) Sacc.ex Castell. & Chalmes + -
51 | Scopulariopsis brevicaulis (Delacr) Vuill. - +
52 | Torula herbarum Pers. ex Gray - +
53 | Trichoderma koningii Oudem + -
54 | T. viride Pers. ex Gray + -
55 | Trichothecium roseum (Pers.) Link ex Gray + +
56 | Trichosporon beigelii (Kuchenn. Rabenh.) Vuill. + +
57 | Verticillium lecanii (Zimm.) Viegas + +
58 | Zygorrhyrchus moelleri Vuill. + -

* - isolated only from pellets

Analysis of diversity of fungal communities isolated from nests, taking into account
frequency if fungi representing the species content of studied fungal groups (isolated on
Martin and Sabouraud medium) was performed on a base of Simpson’s coefficient (D)
for 4 nests (III, VI, V, VI), collected in 2005. D values for fungi growing on Martin
medium were higher than those for isolates on Sabouraud medium (Tab. 6). This fact was
correlated with different quantitative proportions within particular fungal species in both
studied groups, which was shown by the lack of fungal dominants on Sabouraud medium
in comparison with Martin medium. The most common species within the fungal group
isolated on Sabouraud medium reached only 15% of total species amount while on
Martin medium - 25% (Tab. 6). Values of this parameter for fungal communities isolated
from particular nests layers (lining, middle, outside) were similar, namely, they were
lower for these growing on Sabouraud medium than on Martin medium (Tab. 7).

In ecological-chemical aspects of estimation of the species content for fungi
colonizing the Montagu’s Harrier nests, ubiquitous species (polyphags) growing on
relatively accessible organic polymers: polysaccharides including cellulose, proteins
(excepting keratin), lipids etc, were the most common. These fungi included
Acremonium, Aspergillus, Doratomyces, Penicillium, Scopulariopsis, Trichoderma,
Trichothecium, Verticillum populations (Tabs. 4 and 5). Among saprophytic fungi
isolated on Martin medium, Trichoderma koningii dominated (24% of total isolated
amount). 7. koningii and T. viride made 34% of all isolates amount (Tab. 4). The most
common species isolated on Sabouraud medium belonged to ubiquitous Doratomyces
stemonites (15%) and Chrysosporium pannorum (13%). Sugar fungi, including yeast-like
fungi (7%) apart of Mucorales, were found with high percentage (35%) on Sabouraud
medium (Tab. 5).
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Table 6
Simpson coefficients (D) for 4 whole nests of Montagu's Harrier (Circus pygargus)
Nest number Sabouraud medium Martin medium
m 0.485 0.850
v 0.535 0.909
\" 0.787 0.830
VI 0.594 0.772
Total for III-VI 0.760 0.908
Pellets 0.575 0.639
Table 7

Simpson coefficients (D) for particular layers of Montagu's Harrier (Circus pygargus) nes

s

Nest layer Sabouraud medium Martin medium
outside 0.740% 0.909*
middle 0.661* 0.878*
lining 0.754* 0.865*

* average values for nests: III, IV, V, VI

Among fungal species isolated on both media, native cellulolytic (Chaetomium sp.)
and native keratin-degrading species (Chrysosporium pannicola, Ch. tropicum) (Tabs.
4 and 5) were found, although with a low frequency. These highly nutritially specialized
fungi are less abundant in their natural communities than ubiquitous species and are less
efficient as saprophytic competitors. Therefore, isolation of these species requires more
selective media and methods, as eg baiting method.

Mycobiota of Montagu’s Harrier nests, aside of typical saprophytic strains as
Trichoderma spp., Gliocladium spp., Chaetomium spp., included many potentially
pathogenic species, classified to opportunistic pathogens, causing dermatomycoses or
organ mycoses: Aspergillus fumigatus, Acremonium kiliense, Candida spp.,
Chrysosporium  spp., Emmonsia parva, Geotrichum candidum, Mucor spp.,
Scopulariopsis brevicaulis, Trichosporon beigelii. Considering general frequency, the
species mentioned above belonged to rarely or sporadically appearing ones; however, in
some nests they were isolated very often. It concerned specially: A. kiliense, appearing in
lining and middle layer of nest IV with frequencies 30% and 40%, respectively,
S. brevicaulis, found in analogous layers in nest II with frequenies 35% and 40%,
respectively, and especially A. fumigatus, with frequencies of 44% and 79% of all strains
isolated from nests IV and III (Sabouraud medium) (Tab. 5). Mycotoxins-producing
strains were represented by Penicilium spp., specially P. verrucosum, A. fumigatus,
Alternaria alternata, Fusarium spp. (Tabs. 4 and 5). The last two species: Alternaria and
Fusarium, but also Botrytis cinerea, Cladosporium spp., Cylindrocarpon spp., Phoma
spp. represented fungi of potentially pathogenic properties (Tabs. 4 and 5). Montagu’s
Harrier nests were also colonized by fungi known as insecticidal and nematodicidal:
Beauveria bassiana, Paeciliomyces marquandii, P. lilacinus, Verticillium lecani (Tabs.
4 and 5) which, as well as chitin leftovers in pellets, reflected probably the presence of
many insects and other invertebrates in nests.

4. Species content and diversity of fungi colonizing Montagu’s Harrier pellets

751 fungal strains were isolated from 5 examined pellets (395 on Martin and 356 on
Sabouraud medium). Collected material was classified to 22 species, although 32 isolated
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strains, mainly dark pigmenting and nonsporing ones, remained not classified (Tab. 8).
Fungi growing on Martin medium belonged to 18 species and these on Sabouraud
medium - to 8, which corresponded, in calculation per one pellet, to 3.6 and 1.6 species,
respectively. Considering all isolated species (on both media), fungal growth coefficient
was equal to 4.4 species per one pellet. All isolated species (22) belonged to: anamorphic
(mitosporic) fungi (77%; 17 species), Ascomycetes (represented by Chaetomium) (14%;
3 species) and Zygomycetes (9%; 2 species). Doratomyces stemonites was a dominating
species - over 50% isolates on Martin medium and 60% on Sabouraud medium;
codominanting species were Chrysosporium, with frequencies of 38% and 26%,
respectively. The most frequently isolated representatives of Chrysosporium were: Ch.
tropicum (24% on Martin and 17% on Sabouraud medium) and Ch. georgii (17%,
exclusively on Martin medium).

Table 8
Fungal species isolated from Montagu's Harrier (Circus pygargus) pellets
No. Fungal species Martin medium Sabouraud medium | Total
1 | Actinomucor elegans 6* - 6
2 | Aspergillus flavus 3 - 3
3 | Chaetomium elatum 5 - 5
4 | Chaetomium funicola 1 - 1
5 | Chaetomium globosum 1 - 1
6 | Chrysosporium georgii 50 - 50
7 | Ch.merdarium var. roseum 1 - 1
8 | Ch. pannicola - 13 13
9 | Ch. pannorum 1 - 1
10 | Ch. queenslaudicum 6 - 6
11 | Ch. tropicum 92 61 153
12 | Chrysosporium anam. Arthroderma curreyi 1 18 19
13 | Doratomyces stemonites 199 213 412
14 | Mortierella biramosa 4 - 4
15 | Paeciliomyces marquandii - 15 15
16 | Penicillium lilacinus - 22 22
17 | Penicillium janthinellum 1 - 1
18 | P. nigricans 1 - 1
19 | Penicillium sp. 1 1 2
20 | Scedosporium apiospermum 1 - 1
21 | Trichosporon beigelii 1 - 1
22 | Trichothecium roseum - 1 1
not identified
23 | yeasts 19 12 31
24 | nonsporing dark pigmenting 1 - 1
Total 395 356 751

* - isolates amount

In ecologically-physiological aspect, species colonizing the pellets were represented
mainly by typically keratinolytic (Chrysosporium georgii, Ch. merdarium, Ch.
pannicola, Ch. queenslandicum, Chrysosporium anam., Arthroderma curreyi) and
ubiquitous (including Chaetomium spp. and Trichothecium roseum, highly specialized at
cellulose degradation) fungi (Tab. 6). These two fungal groups appeared in following
proportions: 38% or 54% (Martin medium) and 26% or 70% (Sabouraud medium).
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Isolation of fungi from pellets was facilitated by very low frequency of Mucorales. The
representatives of the last group belong to very quickly growing fungi, hindering or even
making impossible the growth of slowly growing species (including keratinolytic ones)
on isolating media. Sugar fungi (non-identified yeasts, Candida spp., Trichosporon
beigelii and Actinomucor elegans), found in Montagu’s Harrier pellets, were isolated
using Martin and Sabouraud media with frequencies of 7% and 4%, respectively
(Tab. 8). Among them, Chrysosporium spp., Candida spp., Emmonsia parva,
Trichosporon beigelii and Scedosporium apiospermum belonged to opportunistic
pathogens and Aspergillus flavus, Paeciliomyces spp. and Penicillium spp. - to
potentially toxinogenic ones.

Discussion

The results obtained during the course of performed studies lead to the conclusion
that Montagu’s Harrier nests are the microhabitat characterized by high frequency and
species diversity of Micromycetes. Generally, amount of propagules found on Martin
medium, reaching even up to 12 million cfu g of dry mass of nest material,
corresponded to general amount of fungi in composts prepared of feather and plant
leftovers [19]. However, these values exceeded average amounts of fungal species in
soils, reaching 1+10 - 10° cfu g [20, 21]. High frequency of microscopic fungi in
Montagu’s Harrier nests resulted from accessibility and broad spectrum of organic
carbon sources in nest material, continuous inflow of nitrogen-rich substrates (feather,
prey’s leftovers and feces), high content of other macroelements (P, K, S, Mg, Ca) and
humidity close to optimal for fungal growth (50+60%) [20, 22]. Even in nest of lower
(23+25%) humidity, frequency of fungal species exceeded 1 - 10° cfu g”' which may be
explained by high tolerance of fungi to drought, reflected in their low water-activity
coefficient (ay): 0.6+0.91 [22, 23]. Hydrological parameters of peatbogs, characterized
by high water table fluctuations, promoted such an adaptation of fungi.

Important ecological factor, affecting the frequency and fungal species affiliation, is
a chemical content of nest material. More abundant populations of fungi isolated on
Martin medium, in comparison with those isolated on Sabouraud medium, pointed on
a fact that saprophytic fungi, dependent on plant organic material dominating in nests
over animal-derived (feather, prey’s leftovers, feces) organic substance, were a major
group among all fungi isolated from nest material. Saprophytic fungi appearing in natural
habitats, in contrast to bacteria [20], are basically adapted to biodegradation of plant
biomaterial with a high C:N rate, as eg straw (C:N is 180:1; non-published data). Fungi
specialized at degradation of animal-derived leftovers (of lower C:N rate; eg feather’s
C:N rate is 3:1) are less common [24]. This feature arises from fungal high requirement
for organic carbon because 50% of carbon substrate in growth medium of these fungi is
being built into their mycelium [20]. During the degradation of substrates of low C:N
rate, the majority of organic carbon is being immobilized in the mycelium while the
excess of nitrogen is being released to surrounding environment in a form of NHj [24].
Preferential conditions of growth for this fungal group, specially the fungi potentially
pathogenic for people and animals, are provided by Sabouraud medium, containing less
nitrogen than Martin medium.
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Apart of general frequency, intensity of fungal growth in Montagu’s Harrier nests
was measured by amount of the species and frequency of their appearance. Material
taken from 7 nests allowed for isolation of 50 Micromycetes species, representing mainly
mitosporic fungi, with overall score of approx. 7 species isolated per one nest. These
numbers suggest that the nests were colonized by numerous fungal species.

Simpson coefficients confirmed the diversity of fungal species in nests or their
layers. The higher these values were, the lower was the quantitative diversification of
populations representing particular organisms communities and vice versa [17]. It was
found that, in contrast to general fungal species frequency, the species diversity was
higher in case of fungi growing on Sabouraud medium (lower values of D coefficient)
than on Martin medium. This is an indirect proof for higher quantitative diversification of
Micromycetes populations colonizing the animal components of studied nests in
comparison with the plant ones. It was therefore clear that Sabouraud medium did not
allow to isolate any particular dominant between fungal species: only 2 often but not
common species (Doratomyces stemontes and Chrysosporium pannorum) were found on
this medium. However, the group growing on Martin medium showed the presence of
highly dominating population, represented by Trichoderma spp., specially by T. koningii.
Trichoderma was selected from studied materials due to its high affinity to cellulose-rich
stems of Saw Sedge, main component of Montagu’s Harrier nests. Trichoderma species
were reported to be specialized at cellulose degradation [25]. Their presence in nests was
also related to lignin presence [7]. Trichoderma is also highly tolerant to varying
environmental conditions, especially to humidity [6, 26]. Trichoderma is a fungus which
appears and grows intensively in humid soil and on wood [27]; moreover, it shows highly
antagonistic properties [26, 28] facilitating quick colonization of growth medium.

Nutritious specialization at cellulose degradation concerned also the
nests-colonizing fungi other than Trichoderma koningii and T. viride, namely
Doratomyces stemonites, D. microsporus, Chrysosporium pannorum, Trichothecium
roseum [6, 14, 29]. These fungi (except of T. roseum) were also classified by some
authors [30-32] to keratinolytic species. Isolation media used in this work, however, do
not favor the growth of Cheatomium - the most efficient, except of Trichoderma,
cellulose-degrading Micromycetes species. Such a phenomenon resulted from weak
abilities of this taxon representatives to saprophytic competition with fast-growing on
Martin medium representatives of sugar and ubiquitous fungi. This species, however, was
detected with a high frequency on cellulose-containing medium (data not published).

Relatively numerous colonizers of Montagu’s Harrier nests belonged also to simple
organic carbon-utilizing sources: Mucor, Absidia yeasts and ubiquitous fungi, preferring
significantly humid environments: Acremonium, Fusarium. Also Hubalek [7] frequently
isolated the species mentioned above from water birds nests.

Apart of substrate affinity and humidity, pH and temperature belong to important
ecological factors determining species content of fungi colonizing Montagu’s Harrier
nests. Alkaline pH, significant environment humidity and high temperature of nest during
the nestling period undoubtedly favored the growth of majority of Penicillium species.
This genus colonizes mainly niches of low and moderate temperature and humidity, and
its representatives are classified to psychrophilic and xerophilic fungi [23]. High
temperatures during nestling period, however, favored the growth of thermophilic and
thermotolerant species represented by Aspergillus (A. fumigatus). This species is
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classified as a thermotolerant mesophile growing in a broad range of temperatures:
12+52°C [23] with an optimum at 37°C [33]. Its appearance is specially abundant in
environments of raised (also temporarily) temperature, such as composts [34] and nests
[71.

Absidia glauca and keratinolytic (as Chrysosporium pannicola) and proteolytic (as
Scopulariopsis brevicaulis) species belonged to specially alkaliphilic and alkalitolerant
colonizers of Montagu’s Harrier nests [2, 14, 20, 35]. S. brevicaulis was one of species
the most frequently isolated from starlings (Sturnus vulgaris) feather. This fungus was
isolated from feather of 10 from 110 studied birds which made approx. 9% of total
amount of tested starlings [36]. Appearance of these fungi was analyzed also in soil with
high content of feather under the alkalization-accompanied degradation process [37, 38]
and it was showed that protein ammonification coupled with fungal keratinolysis of
feather resulted in release of high amounts of ammonium and followed by alkalization of
environment to values >8.0.

Specially high diversity of keratinolytic, proteolytic and alkaliphylic fungi was
observed in Montagu’s Harrier pellets found near the nests and containing non-digested
prey’s leftovers. High frequency of Chrysosporium spp., mainly Ch. georgii and
Ch. tropicum, should be explained by high abundancy of rodents (Rodentia) and
passerines (Passiformes) (including Passer spp. and Sturnus vulgaris) in tested birds’
diet. These both keratinolytic fungal species often appears in fur of small mammalian
species and in feather of mentioned birds [1, 36, 39]. Among the fungi of strong
proteolytic properties or weakly keratinolytic and alkalitolerant together ones,
Paeciliomyces spp., specially P. lilacinus, were found. P. lilacinus belongs to common
feather decomposers [26, 37]. Kornilowicz-Kowalska [24] showed that when this
species was cultured on medium containing feathers as a sole carbon and nitrogen source,
it degraded this substrate in 33%. Very high frequency of appearance of Doratomyces
stemonites, a species colonizing feathers of numerous wild birds, in the pellets may
indicate that it reveals high potency for keratinolysis, which was previously reported by
Dominik [31] and Dominik & Majchrowicz [32]. Hubalek [7] defined this species as
often appearing in water birds nests. Appearance of D. stemonites, S. brevicaulis,
Chrysosporium spp., Chaetomium spp., Paeciliomyces spp. in both nests and pellets
suggested high similarity between these two microenvironments, with mainly quantitative
differences.

Presence of the same Micromycetes species in Montagu’s Harrier pellets and nests
suggested the phenomenon of fungal species transmission between different birds of
prey’s species and also between birds and their nests. This phenomenon may suggest the
transmission of saprophytic and potentially pathogenic fungi by some birds of prey and
their pellets. Such a fungal-transmission aspect of birds behavior must be taken into
account. Montagu’s Harrier is an Eurasian migratory species, having its wintering area in
Africa and India. It may therefore play a role of a migratory factor of opportunistic
mycoses-causing species (including Chrysosporium spp.) and toxinogenic ones (as
Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. brevicaulis). The phenomenon of transmission of
fungi of different pathogenic spectrum against people and animals by water-mud birds
was previously highlighted by Kisicka-Madziar [40].

A. fumigatus, frequently isolated from birds’ pellets [40] lungs, air sacks [41],
feathers [7] and birds’ (also water birds’) nests [5, 7] is one of the most important fungal
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species, from epidemiological and epizootiological points of view. This species is a main
pathogenic factor causing bird aspergillosis (mainly of the lungs) [42]. Thermotolerance
and presence of protein (also keratin)-containing substrates in Montagu’s Harrier nests
were main factors favoring the appearance of this zoopathogens. A. fumigatus presents
high activities of extracellular proteases (including elastase, collagenase, keratinase)
[43-45] - enzymes participating in fungal pathogenesis. Its abundant presence in some
studied nests causes a real danger for young of wetland birds, considering the conditions
in nests (temperature, humidity, pH), favoring A. fumigatus growth and proteolytic
activity of this fungus [45]. The highest amounts of this species were found in internal
nests layer, where the young live and concentration of fungal aerosol is usually the
highest. Kisicka-Madziar [40] showed that the young of Wader birds (Charadridae) were
more susceptible to fungal infections than the adults. A. fumigatus is also considered as
the most dangerous fungal species causing human lung mycosis [46].

Other common species of opportunistic, often isolated from Montagu’s Harrier nests
pathogen is Scopulariopsis brevicaulis, a thermotolerant fungus presenting proteolytic
[14] and keratinolytic properties [47], causing human nail mycosis.

Apart of high frequency of mentioned opportunistic pathogens, Montagu’s Harrier
nests were characterized by presence of other potentially dangerous fungal species:
Acremoniu kiliense, Aspergillus flavus, Geotrichum candidum, Candida spp.
Chrysosporium spp., Fusarium spp., Aspergillus, Candida and Geotrichum spp. were
also often isolated from litter of goshawk Accipiter gentilis nests [48]. In contest of these
facts, nests of Montagu’s Harrier may be considered as one of mycosis and
mycotoxycosis reservoirs in the environment common for birds of prey and people.
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ROZNORODNOSC GRZYBOW W GNIAZDACH
I WYPLUWKA CH BLOTNIAKA LAKOWEGO (Circus pygargus)
WYSTEPUJACEGO WE WSCHODNIE]J POLSCE -
WPLYW CZYNNIKOW CHEMICZNYCH I EKOLOGICZNYCH

Pracownia Mikologiczna, Katedra Mikrobiologii Rolniczej, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Zaktad Ochrony Przyrody, Instytut Biologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej

Abstrakt: Zbadano og6lna liczebnos$¢, sktad i frekwencje gatunkéw grzybéw saprotroficznych i potencjalnie
chorobotwérczych dla organizméw statocieplnych w 7 gniazdach oraz wypluwkach blotniaka takowego
(Circus pygargus) wystgpujacego na torfowiskach weglanowych koto Chelma (Polska). Badane gniazda
okazaly si¢ mikrosiedliskiem ksztattujgcym duza réznorodno$¢ oraz wysoka liczebno$¢ zbiorowisk
Micromycetes. Do najliczniejszych grup taksonomicznych nalezaty grzyby mitosporowe. Pod wzglgdem
ekofizjologicznym badane zbiorowiska grzybéw gniazdowych zdominowane byty przez grzyby ubikwistyczne
(polifagi), w tym celulolityczne. Grzyby keratynofilne byly mniej liczne. Wypluwki obok grzybow
ubikwistycznych cechowaly si¢ wysokim udzialem grzybow keratynofilnych. W obrgbie wyodrebnionych
gatunkOow najwyzsza frekwencja odznaczaty si¢ Trichoderma viride w gniazdach oraz Doratomyces
stemonites na wypluwkach. Obok gatunkéw typowo saprotroficznych gniazda oraz wypluwki zasiedlaly
grzyby potencjalnie chorobotwoércze, w tym Aspergillus fumigatus i Scopulariopsis brevicaulis oraz
Chrysosporium tropicum i Ch. georgii. W obrgbie wyodrebnionych gatunkéw spotykano gatunki hydrofilne,
alkalotolerancyjne oraz termotolerancyjne, co miato zwigzek z zawartoscia wody, pH oraz temperatura
podczas leg6éw.

Stowa kluczowe: grzyby, gniazda, wypluwki, btotniak fakowy, czynniki chemiczne i ekologiczne
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Abstract: A dilution plate technique was employed to study molding fungi count and species composition in
the soil samples (chernozem) collected from the pig farm area. There were recorded different fungi numbers
subject to an object (manure plate, pig enclosure) as well as the soil horizon depth. The most abundant fungus
populations were determined in a soil within 10 m distance from the manure plate and on the pig enclosure as
well as in its vicinity (4 m). The topsoil (020 cm depth) showed a higher colonization level by fungi. In the
farm soil, there were identified 375 fungal strains representing 40 species. The most prevalent ones,
Paeciliomyces variotii and Paeciliomyces elegans, accumulated primarily in the soil close to the manure plate.
From the pig enclosure area, and outside it to a less degree, there were also recovered Thielavia terricola and
Aspergillus flavus.

Keywords: fungi, soil, swine farm

Environmental pollution caused by intensive livestock production systems has
remained a manifold problem comprising various issues. One of them is contamination of
soil environment with toxinogenic fungi, mycotoxins and parasitic fungi. The recent
years have been marked with higher incidence of mycoses and mycotoxicoses [1]. Fungi
are also one of major allergizing agents. Mycotic allergies are initiated by inhalation of
massive amount of fungus spores which induce allergic rhinitis, bronchial asthma or
alveolitis alergica [2]. Besides, fungi are known to produce immunotoxic disorders
including among others, organic dust toxic syndrome (ODTS). Farmers and animal
breeders are at the highest risk for development of this condition which is associated
with occupational exposure to organic dusts with microorganisms absorbed on their
surface, mainly toxicogenic fungus spores [2]. A source of these microorganisms at
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industrial animal farms are the animal facilities which house animals, bedding, animal
wastes and slurry, barns and siloes to store feedstuffs, manure pits etc. [2-4] as well as
soil contaminated with remnants of litter, feed, manure and excreta [5, 6]. Animal excreta
are included into the most common mycological soil pollutants [7]. The studies of
numerous authors [6-8] report that animal wastes are the reservoir of many species of
pathogenic fungi and from a group of so called opportunistic pathogens: zoo- and
geophilic dermatophytes (Trichophyton spp., Microsporium spp., Geotrichum candidum,
Mucor spp., Aspergillus fumigatus) as well as toxinogenic and of allergizing potency
(Penicillium spp., Aspergillus spp., Cladosprium spp., Alternaria spp). The factors
considered conducive for toxinogenic and potential pathogenic fungi development
include among others, heavy use of nitrogen fertilizer applied in the form of mineral
fertilizers and slurry [7, 9, 10]. This type of pressure is predominantly observable in the
breeding environs where huge load of animal high-nitrogen solid and liquid waste, ie,
solid and liquid manure, slurry and poultry manure, is produced [11, 12]. A high nitrogen
content in soil stimulates the biosynthesis of environmental toxins, that is nitrosamines
and mycotoxins [9, 10]. That implicates the disturbance of soil homeostasis, which in
turn among others, stimulates development of phytopathogenic and toxinogenic fungus
species [9] as well as intoxication of soils caused by nitroamine and mycotoxin
accumulation.

The objective of the present research was mycological evaluation of swine farm soil
environment considering various contamination sources (farm facilities) and soil
horizons.

Material and methods

The investigations were carried out at a pig farm located in the south-eastern part of
the Lublin province. It is a pig breeding farm where the breeding material production is
performed in the closed cycle. Average annual farm production amounts to ca 1500 gilts
and boars as well as 2800 fatteners. The animals were maintained in the litter system, ie
shallow litter removed every day. Animal wastes were collected on the manure plates
located within the farm area, in the vicinity of pig facilities. The manure storage time at
the manure plate (dunghill) was 6 months. During the research period, the routine
preventive measures like, disinfestation, disinfection and deratization were performed.

The farm is situated on chernozem soils developed from loess that belong to II, IIT
and IV soil quality class. Soil for analysis was sampled from two layers: 0+20 cm and
20+40 cm depth. The soil samples (3 replications) were taken from the sites in close
proximity to the following objects: the manure plate (within 5 and 10 m distance), on the
pig enclosure and at the distance of 4 m from its fencing in spring-summer season.

The fungal counts were expressed in colony forming units (CFU) per kg of dry
matter of soil. Soil dry matter was established by the gravimetric method at temperature
of 105°C.

Fungi species isolation was carried out by dissecting all the colonies grown on one
culture plate chosen randomly (in 3 parallel replications) and transferring the pure fungal
isolates from the Martin's medium surface onto the PDA potato dextrose agar medium
[13], while the isolates growing on the Czapek Dox agar with antibiotics onto the Czapek
Dox one without any antibiotics.
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The diagnostics of the recovered isolates was performed on the basis of
macromorphological characteristics (on plates and slants) and micromorphological ones
observable in the fungal microcultures on the following standard media: glucose-potato
PD agar, Czapek (Penicillium, Aspergillus), Sabouraud, malt extract agar (MEA) and
soft nutrient agar (SNA) [14] (for Fusarium).

The species and genus classification was based on taxonomy assessment by Domsch
etal [17], Ellis [16], Kwasna et al [14], Raper et al [15].

Results and discussion

The present researches have indicated the differences in fungi counts in the soil
samples under study, subject to farm objects and a soil horizon sampled (Tab.1). The
highest numbers of fungi (Martin's medium) were determined in the soil samples taken
within 10 m distance from the manure plate. Although generally, lower counts of fungi
were noted on the Czapek Dox substrate, in the case of a soil sampled 10 m from the
manure plate, the highest fungi numbers (1453,17 CFU 10° kg™ d.m. soil) were obtained.
The research values exceeded those for molds determined in typologically similar soil
types (chernozem) free from animal liquid waste contaminants [3]. Kluczek et al [7]
indicated, that top dressing slurry resulted in even a 1000-fold increase of soil fungi
count.

Table 1
The numbers of fungi in the soil samples taken from pigs farm area, depending on location and level of the
soil profile
The numbers of fungi
Test Place of sampling Layer |Dry matter soil [CFU - 10° - kg™! d.m. of soil]
number [cm] [%] On the Martin’s On the Czapek-Dox’s
medium medium
1 Pig enclosure 0+20 68.4 375.40 146.26
Pig enclosure 20+40 73.6 81.51 58.86
3 4 m from pig 0+20 91.0 428.71 40.30
enclosure
4 4 m from pig 20+40 90.4 125.42 121.73
enclosure
5 Manure plate 5 m 020 85.4 74.15 15.61
6 Manure plate 5 m 20+40 87.9 45.52 22.76
7 Manure plate 10 m | 0+20 78.0 829.16 1453.17
8 Manure plate 10 m | 2040 81.5 186.12 429.18

The top soil layers (0-20 cm) sampled around all the farm objects showed a higher
level of fungal colonization of soil and, interestingly, the fungi isolated from both,
Martin's medium and Czapek-Dox agar. The research findings obtained in the present
study are congruent with the results reported by other authors [7], who proved that
surface-applied slurry caused the highest mycological contamination of the topsoil layer
(0+20 cm). Although fungi accumulation in the 20+40 cm soil layer was relatively lower,
it is most likely that mould fungi migrate and reach the underground water resources as it
was revealed by Korniltowicz [18] in his studies on soil-borne fungi penetration into
lakes.
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The soil sampled at a distance of 4 m from the pig enclosure boundary displayed
3-fold higher fungi numbers in the 2040 cm layer but only those isolated on the Czapek
Dox medium.

Tables 2 and 3 present the occurrence frequency and distribution of fungi species
isolated from the soil samples collected from the pig farm under study. A total of 375
strains representing 40 fungi species that belong to 25 genera were determined. The most
predominant genera identified included Mortierella (Zygomycotina), Fusarium
(Deuteromycotina) and Paeciliomyces (Deuteromycotina). Abundance of Zygomycetes
(Absidia sp., Mucor spp., Mortierella spp.) with concurrent Mortierella prevalence in the
pig farm soil stand as proof of disturbance of the biological balance in this environment
caused by contaminated animal waste. Szostak et al [19] demonstrated that such a soil is
rich in organic matter, ammonia and nitrate nitrogen that favor the moulds development.

Thielavia (Ascomycotina), Penicillium, Cladosporium, Aspergillus
(Deuteromycotina) genera were represented in lower numbers.

Table 2
The frequency and distribution of fungi species isolated on the Martin’s medium in soil samples taken from
the site of the tested pig farm

Soil sample number
Or. Strain 11 12 13 14 15 16 17 18 | Sum
1 |Abisida glauca Hagem 6* 6
2 |Aspergillus candidus Link ex Link 3 2 5
Botrytis cinerea Pers. ex Nocca &
3 3 3
Bald
4 |Chaetomium spirale Zopf 2 2
Cladosporium cladosporioides (Fres.)
5 . 1 2 3
de Vries
Fusarium oxysporum Schlecht. emed.
6 2 2
sny. & Hans
7 Geotrichum  candidum Link ex 1 10 1
Leman
8 |Gilmaniella humicola Barron 4 4
9 |Mariannea elegans (Corda) Samson 7 7
10 |Mortierella alpine Peyronel 4 4
11 |Mortierella hygrophila Linnem. 6 6
12 |Mortierella minutissima van Tiegh. 5 5
13 |Mortierella sp. 15 9 24
14 |Mucor hiemalis Wehmer 9 7 8 2 3 29
15 |Mucor ramasissimus Samutsevitsch 7 16 4 27
16 |Paeciliomyces variotii Bain. 44 39 83
17 |Penicillium brevicompactum Dierckx 1 1
18 |Penicillium frequetans Westling 1 1
19 |Penicillium nigricans Bain. ex Thom 2 2
20 |Penicillium spinulosum Thom 6 6
21 |Penicillium verrucosum Dierckx 2 2 4
22 |Rhizoctonia solani Kuhn 6 6 12
23 Sclerotina sclerotiorum (Lib.) De 1 1
Bary
24 Trchoderlna hamatum  (Bonard.) 7 7
Bain.
25 |Trichoderma viride Pers. Ex Gray 3 10 13

Explanations: * number of strains
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Table 3
The frequency and distribution of fungi species isolated on the Czapek-Dox’s substrate in soil samples taken
from the site of the tested pig farm

Soil sample number
Or. Strain 11 12 13 14 15 16 17 18 | Sum
1 |Aspergillus flavus Link ex Gray 1* 1
2 |Aspergillus fumigatus Fres. 3 3
3 |Chrysosporium merdarium (Link ex 1 1
Grev.) Carm
4 |Chrysosporium pannorum (Link) 2 2
Hughes
5 [Cladosporium cladosporioides 1 1 1 3
(Fres.) de Vries
6 |Cladosporium  herbarum  (Pers.) 1 1
Link ex Gray
7 |Fusarium culmorum (W.G.Sm.) 1 1
Sacc.
8 |Fusarium poe (Peck) Wollenw. 1 1
Gilmaniella humicola Barron 1 1
10 |Hormiactis candida Hohn 1 1
Mariannea  elegans (Corda) 1 20 9 30
Samson
12 |Mucor circinelloides van Tiegh. 1 1 2
13 |Paeciliomyces variotii Bain. 10 5 15
14 |Penicillium brevicompactum 1 1
Dierckx
15 |Penicillium chrysogenum Thom 1 1
16 |Penicillium digitatum (Pers.ex St.-| 1 1
An.)
17 |Penicillium lanosum Westling 3 3
18 |Penicillium nigricans Bain. Ex 6 6
Thom
19 |Penicillium purpurescens (Scopp) 1 1
Raper
20 |Phoma sp. 1 1
21 |Thielavia terricola (Gilman Abbott)| 17 9 2 1 29
Emmons
22 |Trichoderma viride Pers.ex Gray 2 2
Sum 19 13 7 4 7 5 30 22 | 107

Explanations: * number of strains

The qualitative composition of soil mycobiota may undergo changes under various
stressing factors like animal waste and their effluents). Steadily increasing pollution of
environment through the excessive and imbalanced use of organic fertilizers slurry favors
growth of Aspergillus, Penicillium, Fusarium and Trichoderma genera populations in
soil [13].

In the analyzed farm soil environs, Paeciliomyces variotii and Paeciliomyces
elegans (Mariannea elegans) were recovered from the samples Nos. 17 and 18
exclusively (manure plate 10 m). In the deeper soil layer (10 m from the plate manure),
there were also found abundant Geotrichum candidum fungi. As for the pig-run and the
adjacent area to a less extent, Thielavia terricola (Ascomycotina) were also detected. The
aforementioned species are commonly recovered from the environment which is
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characterized with at least seasonal increase of temperature (compost, manure) and
excreta [17]. According to Kluczek [11] numerous moulds that harbor animal waste
prove to be most invasive microorganisms that may produce infection in animal and
human organism. Generally, these are the species capable of growing at temperatures
characteristic of the homoiothermics, which constitutes a basic criterion of potential
pathogenicity for human and animal [20]. The studies of Kluczek [11] concerning the
occurrence of fungi in breeding farms report that maximum count of fungi is detected in
animal waste, litter and feeding trough (ca 0.5+1 cm® CFU in 1 g of d.m.), while their
minimum number in drinking water and air (ca 10 000+36 000 CFU in 1 cm’®). The
Author found that animal liquid waste belong to the most widespread mycological
pollutants of soil, plants and breeding environs.

Kluczek et al [7] recovered 16 fungal strains from the animal excreta with most
prevalent Aspergillus clavatus, A. fumigatus, A. repens, P. notatum and P. viridicatum
and sporadic occurrence of A. ochraceus, Fusarium spp., Mucor mucedo,
P. vermiculatum and T. viride.

Whereas Kaminska et al [1] reported isolation of anascogenic yeasts and
cryptococcaceae from the swine excreta, eg Candida ciferri, C. parapsilosis,
C. humicola, C. famata, C. gulliermondii, Cryptococcus laurentii, Rhodotorula minuta.

Raw slurry applied to soil had a potential for causing an increase of mycotic
infections in this environment. According to Kluczek et al [7], in 1 g of liquid slurry
there was determined 1.55+6.19 x 10* CFU of fungi. The soil samples investigated by the
Author displayed an elevated soil fungi level recorded after the slurry spreading onto soil
surface 10°+10%g as compared with the control (non-fertilized soil) in which fungi count
amounted to 10°. In the present research, the fungi numbers ranged from 15.61 up to
1453.17-10° CFU in 1 kg of soil dry matter.

A level of soil contamination by fungi depends, among others, on the sanitary-
hygienic conditions of slurry. However, the predominance of some fungus groups and
species over the others depends on the ecologic conditions. At various kinds of soil
pollutants, fungal growth is conduced by acidification, while the alkaline conditions
promote the bacteria development but at the same time enable the selection of
alkalophilic fungi. Besides, a soil type has a significant impact on fungal growth. The
highest frequency of soil colonization, after slurry introduction, by majority of fungi
identified was detected in forest-meadow chernozem which was associated with high
availability of soil substances essential for microorganism growth and development [7].
Kluczek et al [7] reported that in the soil samples studied, moulds of Aspergillus,
Penicillium, Mucor, Fusarium and Rhizopus genera were identified most frequently.
Mycological analyses revealed that forest meadow chernozem was the most highly
contaminated soil with special significance of the following genera: Aspergillus flavatus,
A. fumigatus, A. terreus, A. repens, Mucor mucedo, Fusarium monliforme, Penicillium
notatum, P. viridicatum, P. vermiculatum. Among these pathogenic microorganisms
mentioned, geophilic dermatophytes were not identified [7].

The present research findings indicate substantial accumulation of faeces-inhabiting
fungi in the soil samples under study, eg Mortierella spp., Paeciliomyces variotii,
Thielavia terricola that prefer a neutral reaction-environment or weak alkaline like,
Mortierella alpine, Absidia glauca, Fusarium equiseti, Fusarium culmorum,
Paeciliomyces variotii, Paeciliomyces elegans; the species tolerating higher soil moisture
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levels like, Fusarium equiseti and other Fusarium species as well soil increased
temperature stress (P. variotii, P. elegans) - the thermophilic and thermal and salt
tolerant fungal species (among others P. variotii). That correlates with the properties of
the investigated soil samples that had mostly a neutral reaction, approaching neutral to
slightly alkaline and were shown to display a higher nitrogen level especially in the form
of N-NH," and N-NOjs™ as well as available phosphorus. A soil moisture content could be
elevated as well due to effluents from the manure pit [19].

As for the ecotoxicological assessment, the investigated soil samples obtained from
the pig farm area showed accumulation of mycotoxin-producing fungi with Fusarium as
the predominant fungus present. The potentially toxinogenic fungi also included
Paeciliomyces (P. variotii) and Penicillium spp. In some soil samples, Aspergillus flavus,
a producer of the most potent mycotoxins (aflatoxin) was detected.

In the recovered fungal material, there also occurred potentially phytopathogenic
fungi (mainly representatives of Fusarium) as well as potentially opportunistic human
and animal fungal pathogen - predominantly Aspergillus fumigatus - a common producer
of opportunistic mycoses and Paecilomyces producing paecilomycoses. It should be
highlighted that P. variotii is a mould genus inducing swine toxicoses. The potential
fungal pathogens for animal and human also include Geotrichum candidum,
Scedosporium apiospermum and others. Laguuskas et al [4] identified such species like,
A. flavus, A. fumigatus, G. candidum with high frequencies in the outdoor air samples of
animal farms, in that pig farms. The present researches indicate the incidence of
numerous fungal species in the air of farms whose soils are contaminated with pig liquid
manures which is also reported by Scarpino and Quinn [21]. This fact may imply that
soils of animal farms make up one of reservoirs of opportunistic pathogens and
toxinogenic fungi as well as a major source of mycotic infections.

Conclusions

The pig farm soil under study displays the disturbed microbiocenotic balance with
regard to fungi association.

Fungi count in soil recorded at different farm objects (around the manure plate and
pig enclosure) varied substantially. It also concerned a soil horizon (depth), yet the
topsoil layer sampled around all the farm facilities showed a higher level of soil
colonization by fungi.

The analysis of genus and species composition of fungi indicates a low antagonistic
potential of the studied soil conditioned by low numbers of fungi that possess
antagonistic properties, ie Trichoderma and Penicillium.

From an epidemiological viewpoint, a high frequency of Paeciliomyces variotii in
soils of swine farms constitutes the critical health hazard.
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WYSTEPOWANIE GRZYBOW
W SRODOWISKU GLEBOWYM FERMY SWIN

Katedra Hodowli i Uzytkowania Zwierzat, Wydziat Nauk Rolniczych w Zamosciu, UP w Lublinie
Pracownia Mikologiczna, Katedra Mikrobiologii Rolniczej, Wydziat Agrobioinzynierii UP

Abstrakt: Stosujac ptytkowa metod¢ rozcienczen, zbadano liczebno§¢ i sklad gatunkowy grzybéw
plesniowych w prébkach glebowych (czarnoziem) pobranych z terenu fermy $win. Wykazano, Ze liczebnos$¢
grzybéw byla zréznicowana zaleznie od obiektu (ptyta gnojowa, okdlnik) oraz giebokosci warstwy gleby.
Najwyzsze liczebnosci grzybow stwierdzono w glebie, w odlegtosci 10 m od ptyty gnojowej oraz na okélniku
i w jego poblizu (4 m). Wierzchnia warstwa gleby (gigbokos¢ 0+20 cm) charakteryzowala si¢ wyzszym
stopniem kolonizacji przez grzyby. W $rodowisku glebowym fermy wyodrgbniono 375 szczepow
reprezentujacych 40 gatunkow grzybow. Najliczniej wystgpowaly Paeciliomyces variotii oraz Paeciliomyces
elegans, ktére nagromadzaly si¢ przede wszystkim w glebie w poblizu plyty gnojowej. Z terenu okdlnika
i w mniejszym stopniu poza nim izolowano réwniez Thielavia terricola oraz Aspergillus flavus.

Stowa kluczowe: grzyby, gleba, ferma $§win
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OZNACZANIE PpZOSTALOSCI PESTYCYDOW
W PROBKACH ZYWNOSCI
Z WYKORZYSTANIEM METODYKI QuEChERS

QuEChERS APPROACH FOR THE DETERMINATION
OF PESTICIDE RESIDUES IN FOOD MATRIXES

Abstrakt: Oznaczanie pozostato$ci pestycydéw w prébkach zywnosci jest ogromnym wyzwaniem gléwnie
z powodu duzych ilosci substancji przeszkadzajacych, takich jak biatka, cukry, tluszcze, ktére podlegaja
ekstrakcji razem z analitami i najczg$ciej wywieraja negatywny wplyw na tok analizy. Z drugiej strony
zapewnienie ,,bezpieczenstwa zywno$ci” wymaga monitorowania w niej pozostatosci pestycydéw. Z tego tez
powodu przed chemikami analitykami stoja nowe wyzwania w postaci koniecznosci opracowania metodyk
oznaczania pozostatodci, ktére pozwalaja na oznaczanie pestycydéw nalezacych do réznych grup w trakcie
jednej analizy. Ogromna réznorodno$¢ tych zwigzkéw utrudnia jednak opracowanie procedury analitycznej
pozwalajacej na jednoczesne oznaczenie wszystkich analitéw.

Stowa kluczowe: pestycydy, zywnos$¢, przygotowanie probek, ekstrakcja, oczyszczanie, metodyka
QuEChERS

Wstep

Oznaczanie pozostatlo§ci pestycyddow w probkach zZywno$ci jest obecnie
koniecznosciag ze wzgledu na toksyczno$¢ i trwato$¢ tych ksenobiotykéw. Niestety,
dostepne metodyki analityczne najczesciej stosowane w laboratoriach do oznaczen
pestycydéw nie sa idealne. Niekt6re laboratoria, oznaczajace pozostatodci pestycydow,
wciaz jeszcze stosujg procedury opracowane 30 lat temu, gdy wymagania analityczne
i legislacyjne byly mniej ostre, a technologia nie byla tak rozwinigta jak dzis.
Tradycyjnie stosowane procedury sa zaréwno czaso-, jak 1 pracochtonne,
skomplikowane, drogie, a w ich wyniku powstaja znaczne ilosci odpadéw i czesto nie
jest mozliwe uzyskanie wystarczajaco niskiej granicy oznaczalno$ci. Nie jest réwniez
sytuacja niespotykang potrzeba oznaczania wielu réznych (pod wzgledem wiasciwosci

' Katedra Chemii Analitycznej, Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska, ul. G. Narutowicza 11/12,
80-233 Gdansk, tel. 58 347 17 83, fax 58 347 26 94, email: biziuk@chem.pg.gda.pl
* Autor do korespondencji: angelika.beyer@ gmail.com
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fizycznych i chemicznych) zwigzkéw, a nie jednego analitu czy pojedynczej klasy
zwigzkéw. Stad potrzeba nowych rozwigzan dotyczacych m.in. metodyk oznaczania
pozostatosci pestycydéw w probkach zywnosci.

Metodyki oznaczania pozostalosci pestycydow
w prébkach srodowiskowych

Bez watpienia wartym uwagi podejsciem do problemu oznaczania pestycyddw, ze
wzgledu na réznorodno$¢ tej grupy zwigzkow, jest zastosowanie metodyk oznaczania
pozostatoSci (multi-residue methods - MRMSs). Niestety, w literaturze naukowej mozna
znalez¢ stosunkowo niewiele informacji na temat takiego podejs$cia do oznaczania pozo-
statos$ci pestycydéw w probkach zywnoS$ci. Stad préba przyblizenia czytelnikom kilku
najwazniejszych, zdaniem autoréw, metodyk analizy pozostato$ci, majacych zastosowa-
nie do oznaczenia pestycydéw w prébkach zywnosci.

Gléwnym zatozeniem metodyk oznaczania pozostatosci jest gwarancja rzetelnych
i precyzyjnych wynikéw na odpowiednio niskich poziomach st¢zen dla szerokiego spek-
trum analitéw. Ponadto, proponowane metodyki powinny si¢ charakteryzowaé takimi
parametrami, jak:

e szybkos$¢ analizy - mate op6znienie czasowe pomiedzy etapem pobierania prébki

a uzyskaniem informacji o ilosci (stezeniu) analitéw w prébce,

fatwo$¢ wykonania analizy,

mozliwos$¢ zastosowania niedrogich odczynnikéw i aparatury,

selektywnos$¢ oznaczania analitéw,

wysoki poziom automatyzacji, aby zredukowa¢ wptyw czynnika ludzkiego na

wyniki analiz,

*  mozliwo$¢ stosowania niewielkich ilosci rozpuszczalnikéw i odczynnikéw, w celu
ograniczenia ilo$ci odpadéw powstajacych w wyniku analizy.

Jednak, jak pokazuje historia, spetnienie tych postulatéw nie byto i nadal nie jest fa-
twe.

W tabeli 1 przedstawiono chronologicznie krétki opis metodyk oznaczania pozosta-
tosci pestycydéw w probkach zywnosci, poczawszy od pierwszej znanej metodyki zasto-
sowanej do oznaczania pozostalo$ci niepolarnych pestycydéw, opracowanej przez
chemika P.A. Millsa z Agencji ds. Zywnosci i Lekéw Stanéw Zjednoczonych (FDA)
w latach 60. XX wieku, przez metodyki przeznaczone do oznaczania szerokiego spek-
trum pozostalosci pestycydéw o réznej polarno$ci zaréwno chloroogranicznych, jak
i fosforo- oraz azotoorganicznych, opracowywane w latach 70. i metodyki z lat 80.,
w ktérych zaczgto zwraca¢ wigksza uwage na zanieczyszczenie Srodowiska i jego wptyw
na zdrowie cztowieka, az do rozwoju metodyk zgodnych z zasadami rozwoju zréwnowa-
zonego i zielonej chemii.

Pomimo licznych zalet procedur i technik, ktérych intensywny rozwdj nastgpit
w ciagu ostatnich 20-30 lat, zadnej z nich nie udato si¢ przezwycigzy¢ praktycznych
ograniczen tak, aby mozliwe bylo jej powszechne wdrozenie. W tabeli 2 przedstawiono
poréwnanie technik ekstrakcyjnych, ktére sa najczgéciej stosowane w analizie probek
zywnosci pod katem zawartoSci pestycydow. Zaproponowane podej$cia s3 uzyteczne
1 znajduja szereg zastosowan, jednak nie sg wystarczajaco proste i wydajne, aby mogty
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by¢ rozpatrywane jako techniki ekstrakcyjne do procedur oznaczania pozostatosci pesty-
cydéw w prébkach o ztozonym sktadzie matrycy.

Metodyki analizy pozostatosci pestycydéw w prébkach zywnosci

Tabela 1

Krotki opis metodyKki

Lit.

lata 60. XX wieku

Metodyka opracowana przez Millsa pozwalajaca na ekstrakcje insektycydow
chloroorganicznych i innych niepolarnych pestycydéw z zywnosci o malej zawarto$ci
thuszczu za pomoca acetonitrylu, ktéry byl nastgpnie rozcienczany woda. Po ekstrakcji tej
mieszaniny za pomoca niepolarnego rozpuszczalnika (eter naftowy) mozliwe byto oznaczenie
niepolarnych analitéw. Jednak, wzglednie polarne pestycydy, jak insektycydy
fosforoorganiczne, byty czg¢$ciowo tracone na tym etapie analizy.

[1]

Metodyki bedace w rzeczywisto$ci niewielkimi modyfikacjami metody Millsa, w ktérych
réwniez przeprowadzano ekstrakcj¢ acetonitrylem, natomiast inne byly etapy rozdzielania,
oczyszczania czy oznaczania koncowego. Celem tych modyfikacji bylo rozszerzenie
mozliwoéci analitycznych procedury Millsa tak, aby mozliwe bylo jej zastosowanie do
zwigzkéw o réznej polarnosci.

[2,3]

lata 70. XX wieku

Nowa metodyka oznaczania szerokiego spektrum pozostatosci pestycydéw o rdznej
polarnosci (chloro-, fosforo- oraz azotoorganicznych), w ktérej zamiast acetonitrylu do
poczatkowej ekstrakcji stosowano aceton. Kolejnym etapem procedury byta ekstrakcja
w ukladzie ciecz-ciecz z zastosowaniem niepolarnych rozpuszczalnikéw (jak dichlorometan
czy mieszanina dichlorometan-eter naftowy) w celu usunigcia wody z ekstraktu. Byta to
pierwsza metodyka, w ktérej dodawano réwniez roztworu chlorku sodu do pierwszego
ekstraktu, co jednak powodowato tylko czgsciowe nasycenie fazy wodnej sola.

[4]

Metodyki oznaczania pozostatosci réznych pestycydéw, w ktérych dodawano chlorku sodu
do nasycenia fazy wodnej, co zwigkszalo ilo$¢ acetonu w fazie organicznej, zwigkszajac
polarnos¢ tej fazy, i w konsekwencji prowadzito do wigkszych odzyskéw polarnych analitéw.

[5. 6]

lata 80. XX wieku

Procedury, w ktérych wprowadzano operacje i procesy niepociagajace za soba konieczno$ci
uzywania duzych iloSci chlorowanych rozpuszczalnikéw, chlorowane rozpuszczalniki,
zastgpowano innymi, np. mieszaning cykloheksan-octan etylu (1:1) zamiast dichlorometanu
czy mieszaning dichlorometan-eter naftowy (1:1), aby zainicjowa¢ rozdzielanie. W dalszym
ciagu do poczatkowe;j ekstrakcji najczgsciej stosowano aceton.

[7,8]

Procedury, w ktérych zaczeto stosowaé technike ekstrakcji do fazy statej (SPE) do izolacji
pestycydéw z rozcienczonych acetonowych ekstraktéw, w celu uniknigcia konieczno$ci
stosowanie ekstrakcji w ukladzie ciecz-ciecz.

[9, 10]

Metodyki, w ktérych stosowano fruktoze¢ badz sole, np. MgSOy i/lub NaCl do rozdzielenia
wody i acetonu, zamiast uzywac niepolarnych rozpuszczalnikéw.

[11, 12]

Procedury, w ktoérych podj¢to préby usunigcia fazy wodnej z ekstraktéw poprzez jej
wymrozenie. Jednak, aceton zbyt dobrze miesza si¢ z woda, aby mozliwe bylo fatwe
rozdzielenie wody od acetonu bez konieczno$ci stosowania niepolarnych rozpuszczalnikéw.

[13]

Procedury bedace modyfikacjami metodyki Millsa, w ktérych przeprowadzano ekstrakcje za
pomoca acetonitrylu, a nastgpnie, zamiast niepolarnego wspoétrozpuszczalnika, dodawano
soli, np. NaCl. W przypadku zastosowania acetonitrylu dodatek soli zapewnia wystarczajace
oddzielenie wody.

[14]

Kolejne metodyki oznaczania pozostatosci pestycydow w prébkach zywnosci, korzystajace
z wysalania z acetonitrylu.

[15-17]

Procedury MRM z uzyciem octanu etylu, ktéry tylko czgsciowo miesza si¢ z woda, co czyni
dodawanie niepolarnych wspotrozpuszczalnikéw, w celu oddzielenia wody od ekstraktu,
zbednym etapem. Jednak niektére z najbardziej polarnych pestycydéw nie rozdzielaja si¢
w octanie etylu. Dlatego tez, aby zwigkszy¢ odzyski zwiazkéw polarnych, zazwyczaj
dodawano wigkszych ilodci NapSO4 (W celu zwigzania wody).

[18, 19]

Kolejne metodyki oznaczania pozostalosci pestycydéw z uzyciem octanu etylu. W celu
zwigkszenia polarnosci fazy organicznej stosowano polarne wspétrozpuszczalniki, takie jak
metanol czy etanol.

[20]
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Rozwdj zielonej chemii analitycznej, zgodnej z koncepcja rozwoju zréwnowazonego,
doprowadzit do rozwoju wielu nowych alternatywnych technik ekstrakcyjnych, takich jak:
ekstrakcja za pomoca pltynu w stanie nadkrytycznym (SFE), ekstrakcja za pomoca
rozpuszczalnika wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (MAE), ekstrakcja za
pomoca rozpuszczalnika z prébki zmieszanej z wypetniaczem (MSPD), mikroekstrakcja do
fazy stalej (SPME) oraz przyspieszona ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika (PLE, znana
réwniez jako ASE).

lata 90. XX wieku

Tabela 2
Poréwnanie nowoczesnych technik ekstrakcyjnych najczgsciej stosowanych w analizie prébek Zywnosci pod

katem zawartosci pestycydéw

Technika Zalety Wady Lit.
niewystarczajaca
selektywnos¢ eks-

ekstrakcja za trakcji,

pomoca rozpusz- fatwo$¢ wykonania, konieczno$¢ oddzie-

czalnika  wspo- mozliwo$¢ prowadzenia jednocze$nie ekstrakcji lenia ekstraktu od po-

magana kilku prébek, zostatodci [21]

promieniowa- zuzycie niewielkich ilosci rozpuszczalnikéw, poekstrakcyjne;j,

niem mikrofalo- krotki czas ekstrakcji, brak mozliwos$ci

wym ekstrakcji  analitow

nietrwatych termicz-
nie,
s " " duzy koszt aparatur
mozliwo$¢ automatyzacji procesu ekstrakcji y X paratury
. . X . oraz jej utrzymania,
pozwalajaca realizowa¢ wszystkie etapy procesu o
. . . mata  selektywno$¢
przyspieszona w identyczny sposéb, ekstrakeii

ekstrakcja za krotki czas ekstrakcji, stk | [22-

e .. . . konieczno$¢  czaso-

pomocg r1ozpusz- mozliwo$¢  ekstrakcji  analitéw nietrwatych 24]

. L chlonnego  oczysz-
czalnika termicznie, . )
. R oy czania ekstraktow
umiarkowane zuzycie rozpuszczalnikow,
» SR . oraz aparatury po
fatwo$¢ przygotowania prébki do analizy, . .
kazdym uzyciu,
stosunkowo maty koszt analizy, brak mozliwosci
. rostota wyposazenia zapewnienia wystar-
ekstrakcja za prost ”yp L N P y3
mozliwo$¢ wykonywania kilku analiz réwno- czajaco  szerokiego

pomocg rozpusz- . .

. PO czesnie, zakresu analitycznego

czalnika  probki e . . . . [25]

. . mozliwo$¢ przeprowadzenia w warunkach in w pojedynczej proce-

zmieszanej .

. situ, durze,

z wypelniaczem [ . . Lo . S .
mozliwo$¢ ograniczenia uzycia duzych ilo$ci czasem mate odzyski
toksycznych rozpuszczalnikéw, analitéw,
mozliwo$¢ catkowitego wyeliminowania uzycia
rozpuszczalnikéw,
brak wrazliwo$ci na zawiesiny, e

. . o . brak mozliwo$ci za-
ograniczona pojemno$¢ adsorbentu, dzigki L
. R . pewnienia wystarcza-
czemu nie ma mozliwosci ,,przetadowania” ko- . R
- ) .. jaco szerokiego za-
lumny w przypadku obecnos$ci w prébce duzej .
. . R - L kresu analitycznego

mikroekstrakcja ilo$ci analizowanych zwiazkow, . .

. T . . . w pojedynczej proce- | [26,

do fazy stacjo- mozliwo$¢ wielokrotnego powtdrzenia analizy durze 27]

narnej danej prébki, .

e . . trudnosci z odtwa-
mozliwo$¢ wielokrotnego uzywania jednego ‘o )

p . . rzalno$cia wynikéw,
widkna bez strat w adsorbowanej substancji,

T . . . czgsto problemy z op-
mozliwo$¢ uzywania do analiz chromatograféw o

. . P . tymalizacja metody,

ze zwyktymi dozownikami - nie ma konieczno-
§ci  wprowadzania Zadnych powazniejszych
zmian w ich konstrukcji,
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ekstrakcja za
pomoca  plynu
w stanie nadkry-
tycznym

mozliwo$¢ znacznego zmniejszenia zuzycia
rozpuszczalnikéw,
mozliwos¢  ekstrakcji
termicznie,
mozliwo$¢ prowadzenia ekstrakcji frakcjono-
wanej,

krotki czas ekstrakcji,

stosunkowo niewielka pracochtonnos$¢ ze
wzgledu na zastosowanie wyspecjalizowanego
urzadzenia pozwalajacego na przeprowadzanie

analitow nietrwatych

duzy koszt aparatury
i jej utrzymania,

mata  selektywno$¢
ekstrakcji,
konieczno$¢
chlonnego  oczysz-
czania ekstraktow
oraz urzadzenia po
kazdym uzyciu.

CzZaso-

(28]

ekstrakcji w ciagly pétautomatyczny sposéb,

Pomimo wielu réznych metodyk oznaczania pozostaloéci, ktére zostaly opisane
w ciagu ostatnich 40-50 lat, zadna z nich, jak dotad, nie moze by¢ uwazana za szybka
i tatwa procedure analityczng zapewniajaca selektywno$¢ i powtarzalno$¢ przy
jednoczesnym zachowaniu duzych odzyskow dla szerokiego spektrum analitow.

Celem tej pracy jest przedstawienie czytelnikom prostej, szybkiej i niedrogiej
procedury oznaczania pozostatosci pestycydéw w zywnosci, ktéra dostarcza rzetelnych
wynikéw, a jednocze$nie umozliwia zmniejszenie iloSci niezbgdnych etapéw
analitycznych, odczynnikéw i szkla laboratoryjnego. Metodyka ta upraszcza etapy
ekstrakcji analitéw i oczyszczania ekstraktéw bez negatywnego wplywu na ilo$¢
odzyskanych analitow.

Metodyka analityczna QuEChERS

Anastassiades i wspdtpr. [29, 30] opracowali oryginalng metodyke analityczng
taczaca technike ekstrakcji/izolacji réznorodnych pestycydéw z prébek zywnosci oraz
oczyszczania tych ekstraktow i nazwali ja ,,QUEChERS”, od angielskich stéw:

Quick - szybka,

Easy - tatwa,

Cheap - tania,

Effective - skuteczna,

Rugged - tolerancyjna, elastyczna,

Safe - bezpieczna.

Technika ta polega na ekstrakcji za pomoca acetonitrylu w skali mikro
i oczyszczaniu ekstraktu z wykorzystaniem dyspersyjnej wersji techniki ekstrakcji do
fazy stalej (d-SPE).

Na rysunku 1 przedstawiono poréwnanie tradycyjnych metod oznaczania
pestycydéw w zywnosci oraz nowej metodyki QUEChERS. Wyraznie wynika z niego, ze
zastosowanie metodyki QuEChERS pozwoli zmniejszy¢ ilos¢ etapéw procedury
analitycznej. Jest to bardzo wazne, gdyz kazdy dodatkowy etap komplikuje procedurg,
jest réwniez potencjalnym zrédiem btedow.

Opracowanie nowej metodyki wymaga ustosunkowania si¢ m.in. do nast¢pujacych
kwestii:
®  sposobu rozdrobnienia prébki i jej ilosci,
® wyboru rozpuszczalnika do ekstrakc;ji,

e wyboru odpowiedniego wspétczynnika ,,ilo§¢ prébki/ilos¢ ekstrahenta”,
e  sposobu prowadzenia ekstrakcji - wstrzgsanie czy mieszanie,
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e  sposobu zainicjowania rozdzielenia faz,
® sposobu oczyszczania ekstraktu.

Tradycyjne metodyla analizy
probek zywnosci pod katem Metodyka QuE ChERS
zawartoscl pestyeydow

®* wymagalg zazwyczal duzych ilosct o  umozliwia zmnigjzzenie 1logcl
probek, prébek oraz potrzebnego szkila
*  spto zarwyczaj procedury laberatoryinego,
wieloetapowe, ktdre wymagajg ® nie wymaga mieszania i
jednego badf wigce etapdw filtracyi, etapu
cczyszozania ekstraktu, a w zwigdo odparowywanialzateZania oraz
£ tym sg skomplikowane, drogie, wymiany rozpuszezalnikdw.

czaso- i pracochionne,
* wich wyniku powstaja znaczne
lodoi odpaddw,

Rys. 1. Poréwnanie tradycyjnego podejscia w analizie zywno$ci pod katem zawarto$ci pestycydow
oraz metodyki QUEChERS

Najprostszym sposobem poprawienia wydajnos$ci metody analitycznej jest zreduko-
wanie rozmiaru prébki do najmniejszej jej iloSci, ktéra pozwoli otrzyma¢é rzetelne wyni-
ki. W wigkszosci metodyk oznaczania pozostalo$ci potrzebna ilos¢ prébki to
ok. 50+100 g. Taka ilo§¢ prébki musi zosta¢ rozdrobniona za pomoca odpowiednich
urzadzen i technik, a w przypadku Zywnosci réwniez w odpowiednich warunkach. Tak
przygotowana prébka zywnosci o masie ok. 10 g zostala uznana jako odpowiednia
w przypadku metodyki QUEChERS. Nalezy pami¢taé, ze im lepiej rozdrobniona prébka,
tym lepsza penetracja matrycy przez rozpuszczalnik.

Wybor rozpuszczalnika do ekstrakcji

W przypadku oznaczania pozostaloéci pestycydéw w prébkach zywnosci najczgsciej
stosowanymi rozpuszczalnikami byly i sa: aceton [4, 5, 11, 13, 29], octan etylu [18-20]
i acetonitryl [1-3, 15-17], gdyz wszystkie one pozwalaja osiagna¢ duze odzyski analitéw.
W tabeli 3 przedstawiono wady i zalety tych rozpuszczalnikéw. Poniewaz jednak po
ekstrakcji z probek zywnosci (owocdw i warzyw) ekstrakty acetonirylem zawieraja mniej
substancji przeszkadzajacych niz ekstrakty octanem etylu i acetonem oraz stosunkowo
fatwo mozna oddzieli¢ acetonitryl od wody (za pomoca dodatku soli), to acetonitryl
zostal wybrany jako rozpuszczalnik ekstrakcyjny w przypadku stosowania metodyki
QuEChERS.
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Tabela 3
Poréwnanie rozpuszczalnikéw najczesciej stosowanych w analizie zywnoS$ci pod katem zawarto$ci
pestycydéw
Rozp :lslf czal- Zalety Wady

- jest mozliwe latwe

i skuteczne oddzielenie
acetonitryl 3;?;2].1;?11;0;;1(‘:%:3{; - ekstrakty zawieraja substancje przeszkadzajace

zamiast  niepolarnych
rozpuszczalnikéw

- dobrze miesza  sig¢|- nie jest mozliwe rozdzielenie wody i acetonu bez uzycia

aceton . L4
z woda niepolarnych rozpuszczalnikéw
- niektére z najbardziej polarnych pestycydow nie
rozdzielaja si¢ w nim,

- tylko czgéciowo miesza |-  jego uzywanie pociaga za soba izolacj¢ z badanej
si¢ z woda, co czyni do- probki  znacznych iloéci niepolarnych substancji
dawanie  niepolarnych przeszkadzajacych, takich jak lipidy czy wosk

octan etylu S . P . .
rozpuszczalnikéw, aby epikutykularny, ktére nalezy usunaé przed etapem
oddzieli¢ go od wody, oznaczen koncowych, oczyszczenie tak otrzymanego
zbednym etapem ekstraktu ~wymaga czasochtonnej techniki, np.

chromatografii Zelowej (GPC), co réwniez skutkuje
powstaniem duzych ilo§ci odpadéw.

Wspotczynnik ,,ilos¢ probkifilosé ekstrahenta”

Im mniejsza ilo$¢ ekstrahenta jest uzywana na jednostke masy prébki, tym bardziej
skoncentrowany ekstrakt mozna otrzyma¢. Pozwala to unikna¢ etapu odparowywania
rozpuszczalnika i, przynajmniej teoretycznie, obniza granice wykrywalnosci. W trakcie
opracowywania metodyki QuEChERS autorzy poréwnali dwa wspdtczynniki ,.ilo§¢
probki/ilos¢ ekstrahenta’:

e 1/1-10 g prébki + 10 cm’ ekstrahenta,
e 2/1-10 g prébki + 5 cm’ ekstrahenta.

Okazatlo si¢, ze odzyski dla najbardziej polarnych pestycydéw w przypadku zasto-
sowania wspotczynnika ,,ilo$¢ probki/ilos¢ ekstrahenta” réwnego 2/1 nie byly tak duze
jak w przypadku wspétczynnika 1/1. Mimo to odzyski wszystkich pestycydéw wynosity
ponad 75% zaréwno dla wspdtczynnika 2/1, jak i 1/1.

Wstrzgsanie czy mieszanie

Zdaniem autoréw metodyki QUEChERS, wstrzasanie powinno by¢ zawsze rozpa-
trywane przed mieszaniem z uzyciem okreslonych urzadzen (mieszalnikéw), o ile oczy-
widcie ekstrakcja wspomagana wstrzasaniem dostarcza mozliwe do przyjecia wyniki, np.
dla materiatéw odniesienia. Na poparcie swojego twierdzenia przywotuja nastepujace
zalety wstrzasania nad mieszaniem:

e w trakcie wstrzasania prébka nie jest narazona na kontakt z metalowymi
powierzchniami, ktére wystepuja w mieszalnikach,

® w razie potrzeby wstrzgsanie moze by¢ wykonane recznie zaréwno w laboratorium,
jak i w terenie,

e brak koniecznosci czyszczenia pojemnika na probke w mieszalniku migdzy
ekstrakcjami kolejnych prébek,
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® wstrzgsanie odbywa si¢ w zamknietym naczyniu, co jest bezpieczniejsze ze wzgledu
na brak emisji par rozpuszczalnika,

® nie jest potrzebna dodatkowa ilo$¢ rozpuszczalnika do ptukania naczynia, w ktérym
odbywalo si¢ mieszanie,

e  koszt zakupu i utrzymania wytrzgsarki jest mniejszy niz mieszalnika,

e w trakcie mieszania w mieszalniku generowane jest ciepto wywotane przez tarcie
(szczegdlnie w przypadku dodatku soli), wstrzgsanie eliminuje ten problem.

Sposob zainicjowania rozdzielenia faz

Aby uniknaé stosowania cze¢sto toksycznych i drogich wspétrozpuszczalnikéw,
opracowujac metodyke QUEChERS, przeprowadzono szereg eksperymentéw z dodat-
kiem réznych soli, ktére miaty zainicjowaé rozdzielenie faz wodnej i organicznej. Zasto-
sowanie réznych soli umozliwiato analiz¢ pestycydéw o réznej polarno$ci. Sposréd soli,
ktére badano, siarczan magnezu zapewnial najbardziej kompletng ekstrakcje ciecz-ciecz,
co miato bezposrednie przetozenie na najwigksze odzyski pestycydéw, szczeg6lnie tych
najbardziej polarnych, jak metamidofos, acefat czy ometoat. Do dalszych eksperymen-
tow wybrano mieszaning 4 g MgSO, i 1 g NaCl.

Sposob oczyszczania ekstraktu

W konwencjonalnej odmianie techniki ekstrakcji do fazy statej uzywa si¢ najczes-
ciej plastikowych badz szklanych kolumienek wypetnionych zlozem materiatu ekstrak-
cyjnego o masie 250+1000 mg. Niezbedny jest tez zestaw do oczyszczania
i wzbogacania ekstraktéw technikg ekstrakcji do fazy stalej (komora prézniowa ze szkla
borokrzemianowego, pokrywa, kré¢ce i zawory, manometr kontrolny, pompa prézniowa,
odbieralnik rozpuszczalnika i odbieralnik prébki), a takze etap kondycjonowania zloza
i odparowywania rozpuszczalnika. Chociaz technika SPE z zastosowaniem kolumienek
ekstrakcyjnych ma wiele zalet, nie jest jednak technika idealng. Dlatego w metodyce
QuEChERS zastosowano tzw. dyspersyjny wariant techniki SPE (d-SPE), ktéry pozwala
na oszczednos¢ czasu, wysitku, pienigdzy i rozpuszczalnikéw w poréwnaniu z tradycyjna
SPE, co $wietnie ilustruje rysunek 2 [31], przedstawiajacy schemat postgpowania
w dyspersyjnej technice SPE.

Probéwki zawierajace ztoze materialu ekstrakcyjnego do d-SPE mozna przygotowac
w laboratorium, ale réwniez sa one dostepne handlowo i moga zawierac:
® siarczan magnezu - w celu rozdzielenia wody od rozpuszczalnika organicznego,

e zloze zawierajace pierwszorzedowe i drugorzgdowe grupy aminowe (PSA) - w celu
usunigcia cukréw i kwaséw ttuszczowych,

e zloze sadzy grafityzowanej (GBC) - w celu usunig¢cia barwnikdéw i steroli,

e zloze Cig - w celu usuni¢cia niepolarnych substancji przeszkadzajacych, takich jak
lipidy.

Na rysunku 3 [29, 33, 35] przedstawiono poréwnanie dwéch odmian techniki eks-
trakcji do fazy stalej: tradycyjnej (kolumnowej) oraz dyspersyjnej SPE. Na tej podstawie
wybrano dyspersyjna odmiang techniki SPE na zlozu PSA.
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1. Przeniesienie odwirowanego ekstraktu do probdwli zawierajgce) zloze odpowiedniego
sotbenwizorbe ntéw.

2. Energiczne wstrzgsanie (ok. 30 s - 2 min).

3, Wirowanie (5 min, 3000 obr./min) w celu oddzielenia zloza sorbentu od oczyszczonego
elestraltu.

4. MNatychmiastowe nastawienie miana pH (jesli jest to konieczne). Ekstrakt tak preygotowany
jest gotowy do oznaczen kofcowych technika GC lub LC.

Rys. 2. Schemat postgpowania w przypadku techniki d-SPE

Tradycyjne kolumnowe SPE

Dyspersyjne SPE oraz d-SPE

® zapewnia lepsze ocZyszczenie
prébl,

®»  wymaga wickszej ilosci prébli,

®»  wymaga kondycjonowania rloza
i etapu  odparowania  roz-
puszczalnilca,

umoZliwia  otrzymanie  wigkszych
i bardzie] powtarzalnych odzyskéw
analitéw o wlasciwosciach kwasowych
badz  zasadowych  (np. acefat,
katbendazym, imazalil, metamidofos,
pymetrozyna i tiabendazol),

nie wymaga kondycjonowania rloza

i etapu odparowania rozpuszczalnika,

jest wiec szybszg technika,

® wymaga mniejsze] ilodci  prébki,
sorbentu  oraz sprzetu, jest wiec
techniky tafiszg 1 latwiejsza,

* mofe byl stosowana tylko, gdy na

zlogu sorbentu  zatreymywane  sg

substancie  przeszhadzajgee, a  nie

analit.

Rys. 3. Poréwnanie tradycyjnego kolumnowego SPE oraz dyspersyjnego SPE

Oznaczanie pozostalo$ci pestycydéw w owocach i warzywach

Opracowana przez Anastassiadesa i wsp6tpr. w 2003 roku [29] procedura (rys. 4)
polegata na ekstrakcji przez wirowanie prébki zywnosci z acetonitrylem. Wodg i acetoni-
tryl rozdzielano, dodajac do ekstraktu bezwodnego siarczanu magnezu oraz chlorku
sodu. Nastepnie ekstrakt oczyszczano przy uzyciu techniki d-SPE z zastosowaniem ztoza
PSA, ktére efektywnie usuwa wiele polarnych substancji przeszkadzajacych, znajduja-
cych si¢ w prébkach zywnosci. Tak przygotowane ekstrakty byty gotowe do oznaczen
koncowych.

Kontynuacja badan Anastassiadesa i wspétpr. byta przeprowadzona przez Lehotaya
i wspolpr. w 2005 roku [32] walidacja procedury dla ponad 200 réznych pestycydéw
w kilkunastu prébkach o zréznicowanym skladzie matrycy. Na etapie oznaczen konco-
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wych wykorzystano chromatografi¢ gazowa sprz¢zona ze spektrometriag mas (GC-MS)
oraz chromatografi¢ cieczowa z tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS). Otrzymane
wyniki byly bardzo dobre dla wigkszos$ci pozostalosci analizowanych pestycydéw
w warzywach i owocach, wyjatek stanowity pewne pestycydy stabilne wylacznie w $ro-
dowisku o okreslonym pH. W prébkach, ktérych matryce nie zawieraja kwaséw, jak
satata, zaobserwowano degradacj¢ pestycydéw wrazliwych w $rodowisku zasadowym,
takich jak kaptan, folpet, dichlorofluanid i chlorotalonil. Problem ten jednak przezwycie-
zono, dodajac podczas ekstrakcji 0,1% roztworu kwasu octowego lub mréwkowego [33,
34]. Dla réznych warzyw i owocéw z dodatkiem pestycydéw zaréwno polarnych, jak
i zasadowych otrzymano odzyski przekraczajace zazwyczaj 90% oraz powtarzalno$¢
najczesciej mniejsza niz 5% (miara powtarzalnosci jest odchylenie standardowe powta-
rzalnosci oznaczen).

Odwazanie probla (10 g iteflonowe
probéwl wirdwloowe)

dodanie acetonitrylu (10 cm®)
1 wymieszanie {1 min)

Dodanie MgS04 (4 g) i NaCl (1 g)

@ wytieszanie (1 min)

Dodanie roztwory wzorca
wewnegtrne go

wymieszanie (30 ) 1 odwirowanie
elestralketu (1 min)

Przeniesienie 1 cm® z gdrne] warstwy
acetonitrylu do mikroprobdwl
wirdwhkowe] rawierajace] zloze P3A
(253 mg) i bezw. WgE0y4 (150 mg)

wytmieszanie (30 ) 1 odwirowanie
elstraletu (1 min)

Dodanie roztworu 3 % kwasu
mréwkowego (jedli konieczne)

4L

Oznaczenie koficowe
fnajoredcie] GUO-MME

Rys. 4. Gléwne etapy procedury analitycznej wykorzystywanej do oznaczania pestycydow
w prébkach zywnosci (owoce i warzywa)
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Oznaczanie pozostalo$ci pestycydéw w zywnosci
o duzej zawartosci tluszczu

Bardzo dobre wyniki, ktére udato si¢ otrzymaé, stosujac metodyke QuEChERS do
analizy warzyw i owocéw, spowodowaly zainteresowanie tg procedurg i préby jej zasto-
sowania do oznaczania pozostatoéci pestycydow w zywnoS$ci zawierajacej wigksze ilosci
thuszczu [35].

Lehotay i wspélpr. [35] postawili sobie za cel oznaczy¢ zawarto§¢ pozostatosci pe-
stycydéw w zywnosci zawierajacej do 20% ttuszczu (mleko 1 jaja) metodyka
QuEChERS. Uznali oni, ze w Zywno§$ci zawierajacej od 2 do 20% tluszczu moga wyste-
powac pozostatosci zaréwno lipofilowych, jak i hydrofilowych pestycydéw, stad stusz-
no$¢ poszukiwania i rozwoju metod analitycznych pozwalajacych na jednoczesne
oznaczanie analitow o szerokim spektrum polarno$ci. Do zywnosci takiej zaliczy¢ mozna
m.in. mleko, jaja, orzechy, kukurydze, soje, pszenice¢ oraz inne ziarna, ryby i owoce
morza, a takze nerki, watrobe i migso drobiowe, wieprzowe czy tez wotowe, réwniez
awokado. Natomiast w zywnosci zawierajacej powyzej 20% ttuszczu (m.in. oleje roslin-
ne, tluszcz zwierzecy oraz masto) wystepuja gléwnie anality niepolarne, stad brak ko-
niecznosci opracowywania metodyk analitycznych pozwalajagcych na oznaczanie
polarnych pestycydéw w prébkach o takim sktadzie matrycy.

Chociaz tluszcze nie rozpuszczaja si¢ najlepiej w acetonitrylu, jednak pewne ich ilo-
$ci beda si¢ wspotekstrahowaly z analitami, stad konieczno$¢ usunigcia ich przed etapem
oznaczen koncowych. Dlatego tez modyfikacje metodyki QuEChERS zmierzajace do
zastosowania jej do analizy zywnos$ci zawierajacej ttuszcz rozpoczeto od ponownego
ocenienia etapu oczyszczania ekstraktu. W przypadku prébek praktycznie niezawieraja-
cych tluszczu (owoce i warzywa) oczyszczanie za pomocg techniki d-SPE (na ztozu PSA
z dodatkiem bezwodnego MgSO,) zapewniato mozliwo$§¢ usunigcia substancji przeszka-
dzajacych bez negatywnego wptywu na odzysk analitéw [29]. W przypadku ,,ttustych”
probek oczyszczanie ekstraktdw na ztozu sadzy grafityzowanej (GCB) najlepiej sposréd
analizowanych zt6z usuwalo substancje przeszkadzajace, usuwalo jednak réwnoczes$nie
niektére pestycydy, jak terbufos, tiabendazol, heksachlorobenzen i inne - zawierajace
w molekule plaskie pierscienie. Dlatego poréwnano efektywno$¢ oczyszczania takich
Ltustych prébek”, jak jaja, mleko, awokado i tkanki zwierzece, metodyka QuEChERS
z wykorzystaniem takich sorbentéw, jak PSA, GCB i Cig3 za pomoca réznych odmian
techniki SPE (tradycyjnej i d-SPE). Poréwnano réwniez ,oryginalng” metodyke
QuEChERS, w ktérej zastosowano NaCl i MgSO,, aby zapoczatkowaé rozdzielenie
acetonitrylu i wody, oraz procedur¢ zmodyfikowana, w ktérej do acetonitrylu dodano 1%
roztworu lodowatego kwasu octowego i soli sodowej kwasu octowego zamiast NaCl, aby
osiggna¢ state pH procedury niezaleznie od poczatkowego pH prébki.

Okazato si¢, ze zastosowanie modyfikowanej metodyki QuEChERS pozwolilo na
otrzymanie wigkszych odzyskéw analitow i wigkszej stabilnosci tych pestycydéw, ktdre
sa wrazliwe na zmiany pH, dlatego w dalszych eksperymentach stosowano t¢ metode
[33]. Dowiedziono réwniez, iz zastosowanie ztoza sadzy grafityzowanej do oczyszczania
probek moze mie¢ miejsce tylko w przypadku analizowania ich pod katem zawartosci
pestycydéw innych niz anality zawierajace ptaskie pierScienie w molekule. Zastosowanie
kombinacji sorbentéw PSA i Cg na etapie oczyszczanie ekstraktéw za pomocg techniki
d-SPE pozwolito na efektywne oczyszczanie probek w przypadku koniecznos$ci oznacze-
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nia analitéw zawierajacych plaskie pier§cienie w molekule. Udowodniono tez, ze trady-
cyjna kolumnowa technika ekstrakcji do fazy statej zastosowana w zmodyfikowanej
metodyce QUEChERS pozwala na usunigcie wigkszej ilosci substancji przeszkadzaja-
cych z ekstraktéw z jaj niz technika d-SPE [35].

Podjeto réwniez préby zastosowania metodyki QuUEChERS do badan analitycznych
innych prébek zywnosci o duzej zawartosci ttuszczu, jak oliwki i olej z oliwek, pod ka-
tem zawartosci pestycydow nalezacych do réznych klas [36] (chloroorganiczne, fosforo-
organiczne oraz triazyny). Na etapie oczyszczania ekstraktéw zastosowano mieszaning
3 sorbentéw: Cig, PSA i GCB, otrzymujac obiecujace wyniki. Dla wigkszo$ci analitow
otrzymano duze odzyski, jedynie dla mato polarnych analitéw (chloroorganiczne) odzy-
ski byly mniejsze niz 70%.

Podsumowanie

Zmodyfikowana metodyka QUEChERS z wykorzystaniem dyspersyjnego wariantu
techniki SPE jest tatwym 1 szybkim podejsciem w przypadku konieczno$ci
przygotowania prébki pod katem analizy zawarto$ci pozostato$ci pestycydéw. Jednak
wydaje si¢, iz nie nadaje si¢ do zastosowania w przypadku ekstrakcji lipofilowych
pestycydéw z probek zywno$ci o duzej zawarto$ci tluszczu. Moze by¢ natomiast
przydatna do ekstrakcji pestycydéw polarnych i $redniopolarnych z zywnosci o réznej
zawarto§ci tluszczu. Z cala pewnoscig jest to uzyteczna technika ekstrakcyjna
w przypadku analizy zywno$ci niezawierajacej tluszczu pod katem zawarto$ci
pestycyddw o szerokim zakresie polarnosci.

Spis akroniméw

AKronim Termin obcojezyczny Termin polski
ASE Accelerated Solvent Extraction Przyspieszona ekstrakej a za pomoca roz-
puszczalnika
FDA Food and Drug Administration Agencja ds. Zywnosci i Lekéw
GC-MS Gas Chromatography - Mass Spectrome- | Chromatografia gazowa sprz¢Zona ze spek-
try trometrig mas
GCB Graphitized Carbon Black Sadza (czern weglowa) grafityzowana
GPC Gel Permeation Chromatography Chromatografia zelowa
Liquid Chromatography - Tandem Mass Chromatografia cieczowa sprz¢zona
LC-MS/MS :
Spectrometry z tandemowa spektrometrig mas
Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika
MAE Microwave - Assisted Extraction wspomagana promieniowaniem mikrofalo-
wym
MRMs Multi-Residue Methods Metodyki oznaczania pozostalo$ci
MSPD Matrix Solid Phase Dispersion Ekstr}a kcg & za pomocg rozp usz?zalmka
z probki zmieszanej z wypetniaczem
PLE Pressurized Liquid Extraction Przyspieszona ekstrakej a za pomoca roz-
puszczalnika
PSA Primary Secondary Amine Zlf)ze zawierajace plerWSZO{z¢dowe
i drugorzgdowe grupy aminowe
SFE Supercritical Fluid Extraction Ekstrakeja za pomocg plynu w stanie nad-
krytycznym
SPE Solid Phase Extraction Ekstrakcja do fazy stalej

SPME Solid Phase Microextraction Mikroekstrakcja do fazy stalej
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QUECHERS APPROACH FOR THE DETERMINATION
OF PESTICIDE RESIDUES IN FOOD MATRIXES

Department of Analytical Chemistry, Chemical Faculty, Gdansk University of Technology

Abstract: Pesticide-resideue determination in food samples is becoming a very challenging issue because of
large amounts of interferents, such as proteins, saccharides and fats, which in most cases cause negative
impact on the method. On the other hand, ensuring ,.food safety” requires monitoring pesticide residues. For
this task, the development of multi-residue methods, which allow proper control of a large number of pesti-
cides in a unique analysis, is the most common strategy. However, the different classes and physicochemical
properties makes it difficult to develop methodologies that cover all the analytes under one study.

Keywords: pesticides, food, sample preparation, extraction, clean-up, QUEChERS method
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OZNACZANIE SLADOWYCH ILOSCI PLATYNOWCOW
I WYBRANYCH PIERWIASTKOW W PROBKACH
SRODOWISKOWYCH Z ZASTOSOWANIEM TECHNIKI
OPTYCZNEJ SPEKTROMETRII EMISYJNEJ

OPTICAL EMISSION SPECTROMETRY FOR DETERMINATION
OF TRACE AMOUNTS OF PLATINUM METALS (Pt, Pd, Ru, Rh, Ir)
AND Ca, Mg, Pb, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd
IN ENVIRONMENTAL SAMPLES

Abstrakt: Rozwojowi technologicznemu powinna towarzyszy¢ dbatos¢ o srodowisko naturalne. Zdarza sig¢
jednak, ze przy likwidacji jednego zanieczyszczenia powstaje inne. Tak stalo si¢, gdy wprowadzono
katalizatory samochodowe. Platynowce, ktére zostaty zastosowane w budowie konwertoréw katalitycznych,
bedacych czeécia ukladu wydechowego pojazdéw, przedostaja si¢ do Srodowiska, przyczyniajac si¢ do
zanieczyszczenia gleby, roslin i zbiornikéw wodnych. Oznaczanie zawarto$ci platynowcéw w prébkach
srodowiskowych we frakcjach o ré6znym rozmiarze czastek stalych jest zadaniem wymagajacym opracowania
metody analitycznej, pozwalajacej na oznaczanie pierwiastkéw na poziomie ng/g. Tak mate zawartosci tych
analitéw powoduja konieczno$¢ oddzielania ich od matrycy oraz wzbogacania pierwiastkéw obecnych
w prébce. W pracy przedstawiono metod¢ oznaczania platynowcéw (Pt, Pd, Ru, Rh oraz Ir) oraz wybranych
pierwiastkéw (Ca, Mg, Pb, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn i Cd) w certyfikowanych materiatach odniesienia (kurz
uliczny, kurz drogowy) i prébkach rzeczywistych (kurz uliczny, kurz drogowy oraz pyl z instalacji
przemystowej). State probki Srodowiskowe roztworzono w wysokoci$nieniowym, wysokotemperaturowym
systemie mikrofalowym. Pierwiastki wzbogacono na weglu aktywnym. Dodatkowo w celu zwigkszenia
lotnosci pierwiastkéw zastosowano modyfikatory chemiczne - PTFE (gaz, emulsja) oraz tiomocznik (roztwor),
stuzacy do modyfikacji powierzchni wegla aktywnego. Zastosowano technike elektrotermicznego odparowania
w optycznej emisyjnej spektrometrii ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej (ETV-ICP-OES)
w celu oznaczania platynowcéw i 11 wybranych pierwiastkéw. Sprawdzono przydatnos$¢ zastosowanej metody
w celu oznaczania $ladowych ilosci pierwiastkow w certyfikowanych materiatach odniesienia oraz w probkach
Srodowiskowych: kurzu ulicznym, kurzu drogowym i pyle z instalacji przemystowej. Oznaczone zawarto$ci
byly poréwnywalne z zawarto$ciami okreslonymi w certyfikowanych materiatach odniesienia oraz
w cytowane]j literaturze.

Stowa kluczowe: certyfikowane materiaty odniesienia, odparowanie elektrotermiczne, optyczna spektrometria
emisyjna z plazma sprz¢zong indukcyjnie, oznaczanie platynowcéw, wzbogacanie na weglu
aktywnym, oznaczanie wybranych pierwiastkéw

* Zaktad Chemii Analitycznej, Politechnika Poznanska, ul. Piotrowo 3, 60-965 Poznan, tel. 61 665 23 12,
fax 61 665 25 71
! Autor do korespondenciji: Henryk.Matusiewicz@put.poznan.pl
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Platynowce stanowig utamek masy litosfery, najwigcksze ich stezenie znajduje si¢
w jadrze Ziemi [1]. Na powierzchni ziemi ich zawarto$¢ waha si¢ w granicach
1+5 ng/g platyny, 15 ng/g palladu, 0,1 ng/g rodu, 0,1 ng/g rutenu, 1 ng/g irydu oraz
5 ng/g osmu. Czgsto jest jednak wigksza, dzieje si¢ tak na skutek powszechnego rozwia-
zania technologicznego - konwertora katalitycznego znajdujacego si¢ w kazdym pojez-
dzie napedzanym paliwem cieklym lub gazowym. Od 1975 roku w USA, a od 1992 roku
w krajach Unii Europejskiej uktady wydechowe nowych samochodéw produkowanych
w tych dwdch obszarach geograficznych sg wyposazone w katalizatory.

Katalizator spalin wewnatrz ma ksztalt ,,plastra miodu” zbudowanego z aragonitu
(tlenek glinu(I1I)) na powierzchni, ktérego naniesione sg platyna, pallad i rod [1-3]. Pro-
porcje tych pierwiastkéw réznig si¢ od siebie, najczesciej jednak wystgpuja one w sto-
sunkach 5:1 dla Pt:Rh i Pd:Rh (silniki benzynowe) oraz 9:1 dla Pt:Rh i Pd:Rh (silniki
wysokoprezne). Pierwiastki te z uktadéw wydechowych podczas jazdy przedostaja si¢ do
$rodowiska, powodujac jego zanieczyszczenie. Zawarto$¢ platynowcéw na poboczach
drég, w kurzu ulicznym i drogowym znajduje si¢ na poziomie ng/g, przekraczajac zawar-
tosci tych pierwiastkdw wystepujacych w srodowisku.

W literaturze opisano wiele metod oznaczania platynowcéw, jednak nie kazda po-
zwala na oznaczanie pierwiastkéw w $ladowych ilo$ciach. Wéréd metod pozwalajacych
na oznaczanie platynowcéw na poziomie ng/g bez konieczno$ci zastosowania technik
zat¢zania lub oddzielania pierwiastkéw od matrycy mozna wyrézni¢: absorpcyjna spek-
trometri¢ atomowa z atomizacjg w piecu grafitowym (GF-AAS) (graphite furnace ato-
mic absorption spectrometry), spektrometri¢ mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie
sprzezonej (ICP-MS) (inductively coupled plasma mass spectrometry), aktywacyjna
analiz¢ neutronowg (NAA) (neutron activation analysis), woltamperometri¢ inwersyjna
z rozpuszczaniem anodowym (ASV) (anodic stripping voltammetry), fluorescencje rent-
genowska (XRF) (X-ray fluorescence spectrometry). Metoda z zastosowaniem optycznej
spektrometrii emisyjnej z plazmg indukcyjnie sprz¢zong (ICP-OES) (inductively coupled
plasma optical emission spectrometry) mozna oznacza¢ pierwiastki, ktérych zawartos§¢
nie jest mniejsza niz pg/g. Stosujac optyczng spektrometri¢ emisyjng z plazma induko-
wang mikrofalowo (MIP-OES) (microwave induced plasma optical emission spectrome-
try), zawarto$¢ pierwiastkéw, ktére mozna oznaczaé ta technika, nie powinna by¢
réwniez mniejsza niz pg/g. Laczac technike spektrometrii emisyjnej z technika wprowa-
dzania par pierwiastkéw - elektrotermiczne odparowanie (ETV) (electrothermal vapori-
zation), otrzymuje si¢ technike (ETV-ICP-OES), ktdrej granice wykrywalnosci
pierwiastkOw zostaja obnizone do zawarto$ci wyrazonej w ng/g. Zaleta techniki elektro-
termicznego odparowania jest mozliwo$¢ kontroli temperatury odparowania probki.
Skutecznos$¢ transportu par pierwiastkdw dodatkowo mozna poprawié poprzez zastoso-
wanie modyfikatoréw chemicznych.

Przeprowadzono wiele badan, poszukujac zwigzkéw pozwalajacych na wzrost efek-
tywnosci transportu pierwiastkéw do plazmy. Byrne i wspdtpr. [4] odnotowali wzrost
sygnatu Ir, Pd, Pt, Rh, Ru i Os po zastosowaniu jako modyfikatora 100 ppm TeCl,
w 0,2 M HCI. Dobrowolski [5] zastosowal dodatek emulsji PTFE do usuwania SiO,
z matrycy probki podczas oznaczania selenu. Dias i wspotpr. [6] dowiedli, Zze zastosowa-
nie PANO; jako modyfikatora do oznaczenia Cd, Pb, Ni i Co wptywa na polepszenie
transportu i nie powoduje zmniejszenia sygnatu analitycznego. Ertas i Halcombe [7]
wykazali, ze efektywno$¢ transportu Be, Cd, In i Pb zwickszyla si¢, gdy proces odparo-
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wania elektrotermicznego probek roztworowych byt przeprowadzony w obecno$ci NaCl
z zastosowaniem modyfikatora PANO;. Krivan i Schiffer [8] zaproponowali podczas
jednoczesnego oznaczania Al, Ag, As, Bi, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, K, Li, Mg, Na, Nii Pb
w graficie dodatek freonu 1,2 do gazu nosnego. Autorzy uzyskali zwigkszenie efektyw-
no$ci transportu pierwiastkow z jednoczesnym obnizeniem granicy wykrywalnosci.
Nickel i Zadgérska [9], odparowujac elektrotermicznie proszek SiC w obecnosci mody-
fikatora CoF,+BaO, wskazali na brak strat oznaczanych pierwiastkéw podczas ich trans-
portu do plazmy. Wende i Broekaert [10], oznaczajac zanieczyszczenia w zawiesinie
AlL,O; z zastosowaniem elektrotermicznego odparowania pierwiastkéw, odnotowali
wzrost efektywno$ci odparowania i transportu pierwiastkéw do plazmy w obecnos$ci
modyfikatora PdCl,, co pozwolito na obnizenie granic wykrywalno$ci pierwiastkéw.
Fuyi i wspétpr. [11] poddali procesowi fluorowania z wykorzystaniem PTFE probki
zawierajace Mo, Yb, Cr. Poprawe efektywnosci odparowania oznaczanych pierwiastkéw
osiggni¢to na skutek przeksztalcenia ich w trwale termicznie i zarazem lotne fluorki.
Zaray i Kantor [12] zbadali wptyw NaNOj; oraz Na,SeO; na etap elektrotermicznego
odparowania pierwiastkow z prébek gleby i osadéw; wykazali zwigkszenie efektywnosci
transportu pierwiastkéw As, Cd, Zn do plazmy.

Zestawienia metod oznaczania platynowcéw zostaly opracowane przez Balcerzak
[13] oraz Maysedova i wspétpr. [14].

Oznaczanie zawarto$ci platynowcéw w wymienionych prébkach srodowiskowych
moze by¢ poprzedzone podziatem na frakcje. Analiza frakcyjna pozwala na okreslenie
zakresu $rednic czastek materiatu, w ktérym znajduje si¢ najwicksza zawarto$¢ metali.
Oznaczanie $ladowych ilo$ci pierwiastkéw w réznych frakcjach materiatéw statych prze-
prowadza si¢ po ich uprzednim roztworzeniu czg¢sto z udziatem energii mikrofalowe;j
[15].

Czes¢ eksperymentalna
Aparatura
System mikrofalowy

Rozktad prébek na mokro przeprowadzono w mikrofalowym, wysokoci$nieniowym,
wysokotemperaturowym mineralizatorze o czestotliwosci 2450 MHz i maksymalnej
mocy 300 W, model UniClever, Plazmatronika, Wroctaw.

Prébki umieszczano w zamykanym naczyniu z Hostaflonu (TFM-PTFE)
o pojemnosci 110 cm’.

Naczynie reakcyjne z probka i odczynnikami umieszczano w stalowym korpusie
mineralizatora, do ktérego doprowadzano poprzez anten¢ energi¢ mikrofalowa.

Spektrograf

Analizg jako$ciowa prébek wykonano za pomoca spektrografu Q-24, firmy Carl
Zeiss Jena, Niemcy. Spektrograf ze wzbudzeniem pierwiastkéw w tuku pradu statego
wybrano ze wzgledu na mozliwos$¢ wykrycia wielu pierwiastkéw réwnoczesnie.
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Parametry spektrografu Q-24

Dobrano do$wiadczalnie warto§ci parametréw: czas naswietlania, wysoko$¢ prze-
stony, szeroko$¢ i wysokos$¢ szczeliny, przerwg analityczng, aby otrzymac¢ prawidlowo
na$wietlong ptyte fotograficzng. Parametry spektrografu zostaly zestawione w tabeli 1.

Tabela 1
Parametry spektrografu Q-24
Zakres widma 220+460 nm
Wysoko$¢ przestony 5
Przestona obiektywu 1:15
Szerokos¢ szczeliny 25 um
Wysoko$¢ szczeliny 3 mm, ostabiacz 3-stopniowy
Przerwa analityczna 4 mm

tuk pradu statego, 8 A;

Zr6dio wzbudzenia generator uniwersalny UBI-1, Carl Zeiss Jena (Niemcy)

Czas ekspozycji 30+40's
Czas przedpalenia ls
Atmosfera powietrze

Elektrody spektograficzne

Zastosowano elektrody o odpowiednio dobranym ksztalcie wykonane z grafitu
o s$rednicy 6 mm, model SU-302 oraz SU-202 wyprodukowane przez firme
Elektrokarbon-Topolcany, Czechy.

Plyty spektograficzne i odczynniki fotograficzne

Zastosowano ptyty spektograficzne firmy Agfa-Gevaert o wymiarach 6 x 24 cm oraz
wywotywacz i utrwalacz firmy Kodak.

Spektroprojektor SP 2

Zastosowano spektroprojektor SP 2 o powigkszeniu 20-krotnym, ktéry stuzyt do
obserwacji widm zarejestrowanych na plytach spektrograficznych.

Spektrometr emisyjny ICP

Spektrometr emisyjny ze wzbudzeniem w plazmie sprz¢zonej indukcyjnie z polem
o wysokiej czestotliwo§ci (IRIS, Thermo Jarell Ash, USA) wyposazony jest w uktad
optyczny Echelle. Nastgpuje w nim rozszczepienie promieniowania przez pryzmat, poz-
niej na siatce dyfrakcyjnej w plaszczyZnie prostopadlej. Uktad taki zastosowany we
wspétpracy z oprogramowaniem ThermoSpec pozwala na dwuwymiarowa prezentacje
widma emisyjnego.

Aparat jest wyposazony w oprogramowanie pozwalajace na rejestracj¢ sygnatow
uzyskanych z detektora CID. Matryca detektora sktada si¢ z 262 144 pdl. Kazdej z linii
analitycznych odpowiada obszar ztozony z 45 pél. W odpowiednich polach mierzona jest
intensywno$¢ emisji wzbudzonych pierwiastkéw.
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W spektrometrze zastosowano poziome zamontowanie palnika. Kierunek przeptywu
probki jest rownolegly i pokrywa si¢ z osig optyczna; plazme obserwuje si¢ osiowo.
Parametry spektrometru ICP znajduja si¢ w tabeli 2.

Tabela 2
Parametry spektrometru ICP
System optyczny Echelle
Ogniskowa 381 mm
Nacigcia siatki dyfrakcyjnej 52,6 linii/mm
Rozmiar siatki dyfrakcyjnej 60 x 110 mm
Kat odbicia 64,1°

550 x 100 um dla dlugosci fali 175+333 nm, $rednica 45 pm dla dlugosci

Szczelina wejsciowa fali 270900 nm

Szerokos$¢ wejsciowa < 0,005 nm przy 200 nm, <0,01 nm przy 400 nm, < 0,02 nm przy 600 nm
Zakres diugosci fal 175+900 nm
Detektor Pétprzewodnikowy CID (matryca 512 x 512 elementéw)
Czgstotliwo$¢ wzbudzenia 27,12 MHz
Moc wzbudzenia 7501750 W

Regulator masowego przeptywu gazu

W celu plynnej regulacji masowego przeptywu pomocniczego gazu do plazmy ICP
zastosowano elektroniczny regulator ERG 1000 (BETAERG, Warszawa) sterowany za
pomocg uktadu kontrolujacego ERG 2M (BETAERG, Warszawa).

Uktad elektrotermicznego odparowania

Elektrotermiczne odparowanie (ETV; electrothermal vaporization) polega na
przeprowadzeniu pierwiastkOw w stan gazowy, a nast¢pnie wprowadzaniu ich do zrédta
wzbudzenia. Komora odparowania jest umieszczona migdzy elektrodami i jest
ogrzewana oporowo. Prébka (ciekla lub stata) jest umieszczana w kuwecie, we wngtrzu
pieca grafitowego, do elektrod przyktadany jest prad, ktéry oporowo ogrzewa piec. Pary
probki wraz z gazem nos$nym i gazem pomocniczym trafiaja poprzez dysz¢ do zrédia
wzbudzenia. System jest chlodzony woda. Piec grafitowy jest dodatkowo chroniony
przed utlenianiem strumieniem gazu ochronnego. ETV zostal wyposazony w trzy
doptywy gazéw do pieca grafitowego: nos$ny, dodatkowy i ochronny.

Tabela 3
Parametry uktadu elektrotermicznego odparowania ETV 4000

Srednica wewnetrzna 8,4 mm
Wymiary pieca grafitowego Srednica zewngtrzna 10,7 mm
Dtugo$¢ 53 mm

Programowanie temperatury pieca grafitowego Mikrokomputer
Chiodzenie Wodne
Przeptyw gazu no$nego 10+1000 cm® min™
Przeptyw gazu dodatkowego 10+1000 cm® min™
Przeptyw gazu reakcyjnego 0,5+50 cm® min™
Przeptyw gazu ochronnego 10+1000 cm® min™

Maksymalna temperatura pieca grafitowego ok. 3000°C
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Do badan zastosowano argon, graniczne szybko$ci przeplywu gazéw zestawiono
w tabeli 3. Uktad ETV ma takze dodatkowy kréciec umozliwiajacy wprowadzenie do
pieca grafitowego czwartego strumienia gazu - gazu reakcyjnego (wybrano CHF;),
ktérego wartosci graniczne szybkosci przeptywu zestawiono réwniez w tabeli 3.

Kalibracja uktadu ETV (zalezno$¢ temperatury pieca grafitowego od natgzenia
pradu) zostala dokonana przez producenta. Programowanie temperatury pieca
grafitowego odbywalo si¢ za posrednictwem komputera stanowiacego cze$¢ uktadu
ETV.

Potgczenie systemu elektrotermicznego odparowania ze spektrometrem emisyjnym

Przygotowano rurki z PTFE o odpowiedniej dlugosci tak, aby nie wystgpowaty skre-
cenia lub ugigcia przewodéw. Polaczenie powinno by¢ réwniez jak najkrétsze w celu
ograniczenia czasu przebywania par pierwiastkéw pomigedzy ETV a plazma [16, 17].

Innym rozwigzaniem jest zastosowanie zaworOw pozwalajacych na przetaczanie
strumieni gazéw; wplywa to korzystnie na ograniczenia ilo$ci wprowadzanych do plazmy
zanieczyszczen pochodzacych z pieca ETV [18]. Na rysunku 1 przedstawiono schemat
zastosowanej techniki tagczonej ETV-ICP-OES.

a) b) )
zawor przelaczajacy
strumienie gazow =
gaz pomociczy ETV ‘l’ g #récio ICP
C= L
do detektora
kuweta L
grafitowa komora
redukcyina
gaz pomocniczy ICP
== gaz reakcyiny . . gaz plazmowy
i zawar przelqczajacy
gaz nosny strumienie gazow

Rys. 1. Schemat techniki laczonej ETV-ICP-OES: a) ETV, b) ukfad dostarczania produktéw
odparowania do plazmy, ¢) ICP-OES

Mieszadto magnetyczne

Roztworzone probki dodawano do zawiesiny wegla aktywnego; tak przygotowang
zawiesing mieszano przez 30 minut z szybkoscia 250 obrotéw/min.

Wagi analityczne

Prébki state przeznaczone do roztwarzania oraz wegiel aktywny odwazano na wadze
analitycznej (MERA - WAG, Gdansk) z doktadnos$cia do 0,1 mg.
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Przygotowane prébki (mieszaniny: materiatu odniesienia probki rzeczywistej, wegla
aktywnego, modyfikatora) byly odwazane na wadze mikroanalitycznej (Metler Toledo,
Wiochy) z doktadnoscia do 0,001 mg.

Gazy, odczynniki i roztwory

Stosowano nastgpujace gazy: argon 5,0 o czystosci 99,999% (BOC Gazy, Poznan),
trifluorometan R23 (Praxair, Poznan) oraz azot techniczny o czystosci 95% (BOC Gazy,
Poznan).

Roztwory = wzorcowe oznaczanych pierwiastkéw przygotowywano przez
rozcienczenie roztwordw standardowych o stezeniu 1000 mg/dm3 Pd (Merck, Darmstadt,
Niemcy), Pt (BDH, Chemicals Pool, Wielka Brytania), Ru (Venton, Danvers, USA), Rh
(Merck, Darmstadt, Niemcy) i Ir (Aldrich, St. Louis, USA).

Roztwory wzorcowe zawierajace okre§lone stezenia wybranych pierwiastkéw (Ca,
Mg, Ba, Cr, Mo, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Ag, Zn, Cd, Al oraz Pb) przygotowywano przez
rozcieficzenie roztworu standardowego Certipure IV o stezeniu 1000 mg/dm’® (Merck,
Darmstadt, Niemcy).

W celu zwigkszenia efektywnosci transportu pierwiastkéw z ETV do zrédia
wzbudzenia stosowano dodatek modyfikatora. Jako modyfikatory stosowano: tiomocznik
(Fluka AG, Buchs, Szwajcaria), roztwor 2,5% przygotowano przez rozpuszczenie 2,5 g
substancji w 100 dm® wody redestylowanej oraz emulsje PTFE (dyspersje tarflenowa)
typ N, 60% (Zaktady Azotowe, Putawy).

Zawiesing wegla aktywnego przygotowywano, dodajac 50 mg wegla aktywnego
o powierzchni wiasciwej 1500 m*/g, Norit 50 C (Wielka Brytania), do 10 cm® 0,1%
roztworu Tritonu X-100 (Dow Chemicals, USA) z dodatkiem 0,1 cm® dekanolu
o czystosci > 99% (Merck, Darmstadt, Niemcy).

W celu roztworzenia prébek zastosowano: kwas azotowy 65%, Extrapure (Merck,
Darmstadt, Niemcy), kwas fluorowodorowy 20%, Suprapure (Merck, Darmstadt,
Niemcy) oraz kwas nadchlorowy (chlorowy(VII)) 70%, Extrapure (Merck, Darmstadt,
Niemcy).

W pracy korzystano z wody o bardzo duzej czystosci otrzymywanej w uktadzie
odwrdconej osmozy z wymieniaczem jonowym (DEMIWA 5, Rosa Watek, Czechy).
Wode¢ demineralizowang dodatkowo destylowano w aparacie kwarcowym Bil8
(Heraeus, Niemcy).

Wzorce poréwnawcze i certyfikowane materialy odniesienia

Sprawdzenie metody spektrograficznej zostato przeprowadzone za pomocg wzorcéw
poréwnawczych: Spectromel 1, mieszanina 52 pierwiastkéw, kazdy o zawartosci 1,18%
(JMC, Londyn, Wielka Brytania) (Standard powder mixture no. 1); Spectromel 2, mie-
szanina 8 pierwiastkéw, kazdy o zawartosci 12,5%, (JMC, Londyn, Wielka Brytania)
(Standard powder mixture no. 2); R.U. proszek, mieszanina 52 pierwiastkéw (JMC,
Londyn, Wielka Brytania) (R.U. powder).

Sprawdzenie (walidacja) procedury analitycznej zostalo przeprowadzone za pomoca
certyfikowanych materiatéw odniesienia: NIES nr 8, pyl zebrany z filtréw
elektrostatycznych wentylatoréw tunelowych, Japonia (Tunnel Dust); BCR-723, kurz
drogowy, Niemcy (Road Dust); NIST 1648, czastki stale obecne w powietrzu, USA
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(Urban  Particulate  Matter), oraz materialu przeznaczonego do badan
migdzylaboratoryjnych: CW-7, kurz drogowy zebrany w tunelu Tanzenberg, Austria
(Tunnel Dust ).

Probki rzeczywiste

Dokonano oznaczen wybranych pierwiastkéw w probkach rzeczywistych, majacych
podobne wlasciwosci fizyczne do zastosowanych certyfikowanych materialéw
odniesienia. Zastosowane probki rzeczywiste: kurz z filtru powietrza ciggnika
siodtowego, kurz z filtréw powietrza samochodéw osobowych oraz kurz z filtrow
uzyskany podczas pomiaru testowego emisji czastek statych i pyl z instalacji
przemystowej do produkcji tworzyw sztucznych. Probki zostaly podzielone na dwie
frakcje: catkowita i ponizej 0,2 um ($rednica czastek).

Przygotowanie probek do analizy jakosciowej

Analizg jakoSciowa probek poprzedzalo oczyszczanie elektrod w tuku. Probki byty
rozcienczane w stosunku 1:1 grafitem; tak przygotowanym materiatem wypetniano krater
elektrody grafitowe;j.

Przygotowanie probek

Do oznaczen odwazono okoto 100 mg prébki, ktére nastepnie przenoszono do mie-
szaniny kwaséw (I cm® HF, 1 cm® HNO;, 1 cm® HCIO,, 3 cm® H,0,) znajdujacej sie
w naczyniu teflonowym, ktéry umieszczono we wnetrzu korpusu systemu mikrofalowe-
go. Program temperaturowy zastosowany do roztwarzania materialéw odniesienia
i probek rzeczywistych sktadat si¢ z jednego etapu, ktéry trwat 10 minut; zastosowano
maksymalng moc 300 W. Nastepnie system mineralizatora chlodzono woda przez
30 minut. Roztworzone materialy odniesienia i prébki rzeczywiste przenoszono ilo$cio-
wo do kolby miarowej i uzupetniono woda do 10 cm’.

Przygotowanie probek - filtry

Filtry zostaly dostarczone z Pracowni Badan Toksyczno$ci Spalin OBR SM
BOSMAL w Bielsku-Biatej do Zaktadu Chemii Analitycznej Politechniki Poznanskiej.

Do pobierania probek czastek stalych zastosowano metod¢ grawimetryczng
z czg¢Sciowym przeptywem spalin poprzez tunel rozcienczajacy.

W celu zebrania czastek na filtrze rozrzedzone spaliny o predkosci przeptywu od
35 do 85 cm s~ byly przepuszczane przez dozownik (smart sampler), we wnetrzu
ktérego umieszczano filtr. Kazda z frakcji byta zbierana na oddzielnym filtrze [19, 20].

Pierwszym etapem procedury analitycznej bylo zwazenie filtru zawierajacego pyt,
nastgpnie poréwnanie jego masy z filtrem niezawierajacym pylu w celu okreslenia masy
probki. Kolejne etapy przygotowania prébek filtréw pokrywaja si¢ z procedurg opisang
w punkcie ,,Przygotowanie prébek”.

Wzbogacanie pierwiastkéw na weglu aktywnym

Zawiesing wegla aktywnego przygotowywano, dodajac 50 mg wegla aktywnego do
10 cm® 0,1% roztworu Tritonu X-100 z dodatkiem 0,1 cm’ dekanolu.
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Do wczesniej przygotowanych mieszanin: materialdéw odniesienia, prébek
rzeczywistych (punkty ,,Przygotowanie prdébek”, ,Przygotowanie prébek - Afiltry”)
dodawano zawiesiny wegla aktywnego. Do mieszaniny dodawano, jednocze$nie
mieszajac (30 min), roztworu tiomocznika lub emulsji PTFE tak, aby osiagnaé st¢zenie
w mieszaninie 0,3 mol/dm’® (roztwér) lub 6% (emulsja). Nastepnie zawiesing
przenoszono na saczek i odsaczano (15 min). Pozostalo$¢ przenoszono na foli¢
teflonowa 1 pozostawiono do odparowania roztworu w temperaturze pokojowej
(ok. 12 godzin).

Odwazono konieczng ilo$¢ odwazek przygotowanego wcze$niej wegla aktywnego
z zaadsorbowanymi pierwiastkami o masie 2,5 mg, nastgpnie dodano do kazdej
z odwazek odpowiedniej ilo$ci roztworu w celu zastosowania metody dodatku wzorca.
Tak przygotowane probki byly gotowe do oznaczania zawartych w nich pierwiastkéw
metodg ETV-ICP-OES.

Przygotowanie spektrometru ICP

W sklad procedury inicjujacej pomiary intensywnos$ci emisji pierwiastkow
wchodzity etapy:
1. Wilaczenie zasilania elementéw skladowych systemu: spektrometru emisyjnego,
komputera sterujacego, uktadu chlodzenia detektora, ustalenie przeptywu gazu
ptuczacego detektor.

2. Uruchomienie systemu ThermoSPEC sterujacego spektrometrem wraz z programami
Subarray lub Time Study (zaleznie od etapu).

Doprowadzenie uktadu detekcyjnego (CID) do temperatury ponizej —80°C.
Ustalenie przeptywu gazu plazmowego.

Zapalenie plazmy i ustabilizowanie parametréw jej pracy.

AR S

Rozpoczecie whasciwych pomiaréw.

Przygotowanie ukladu elektrotermicznego odparowania ETV 4000
Przed przystapieniem do etapu odparowania pierwiastkéw z prébki wykonywano

czynnosci:
1. Wilaczenie zasilania systemu.
2. Zalaczenie uktadu chlodzenia wodnego (odczekac, az przeplyw si¢ ustabilizuje).
3. Otwarcie doptywu gazéw do systemu.
4. Otwarcie zaworu wewngtrznego systemu.

4.1. Ustalenie przeptywu gazu no$nego.

4.2. Ustalenie przeptywu gazu pomocniczego.

4.3. Ustalenie przeptywu gazu reakcyjnego (opcjonalnie).

5. Wprowadzenie programu temperaturowego sterujacego etapami elektrotermicznego
odparowania.

6. Umieszczenie we wngtrzu pieca grafitowego kuwety z prébka.

7. Wlaczenie wybranego programu temperaturowego.
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Réwnoczesne oznaczanie platynowcow
i wybranych pierwiastkow metodg ETV-ICP-OES

Materialy odniesienia i probki rzeczywiste roztworzono w mieszaninie kwaséw
(1 cm’ HF, 1 cm® HNO;, 1 cm’ HCIO,, 3 cm’ H,0,). Nastegpnie pierwiastki w nich za-
warte wzbogacano na weglu aktywnym zgodnie z procedurg opisang w punkcie ,,Wzbo-
gacanie pierwiastkéw na weglu aktywnym”. Prébki (material odniesienia prébka
rzeczywista, wegiel aktywny, modyfikator) o masie 2,5 mg umieszczano w kuwecie gra-
fitowej, ktéra wprowadzano do wnetrza pieca grafitowego.

Réwnoczesne oznaczanie platynowcéw i wybranych pierwiastkéw rozpoczynato si¢
od uruchomienia odpowiednio przygotowanego programu temperaturowego ETV.

Przed rozpoczeciem etapu elektrotermicznego odparowania ustawiano zawor
w pozycji faczacej aparat ETV z ukladem wentylacji w celu odprowadzenia produktéw
suszenia probki. Nastepnie po 60 s zmieniano pozycje zaworu tak, aby umozliwi¢ trans-
port par pierwiastkéw wraz z gazami: no$nym, reakcyjnym (opcja) oraz pomocniczym do
plazmy. Po uptywie 15 s po zalgczeniu uktadu ETV uruchamiano program pomiarowy
spektrometru ICP (Time study), umozliwiajacy pomiar intensywnoS$ci emisji pierwiast-
kéw (detektor CID). Na 10 s przed zakonczeniem cyklu pomiarowego przetaczano zawor
w pozycje umozliwiajaca odprowadzanie produktéw czyszczenia pieca ETV do uktadu
wentylacji.

Wiyniki i ich oméwienie
Analiza spektrograficzna

W wybranych wzorcach poréwnawczych: Spectromel 1, Spectromel 2, proszek
R.U., materiatach odniesienia NIES nr 8§, BCR-723, prébce kurzu pochodzacego z filtru
samochodu osobowego oraz roztworach Pt, Pd, Ru, Rh i Ir o st¢zeniu 1000 ppm po-
twierdzono obecnos¢: Pt (1 linia widmowa), Pd (1 linia widmowa), Ru (4 linie widmo-
we), Rh (2 linie widmowe), Ir (4 linie widmowe), Ca (9 linii widmowych), Mg (9 linii
widmowych), Pb (9 linii widmowych), Cr (9 linii widmowych), Mn (9 linii widmowych),
Co (9 linii widmowych), Fe (9 linii widmowych), Ni (9 linii widmowych), Cu (8 linii
widmowych), Zn (8 linii widmowych) oraz Cd (3 linie widmowe). Wysoko$¢ przestony,
przestong obiektywu, szeroko$¢ i wysokos¢ szczeliny oraz przerwg analityczng dobrano
tak, aby otrzymac¢ najwigksza intensywnos$¢ emisji pierwiastkow. Sygnaly pierwiastkéw
rejestrowano na kliszy spektrograficznej podczas ekspozycji w czasie od 30 do 40 s.

Ksztalt elektrod zostal odpowiednio dobrany dla statych materiatéw: wzorcéw, cer-
tyfikowanych materialéw odniesienia, prébek rzeczywistych oraz dla roztworéw wzor-
cowych.

Na podstawie wybranych linii analitycznych dokonano identyfikacji jako$ciowe;j
pierwiastkéw zawartych we wzorcach poréwnawczych, materialach odniesienia
i prébce rzeczywistej. Podczas analizy uwzgledniono wptyw linii widmowych Fe powo-
dujacych koincydencje z liniami widmowymi Ca, Pb, Cr, Mn, Co, N i Cu. Potwierdzono
koincydencje¢ linii Pb, Fe z pasmami cyjanowymi, utrudniajagcymi wykrycie pierwiast-
kéw. Stwierdzono wystepowanie koincydencji linii widmowych Cr z liniami widmowymi
Mn oraz linii widmowych Co z liniami widmowymi Ni. Zaobserwowane zjawiska sa
zgodne z doniesieniami literaturowymi [21].
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Uzyskane linie widmowe zarejestrowane na kliszy (a pochodzace od platynowcow)
sa mniej liczne w poréwnaniu z pozostalymi 11 pierwiastkami. Wyjatek stanowi Cd,
zidentyfikowano 3 linie widmowe. Z powodu matych zawartosci zidentyfikowane linie
nie pozwalaja na dokonanie analizy ilosciowej platynowcéw oraz Cd. Jednocze$nie od-
nalezienie i zidentyfikowanie 1 linii widmowej pierwiastka nie gwarantuje obecnos$ci
pierwiastka w prébce, jednak nie mozna wykluczy¢, ze jego zawartos¢ jest na tyle mata,
ze oznaczanie jest niemozliwe z zastosowaniem techniki spektrograficznej. Dlatego ko-
nieczne jest zastosowanie techniki analitycznej, pozwalajacej na oznaczanie nie tylko
makrosktadnikéw, ale réwniez pierwiastkéw wystgpujacych w prébkach na poziomie
sladowym.

Optymalizacja parametréw pracy spektrometru emisyjnego
Optymalizacja mocy generatora plazmy indukcyjnie sprzezonej

Z dostegpnego przedziatu mocy od 750 do 1750 W wybrano warto$¢ 1150 W, ktéra
zostala ustalona podczas wezesniej wykonywanych badan.

Przeptyw gazow w palniku

Konstrukcja palnika plazmowego wskazuje na zastosowanie przepltywu gazu chlo-
dzacego 14 dm’/min oraz przeptywu gazu pomocniczego 1,5 dm*/min.

Zastosowane rozwigzanie w odréznieniu od oryginalnego zestawu (rozpylacz pneu-
matyczny, komora rozpylajgca) zaktada dostarczanie do plazmy produktéw powstatych
podczas elektrotermicznego odparowania (ETV). Takie rozwigzanie wymusza jednak
zastosowanie dodatkowego gazu nosnego o natgzeniu przeptywu 0,75 dm’/min, ponie-
waz laczne natezenie przeptywu gazu z uktadu elektrotermicznego odparowania to tylko
0,75 dm’/min, a catkowity przeptyw gazu trafiajacy do plazmy nie moze by¢ mniejszy
niz zatozony przez producenta (1,5 dm*/min).

Przetaczanie strumieni gazéw w ETV jest zwiazane z konieczno$cia odprowadzenia
produktéw czyszczenia uktadu do wentylacji pomieszczenia laboratoryjnego. Dodatkowo
zastosowano komore (150 cm’) redukujgca wzrost cisnienia goracych produktéw odpa-
rowania w strumieniu gazu no$nego.

Zastosowanie programu Subarray w procedurze optymalizacji

Program Subarray jest jednym z programéw sterujacych detektorem CID. Jego za-
daniem jest $ledzenie intensywnosci sygnaldw analitycznych pochodzacych od pier-
wiastkow, poréwnywanie ich ze sobg oraz pomiar tta pochodzacego od prébki (matrycy).

Program zastosowano do pomiaru intensywnosci emisji sygnatéw krétkotrwatych,
pochodzacych od wybranych pierwiastkéw.

Zastosowanie programu Time Study w procedurze optymalizacji

Pomiar sygnatéw analitycznych pochodzacych od pierwiastkéw wprowadzanych
z uktadu ETV, z ktérym spektrometr emisyjny jest potaczony, odbywa si¢ za pomoca
oprogramowania o nazwie Time Study. Program stuzy do pomiaru intensywnosci krétko-
trwatych sygnaléw, pochodzacych od pierwiastkéw wprowadzanych do obszaru wzbu-
dzenia w postaci par.
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Po zastosowaniu oprogramowania otrzymane granice wykrywalnosci dla platynow-
c6w byty wyrazone w pg/g. Oznaczanie pierwiastkéw w probce o zawarto$ci ponizej tej
wartosci nie bylo mozliwe. Wskazato to na konieczno$¢ modyfikacji oprogramowania
tak, aby sygnaty krétkotrwate pochodzace od pierwiastkéw o bardzo matej zawartosci
w prébee [ng/g] mogly by¢ rejestrowane. W tym celu zmieniono kod oprogramowania
sterujacego czasem, w ktérym wigzka omiata poszczegélne pola matrycy detektora,
zwickszajac tym samym czas ekspozycji dla kazdego z pdl. Przeprogramowanie spowo-
dowalo przestawienie detektora pracujacego oryginalnie na dwdch szczelinach na tryb
pracy jednoszczelinowy o zwigkszonej czulo$ci w poréwnaniu z oryginalnym zestawem
zaproponowanym przez producenta.

Optymalizacja parametréw elektrotermicznego odparowania
za pomoca metody sympleksow

Optymalizacj¢ parametréw pracy uktadu ETV oraz zawarto$¢ zastosowanych mody-
fikatoréw zostaty oszacowane za pomoca chemometrycznej metody symplekséw. Odpo-
wiednie wartosci parametréw wprowadzono do oprogramowania (MultiSimplex, wersja
2,0) w celu otrzymania warto$ci granicznych parametréw oraz warto$ci optymalnych.
Rezultaty obliczen zestawiono w tabeli 4.

Tabela 4
Optymalizowane parametry ETV metoda symplekséw
Optymalizowany parametr Graniczne warto$ci parametroéw/ Zaproponowane wartosci
Stezenie emulsji PTFE [%] 1+10/5
Stezenie tiomocznika [mol/de] 0,1+1/0,2
Przeptyw gazu no$nego [cm’/min] 100+500/ 200
Przeptyw gazu dodatkowego [cm®/min] 200+800/ 450
Przeptyw gazu reakcyjnego [cm®/min] 0,1+5/2

Otrzymane w ten sposob optymalne wartosci parametréw zostaty nastgpnie wyko-
rzystane do dalszych badan. Sprawdzono do$wiadczalnie zaproponowane przez opro-
gramowanie warto§ci. Zbadano zalezno$¢ intensywno$ci emisji Pt od nat¢zenia
przeptywu dwéch strumieni gazéw w ukladzie ETV. Do badan wybrano jeden pierwia-
stek, poniewaz optymalne warto$ci przeptywu gazéw sa wspdlne dla wszystkich pier-
wiastkow.

Nastgpnie zbadano zalezno$¢ intensywnosci emisji platynowcéw od zawarto$ci mo-
dyfikatoréw (emulsja PTFE, tiomocznik, trifluorometan). Badania przeprowadzono
z zastosowaniem roztworéw wzorcowych Pt, Pd, Rh Ru i Ir. Stwierdzono rézny wptyw
zawarto$ci modyfikatoréw na intensywnosci emisji poszczegdlnych pierwiastkow.

Optymalizacja parametrow ukladu elektrotermicznego odparowania

Przeptyw gazow w uktadzie ETV 4000

Uktad ETV 4000 jest wyposazony w dwie drogi doptywu gazéw. Pierwsza z nich
stuzy do dostarczania gazu, ktéry wchodzi w reakcje z odparowywanymi sktadnikami
probki, w celu wzrostu ich lotnosci. Druga stuzy do wprowadzania argonu, ktéry jest
dzielony na trzy strumienie:
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- gaz omywajacy elektrody w celu ich ochrony przed utlenianiem,
- gaz jako gaz no$ny dla produktéw odparowania,
- gaz jako gaz dodatkowy (pomocniczy), zapewniajacy laminarny przeptyw wzdtuz

Scianek przewodu doprowadzajacego produkty odparowania do plazmy.

Zbadano zalezno$¢ intensywnos$ci emisji Pt od natezenia przeptywu gazu no$nego
w przedziale od 50 do 450 cm’/min. Do dalszych badan wybrano warto$¢ przeptywu
200 cm’/min.

Sprawdzono réwniez zalezno$¢ intensywnosci emisji Pt od natg¢zenia przeptywu ga-
zu pomocniczego w przedziale od 100 do 650 cm*/min. Do dalszych badafh wybrano
warto$é przeptywu 550 cm’/min. Sumaryczne natgzenie przeptywu gazu na kréécu wylo-
towym z ETV byto réwne 750 cm®/min.

Optymalizacja programéw temperaturowych ETV

Wszystkie oznaczone pierwiastki w materiatach odniesienia i probkach srodowisko-
wych maja podobng lub taka sama matryce (kurz uliczny, kurz drogowy), wyjatek stano-
wi prébka pytu z instalacji przemystowe;.

Optymalizacja polegata na poszukiwaniu najwigkszej intensywnosci emisji dla
oznaczanych pierwiastkow w zalezno$ci od temperatury etapu pirolizy i odparowania.
Zadanie to zostalo zrealizowane za pomocg programu Subarray, bedacego czescig opro-
gramowania spektrometru emisyjnego ICP.

Zastosowanie techniki dodatku wzorca (dodawano roztwér) powodowato koniecz-
no$¢ zastosowania etapu suszenia. W celu wyeliminowania ,;rozpraszania” si¢ probki
wewnatrz pieca na skutek wrzenia roztworu pierwszy etap suszenia przeprowadzano
w temperaturze 90°C, a w drugim etapie suszenia zwickszano temperature do 120°C.

Koncowym etapem optymalizacji byto opracowanie programu temperaturowego
wspdlnego dla wszystkich oznaczanych pierwiastkéw. Z powodu odmiennych wtasciwo-
$ci poszczegdlnych pierwiastkéw zastosowano dwa programy temperaturowe. Pierwszy
program opracowano w celu odparowywania Pt, Pd, Rh, Ru i Ir. Drugi program powstat
dla odparowania Ca, Mg, Fe, Co, Cr, Ni, Cu, Zn, Cd i Pb. Celem rozdzielenia obu pro-
gramow bylo uzyskanie jak najwyzszych sygnaléw intensywnos$ci emisji dla wszystkich
pierwiastkow.

Podczas optymalizacji programu temperaturowego zaobserwowano wzrost inten-
sywnosci emisji Pt wraz ze wzrostem temperatury pirolizy do 1300°C,
a temperatury odparowania do 2400°C. Dla Pd obserwowano wzglednie stalg intensyw-
no$¢ emisji dla temperatury pirolizy powyzej 900°C. Zbadano réwniez wpltyw temperatu-
ry odparowania na intensywno$¢ emisji Pd, powyzej temperatury 2400°C nie
stwierdzono znacznego wzrost intensywnosci emisji. Zaobserwowano zwigkszenie si¢
intensywnosci emisji dla Rh, gdy temperatura pirolizy wzrosta do 1200°C, po osiagnigciu
tej temperatury intensywnosci emisji utrzymywata podobne warto$ci. Temperatura odpa-
rowania w przedziale od 2400 do 2700°C pozwala otrzymac¢ najwigksze wartosci inten-
sywnoséci emisji Rh. Temperatura pirolizy Ru wzrastala az do osiagnigcia 1300°C.
Powyzej wymienionej temperatury obserwowano nieznaczny spadek intensywnosci emi-
sji. Dla temperatury odparowania 2300°C zaobserwowano najwigksza intensywno$é
emisji Ru. Intensywno$¢ emisji Ir miata najwigksza warto$¢, gdy temperatura pirolizy
osiggneta 1450°C, a temperatura odparowania 2400°C.
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Z powodu koniecznego ujednolicenia programu temperaturowego zastosowano tem-
perature pirolizy 1300°C, a temperatur¢ odparowania 2700°C.

Dla pozostatych 11 pierwiastkéw program temperaturowy zostal tak dobrany, aby
uzyska¢ mozliwie najwyzsze sygnaly intensywnosci emisji pochodzacych od wybranych
pierwiastkow. W ostatecznej wersji programu temperatura pirolizy to 400°C, a tempera-
tura odparowania 2700°C.

Optymalizacja zawartosci/stezenia zastosowanych modyfikatoréow

W celu zwigkszenia efektywnos$ci transportu pierwiastkow z ETV do zrddia
wzbudzenia zdecydowano si¢ na dodatek modyfikatora, aby uzyska¢ wicksze wartosci
sygnaléw intensywnosci oznaczanych pierwiastkow.

Zbadano wplyw st¢zenia tiomocznika na intensywno$¢ emisji platynowcow.
Najwigksza intensywno$¢ emisji Pt, Pd, Ru, Rh i Ir zarejestrowano dla stezenia
0,3 mol/dm’ tiomocznika. Dlatego do dalszych badan wybrano to stezenie.

Drugim zastosowanym modyfikatorem byta emulsja teflonowa. Sprawdzono zalez-
no$¢ intensywnosci emisji wybranych platynowcéw od st¢zenia emulsji PTFE w prze-
dziale od 1 do 9%. Najwigksza intensywno$¢ emisji Pd, Ru zmierzono dla 5% st¢zenia
emulsji PTFE, Pt i Ir dla 3% st¢zenia emulsji PTFE, Rh dla 6% st¢zenia emulsji PTFE.
Do dalszych badan wybrano 6% stezenie emulsji PTFE.

Do badan zastosowano réwniez dodatkowy gaz reakcyjny wprowadzany przez kré-
ciec do uktadu ETV. Zbadano zalezno$¢ intensywnosci emisji wybranych platynowcéw
od natezenia przeptywu trifluorometanu w przedziale od 0,25 do 1,75 cm’/min. Najwiek-
szg intensywno$¢ Pt, Ru i Ir zmierzono dla gazu reakcyjnego CHF; o nat¢zeniu przeply-
wu 1 cm’/min. Dla Pd najwigksza intensywno$¢ emisji stwierdzono przy natezeniu
przeptywu gazu reakcyjnego CHF; 0,65 cm’/min, dla Rh przy natgzeniu przeptywu gazu
reakcyjnego CHF; 1,25 cm’/min. Optymalna warto$é przeptywu gazu reakcyjnego miata
warto$¢ 1 cm’/min.

Sygnaty intensywno$ci emisji platynowcéw zmierzone z zastosowaniem metody
ETV-ICP-OES i gazu reakcyjnego maja mniejsze intensywnosci emisji w poréwnaniu do
sygnatéw uzyskanych z dodatkiem modyfikatoréw: emulsji PTFE i tiomocznika. Zwia-
zane jest to z wigkszg efektywnoscig tworzenia si¢ lotnych zwigzkéw podczas dodawania
ich bezposrednio do prébki w poréwnaniu z dodatkiem zwigzkéw zwigkszajacych lot-
nos$¢ pierwiastkéw do strumienia gazu nos$nego [8, 11].

Ponadto, podczas zastosowania tiomocznika tworzg si¢ trwale potaczenia komplek-
sowe, ktére w warunkach utleniajacych rozktadaja si¢ z wydzieleniem cyjanamidu, siar-
kowodoru oraz elementarnej siarki. Mozliwe jest powstanie siarczkéw, zatrzymywanych
w piecu grafitowym ETV w wyzszych temperaturach, poprawiajac tym samym czuto$¢
oznaczen [22, 23]. Z powyzszych powodéw do dalszych badan wybrano emulsje PTFE
oraz tiomocznik.

Efekt pamieciowy

Zastosowanie etapu czyszczenia pieca grafitowego w temperaturze 3000°C skutecz-
nie wyeliminowalo efekt pamigciowy uktadu. W przypadku prébek o duzej zawartosci
pierwiastkow gtéwnych zastosowano dodatkowe czyszczenie pieca z pozostatych sktad-
nikéw. Etap ten powtarzano do catkowitego oczyszczenia uktadu.
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Masa wegla aktywnego

Sprawdzono zalezno$¢ intensywnosci emisji platynowcéw od masy wegla aktywne-
go, wprowadzanego do kuwety uktadu ETV. W przedziale zalecanym przez producenta
(od 1 do 5 mg) najwigksza emisje¢ Pt i Rh zarejestrowano dla masy 2 mg wegla aktywne-
go, Pd, Ru i Ir dla masy 3 mg wegla aktywnego. Do dalszych badan wybrano mase
2,5 mg.

Wybér linii analitycznych

Wyboru linii analitycznych dokonano na podstawie intensywnosci emisji pierwiast-
kéw zmierzonych z zastosowaniem programu Subarray oraz w pordwnaniu
z literaturg. W tabeli 5 dodatkowo pogrubiong czcionkg zaznaczono linie, ktére uprzed-
nio zastosowano w celu identyfikacji pierwiastkéw technikg spektrograficzng.

Tabela 5
Zestawienie wybranych linii analitycznych
Pierwiastek Zastosowane linie analityczne [nm]

Pt 203,646; 214,423; 265,945

Pd 324,270, 363,470

Ru 240,272; 245,644; 267,876; 349,849

Rh 233,477, 343,489; 369,236

Ir 212,681; 215,268; 224,268; 236,804

Ca 184,006; 317,933; 393,366
Mg 280,270, 279,553; 285,213

Pb 182,203; 216,499; 220,353; 261,418; 283,306
Cr 205,552; 206,149; 267,716; 283,563,
Mn 257,610, 259,373, 260,569

Fe 238,204; 239,562; 259,837, 259,940; 271,441
Co 228,616; 237,862

Ni 221,647, 231,604; 341,476

Cu 224,700, 324,754; 327,396

Zn 202,548; 206,200; 213,896

Cd 214,438; 226,502; 228,802

Parametry analityczne metody elektrotermicznego odparowania - optycznej
spektrometrii emisyjnej z plazma indukcyjnie sprzezona

Wyznaczono podstawowe parametry opisujace metode analityczng: warto$¢ Slepej
proby, granice wykrywalnosci, granice oznaczalno$ci, precyzje. W tabelach 6-9 przed-
stawiono parametry analityczne metody ETV-ICP-OES z zastosowaniem dwéch modyfi-
katoréw: tiomocznika i emulsji PTFE. Otrzymane wartosci parametréw poréwnano
z danymi literaturowymi.

Analityczna ,,§lepa” proba

W przypadku metod wykorzystujacych bezposrednie oznaczanie pierwiastkéw
w prébcee statej klasyczna definicja ,,$lepej” proby (préobka zawierajaca wszystkie od-
czynniki, ale niezawierajaca pierwiastka oznaczanego) nie zawsze moze by¢ zastosowana
[24]. W przypadku prébek statych uzyskanie materialu niezawierajacego sktadnika ozna-
czanego jest najczgéciej niemozliwe. Dlatego w metodach elektrotermicznego odparo-
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wania stosuje si¢ czgsto jako Slepa probe ,,sygnat masy zerowej”, pochodzacy z uktadu
ETV, w ktérym umieszczono platforme grafitowa bez prébki.

Na potrzeby badan analitycznych wyznaczono ,S$lepg” prébe dla techniki
ETV-ICP-OES. W tym celu oznaczono ilosci zanieczyszczen wprowadzanych z kuwety
ETV, zastosowanego wegla aktywnego oraz zastosowanych odczynnikéw (kwasy, mody-
fikatory polepszajace lotno$¢). Poréwnanie wartosci ,sSlepej” proby zamieszczono
w tabeli 6.

Tabela 6
Por6éwnanie wyznaczonych wartosci ,.§lepej” préby'
Pierwiastek ,,Slepa” préba® ,,Slepa” préba’ ,,Slepa” préba* ,,Slepa” préba’
[ng] [ng] [ng] [ng]

Pt 0,30 0,38 0,31 0,41

Pd 0,01 0,01 0,02 0,01

Ru 0,31 0,33 0,38 0,37
Rh 0,13 0,16 0,15 0,13

Ir 0,03 0,03 0,03 0,03
Ca 9,56 10,78 10,84 10,78
Mg 4,94 5,23 5,78 5,32
Pb 0,42 0,63 0,76 0,72
Cr 0,25 0,32 0,43 0,35
Mn 8,23 10,63 10,34 10,22
Fe 3,94 3,72 3,75 4,24
Co 0,72 0,82 0,91 0,83

Ni 0,93 1,26 1,37 0,33

Cu 8,94 8,84 9,93 9,25

Zn 6,78 7,78 8,19 2,32
Cd 5,32 5,82 6,31 6,71

Masa (102 mg) prébki (BCR-723) stalej roztworzonej i zat¢zonej na weglu aktywnym.

Wartos$¢ ,.$lepej” proby dla techniki ETV-ICP-OES z kuweta grafitowa bez probki.

Wartos¢ ,.$lepej” proby dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ mieszaniny kwa-
séw.

Wartos¢ ,.$lepej” proby dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ mieszaniny kwa-
sOw/ tiomocznika.

Wartos¢ ,.$lepej” proby dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ mieszaniny kwa-
s6w/ emulsji PTFE.

(I}

Najmniejsza warto$¢ ,.8lepej” proby zarejestrowano dla Pd (0,01 ng) z zastosowa-
niem jako modyfikatora emulsji PTFE, najwigksza warto$¢ otrzymano dla Pt (0,41 ng)
réwniez z zastosowaniem emulsji PTFE.

Najmniejsza warto$¢ ,.$lepej” proby sposréd 11 wybranych pierwiastkéw otrzymano
dla Co (0,8 ng) z zastosowaniem jako modyfikatora emulsji PTFE, najwi¢ksza otrzyma-
no dla Ca (10,8 ng) réwniez z zastosowaniem emulsji PTFE.

Réznica wartosci ,.$lepej” proby ma swoje zrédlo w odczynnikach zastosowanych
do oznaczen obecno$ci pierwiastkéw na $ciankach tacznika pomiedzy uktadem do elek-
trotermicznego odparowania a spektrometrem emisyjnym oraz na $ciankach pieca grafi-
towego, zaadsorbowanych podczas badah oraz wprowadzonych zanieczyszczen
7 naczyn laboratoryjnych.
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Granica wykrywalnoSci

W tabeli 7 zestawiono granice wykrywalnosci dla 16 oznaczanych pierwiastkéw.
Poréwnano wartosci ,,sygnatu zerowego” dla kuwety grafitowej bez prébki z sygnatami
pochodzacymi od pierwiastkéw wprowadzanych z odczynnikow.

Warto$¢ granicy wykrywalnos$ci zostata obliczona wg wzoru:

LOD=3-SD

gdzie:

LOD - granica wykrywalnoS$ci (limit of detection),

SD - odchylenie standardowe ,.8lepej” proby (standard deviation).

Tabela 7
Poréwnanie granic wykrywalnosci pierwiastkéw!
Granica wykry- Granica wykry- Granica wykry- Granica wykry-
Pierwiastek walnosci walnosci walnosci walnosci
[ng/g] [ng/g] [ng/g] [ng/g]

Pt 1,7 1,0 4,2 1,0
Pd 2,5 1,0 42 1,0
Ru 3,0 1,0 52 1,0
Rh 2,7 1,0 52 1,0
Ir 0,6 1,2 0,7 1.4
Ca 1,7 1,0 42 1,0
Mg 1,3 1,3 14 1.4
Pb 2,7 3,9 4,5 4,0
Cr 1,8 3,0 3.4 4,0
Mn 1,9 2,0 2,0 1,9
Fe 7,8 8,0 8,7 8.4
Co 5,8 5,8 7,1 5,8
Ni 2,7 2,7 4,0 33
Cu 8,8 9,8 9,9 9,9
Zn 32 32 32 4,0
Cd 5,1 5,9 6,6 6,0

Masa (102 mg) probki (BCR-723) staltej roztworzonej w mieszaninie kwaséw i zat¢zonej na weglu aktyw-
nym.

Wartos$¢ granicy wykrywalno$ci pierwiastkéw dla techniki ETV-ICP-OES z kuwetg grafitowa bez probki.
Warto$¢ granicy wykrywalnosci pierwiastkéw dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywne-
go/mieszaniny kwasow.

Warto$¢ granicy wykrywalnos$ci pierwiastkéw dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywne-
go/mieszaniny kwaséw/ tiomocznika.

Warto$¢ granicy wykrywalnosci pierwiastkéw dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywne-
go/mieszaniny kwaséw/ emulsji PTFE.

W

Otrzymane wartosci granic wykrywalnosci: Pt (2,9 ng/g) i Ru (8,5 ng/g)
z zastosowaniem tiomocznika jako modyfikatora oraz Pd (1,0 ng/g), Rh (1,0 ng/g) oraz Ir
(1,8 ng/g) z zastosowaniem emulsji PTFE jako modyfikatora sa poréwnywalne
z granicami otrzymanymi przez innych badaczy: Pt (1,6 ng/g), Pd (1,2 ng/g), Ru
(1,7 ng/g), Rh (1,4 ng/g) i Ir (0,2 ng/g) [4].

Najwicksza réznica w wartosci granic wykrywalno$ci jest zauwazalna dla Pt, Ru
i Ir; ma to swoje uzasadnienie w poréwnaniu granic wykrywalnosci pierwiastkéw ozna-
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czanych z zastosowaniem réznych technik. Zestawiono technike ETV-ICP-MS [4]
z technika ETV-ICP-OES zastosowang w pracy.

Wartosci granic wykrywalnosci dla Pd i Rh sa mniejsze od zawartych w cytowane;j
literaturze. Tak mate warto$ci uzyskano pomimo zastosowania mniej czulego detektora
CID (optyczna spektrometria emisyjna) wraz z wzbogacaniem pierwiastkow na weglu
aktywnym w poréwnaniu do detektora kwadrupolowego (spektrometria mas).

Wartosci granic wykrywalnosci uzyskanych dla pozostatych pierwiastkéw mieszcza
si¢ w przedziale wartosci otrzymanych przez innych badaczy. Wyjatek stanowig dwa
pierwiastki: Co (30 ng/g) i Ni (40 ng/g), dla ktérych granice wykrywalnosci przedsta-
wione w cytowanej literaturze maja wigksze wartosci w poréwnaniu do otrzymanych dla
Co (5,8 ng/g) i Ni (3,3 ng/g) z zastosowaniem emulsji PTFE jako modyfikatora.

Réznica w wartosciach granic wykrywalno$ci ma uzasadnienie w poréwnaniu z wy-
nikami otrzymanymi z zastosowaniem metody z dodatkiem gazu reakcyjnego wprowa-
dzanego wraz z gazem nosnym do ETV [8], z metoda zastosowang w pracy,
bezposredniego dodatku modyfikatora chemicznego do roztworzonej prébki.

Najwickszg warto$¢ granicy wykrywalnos$ci otrzymano dla Mg (1,4 ng/g). Warto$¢
jest wyzsza od przedziatu (0,01+0,05 ng/g) zamieszczonego w literaturze. Wigksza gra-
nica wykrywalnosci dla Mg ma swoje uzasadnienie w wystgpowaniu tego pierwiastka
w $ciankach lacznika pomiedzy uktadem do elektrotermicznego odparowania a palni-
kiem ICP spektrometru emisyjnego. Pierwiastek zostal zaadsorbowany w taczniku pod-
czas pracy z technika taczona i nie zostal calkowicie usunigty podczas czyszczenia.
Zaobserwowany efekt jest zwigzany z obecnoscia Mg w materiatach odniesienia oraz
probkach rzeczywistych, w ktérych zawarto$¢ pierwiastka jest wyrazona w mg/g. Podob-
ny efekt jest zauwazalny dla pozostatych pierwiastkéw (Ca, Fe, Zn) obecnych w préb-
kach na wyzszych poziomach zawartosci.

Granica oznaczalnosci

W tabeli 8 zestawiono warto$ci granic oznaczalno$ci dla 16 wybranych pierwiast-
kéw. Poréwnano granice oznaczalno$ci pierwiastkéw z ,,sygnalem zerowym” dla kuwety
grafitowej bez probki.

Wartos$¢ granicy oznaczalno$ci zostata obliczona wg wzoru:

LOQ=10-SD
gdzie:
LOQ- granica wykrywalnosci (limit of quantification),
SD - odchylenie standardowe ,.Slepej proby” (standard deviation).

Otrzymane warto$ci granic oznaczalnosci: Pt (8,2 ng/g), Pd (3,1 ng/g) i Rh
(3,1 ng/g) z zastosowaniem emulsji PTFE oraz Ru (27,4 ng/g) i Ir (5,8 ng/g) z zastoso-
waniem tiomocznika s3 poréwnywalne z granicami otrzymanymi przez innych badaczy
Pt (2,0 ng/g), Pd (4,0 ng/g), Ru (5,7 ng/g), Rh (4,7 ng/g) i Ir (0,5 ng/g) [4]. Najwyzsza
réznica w warto$ci granic oznaczalnosci jest zauwazalna dla Pt, Ru i Ir, ma to swoje
uzasadnienie w poréwnaniu granic oznaczalno$ci otrzymanych réznymi technikami.
Zestawiono metode ETV-ICP-MS [4] z metoda ETV-ICP-OES zastosowang w tej pracy.

Wartosci granic oznaczalno$ci dla Pd i Rh sg mniejsze od zawartych w cytowane;j li-
teraturze. Tak malte wartosci uzyskano pomimo zastosowania mniej czutego detektora
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CID (optyczna spektrometria emisyjna) wraz ze wzbogacaniem pierwiastkéw na weglu
aktywnym w poréwnaniu do detektora kwadrupolowego (spektrometria mas).

Tabela 8
Por6éwnanie granic oznaczalnosci pierwiastkow'
Granica oznaczal- | Granica oznaczal- | Granica oznaczal- | Granica oznaczal-
Pierwiastek nosci’ nosci’ nosci* nosci’
[ng/g] [ng/g] [ng/g] [ng/g]

Pt 5,7 82 9,7 82

Pd 3,0 3,1 3,1 33
Ru 13,8 13,9 17,2 17,4
Rh 3,1 32 33 3,1

Ir 1,9 2,6 2,8 29

Ca 5,7 5,0 5,8 6,0
Mg 4,2 4,5 4,7 4,5

Pb 9,0 12,9 15,1 12,0

Cr 6,1 9,9 11,4 12,0
Mn 6,2 6,3 6,5 6,4

Fe 25,9 26,6 28,8 28,1

Co 19,3 19,4 23,7 19,4

Ni 8,9 9,0 13,2 11,2

Cu 29,2 32,8 33,1 33,1

Zn 10,6 10,6 10,6 13,4

Cd 17,1 19,5 22,1 20,2

! Masa (102 mg) prébki (BCR-723) statej roztworzonej w mieszaninie kwas6w i zatezonej na weglu aktyw-
nym.

Warto$¢ granicy oznaczalnosci pierwiastkéw dla techniki ETV-ICP-OES z pusta kuweta grafitowa.

Warto$¢ granicy oznaczalnosci pierwiastkéw dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywne-

go/mieszaniny kwaséw.

4 Warto$é granicy oznaczalnosci pierwiastkéw dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywne-
go/ mieszaniny kwaséw/ tiomocznika.

5 Warto$é granicy oznaczalnosci pierwiastkéw dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywne-

go/ mieszaniny kwaséw/ emulsji PTFE.

(I}

Warto$ci granic oznaczalno$ci pozostalych 11 pierwiastkbw mieszcza si¢
w przedziale wartoSci otrzymanych przez innych badaczy. Wyjatkami sa dwa pierwiast-
ki: Co (100,0 ng/g) i Ni (266,7 ng/g), dla ktérych granice oznaczalno$ci przedstawione
w cytowanej literaturze maja wigksze wartoSci w poréwnaniu do warto$ci otrzymanych
dla Co (19,4 ng/g) i Ni (11,2 ng/g) z zastosowaniem modyfikatora, emulsji PTFE.

Réznica w wartos$ciach granic oznaczalno$ci ma uzasadnienie w poréwnaniu wyni-
kéw otrzymanych z zastosowaniem metody z dodatkiem gazu reakcyjnego wprowadza-
nego wraz z gazem nosnym do ETV [8], z metodg zastosowana w pracy, bezposredniego
dodatku modyfikatora chemicznego do roztworzonej probki.

Najmniejsza warto§¢ granicy oznaczalnosci otrzymano dla Mg (4,7 ng/g)
z zastosowaniem modyfikatora, emulsji PTFE. Otrzymana warto$¢ jest wigksza od prze-
dzialu wartosci 0,03+0,2 ng/g zamieszczonego w literaturze. Wyzsza granica wykrywal-
nosci dla Mg ma swoje uzasadnienie w wystgpowaniu tego pierwiastka
w Sciankach 1acznika pomiedzy ukladem do elektrotermicznego odparowania
a palnikiem ICP spektrometru emisyjnego. Pierwiastek zostal zaadsorbowany
w lgczniku podczas pracy z technikg faczong i nie zostal catkowicie usunigty podczas
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etapu czyszczenia. Zaobserwowany efekt jest zwigzany z obecnoscia Mg w materiatach
odniesienia oraz prébkach rzeczywistych, w ktérych zawarto$¢ jest wyrazona w mg/g.
Pozostate zawarto$ci pierwiastkow (Ca, Fe i Zn) w taczniku (rys. 1, czgs¢ b), stanowiace
gléwne sktadniki materiatéw odniesienia, sa réwniez trudno usuwalne.

Precyzja metody

W tabeli 9 zestawiono warto$ci precyzji metody dla 16 oznaczonych pierwiastkow.
Wartos¢ precyzji zostala wyznaczona ze wzoru:

CV =RSD - 100%
gdzie:
CV - wspdblczynnik zmiennosci (coefficient of varation),
RSD - wzgledne odchylenie standardowe (relative standard deviaton),

Tabela 9
Poréwnanie wyznaczonych wartosci precyzji metody dla 16 wybranych pierwiastkéw'
N Precyzja’ Precyzja® Precyzja*
Pierwiastek [ % ]‘] [ % ]‘] [ % ]"

Pt 9 11 9

Pd 8 9 9

Ru 9 10 9

Rh 9 10 9

Ir 15 15 14

Ca 13 12 13
Mg 12 14 12

Pb 12 10 11

Cr 14 10 12
Mn 14 10 11

Fe 13 13 14
Co 10 12 10

Ni 11 12 11
Cu 10 11 11
Zn 13 11 10
Cd 10 12 13

Masa (103 mg) prébki (CW-7) stalej roztworzonej w mieszaninie kwasow i zat¢zonej na weglu aktywnym.
Warto$¢ precyzji wyznaczona dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/mieszaniny
kwasow.

Warto$¢ precyzji wyznaczona dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/mieszaniny
kwaséw/ tiomocznika.

Warto$¢ precyzji wyznaczona dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/mieszaniny
kwas6éw/ emulsji PTFE.

Warto$¢ odchylenia standardowego obliczona z pigciu pomiaréw.

IS}

Wartosci precyzji metody dla platynowcéw mieszcza si¢ w przedziale
od 8 do 15%. Najmniejsza warto$¢ precyzji otrzymano dla Pd, najwigksza dla Ir. Roz-
biezne warto$ci precyzji wyznaczono dla techniki ETV-ICP-OES z zastosowaniem mie-
szaniny kwasoéw i wegla aktywnego. Wartodci precyzji wskazuja na zréznicowanie
efektywnos$ci odparowania pierwiastkOw z poréw wegla aktywnego w obecnosci modyfi-
katoréw chemicznych (tiomocznik, emulsja PTFE). Réznica precyzji metody jest zwia-
zana z r6zng masg (probka + wegiel aktywny + modyfikator), ktéra trafia do Zrédta
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wzbudzenia. Jednym ze zrédetl réznic masy jest osiadanie na $ciankach lacznika pomie-
dzy ETV i palnikiem ICP spektrometru emisyjnego wegla aktywnego wraz z zaadsorbo-
wanymi na jego powierzchni pierwiastkami. Bardzo wazna jest roéwniez zawarto$¢
pierwiastka, ktéry oznaczamy. W przypadku matych zawartos$ci pierwiastkéw bliskich
granicy wykrywalnos$ci wplyw na precyzj¢ metody jest znaczacy - powoduje jej pogor-
szenie. Przykladem jest Ir, ktérego mata zawarto$¢ (od 2,2 + 1,3 do 2,8 £ 1,3 ng/g)
w materiale CW-7 oznacza wigksza warto$¢ precyzji metody od 14 do 15%. Dla poréw-
nania zawartosci Pt w materiale CW-7 (od 52,5 = 7,1 do 58,3 = 1,7 ng/g) towarzyszy
precyzja metody od 9 do 11%.

Wartosci precyzji metody dla pozostatych 11 pierwiastkéw mieszcza si¢ w przedzia-
le od 10 do 14%. Najwigksze rozbieznosci precyzji wyznaczono dla Mn (od 10 do 14%).
Wartosci precyzji od 6% (Pb) do 14% (Mg) dla 11 wybranych pierwiastkéw sa wigksze
w poréwnaniu do warto$ci uzyskanych dla platynowcéw (od 9 do 11%) z wyjatkiem Ir
(od 14 do 15%). Réznica ma swoje uzasadnienie w mniejszej zawartosci Pt, Pd, Rh, Ru
i Ir w poréwnaniu do zawartosci Ca, Mg, Pb, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn i Cd w prébce.

Wartosci precyzji metody wskazuja na zréznicowanie efektywnosci odparowania
pierwiastkow z poréw wegla aktywnego oraz osiadania czastek wegla aktywnego wraz
z zaadsorbowanymi pierwiastkami na $ciankach lacznika pomigdzy ETV i palnikiem
ICP.

Zrédtem réznicy w wartosci precyzji metody dla wszystkich oznaczanych pierwiast-
kéw sa takze: temperatura pirolizy, temperatura odparowania, ktére sa sktadowymi zop-
tymalizowanych programéw temperaturowych w celu oznaczania 16 pierwiastkéw.
Wplyw powyzszych czynnikéw zalezy takze od zawarto$ci pierwiastkéw w prébce. Za-
obserwowano relacj¢ pomiedzy zawartoscia pierwiastka w prébce a precyzja metody, im
wigksza zawarto$¢ pierwiastka, tym lepsza precyzja metody.

Sprawdzenie (walidacja) metody ETV-ICP-OES

Sprawdzenia metody oznaczania pierwiastkéw w prébkach stalych dokonano, ozna-
czajac platynowce i wybrane pierwiastki w certyfikowanych materiatach odniesienia. Na
rysunku 2 przedstawiono przyktadowe widmo emisyjne platyny.
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Rys. 2. Fragment widma emisyjnego platyny, Amax = 265,945 nm
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Tabela 10
Sprawdzenie metody dla wybranych platynowcéw z zastosowaniem materialu odniesienia BCR-723
(kurz uliczny)1

Dhugosé Wartos¢ certyfi- | Warto$¢ Wartos¢ Wartos¢
Pierwia- . kowana/ szaco- | oznaczo- | Odzysk | oznaczo- | Odzysk | oznaczo- | Odzysk
fali 2 3 4
stek [nm] wana na [%] na [%] na [%]
[ng/g] [ng/g] [ng/g] [ng/g]

Pt 265,945 81,333 80,2 5,1 99 82,8+3,4 102 | 779+78 96
Pd 324,270 6,0+ 1,8 59£20 98 64+£23 107 6,3+£2,1 105
Ru 240,272 - - - - - - -

Rh 233,477 12,8 +1,2 123+24 96 13,0£2,8 102 11,7+24 91

Ir 236,304 - - - - - - -

Masa (102 mg) probki (BCR-723) staltej roztworzonej w mieszaninie kwaséw i zat¢zonej na weglu aktyw-
nym.

Zawarto§¢ pierwiastkow oznaczonych technika ETV-ICP-OES 2z zastosowaniem wegla aktywne-
go/mieszaniny kwaséw.

3 Zawartosé pierwiastkéw oznaczonych technika ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywne-
go/mieszaniny kwaséw/ tiomocznika.

Zawarto$§¢ pierwiastkow oznaczonych technika ETV-ICP-OES 2z zastosowaniem wegla aktywne-
go/mieszaniny kwaséw/ emulsji PTFE.

- Warto$¢ ponizej granicy wykrywalnosci.

Warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe z siedmiu pomiaréw.

[N}

IS

Tabela 11
Zawarto§¢ 11 wybranych pierwiastkéw w materiale BCR-723 (kurz uliczny)'

S Dlugosé fali | Wartos$¢ oznaczona> Warto$é oznaczona® Warto$¢ oznaczona®
Pierwiastek a b a b a b
[nm] [%]1*, [mg/g]”, [ng/g]l | [%]° [mg/g]’, [ug/gl | [%]° [mg/gl’, [ne/g]
Ca 317,933 10,12 +0,23° 11,12+0,52* 11,43 +£0,21°
Mg 280,270 2,75 +£0,31* 2,75+ 043" 2,74 £0,28"
Pb 283,306 856 + 25 862 + 23 872+27
Cr 267,716 460 + 18 465 +26 474+ 15
Mn 257,610 159+2.1° 17.4+3.2° 18.1£2.2°
Fe 238,204 322+42° 342 +3.2° 332+4,1°
Co 228,616 294 +34 333+45 36,2+4.,6
Ni 231,604 165+7 1735 1745
Cu 327,396 355+19 361 +23 372+23
Zn 213,896 24402° 2,6+04° 3,5+£04°
Cd 214.438 2,64 0,32 2,74 £0,24 2,79+0,23

w [N} -

IS

o

Masa (102 mg) probki (BCR-723) stalej roztworzonej w mieszaninie kwaséw i zat¢zonej na weglu aktyw-

nym.

Zawarto$§¢ pierwiastkow oznaczonych technika ETV-ICP-OES 2z zastosowaniem wegla aktywne-

go/mieszaniny kwaséw.

Zawarto$¢ pierwiastkow oznaczonych technika ETV-ICP-OES 2z zastosowaniem wegla aktywne-
go/mieszaniny kwaséw/ tiomocznika.
Zawarto$§¢ pierwiastkow oznaczonych technika ETV-ICP-OES 2z zastosowaniem wegla aktywne-
go/mieszaniny kwaséw/ emulsji PTFE.
Zawarto$¢ pierwiastkéw wyrazona w %.
Zawarto$¢ pierwiastkéw wyrazona w mg g
Brak indeksu przy jednostce oznacza zawarto$¢ wyrazong w ug g .
Warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe z siedmiu pomiaréw.
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Tabela 12
Zawarto$¢ platynowcéw w materiale odniesienia BCR-723!
Technika Mieszanina zastosowa- | Masa prébki Zawla;:tosc Zawlz)l;tosc ZawRalll‘tosc
oznaczania na do roztwarzania m
(o] [ng/g] [ng/e] [ng/g]
ICP-MS HNO3/HCI/HF/ H3BO3 250 75,0 £3,8 8,0 -
ETV-ICP-OES | HF/HNO3;/HCI04/H,0, 100 779+7,8 6,3+2,1 11,7£2,4
ETV-ICP-OES | HF/HNO3;/HC104/H,0, 100 80,2 +5,1 59120 123+24
ETAAS HF/ HCIO4 100 81,028 - -
Zestawwm; Zestawwpw w1el}1 mie- 100500 813426 60+18" 12.8+12"
wielu technik szanin kwasow
Zestawwm; Zestawwpw w1el}1 mie- 2002700 81.6+49" 58+12" 126+14"
wielu technik szanin kwasow
ICP-MS HF 200 81,4+6,7 55+1,2 13,0+ 1,5
ETV-ICP-OES | HF/HNO3;/HCI04/H,0, 100 82,8+34 64123 13,0£2,8
ICP-MS Prébka stata 400+700 92,0 £ 14,0 - 12,0+ 1,8

! Zawarto§¢ pierwiastkéw oznaczonych technikg ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-
niny kwaséw/ emulsji PTFE.
- Warto$¢ ponizej granicy wykrywalnosci. * Srednia zawartosé

Tabela 13
Sprawdzenie metody oznaczania platynowcéw w materiale CW-7 (kurz drogowy)'
) ) Diug(‘)éé Wartosé Wartosé¢ Odzysk Wartosé Odzysk Wartos¢ Odzysk
Pierwiastek fali szacowana |0znaczona [%] oznaczona [%] oznaczona [%]
[nm] [ng/g] [ng/g] [ng/g] [ng/g]
Pt 265,945 | 55,8+8,0 |52,5+7,1 94 58,3+1,7 104 57,9 +4,8 104
Pd 324270 | 40+13 | 3,7+1,6 93 41+13 103 4,0+2,1 100
Ru 240,272 - - - - - - -
Rh 233477 | 103+14 | 98+14 95 10,0 1,5 103 10,7+ 1,7 104
Ir 236,804 - 22+1,3 - 2,715 - 28+1,3 -

! Zawarto§¢ pierwiastkéw oznaczonych technika ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywne-
go/mieszaniny kwaséw. Masa (103 mg) prébki (CW-7) stalej roztworzonej w mieszaninie kwaséw i zatgzo-
nej na weglu aktywnym.

- Warto$¢ ponizej granicy wykrywalnosci.

Wartos¢ $rednia + odchylenie standardowe z siedmiu pomiaréw.

W tabelach 10-16 zestawiono wyniki oznaczen pierwiastkbw metoda
ETV-ICP-OES dla trzech wybranych materiatéw: BCR-723 (kurz drogowy), CW-7 (kurz
tunelowy), NIST-1648 (kurz uliczny). W przypadku braku certyfikowanych lub szaco-
wanych zawarto$ci pierwiastkéw w materiale poréwnano oznaczone zawartos$ci z innym
certyfikowanym materialem o podobnej matrycy.

Zawarto$¢ pierwiastkbw w zastosowanych materiatach odniesienia jest zgodna
z certyfikowanymi zawarto$ciami w tych materiatach. Warto$¢ odzysku dla platynowcéw
w materiale BCR-723 mie$ci si¢ w przedziale od 91% (Rh) do 105% (Pd).

Poréwnanie oznaczonych zawartosci Pt (od 77,9 + 7.8 do 82,8 + 3,4 ng/g)
w certyfikowanym materiale odniesienia BCR-723 z wynikami oznaczania otrzymanymi
przez inne o$rodki badawcze 75,0 £+ 3,8 ng/g [29], 81,3 + 2,6 ng/g [30], 81,6 £ 4,9 ng/g
[25] wskazuje duze podobienstwo zawartoS$ci Pt.

Poréwnanie oznaczonych zawarto$ci Pd (od 5,9 + 2,0 do 6,4 *= 2,3 ng/g)
w certyfikowanym materiale odniesienia BCR-723 z wynikami oznaczania otrzymanymi
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przez inne os$rodki badawcze 5,5 £ 1,2 ng/g [32], 6,0 = 1,8 ng/g [29], 5,8 + 1,2 ng/g [25]
wskazuje duze podobienstwo zawartosci Pd.

Tabela 14

Zawarto$¢ wybranych pierwiastkéw w materiale CW-7 (kurz drogowy)!

Pierwiastek Dtlugos¢ fali Wartoéé‘oznaczona Wartoéé‘oznaczona Wartoéé‘oznaczona
[nm] [pe/gl’, [mg/g] [pe/gl’, [mg/g] [pe/gl’, [mg/g]

Ca 317,933 996 + 178 1112 +£252* 1143 £212%
Mg 280,270 7065 +321* 7075 +432% 7072 £ 451*
Pb 261,418 456 £ 347 462 £ 28° 472 £ 32°
Cr 267,716 480 £ 24° 485 £26° 494 £ 15°
Mn 260,569 15+2 1713 18+2

Fe 238,204 34+2 3813 41+4

Co 237,862 29 +3% 33+4% 36+ 4%

Ni 231,604 165+ 7% 173 £ 5% 184 + 57
Cu 327,396 358+ 19* 361 +23% 362+ 17*
Zn 213,896 1,2+0,3 1,2+04 1,4+0,3
Cd 226,502 318 +42% 322 +40° 320 +42*

Zawarto$§¢ pierwiastkow oznaczonych technika ETV-ICP-OES 2z zastosowaniem wegla aktywne-

go/mieszaniny kwaséw. Masa (103 mg) prébki (CW-7) stalej roztworzonej w mieszaninie kwaséw i zatgzo-
nej na weglu aktywnym

o =

Zawarto$¢ pierwiastkéw wyrazona w g g
Zawarto$¢ pierwiastkéw wyrazona w mg g~

Brak indeksu gérnego oznacza zawartosé pierwiastkéw wyrazona w mg g”!
Brak indeksu przy wymiarze jednostki oznacza zawarto$¢ wyrazona w %

Warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe z siedmiu pomiaréw
Material CW-7 nie ma szacowanych zawartosci wybranych pierwiastkéw

Poréwnanie oznaczonych zawartoéci Rh (od 11,7 + 2,4 do 13,0 £ 2,8 ng/g)
w certyfikowanym materiale odniesienia BCR-723 z wynikami oznaczania otrzymanymi
przez inne os$rodki badawcze 13,0 = 1,5 ng/g [26], 12,8 + 1,2 ng/g [26], 12,6 + 1,4 ng/g
[26] wskazuje duze podobienstwo zawartosci Rh.

Podobnie  poréwnywalne sa zawartosci 11  wybranych  pierwiastkéw
w certyfikowanym materiale BCR-723 (tab. 11). Z poréwnania wynika najwigksze podo-
biefistwo pomig¢dzy oznaczong zawartoscia Mg (od 2,74 + 0,28 do 2,75 + 0,31 mg/g)
a oznaczang zawarto$cia Mg (2,81 * 0,02 mg/g) z cytowane;j literatury [26]. Najwigksza
rozbiezno$¢ pomigdzy zawarto$cig oznaczong (od 460 + 18 do 474 + 15 pg/g), a zawar-
toscia 440 + 18 ng/g podana w literaturze [26] zaobserwowano dla Cr.

Wartoéci odzysku platynowcéw dla materiatu CW-7 (tab. 13) mieszcza si¢
w przedziale od 93% (Pd) do 104% (Pt, Rh).

Poréwnanie oznaczonych zawartosci Pt (od 52,5 £ 7,1 do 58,3 + 1,7 ng/g) w mate-
riale CW-7 z zawartoScig pierwiastka oznaczona przez inny o$rodek badawczy
55 + 8 ng/g [27] pokazuje duze podobienstwo zawartosci Pt.

Poréwnanie oznaczonych zawarto$ci Pd (od 3,7 £ 1,6 do 4,1 £ 1,3 ng/g) w materiale
CW-7 z wynikami oznaczania otrzymanymi przez inne o$rodki badawcze 3,4 + 0,9 ng/g
[26], 4,0 £ 1,3 ng/g [28] wskazuje duze podobienstwo zawartosci Pd.
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Tabela 15
Poréwnanie oznaczonych zawarto$ci wybranych pierwiastkéw w materiale odniesienia NIST-1648 (kurz
drogowy) z materiatem odniesienia BCR-723 (kurz drogowy)'

Dhugosé NIST-1648 NIST-1648 NIST-1648 BCR-723
. . . Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢
Pierwiastek fali
[nm] oznaczona oznaczona oznaczona certyfikowana
[ng/g] [ng/g] [ng/g] [ng/g]
Pt 265,945 7,6 £0,6 7,9%0,8 9,1+£0,9 81,3133
Pd 324,270 - - - 6,0+ 1,8
Ru 240,272 - - - -
Rh 233,477 8,613 89+1,2 9,13+£0,9 128+1,2
Ir 236,804 79+25 8,2+22 791272 -

! Zawarto§¢ pierwiastkéw oznaczonych technikg ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-
niny kwaséw. Masa (102 mg) prébki (NIST-1648) stalej roztworzonej w mieszaninie kwaséw i zatgzonej na
weglu aktywnym.

Warto$¢ ponizej granicy wykrywalnosci.

Wartos¢ $rednia + odchylenie standardowe z siedmiu pomiaréw.

Materiat odniesienia NIST-1648 nie ma certyfikowanych i szacowanych zawartosci platynowcow.

Material odniesienia NIST-1648 nie ma certyfikowanych oraz szacowanych zawarto$ci platynowcéw, z tego
powodu oznaczone zawartos$ci pierwiastkéw poréwnano z materialem odniesienia BCR-723, majacym cer-
tyfikowane zawartosci platynowcéw.

Tabela 16
Sprawdzenie metody dla wybranych pierwiastkow z zastosowaniem materialu odniesienia NIST 1648 (kurz
drogowy)!
.. | Warto$¢ certyfi- x iz ,,

Pierwia- Diug?sc kowana* ' Wartosé Odzysk Wartos¢ Odzysk Wartosé Odzysk
stek fali lub szacowana®* | °Zhaczona (%] oznaczona (%] oznaczona (%]
[nm] lug/e] [me/el [ne/gl [me/el

Ca 317,933 3072 £ 329 3107 £416 3124 £431

Mg 280,270 50000%* 50000 % 100 50000 £ 100 50000 % 100
3200 3000 3140

Pb 261,418 6550 & 80* 6620£740| 99 [6640£950| 99 |6630+340| 101

Cr 267,716 403 £ 12* 398 £ 16 99 400 £ 25 99 400 +21 99

Mn 260,569 786 + 17* 788 £21 100 786 + 24 99 782 +£23 99

Fe 238,204 | 39100 + 1100* 39800 £ 96 39500 = 99 39170 £ 101
7300 7500 8500

Co 237,862 18%* 17,1+ 04 95 17,4+0,3 99 17,2+0,5 94

Ni 231,604 82 +3* 77+4 94 81+4 99 80£5 97

Cu 327,396 609 +27* 607 £ 35 99 611+32 100 612+34 101

Zn 213,896 4760 £ 140* 4730£220| 99 |4790+340| 101 [4750+£230| 99

Cd 226,502 75+ 7* 74+13 101 7611 101 74£12 99

! Zawarto§¢ pierwiastkéw oznaczonych technikg ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-
niny kwaséw. Masa (102 mg) prébki (NIST-1648) stalej roztworzonej w mieszaninie kwaséw i zatgzonej na
weglu aktywnym.

* Certyfikowana zawarto$¢ pierwiastkéw.

** Szacowana zawarto$¢ pierwiastkow.

Warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe z siedmiu pomiaréw.

Poréwnanie oznaczonych zawarto$ci Rh (od 10,0 £ 1,5 do 10,3 = 1,7 ng/g) w mate-
riale CW-7 z zawartoscig pierwiastka oznaczona przez inny osrodek badawczy
10,3 = 1,4 ng/g [26] pokazuje duze podobienstwo zawartosci Rh.
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W materiale CW-7 oznaczono rowniez Ir, ktérego zawarto§¢ miesci si¢ w przedziale
od 2,7 £ 1,5 do 2,8 + 1,3 ng/g. Oznaczona zawarto$¢ Ir jest bliska granicy wykrywalno-
$ci zastosowanej metody. Brak jest informacji w dostepnej literaturze o zawarto$ci Ir
w materiale CW-7.

Podobnie poréwnywalne sa zawarto$ci 11 wybranych pierwiastkéw w materiale
CW-7 (tab. 11). Z poréwnania wynika, ze najwigksze podobienstwo pomig¢dzy oznaczo-
na (od 165 = 7 do 184 * 5 pg/g) i zacytowana z literatury [26] zawartoScia
(152 + 2 pg/g) jest obserwowane dla Ni. Najwigksza rozbiezno$¢ pomiedzy zawarto$cia
oznaczong (od 480 * 24 do 494 + 15 pg/g) a zawartoscig 234 + 18 pg/g podang w litera-
turze [26] zaobserwowano dla Cr.

Réznica w zawarto$ci Cr pomigdzy danymi literaturowymi a wartosciag oznaczang
ma swoje uzasadnienie w ztozono$ci matrycy materiatu (kurz uliczny). Przyktadem réz-
nic w zawarto$ci pierwiastkOw w materiale o tej samej matrycy jest zestawienie zawarto-
$ci pierwiastkéw w tabeli 14. Poréwnano tam zawartosci 11 wybranych pierwiastkow
w materiale CW-7 z zawarto§ciami pierwiastkow w materiale BCR-723; wyniki zawarto-
$ci pierwiastkdw sa poréwnywalne. Wyjatki stanowig: Ca, Mg i Cd, ktérych zawartos$ci
w materiale CW-7 odbiegaja znacznie od zawarto$ci oznaczanych w materiale odniesie-
nia BCR-723. Oznacza to, ze réznice w zawarto$ci pierwiastkow sa mozliwe takze
w przypadku materialéw o identycznej matrycy.

Zawarto$¢ platynowcéw (nieokreslona w certyfikacie) w materiale odniesienia
NIST-1648 zostala przedstawiona w tabeli 15. Zawarto$¢ Pt (od 7,9 £ 0,8 do
9,1 £ 0,9 ng/g) oznaczona w materiale jest mniejsza w poréwnaniu do pozostatych mate-
riatéw odniesienia BCR-723 (81,3 * 3,3 ng/g), CW-7 (55,8 + 8,0 ng/g). Pozostate platy-
nowce maja poréwnywalng zawarto§¢ do oznaczonych w pozostatych materiatach
odniesienia. Zawarto$¢ Rh (od 8,6 = 1,3 do 9,1 £ 0,9 ng/g) oznaczona w materiale
NIST-1648 jest poréwnywalna z zawartoscia w materiale odniesienia BCR-723
(12,8 £ 1,2 ng/g), CW-7 (10,3 £ 1,4 ng/g).

Zawarto$¢ Ir (od 7,9 = 25 do 8,2 = 2,2 ng/g) oznaczona w materiale
NIST-1648 jest poréwnywalna z zawarto$cia w materiale odniesienia CW-7 (od
2,7+ 1,5 do 2,8 £ 1,3 ng/g). Brak jest informacji o zawarto$¢ Ir w materiale odniesienia
NIST-1648 w dostgpne;j literaturze.

W materiale odniesienia NIST-1648 zawarto$¢ Pd i Ru jest ponizej granicy wykry-
walnos$ci zastosowanej metody. W dostgpnej literaturze brak jest informacji o zawarto$ci
wymienionych pierwiastkéw w poddanym badaniom materiale odniesienia.

Zawarto$¢ 11 wybranych pierwiastkéw (tab. 16) jest zgodna z certyfikatem, warto$¢
odzysku miesci si¢ w przedziale od 94% (Co) do 100% (Mg).

Poréwnanie oznaczonych zawarto$ci Ca (od 30720 £ 3290 do 31240 + 4310 pg/g)
w materiale NIST-1648 z zawarto$cig pierwiastka oznaczong przez inny o$rodek badaw-
czy 58000 + 3000 pg/g [29] wskazuje na rézne zawarto$ci Ca. Pierwiastek ten nie ma
certyfikowanych oraz szacowanych zawarto$ci w badanym materiale.

Poréwnanie oznaczonych zawartosci Mg (od 50000 + 3200 do 50000 = 3100 pg/g)
w materiale NIST-1648 z zawarto$cig pierwiastka oznaczong przez inny o$rodek badaw-
czy 51000 + 2000 pg/g [29] wskazuje na poréwnywalne zawartosci Mg.
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Poréwnanie oznaczonych zawartosci Pb (od 6620 £ 740 do 6640 + 950 ng/g) w ma-
teriale NIST-1648 z zawarto$cig pierwiastka oznaczong przez inny o$rodek badawczy
6700 £ 300 pg/g [29] wskazuje na zblizone zawartosci Pb.

Poréwnanie oznaczonych zawartosci Cr (od 398 + 16 do 400 + 21 pg/g) w materiale
NIST-1648 z zawarto$ciag pierwiastka oznaczong przez inny osrodek badawczy
423 + 28 ng/g [29] wskazuje na poréwnywalne zawartosci Cr.

Poréwnanie oznaczonych zawartosci Mn (od 782 + 23 do 786 * 24 pg/g) w materia-
le NIST-1648 z zawartosciag pierwiastka oznaczong przez inny o$rodek badawczy
800 * 10 pg/g [29] wskazuje na zblizone zawarto$ci Mn.

Poréwnanie oznaczonych zawarto$ci Fe (od 39170 + 8500 do 39170 + 7300 pg/g)
w materiale NIST-1648 z zawarto$cia pierwiastka oznaczong przez inny osrodek badaw-
czy 41100 £ 470 ng/g [29] wskazuje na poréwnywalne zawartosci Fe.

Poréwnanie oznaczonych zawartosci Co (od 17,1 £0,3 do 17,2 + 0,5 png/g) w mate-
riale NIST-1648 z zawarto$ciag pierwiastka oznaczong przez inny o$rodek badawczy
16,4 + 0,2 pg/g [29] wskazuje na zblizone zawartosci Co.

Poréwnanie oznaczonych zawartosci Ni (od 77 £ 4 do 81 + 4 pg/g) w materiale
NIST-1648 z zawarto$ciag pierwiastka oznaczong przez inny osrodek badawczy
78 £ 3 ng/g [29] wskazuje na zblizone zawartosci Ni.

Poréwnanie oznaczonych zawarto$ci Cu (od 607 £ 35 do 612 + 34 pg/g) w materiale
NIST-1648 z zawarto$ciag pierwiastka oznaczong przez inny osrodek badawczy
609 + 27 ng/g [29] wskazuje na zblizone zawartosci Cu.

Poréwnanie oznaczonych zawartosci Zn (od 4730 + 220 do 4790 + 340 pg/g) w ma-
teriale NIST-1648 z zawarto$cig pierwiastka oznaczong przez inny o$rodek badawczy
4760 * 140 pg/g [29] wskazuje na zblizone zawartosci Zn.

Poréwnanie oznaczonych zawartosci Cd (od 74 + 12 do 76 + 11 pg/g) w materiale
NIST-1648 z zawarto$cia pierwiastka oznaczong przez inny osrodek badawczy
72,1 = 3,0 pg/g [29] wskazuje na zblizone zawartosci Cd.

Wszystkie oznaczone pierwiastki wykazuja duza zgodno$¢ pomiedzy zawarto$ciami
oznaczonymi a certyfikowanymi oraz wynikami oznaczen przedstawionymi przez inne
osrodki naukowe.

Zastosowanie opracowanej metody analitycznej
Zawartos¢ platynowcow w probkach rzeczywistych

Dokonano wyboru prébek srodowiskowych: pytu przemystowego, kurzu z filtru po-
wietrza oraz kurzu drogowego. Oznaczono zawarto$¢ pierwiastkéw w prébkach srodowi-
skowych metoda ETV-ICP-OES. Wyniki zostaly zestawione w tabeli 17.

Zawarto$¢ platynowcéw w probkach srodowiskowych (tab. 17) jest zblizona do za-
warto$ci w materiatach odniesienia z podobnych zrédet pochodzenia [30-32]. Najwigk-
sza zawarto$¢ platyny oznaczono w pyle z instalacji przemyslowej, miesci si¢ ona
w przedziale od 677,3 + 88,3 do 683,3 £ 87,7 ng/g.

W prébkach kurzu najwigksza zawarto$¢ platyny oznaczono w kurzu drogowym
z filtru zawierajacym frakcje ponizej 0,2 um S$rednicy czastek. Zawarto$¢ Pt miesci si¢
w przedziale od 154,5 *+ 34,7 do 161,7 = 74,5 ng/g. Najmniejsza zawarto$¢ platyny
oznaczono w kurzu z filtru powietrza samochodu osobowego miesci si¢ w przedziale od
340 = 3,1 do 36,1 £ 54 ng/g. Réznica w zawartoSci platyny w prébkach
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o podobnej matrycy wskazuje na wzbogacenie pierwiastka w probce we frakcji ponizej
0,2 um $rednicy czastek.

Zawarto$¢ platyny w probce kurzu drogowego z filtru zawierajacym frakcj¢ ponizej
0,2 um $rednicy czastek jest zblizona do oznaczonej w materiale odniesienia BCR-723
(przedziat od 77,9 £ 7,8 do 82,8 £ 3,4 ng/g).

W prébkach rzeczywistych najwigksza zawarto$¢ palladu oznaczono w kurzu dro-
gowym z filtru o frakcji ponizej 0,2 um S$rednicy miesci si¢ w przedziale od
72,3 £ 22,6 do 79,3 + 34,5 ng/g. Najmniejsza zawarto$¢ palladu oznaczono w kurzu
z filtru powietrza samochodu osobowego, ktéra miesci si¢ w przedziale od 3,0 = 0,1 do
5,2 £ 0,2 ng/g. Réznica w zawartosci palladu w prébkach o podobnej matrycy wskazuje
na wzbogacenie prébki w pierwiastek we frakcji ponizej 0,2 um $rednicy czastek. Zawar-
tos¢ palladu jest zblizona do oznaczonej w materiale odniesienia BCR-723 (przedzial od
59 = 20 do 64 £ 23 ng/g) oraz w materiale CW-7 (przedzial od
3,7+ 1,6 do 4,1 £1,3 ng/g).

Tabela 17
Zawarto$¢ platynowcéw w prébkach srodowiskowych
Probka Metoda Pierwiastek
Pt Pd Ru Rh Ir
[ng/g] [ng/g] [ng/g] [ng/g] [ng/g]
Pyl 7 instalacji 1 677,3 + 88,3 23,4 +8,2 - -
przemystowe 2 681,5 +98,9 294 +1773 - -
3 683,3 + 87,7 33,5+10,6 - -
Kurz uliczny z filtru 1 143,4 £ 65,6 27,4 +8,8 - 49+0,1 -
powietrza ciagnika 2 151,4 +£58,3 31,3+6,8 - 5,6+0,2 -
siodtowego 3 1554+ 61,7 343+7,1 - 6,2+0,1 -
Kurz uliczny 1 34,0+3,1 3,0+0,1 10,3£2,3 4,1 +£0,1 0,9+ 0,2
z filtréw powietrza 2 36,7 £4,1 4,9+03 11,1434 | 52+06 | 1,004
Samoggsvc;?}f R B 36,1 + 5.4 52402 114238 | 6404 | 11 06
Kurz drogowy 1 85,6 £25,3 62,7+12,4 - - -
4 filtra 2 87,2+232 61,5+133 - - -
3 90,2 + 34,7 63,0 +23,8 - - -
Kurz drogowy 1 154,5 £34,7 72,3 £22,6 92+1,3 - -
z filtru 2 157,3 + 64,1 76,9 + 23,6 93+1,7 - -
frakeja <0.2 3 1617745 | 793+345 | 95+19 - -
(um) TET S ~rh

1 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych technika ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/
mieszaniny kwasow.

2 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych technika ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/
mieszaniny kwaséw/ tiomocznika.

3 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych technika ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/
mieszaniny kwaséw/ emulsji PTFE.

- Zawarto$¢ ponizej granicy wykrywalnosci.

Warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe z siedmiu pomiaréw.

Masa prébek statych zatgzonych na weglu aktywnym:

- py! z instalacji przemystowej (101 mg),

- kurz uliczny z filtru powietrza ciagnika siodtowego (104 mg),

- kurz uliczny z filtréw powietrza samochodéw osobowych (105 mg),

- kurz drogowy z filtru (43 mg),

- kurz drogowy z filtru, frakcja ponizej 0,2 um $rednicy czastek (53 mg).
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W prébkach rzeczywistych zawarto$¢ rutenu jest mata w poréwnaniu do platyny
i oznaczono ja w dwoch materiatach. Zawarto§¢ Ru w kurzu drogowym z filtru zawiera-
jacym frakcje ponizej 0,2 pm $rednicy czastek miesci si¢ w przedziale od 9,2 + 1,3 do
9,5 £ 1,9 ng/g. Zawarto$§¢ Ru w kurzu z filtru powietrza samochodu osobowego miesci
si¢ w przedziale od 10,3 £2,3 do 11,4 £ 3,8 ng/g.

W prébkach rzeczywistych zawarto$¢ rodu jest mniejsza w poréwnaniu do platyny
1 oznaczono ja w dwéch materiatach. Zawarto$¢ Rh w kurzu z filtru powietrza ciggnika
siodtowego miesci si¢ w przedziale od 4,9 + 0,1 do 6,2 *+ 0,1 ng/g. Zawarto$¢ Rh w ku-
rzu z filtru powietrza samochodu osobowego miesci si¢ w przedziale od 4,1 £ 0,1 do
6,4 £ 0,4 ng/g. Zawarto$¢ rodu jest zblizona do oznaczonej w materiale odniesienia
BCR-723 (przedziat od 11,7 + 2,4 do 13,0 + 2,8 ng/g) oraz w materiale CW-7 (przedziat
0d 9,8 + 1,4 do 10,7 = 1,7 ng/g).

Najmniejsza zawarto$¢ Ir sposréd wszystkich platynowcéw zostala oznaczona
w kurzu ulicznym z filtru powietrza samochodu osobowego. Zawarto$¢ Ir miesci si¢
w przedziale od 0,9 + 0,2 do 1,1 * 0,6 ng/g. Iryd nie ma certyfikowanej zawartosci
w zadnym z badanych materialéw odniesienia. Jednak oznaczono go w materiale CW-7
(od 2,7+ 1,5do 2,8 £ 1,3 ng/g) i NIST-1648 (od 7,9 + 2,5 do 8,2 + 2,2 ng/g). W danych
literaturowych brak jest jednak doniesien o oznaczaniu Ir w wyzej wymienionych mate-
rialach odniesienia.

Zawartos¢ wybranych pierwiastkow w probkach rzeczywistych

W tabelach 18-22 przedstawiono zawarto$ci 11 pierwiastkéw w prébkach rzeczywi-
stych: kurzu z filuéw powietrza, kurzu drogowego (4 probki) oraz pyh
7 instalacji przemystowej (1 prébka).

Tabela 18
Zawarto$¢ wybranych pierwiastkéw w pyle z instalacji przemystowe;j

Pierwiastek 1 [ug/g]’, [mg/g] 2 [pg/gl’, [mg/g] 3 [ug/gl’, [mg/g]
Ca 1645 + 178" 1652 + 345" 1659 +312°
Mg 3421 +221° 3432 + 432" 3437 £391°
Pb 498 + 55° 498 + 23" 503 £37°
Cr 380 + 43" 385 £21° 397 + 10°
Mn 17+2 1843 1843
Fe 315 3244 34+4
Co 23 +4° 25 +3° 36+4°
Ni 234+ 7" 237 +32° 244 + 16"
Cu 259 + 19° 261 +21° 265+ 19°
Zn 3,102 2,6+04 3,504
Cd 265 + 67° 272+17° 276 £ 18°

1 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych metoda ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-
niny kwasow.

2 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych metoda ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-
niny kwaséw/ tiomocznika.

3 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych metodg ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-
niny kwaséw/ emulsji PTFE.
Warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe z siedmiu pomiaréw. * Zawarto$¢ pierwiastka wyrazona
w ug g7, Brak indeksu gérnego zawarto$é wyrazona w mg g~ Masa prébki statej (101 mg) wzbogaconej
na weglu aktywnym.
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Zawarto§¢ Ca w probkach rzeczywistych miesci si¢ w przedziale od
1645 £ 178 do 3024 + 178 pg/g. Najmniejsza zawarto$¢ oznaczono w pyle z instalacji
przemystowej (tab. 18), najwyzsza w kurzu drogowym zebranym z filtru
(tab. 21). Zawarto$¢ Ca w prébee pytu z instalacji wskazuje, ze do produkcji katalizatora
zastosowano jako gtéwny sktadnik Ca. Oznaczona zawarto$¢ jest trzykrotnie wigksza
w poréwnaniu z oznaczong w materiale CW-7 (1112 + 252 ng/g). Najwicksza zawartos§¢
Ca oznaczono w materiale BCR-723 (11,12 £ 0,52%). Zawarto$¢ Ca w prébce jest zbli-
zona do zawarto$ci w materiale NIST-1648 (3107 = 416 ng/g). Zawarto§¢ Mg w préb-
kach rzeczywistych miedci si¢ w przedziale od 1236 * 221 do 3421 + 221 pg/g.
Najmniejsza zawarto§¢ oznaczono w kurzu zebranym z filtru powierza ciggnika siodlo-
wego (tab. 19), najwigksza w pyle z instalacji przemystowej (tab. 18). Najwi¢cksza zawar-
tos¢ w pyle z instalacji przemyslowej wskazuje, ze do produkcji katalizatora
zastosowano Mg jako jeden z gléwnych sktadnikéw. Najwigksza zawarto$¢ Mg
sposrod wszystkich prébek jest dwukrotnie mniejsza od oznaczonej w materiale CW-7
(7075 £ 432 ng/g).

Tabela 19
Zawarto$¢ wybranych pierwiastkow w kurzu z filtru powietrza ciagnika siodtowego
Pierwiastek ! 2 3
[pe/el’, [mg/e] [pe/gl”, [mg/g] [pe/el’, [mg/e]

Ca 1843 £178* 1852 £215% 1859 £212%

Mg 1236 + 2217 1247 + 196" 1254 £ 201°

Pb 235 £55% 243 + 35% 247 £ 54°

Cr 345 £43°* 358+ 18" 367+17%

Mn 72 10£3 12+3

Fe 375 39+4 44+4

Co 43+ 4° 44+ 5° 48 £ 4°

Ni 122 +23° 127 £ 14° 130 + 24°

Cu 234 £19° 251 £21° 255 £30°

Zn 4,5+0,2 48+04 52+0,7

Cd 254 £ 67% 258 £17¢ 262 £ 34°

1 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych metoda ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywne-
go/mieszaniny kwasow.

2 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych metoda ETV-ICP-OES 2z zastosowaniem wegla aktywne-
go/mieszaniny kwaséw/ tiomocznika.

3 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych metoda ETV-ICP-OES 1z zastosowaniem wegla aktywne-

go/mieszaniny kwasoéw/ emulsji PTFE.

Warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe z siedmiu pomiaréw.

Zawarto$¢ pierwiastka wyrazona w ug g\

Brak indeksu gérnego wskazuje, ze zawarto$¢ jest wyrazona w mg g

Masa prébki statej (104 mg) wzbogaconej na weglu aktywnym.

Zawarto$¢ Pb w prébkach rzeczywistych mieéci si¢ w przedziale od 81 = 17 do
503 £ 37 pg/g. Najmniejszg zawarto$¢ oznaczono w kurzu drogowym z filtru o frakcjach
ponizej 0,2 pm (tab. 22), najwigksza w pyle z instalacji przemystowej (tab. 18). Zawar-
to$¢ Pb w kurzu drogowym zawierajacym frakcje ponizej 0,2 pm $rednicy czastek jest
mniejsza od zawarto§ci oznaczonej w tym samym materiale zawierajacym wszystkie
frakcje 278 = 19 pg/g.
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Tabela 20
Zawarto$¢ wybranych pierwiastkéw w kurzu z filtréw powietrza samochodu osobowego
Pierwiastek ! 2 3
[ug/gl®, [mg/g] [ng/gl®, [mg/g] [ug/gl®, [mg/g]

Ca 1954 £301* 1975 £225% 1985 £231*
Mg 1298 + 221° 1267 + 432* 1278 + 258
Pb 298 £ 55% 302 £23% 310 £27%
Cr 424 + 387 438 £21° 443+ 10°
Mn 15+2 163 18+4

Fe 52+8 55+4 57+3

Co 43+ 3% 47+3° 49 £ 4°

Ni 374+ 7% 378 +32¢ 393 +£24*
Cu 253 £43% 261 £21° 268 £32°
Zn 2,803 3,1£0,5 3,3+£0,7
Cd 138 £ 45° 142 £21° 152 £32°

1 - zawarto$¢ pierwiastkow oznaczonych metoda ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-
niny kwasow.

2 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych metoda ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-
niny kwaséw/ tiomocznika.

3 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych metodg ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-

niny kwaséw/ emulsji PTFE.

Zawartosé pierwiastka wyrazona w g g

Brak indeksu gérnego wskazuje, ze zawartosé jest wyrazona w mg g\

Warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe z siedmiu pomiaréw.

Masa prébki statej (105 mg) wzbogaconej na weglu aktywnym.

a

Tabela 21
Zawarto$¢ wybranych pierwiastkow w kurzu drogowym (filtr)
Pierwiastek ! 2 3
[ug/gl’, [mg/g] [pe/el’, [mg/g] [ug/g]®, [mg/g]

Ca 3024 £ 178 3092 + 287° 3119 £252%
Mg 2487 £ 221* 2492 + 327% 2534 +£233%
Pb 245 £ 55% 267 £32° 278 £19°
Cr 542 +£43* 565 +21° 597 £23*
Mn 44+09 4711 48%+1,0
Fe 23+3 22+5 25+3

Co 53+4° 57+3° 63 £4°

Ni 326+ 17* 334 +32° 354 £ 29*
Cu 487 £ 19° 491 £21° 502 £32%
Zn 4,4%£0,6 4,8%£0,6 50104
Cd 304 £ 54° 314 £17° 316 £18*

1 - zawarto$¢ pierwiastkow oznaczonych metoda ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-
niny kwasow.

2 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych metoda ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-
niny kwaséw/ tiomocznika.

3 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych metodg ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-

niny kwaséw/ emulsji PTFE.

Warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe z siedmiu pomiaréw.

Zawarto$¢ pierwiastka wyrazona w ug g\

Brak indeksu gérnego wskazuje, ze zawarto$¢ wyrazona w mg g .

Masa prébki statej (43 mg) wzbogaconej na weglu aktywnym.
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Tabela 22
Zawarto$¢ wybranych pierwiastkéw w kurzu drogowym (filtr) we frakcji ponizej 0,2 um $rednicy czastek
Pierwiastek ! 2 3
[ug/gl®, [mg/g] [ng/gl®, [mg/g] [ug/gl®, [mg/g]

Ca 2067 £ 178 2072 £ 345% 2069 £312%

Mg 1434 £ 221° 1448 +432* 1457 £ 391°

Pb 74 £23° 78 £ 19° 81£17%

Cr 43£17° 47+£21° 52+ 10°

Mn 54+1,1 57+13 6,014

Fe 31+17 34+4 37+4

Co 23 +12° 25 £3° 28 £4°

Ni 129+ 7° 143 £22° 144 + 18°

Cu 159 £ 19° 169 £21° 165 £ 19°

Zn 4,9+0,2 5,2%0,3 55104

Cd 175 £37¢ 184 £ 34° 188 £29°

1 - zawarto$¢ pierwiastkow oznaczonych metoda ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-
niny kwasow.

2 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych metoda ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-
niny kwaséw/ tiomocznika.

3 - zawarto$¢ pierwiastkéw oznaczonych metodg ETV-ICP-OES z zastosowaniem wegla aktywnego/ miesza-

niny kwaséw/ emulsji PTFE.

Warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe z siedmiu pomiaréw.

Zawarto$¢ pierwiastka wyrazona w ug g\

Brak indeksu gérnego wskazuje, ze zawarto$¢ jest wyrazona w mg g

Masa prébki statej (53 mg) wzbogaconej na weglu aktywnym.

Najwigksza zawarto$§¢ Pb oznaczona w pyle z instalacji przemystowej wskazuje, ze
do produkcji katalizatora zastosowano Pb jako jeden z gtéwnych sktadnikéw. Najmniej-
sza oznaczona zawarto$§¢ odbiega znacznie od oznaczonej w materialach odniesienia.
Najwigksza oznaczona zawarto$¢ Pb jest zblizona do zawartosci oznaczonej w materiale
CW-7 (472 £ 32 pg/g).

Zawarto§¢ Cr w prébkach rzeczywistych miesci si¢ w przedziale od 52 £ 10 do
597 + 23 pg/g. Najmniejszg zawarto$¢ oznaczono w kurzu drogowym z filtru o frakcji
ponizej 0,2 um S$rednicy czastek (tab. 22), najwicksza w kurzu z tego samego zrddta (tab.
21). Najwigksza oznaczona zawarto$¢ Cr jest zblizona do zawarto$ci oznaczonej w mate-
riale CW-7 (494 + 15 pg/g).

Zawarto$§¢ Mn w prébkach rzeczywistych mieséci si¢ w przedziale od 6,0 £ 1,4 do
18,0 + 4,2 mg/g. Najmniejsza zawarto$¢ oznaczono w kurzu drogowym z filtru (tab. 21),
najwigksza w pyle z instalacji przemystowej (tab. 18). Najwigksza zawarto§¢ Mn jest
poréwnywalna z oznaczong w materialach BCR-723 (18 = 2 mg/g) i CW-7
(18 =2 mg/g).

Zawarto§¢ Fe w probkach rzeczywistych miesci si¢ w przedziale od 25 + 3 do
57 + 3 mg/g. Najmniejsza zawarto$¢ oznaczono w kurzu drogowym z filtru (tab. 20),
najwigksza w kurzu drogowym z filtru samochodéw osobowych (tab. 21). Wartosci
oznaczone Fe sg poréwnywalne z zawarto$cig w materiale CW-7 (41 £ 4 mg/g).

Zawarto§¢ Co w probkach rzeczywistych miedci si¢ w przedziale od 28 £ 4 do
63 * 4 mg/g. Najmniejsza zawarto$¢ oznaczono w kurzu drogowym z filtru o frakcjach
ponizej 0,2 pm $rednicy czastek (tab. 22), najwigksza w kurzu drogowym z tego samego
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zrodta (tab. 21). Oznaczone zawartosci Co sg zblizone do zawarto$ci w materiale odnie-
sienia NIST-1648 (17,2 + 0,5 mg/g).

Zawarto§¢ Ni w prébkach rzeczywistych miesci si¢ w przedziale od 144 + 18 do
393 + 24 pg/g. Najmniejsza zawarto$¢ oznaczono w kurzu drogowym z filtru o frakcji
ponizej 0,2 pm S$rednicy czastek. (tab. 22), najwigksza w kurzu pochodzacym z filtru
samochodéw osobowych (tab. 20). Najmniejsza oznaczona zawarto$¢ Ni jest zblizona do
zawarto$ci w materiatach BCR-723 (174 £ 5 pg/g) i CW-7 (184 + 5 pg/g).

Zawarto§¢ Cu w probkach rzeczywistych miesci si¢ w przedziale od 165 £ 19 do
502 + 32 pg/g. Najnizsza zawarto$¢ oznaczono w kurzu drogowym z filtru o frakcji po-
nizej 0,2 pm $rednicy czastek (tab. 22), najwigksza w kurzu drogowym z tego samego
zrédla (tab. 21). Zawarto$¢ pierwiastka jest zblizona do oznaczonych w materiatach
BCR-723 (372 £ 23 pg/g) i NIST-1648 (611 + 32 pg/g).

Zawarto$¢ Zn miesci si¢ w przedziale od 2,8 + 0,3 do 5,5 + 0,4 mg/g. Najmniejsza
zawarto§¢ oznaczono w kurzu z filtru z samochodu osobowego (tab. 20), najwigksza
w kurzu drogowym z filtru o frakcji ponizej 0,2 pm S$rednicy czastek (tab. 22). Oznacza
to wzbogacenie w Zn frakcji prébki ponizej 0,2 pm $rednicy czastek. Zawarto$¢ pier-
wiastka jest wicksza od zawarto$ci Zn oznaczonych w materiatach BCR-723
(2,6 £0,4 mg/g) i CW-7 (1,4 £ 0,4 mg/g).

Zawarto$¢ Cd miesci si¢ w przedziale od 175 + 37 do 316 * 18 ng/g. Najmniejsza
zawarto§¢ oznaczono w kurzu drogowym z filtru o frakcjach ponizej 0,2 um $rednicy
czastek (tab. 22), najwicksza w kurzu drogowym z tego samego zrédila (tab. 21).
Najwicksza zawarto§¢ jest zblizona do oznaczonej w materiale CW-7
(320 £ 42 pgl/g).

Whioski

Wazrost ilo$ci pojazdéw wigze si¢ ze wzrostem emisji platynowcéw do $rodowiska
przyrodniczego. W celu sprawdzenia drég migracji oraz iloSciowego ich oznaczenia
konieczne jest zastosowanie odpowiednio czutych metod analitycznych.

Oznaczanie pierwiastkéw w prébkach na poziomie §ladowym wymaga od analityka
duzej staranno$ci w wykonaniu czgsto skomplikowanych i dlugotrwatych procedur
analitycznych. Osiagni¢cie niskich granic wykrywalno$ci wymagato zmodyfikowania
programéw sterujagcych spektrometrem emisyjnym oraz opracowania procedury
wzbogacania platynowcé6w na weglu aktywnym. Dodatkowo zastosowano modyfikatory
umozliwiajace zwickszenie lotno§ci pierwiastkow. W pracy po raz pierwszy
przedstawiono wyniki oznaczania Ir w materiale odniesienia NIST-1648 oraz
w materiale CW-7.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna sformulowac nastepujace wnioski:

1. Chemometryczna metoda symplekséw pozwala na szybkie okreslenie optymalnych
warunkow pracy ukladu ETV.

2. Metoda elektrotermicznego odparowania prébek statych jest metoda wymagajaca
odpowiedniego doswiadczenia oraz sprawnosci koniecznej do wykonania procedur
analitycznych, czesto bardziej skomplikowanych w poréwnaniu z klasycznymi me-
todami wprowadzania prébek roztworowych.

3. Potwierdzono przydatnos¢ wegla aktywnego jako bardzo efektywnego sorbentu.
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4. Efektywno$¢ przewodnictwa ciepta w uktadach odparowania pierwiastkéw zostata
zwigkszona na skutek zastosowania wegla aktywnego, skutkuje to wzrostem tempe-
ratury wzbudzenia.

5. Potwierdzono pozytywny wplyw wprowadzenia modyfikatorow na zwigkszenie
wartosci intensywnosci emisji pierwiastkow. Najwigksze warto$ci intensywnosci
emisji pierwiastkéw stwierdzono podczas zastosowania tiomocznika jako modyfika-
tora. Dodatek tego zwigzku poprawit zdolno$ci adsorpcyjne pierwiastkéw w porach
wegla aktywnego; osiagnigto ten cel poprzez impregnacj¢ powierzchni sorbentu.

6. Stwierdzono wzrost efektywnosci transportu pierwiastkow do plazmy po przepro-
wadzeniu ich w lotne fluorki. Zaobserwowano wzrost intensywno$ci emisji pier-
wiastkow po zastosowaniu emulsji PTFE oraz gazu reakcyjnego (CHF;)
dodawanego do gazu nos$nego uktadu ETV.

7. Zastosowanie modyfikatoréw: tiomocznika i emulsji PTFE bezposrednio dodawa-
nych do prébki w uktadzie ETV pozwolilo osiggnaé nizsze granice wykrywalnosci
w poréwnaniu z zastosowaniem modyfikatorow wprowadzanych jako gaz reakcyjny
do uktadu ETV.

8. Zoptymalizowano mas¢ sorbentu wprowadzanego do kuwety grafitowej w celu
umozliwienia transportu par pierwiastkéw wraz z gazem no$nym do plazmy.

9. Opracowana metoda pozwolita na oznaczanie pierwiastkéw o bardzo matych zawar-
tosciach w prébce (ng/g). Zaleta proponowanej metody jest mozliwos$¢ jednoczesne-
go oznaczania kilkunastu pierwiastkéw w jednym cyklu pomiarowym.

10. Uzyskane granice wykrywalno$ci pozwolily na jednoczesne oznaczanie platyny,
palladu, rodu, rutenu w dwdch materiatach odniesienia: BCR-723, NIST-1648 oraz
w materiale CW-7 pretendujacym do tego tytutu. Uzyskane granice wykrywalnosci
umozliwity takze na oznaczenie w materiatach NIST-1648 oraz CW-7, irydu. Na tej
podstawie sprawdzono poprawnos¢ zastosowanej metody analitycznej oraz przydat-
no$¢ jej do oznaczania platynowcow.

11. Opracowana metoda umozliwita jednoczesne oznaczanie wapnia, magnezu, manga-
nu, zelaza, kobaltu, niklu, chromu, miedzi, cynku, kadmu i otowiu w materiatach
odniesienia: BCR-723, NIST-1648 oraz w materiale CW-7. Na tej podstawie spraw-
dzono poprawnos¢ zastosowanej metody analitycznej oraz przydatno$¢ jej do ozna-
czania 11 wybranych pierwiastkéw.

12. Metode analityczng zastosowano nastgpnie do oznaczania platynowcéw oraz 11
wybranych pierwiastkbw w  prébkach rzeczywistych: kurzu ulicznym
i drogowym oraz w pyle z instalacji przemystowe;.
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OPTICAL EMISSION SPECTROMETRY FOR DETERMINATION OF TRACE
AMOUNTS OF PLATINUM METALS (Pt, Pd, Ru, Rh, Ir) AND Ca, Mg, Pb, Cr,
Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd IN ENVIRONMENTAL SAMPLES

Department of Analytical Chemistry, Poznan University of Technology

Abstract: Technological development should be accompanied by the care of natural environment. It happens
that elimination of one contamination generates other. It has become when car catalysts were introduced.
Platinum metals, which have been employed in production of car catalysts, reach environment and cause
contamination of soil, plants and water. The amounts of platinum metals in real samples are very low. The
determination of platinum metals in environmental samples is possible after enrichment or separating from
matrix. The analytical performance of inductively coupled plasma optical emission spectrometry hyphenated
with electrothermal vaporization (ETV-ICP-OES) was investigated. Elements were preconcentrated on active
carbon. Volatility of elements was increased using chemical modifiers (PTFE and thiourea). This method was
evaluated for determination of platinum metals (Pt, Pd, Ru, Rh, Ir) and Ca, Mg, Pb, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu,
Zn, Cd in certified reference materials (tunnel dust, road dust) and real samples (tunnel dust, road dust, indus-
trial dust). The measured contents, in reference materials, were in satisfactory agreement with the certified
values.

Keywords: certified reference materials, electrothermal vaporization, inductively coupled plasma optical
emission spectrometry, determination of platinum metals, preconcentration on active carbon, de-
termination of selected elements
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w prébkach srodowiskowych z zastosowaniem techniki optycznej spektrometrii emisyjnej
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15t ICHMET

15" INTERNATIONAL CONFERENCE
ON HEAVY METALS IN THE ENVIRONMENT

SEPTEMBER 19-23, 2010
GDANSK, POLAND

ORGANIZED BY
CHEMICAL FACULTY, GDANSK UNIVERSITY OF TECHNOLOGY (GUT)
TOGETHER WITH
COMMITTEE ON ANALYTICAL CHEMISTRY
OF THE POLISH ACADEMY OF SCIENCES (PAS)

15™ ICHMET- is a continuation of a series of highly successful conferences that have
been held in major cities of the world since 1975. These conferences typically draw
500-1000 participants from countries in many parts of the world. Well over 5000
scientists have taken part in this series of conferences including most leaders in the field.
Apart from the city’s natural beauty, Gdansk is logical choice for the 15" Conference to
highlight the outstanding work that is being done on heavy metals in Central Europe.
The venue for the meeting will be the Gdansk University of Technology (GUT) which
features many tourist attractions.

The Conference will include a number of invited lectures treating frontier topics
prepared by specialist with international reputation, oral presentation and poster sessions.
ICHMET welcomes contributions on all aspects of any heavy metal in the environment.
All presentation will be connected with such topics as:

Risk assessment and risk management pertaining to toxic metals in the environment
Susceptibility and protection of children from toxic metals in their environment
Measurement and exposure assessment

Biomarkers of exposure and effects of heavy metals

Gene-environment-metal interactions

Trend tracking/analysis of heavy metal data - spatial and temporal

Risk communication pertaining to heavy metals

Life cycle analysis for metalliferous consumer products

Soil quality criteria

Remediation technologies

Control strategies for heavy metal emissions and deposition

Metal mixtures - mechanistic and epidemiological studies

Nutrient-metal interactions

Advancements in analytical tools (procedures and measurement devices)
Toxicology of heavy metals, from cellular and genomic to ecosystem levels
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= Heavy metals in foods
= Impact of global change on heavy metal cycle

For further information on the conference, please contact:
Professor Jacek Namie$nik (Conference Chairman)
Gdansk University of Technology, Chemical Faculty
Department of Analytical Chemistry

G. Narutowicza 11/12, 80-233 Gdansk (Poland)

email: chemanal @pg.gda.pl

homepage: http://www.pg.gda.pl/chem/ichmet/



INVITATION FOR ECOpole’10 CONFERENCE

CHEMICAL SUBSTANCES IN ENVIRONMENT

We have the honour to invite you to take part in the 19th annual Central European

Conference ECOpole’10, which will be held in 13-16 X 2010 (Thursday-Saturday) on
Wilhelms Hill at Uroczysko in Piechowice, the Sudety Mts., Lower Silesia, PL.

The Conference Programme includes oral presentations and posters and will be

divided into five sections - SI-SV:

SI Chemical Pollution of Natural Environment and its Monitoring

SII Environment Friendly Production and Use of Energy

SIII Risk, Crisis and Security Management

SIV Forum of Young Scientists and Environmental Education in Chemistry
SV Impact of Environment Pollution on Food and Human Health

The Conference language is English.

Contributions to the Conference will be published as:

abstracts on the CD-ROM (0.5 page of A4 paper sheet format)

extended Abstracts (4-6 pages) in the semi-annual journal Proceedings of ECOpole
full papers will be published in successive issues of the Ecological Chemistry and
Engineering/Chemia i Inzynieria Ekologiczna (Ecol. Chem. Eng.) ser. A and S.
Additional information one could find on the Conference website:

ecopole.uni.opole.pl
The deadline for sending the Abstracts is 15.07.2010 and for the Extended Abstracts:

1.10.2010. The actualised list (and the Abstracts) of the Conference contributions
accepted for presentation by the Scientific Board, one can find (starting from
15.07.2010) on the Conference website.

The papers must be prepared according to the Guide for Authors on Submission

of Manuscripts to the Journals.
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At the Reception Desk each participant will obtain a CD-ROM with abstracts of the
Conference contributions as well as Conference Programme (the Programme will be also
published on the Conference website).

Maria Wactawek

Further information is available from:

Dr hab. Maria Wactawek, prof. UO
Chairperson of the Organising Committee
of ECOpole'10 Conference

Opole University

email: Maria.Waclawek @uni.opole.pl

and mrajfur@o2.pl

tel. +48 77 455 91 49 and +48 77 401 60 42
fax +48 77 401 60 51

Conference series

1992 Monitoring '92 Opole

1993 Monitoring '93 Turawa

1994 Monitoring '94 Pokrzywna

1995 EKO-Opole '95 Turawa

1996 EKO-Opole '96 Kedzierzyn Kozle
1997 EKO-Opole '97 Duszniki Zdrdj
1998 CEC ECOpole '98 Kedzierzyn Kozle
1999 CEC ECOpole '99 Duszniki Zdrdj
2000 CEC ECOpole 2000 Duszniki Zdréj
10. 2001 CEC ECOpole'01 Duszniki Zdr6j
11. 2002 CEC ECOpole'02 Duszniki Zdréj
12. 2003 CEC ECOpole'03 Duszniki Zdr6j
13. 2004 CEC ECOpole'04 Duszniki Zdr6j
14. 2005 CEC ECOpole'05 Duszniki Zdr6j
15. 2006 CEC ECOpole'06 Duszniki Zdr6j
16. 2007 CEC ECOpole'07 Duszniki Zdr6j
17. 2008 CEC ECOpole'08 Piechowice

18. 2009 CEC ECOpole'09 Piechowice

XN b W~



ZAPRASZAMY

DO UDZIALU W SRODKOWOEUROPEJSKIEJ KONFERENCJI

ECOpole’10
W DNIACH 13-16 X 2010

SUBSTANCJE CHEMICZNE W SRODOWISKU PRZYRODNICZYM

Bedzie to dziewictnasta z rzgdu konferencja po§wigcona badaniom podstawowym

oraz dziataniom praktycznym dotyczaca réznych aspektéw ochrony srodowiska przyrod-
niczego. Odbedzie si¢ ona w os$rodku ,,Uroczysko” na Wzgérzu Wilhelma w Piechowi-
cach koto Szklarskiej Porgby. Doroczne konferencje ECOpole maja charakter migdzyna-
rodowy i za takie sg uznane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Obrady
konferencji ECOpole’ 10 beda zgrupowane w pigciu Sekcjach SI-SV:

SI Chemiczne substancje w Srodowisku przyrodniczym oraz ich monitoring

SII Odnawialne zrédla energii i jej oszczedne pozyskiwanie oraz uzytkowanie
SIII Zarzadzanie Srodowiskiem w warunkach kryzysowych

SIV Forum Miodych (FM) i Edukacja prosrodowiskowa w chemii

SV Wplyw zanieczyszczen Srodowiska oraz zywnosci na zdrowie ludzi

Materiaty konferencyjne beda opublikowane w postaci:

abstraktow (0,5 strony formatu A4) na CD-ROM-ie;

rozszerzonych streszczen o objgtosci 4-6 stron w pétroczniku Proceedings of
ECOpole;

artykuléw: w abstraktowanych czasopismach: Ecological Chemistry and Engineer-
ing/Chemia i Inzynieria Ekologiczna (Ecol. Chem. Eng.) ser. A i1 S oraz niektérych
w pétroczniku Chemia-Dydaktyka-Ekologia-Metrologia.

Termin nadsylania angielskiego i polskiego streszczenia o objetosci 0,5-1,0 stro-

ny (wersja cyfrowa + wydruk) planowanych wystapien uplywa w dniu 15 lipca
2010 r. Lista prac zakwalifikowanych przez Rad¢ Naukowa Konferencji do prezentacji
bedzie sukcesywnie publikowana od 15 lipca 2010 r. na stronie webowej

ecopole.uni.opole.pl
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Aby praca (dotyczy to takze streszczenia, ktére powinno mie¢ tytut w jezyku polskim
i angielskim, stowa kluczowe w obydwu jezykach) przedstawiona w czasie konferencji
mogta by¢ opublikowana, jej tekst winien by¢ przygotowany zgodnie z wymaganiami
stawianymi artykutom drukowanym w czasopismach Ecological Chemistry and Engine-
ering ser. A oraz S, ktére sa dostgpne w wielu bibliotekach naukowych w Polsce
i za granica. Sa one takie same dla prac drukowanych w pétroczniku
Chemia-Dydaktyka-Ekologia-Metrologia.

Po konferencji zostang wydane 4-6-stronicowe rozszerzone streszczenia wystapien
w pétroczniku Proceedings of ECOpole. Artykuty te winny by¢ przestane do 1 paz-
dziernika 2010 r. Wszystkie nadsytane prace podlegaja zwyktlej procedurze recenzyjne;j.
Wszystkie streszczenia oraz program Konferencji zostang wydane na CD-ROM-ie, ktéry
otrzyma kazdy z uczestnikéw podczas rejestracji. Program bedzie takze umieszczony na
stronie webowej Konferencji.

dr hab. inz. Maria Wactawek, prof. UO
Przewodniczaca Komitetu Organizacyjnego
Konferencji ECOpole’10

Wszelkie uwagi i zapytania mozna kierowa¢ na adres:
Maria.Waclawek @uni.opole.pl

lub mrajfur@o2.pl

tel. 77 401 60 42

tel. 77 45591 49

fax 77 401 60 51

Kalendarium

1. 1992 Monitoring '92 Opole

2. 1993 Monitoring '93 Turawa

3. 1994 Monitoring '94 Pokrzywna

4. 1995 EKO-Opole '95 Turawa

5. 1996 EKO-Opole '96 Kedzierzyn-Kozle

6. 1997 EKO-Opole '97 Duszniki Zdr6j

7. 1998 SEK ECOpole '98 Kedzierzyn-Kozle
8. 1999 SEK ECOpole '99 Duszniki Zdr6j

9. 2000 SEK ECOpole 2000 Duszniki Zdréj

10. 2001 SEK ECOpole '01 Duszniki Zdréj
11. 2002 SEK ECOpole '02 Duszniki Zdréj
12. 2003 SEK ECOpole '03 Duszniki Zdréj
13. 2004 SEK ECOpole '04 Duszniki Zdréj

H
b

2005 SEK ECOpole '05 Duszniki Zdréj

15. 2006 SEK ECOpole '06 Duszniki Zdréj
16. 2007 SEK ECOpole '07 Duszniki Zdréj
17. 2008 SEK ECOpole '08 Piechowice
18. 2009 SEK ECOpole '09 Piechowice
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Polecamy symbolike zalecang przez PTChem (Symbole i terminologia wielkosci
i jednostek stosowanych w chemii fizycznej, Ossolineum, Wroctaw 1989; Pure Appl. Chem.,
1979, 51, 1-41).

Material graficzny (rysunki, wykresy), obok wersji na papierze, powinien réwniez by¢ dostar-
czony w postaci cyfrowych plikéw wektorowych, np. za pomoca programéw: CorelDraw wersja
9.0, Grafer dla Windows lub przynajmniej bitowe (TIF, JPG, PCX, BMP).

Przypisy i tabele, podobnie jak rysunki, zapisujemy jako osobne pliki.
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